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Melo AP. Propriedades fisico-quimicas e atividade antimicrobiana de cimentos
bioceramicos associados ao Thyme Essencial Oil [dissertacdo de mestrado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022.

RESUMO

Cimentos bioceramicos reparadores e endoddnticos com atividade antimicrobiana
podem contribuir para o controle da infec¢do. O 6leo essencial de tomilho, ou Thyme
Essential Oil (TEO), é um extrato natural com propriedades antimicrobianas e anti-
inflamatdrias. Objetivo: Avaliar cimentos bioceramicos reparadores e endodoénticos
associados ou ndo ao TEO. Publicacdo 1: Visa avaliar propriedades fisico-quimicas
e antimicrobianas dos cimentos bioceramicos reparadores pronto para uso Bio-C
Repair (BCR, Angelus, Brasil) e po/liquido NeoMTA 2 (NMTA2, Nusmile, EUA) e das
suas associacdes ao TEO. Publicacdo 2: Visa avaliar propriedades fisico-quimicas
e antimicrobianas dos cimentos endoddnticos bioceramicos pronto para uso Bio-C
Sealer (BCS) e pd/liquido BioRoot RCS (BR) e das suas associacfes ao TEO.
Metodologia: Tempo de presa foi avaliado de acordo com a ISO 6876:2012. O pH
foi avaliado apos imersdo dos materiais em agua destilada nos periodos de 1, 3, 7,
14 e 21 dias. Alteracdo 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). Publicacdo 1 — Resultados: TEO néo
interferiu no tempo de presa, pH e alteracdo volumétrica dos cimentos (p > 0,05).
Todos os materiais mostraram capacidade de alcalinizacdo em relacdo ao controle
(p < 0.05). BCR/TEO e NMTA2/TEO apresentaram melhor atividade antimicrobiana
gue BCR e NMTA2 contra E. faecalis (p < 0.05). Concluséo: A adicdo de Thyme
Essential Oil melhorou significativamente a atividade antimicrobiana dos cimentos
potencializando a atividade antimicrobiana sem modificar propriedades fisico-
quimicas. Publicacdo 2 — Resultados: TEO nédo alterou o tempo de presa dos
cimentos (p > 0,05). Todos 0s materiais mostraram capacidade de alcalinizacdo nos
periodos avaliados em relacdo ao controle (p < 0.05). BR/TEO mostrou menor
alteracdo volumétrica que BR (p < 0.05). BCS/TEO e BR/TEO foram mais efetivos
que BCS e BR sober biofilme de E. faecalis. Concluséo: A associacdo 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. Oleos Volateis. Anti-infecciosos.



Melo AP. Physicochemical properties and antimicrobial activity of bioceramic
cements associated with Thyme Essential Oil [dissertagéo 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 INTRODUCAO

Biomateriais de silicatos de célcio apresentam potencial bioativo?,
promovendo reparacdo por tecido mineralizado apds tratamento reparador ou
tratamento endodéntico?. O Agregado Trioxido Mineral (MTA) foi o primeiro cimento
reparador com silicatos de célcio demonstrando potencial bioativo®. E composto por
silicato tricélcico, silicato dicalcico, aluminato tricalcico entre outros éxidos minerais?.
MTA demonstrou capacidade de estimular reparacdo do tecido pulpar e induzir a
formacdo de dentina reparadora®®, além de apresentar alguma atividade
antimicrobiana pela liberagdo de ions célcio e hidroxila’. Porém, a capacidade de
alcalinizacéo € limitada apés seu processo de hidratacdo quando ocorre diminuicédo
de seu potencial antimicrobiano®. Além disso, apresenta desvantagens como
elevado tempo de presa e potencial de descoloracdo dentaria®® levando ao

desenvolvimento de novos materiais.

Os cimentos a base de silicatos de calcio demonstram propriedades
biolégicas adequadasi®!l, Sdo biocompativeis, bioativos e n&o citotoxicos'®,
promovendo a formacgdo de hidrato de silicato de céalcio e hidroxido de célcio em
contato com agua?’?, propiciando selamento em ambientes Umidos ou contaminado
com sangue!d. Selamento de perfuracdes radiculares, capeamento pulpar,
pulpotomias, apexificacdo, apicigénese e obturacao retrograda sdo algumas de suas

indicacdes clinicas!®.

Bio-C Repair (Angelus, Parana, Brasil) e NeoMTA 2 (Avalon Biomed,
Houston, Estados Unidos) é um cimento bioceramico reparador. E composto por
silicatos de calcio, aluminato de célcio, 6xido de calcio e 6xido de zirconio. Bio-C
Repair apresenta bioatividade e potencial de mineralizacéo'®, além da capacidade
de liberar ions hidroxila e célcio®. Entretanto, ainda ndo ha estudos que avaliaram a
atividade antimicrobiana deste material. NeoMTA2 é um cimento a base de silicatos
de calcio, e um gel a base de agua. Segundo o fabricante 0 NeoMTA2 apresenta
particulas menores e maior radiopacidade. Este material é o sucessor do NeoMTA
Plus, que apresenta formulacéo similar. NeoMTA Plus apresenta propriedades fisico-
quimicas e biolégicas adequadas'’®. Entretanto, ndo demonstra acéo

antimicrobiana efetiva contra biofilme de E. faecalis e C. albicans®.



NMTA2 demonstra ser citocompativel, bioativo e apresenta potencial de
mineralizacdo!®. Ainda ndo existem estudos que avaliem as propriedades fisico-

quimicas e antimicrobianas do NeoMTA 2.

Além de propriedades fisico-quimicas adequadas, os cimentos obturadores
de canal radicular devem apresentar atividade antimicrobiana®®. BioRoot RCS
(Septodont, Saint-Maur-des-Fossés, Franca) e Bio-C Sealer (Angelus, Parana,
Brasil) sdo cimentos obturadores a base de silicato tricalcico. BioRoot RCS é um
cimento endodéntico poé-liquido composto por silicato tricalcico e 6xido de zircénio.
BioRoot RCS apresenta pH, tempo de presa, solubilidade e porosidade adequados,
é capaz de promover a alcalinizacdo do meio?l. Também demonstra propriedades
antimicrobianas?>?® e nao induz citocinas proé-inflamatérias, além de apresentar
citocompatibilidade?*. Bio-C Sealer é um cimento pronto para uso a base de silicatos
de célcio, aluminato de célcio, 6xido de calcio e 6xido de zirconio, além do agente
dispersante. Bio-C Sealer apresenta adequados valores de pH, tempo de presa,
escoamento, radiopacidade e alteracdo volumétrica?>. E um material biocompativel,
apresenta potencial bioativo e favorece o reparo?s. Além disso, apresenta atividade

antimicrobiana contra E. faecalis devido ao seu potencial de alcalinizacdo?®.

Cimentos a base de silicatos de célcio apresentam propriedades
antimicrobianas com efeito limitado, e menor acédo sobre infeccdes persistentes?®. A
presenca de microrganismos isolados ou em biofilme é a principal causa do
insucesso do tratamento endodontico?”?8, Enterococcus faecalis € o microrganismo
prevalente em infeccbes persistentes de canais radiculares tratados
endodonticamente?®3°, Mesmo diante da disponibilidade limitada de nutrientes,
algumas bactérias podem permanecer no canal radicular apdés o preparo
biomecanico3®!32. Desta forma, a atividade antimicrobiana de materiais reparadores e
cimentos endodénticos pode contribuir no controle destes microrganismos

residuais33:34,

A associacao de agentes antimicrobianos aos materiais endodonticos pode
melhorar seu efeito contra os microrganismos remanescentes. Algumas estratégias
sdo utilizadas para melhorar a atividade antimicrobiana dos cimentos3>-37. Dentre
elas, a adicdo de clorexidina demonstrou melhora na atividade anitmicrobiana, em

contrapartida, prejudicou a presa dos cimentos e aumentou citotoxicidade38-40.
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Oleos essenciais (OES) extraidos de plantas sdo estudados como agentes
antimicrobianos, demonstrando efeito antimicrobiano, além de propriedades
antifingicas, anti-inflamatérias e antibacterianas**. 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 2.

A associacdo com substancias pode alterar propriedades fisico-quimicas
de materiais, 0 que torna necessario avaliar suas propriedades. A microtomografia
computadorizada (micro-CT) € utilizada como ferramenta reprodutivel e néo
destrutiva, fornecendo dados precisos para avaliacdo qualitativa e quantitativa. O
micro-CT pode avaliar a alteragdo volumétrica de cimentos antes e apds a imerséo
em fluido em diferentes intervalos de tempo#>#, proporcionando entendimento do

comportamento tridimensional dos materiais em diferentes periodos de tempo*7:48.

Além da avaliacédo das propriedades fisico-quimicas, testes antimicrobianos
sd0 necessarios para avaliar a atividade antimicrobiana dos cimentos. O teste de
Contato Direto Modificado (TCDM) com biofilme apresenta grande relevancia na
avaliacdo desta propriedade®. E um método quantitativo e reprodutivel que simula o
contato direto dos microrganismos na forma de biofime com cimentos
endododnticos®51, Os cimentos bioceramicos 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, Franca) e MTA Fillapex (Angelus,
Parand, Brasil) foram previamente avaliados pelo TCDM demonstrando boa

atividade antimicrobiana®1-53,

A Endodontia busca maior potencial antimicrobiano dos cimentos
reparadores e endodbnticos. Ha poucos relatos do uso de Oleos essenciais
associados aos cimentos endoddnticos. Dessa forma, a associagdo do TEO a estes
materiais pode ser uma alternativa, uma vez que ja demonstrou atividade
antimicrobiana contra microrganismos comumente encontrados nhas infeccbes
endodobnticas. Também € necesséria a avaliacdo das propriedades fisico-quimicas

desta associacado para possibilitar sua aplicagéo clinica adequada.
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2 PROPOSICAO

Os objetivos do presente estudo foram:

2.1 Objetivo Geral

Avaliar as propriedades fisico-quimicas e atividade antimicrobiana dos
cimentos bioceramicos reparadores e endodonticos e suas associacbes ao Thyme
Essencial Oil (TEO) por meio de metodologias convencionais, microtomografia

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

2.2 Objetivos Especificos

Publicacdo 1 - Avaliar o efeito da adicdo do TEO aos cimentos reparadores
Bio-C Repair e NeoMTA 2, no tempo de presa, pH, alteracdo volumétrica e atividade

antimicrobiana.

Publicacdo 2 - Avaliar o efeito da adicAdo do TEO aos cimentos
endodonticos Bio-C Sealer e BioRoot RCS, no tempo de presa, pH, alteracéo

volumétrica e atividade antimicrobiana.
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3 PUBLICACAO

As publicacdes descritas a seguir foram resultados da pesquisa realizada
neste trabalho de dissertacgéo.

3.1 Publicacéol *

Propriedades fisico-quimicas e atividade antimicrobiana dos cimentos reparadores

Bio-C Repair e NeoMTAZ2 e das suas associacfes com Thyme Essential Oil

Objetivo: Avaliacdo de propriedades fisico-quimicas e antimicrobiana dos cimentos
bioceramicos reparadores pronto para uso Bio-C Repair (BCR, Angelus, Brasil)) e
po/liquido NeoMTA2 (NMTA2, Nusmile, EUA), e das suas associaces 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 ap0s imersdo dos materiais em agua destilada por 1, 3, 7, 14 e 21 dias.
Alteracdo 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 (a = 0.05).

Resultados: A associacdo ao TEO nao interferiu no tempo de presa, pH e
estabilidade volumétrica dos cimentos (P>0.05). Todos os materiais mostraram
capacidade de alcalinizacdo em relacdo ao controle (P<0.05). BCR/TEO e
NMTAZ2/TEO foram mais efetivos contra biofilme de E. faecalis (P >0.05).

Conclusdo: A adicdo 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 calcio

* Redigido de acordo com as normas do International Endodontic Journal, peridédico para o qual sera
submetido.
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INTRODUCAO

Cimentos bioceramicos reparadores visam promover selamento e induzir
reparo (Benetti et al., 2019; Janini et al., 2021). S&o indicados no tratamento de
perfuracdes, apicificacbes, capeamento pulpar e obturacdes retrogradas. Bio-C
Repair (BCR. Angelus, Parana, Brasil) € um cimento reparador pronto para uso a
base de silicatos de calcio, aluminato de célcio, 6xido de calcio e 6xido de zirconio.
BCR apresenta bioatividade, citocompatibilidade e potencial de mineralizacéo
semelhante ao MTA (Benetti et al., 2019; Ghilotti et al., 2020; Rodriguez-Lozano et
al., 2021), além da capacidade de liberar ions célcio (Benetti et al., 2019). A
solubilidade e radiopacidade estdo de acordo com as normas ISO (Oliveira et al.,
2021), além de demonstrar capacidade de preenchimento (Torres et al., 2020a).
Porém, ainda ndo existem estudos que avaliem seu pH, alteracdo volumétrica e

acao antimicrobiana.

NeoMTA 2 (NMTAZ2. Avalon Biomed, Houston, Estados Unidos) é um novo
cimento reparador, sucessor do NeoMTA Plus. Ambos sdo materiais a base de
silicatos de calcio com 6xido de tantalo como radiopacificador. Segundo o fabricante,
o NMTA2 apresenta particulas menores, melhor manipulacdo e é mais radiopaco.
NeoMTA Plus demonstrou propriedades fisico-quimicas e bioldgicas adequadas
(Quintana et al., 2019; Torres et al., 2020a; Rodriguez-Lozano et al., 2021; Birant et
al., 2021). Entretanto, ndo demonstra agao antimicrobiana efetiva contra biofilme de
E. faecales e C. albicans (Jacob et al., 2020). NMTA2 demonstra ser citocompativel,

bioativo e apresenta potencial de mineralizacdo (Rodriguez-Lozano et al., 2021).

A permanéncia de microrganismos isolados ou em biofilme é a maior causa
de falhas do tratamento endodontico (Tabassum et al., 2016), sendo Enterococcus
faecalis prevalente em infec¢Oes persistentes (Prada et al., 2019; Zargar et al.,
2019). Portanto, € desejavel que os materiais endoddénticos sejam capazes de
controlar o desenvolvimento de microrganismos residuais (Swimberghe et al., 2019).
Embora os cimentos a base de silicatos de calcio apresentem capacidade de

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

Oleos essenciais apresentam propriedades antimicrobianas, antifingicas e

antinflamatoérias (Kowalczyk et al., 2020). Os Oleos essenciais podem reduzir
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significativamente o desenvolvimento de resisténcia dos microrganismos (Perez et
al., 2019). O dleo essencial de Tomilho (Thyme Essential Oil, TEO), € 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 ja foi
avaliado como solucao irrigadora (Marinkovi¢ et al.,, 2020) e em associacdo com

pastas dentais (Carvalho et al., 2020).

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da associacdo do TEO aos
cimentos reparadores BCR e NMTA 2 quanto as suas propriedades fisico-quimicas e
acao antimicrobiana. A hipotese nula foi que a adicdo do TEO néo altera as

propriedades dos materiais avaliados.

MATERIAL E METODOS

Os materiais avaliados com seus respectivos fabricantes, composicdo e

proporcao estdo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1 — Materiais avaliados com seus respectivos fabricantes, composicoes e

proporcdes
Materiais Fabricante
Angelus,
BCR Londrina,

Parand, Brasil

Angelus,
BCR/TEO Londrina,
Parana, Brasil

NMTA2 Avalon Biomed,
Houston,
Estados Unidos

NMTA2/TEO Avalon Biomed,
Houston,

Estados Unidos

Composicao

silicatos de calcio,
aluminato de calcio,
oxido de célcio,
oOxido de zirconio, 6xido
de ferro, di6xido de
silicio e agente de
dispersao

silicatos de calcio,
aluminato de calcio,
oxido de célcio,
6xido de zirconio, 6xido
de ferro, di6xido de
silicio e agente de
disperséo

Pé: silicato tri/dicalcico,
oOxido de tantalo

Gel: base aquosa

P6: silicato tri/dicalcico,
oOxido de tantalo

Gel: base aquosa

Proporcdes

Pronto para
uso

Pronto para
uso

1 g po:
0,33mL
liquido

1 g po:
0,33mL
liquido

Antimicrobiano

Thyme oil 1%

Thyme oil 1%

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

CALCULO AMOSTRAL

O tamanho da amostra para a investigacao fisico-quimica e antimicrobiana

deste estudo foi realizado com base em estudos anteriores com metodologia

semelhante (Torres et al., 2017; Ochoa-Rodriguez 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 calculo
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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 especifico para cada variavel foi calculado: 2.38

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

CALCULO PARA CONCENTRAGCAO 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 6leo, que é de 0.917 g/mL a 25 °C. Desta forma, para
cada 1 grama de cimento foi adicionado 11 pl de TEO.

Tempo de presa

Moldes de gesso tipo IV (Durone IV Salmon; Dentsply, Petrépolis, RJ,
Brasil) com cavidades de 10 mm de diametro e 1 mm de profundidade foram
confeccionados e imersos em agua destilada por 24 h em estufa a 37 °C, conforme
a ISO 6876:2012. ApoOs esse periodo, 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
superficie do material. O tempo de presa foi determinado considerando o intervalo
entre a manipulacdo dos cimentos até quando a agulha ndo promovesse marcacao

na superficie do material.

pH

Para o teste de pH, tubos de polietileno (Embramed, Sao Paulo, SP, Brasil)
com 10 mm de comprimento e 1.5 mm de diametro foram preenchidos com cada
material (n = 10). Em seguida, cada tubo foi imerso em 10 mL de agua destilada e
deionizada e armazenado em estufa a 37° C. O pH foi avaliado ap6s 1,3, 7, 14 e 21
dias por meio de pHmetro digital previamente calibrado (Digimed, S&o Paulo, Brasil)
a temperatura de 25° C. Foi realizada a troca do liquido de imersdo a cada periodo

experimental, sendo o grupo controle a agua destilada e deionizada.
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Alteracdo volumeétrica em micro-CT

Tubos de dentina bovina (n=5) com 4 mm de comprimento, diametro
interno 1,5 mm e espessura das paredes de aproximadamente 1 mm foram
confeccionados utilizando brocas Gates-Glidden numero 5. Apds o preparo, 0S
espécimes foram imersos em agua 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, n°s 2, 3 e 4; Golgran; Sao
Caetano do Sul, SP, Brasil) e mantidas em estufa a 37 °C e umidade de 95% por
trés vezes o tempo de presa dos materiais. Em seguida, foram submetidas ao
escaneamento inicial em micro-CT (Bruker-MicroCT, Kontich, Bélgica), utilizando os
seguintes parametros: resolucdo de 9 um, frame 4, filtro de cobre e aluminio, rotacéo
180°, 80 kV e 300 uA. Na sequéncia, as amostras foram imersas em PBS e
armazenadas em estufa a 37 °C por 7 dias. Decorrido esse periodo, foi realizado um
novo escaneamento, utilizando os mesmos parametros descritos previamente. As
imagens obtidas foram reconstruidas com o auxilio do programa NRecon (V1.6.4,7;
SkyScan, Bélgica) e os parametros de corre¢cdes de artefatos foram definidos
individualmente para cada material. As imagens reconstruidas em 3D foram
sobrepostas e registradas nos diferentes periodos 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 0s 2 mm inferiores de cada amostra para andalise da alteracao
volumétrica dos materiais. Também foi realizada uma anélise adicional dos 2 mm do
centro da amostra. Os valores de alteracdo volumétrica (%) foram determinados
comparando os valores de volume total de preenchimento das cavidades antes e

apos a imersao.

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Todos os procedimentos foram realizados em camara de fluxo laminar.
Cepas de E. faecalis (ATCC 29212) foram cultivadas em Triptic Soy Broth — (TSh),
semeadas em placas contendo Triptic Soy Agar e incubada a 37°C por 24 h. Foram

preparadas suspensdes microbianas e ajustadas a uma densidade Optica em
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espectrofotbmetro em ODeoo equivalente a 1 x 108 UFC mL* para formacédo dos

biofilmes.
Teste de contato direto modificado (TCMD)

Discos de hidroxiapatita (IF-USP- Sao Carlos) com 5 mm de diametro e 2
mm de espessura foram esterilizados. Utilizando placas de 24 pocos esterilizadas,
0s substratos foram contaminados com 200pL da suspenséo de E.faecalis a 1 x 108
UFC mL? e ao final foi adicionado 1,8mL de TSh. Foram realizadas trocas do meio
de cultura total a cada 24 h. Os biofilmes foram incubados em estufa agitadora a
37°C com 80rpm (Modelo 0816M28, Quimis aparelhos cientificos LTDA, Diadema,
SP, Brasil) durante 7 dias.

Os eluidos dos materiais foram preparados na concentragdo de 50mg/mL,
sendo manipulados e inseridos em tubos falcon com 10 mL de agua destilada
esterilizada e imediatamente misturados em vortex por 1 min (Modelo Q220, Quimis
Aparelhos Cientificos Ltda., Diadema, SP, Brasil) e mantidos em estufa a 37°C
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
300uL de eluido dos materiais filtrado ( filtro 0,22um) permanecendo em contato por
15h. ApGs este periodo, cada disco de hidroxiapatita foi colocado em um microtubo
contendo 1 mL de solucdo salina esterilizada e pérolas de vidro e em seguida
agitados em vortex (Modelo Q220, Quimis Aparelhos Cientificos Ltda., Diadema, SP,
Brasil), por 1 min. Posteriormente, foi realizada diluicAo decimal seriada e
plaqueamento de trés aliquotas de 20uL de cada uma das suspensdes, em placas
de Petri contendo meio de cultura de Tryptic Soy agar. As placas foram incubadas a
37°C por 48 h. A contagem de UFC/mL foi realizada e os dados foram submetidos a

transformacao logaritmica (log 10).

Analise estatistica

Todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro Wilk, e
apresentaram distribuicdo normal. Os testes ANOVA e Tukey foram usados para
comparacdes entre 0S grupos e teste t ndo pareado foi usado para comparacoes
entre a extremidade e a parte interna da amostra na andlise de alteracédo

volumétrica. O nivel de significancia adotado foi de 5%.
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RESULTADOS
Tempo de presa e pH

A associagdo do TEO aos cimentos reparadores BCR e NMTA2 nao
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 alcalinizacdo nos periodos
avaliados (1, 3, 7, 14 e 21 dias) em relagao ao grupo controle (P<0.05). A adicao do
TEO néo alterou pH dos materiais (P>0.05). A maior capacidade de alcalinizac&o foi
demonstrada por NMTA2 e NMTA2/TEO no periodo de 1 dia. Nao houve diferenca
estatistica entre os materiais nos periodos de 3 e 7 dias (P >0.05). No periodo de 14
dias NMTA2 apresentou menor potencial de alcalinizacdo quando comparado a
NMTA2/TEO, BCR e BCR/TEO (P<0.05). No periodo de 21 dias NMTA2 e
NMTAZ2/TEO apresentaram maior potencial de alcalinizacdo que BCR e BCR/TEO
(P>0.05).

Tabela 2 — Valores de tempo de presa e pH (media e desvio padrdo) observados

para 0s materiais

TESTE BCR BCR/TEO NMTAZ2 NMTA2/TEO  CONTROLE
Tempo de presa  102.4 + 4.892 113.0 £2.64% 283.7 £25.84° 292.2 +21.27°

1dia 10.56 +0.149% 10.56 £0.1192 11.01 +£0.161° 11.16 +0,157° 7.14 +0,065°

3 dias 10,33+0,174* 10,35+0,124® 10,24 +0,137% 10,36 +0,1622 7,09 + 0,061°

pH 7 dias 10,18+0,1222@ 10,13+0,101* 10,18 +0,132% 10,13 +0,091% 6,50 + 0,150°

14 dias 10,49 +0,163* 10,41 +0,242% 10,13 +£0,184° 10,27 +0,1722 6,53 + 0,193°

21 dias 9,79 £ 0,1442 9,72+0,198* 10,04 +0,133° 10,08 +0,146° 6,29 +0,118¢

*Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica significativa (P<0.05)
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Alteracdo volumétrica em microCT

A adicdo de TEO aos materiais ndo modificou volume dos materiais
(P>0.05). BCR e BCR/TEO tiveram aumento de volume enquanto NMTA2 e
NMTAZ2/TEO tiveram perda de volume. Nao houve diferenca significativa entre a
extremidade e parte interna de BCR e BCR/TEO (P>0.05). Entretanto, houve
diferenca significativa entre a extremidade e parte interna para NMTA2 e
NMTAZ2/TEO (Figural) (Tabela 2).

Bio-C Repair Bio-C Repair/ TEO NeoMTA 2 NeoMTA 2/ TEO

Figura 1 - Reconstru¢bes tridimensionais de micro-CT mostrando sobreposicdo do volume dos
materiais antes (vermelho) e apds (verde) imersdo em PBS por 7 dias. Areas densas em verde
indicam ganho de volume, enquanto areas em vermelho indicam perda de volume.

Tabela 3 - Média e desvio padrdo do percentual de alteracdo volumétrica dos

materiais reparadores apos o periodo de sete dias de imersdo em PBS.

BCR BCR/TEO NMTA2 NMTA2/TEO

Extremidade 0,198 + 0,1643A 0,380 + 0,1613A -0,787 £ 0,143 -0.724 £ 0, 1794

Parte interna 0,211 +0,0972A 0.237 +0,1432A -0,546 + 0,1468 -0,364 + 0,0998
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*Diferentes letras mindsculas sobrescritas na mesma linha indicam diferenca estatistica entre os
grupos (P<0.05). Diferentes letras mailsculas sobrescritas na mesma coluna indicam diferenca
estatistica (P<0.05).

Atividade antimicrobiana

Todos os materiais apresentam atividade antimicrobiana contra E. faecalis
guando comparados com o controle (P<0.05). Houve diferenca significativa entre os
materiais associados e ndo associados ao TEO (P<0.05). BCR/TEO e NMTA2/TEO
promoveram maior reducdo de UFC mL™* (Tabela 3).

Tabela 4 — Média e desvio padrdo da atividade antimicrobiana dos materiais
avaliados, expressos em UFC mL para TCDM em biofilme de E. faecalis, apés 15 h

de contato

BCR BCR/TEO NMTAZ2 NMTA2/TEO CONTROLE

UFC mL? 3,44+ 0,612 0+0P 3,18 + 0,362 0+0P 7,96 +0,19¢

*Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa (P<0.05). Os resultados foram expressos
em logzo.

DISCUSSAO

Os cimentos reparadores apresentaram maior atividade antimicrobiana
quando associados a 1% de Thyme Essential Oil (TEO). Entretanto, TEO né&o
interferiu no tempo de presa, pH e alteragdo volumétrica dos materiais. Sendo assim,

a hipétese nula deste estudo foi parcialmente aceita.

Cimentos a base de silicatos de calcio requerem agua para o processo de
hidratacao (Gandolfi et al., 2015). Assim, moldes de gesso foram confeccionados e
hidratados previamente a inser¢do 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).
NMTAZ2 tem formulacdo p6-gel com inicio da hidratacdo durante a manipulacao, o

gue nao 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. NMTAZ2 apresentou no presente estudo tempo de presa mais longo que o
relatado para NeoMTA Plus (Quintana et al., 2019; Jiménez-Sanchez et al., 2019).
Segundo o fabricante, NMTA2 apresenta particulas finas, o que pode explicar o
maior tempo de presa, uma vez que menores particulas tendem a aumentar o
processo de endurecimento (Aberg et al., 2013). A incorporacao 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 adicdo de TEO néo

interfere na hidratacdo dos cimentos reparadores.

A capacidade de alcalinizacdo dos materiais bioceramicos favorece o
reparo por tecido mineralizado (Ghilotti et al., 2020; Rodriguez-Lozano et al., 2021),
além de auxiliar na atividade antimicrobiana (Janini et al., 2021). A hidratacdo dos
cimentos hidraulicos promove formacéo de hidroxido de célcio, que ao se dissociar
libera ions hidroxila (Camilleri et al., 2013). A alcalinizacdo do meio é diretamente
relacionada a atuacao 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
incorporacao de 1% de TEO aos cimentos reparadores BCR e NMTA2 néo interferiu

na capacidade de alcalinizagdo com altos valores de pH, mesmo apos 21 dias.

Micro-CT é utilizado para avaliar a alteragdo volumétrica de cimentos antes
e apos a imerséo em fluido por diferentes intervalos de tempo (Torres et al., 2020Db).
NMTA2 e NMTA2/TEO apresentaram maior alteracdo volumétrica que e BCR puro e
associado ao TEO, o que pode estar relacionada a solubilidade. N&o existem relatos
na literatura para a solubilidade de BCR e NMTA2. Entretanto, maior solubilidade foi
observada para NeoMTA Plus (Quintana et al., 2019; Jimenez-Sanchez et al., 2019),
0 que poderia justificar a perda volumétrica para o material. Porém, nossos
resultados mostraram que todos 0s materiais apresentaram alteracdo de volume
menor que 1% apos a imersdo 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 alteracdo volumétrica do material (Cavenago et
al., 2017)

O armazenamento de espécimes em PBS reduz a solubilidade e alteracédo
volumétrica de cimentos a base de silicatos de calcio (Torres et al., 2020c),
corroborando com o aumento volumétrico observado para BCR em nosso estudo.
Menor alteracdo volumétrica da parte interna em comparacdo a extremidadade foi
observado para NMTA2 podendo ser relacionado com a solubilidade ap6s contato

com a solucgédo, o que nao ocorre na parte interior da amostra.

A atividade antimicrobiana de um biomaterial reparador é desejavel uma
vez que nao € possivel controlar microrganismos presentes nas infeccdes
endoddnticas persistentes (Bedran et al., 2020; Gabrielli et al., 2021). Dessa forma, é
relevante avaliar a agao 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 biofiimes sdo mais resistentes
(Swimbherge et al., 2019). O teste de contato direto modificado (TCDM) foi realizado
apos a formacao de biofilme sobre discos de hidroxiapatita. NeoMTA Plus foi
avaliado por esta metodologia, entretanto, ndo foi efetivo sobre biofilme mono e dual
espécie de E.faecalis e C.albicans (Jacob et al., 2020). Nao existem relatos na
literatura sobre atividade antimicrobiana de BCR e NMTA2. Nossos resultados
mostraram que todos 0s materiais apresentaram atividade antimicrobiana contra E.

faecalis quando comparados ao grupo controle.

O aumento da resisténcia bacteriana tem conduzido ao uso de substancias
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 redugédo de UFC do biofiime para Bio-C Repair e NeoMTA2
associados ao TEO. Dessa maneira, Thyme Essential Oil representa uma alternativa
para novas formulacbes de cimentos reparadores de silicatos de calcio com maior

potencial antimicrobiano.
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CONCLUSAO

A adicdo do Thyme Essential Oil ndo interfere no tempo de presa, pH e
alteracdo volumétrica dos cimentos Bio-C Repair e NeoMTA2. Ainda, a associacao
ao Thyme Essential Oil promoveu maior atividade antimicrobiana contra E. faecalis.
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3.2 Publicacédo 2~

Efeito da adicdo de Thyme Essential Oil nas propriedades fisico-quimicas e atividade
antimicrobiana de cimentos obturadores bioceramicos

RESUMO

Objetivo: Avaliar propriedades fisico-quimicas e atividade antimicrobiana dos
cimentos bioceramicos Bio-C Sealer (BCS, Angelus, Parand, Brasil) e BioRoot RCS
(BR, Septodont, Saint-Maur-des Fosses, Franca) associados ou ndo 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 apds imersdo dos materiais em &agua
deionizada nos periodos de 1, 3, 7, 14 e 21 dias. Alteracdo volumétrica foi avaliada
utiizando  microtomografia  computadorizada  (micro-CT). A  capacidade
antimicrobiana foi avaliada pelo teste de contato direto modificado (TCDM) sobre
biofiimes 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 nao alterou o tempo de presa dos cimentos (P>0.05).
Todos os materiais mostraram capacidade de alcalinizacdo nos periodos avaliados,
em relacdo ao controle (P<0.05), apresentando diferenca significativa apenas para
BR no periodo de 14 dias (P<0.05). BR/TEO demonstrou menor alteracdo
volumétrica que BR (P>0.05). BCS/TEO e BR/TEO apresentaram maior atividade
antimicrobiana de E. faecalis (P<0.05). Concluséo: A adicdo de Thyme Essential Oll
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: Acdo antimicrobiana, Endodontia, Propriedades fisicas e

quimicas, Silicatos de célcio, Oleo essencial, Thyme Oil

* Redigido de acordo com as normas do Journal of Endodontics, periédico para o qual sera
submetido.
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INTRODUCAO

Cimentos obturadores bioceramicos sédo desenvolvidos por apresentarem
biocompatibilidade e potencial bioativo favorecendo o processo de reparo (1,2,3).
Bio-C Sealer (Angelus, Parand, Brasil) € um cimento endoddntico pronto para uso &
base de silicatos de calcio, oxidos de calcio e Oxido de zirconio. Bio-C Sealer &
biocompativel e apresenta potencial bioativo (4), além de pH, tempo de presa,
escoamento, radiopacidade, e alteragdo volumétrica adequados. Entretanto,
demonstrou alta solubilidade (5). O material demonstra capacidade de alcalinizacéo,

0 que pode favorecer sua atividade antimicrobiana (5).

BioRoot RCS (Septodont, Saint-Maur-des Fosses, Franca) é um cimento
pé-liquido a base de silicato tricalcico (6). O p6 contém silicato tricalcico, povidona e
oxido de zircbnio e o liquido solucdo aquosa de cloreto de calcio 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 alcalinizagdo, apresenta propriedades antimicrobianas (8) e
citocompatibilidade (9).

A obturacdo dos canais radiculares visa o selamento do sistema de canais
radiculares controlando microrganismos residuais (10). Enterococcus faecalis é o
microrganismo mais encontrado em infec¢des persistentes (11), sendo desejavel
gque 0s materiais endododnticos sejam capazes de controlar microrganismos
resistentes (12). Oleos essenciais sdo utilizados devido as suas propriedades
antibacterianas, antifingicas e anti-inflamatérias (13), e também por ndo permitirem
gue os microrganismos desenvolvam resisténcia (14). O Thyme Essential Oil (TEO)
€ um Oleo essencial, composto principalmente por timol e carvacrol (13) que
demonstra atividade antimicrobiana contra biofimes de microrganismos
frequentemente encontrados em infec¢cbes endodonticas (13,15,16). Dentifricio
dental associado ao TEO, demonstrou atividade antimicrobiana contra
microrganismos comumente encontrados na cavidade oral, como a E. faecalis,
Streptococcus mutans, S. oralis, S. sanguinise S. salivarius (17). Cimento
experimental contendo 6leo de copaiba demonstrou propriedades fisico-quimicas
satisfatorias, capacidade de inibir biofiime e citocompatibilidade (18). Entretanto,
ainda ndao ha relatos na literatura da associacdo de TEO a cimentos obturadores

bioceramicos com o propésito de melhorar a propriedade antimicrobiana.
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O objetivo deste estudo foi avaliar tempo de presa, pH, alteracao
volumétrica e atividade antimicrobiana dos cimentos obturadores Bio-C Sealer e
BioRoot RCS puros e associados ao TEO. A hip6tese nula foi que a adicdo do TEO
nao altera as propriedades dos materiais avaliados.

MATERIAL E METODOS

Os materiais avaliados com seus respectivos fabricantes, composicéo e
proporcao estdo descritos na Tabela 1



Tabela 1 — Materiais, composicfes e proporcdes
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Materiais

BCS

BCS/ TEO

BRT

BRT/TEO

Fabricante

Angelus,
Londrina,
Parana,
Brasil

Angelus,
Londrina,
Parana,
Brasil

Septodont,
Saint-Maur-
des-Fossés,

Franca

Septodont,
Saint-Maur-
des-Fossés,

Franca

Composicéao Proporcdes

Silicatos de calcio,
Aluminato de calcio,
Oxido de célcio, Oxido  Pronto para
de zirconio, Oxido de uso
ferro, Didxido de silicio e
Agente de dispersao.

Silicatos de calcio,
‘Aluminato de calcio, Pronto para
Oxido de calcio, Oxido uso
de zirconio, Oxido de
ferro, Dioxido de silicio e
Agente de disperséo.

P6: Silicato tricalcico,
Oxido de zirconio,

povidona )
- - 19 p6: 6
Liquido: cloreto de calcio  gotas liquido
dihidratado,
areo e polimero
hidrossoluvel
P6: Silicato tricélcico,
oxido de zircénio,
povidona 1g po6: 6
gotas liquido

Liquido: cloreto de calcio
dihidratado,

areo e polimero
hidrossollvel

Antimicrobiano

Thyme oil 1%

Thyme oil 1%

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

O tamanho da amostra para a investigacao fisico-quimica e antimicrobiana
deste estudo foi realizado com base em investigacdes 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 calculo
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 especifico para cada variavel foi calculado: 2,38

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

CALCULO PARA CONCENTRACAO 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 6leo, que € de 0.917 g/mL a 25 °C. Desta forma, para

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

Tempo de presa

Moldes de gesso tipo IV (Durone IV Salmon; Dentsply, Petrépolis, RJ,
Brasil) com cavidades de 10 mm de didmetro e 1 mm de profundidade foram
confeccionados e armazenados em agua destilada por 24 h em estufa a 37 °C,
conforme a ISO 6876:2012. Apés esse periodo, os moldes foram preenchidos com
0s cimentos (n = 6) e mantidos em estufa a 37 °C e umidade de 95% durante todo o
experimento, sendo retirados apenas para as analises. O tempo de presa foi
avaliado utilizando uma agulha Gilmore de 100 g com ponta ativa de 2 mm colocada
verticalmente sobre a superficie do material. O tempo de presa foi determinado
considerando o intervalo entre a manipulagdo dos cimentos até quando as marcas

da agulha ndo pudessem mais ser observadas na superficie do material.
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pH

Para o teste de pH, tubos de polietileno (Embramed, Sdo Paulo, SP, Brasil)
com 10 mm de comprimento e 1.5 mm de diametro foram preenchidos com cada
material (n = 10). Em seguida, cada tubo foi imerso em 10 mL de agua destilada e
deionizada e armazenado em estuda a 37° C. O pH foi avaliado em periodos
experimentais diferentes (1, 3, 7, 14 e 21 dias) com pHmetro digital previamente
calibrado (Digimed, Sao Paulo, Brasil) a temperatura de 25° C. O liquido de imersdo
foi trocado a cada periodo experimental, sendo o grupo controle a agua destilada e

deoionizada.

Alteragcdo volumétrica em micro-CT

Tubos de dentina bovina (n=5) medindo 4 mm de comprimento, diametro
interno 1,5 mm e espessura das paredes de aproximadamente 1,0 mm foram
confeccionados. Posteriormente, os espécimes foram imersos em agua 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, n°s
2, 3 e 4; Golgran; Sado Caetano do Sul, SP, Brasil) e mantidas em estufa a 37 °C e
umidade de 95% por trés vezes o tempo de presa dos materiais. Em seguida, foram
submetidas ao escaneamento inicial em micro-CT (Bruker-MicroCT, Kontich,
Bélgica), utilizando os seguintes parametros: resolucao de 9 um, frame 4, filtro de
cobre e aluminio, rotacdo 180°, 80 kV e 300 uA. Na sequéncia, as amostras foram
imersas em PBS e armazenadas em estufa a 37 °C por 7 dias. Decorrido esse
periodo, foi realizado um novo escaneamento, utilizando os mesmos parametros
descritos previamente. As imagens obtidas foram reconstruidas com o auxilio do
programa NRecon (V1.6.4,7; SkyScan, Bélgica) e os parametros de correcbes de
artefatos foram definidos individualmente para cada material. As imagens
reconstruidas em 3D foram sobrepostas e registradas nos diferentes periodos
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 anélise da
alteracdo volumétrica dos materiais. Também foi realizada uma analise adicional dos

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

cavidades antes e ap0s a imerséo.

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Todos os procedimentos foram realizados em camara de fluxo laminar.
Cepas de E. faecalis (ATCC 29212) foram cultivadas em Triptic Soy Broth — (TSb),
semeadas em placas contendo Triptic Soy Agar e incubada a 37°C por 24 h. Foram
preparadas suspensdes microbianas e ajustadas a uma densidade Optica em
espectrofotdbmetro em ODeoo equivalente a 1 x 108 UFC mL* para formacédo dos

biofilmes.
Teste de contato direto modificado (TCMD)

Discos de hidroxiapatita (IF-USP- Sao Carlos) com 5 mm de diametro e 2
mm de espessura foram esterilizados. Utilizando placas de 24 pocos esterilizadas,
0s substratos foram contaminados com 200uL da suspensdo de E.faecalis a 1 x 108
UFC mL? e ao final foi adicionado 1,8mL de TSbh. Foram realizadas trocas do meio
de cultura total a cada 24 h. Os biofilmes foram incubados em estufa agitadora a
37°C com 80rpm (Modelo 0816M28, Quimis aparelhos cientificos LTDA, Diadema,
SP, Brasil) durante 7 dias.

Os eluidos dos materiais foram preparados na concentracdo de 50mg/mL,
sendo manipulados e inseridos em tubos falcon com 10 mL de agua destilada
esterilizada e imediatamente misturados em vortex por 1 min (Modelo Q220, Quimis
Aparelhos Cientificos Ltda., Diadema, SP, Brasil) e mantidos em estufa a 37°C
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
300uL de eluido dos materiais filtrado ( filtro 0,22um) permanecendo em contato por
15h. Apés este periodo, cada disco de hidroxiapatita foi colocado em um microtubo
contendo 1 mL de solugdo salina esterilizada e pérolas de vidro e, em seguida,
agitados em vortex (Modelo Q220, Quimis Aparelhos Cientificos Ltda., Diadema, SP,
Brasil) por 1 min. Posteriormente, foi realizada diluicdo decimal seriada e
plaqueamento de trés aliquotas de 20uL de cada uma das suspensdes, em placas
de Petri contendo meio de cultura de Tryptic Soy agar. As placas foram incubadas a
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37°C por 48 h. A contagem de UFC/mL foi realizada e os dados foram submetidos a

transformacao logaritmica (log 10).

Anéalise estatistica

Todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro Wilk, e
apresentaram distribuicdo normal. Os testes ANOVA e Tukey foram usados para
comparacdes entre 0s grupos e teste t ndo pareado foi usado para comparacoes
entre a extremidade e a parte interna da amostra na andlise de alteracédo

volumétrica. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

RESULTADOS

Tempo de presa

Os materiais avaliados puros e associados ao TEO ndo demonstraram
diferenca estatistica significante para o tempo de presa, com excec¢do de BCS
quando comparado ao BR/TEO (P<0.5) (Tabela 1).

pH

Os materiais mostraram capacidade de alcalinizacdo nos periodos
avaliados em relacdo ao controle (P<0.05). A adicdo do TEO mostrou diferenca
significativa apenas para BR no periodo de 14 dias (P<0.05). Nos periodos de 7 e 21
dias BCS e BCS/TEO mostraram menor pH que BR e BR/TEO (Tabela 1).



Tabela 2 — Valores de tempo de presa (min) e pH (média e desvio padrao)

observados para os materiais nos diferentes periodos

TESTE BCS BCS/TEO BR BR/TEO CONTROLE
Tempo de presa 201.4+14.92 194 +17.243b 181 + 11,543° 176 £ 11.74° -

1dia 11,04 £0,112% 10,98 +0,269% 10,84 +0,053** 10,80 +0,079*> 6,98 + 0,170°¢

3 dias 10,69 + 0,064 10,55 +0,1302 10,55 +0,140* 10,45+0,173%* 6,73 +0,111°

pH 7 dias 10,73 £0,104* 10,72 +0,117% 10,20 + 0,257 10,44 +£ 0,346 6,66 +0,042¢

14 dias 10,17 £0,320* 10,37 £0,3262 9,60 + 0,343 10,05 £0,503* 6,32 +0,078°

21 dias 9,99 +0,214* 10,27 £0,210® 10,16 +0,201® 10,15+0,338> 6,28 + 0,135°

*Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica significativa (P<0.05)

Alteragcado volumétrica

BR e BR/TEO mostraram aumento de volume enquanto BCS e BCS/TEO
tiveram perda de volume. Nao houve diferenca significativa entre BCS e BCS/TEO
(P>0.05). Houve diferenca significativa entre BR e BR/TEO (P<0.05), pois a adi¢cao
do Oleo diminuiu a alteragdo volumétrica. Também foi possivel observar diferenca
significativa ao comparar as extremidades com a parte interna das amostras para
todos 0s materiais associados ou ndo ao TEO (P<0.05). A parte interna das

amostras apresentou menor alteracdo volumétrica.

Bio-C Sealer

Bio-C Sealer/ TEO

BioRoot RCS BioRoot RCS / TEO
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Figura 1 - Reconstrucbes tridimensionais de micro-CT mostrando sobreposicdo do volume dos
materiais antes (vermelho) e apos (verde) imersdo em PBS por 7 dias. Areas densas em verde
indicam ganho de volume, enquanto areas em vermelho indicam perda de volume.

Tabela 3 - Média e desvio padrdo do percentual de alteracdo volumétrica dos

materiais reparadores apos o periodo de sete dias de imersdo em PBS.

BCS BCS/TEO BR BR/TEO
Extremidade -0,334 £ 0,061¢A -0,424 + 0,097¢A 0,609 + 0,19234 0.288 + 0,102°4
Parte interna -0,240 +0,009¢8 -0.267 + 0,073¢8 0,381 + 0,18028 0,143 + 0,08008

*Diferentes letras mindsculas sobrescritas na mesma linha indicam diferenca estatistica entre os grupos (P <
0.05). Diferentes letras mailsculas sobrescritas na mesma coluna indicam diferenca estatistica 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 diferenca significativa
entre 0os materiais associados e ndo associados ao TEO (P < 0.05). BCS/TEO e

BR/TEO mostraram maior redugdo de UFC mL™.

Tabela 4 — Média e desvio padrdo da atividade antimicrobiana dos materiais
avaliados, expressos em UFC mL! para TCDM em biofilme de E. faecalis, apés 15 h

de contato

BCS BCS/TEO BR BR/TEO CONTROLE

UFC mL ! 3,44+ 0,612 0+0v 3,18 + 0,362 0+0P 7,96 +0,19¢

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

foram expressos em logzo.
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DISCUSSAO

A adicdo de Thyme Essential Oil (TEO) nao alterou tempo de presa e pH
dos cimentos bioceramicos Bio-C Sealer (BCS) e BioRoot RCS (BR). Entretanto,
reduziu a ateragdo volumétrica de BR e aumentou a atividade antimicrobiana dos
biomateriais contra E. faecalis. Sendo assim, a hipotese 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 metalicos para o teste (23,24). A hidratacdo do BR
tem inicio na manipulacdo com a incorporacao do liquido ao pd, enquanto o BCS
necessita da umidade contida nos tubulos dentinarios ou no modelo de teste in vitro
(25). Embora apresentem diferentes mecanismos de hidratacdo, BCS e BR sem

adicdo de TEO demonstraram tempos de presa semelhantes.

A estabilidade volumétrica dos cimentos endoddnticos contribui para a
manutencdo do selamento diminuindo o insucesso do tratamento (26,27). A adicdo
de TEO ndao interferiu na alteracdo volumétrica de BCS, que demonstrou perda de
volume menor que 1% apds imersdo em PBS por 7 dias, conforme ja relatado (28).
BR apresenta capacidade de absorver agua (7), o que pode ser relacionado ao
aumento volumeétrico observado. Entretanto, BR/TEO obteve um ganho de volume
significativamente menor que BR, sugerindo que o TEO reduziu a capacidade de
absorcdo de agua pelo material. Além disso, houve diferenca 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 solubilizagéo ou captagéo de fluidos, o que ndo ocorre

no material contido no centro do tubo.

A atividade antimicrobiana dos cimentos bioceramicos pode ser
relacionada a sua capacidade de liberacdo de ions hidroxila durante o processo de
hidratagéo (2,3). Os resultados do presente estudo demonstraram que todos 0s
materiais, associados ou ndo ao TEO, apresentam capacidade de alcalinizagéo 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 avaliacdo do efeito
antimicrobiano de materiais endoddnticos sobre microrganismos organizados em
biofilme (12). O presente estudo avaliou os materiais em contato direto com o
biofilme produzido sobre discos de hidroxiapatita. A avaliagdo de MTA Fillapex
(Angelus, Parana, 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, ha uma constante
busca por substancias que melhorem a acdo antimicrobiana dos cimentos
endodonticos (32) que inclui substancias naturais com propriedades antimicrobianas
(33) que ndo promovem aumento da resisténcia antimicrobiana. TEO apresenta
controle efetivo em biofilmes polimicrobianos com microrganismos comumente
encontrados na microbiota oral (34). TEO misturado ao 6xido de zinco no preparo da
pasta para obturacdo de dentes deciduos demonstrou melhor acdo antimicrobiana
contra S. aureus, E. faecalis, E. coli e P. aeruginosa quando comparado ao 6xido 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
a acdo antimicrobiana dos cimentos de silicatos de calcio. O efeito adicional
proporcionado pelo TEO pode ser justificado pela capacidade de romper a

membrana lipidica levando a morte da bactéria (14).

No presente estudo os cimentos associados ao TEO promoveram uma
maior reducdo de UFC? de E. faecalis. Este resultado pode representar uma
alternativa para novas formulac¢des visando aumentar a atividade antimicrobiana de

cimentos obturadores de silicatos de célcio.

CONCLUSAO

Considerando a metodologia utilizada, a adicdo de Thyme Essential Oil aos
cimentos Bio-C Sealer e BioRoot RCS néo interferiu no tempo de presa e pH, e
reduziu a alterag@o volumétrica do BioRoot. A adicdo de Thyme Essential Oil aos

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

Ha uma busca constante por substancias que sejam capazes de melhorar
a acdo antimicrobiana de materiais endoddnticos®®. Os 6leos essenciais possuem
mecanismos que ndo permitem o desenvolvimento de resisténcia bacteriana®. O
Thyme Essential Oil (TEO) é uma substancia natural que apresenta acdo
antimicrobiana contra microrganismos endoddnticos presentes em infeccoes
persistentes®-°8. Sendo assim, foi realizado a incorporacdo 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 agao antimicrobiana dessa associagao.

Com base nos resultados do presente estudo, a incorporacdo de TEO nao
alterou o tempo de presa e pH dos cimentos a base de silicatos de calcio
reparadores e obturadores. E importante avaliar as propriedades fisicas dos
materiais uma vez que alteracbes na sua composicdo podem modificar suas
propriedades e, consequentemente, alterar seu comportamento e sua resposta
bioatival’. Em relacdo a alteracdo volumétrica ndo houve interferéncia para os
cimentos reparadores, no entanto, apresentou diferenca significativa entre BR e
BRT/TEO.

NMTAZ2 puro e associado apresentaram maior tempo de presa que BCR
puro e associado ao TEO. Em relacdo aos materiais obturadores, BCS apresentou
tempo de presa mais longo que BRT/TEO. NMTA2 e BRT sdo materiais
apresentados na forma po-liquido. E importante levar em consideracdo que as
proporcdes utilizadas na manipulacdo desses cimentos podem alterar suas
propriedades fisico-quimicas®®, diferente de BCR e BCS que sdo materiais prontos
para uso. Cimentos a base de silicatos de célcio requerem agua para o processo de
hidratacéo®°. Diante disso, moldes de gesso foram confeccionados e hidratados
previamente a inser¢cdo 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 ramificagles, irregularidades e
espacos entre os cones de guta percha e a dentina®3, promovendo selamento do
sistema de canais radioculares. A estabilidade volumétrica é de extrema importancia
para o tratamento endoddéntico, uma vez que a alteracdo da mesma pode propiciar

uma reinfeccéo levando a falhas do tratamento*’:¢1. A adicdo de TEO néo interferiu
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na alteracdo volumétrica de BCR, NMTA2 e BCS, entretanto, reduziu
significativamente o ganho de volume para BR/TEO. Para todos os grupos a
alteracdo volumétrica foi menor que 1%. Além disso, houve diferenca significativa ao
comparar os resultados da analise das extremidades e do centro da amostra, o que
pode ser explicado devido ao fato de o centro ndo estar em contato direto com o
meio de imersdo. Dessa forma, o centro ndo sofre solubilizacdo ou ndo possui a

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

Ainda que os cimentos a base de silicatos de célcio apresentem potencial
de alcalinizacdo do meio, esta propriedade por si s6 ndo € capaz de eliminar
completamente microrganismos residuais que podem levar a uma reinfeccdo?%.62,
Neste estudo todos os materiais, sejam eles obturadores ou reparadores,
apresentaram potencial de alcalinizagdo do meio, corroborando com estudos

préviost6.21.25,

O TCDM pode ser utilizado para a avaliacdo da atividade antimicrobiana de
cimentos obturadores e reparadores. Neste estudo o biofilme foi induzido sobre
discos de hidroxiapatita e posteriormente colocado em contato com suspensdes dos
materiais. Estudos prévios mostraram que NeoMTA Plus nao foi efetivo contra
biofilmes mono e dual espécie de E. faecalis e C. albicans®®. N&o 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 ja

relatados na literatura22:23.26,

O aumento da resisténcia bacteriana tem conduzido o uso de susbstancias
naturais com propriedades antimicrobianas®. TEO apresenta controle efetivo contra
biofilmes polimicrobianos compostos por C. albicans com S. aureus, E. faecalis, S.
mutans ou P. aeruginosa*?. Em estudo prévio, TEO foi usado como substituto do
eugenol na manipulacdo de pasta endodéntica para obturacéo de dentes deciduos e
demonstrou boa acdo antimicrobiana contra S. aureus, E. faecalis, E. coli e P.
aeruginosa®. Nossos resultados mostraram que a adicdo de TEO representou um
efeito adicional na reducdo de UFC™* de E. faecalis para os cimentos reparadores e
obturadores.

Diante da impossibilidade de eliminar completamente os microrganismos

contidos nos canais radiculares®, é desejavel que os cimentos apresentem atividade
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antimicrobiana®*. Neste sentido, a incorporacdo de TEO resultou em melhor
atividade antimicrobiana destes biomateriais, sendo uma alternativa promissora para

novas formulagdes.
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5 CONCLUSAO

Publicacdo 1 — A adi¢do do Thyme Essential Oil ndo interfere no tempo de
presa, pH e alteracdo volumétrica dos cimentos Bio-C Repair e NeoMTA2. Ainda, a
associacdo ao Thyme Essential Oil promoveu maior atividade antimicrobiana contra

E. faecalis.

Publicacdo 2 — Considerando a metodologia utilizada, a adicdo de Thyme
Essential Oil aos cimentos Bio-C Sealer e BioRoot RCS nao interferiu no tempo de
presa e pH, e reduziu a alteracdo volumétrica do BioRoot. A adicdo de Thyme

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

Calculo para concentracéao de 1% do Thyme Essential Oil (TEO)

O célculo para chegar a poncentragem de 1% do TEO foi realizado com
base na densidade deste 6leo, que é de 0.917 g/mL a 25 °C. Inicialmente foi
calculado a quantidade de Oleo necesséria para atingir o teor de 1% em 1 g de

material. Para isto, foi utilizada a seguinte formula:

Em seguida, foi realizado o célculo para checar a quantidade de o6leo

equivalente a 10 mg utilizando a seguinte equacéo:

O 917 g --------------- 1mL
917 Mg --nnememeneos 1000
10 mg --------------- y
y=10,9 pl

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

de cimento foi adicionado aproximadamente 11 ul de TEO.

Tempo de presa

Este teste foi realizado com base na ISO 6876:2012. Moldes de gesso tipo
IV (Durone IV Salmon; Dentsply, Petrépolis, RJ, Brasil), com uma cavidade de 10
mm de didmetro e 1 mm de profundidade foram confeccionados. Em seguida, estes

moldes foram imersos em agua destilada e armazenados em estuda a 37 °C por um
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periodo de 24 h para sua hidratacdo. Decorridas as 24 h os moldes foram
preenchidos deixando a superficie a mais lisa possivel para facilitar a visualizacdo
da marca da agulha durante o teste. As amostras foram mantidas em estuda a 37° C
com umidade relativa de 95% durante todo o periodo do experimento, sendo
retirados apenas para as andlises. Para o tempo de presa inicial uma agulha Gilmore
de 100 g com ponta ativa de 2 mm foi colocada verticalmente sobre a superficie do
material. A afericdo foi realizada até que ndo houvesse marcacdo na superficie do
cimento, sendo determinado o tempo de presa da manipulacdo até este momento.

Figura 1 — Molde de gesso e aparato de Gilmore

10mm©
1 mm altura

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

pH

Para a avaliacdo da capacidade de alcalinizacdo do meio, tubos de
polietiieno (Embramed, Sao Paulo, SP, Brasil) com 10 mm de comprimento e 1,5
mm de diametro (n = 10) foram confeccionados e preenchidos com os cimentos.
Ap6s o preenchimento cada tubo foi imerso em 10 mL de &agua destilada e
deionizada e armazenado em estufa a 37 °C. O pH foi avaliado nos periodos de 1, 3,
7, 14 e 21 dias. Em cada periodo avaliado, previamente a mensura¢do do pH, os
tubos foram transferidos para novos frascos contendo 10 mL de agua destilada e
deionizada e armazenados novamente em estufa a 37°C. A solucéo resultante de

cada um dos frascos nos seus respectivos periodos foi utilizada para a afericdo do
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pH, realizada com pHmetro digital calibrado (Digimed, Sdo Paulo, Brasil). O meio de
imersdo foi trocado a cada periodo experimental, sendo o pH da agua deionizada
em recipientes sem a imers@o de amostras foi utilizado como controle. O pH médio
de cada grupo em cada periodo experimental foi calculado apds as medicdes.

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

Periodos ‘
. 1 dia

3 dias METTLER TOLEDO

. 7 dias
=l .+ 14dias 1
. 21 dias ‘
28 dias
10 mm de comprimento
1.3mm @
Imersd@o em 10 mL de agua P S
destilada e deionizada e @
incubados a 37° C

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Alteragado volumétrica em microCT

Apbs a aprovacdo da Comissdo de Etica de Uso de Animais (CEUA),
dentes bovinos extraidos (n=5) foram selecionados e radiografias digitais (Kodak
RVG 6100 Atlanta, GA, USA) foram realizadas para confirmar auséncia de
anomalias. As raizes foram seccionadas transversalmente em maquina de precisao
de corte Isomet 1000 (Buehler Ltda, Lake Bluff, IL, EUA), obtendo espécimes com 4
mm. Posteriormente, um unico operador previamente calibrado realizou o preparo
dos canais radiculares utilizando brocas Gates-Glidden nimero 5 para confec¢éao de
tubos cilindricos com diametro interno 1,5 mm e espessura das paredes de
aproximadamente 1,0 mm. Durante todo o preparo, 0os canais foram inundados com
solucéo de NaOCI a 1%. A irrigacéo final foi realizada com 5 mL de NaOCI 2,5% e 5

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

as dimensodes dos tubos preparados. (Figura 3)

Figura 3 — Radiografia digital e mensurag&o das medidas do tubo de dentina
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Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Apds o preparo, 0s espécimes foram imersos em agua 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, n°s
2, 3 e 4; Golgran; Sdo Caetano do Sul, SP, Brasil). Apés o preenchimento as
amostras foram mantidas em estufa a 37°C e umidade relativa por 24 h. Na
sequéncia, os espécimes foram submetidos ao escaneamento em microtomografia
computadorizada (Micro-CT SkyScan 1176, Bruker, Kontich, Bélgica), utilizando os
seguintes parametros: resolucéo de 9 um, frame 4, filtro de cobre e aluminio, rotacao
180°, 80 kV e 300 uA. Ap6s 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 °C. Novos escaneamentos foram realizados apdés este periodo.
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A avaliacdo da alteracdo volumétrica dos materiais foi realizada pela
analise quantitativa das amostras, permitindo o calculo da diferenca no volume total
dos materiais, em mms3, antes e ap0s a imersdo. As imagens obtidas foram
reconstruidas com o auxilio do programa NRecon (V1.6.4,7; SkyScan, Bélgica) e os
parametros foram definidos individualmente para cada material como descrito na
tabela 1 (Figura 4).

Figura 4 — Definicdo dos parametros para reconstrugdo das imagens

Zoom B13% rec 15)6-636} in Orbem2s

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Tabela 1- Parametros para reconstru¢ao das imagens no software Nrecon

Material Beam-hardening Ring Smoothing
BCR 11 3 1
BCR/TEO 11 3 1
NMTAZ2 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: Elaboracao prépria.

As imagens reconstruidas em 3D foram registradas nos diferentes periodos
utilizando o programa Data Viewer (V1.5.2.4; SkyScan, Bélgica) para realizar as
sobreposicoes (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 analise da alteracdo volumétrica. Também foi realizada uma
analise adicional dos 2 mm do centro da amostra (Figura 8). Para a analise foram
considerados os valores obtidos apdés a presa. As imagens foram analisadas

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



Figura 5 — Sobreposi¢éo das imagens nos diferentes periodos
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Figura 8 - Imagem representativa da divisdo da amostra no software CTANn para andlise da
alteracdo volumétrica: A, Extremidade e B, Parte interna
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Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Andlise da atividade antimicrobiana

Teste de contato direto modificado (TCDM)

Foram utilizados como substrato para a formacdo do biofilme discos de
hidroxiapatita (Instituto de Fisica- USP- S&o Carlos). Previamente ao experimento,
os discos foram inseridos em tubo de ensaio contendo &gua destilada, e
autoclavados a 120°C por 20 minutos. Para a inducao do biofilme, os discos foram
submersos em TSb (2 mL) contendo 1% do inéculo (1 x 108 UFC mL?) de E.
faecalis. O biofilme foi desenvolvido em placa de cultura de 24 pocos, em incubadora
de bancada com agitacdo orbital (Modelo 0816M28, Quimis aparelhos cientificos
LTDA, Diadema, SP, Brasil) a 37°C com 80rpm, o biofilme permaneceu em ambiente

de micro-aerdfilia 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 eluido do cimento fresco
(50mg/mL). O numero de amostras foi de 6 para cada eluido. Os eluidos foram
preparados na concentracdo de 50mg/mL em agua destilada esterilizada, agitados e
mantidos em repouso em tubos falcon de 15mL, em estufa a 37°C por 48 horas. Os
discos de hidroxiapatita foram imersos em tubos tipo eppendorf (500 pL), contendo
300uL de cada eluido. O grupo controle foi solucdo salina. Os discos permaneceram
em contato por 15 horas, em estufa a 37°C.

Decorrido o tempo de contato, os discos de hidroxiapatita que estavam
em contato com o eluido foram removidos e individualmente inseridos em tubos de
polietileno tipo eppendorf contendo 1mL de solucéo salina estéril e pérolas de vidro,
gue foram agitados em vortex por 1 minuto, com o propdsito de permitir a suspensao
dos microrganismos. Em seguida, foi realizada a diluicdo decimal seriada e trés
aliquotas de 20 pL de cada uma das dilui¢des, foram distribuidas em placas de Petri
contendo o meio de cultura Tryptic Soy agar (TSa). As placas permaneceram
incubadas por 48 horas a 37°C, e ap0s este periodo foi realizada a contagem de
UFC/mL e os dados submetidos a transformacao logaritmica (log10).

Os dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica para determinar a
normalidade da distribuicAo amostral e em seguida aos testes estatisticos

complementares com nivel de significancia de 5%.
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