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Vital PC. Avaliação do pH e atividade antimicrobiana/antibiofilme de novas medicações 

intracanal à base de hidróxido de cálcio associadas a óleos essenciais [Dissertação de 

Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2018. 

 

RESUMO  

Micro-organismos resistentes dificultam a atuação de medicações intracanal à base de 

hidróxido de cálcio. Óleos essenciais podem ser usados para aumentar a atividade 

antimicrobiana. O objetivo do presente estudo foi avaliar o pH e atividade 

antimicrobiana/antibiofilme de medicações intracanal à base de hidróxido de cálcio (HC) 

associadas aos óleos essenciais, Lemongrass e Thyme, em comparação às associações com 

clorexidina (CLX) e paramonoclorofenol canforado (PMCC). As medicações intracanal 

(MICs) avaliadas foram: Calen® + Lemongrass (HC-LE), Calen® + Thyme (HC-TH), 

Calen® (HC), Calen PMCC® (HC-PMCC) e Calen® + CLX (HC-CLX.) O estudo foi 

dividido em duas publicações. Publicação 1- avaliou o pH e a atividade antibacteriana sobre 

Enterococcus faecalis. O pH foi avaliado nos períodos de 12 h, 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias. A 

efetividade antibacteriana foi avaliada após contaminação por 21 dias dos canais radiculares 

de dentes humanos extraídos. Foram realizadas 3 coletas para a contagem de UFC mL
-1

: C1- 

após contaminação, C2- após 7 dias com MICs e C3- após 7 dias da remoção das MICs. Os 

dados foram submetidos aos testes estatisticos de ANOVA e Tukey ou Kruskal-Wallis e 

Dunn (α=0,05). Maior pH ocorreu nos períodos iniciais (12 h - 7 dias). Todas as MICs 

promoveram pH alcalino sem diferença entre elas (p<0,05). Todas as MICs avaliadas 

demonstraram atividade antibacteriana. No entanto, associações aos óleos essenciais 

demonstraram menor contagem bacteriana de proximadamente 10,57% em comparação ao 

controle positivo (sem MIC). Publicação 2- avaliou a capacidade de difusão de íons hidroxila 

e a atividade antibiofilme sobre E. faecalis. A difusão de íons hidroxila em dentina bovina foi 

avaliada após preenchimento de canais radiculares com as MICs e mensuração do pH nos 

períodos de 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias. A avaliação da atividade antibiofilme foi realizada por 

meio do teste de contato direto sobre E. faecalis utilizando blocos de dentina radicular bovina. 

A análise foi realizada pela contagem de UFC mL
-1

. Os dados foram analisados 

estatisticamente por meio dos testes ANOVA e Tukey (α=0,05). HC-PMCC apresentou maior 

pH no período de 1 dia que as demais MICs (p<0,05). A partir de 14 dias, as MICs não 

apresentaram diferença estatística significativa entre elas (p>0,05). Todas as MICs 

promoveram diminuição da contagem bacteriana sobre biofilme de E. faecalis em 

comparação ao controle positivo, com destaque para as associações com LE e TH que 

mostraram maior redução (p<0,0001). Conclui-se que a adição dos óleos essenciais 

Lemongrass e Thyme mantem o pH alcalino do HC (Calen®), sendo similar às associações 

com CLX e PMCC e promove maior efetividade antibacteriana ex vivo contra E. faecalis. Os 

óleos essenciais não impedem a capacidade de difusão de íons hidroxila das MICs à base de 

HC, mantendo o pH alcalino e são capazes de atuar sobre biofilme de E. faecalis. 

Palavras-chave: Análise microbiológica. Hidróxido de cálcio. Óleos voláteis.  



 

 

Vital PC. Evaluation of pH and antimicrobial/antibiofilm activity of novel intracanal 

medications based on calcium hydroxide associated with essential oils [Dissertação de 

Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2018. 

 

ABSTRACT   

Resistant microorganisms make it difficult the activity of intracanal calcium hydroxide-based 

medications. Essential oils can be used to increase their antimicrobial effectiveness. The aim 

of the present study was to evaluate the pH and antimicrobial/antibiofilm activity of intracanal 

calcium hydroxide (CH) - based medications associated with essential oils, Lemongrass and 

Thyme, in comparison to combinations with chlorhexidine (CHX) and camphorated mono-

parachlorophenol (CMCP). The intracanal medications (IMs) evaluated were: Calen® + 

Lemongrass (CH-LE), Calen® + Thyme (CH-TH), Calen® (CH), Calen CMCP® (CH-

CMCP) and Calen® + CHX (CH-CHX). The study was divided into two publications. 

Publication 1- aims to evaluate the pH and antibacterial activity against Enterococcus 

faecalis. The pH was evaluated in the periods of 12 h, 1, 3, 7, 14, 21 and 28 days. The 

antibacterial effectiveness was evaluated after contamination for 21 days of the root canals of 

extracted human teeth. Three samples were performed for counting of CFU mL
-1

: S1- after 

contamination, S2- after 7 days with IMs, and S3- after 7 days of removal of IMs. Data were 

submitted to statistical analysis by ANOVA and Tukey or Kruskal-Wallis and Dunn (α=0.05). 

Higher pH occurred in the initial periods (12 h - 7 days). All IMs promoted alkaline pH with 

no difference between them (p<0.05). All IMs showed antibacterial activity. However, 

associations to essential oils showed lower bacterial counts about 10.57% in comparison to 

positive control (without IM). Publication 2- aims to evaluate the diffusion capacity of 

hydroxyl ions and the antibiofilm activity against E. faecalis. The diffusion of hydroxyl ions 

through the bovine dentin was evaluated after root canal filling with IMs and pH 

measurement at 1, 3, 7, 14, 21 and 28 days. The evaluation of the antibiofilm activity was 

performed by direct contact test on E. faecalis biofilm formed on bovine root dentin blocks. 

The analysis was performed by counting of CFU mL
-1

. Data were analyzed statistically by 

ANOVA and Tukey tests (α=0.05). CH-CMCP showed higher pH in 1 day than the other IMs 

(p<0.05). From 14 days, IMs did not present a significant statistical difference between them 

(p>0.05). All IMs were able to decrease the bacterial count on E. faecalis biofilm (p>0.05) 

compared to positive control, with emphasis on LE and TH associations (p<0.0001). It is 

concluded that the addition of Lemongrass and Thyme essential oils maintains the alkaline pH 

of CH (Calen®), being similar to CHX and CMCP associations and exhibiting ex vivo 

antibacterial effectiveness against E. faecalis. The essential oils do not interfere with the 

diffusion capacity of hydroxyl ion from intracanal CH-based medications, maintaining 

alkaline pH and they have an effect on E. faecalis biofilms. 

 

Keywords: Microbiological analysis. Calcium hydroxide. Oils, volatile. 
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1  INTRODUÇÃO 

Micro-organismos representam o principal agente etiológico da necrose pulpar e da 

formação da lesão periapical
1
. A persistência de micro-organismos no Sistema de Canais 

Radiculares (SCR) é a principal causa de fracasso do tratamento endodôntico
2-4

. A anatomia 

complexa do SCR dificulta a sua completa limpeza e desinfecção
5
. 

A infecção endodôntica abriga uma microbiota polimicrobiana com espécies aeróbias, 

anaeróbias, Gram-positivas e Gram-negativas organizada em biofilme
3,5-8

. Biofilmes são 

comunidades microbianas envoltas por uma matriz extracelular de substâncias polimericas, 

por exemplo, polissacarídeo e proteínas, na qual as células aderem-se umas às outras e/ou a 

superfícies ou interfaces
9-11

, apresentando grande resistência a antissépticos e antibióticos
12

. 

A eliminação do biofilme e a destruição das bactérias do SCR são objetivos da desinfecção 

endodôntica
13

. Mesmo após o preparo biomecânico, os biofilmes podem permanecer no 

interior dos canais radiculares
14-16

.  

Enterococcus faecalis é um coco Gram-positivo que apresenta maior resistência aos 

antimicrobianos, sendo capaz de sobreviver nos túbulos dentinários e reinfectar o canal 

radicular após obturação
17,18

. É o micro-organismo de maior prevalência em dentes com 

insucesso de tratamento
19

, onde o retratamento é indicado
20-22

. Diferentes cepas de E. faecalis 

podem interagir sinergicamente ou antagonicamente com um consórcio de bactérias do 

SCR. Os possíveis mecanismos que explicam essa interação é  a produção de diferentes níveis 

de proteases, bem como possíveis diferenças de fatores de virulência
23

. 

As medicações intracanal (MICs) atuam de forma complementar ao preparo 

biomecânico na desinfecção do SCR
24,25

. Por apresentar excelentes propriedades biológicas e 

atividade antimicrobiana, o hidróxido de cálcio (HC) é amplamente utilizado
26

. Além disso, 

apresenta capacidade de dissolver tecido orgânico
27

, inibir a reabsorção dentária e induzir a 

formação de tecido duro
28

, estimular a proliferação de osteoblastos
29

 e inativar endotoxinas 

bacterianas
30

. A difusão dos íons hidroxila através dos túbulos dentinários e da superfície 

externa da raiz é responsável pelo efeito antimicrobiano do HC
31

. Estes íons são radicais 

livres com alto poder de reatividade
32

 e capacidade de destruir componentes estruturais da 

membrana celular das bactérias e diminuir sua atividade celular
33

. 

O HC apresenta menor efetividade frente à espécie E. faecalis, que é um micro-

organismo resistente a diversos agentes antimicrobianos
34,35

. Desta forma, a sua associação 

com outros antimicrobianos é proposta para aumentar seu espectro de ação, como 

paramonoclorofenol canforado (PMCC)
36-38

 e clorexidina (CLX)
39,40

. A associação ao PMCC 
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não interfere nas propriedades do HC
36

, amplia o espectro antimicrobiano
36,37

 e forma um 

composto chamado de paramonoclorofenolato de cálcio, responsável pela liberação 

prolongada de íons cálcio e hidroxila
41

. 

A CLX é uma bisbiguanida catiônica, que apresenta ampla ação antimicrobiana
42

 e 

substantividade
43

. Ela tem sido utilizada como solução irrigadora e MIC em endodontia. A 

CLX apresenta boa atividade contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos
44

. A 

CLX já foi estudada como MIC isoladamente
45,46

, ou em associação a outras substâncias
45-47

, 

e os estudos demostram o efeito sinérgico da CLX quando associada ao HC
45,47

. 

As propriedades antimicrobianas de óleos essenciais e/ou seus componentes em 

relação a patógenos humanos e animais têm sido estudadas
48,49

. O gênero Thymus vulgaris 

abrange inúmeras espécies e variedades, que tiveram seus óleos essenciais estudados, como 

por exemplo, o tomilho (conhecido como Thyme em inglês)
50,51

. O óleo essencial de Thyme 

(rico em timol, apresentando vestígios de carvacrol) é cientificamente reconhecido pelas suas 

ações potentes bactericidas e fungicidas
52

. Tomilho e carvacrol demonstram atividade contra 

Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis
53

, além de atividade antibiofilme
54

. 

Estas substâncias apresentam  capacidade de danificar a integridade da membrana plasmática, 

afetando o pH intra-celular e o equilíbrio iônico do citoplasma
55

. O óleo essencial de tomilho 

demonstra atividade antimicrobiana contra diversas cepas bacterianas, entre elas E. faecalis
56

. 

Além disso, demostra ter capacidade significativa de não gerar resistência antimicrobiana à 

esse micro-organismo
56

. 

 A espécie Cymbopogon citratus, pertencente à família Poaceae (gramíneas), é 

conhecida por mais de 20 nomes, entre estes Lemongrass, erva perfumada e erva cidreira
57

. O 

uso econômico mais expressivo de C. citratus é a produção de seu óleo essencial, rico em 

citral, e amplamente utilizado nas indústrias de cosméticos, alimentos e produtos 

farmacêuticos
57

. A atividade antibacteriana de óleo de C. citratus ocorre principalmente em 

função da presença de alfa e beta citral
58

. O óleo essencial de Lemongrass foi avaliado sobre 5 

cepas (2 MSSA - Staplylococcus aureus sensível à meticilina e 3 MRSA - S. aureus 

resistentes à meticilina) demonstrando a sua capacidade de interromper a formação de 

biofilme, bem como promover sua desestruturação
59

. As soluções de óleos essenciais de 

Lemongrass e Thyme promovem redução do biofilme de Aeromonas hydrophila formado em 

superfícies de aço inoxidável
60

. 

A eliminação de micro-organismos resistentes ainda hoje é um grande desafio na 

terapia endodôntica. Deste modo, é necessária a avaliação de novas substâncias que 
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possibilitem maior efetividade de medicações à base de HC, como pela sua associação aos 

óleos essenciais. 
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2  PROPOSIÇÃO 

 

2.1    Proposição Geral 

Este estudo teve como objetivo avaliar o pH e atividade antibacteriana/antibiofilme de 

medicações intracanal à base de hidróxido de cálcio em associações com óleos essenciais, 

Lemongrass e Thyme, em comparação as associações com clorexidina (CLX) e 

paramonoclorofenol canforado (PMCC).  

 

2.2 Proposição Específica 

 

A proposição específica foi dividida conforme as publicações 1 e 2: 

 

 Publicação 1 

Avaliar o pH e atividade antibacteriana de medicações intracanal à base de hidróxido 

de cálcio associadas aos óleos essenciais Lemongrass e Thyme, em comparação as 

associações com CLX e PMCC. 

 Publicação 2 

Avaliar a capacidade de difusão de íons hidroxila e atividade antibiofilme de 

medicações intracanal á base de hidróxido de cálcio associadas aos óleos essenciais 

Lemongrass e Thyme, em comparação as associações com CLX e PMCC. 
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3  PUBLICAÇÕES 

 

3.1 Publicação 1 

 

Avaliação do pH e da atividade antibacteriana de medicação intracanal à base de 

hidróxido de cálcio associada a óleos essenciais

  

Resumo  

Introdução: Este estudo avaliou o pH e a atividade antibacteriana de medicações intracanal 

(MICs) à base de hidróxido de cálcio (HC) associadas aos óleos essenciais de Thyme (TH) e 

Lemongrass (LE), além de paramonoclorofenol canforado (PMCC) e clorexidina (CLX). As 

MICs avaliadas foram: Calen® (HC), Calen®+Lemongrass (HC-LE), Calen®+Thyme (HC-

TH), Calen+PMCC® (HC-PMCC) e Calen®+CLX (HC-CLX). Métodos: O pH foi avaliado 

nos períodos de 12 h, 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias após preenchimento de tubos de polietileno com 

as MICs. A efetividade antibacteriana foi avaliada após contaminação dos canais radiculares 

de dentes humanos unirradiculares extraídos com cepa padrão de Enterococcus faecalis. Após 

incubação por 21 dias, foram realizadas 3 coletas para a contagem de UFC mL
-1

: C1- após 

contaminação, C2- após 7 dias com MICs e C3- após 7 dias da remoção das MICs. Os dados 

foram submetidos aos testes estatísticos de ANOVA e Tukey ou Kruskal-Wallis e Dunn (α 

=,05). Resultados: Maiores valores de pH foram encontrados nos períodos iniciais (12 h - 7 

dias), sem diferença significativa entre as MICs (P < ,05). Todas as associaçãos de MICs 

avaliadas foram eficazes contra E. faecalis após 7 dias. Menor contagem bacteriana
 
foi 

observada
 
para MICs associadas aos óleos essenciais em relação ao controle positivo (sem 

MIC) (P < ,0001). Conclusões: Medicação intracanal de HC associada aos óleos Thyme e 

Lemongrass mantém o pH alcalino e demonstra atividade antibacteriana contra E. faecalis. 

Palavras-chave: Endodontia, Enterococcus faecalis, hidróxido de cálcio, medicação 

intracanal, óleos essencias.  

 

 

                                                           
 Artigo escrito segundo normas do periódico Journal of Endodontics 
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Introdução 

A infecção endodôntica é composta por uma microbiota polimicrobiana de micro-

organismos aeróbios, anaeróbios, Gram-positivos e Gram-negativos organizados em biofilme 

(1). Enterococcus faecalis apresenta maior resistência aos antimicrobianos e é capaz de 

sobreviver nos túbulos dentinários (2), sendo predominante em dentes com insucesso do 

tratamento endodôntico (3). 

O emprego da medicação intracanal (MIC) visa à complementação da desinfecção do 

sistema de canais radiculares (4). O hidróxido de cálcio (HC) é amplamente utilizado por 

apresentar excelentes propriedades biológicas e atividade antimicrobiana (5). A difusão dos 

íons hidroxila através dos túbulos dentinários até a superficie externa da raiz favorece seu 

efeito antimicrobianono sistema de canais radiculares (6). Antimicrobianos como o 

paramonoclorofenol canforado (PMCC) e Clorexidina (CLX) são associados ao HC para 

ampliar sua atuação em micro-organismos resistentes (7, 8). CLX apresenta atividade sobre 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e sobre espécies fúngicas (9) e é usada como MIC 

em associação a outras substâncias (10), apresentando efeito sinérgico quando associada ao 

HC (7). 

Óleos essenciais apresentam origem natural e são estudados em função de sua ação 

antimicrobiana/antibiofilme (11). O óleo essencial do gênero Thymus vulgarisé composto por 

timol, apresentando vestígios de carvacrol, e é reconhecido pela sua ação antimicrobiana 

(bactericida e fungicida) (12). Esses compostos apresentam amplo espectro de ação 

antimicrobiana e atividade antibiofilme (13). O óleo essencial Thyme demonstra efetividade 

sobre todas as espécies Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella 

typhimurium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, E. faecalis e Candida albicans (13). 

A espécie Cymbopogon citratus é conhecida por erva-cidreira ou Lemongrass. A 

atividade antimicrobiana/antibiofilme do óleo de Lemongrassfoi demonstrada em várias 

concentrações contra 5 cepas de Staphylococcus aureus, sendo 3 cepas susceptíveis e 2 cepas 

resistentes a meticilina, assim como seu alto potencial para inibir a formação e 

desestruturação do biofilme (14). 

O objetivo desse estudo foi avaliar o pH e atividade antibacteriana de MICs à base de 

HC em associação aos óleos essenciais Lemongrass e Thyme comparados com as associações 

com CLX e PMCC. 
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Materiais e Métodos

 

O estudo foi aprovado pelo Comite de Ética de Pesquisa em Seres Humanos da 

Faculdade de Odontologia de Araraquara, FOAr-UNESP – CAAE nº 77793417.4.0000.5416 

(ANEXO A). 

Avaliação do pH 

Tubos de polietileno (n =10 por grupo) com 10 mm de comprimento e 1,6 mm de 

diâmetro interno foram preenchidos com as MICs (Tabela 1). Os tubos foramimersos em 10 

mL de água destilada em frascos plásticos mantidos em estufa a 37ºC. Após cada período de 

avaliação, os tubos foram removidos e colocados em novos frascos com água destilada. Como 

grupo controle foi utilizada água destilada e deionizada (n =10). As mensurações foram 

realizadas após 12 h, 1, 3, 7, 14, 21 e 28 diasa uma temperatura de 25ºC.O valor de pH das 

soluções foideterminado com pHmetro digital (Digimed DM-21,Digicrom Analítica Ltda., 

São Paulo, Brasil) previamente calibrado com soluções-tampão de pH 4,01;6,86 e 10,01. A 

mensuração foi aferida 3 vezes, obtendo média dos valores de pH de cada espécime (15). 

 

Avaliação ex vivo da atividade antibacteriana 

Padronização dos espécimes  

Foram utilizados 72 incisivos inferiores humanos unirradiculares com canal único e 

reto. Os dentes foram radiografados nos sentidos vestíbulo-lingual e mésio-distal e a 

superfície externa foi observada em microscopio óptico para detectar trincas e/ou fraturas. 

Foram incluidos dentes com anatomia similar sem trincas nem fraturas radiculares. As coroas 

foram seccionadas em máquina de precisão Isomet 1000 (Buehler, Lake Bluff, IL. EUA), 

padronizando o comprimento radicular em 15 mm. 

A abertura foraminal foi padronizada com lima tipo K #25. Os canais radiculares 

forampreparados com o sistema rotatório MTwo (VDW, Munich, Alemanha) até o 

instrumento #40/.04, 1 mm aquém do comprimento total do dente. A irrigação foi realizada 

com 2 mL de hipoclorito de sódio (NaOCl) a 1% a cada troca de instrumento. Os canais 

radiculares foram inundados com EDTA 17% por 3 minutos seguido da irrigação final com 5 

mL de solução salina. A região apical foi selada com resina composta fotopolimerizável (3M 

ESPE, St. Paul, EUA) e a superfície radicular externa impermeabilizada com adesivo epóxi 

                                                           

 APÊNDICE A 
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Araldite (Brascola, Joinville, SC, Brasil), exceto na superfície de corte. Os espécimes foram 

aleatoriamente distribuídos em placas de cultura de 24 poços e fixados com resina acrílica 

ativada quimicamente, para posterior esterilização emóxido de etileno (Acecil, Campinas, SP, 

Brazil), conforme estudo anterior (10). As MICs avaliadas foram divididas em 5 grupos 

experimentais (n = 10) e 2 grupos controles (n = 11), conforme Tabela 1. 

Tabela 1. Medicações intracanal (MICs) e suas composições  

MICs Composição 

HC Hidróxido de cálcio + óxido de zinco + polietilenoglicol 400 (Calen®)* 

HC-LE Hidróxido de cálcio + (Calen®)* + Lemongrass 2%** 

HC-TH Hidróxido de cálcio + óxido de zinco + polietilenoglicol 400 (Calen®)* + Thyme 2%**  

HC-PMCC Hidróxido de cálcio + óxido de zinco + polietilenoglicol 400 + PMCC (Calen PMCC®)*    

HC-CLX Hidróxido de cálcio + óxido de zinco + polietilenoglicol 400 (Calen®)* + CLX 0,4%** 

C+ Sem MIC (dentes contaminados) 

    Meio de cultura estéril (dentes sem contaminação) 

*S. S. White Art. Dent. Ltda, RJ, Brasil, **Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Nº de catálogo: Lemongrass- 61800; Thyme - W306509; CLX: Solução de digluconato de clorexidina- 

20% em água, C9394, Lot #BCBK1284V. As associações HC-LE, HC-TH e HC-CLX foram 

manipuladas na proporção de 2% e 0,4% peso/peso, respectivamente. 

 

Contaminação dos espécimes  

Os procedimentos microbiológicos foram realizados em câmara de fluxo laminar 

(VecoFlow Ltda, Campinas, SP, Brasil)conforme metodologia descrita por Lima et al (10). 

Culturas puras de E. faecalis (ATCC 29212) ajustada em espectrofotômetro (Modelo 600 

Plus, Femto, São Paulo, SP, Brasil) na concentração equivalente a 10
8
 UFC mL

-1
 foi utilizada. 

A pureza das culturas foi confirmada por morfologia macroscópica (placas com ágar) e 

microscópica (Coloração de Gram). Os canais radiculares foram contaminados com 20 μL de 

inóculo bacteriano e incubados em microerofilia (jarra de anaerobiose) a 37
o
C ± 1

o
C por 21 

dias. A cada 2 dias, meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI) esterilizado foi adicionado no 

interior dos canais radiculares.Após o período de incubação, foi realizada a coleta inicial (C1) 

para confirmação da contaminação por E. faecalis, utilizando dois cones de papel absorvente 

estéreis #40 (Tanari Industrial Ltda, São Paulo, SP, Brazil), por um minuto cada, transferindo-

os para microtubos de polietileno de 1,5 mL contendo solução salina estéril (NaCl a 0,85%). 

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/61800
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/w306509
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Os microtubos foram agitados em vortex por 1 minuto antes da realização da diluição decimal 

seriada e plaqueamento. 

Inserção das Medicações Intracanal (MICs) 

Todas as associações (HC-LE, HC-TH e HC-CLX) foram manipuladas 24 horas antes 

da realização dos experimentos, e permaneceram estáveis para aplicação. Após C1, os canais 

radiculares foram reinstrumentados com lima tipo K #40 e irrigados com solução salina 

estéril. A seguir, os canais radiculares foram inundados com solução de EDTA 17% por 3 

minutos e irrigados com 5 mL de solução salina estéril. Os canais foram secos com pontas de 

papel absorvente e as MICsforam inseridas com auxílio de agulha e seringa (10). Uma bolinha 

de algodão esterilizada foi adaptada nas entradas dos canais radiculares e os espécimes foram 

incubados em microerofilia a 37 ± 1°C por 7 dias. Além dos grupos experimentais, foram 

utilizados um controle positivo (C+) que não recebeu nenhuma MIC, demonstrando a 

viabilidade bacteriana durante o experimento; e um controle negativo (C-), contendo apenas 

meio de cultura estéril, para comprovar a eficácia da esterilização. 

Coletas e análise microbiológicas 

A remoção das MICs foi realizada com limas tipo K #40 e os canais radiculares foram 

irrigados com 10 mL de solução salina estéril. Foi utilizado 1 mL de neutralizante específico 

para cada MIC (16), conforme Tabela 2. A irrigação final foi realizada com 1 mL de solução 

salina estéril e em seguida foi realizada a coleta pós-medicação (C2). 

Tabela 2. Neutralizantes utilizados para cada MIC  

MICs Neutralizador 

HC 0,5% de ácido cítrico 

HC-LE 

HC-TH 

HC-PMCC 

0,5% de ácido cítrico 

0,5% de ácido cítrico 

0,5% de ácido cítrico 

HC-CLX 0,5% de ácido cítrico/Tween 80 + 0,07% de leticinina de soja 

 

Após C2, os canais radiculares foram preenchidos com solução salina estéril. Os 

espécimesforam incubados em estufa a 37±1ºC, em microerofilia, por mais 7 dias. Após este 

período realizou-se a coleta final (C3) para verificação de possível recolonização do canal 

radicular principal. Após diluição decimal seriada, alíquotas de 20 µL de cada diluição foram 

plaqueadas em placas de Petri, contendo Triptic Soy Ágar (Tsa - Difco). As placas foram 
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incubadas em microerofilia a 37 ± 1ºC por 48 horas. O crescimento microbiano foi 

determinado por contagem de UFC mL
-1

 em todas as coletas. 

Análise Estatística 

Os dados dos valores de pH obtidos foram submetidos aos testes estatísticos de 

ANOVA e Tukey, com nível de significância de 5%. Os dados obtidos na avaliação 

antimicrobiana foram submetidos à transformação logarítima e analisados estatisticamente por 

meio dos testes ANOVA e Tukey (C1 e C2) ou Kruskal-Wallis e Dunn (C3). 

 

Resultados 

pH 

A Tabela 3 apresenta os valores da média e desvio padrão dos valores de pH das MICs 

à base de HC avaliadas nosdiferentes períodos experimentais, em comparação com o controle 

(H2O – água destilada e deionizada). 

 

Tabela 3. Média e desvio padrão dos valores de pH das MICs nos diferentes periodos 

Períodos HC HC-LE HC-TH HC-PMCC HC-CLX C (H2O) 

12 h 
11,46

a 

( ±0,17) 

11,41
a 

(±0,28) 

10,19
b 

( ±0,92) 

11,25
a 

(±0,26) 

11,52
a 

( ±0,25) 

6,84
c 

( ±0,48) 

1 dia 
10,57

a 

(±0,33) 

10,75
a 

(±0,15) 

10,50
a 

( ±0,33) 

10,44
a 

(±0,26) 

10,47
a 

( ±0,57) 

6,74
b 

( ±0,35) 

3 dias 
10,76

a 

(±0,52) 

10,61
a 

(±0,75) 

10,23
a 

(±0,56) 

10,31
a 

(±0,96) 

10,26
a 

(±0,96) 

6,81
b 

(±0,41) 

7 dias 
10,62

a 

(±0,89) 

10,95
a 

(±0,68) 

10,69
a 

(±0,71) 

10,49
a 

(±0,68) 

10,85
a 

(±0,70) 

6,70
b 

(±0,39) 

14 dias 
10,07

a,b 

(±1,04) 

10,90
a 

(±0,82) 

9,7
b 

(±0,66) 

10,03
a,b 

(±0,97) 

10,06
a,b 

(±0,90) 

6,52
c 

(±0,30) 

21 dias 
9,44

a 

(±1,14) 

9,30
a 

(±0,85) 

9,68
a 

(±0,86) 

9,83
a 

(±1,22) 

9,24
a 

(±1,24) 

6,61
b 

(±0,39) 

28 dias 
9,71

a 

(±1,0) 

9,37
a 

(±1,06) 

9,47
a 

(±0,99) 

9,76
a 

(±0,94) 

8,91
a 

(±0,71) 

6,59
b 

(±0,18) 

Letras diferentes na mesma linha representam diferença estatisticamente significativa entre as 

medicações intracanal no mesmo periodo. ANOVA e Tukey (P < ,05). C; controle (água deionizada). 
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Todas as MICs apresentaram valor de pH maior que 10,0 até 7 dias, sem diferença 

estatística significativa entre elas, exceto o HC-TH que apresentou menor valor nas primeiras 

12 horas (P < ,05). No periodo de 14 dias, houve diferença estatística significante entre as 

MICs associadas aos óleos essencias (P < ,05), sendo que  HC-TH apresentou o menos valor 

de pH (9,7) e HC-LE mostrou o maior valor (10,9). Nos periodos de 21 e 28 dias, os valores 

de pH não apresentaram diferença estatística (P > ,05). 

Atividade antibacteriana 

A Tabela 4 apresenta os valores da média e desvio padrão da contagem de UFC mL
-1

 

(log10) das MICs à base de HC. Na coleta inicial (C1) não houve diferença estatística 

significativa entre os grupos (P > ,05). O grupo controle negativo (C-) não mostrou 

crescimento bacteriano durante a realização do experimento. A viabilidade bacteriana no 

grupo controle positivo (C+) foi confirmada ao longo de todo o período experimental, como é 

mostrado nas coletas C1, C2 e C3. Na coleta pós-medicação (C2) não houve crescimento 

bacteriano nos grupos experimentais, sendo estatisticamente diferentes do C+ (P < ,05). Na 

coleta final (C3), houve aumento da contagem bacteriana em todos os grupos experimentais, 

porém mostraram diferença estatística com o C+ (P < ,05). As associações HC-LE e HC-TH 

apresentaram menor contagem bacteriana (P < ,0001). 

A contagem UFC mL
-1

 entre coletas demonstrou diferença estatística significativa 

entre as coletas C1 e C3 em todos os grupos experimentais. Ainda, o grupo C+ não 

demonstrou diferença estatística significativa em todas as coletas. 

 

Tabela 4. Média e desvio padrão da contagem de UFC mL
-1

log 10 nas coletas microbiológicas 

Coletas HC HC-LE HC-TH HC-PMCC HC-CLX C+ 

C1* 6,62
a,A 

(±0,49) 

6,73
a,A 

(±0,25) 

6,37
a,A 

( ±0,35) 

6,50
a,A 

(±0,46) 

6,27
a,A 

( ±0,42) 

6,76
a,A 

( ±0,13) 

C2* 0,00
b,B 

(±0,00) 

0,00
b,B 

(±0,00) 

0,00
b,B 

( ±0,00) 

0,00
b,B 

(±0,00) 

0,00
b,B 

( ±0,00) 

6,78
a,A 

( ±0,097) 

C3** 
1,96

b,B 

(±1,07) 

0,34
c,B** 

(±0,77) 

0,38
c,B** 

(±0,83) 

1,94
b,B 

(±1,04) 

1,99
b,B 

(±1,07) 

6,81
a,A 

(±0,07) 

Letras minúsculas diferentes na mesma linha representam diferença estatística significativa entre as 

MICs na mesma coleta. Letras maiúsculas diferentes na mesma coluna representam diferença 

estatística significante entre as coletas. C1 e C2: ANOVA e Tukey (P < ,05)*; C3: Kruskal-Wallis e 

Dunn (P < ,0001)**. 
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Discussão 

O presente estudo demonstra que a associação de hidróxido de cálcio aos óleos 

essenciais de Lemongrass e Thyme manteve o pH alcalino do HC, e mostra capacidade de 

reduzir a contagem bacteriana em dentes contaminados com E. faecalis. Este micro-

organismo foi usado neste estudo por ser prevalentenos insucessos do tratamento endodôntico 

(17), com capacidade de penetrar no interior dos túbulos dentinários (18) e de resistir aos 

antimicrobianos empregados como MIC (19). Como comparação, foram utilizadas 

associações do HC com antimicrobianos PMCC ou CLX (20, 21). O presente estudo 

demonstra efetiva ação antibacteriana das associações de HC (Calen®) com os óleos 

Lemongrass e Thyme (HC-LE e HC-TH) que apresentaram maior redução bacteriana em 

comparação a MIC de HC (Calen®) e associações com PMCC e CLX.  

Outros óleos essenciais (Aloe vera e Z. multiflora) foram estudados em associação ao 

HC demonstrando redução de percentual de micro-organismos após tempo de contato de 14 

dias, em comparação à MIC de HC sem associação (22). Podemos ressaltar que óleos de Aloe 

vera e Z. multiflora apresentam timol e carvacrol, assim como o óleo essencial de Thyme 

(22). O mecanismo de ação antimicrobiana dos óleos essenciais esta associado à ruptura da 

membrana e aumento da permeabilidade (23, 24). A ruptura da membrana ocorre por meio de 

produtos lipofílicos dos óleos carvacrol e Thyme contra E. coli (24). A eficácia 

antimicrobiana do Lemongrass ou sua associação a íons de prata foi avaliada contra bactérias 

Gram-positivas (S. aureus e E. faecalis) e Gram-negativas (E. coli e Moraxella catarrhalis). 

As bactérias Gram-positivas foram mais susceptíveis ao óleo de Lemongrass e as Gram-

negativas foram mais resistentes, isso pode ser explicado devido à presença de 

lipopolissacarídeos (LPS) presentes na membrana externa da parede celular de bactérias 

Gram-negativas, o qual pode dificultar a penetração dos óleos hidrofóbicos pela membrana 

(25). Esse mecanismo pode estar relacionado aos resultados do presente estudo, onde foi 

demonstrada atuação sobre E. faecalis. O potencial antimicrobiano do Lemongrass pode ser 

associado aos componentes alfa e beta citral, que estão presentes promovendo o rompimento 

da membrana plasmática das bactérias e a liberação do conteúdo citoplasmático (26). A morte 

celular ocorre devido à ruptura da parede celular, perda de íons e redução do potencial da 

membrana (27).  

 A efetividade da ação biológica do HC depende de sua alcalinidade, pois é um dos 

principais fatores responsável pela ação antimicrobiana (28). A difusão dos íons hidroxila 

pelos túbulos dentinários promove pH elevado, atuando por contato direto ou indireto nos 
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micro-organismos (29). Esta atuação é influenciada pelos veículos e associações (30). O 

veículo tem como objetivo facilitar o uso do HC melhorando consistência e difusão de íons 

cálcio e hidroxila através dos túbulos dentinários (31). A pasta Calen® utilizada no presente 

estudo tem como veículo o polietilenoglicol 400, que premite a dissociação de íons (28). O 

efeito antimicrobino das associações de HC depende da manunteção do pH alcalino (6, 30). 

Nossos resultados demonstraram que todas as MICs associadas aos óleos mantiveram 

a alcalinidade e tiveram valores próximos de pH em comparação às MICs de HC, HC-PMCC 

e HC-CLX, mostrando que a associação aos óleos essenciais não interferem na alcalinidade 

da MIC e ainda conseguiram ser eficaz contra E. faecalis. 

Óleos essenciais podem apresentar melhor efetividade em pH ácido, uma vez que, em 

baixos valores de pH os componentes dos óleos essenciais tendem a não dissociar e serem 

hidrofóbicos (32). No entanto, nossos resultados sugerem que o pH alcalino não prejudicou a 

atuação dos óleos, que nas associações permitiram maior efetividade antimicrobiana que o HC 

sozinho (C3). A adição da CLX ao hidróxido de cálcio também manteve pH alcalino, 

conforme já demonstrado (33). HC-CLX e HC-PMCC apresentaram valores de pH 

semelhantes, conforme já observado (10). No presente estudo, o óleo essencial de Thyme 

demonstrou efetividade contra E. faecalis, estando de acordo com avaliação do óleo contra 

cepas de S. aureus, E. faecalis, E. coli e P. aeruginosa,por meio do teste de difusão de ágar 

(34). Essa ação antimicrobiana pode ser associada à presença de timol e carvacrol, potentes 

agentes antimicrobianos (35). Carvacrol e timol têm suas estruturas muito parecidas, 

diferenciando apenas no local do grupo hidroxila do anel fenólico, porém ambos tornam a 

membrana celular das bactérias permeável. A Efetividade do carvacrol e timol foi 

demonstrada contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, tais como S. aureus e P. 

aeruginosa, respectivamente (36).  

A efetividade antibacteriana das associações com os óleos essenciais usadas como 

MIC neste estudo foi observada após 7 dias (C3), onde houve maior redução da contagem 

bacteriana do que as outras associações (HC-PMCC e HC-CLX). O potencial antimicrobiano 

de MICs à base de HC (Calen®) associado à PMCC e CLX em estudo com metodologia 

similar foi observado após período de 14 dias (10). Desta forma, as associações com óleos 

podem diminuir o tempo clínico necessário, potencializando a efetividade da MIC à base de 

HC. Em conclusão, os óleos essenciaisLemongrass e Thyme não interferem no pH das MICs à 

base de HC, mantendo o pH alcalino, e apresentam atividade antibacteriana contra E. faecalis. 
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Todas as MICs foram capazes de diminuir a contagem bacteriana, com destaque para 

associação do HC aos óleos de Lemongrass e Thyme, que monstraram uma maior atuação. 
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3.2 Publicação 2 

 

Difusão de íons hidroxila e atividade antibiofilme de medicações intracanal à base de 

hidróxido de cálcio associadas a Thyme e Lemongrass

  

Resumo  

Objetivo Avaliar a capacidade de difusão de íons hidroxila e atividade antibiofilme de 

medicações intracanal à base de hidróxido de cálcio (HC) em associação aos óleos Thyme e 

Lemongrass, comparadas às associações com paramonoclorofenol canforado (PMCC) e 

clorexidina (CLX). 

Metodologia As medicações intracanal (MICs) avaliadas foram: Calen® (HC), 

Calen®+Lemongrass (HC-LE), Calen®+Thyme (HC-TH), Calen+PMCC® (HC-PMCC) e 

Calen®+CLX (HC-CLX). A difusão de íons hidroxila foi avaliada após preenchimento de 

canais radiculares de dentes bovinos pelas medicações. A análise de pH foi realizada nos 

períodos de 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias. A avaliação da atividade antibiofilme foi realizada por 

meio do teste de contato direto (TCD) sobre biofilme de Enterococcus faecalis formado em 

blocos de dentina radicular bovina. A análise foi realizada pela contagem de UFC mL
-1

. Os 

dados foram analisados estatisticamente por meio dos testes ANOVA e Tukey (α = 0,05). 

Resultados Os valores de pH de todas as MICs avaliadas foram similares durante todo o 

período experimental, sem diferença estatística entre elas a partir do 7º dia (P > 0,05). Todas 

as MICs promoveram diminuição em média de 68,96% da contagem bacteriana sobre 

biofilme de E. faecalis (P > 0,05) em comparação ao C+ (P < 0,05). 

Conclusões Thyme e Lemongrass associados à pasta de HC não impedem a difusão de íons 

hidroxila, mantendo o pH alcalino, e são capazes de atuar sobre biofilme de E. faecalis. 

Palavras-chave: biofilme, Endodontia, hidróxido de cálcio, medicação intracanal, óleos 

essenciais. 

 

 

 

                                                           

 Artigo escrito nas normas do periódico International Endodontic Journal 
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Introdução  

A complexidade do sistema de canal radicular dificulta a completa eliminação dos micro-

organismos (Gursoy et al. 2013). O uso de medicação intracanal (MIC) visa complementar a 

desinfecção promovida pelo preparo biomecânico, favorecendo o prognóstico endodôntico 

(Athanassiadis et al. 2007). Hidróxido de cálcio (HC) é o antimicrobiano mais empregado 

como MIC, devido a seu efeito antibacteriano baseado na capacidade de difusão de íons 

hidroxila e pH elevado (Mohammadi & Dummer 2011).  

Enterococcus faecalis é a bactéria mais comumente isolada em casos de insucesso do 

tratamento endodôntico, devido sua capacidade de invadir túbulos dentinários e sobreviver em 

condições adversas (Evans et al. 2003, Stuart et al. 2006). 

A medicação de HC apresenta menor efetividade frente aos micro-organismos 

resistentes como E. faecalis (Adl et al. 2015, Mohammadi et al. 2012, Siqueira & Lopes 

1999). Desta forma, associações a outros antimicrobianos são propostas visando aumentar o 

espectro de ação da MIC, como a associação ao paramonoclorofenol canforado (PMCC) e 

clorexidina (CLX) (Signoretti et al. 2011, Siqueira et al. 2007). 

A adição do PMCC ao HC não interfere nas suas propriedades físico-químicas, 

aumentando o seu espectro antimicrobiano (Siqueira & de Uzeda 1996), e ainda, permitem a 

liberação de íons cálcio e hidroxila. A manutenção do pH elevado, prolongando a liberação 

dos íons, é consequência da formação de paramonoclorofenolato de cálcio (Camargo et al. 

2006) que ocorre na associação da pasta de HC ao PMCC. A associação da CLX ao HC 

proporciona um efeito sinérgico da CLX, mantendo o pH alcalino e a efetividade 

antimicrobiana (Gomes et al. 2009, Lima et al. 2012). 

Óleos essenciais são produtos naturais que apresentam ação antimicrobiana/antibiofilme 

(Abbaszadegan et al. 2016), biocompatibilidade e diminuem efeitos colaterais de 

antimicrobianos sintéticos (Rios & Recio 2005). A erva natural do gênero Thymus vulgaris, 

popularmente conhecida como tomilho (Thyme) tem sido utilizado pela indústria farmacêutica 

e alimentícia por apresentar atividades anti-inflamatoria, antimicrobiana e antioxidante, 

devido à presença de timol e carvacrol, potentes agentes antimicrobianos (Sajed et al. 2013). 

O potencial antimicrobiano de diversos tipos de óleos essenciais, incluindo o Thyme, contra 

uma variedade de bactérias foi avaliado, demonstrado que Thyme é eficaz contra E. faecalis. 

Apresenta ainda atuação tanto contra bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas 

(Ozogul et al. 2015).  



27 

 

 

A espécie Cymbopogon citratus, conhecida por vários nomes, entre eles erva-cidreira, 

capim limão ou Lemongrass, apresenta potencial antimicrobiano devido aos componentes 

presentes alfa e beta citral (de Oliveira et al. 2010). O potencial de ação do Lemongrass 

contra E. faecalis foi demonstrado (Hammer et al. 1999). A efetividade antibacteriana do óleo 

Lemongrass sobre bactérias Gram-positivas está relacionada à ausência de lipopolissacarídeos 

na sua membrana celular, e a capacidade dos óleos atravessarem essa membrana (Ahmad & 

Viljoen 2015). Devido a menor atuação do HC sobre micro-organismos resistentes, novas 

associações são propostas para aumentar seu espectro de ação.  

O objetivo do presente estudo foi avaliar a capacidade de difusão de íons hidroxila e 

atividade antibiofilme de MICs à base de HC em associação aos óleos Thyme e Lemongrass, 

CLX e PMCC. As hipóteses nulas testadas foram: (1) as associações de MIC à base de HC 

com óleos essenciais interferem na difusão de íons hidroxila em dentina radicular bovina e; 

(2) não apresentam atividade antibiofilme sobre E. faecalis em comparação às associações 

com PMCC e CLX. 

Material e métodos

 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de 

Odontologia de Araraquara, UNESP - Protocolo nº 35/2017 (ANEXO B). As MICs avaliadas 

estão descritas na Tabela 1.  

Tabela 1. Medicações intracanal (MICs) e suas composições 

MICs Composição 

HC Hidróxido de cálcio + óxido de zinco + polietilenoglicol 400 (Calen®)* 

HC-LE Hidróxido de cálcio + (Calen®)* + Lemongrass 2%** 

HC-TH Hidróxido de cálcio + óxido de zinco + polietilenoglicol 400 (Calen®)* + Thyme 2%**  

HC-PMCC Hidróxido de cálcio + óxido de zinco + polietilenoglicol 400 + PMCC (Calen PMCC®)*    

HC-CLX Hidróxido de cálcio + óxido de zinco + polietilenoglicol 400 (Calen®)* + CLX 0,4%** 

C+ Sem MIC (dentes contaminados) 

    Meio de cultura estéril (dentes sem contaminação) 

*S. S. White Art. Dent. Ltda, RJ, Brasil, **Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Lemongrass-61800; Thyme-W306509; CLX: Solução de digluconato de clorexidina- 20% em água, 

C9394, Lot #BCBK1284V. As associações HC-LE, HC-TH e HC-CLX foram manipuladas 24 h antes 

do experimento na proporção de 2% e 0,4% peso/peso, respectivamente.   

                                                           

 APÊNDICE B 

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/61800
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/w306509
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Difusão de íons hidroxila em dentina radicular bovina  

A metodologia foi realizada de acordo com estudos prévios (Aguiar et al. 2015, Lima et al. 

2012). Setenta e dois incisivos mandibulares bovinos com ápices completamente formados 

foram selecionados. As coroas dentárias foram seccionadas em máquina de corte Isomet 1000 

(Buehler, Lake Bluff, IL. EUA) e comprimento das raízes padronizado em 15 mm. Os 

espécimes foram submersos em solução de hipoclorito de sódio a 2,5% por 48 horas e 

enxaguados em água destilada por 4 dias. O comprimento de trabalho foi estabelecido em 14 

mm e a instrumentação do canal radicular foi realizada com limas tipo Kerr até a de nº 110 

(Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suíça), seguido do uso de brocas de Gates-Glidden número 5 

(Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suíça) no comprimento de 11 mm. Hipoclorito de sódio a 

2,5% (Instituto de Química, Araraquara, UNESP – Brasil) foi utilizado como solução 

irrigadora com 2 mL a cada troca de lima e 5 mL ao final da instrumentação. EDTA trissódico 

a 17% (Odahcam Dentsply, Petrópolis, RJ, Brasil) foi utilizada por 3 minutos, seguida da 

irrigação final com 5 mL de solução salina. 

Uma cavidade com 4 x 2 x 0,5 mm (comprimento x largura x profundidade) foi 

confeccionada na superfície radicular proximal, entre 5 e 9 mm do ápice radicular com broca 

diamantada 1052 (KG Sorensen, São Paulo, SP, Brasil) para padronização da espessura 

dentinária remanescente. Os espécimes foram mensurados e radiografados para garantir 

espessura uniforme de dentina entre a parede de fundo da cavidade e a parede interna do canal 

radicular. A superfície radicular externa foi impermeabilizada com adesivo epóxi (Brascola, 

Joinville, SC, Brasil) complementado por uma camada de esmalte para unhas, exceto na área 

da cavidade. Apenas os dentes do grupo controle negativo (C-), sem MIC, foram 

completamente impermeabilizados, incluindo a área da cavidade radicular.  

Após a colocação das MICs com auxílio de seringa e agulha, a abertura do canal 

radicular foi selada com resina composta fotopolimerizável (3M ESPE, St. Paul, EUA) e 

impermeabilizada com adesivo epoxi Aradilte (Brascola, Joinville, SC, Brasil) e esmalte de 

unhas (Colorama, São Paulo, SP, Brasil). Após a secagem, os espécimes foram imersos em 

frascos com tampas contendo 10 mL de água destilada com pH previamente aferido. Estes 

frascos foram armazenados em estufa a 37°C e o pH da solução avaliado nos períodos de 1, 3, 

7, 14, 21, 28 dias por meio de pHmetro digital (Digimed DM-22, Digicrom Analítica Ltda., 

São Paulo, Brasil) calibrado com pH 4, 7 e 10 à temperatura ambiente (25° C). 
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Teste de contato direto sobre biofilme  

Os procedimentos microbiológicos foram realizados em câmara de fluxo laminar (VecoFlow 

Ltda, Campinas, SP, Brasil) sob condições assépticas. Foram confeccionados blocos de 

dentina radicular bovina com dimensões de 5 mm x 5 mm x 0,7 mm (comprimento x largura x 

espessura) usando máquina de corte de precisão Isomet 1000 (Buehler, Lake Bluff, IL, USA). 

Os blocos de dentina permaneceram em EDTA a 17% por 3 min e foram enxaguados 

abundantemente com água destilada. Em seguida, os blocos foram esterilizados em autoclave 

a 121°C por 20 min (Guerreiro-Tanomaru et al. 2013).  

Os blocos de dentina (n = 6 por grupo) foram distribuídos em placas de cultura celular 

de 24 poços. Cada poço recebeu 200 µL de inóculo de E. faecalis, onde foi adicionado 1,8 mL 

de meio de cultura estéril BHI e as placas permaneceram em incubadora de bancada com 

agitação orbital (modelo Q816M20, Quimis Aparelhos Científicos Ltda., Diadema, SP, 

Brasil), em microaerofilia, a 37°C por 15 dias. A cada 48 horas o meio BHI foi renovado. 

Os blocos de dentina foram lavados duas vezes em solução salina a 0,85% para remoção 

das células não aderidas. Em placas de 48 poços foram colocadas 1 mL da suspensão das 

MICs na concentração de 25 mg/mL e os blocos permeneceram em contato durante 24 h, em 

estufa a 37°C. No grupo controle negativo foi utilizado solução salina estéril com a finalidade 

de verificar a viabilidade do biofilme durante o período de incubação. Posteriormente, os 

blocos contendo o biofilme remanescente foram lavados em solução salina estéril e, 

individualmente, armazenados em tubos de polietileno contendo 1 mL das soluções 

neutralizantes (Tabela 2), com a finalidade de evitar o efeito carry-over das MIC (Aguiar et 

al. 2015), e com pérolas de vidro (3,50 ± 0,2) no seu interior.  

Tabela 2. Neutralizantes utilizados para cada MIC 

MICs Neutralizador 

HC 0,5% de ácido cítrico 

HC-LE 

HC-TH 

HC-PMCC 

0,5% de ácido cítrico 

0,5% de ácido cítrico 

0,5% de ácido cítrico 

HC-CLX 0,5% de ácido cítrico/Tween 80 + 0,07% de leticinina de soja 

 

Os tubos foram agitados em vortex (modelo Q220, Quimis Aparelhos Científicos Ltda., 

Diadema, SP, Brasil) por 1 min a fim de promover o rompimento do biofilme aderido ao 

bloco de dentina. Em seguida, foi realizada a diluição decimal seriada e alíquotas de 20 µL de 
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cada diluição foram plaqueadas em meio de cultura Triptic Soy Agar (Difco Laboratories Inc., 

Detroit, MI, USA). As placas foram incubadas a 37 °C por 48 h para posterior contagem de 

UFC mL
-1

.  

Análise Estatística 

Os dados obtidos dos valores de pH nos diferentes períodos foram submetidos à análise 

estatística por meio dos testes ANOVA e Tukey (α = 0,05). Os dados obtidos nos testes 

antimicrobianos foram submetidos à transformação logarítmica e analisados estatisticamente 

por meio dos testes ANOVA e Tukey (α = 0,05).  

 

Resultados 

Difusão de íons hidroxila 

A Tabela 3 apresenta os valores da média e desvio padrão do pH das MICs à base de HC 

avaliadas nos diferentes períodos experimentais. Todos as medicações apresentaram pH com 

valores similares em todos os períodos avaliados, sendo diferentes do controle (água 

deionizada). O maior valor de pH foi para HC-PMCC no periodo de 1 dia, com diferença 

estatística significativa  com os demais grupos (P < 0,05). 

Tabela 3. Média e desvio padrão de pH de MICs à base de HC nos diferentes períodos  

 

Períodos HC HC-LE HC-TH HC-PMCC HC-CLX Controle 

1 dia 
7,26

b 

(±0,54) 

8,19
c 

(±0,73) 

7,75
b,c 

(±0,19) 

9,87
a 

(±1,14) 

7,48
b,c 

(±0,47) 

6,88
b 

(±0,21) 

 3 dias 
7,22

b,c 

(±0,41) 

7,27
b,c 

(±0,16) 

7,16
b,c 

(±0,14) 

7,84
a 

(±0,66) 

7,41
a,b 

(±0,60) 

6,88
c 

(±0,21) 

7 dias 
7,35

b,c 

(±0,33) 

7,40
b 

(±0,34) 

7,50
a,b 

(±0,27) 

7,81
a 

(±0,32) 

7,66
a,b 

(±0,37) 

7,01
c 

(±0,25) 

14 dias 
7,73

a 

(±0,33) 

7,53
a 

(±0,38) 

7,75
a 

(±0,28) 

7,73
a 

(±0,21) 

7,71
a 

(±0,42) 

6,78
b 

(±1,20) 

21 dias 
8,02

a 

(±0,33) 

7,97
a 

(±0,18) 

8,16
a 

(±0,30) 

8,02
a 

(±0,34) 

8,07
a 

(±0,39) 

7,15
b 

(±0,23) 

28 dias 
8,20

a 

(±0,24) 

8,12
a 

(±0,32) 

8,16
a 

(±0,29) 

8,11
a 

(±0,27) 

8,17
a 

(±0,33) 

7,22
b 

(±0,12) 

Letras diferentes na mesma linha representam diferença estatística significante entre as MICs de HC 

no mesmo periodo experimental. ANOVA e Tukey (P < 0,05). 
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Os valores de pH entre as MICs apresentaram diferença estatísticamente significante 

nos períodos iniciais (1, 3 e 7 dias). No período experimental de 7 dias, HC-TH apresentou 

valor de pH semelhante ao HC-PMCC e HC-CLX sem diferença estatística significativa (P > 

0,05). A partir do período de 14 dias, as MICs apresentaram valores similares, sem diferença 

estatística significativa entre elas, apenas com o grupo C- (sem MIC).  

Teste de contato direto sobre biofilme 

A Tabela 4 mostra os resultados da ação antimicrobiana sobre biofilme de E. faecalis após 24 

h de contato. Todos as MICs foram capazes de reduzir a contagem bacteriana com diferença 

estatística significativa quando comparadas ao grupo C+ (P > 0,05). 

 

Tabela 4. Média e desvio padrão de UFC mL
-1

 (log10) após 24 h de contato com biofilme de 

E. faecalis  

MICs HC HC-LE HC-TH HC-PMCC HC-CLX C+ (salina) 

Contagem 

bacteriana 

5,26 

(±0,60)
b
 

5,42 

(±0,57)
b
 

4,70 

(±0,12)
b
 

5,38 

(±0,28)
b
 

5,33 

(±0,52)
b
 

7,57 

(±0,23)
a
 

Letras diferentes na mesma linha representam diferença estatística significante. ANOVA e Tukey (P < 0,05). 

 

Discussão  

O presente estudo demonstra que a associação de óleos essenciais de Lemongrass e Thyme ao 

HC não inteferem na difusão de íons hidroxila na dentina bovina, e ainda manteve o pH 

alcalino das MICs. Além disso, a associação dos óleos foi capaz de atuar na diminuição da 

contagem de UFC mL
-1

 após 24 horas de contato. 

E. faecalis foi utilizado pela sua maior prevalência em casos de insucesso do tratamento 

endodôntico (Rocas et al. 2004). O efeito antimicrobiano das medicações intracanal de HC 

depende da liberação de íons hidroxila e do pH alcalino (Guerreiro-Tanomaru et al. 2012). A 

difusão dos íons hidroxila deve ocorrer pelos túbulos dentinários nas paredes do canal 

radicular (Komabayashi et al. 2009). Esta dissociação de íons pelas MICs à base de HC é 

dependente do veículo e das associações realizadas (Pacios et al. 2004). O veículo visa 

melhorar a consistência clínica do HC, além de promover difusão de íons cálcio e hidroxila 

através dos túbulos dentinários (Zmener et al. 2007). A pasta Calen® utilizada nesse estudo 

possui veículo viscoso de polietilenoglicol 400, e permite  dissociação de íons (Guerreiro-

Tanomaru et al. 2012).  
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No presente estudo, MIC de HC-PMCC no período de 1 dia apresentou maior valor de 

pH comparada aos demais grupos. E ainda, foi a mais efetiva para a dissociação de íons até 7 

dias, concordando com estudo prévio (Guerreiro-Tanomaru et al. 2012). A maior liberação de 

íons hidroxila do HC-PMCC pode ser explicada pela formação de paramonoclorofenolato de 

cálcio, que promove liberação de íons de forma gradual e contínua (Camargo et al. 2006). A 

partir do período experimental de 14 dias houve aumento dos valores de pH para todas as 

MICs. Sendo assim, a associação aos óleos essenciais manteve a alcalinidade da MIC à base 

de HC, possibilitando a efetividade da ação antimicrobiana e da difusão de íons. 

Óleos essenciais apresentam ação antimicrobiana/antibiofilme (Abbaszadegan et al. 

2016). A avaliação de 52 extratos de óleos essenciais em 6 espécies de micro-organismos 

monstrou que Lemongrass e Thyme apresentam potencial contra Enterococcus faecalis e 

Candida albicans (Hammer et al. 1999). A avaliação do óleo de Thyme contra cepas de 

Salmonella typhimurium, Salmonella enteritidis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e E. 

faecalis, demonstra eficácia antimicrobiana do óleo (Melo et al. 2015). A eficácia 

antibacteriana da associação do HC aos óleos essenciais de Aloe vera e Z. multiflora contra E. 

faecalis foi demonstrada com maior redução bacteriana após tempo de contato de 14 dias 

(Abbaszadegan et al. 2016). No entanto, são necessários estudos que avaliem a ação 

antimicrobiana da associação de MIC à base de HC com os óleos essências de Lemongrass e 

Thyme. 

A eficácia antimicrobiana dos óleos essenciais sobre biofilme de E. faecalis em blocos 

de dentina radicular bovina foi avaliada para verificar a efetividade sobre biofilme, conforme 

modelo proposto em estudo prévio (Guerreiro-Tanomaru et al. 2013). Estudos anteriores 

demonstraram que óleos essenciais de Lemongrass e Thyme apresentam ação antimicrobiana 

sobre E. faecalis (Hammer et al. 1999, Melo et al. 2015). O presente estudo demonstra que 

ambos os óleos foram capazes de atuar no biofilme de E. faecalis após 24 h de contato. A 

efetividade antibacteriana dos óleos essenciais de Lemongrass e Toranja contra biofilme de S. 

aureus também foi demonstrada (Adukwu et al. 2012). O óleo essencial de Thyme foi mais 

eficaz do que antibióticos na erradicação de biofilmes de Pseudomonas e S. aureus 

(Kavanaugh & Ribbeck 2012). 

As associações de óleos essenciais com MICs à base de HC mostram potencial para uso 

clínico uma vez que apresentaram atuação contra biofilme de E. faecalis e possibilitam  

difusão de íons hidroxila.  
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Conclusão 

Os óleos essenciais Thyme e Lemongrass mantem a capacidade de difusão de íons hidroxila 

da MIC de HC em dentina radicular bovina, mantendo o pH alcalino. Além disso, as MICs 

com os óleos essenciais apresentam atividade antibiofilme sobre E. faecalis.  
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4 DISCUSSÃO  

 

Nossos resultados demonstraram que a associação de MICs à base de HC com óleos 

essenciais mantem o pH alcalino e apresenta efetividade antimicrobiana contra E. faecalis. 

Além disso, HC associado aos óleos essenciais apresenta efetividade antibiofilme sobre E. 

faecalis após 24 horas de contato direto. A adição dos óleos essenciais Thyme e Lemongrass 

ao HC (Calen®) não interferiu na capacidade de difusão de íons hidroxila, sendo similar à 

associação com PMCC e CLX. 

E. faecalis é o micro-organismo de maior prevalência em casos de insucesso do 

tratamento endodôntico
19

, devido sua capacidade de penetrar pelos túbulos dentinários e se 

alojar em espaços onde instrumentos não são capazes de atingir
17

. Além disso, esse micro-

organismo tem capacidade de resistir a antimicrobianos, como o hidróxido de cálcio, produto 

de escolha utilizado na medicação intracanal para complementar a desinfecção do canal 

radicular
61

.  

Com objetivo de aumentar o espectro de ação do HC, outros antimicrobianos têm sido 

associados, como PMCC e CLX, demonstrando efetividade antimicrobiana quando associado 

à pasta a base de HC
62,63

. 

Óleos essenciais vêm sendo estudados por apresentarem potencial 

antimicrobiano/antibiofilme. O potencial antimicrobiano dos óleos de Lemongrass e Thyme 

sobre biofilme foi demonstrado, assim como na redução do biofilme
60

. 

  Nossos resultados demonstraram que óleo essencial Thyme apresenta efetividade 

contra E. faecalis. A ação do Thyme foi demonstrada sobre cepas de micro-organismos dos 

gêneros: Staphylococcus, Enterococcus, Escherichia, e Pseudomonas por meio do teste de 

difusão em ágar e difusão em disco
64. Essa ação antimicrobiana pode ser associada à presença 

de timol e carvacrol, potentes agentes antimicrobianos
65

. Carvacrol e timol têm suas 

estruturas muito parecidas, diferenciando apenas no local do grupo hidroxila do anel fenólico, 

porém ambos tornam a membrana celular das bactérias permeável, segundo uma pesquisa que 

avaliou a atividade antimicrobiana do Thyme contra as bactérias Gram-positivas 

Pseudomonas aeruginosa e S. aureus, por meio de microscopia de varredura confocal a laser, 

e fluxo de íons potássio e fosfato e concentração inibitória minima
55

. 

 Os resultados da nossa pesquisa demonstraram efetividade do óleo Lemongrass frente 

à E. faecalis. O potencial antimicrobiano do Lemongrass sozinho ou em associação à íons de 

prata foi demonstrado contra S. aureus, E. faecalis, Escherichia coli, Moraxella catarrhalis, 
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C. albicans e Candida tropicallis, por meio da concentração inibitória mínima
66

. Esse 

potencial antimicrobiano pode ser associado aos componentes presentes alfa e beta citral
58

. O 

componente citral age alterando a estrutura da membrana plasmática, fazendo com que a 

mesma se rompa e libere o conteúdo citoplasmático
67

. O efeito final é a morte celular devido à 

ruptura da parede celular, perda de íons, redução do potencial da membrana e outros 

fatores
68

.  

A alcalinidade é fator essencial para uma efetiva ação biológica e antimicrobiana de 

pastas de hidróxido de cálcio, pois a difusão dos íons hidroxila pelos túbulos dentinários, 

possibilita ação antimicrobiana no sistema de canais radiculares
11

. A difusão de íons é 

dependente do veículo e das associações utilizadas na pasta à base de HC
69

. O veículo tem 

como objetivo facilitar o uso clínico do HC, bem como possibilitar a difusão de íons cálcio e 

hidroxila pelos túbulos dentinários
33

. Nesse estudo foi utilizada a Pasta Calen® que tem como 

veículo o polietilenoglicol 400, que promove adequada difusão de íons cálcio e hidroxila
70

. 

O presente estudo encontrou valores similares de pH em todos os períodos 

experimentais e entre todas as MICs. Resultados para PMCC e CLX foram semelhantes em 

estudos publicados
47

. A associação aos óleos essenciais não interferiu na alcalinidade do HC, 

mantendo-se, dessa forma, a efetividade da ação antimicrobiana dos óleos conforme 

resultados da C3, mesmo eles possuindo melhor efetividade em pH ácido
71

.  

Nossos resultados monstraram efetiva ação antibacteriana das associações do HC com 

os óleos Lemongrass e Thyme (HC-LE e HC-TH), houve maior redução bacteriana em 

comparação a MIC de HC (Calen®) e associações com PMCC e CLX. Outros óleos 

essenciais (Aloe Vera e Z. Multiflora) são estudados em associação ao HC demonstrando uma 

maior redução de percentual de micro-organismos após tempo de contato de 14 dias, em 

comparação à MIC de HC sem associação
72

. Esse resultado pode estar relacionado com 

nossos resultados, uma vez que óleos de Aloe Vera e Z. Multiflora apresentam timol e 

carvacrol, assim como o óleo essencial de Thyme 
65,72

. 

Nossos resultados demonstraram ação antibiofilme dos óleos essenciais sobre biofilme 

de E. faecalis após 24 horas de contato. Estudos anteriores demonstraram ação antimicrobiana 

dos óleos de Lemongrass e Thyme sobre E. faecalis
56,73

. A maior efetividade antibacteriana 

das associações com os óleos essenciais usadas como MIC foi observada após 7 dias de 

utilização, conforme demonstrado nas coletas pós-medicação e final (7 dias após a remoção 

das MICs). As associações com os óleos Lemongrass e Thyme mostraram menor contagem 

bacteriana, e redução bacteriana maior que as outras associações (HC-PMCC e HC-CLX). O 
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potencial antimicrobiano de MICs à base de HC associado à PMCC e CLX, em estudo com 

metodologia similar, foi maior após período de 14 dias
47

. Desta forma, a associação com óleos 

poderia diminuir o tempo necessário para efetividade da MIC de HC. No entanto, mais 

estudos são necessários com o objetivo de avaliar a biocompatibilidade e possível ação clínica 

das associações de MICs à base de HC com óleos essências. 
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4  CONCLUSÕES  

Conclui-se que: 

 

a. As associações dos óleos essenciais Lemongrass e Thyme mantem o pH alcalino das 

MICs à base de HC, e apresentam atividade antibacteriana contra E. faecalis.  

b. Todas as MICs (HC, HC-PMCC, HC-CLX, HC-LE e HC-TH) foram capazes de 

diminuir a contagem bacteriana após 7 dias de remoção das mesmas. No entanto, foi 

observada menor contagem bacteriana para associação do HC aos óleos de 

Lemongrass e Thyme (HC-LE e HC-TH, respectivamente).  

c. As associações dos óleos essenciais Thyme e Lemongrass não impedem a capacidade 

de difusão em dentina de íons hidroxila da MIC à base de HC em dentina radicular 

bovina, mantendo o pH alcalino. 

d. Óleos essenciais em associação com MIC à base de HC demonstraram eficácia sobre 

biofilme de E. faecalis. 
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APÊNDICE A – METODOLOGIA DETALHADA DA PUBLICAÇÃO 1 

 

Determinação do pH em tubos de polietileno 

Tubos de polietileno com 10 mm de comprimento e 1 mm de diâmetro interno foram  

preenchidos com as medicações (Figura A1) com auxílio de seringa plástica de 3 mL e agulha 

1,2 x 40 (Benton, Dickinson and Company, Juiz de Fora, MG, Brasil).  Os tubos foram 

submersos em frascos plásticos com tampas contendo 10 mL de água destilada com pH 

previamente aferido. Os frascos foram mantidos em estufa à 37 °C. Após 12 horas de imersão, 

os tubos de polietileno foram transferidos para novos frascos com o auxílio de uma pinça 

clínica. A solução resultante de cada um dos frascos utilizados foi utilizada para realizar a 

aferição do pH. Este procedimento foi repetido pelos períodos de 12 h, 1, 3, 7, 14, 21 e 28 

dias. 

O pH das soluções foi determinado com o auxílio de um pHmetro digital Digimed 

DM-21 (Digicrom Analítica Ltda., São Paulo, Brasil) à temperatura ambiente (25°C). 

Previamente à aferição do pH, o dispositivo foi calibrado com soluções-tampão de pH 4, 7 e 

10 e estas foram utilizadas para averiguar a calibragem do pHmetro durante todo o período 

experimental. 

 
Figura A1- Tubos de polietileno com 10 mm de comprimento e 1 mm de diâmetro preenchidos com 

medicação intracanal 

 

 
  Autores:  

  Profa. Dra. Roberta Bosso Martelo 

  Profa. Dra. Raqueli Viapiana 

 

Avaliação ex vivo da atividade antibacteriana 

Foram utilizados 72 incisivos inferiores unirradiculares com dimensões e anatomia 

radiculares semelhantes. Os dentes foram radiografados nos sentidos vestíbulo-lingual e 

mésio-distal e a superfície externa foi observada em microscopio óptico para detectar trincas 

e/ou fraturas. Foram incluídos dentes com anatomia similar sem trincas nem fraturas 
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radiculares. As coroas dentais foram seccionadas em máquina de precisão Isomet 1000 

(Buehler, Lake Bluff, IL. EUA), padronizando o compimento radicular em 15 mm. 

A abertura foraminal foi padronizada com lima tipo K #25. Os canais radiculares 

foram instrumentados com o sistema rotatório MTwo (VDW, Munich, Alemanha) até o 

instrumento #40/.04, 1 mm aquém do comprimento real do dente. A irrigação foi realizada 

com 2 mL de hipoclorito de sódio (NaOCl) a 1% a cada troca de instrumento. Os canais 

radiculares foram inundados com EDTA 17% por 3 minutos. A irrigação final foi realizada 

com 5 mL de solução salina. Sucessivas lavagens com água destilada foram realizadas para 

remoção de NaOCl durante 4 dias. 

A região apical foi selada com resina composta fotopolimerizável (3M ESPE, St. Paul, 

EUA) e a superfície radicular externa impermeabilizada com adesivo epóxi Araldite 

(Brascola, Joinville, SC, Brasil), exceto na região cervical (Figura A2).  

 

Figura A2- Superfície radicular impermeabilizada com adesivo epóxi 

 

 

 

 

   

  

Autor: Dra. Gisselle Moraima Chávez Andrade 

 

Os espécimes foram o aleatoriamente distribuídos em placas de cultura de 24 poços, 

fixados com resina acrílica ativada quimicamente e esterilizadas em óxido de etileno (Figura 

A3).  

Figura A3- Espécimes distribuídos em placa de 24 poços e fixados com resina acrílica 

 

 

 

 

Autor: Dra. Gisselle Moraima Chávez Andrade 
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Os canais radiculares foram contaminados com 20 μL de inóculo bacteriano (E. 

faecalis) e incubados a 37
o
C ± 1

o
C, por 21 dias, em umidade relativa. A cada 2 dias, novo 

meio de cultura estéril (BHI), foi adicionado aos canais radiculares. Além dos grupos 

experimentais, o controle negativo não recebeu a suspensão bacteriana, recebendo somente o 

meio de cultura esterilizado, atestando, desta maneira, a eficácia da esterilização. O controle 

positivo não recebeu nenhuma medicação intracanal, demonstrando a viabilidade bacteriana 

durante o experimento. 

Coleta microbiológica 

As coletas microbiológicas foram realizadas com os canais radiculares inundados com 

solução salina estéril e introduzidos dois cones de papel absorvente estéreis (40/02), em 

sequência, por 1 minuto cada e inseridos em tubo Eppendorf contendo 1 mL de solução salina 

estéril. Após o período de contaminação (21 dias) foi realizada a coleta inicial (C1) para 

confirmação da contaminação por E. faecalis. Os canais radiculares foram reinstrumentados 

com lima tipo K #40 e irrigados com solução salina estéril. Os canais radiculares foram 

inundados com solução de EDTA 17% por 3 minutos e irrigados com 5 mL de solução salina 

estéril. As MICs foram inseridas com auxílio de agulha e seringa. Uma bolinha de algodão 

esterilizada foi adaptada nas entradas dos canais radiculares e os espécimes foram 

armazenados em estufa a 37±1°C, em microaerofilia, por 7 dias.  

A remoção das MIC foi realizada com limas tipo K #40 e os canais irrigados com 10 

mL de solução salina fisiológica estéril. Foi utilizado 1 mL de neutralizante de  0,5% de ácido 

cítrico para os grupos com HC e para o grupo com CLX, além do ácidro cítrico, o Tween 80 + 

0,07% de leticinina de soja. A irrigação final foi realizada com 1 mL de solução salina estéril 

e  realização da coleta (C2).  

Após C2, os canais radiculares foram preenchidos com solução salina estéril. Os 

espécimes foram incubados em estufa a 37±1ºC, em microaerofilia e umidade relativa por 7 

dias. Após este período realizou-se a coleta C3 para verificação de possível recolonização do 

canal principal. 

Os tubos Eppendorf contendo os dois cones de papel absorvente foram agitados em 

vortex por 1 minuto. Diluições decimais seriadas foram realizadas e alíquotas de 20 µL de 

cada uma das diluições foram plaqueadas em placas de Petri, contendo Triptic Soy Ágar 

(TSA-Difco). As placas foram incubadas em microaerofilia a 37±1ºC por 48 horas. O 

crescimento microbiano foi determinado pela contagem de UFCmL
-1

. Os dados obtidos das 

coletas microbiológicas foram convertidos em Log
10

. 
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APÊNDICE B – METODOLOGIA DETALHADA DA PUBLICAÇÃO 2 

Difusão de íons hidroxila em dentina bovina 

Foram utilizados 72 dentes de bovinos. As coroas dentárias foram seccionadas em 

máquina de corte Isomet 1000 (Buehler, Lake Bluff, IL. EUA) e comprimento das raízes 

padronizado em 15 mm (Figura B1).  

 

Figura B1- Comprimento das raízes padronizados em 15 mm 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Arquivo pessoal do autor. 

 

Os espécimes serão submersos em solução de hipoclorito de sódio a 2,5% por 48 horas 

e enxaguados em água destilada por 4 dias. Os canais radiculares foram  instrumentados 1 

mm aquém do comprimento do dente até a lima K #110 (Dentsply-Maillefer, Ballaigues, 

Suíça). A irrigação foi realizada com solução de NaOCl a 2,5% (Instituto de Química, 

Araraquara, UNESP – Brasil) durante todo o preparo biomecânico. Foram utilizados 5 mL no 

início e ao final da instrumentação e 2 mL a cada troca de limas. Gates-Glidden número 5 

(Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suíça) foi utilizada até o comprimento de 11 mm. Solução de 

EDTA 17% (Odahcam Dentsply, Petrópolis, RJ, Brasil) foi utilizada por 3 minutos. A 

irrigação final foi realizada com 5 mL de solução salina. 

Cavidade com 4 mm x 2 mm x 0,5 mm (comprimento x largura x profundidade) foi 

confeccionada na superfície radicular proximal, entre 5 mm e 9 mm do ápice radicular com 

broca diamantada 1052 (KG Sorensen, São Paulo, SP, Brasil) para padronização da espessura 

dentinária remanescente (Figura B2). Os espécimes foram mensurados e radiografados para 

garantir espessura uniforme de dentina entre a parede de fundo da cavidade e a parede interna 

do canal radicular.  
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Figura B2- Confecção da cavidade na superfície radicular 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Arquivo pessoal do autor. 

 

A superfície radicular externa foi impermeabilizada com adesivo epóxi Araldite 

(Brascola, Joinville, SC, Brasil) complementado por uma camada de esmalte para unhas 

(Colorama, São Paulo, SP, Brasil), exceto na área da cavidade confeccionada. Apenas os 

dentes do grupo controle negativo foram completamente impermeabilizados, incluindo a área 

da cavidade radicular.  

Após a colocação das MIC, a abertura do canal radicular foi selada com resina 

composta fotopolimerizável e impermeabilizada. Após a secagem, as amostras foram imersas 

em frascos com tampas contendo 10 mL de água destilada com pH previamente aferido. Estes 

frascos foram armazenados em estufa a 37°C e o pH da solução avaliado nos períodos de 1, 3, 

7, 14, 21, 28 dias por meio de pHmetro digital Digimed DM-22 (Digicrom Analítica Ltda., 

São Paulo, Brasil) calibrado com pH 4, 7 e 10 à temperatura ambiente (25°C). 

 

Teste de contato direto sobre biofilme 

Os procedimentos microbiológicos foram realizados em câmara de fluxo laminar 

(VecoFlow Ltda, Campinas, SP, Brasil) sob condições assépticas. Foram obtidas culturas 

puras de Enterococcus faecalis (ATCC 29212) por meio de semeadura por esgotamento em 

placas de Petri contendo TSa (Tryptic Soy Agar, Difco, Detroit, MI, EUA) 18 horas antes de 

cada teste. A pureza das culturas foi confirmada por meio de morfologia macroscópica e 

microscópica (Coloração de Gram). A concentração do inóculo bacteriano foi ajustada por 

meio de espectrofotômetro (Modelo 600 Plus, Femto, São Paulo, SP, Brasil) e uma 

concentração equivalente a 10
8
 UFC mL

-1
. 

Foram confeccionados blocos de dentina a partir de dentes de bovinos com dimensões 

de 5 mm x 5 mm x 0,7 mm (comprimento x largura x espessura) usando máquina de corte de 



51 

 

 

precisão Isomet 1000 (Buehler, Lake Bluff, IL, USA). Os blocos de dentina permaneceram 

em EDTA 17% por 3 minutos e enxaguados abundantemente com solução salina. Em 

seguida, esterilizados em autoclave a 121°C por 20 minutos.  

Os blocos de dentina foram distribuídos em placas de cultura celular de 24 poços. 

Cada poço recebeu 200 µL de inóculo bacteriano de E. faecalis. Após os inóculos foi 

dicionado 1,8 mL de meio de cultura estéril BHI e foram mantidos em incubadora de bancada 

com agitação orbital (modelo Q816M20, Quimis Aparelhos Científicos Ltda., Diadema, SP, 

Brasil), em microaerofilia, a 37°C por 15 dias. A cada 48 horas o meio foi renovado, sem 

adição de novos micro-organismos. 

Os blocos de dentina foram lavados duas vezes em salina a 0,85% para remoção das 

células não aderidas. Em placas de 48 poços foram colocadas 1 mL da suspensão das 

medicações intracanal na concentração de 25mg/mL e os blocos permeneceram em contato 

durante 24 horas, em estufa a 37°C. No grupo controle negativo foi utilizado água destilada 

com a finalidade de verificar a viabilidade do biofilme durante o período de incubação. Para 

cada grupo avaliado foi utilizado 6 blocos de dentina. 

Após os períodos de contato, os blocos contendo o biofilme remanescente foram 

lavados em solução salina estéril e, individualmente, armazenados em tubos eppendorf 

contendo 1 mL das soluções neutralizantes (Tabela B1) e pérolas de vidro (3,50 ± 0,2). Os 

tubos foram agitados em vortex (modelo Q220, Quimis Aparelhos Científicos Ltda., 

Diadema, SP, Brasil) por 1 minuto a fim de promover o rompimento do biofilme aderido ao 

bloco de dentina. 

Tabela B1- Neutralizantes utilizados para cada MIC 

MICs Neutralizador 

HC 0,5% de ácido cítrico 

HC-LE 

HC-TH 

HC-PMCC 

0,5% de ácido cítrico 

0,5% de ácido cítrico 

0,5% de ácido cítrico 

HC-CLX 0,5% de ácido cítrico/Tween 80 + 0,07% de leticinina de soja 

Fonte: Autor. 

Foram realizadas diluições decimais seriadas até 10
-4

 utilizando, nos dois primeiros 

tubos, os agentes neutralizantes descritos anteriormente. Alíquotas de 20 µL de cada diluição 

da suspensão foi inoculada em placas de Petri contendo meio de cultura Triptic Soy Agar 

(Difco Laboratories Inc., Detroit, MI, USA). As placas foram incubadas a 37 °C por 48 h. As 

placas foram incubadas a 37 °C por 48 h para posterior contagem de UFC mL
-1

. 
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ANEXO A- COMITÊ DE ÉTICA DE PESQUISA EM SERES HUMANOS (CEP) 

 

CAAE: 77793417.4.0000.5416 
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ANEXO B- COMITÊ DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) 

 

Número de protocolo: 35/2017 
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