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Maquera-Huacho PM. Descontaminação de superfícies de titânio com Terpinen-4-ol 
e Carvacrol: estudo in vitro das propriedades físico-química, antimicrobiana e 
citotóxica. [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 
2018. 
 
RESUMO 
A doença peri-implantar é um processo inflamatório de etiologia bacteriana. 
Diferentes tratamentos antimicrobianos disponíveis buscam reduzir a carga 
microbiana e eliminar a inflamação. Terapias alternativas com extratos naturais 
abrem novas perspectivas para controlar e reduzir a carga microbiana. Terpinen-4-ol 
e Carvacrol, principais constituintes naturais de óleos essenciais vêm se destacando 
por sua propriedade antimicrobiana. O objetivo deste estudo foi avaliar: I) as 
modificações físico-químicas em superfícies de titânio, adesão e proliferação de 
fibroblastos e osteoblastos; II) as propriedades antimicrobianas sobre biofilme de P. 
gingivalis e F. nucleatum; e citotóxicas em fibroblastos. III) efeito inibitório de 
biofilmes simples e multi-espécies de S. sanguinis, S. gordonii, S. mitis, S. oralis , S. 
salivarius, S. mutans, S. sobrinus, A. viscosus, A. naeslundii, P. intermedia, P. 
gingivalis, F. nucleatum, A. actinomycetemcomitans e V. parvula a partir de 
concentrações não tóxicas em queratinócitos. Para isto: I)Discos de titânio foram 
descontaminados com T4ol e Carvacrol e a influência na modificação do ângulo de 
contato, energia livre de superfície, estrutura química por MEV-EDS, viabilidade e 
adesão celular  de fibroblastos e osteoblastos pelo ensaio Alamar Blue foram 
avaliados. II) Concentração inibitória mínima (CIM), concentração bactericida mínima 
(CBM), concentração mínima de inibição do biofilme (CMIB) por ensaio XTT, e 
biofilme em superfícies de titânio foi quantificada em UFC e por Microscopia de laser 
de varredura confocal (CLSM) e a citotoxicidade em fibroblastos foi avaliada pelo 
ensaio MTT. III) A citoxicidade foi testada em queratinócitos orais por ensaio XTT, a 
inibição e erradicação do biofilmes simples foi analisada por cristal violeta e o efeito 
sobre biofilmes multi-espécie foi avaliado por qPCR. Resultados de MEV-EDS 
demonstraram presença de Na, O e Cl após o tratamento com T4ol e Carvacrol. 
Todas as superfícies apresentaram características hidrófilas e valores de Energia 
Livre de Superfície (ELS) entre 5,5 mN/m e 3,4 mN/m. Teste de viabilidade e 
microscopia de fluorescência não apresentaram diminuição da viabilidade celular e 
adesão. Os valores de CIM foram Carvacrol 0,007% e 0,002% respectivamente para 
P. gingivalis e F. nucleatum e T4ol 0,06% para ambos os microrganismos. Os 
valores de CBM foram semelhantes aos CIM. Os valores de CMIB foram Carvacrol 
0,03%, 0,06% e T4ol 0,06%, 0,24%, respectivamente, para P. gingivalis e F. 
nucleatum. Observou-se por contagem de UFC e CLSM atividade antibiofilme 
usando Carvacrol (0,26%, 0,06%) e T4ol (0,95%, 0,24%) com atividade citotóxica 
semelhante à Clorexidina. T4ol 0.19% e Carvacrol 0.06% não afetaram a viabilidade 
das células epiteliais. Foi observada a inibição e erradicação de biofilmes simples e 
multi-espécie, especialmente em patógenos periodontais. Portanto, podemos 
concluir que T4ol e Carvacrol não alteram as propriedades da superfície do titânio e 
permitem interação adequada com células envolvidas no processo de re-
osseointegração. Além disso, concentrações específicas destes compostos sem 
toxicidade sobre células humanas, reduziram o número de patógenos periodontais 
em biofilmes simples e multi-espécie. 
 
Palavras-chave: Biofilmes. Doenças    periodontais. Titânio. Medicamentos  
fitoterápicos. Técnicas in vitro. 



 

Maquera-Huacho PM. Decontamination of titanium surfaces with Terpinen-4-ol and 
Carvacrol: in vitro study of physical-chemical, antimicrobial and cytotoxic properties. 
[tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2018. 
 
ABSTRACT 
Peri-implant disease is an inflammatory process of bacterial etiology. Different 
antimicrobial treatments available seek to reduce microbial load and eliminate 
inflammation. Alternative therapies with natural extracts open new perspectives to 
control and reduce microbial burden. Terpinen-4-ol and Carvacrol, the main natural 
constituents of essential oils; has been notable for its antimicrobial property. The 
objective of this study was to evaluate: I) physico-chemical modifications on titanium 
surfaces, adhesion and proliferation of fibroblasts and osteoblasts; II) the 
antimicrobial properties of P. gingivalis and F. nucleatum biofilm; and cytotoxic 
effects on fibroblasts. III) Inhibitory effect of single and multi-species biofilms of S. 
sanguinis, S. gordonii, S. mitis, S. oralis, S. salivarius, S. mutans, S. sobrinus, A. 
viscosus, A. naeslundii, P. intermedia, P. gingivalis, F. nucleatum, A. 
actinomycetemcomitans and V. parvula from non-toxic concentrations in 
keratinocytes. For this: I) Titanium discs were decontaminated with T4ol and 
Carvacrol and the influence on the modification of contact angle, surface free energy, 
chemical structure by MEV-EDS, viability and cellular adhesion of fibroblasts and 
osteoblasts by the Alamar Blue assay were evaluated. II) Minimum inhibitory 
concentration (MIC), minimum bactericidal concentration (MBC), minimum 
concentration of biofilm inhibition (MBIC) by XTT assay, and biofilm on titanium 
surfaces was quantified in CFU and by Confocal Scanning Laser Microscopy 
(CLSM), and fibroblast cytotoxicity was evaluated by the MTT assay. III) Cytotoxicity 
was tested in oral keratinocytes by XTT assay, inhibition and eradication of single 
biofilms was analyzed by crystal violet and the effect on multi-species biofilms was 
evaluated by qPCR. SEM results showed the presence of Na, O and Cl after 
treatment with T4ol and Carvacrol. All surfaces showed hydrophilic characteristics 
and surface free energy (SFE) values between 5.5 mN/m and 3.4 mN/m. Viability test 
and fluorescence microscopy showed no decrease in cell viability and adhesion. MIC 
values were Carvacrol 0.007% and 0.002% respectively for P. gingivalis and F. 
nucleatum and T4ol 0.06% for both microorganisms. MBC values were similar to 
MICs. The MBIC values were Carvacrol 0.03%, 0.06% and T4ol 0.06%, 0.24%, 
respectively, for P. gingivalis and F. nucleatum. Anti-biofilm activity using Carvacrol 
(0.26%, 0.06%) and T4ol (0.95%, 0.24%) was observed through CFU and CLSM and 
showed cytotoxic activity like Chlorhexidine. T4ol 0.19% and Carvacrol 0.06% did not 
affect the viability of epithelial cells. Inhibition and eradication of simple and multi-
species biofilms were observed, especially in periodontal pathogens. Therefore, we 
can conclude that T4ol and Carvacrol do not alter the surface properties of Ti 
surfaces and allow an adequate interaction with cells involved in the re-
osseointegration process; and specific concentrations of these compounds without 
toxicity to human cells, reduced the number of periodontal pathogens in single and 
multi-species biofilms.  
 
 
Key words: Biofilms. Periodontal diseases. Titanium. Phytotherapeutic medicines. In 
vitro techniques. 
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1 INTRODUÇÃO  
 

 A cavidade oral é um sistema dinâmico continuamente colonizado por 

microrganismos, e a relação entre doença periodontal e biofilme dental já está bem 

estabelecida. A literatura relata a ocorrência de mais de 700 espécies microbianas, 

que podem colonizar diferentes tipos de superfícies naturais (dentes, mucosa) ou 

artificiais (prótese, implantes dentários)1. Aproximadamente 415 espécies presentes 

no biofilme dental subgengival podem ser encontrados em diferentes casos de 

periodontite e doença peri-implantar, e a presença de microrganismos específicos e 

o acúmulo de biofilme bacteriano podem induzir à resposta inflamatória2,3. 

 A doença periodontal é uma doença inflamatória multifatorial4 caracterizada 

clinicamente por inflamação, sangramento à sondagem e pronunciada perda de 

inserção e possui como fator etiológico o biofilme dental5. Assim como a 

periodontite, a doença peri-implantar se desenvolve quando ocorre um desequilíbrio 

entre a reposta do hospedeiro e a microbiota e ,consequentemente, as alterações  

inflamatórias peri-implantares se iniciam como resultado do acúmulo de biofilme com 

predominância de microrganismos anaeróbios como Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis e 

Tanerella forsythus6,7. A colonização bacteriana nas superfícies de implantes e nos 

tecidos gengivais pode ocorrer minutos após a instalação dos implantes dentários8,1 

e a composição da microbiota ao redor dos novos implantes instalados, após 10 

dias, torna-se semelhante à microbiota de dentes comprometidos com doença 

periodontal9. No entanto, o padrão de colonização em implantes dentários parece 

ser inicialmente mais lento do que em dentes naturais1. 

 No processo de formação do biofilme, superfícies naturais e de implantes 

dentários são imediatamente recobertos por mucoproteínas salivares formando a 

película adquirida, a qual é um fator imperativo para a adesão bacteriana10. 

Colonizadores primários no biofilme são predominantemente Gram-positivos do 

gênero Streptococcus (até 80%) e Actinomyces11,12 e as camadas subsequentes de 

bactérias se aderem pelo processo denominado coagregação13. Como a população 

bacteriana aumenta dentro do biofilme o conteúdo de oxigênio torna-se 

empobrecido, tornando o ambiente mais adequado para a colonização de bactérias 

anaeróbias. Esta depleção leva à proliferação dos colonizadores secundários 

predominantemente anaeróbios Gram-negativos e organismos filamentosos14,11. 
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Fusobacterium nucleatum é considerado um microrganismo intermediário entre os 

colonizadores primários e secundários devido a sua capacidade de adesão e 

coagregação com todas as outras espécies dentro do biofilme15-17. Finalmente, as 

espiroquetas tais como Treponema denticola, devido a sua motilidade, ajudam na 

proliferação e invasão do biofilme aos tecidos adjacentes14,11. 

 A presença de microrganismos é um fator importante para o desenvolvimento 

de peri-implantite e os tratamentos disponíveis buscam reduzir a carga microbiana, 

eliminar a inflamação da mucosa peri-implantar e descontaminar a superfície do 

implante com a finalidade de preservar o osso de suporte e, se possível realizar a 

regeneração óssea18. Superfícies de implantes de titânio podem ser 

descontaminadas utilizando-se meios mecânicos (curetas dentais, raspadores 

ultrassônicos, procedimentos abrasivos de ar-pó) e/ou químicos (ácido cítrico, H2O2, 

digluconato de clorexidina, e EDTA), geralmente associados com antibióticos locais 

ou sistêmicos19,20. Desta forma, a antissepsia e o uso de antibióticos locais e 

sistêmicos como coadjuvantes são eficazes em curto prazo para a eliminação das 

bactérias6. Não existe consenso na literatura para o tratamento de infecções peri-

implantares devido à heterogeneidade dos estudos e a variabilidade dos tipos de 

superfícies de implantes18. Entretanto, em alguns casos o tratamento aplicado 

parece não ser capaz de devolver ou manter a saúde peri-implantar, podendo ser 

explicado pela persistência ou recolonização de microrganismos21. Os diferentes 

tratamentos propostos para a peri-implantite combinam diferentes métodos, incluindo 

técnicas regenerativas e ressectivas, que envolvem ou não o uso de enxertos, 

membranas e implantoplastia20. É comum em todos os tratamentos a necessidade 

da descontaminação da superfície afetada, o que é fundamental para alcançar a re-

osseointegração22. Contudo, é importante destacar que alguns desses métodos 

poderiam danificar as propriedades de superfície dos implantes ou promover a 

resistência bacteriana23.  
 A reação das células e dos tecidos com os biomateriais depende das 

propriedades do material, topografia superficial, composição e seu comportamento 

em contato com os fluidos corporais24. Na adesão celular, a energia livre de 

superfície pode desempenhar um papel importante não só sobre a adsorção de 

proteínas, mas também em relação à adesão das células e ao posterior 

espalhamento destas25,26. De acordo com Colvin et al.27, as superfícies, quando 

hidrofóbicas, diminuem a quantidade de proteínas aderidas na superfície do 
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material. As mudanças físicas da superfície alteram a expressão dos sítios ligantes 

das mesmas que, consequentemente, irão interagir com os receptores celulares. Por 

conseguinte, é possível afirmar que as características físicas, tais como rugosidade 

e energia livre de superfície, assim com as propriedades químicas das mesmas, 

podem contribuir positivamente para a adesão de células epiteliais e conjuntivas28,29.  

 A restauração da biocompatibilidade das superfícies de titânio contaminadas 

depende da preservação das propriedades de superfície do implante. As terapias 

utilizadas no tratamento das doenças peri-implantares assim como o biofilme 

residual induzem alterações nas propriedades químicas e físicas da superfície e, 

consequentemente, mudanças na camada de óxido relacionada ao pH, resultando 

assim em menor energia de superfície e, portanto, influenciando negativamente na 

adesão celular30,24,31,32. Kotsakis et al.33 mostraram que agentes químicos 

usualmente utilizados no tratamento da peri-implantite, tais como clorexidina 0,12%, 

ácido cítrico 20% e EDTA 24%-NaOCl 1.5% deixam resíduos que provocam 

alterações físico-químicas sobre as superfícies de titânio. Estes resíduos afetam 

negativamente a biocompatibilidade das superfícies assim como a resposta de 

células osteoblásticas, independente do seu efeito antimicrobiano. Os mesmos 

autores não recomendam a clorexidina para descontaminar superfícies de titânio 

pois produz efeitos citotóxicos nas superfícies descontaminadas e pode 

comprometer a biocompatibilidade das superfícies. 

 Grande atenção tem sido dada à identificação de potentes agentes 

antimicrobianos para a descontaminação da superfície do implante. A clorexidina 

tem sido utilizada amplamente no tratamento da redução do biofilme subgengival e 

controle da inflamação, devido a sua substantividade34, propriedades biológicas e 

atividade antibacteriana de amplo espectro (bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas)35. Apresenta eficácia na diminuição da carga bacteriana sobre superfícies 

de titânio quando comparado a outros descontaminantes como hipoclorito de sódio, 

peróxido de hidrogênio e ácido cítrico36.  

 Entretanto, a clorexidina apresenta desvantagens frequentemente 

observadas, tais como, coloração dos dentes e alteração do paladar37. Segundo 

Gianelli et al.38 a clorexidina pode induzir apoptose e necrose celular devido a 

perturbação da função mitocondrial, aumento intracelular de Ca2+ e estresse 

oxidativo. A clorexidina também mostrou inibir a proliferação celular e síntese de 

colágeno39. Portanto, a aplicação direta da clorexidina durante a terapia regenerativa 
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no tratamento de doenças peri-implantares poderia exercer efeito tóxico sobre 

fibroblastos gengivais, células endoteliais e especialmente sobre osteoblastos 

alveolares, interferindo assim negativamente no reparo de infecções orais38. Esses 

efeitos negativos poderiam explicar a redução das contagens bacterianas, mas 

nenhuma melhora significativa na cicatrização dos tecidos. Desse modo, a 

comunidade odontológica ainda está a procura de novas drogas terapêuticas para a 

prevenção e tratamento de biofilmes orais assim como doenças relacionadas40,41. 

 Os esforços atuais para o controle do biofilme abrem novas perspectivas no 

uso de terapias alternativas. Diversos produtos de origem natural apresentam 

resultados significativos sobre patógenos bucais e controle da resposta inflamatória 

mostrando que agentes fitoterápicos podem ser veículos de prevenção e controle de 

doenças bucais infecciosas assim como uma alternativa eficaz para superar a 

resistência microbiana42-46. Desta forma, diferentes produtos naturais têm sido 

investigados como promissores agentes para prevenção e tratamento das doenças 

periodontais e peri-implantares40,46. O Carvacrol, um monoterpeno fenol (2-metil- 5- 

(1-metiletil) fenol) presente nos óleos voláteis de Thymus vulgaris, Carum copticum e 

Oreganum spp., é o principal constituinte natural (70%) destas plantas aromáticas47. 

Apresentam diferentes atividades antimicrobianas, anti-inflamatória, antioxidante, 

antimutagênica, antigenotóxica e hepatoprotetora, destacando sua atividade 

antimicrobiana de largo espectro sobre bactérias patogênicas e leveduras incluindo 

microrganismos formadores de biofilmes resistentes a drogas40. Além disso, o 

Carvacrol possui efeito inibitório sobre diferentes microrganismos, sendo capaz de 

desintegrar a membrana externa de bactérias Gram-negativas liberando 

lipopolissacarídeos da parede celular bacteriana48,49, além de não possuir efeitos 

citotóxicos em baixas concentrações49,40. 

 Outro fitoterápico que vem se destacando é o Terpinen-4-ol (porção solúvel 

da Melaleuca alternofolia) que atua na indução da perda da membrana, interferindo 

na integridade e fisiologia da célula do microrganismo50. O mesmo apresenta amplo 

espectro de atividade antimicrobiana (antibacteriana, antiviral e antifúngica) e 

atividade anti-inflamatória51-53. O Terpinen-4-ol é um monoterpeno caraterizado por 

ser o principal composto da Melaleuca alternifólia e outras plantas tais como Hajeb 

Layoun arboreta (Tunisia) e Alpinia zerumbet e, além das propriedades citadas 

acima, estudos indicam que possui efeito antitumoral50,54,53.  
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 Considerando que o Terpinen-4-ol e o Carvacrol possuem propriedades 

antimicrobianas, há poucos estudos na literatura avaliando esta propriedade sobre 

bactérias periodontopatogênicas. Além disso, estudos adicionais são necessários 

para entender o comportamento celular em resposta às superfícies de implantes 

descontaminadas com agentes de origem natural. Desse modo, o objetivo do 

presente estudo foi analisar as modificações físico-químicas da descontaminação de 

superfícies de titânio com Terpinen-4-ol e Carvacrol e a resposta celular de 

fibroblastos e osteoblastos, assim como avaliar in vitro suas propriedades 

antimicrobianas e citotóxicas sobre biofilmes periodontais.  
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4 CONCLUSÃO 
 

Com base nos achados do presente estudo, pode-se demonstrar que 

Terpinen-4-ol e Carvacrol usados durante a descontaminação de superfícies de 

titânio não afeta nas propriedades de superfície e permite uma adequada 

proliferação e adesão celular de células envolvidas no processo de re-

osseointegração. Estes compostos mostraram atividade antimicrobiana, promovendo 

efeitos bactericidas, bacteriostáticos, antibiofilme e não citotóxica em baixas 

concentrações. Além disso, concentrações baixas e não citotóxicas de Terpinen-4-ol 

e Carvacrol podem inibir e erradicar patógenos periodontais tanto em biofilmes 

simples e multi-espécie. Devido a estas propriedades, ambos os monoterpenos 

podem representar uma abordagem promissora para prevenção e tratamento de 

doenças peri-implantes.  
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