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Castro Núñez GM. Potencial antimicrobiano e biocompatibilidade de óleos essenciais em 
associação a biomateriais à base de silicato tricálcico [tese de doutorado]. Araraquara: 
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2020. 

RESUMO 

Os cimentos reparadores endodônticos à base de silicato de cálcio apresentam 
biocompatibilidade e bioatividade. Porém, sua ação antimicrobiana é limitada. O acréscimo de 
óleos essencias pode favorecer as propriedades antimicrobianas de materiais. Os óleos 
essenciais são substâncias de origem vegetal com propriedades antimicrobiana, antiviral, 
antifúngica, antitoxigênica, antiparasitária e inseticida. Este estudo teve como objetivo avaliar 
a associação de diferentes óleos essenciais nas propriedades físico-químicas, citocompatibilida, 
potencial bioativo e atividade antibiofilme dos cimentos reparadores à base de silicato de cálcio, 
MTA Repair HP (MTA HP) e Biodentine (BIO). Publicação 1: avaliou a associação de 1,5% 
de Farnesol (FAR). Publicação 2: analisou o acréscimo de 1% de Thyme Essential Oil (TEO). 
Publicação 3: associou 1% de lemongrass oil (LEO). As propriedades físico-químicas de 
tempo de presa, solubilidade após 7 dias de imersão em água destilada e pH em 1, 3, 7, 14 e 21 
dias foram avaliadas. A citocompatibilidade foi avaliada por meio dos testes de 
methyltetrazolium (MTT) e Vermelho Neutro (VN) após exposição das células Saos-2 às 
diferentes diluições dos eluídos dos materiais por 24h. A bioatividade foi avaliada pela 
atividade enzimática da fosfatase alcalina (ALP) nos períodos de 1, 3 e 7 dias. Nódulos de 
mineralização foram também quantificados após 21 dias pela coloração com vermelho de 
Alizarina (ARS). A capacidade de inibição de Metaloproteinase de Matriz (MMP) 2 e 9 foi 
mensurada por fluorescência. A capacidade antibiofilme foi avaliada pelo teste de contato direto 
modificado (TCDM) sobre biofilme mono- e dual-espécies de Enterococcus faecalis e/ou 
Candida albicans, formados em dentina bovina. Os dados foram submetidos aos testes 
estatísticos Shapiro-Wilk, ANOVA e Tukey ou Bonferroni, com nível de significância de 5%. 
Todos os materiais tiveram tempo de presa semelhante e mostraram capacidade de alcalinização 
do meio em todos os períodos avaliados. BIO mostrou perda de massa puro ou associado ao 
FAR, TEO e LEO, enquanto que MTAHP ganhou massa com ou sem as associações. Todos os 
materiais mostraram citocompatibilidade e aumento na atividade de ALP nos períodos 
avaliados. Os cimentos avaliados foram capazes de induzir a produção de nódulos de 
mineralização. Os materiais não mostraram atividade anti-MMP-9, no entanto, mostraram 
inibição de MMP-2. A adição de FAR, TEO e LEO aumentou a capacidade antibiofilme mono 
e dual-espécie sobre E. faecalis e/ou C. albicans dos materiais. Conclui-se que a adição de óleos 
essenciais aos cimentos MTAHP e BIO melhora a atividade antibiofilme, sem alterar 
significativamente suas propriedades físico-químicas, mantendo a citocompatibilidade e 
potencial bioativo dos cimentos, e mostrando potencial para maiores estudos para uma futura 
aplicação clínica. 
 
Palavras chave: Materiais Biocompatíveis. Propriedades Físicas e Químicas. Óleos Voláteis. 
Biofilmes. Cândida albicans. Enterococcus faecalis. Endodontia. 



 

Castro Núñez GM. Antimicrobial potential and biocompatibility of essential oils in 
association with biomaterials based on tricalcium silicate [tese de doutorado]. Araraquara: 
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2020. 
 
 
ABSTRACT 
Calcium silicate-based endodontic repair cements have biocompatibility and bioactivity. 
However, its antimicrobial action is limited. The addition of essential oils can favor the 
antimicrobial properties of materials. Essential oils are substances of plant origin with 
antimicrobial, antiviral, antifungal, antitoxigenic, antiparasitic and insecticide properties.  This 
study aimed to evaluate the association of different essential oils in the physico-chemical 
properties, cytocompatibility, bioactive potential and antibiofilm activity of calcium silicate-
based cements, MTA Repair HP (MTAHP) and Biodentine (BIO). publication 1: evaluated the 
association of 1.5% of Farnesol (FAR). Publication 2: analyzed the increase of 1% of Thyme 
Essential Oil (TEO). Publication 3: associated 1% lemongrass oil (LEO). The physicochemical 
properties of setting time, solubility after 7 days of immersion in distilled water and pH at 1, 3, 
7, 14 and 21 days were evaluated. Cytocompatibility was assessed using methyltetrazolium 
(MTT) and Neutral Red (NR) tests after exposure of Saos-2 cells to different dilutions of the 
extracts of the materials for 24h. Bioactivity was assessed by the enzymatic activity of alkaline 
phosphatase (ALP) in the periods of 1, 3 and 7 days. Mineralization nodules were also 
quantified after 21 days by staining with Alizarin red (ARS). The inhibition capacity of Matrix 
Metalloproteinase (MMP) 2 and 9 was measured by fluorescence. The antibiofilm activity was 
assessed by the modified direct contact test (MDCT) on biofilm mono- and dual-species of 
Enterococcus faecalis and/or Candida albicans, formed in bovine dentin. The data were 
submitted to Shapiro-Wilk, ANOVA and Tukey or Bonferroni statistical tests, with a 
significance level of 5%. All evaluated materials had a similar setting time and showed the 
ability to alkalize the medium in all periods. BIO showed mass loss when pure or associated 
with FAR, TEO and LEO, while MTAHP gained mass with or without the associations. All 
materials showed cytocompatibility and increased ALP activity in the evaluated periods. The 
evaluated cements were able to induce the production of mineralized nodules. The materials 
did not show anti-MMP-9 activity, however, they showed inhibition of MMP-2. The addition 
of FAR, TEO and LEO increased the mono and dual-species antibiofilm activity against E. 
faecalis and / or C. albicans of the materials. It is concluded that the addition of essential oils 
to repair cements, MTAHP and BIO, improves the antibiofilm activity, without significantly 
altering its physical-chemical properties, maintaining the cytocompatibility and bioactive 
potential of the cements, and showing potential for clinical application. 
 
Keywords: Biocompatible Materials. Physical and Chemical Properties. Oils, Volatile. 
Biofilms. Candida albicans. Enterococcus faecalis. Endodontics. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

Biomateriais reparadores estimulam a resposta do tecido pulpar e/ou periodontal1,2 e 

devem apresentar propriedades como capacidade de selamento, resistência à penetração 

bacteriana, biocompatibilidade e bioatividade1,3. Cimentos reparadores são indicados para 

selamento de perfurações radiculares, capeamento pulpar, pulpotomias, apexicificação, 

apicigênese e retrobturações3. 

Mineral Trióxido Agregado (MTA) é um cimento à base de silicato de cálcio4,5 que 

apresenta bioatividade, capacidade regenerativa e alto potencial para estimular regeneração 

óssea6. Cimentos de silicato de cálcio imersos em soluções à base de fosfato induzem formação 

de precipitados de apatita7. Biomateriais reparadores podem promover diferenciação 

osteogênica, formação de nódulos de mineralização de células tronco mesenquimais humanas8, 

células da polpa dentária humana 9, e células humanas do ligamento periodontal10.  

Óxido de bismuto (Bi2O3) usado como radiopacificador no MTA promove redução da 

liberação de íons cálcio, aumento do tempo de presa e solubilidade, diminuição da estabilidade 

dimensional e da resistência à compressão11-14. O colágeno presente na matriz orgânica da 

dentina, reage com o Bi2O3, resultando na alteração da coloração dentária. Desta forma, o uso 

de radiopacificadores alternativos é indicado para substituir o Bi2O3 no MTA15. Tungstato de 

cálcio e óxido de zircônio são radiopacificadores que podem ser utilizados com cimentos à base 

de silicato de cálcio sem alterar as propriedades físico-químicas como pH, liberação de íons 

cálcio, tempo de presa e solubilidade16.  

O MTA foi modificado para desenvolver um novo cimento, lançado com o nome de MTA 

Repair HP (MTAHP) (Angelus Industria de Produtos Odontológicos S/A, Londrina, PR, 

Brasil). As alterações ocorreram na composição do pó e do liquido a fim de melhorar 

características de manuseio e inserção. Assim, o radiopacificador Óxido de Bismuto foi 

substituído por Tungstato de Cálcio. O líquido apresenta além da água destilada, um agente 

plastificante, que determina o nome do cimento HP – “High Plasticity”. As propriedades físico-

químicas e biológicas do MTAHP são consideradas adequadas e semelhantes ao MTA 

(Angelus)17-19. 

O óxido de zircônio (ZrO2) tem sido um material de escolha como radiopacificador, por 

mostrar ser inerte e lixiviado em quantidades mínimas4,20-23. A associação do silicato tricálcico 

com ZrO2 libera íons cálcio, formando hidróxido de cálcio quando hidratado com água 

destilada20. A associação de 30% de ZrO2 ao cimento Portland proporciona radiopacidade, 
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resistência à compressão, tempo de presa, absorção de água e solubilidade semelhantes ao 

ProRoot MTA21. O potencial bioativo do ZrO2 associado a uma formulação endodôntica de 

cimento de silicato de cálcio demonstra deposição de cristais de hidroxiapatita23. Gomes 

Cornelio et al.24 observaram por meio de teste de apoptose/necrose que células após exposição 

ao Cimento Portland associado ao ZrO2 não apresentaram alterações morfológicas. 

Biodentine (Septodont, Saint Maur des Fossés, France) é um biomaterial à base de 

silicato de cálcio com propriedades mecânicas semelhantes à dentina, que apresenta indicações 

similares ao MTA25-29. Biodentine consiste de um pó e um líquido. O pó contém silicato 

tricálcico e dicálcico (3CaO SiO2 e 2CaO SiO2), carbonato de cálcio e ZrO2 como 

radiopacificador. O líquido é constituído por cloreto de cálcio, utilizado como um acelerador 

de presa e agente redutor de água, em solução aquosa com uma mistura de policarboxilato 

(agente superplastificante)26,28. 

É desejável que os materiais reparadores endodônticos apresentem propriedade 

antimicrobiana. No entanto, cimentos à base de silicato de cálcio apresentam atividade 

antimicrobiana limitada30. A fim de melhorar as propriedades antimicrobianas, Biodentine foi 

associado a substâncias sintéticas como a clorexidina (CLX) e a doxiciclina. Nikhil et al. 

observaram que a associação do Biodentine à CLX potencializa suas propriedades 

antimicrobianas contra C. albicans e E. faecalis, porém a doxiciclina diminuiu seu potencial31. 

O MTA associado à clorexidina potencializou suas propriedades antibacterianas contra as 

bactérias normalmente encontradas na cavidade bucal, incluindo E. faecalis32-34. As associações 

de MTA a zeólito de prata a 0,2 e 2%, mostraram atividade antimicrobiana contra E. faecalis, 

S. aureus, P. gingivalis, E. Coli, P. aeruginosa, C. Albicans. No entanto, não foram eficazes 

contra P. intermedia e A. israelii35. Embora a adição de CLX a MTA melhore a sua atividade 

antimicrobiana, esta influenciou negativamente em suas propriedades físico-químicas e 

biológicas, sendo que a adição de 2% de CLX impediu a presa do MTA 36, a substituição de 

água destilada por CLX 0.12% para a manipulação do MTA  provocou maior resposta 

inflamatória em subcutâneo de rato em 7, 15, 30, 60 e 90 dias37; e MTA com 0.2% de CLX 

prejudicou a formação da barreira mineralizada quando usada em capeamento pulpar direto em 

dente de cães38. 

Na área da saúde, e especificamente na Odontologia, diversas substâncias 

antimicrobianas sintéticas e naturais são estudadas, com o intuito de reduzir o uso de 

antibióticos que promovem aumento da resistência bacteriana. Dentre estas substâncias naturais 

destacam-se os óleos essências (OEs) e seus componentes, que são substâncias voláteis que 
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protegem as plantas de doenças e ataques de insetos39,40. Os OEs são estudados por sua eficácia 

e segurança41. 

Farnesol (FAR) é um álcool sesquiterpeno hidrofóbico comumente encontrado em 

própolis e OEs de frutas cítricas; apresenta ação antibacteriana e antifúngica e não gera 

resistência bacteriana42-45. Fernandes et al. concluíram que FAR é capaz de inibir a formação 

de biofilme simples ou misto de C. albicans e/ou S. mutans46. Possui propriedades antitumoral, 

antifúngica, antimicrobiana e antibiofilme e não gera resistência bacteriana42-45,47. FAR atua 

sobre as membranas celulares das bactérias, comprometendo sua integridade e levando à 

liberação do conteúdo intracelular44. Os biofilmes formados na presença de FAR contêm menos 

biomassa, e mudanças notáveis ocorrem na composição da matriz, além de afetar a estrutura do 

biofilme, reduzindo a biomassa, matando bactérias nos biofilmes, sem reduzir sua 

suscetibilidade ao longo das gerações celulares44. 

O óleo essencial de Tomilho, mais conhecido na literatura por sua sigla TEO - Thyme 

Essential Oil, é composto principalmente por Timol (20%) e Carvacrol (40%). Timol é um 

monoterpeno48,49. Possui propriedades antissépticas, anti-inflamatórias, antioxidantes e 

antimicrobianas de amplo espectro50,51, assim como ação antifúngica contra C. albicans, C. 

tropicalis e C. krusei52.  Carvacrol é um fenol monoterpênico, que possui propriedades 

antibacteriana e antiviral53, mostrou efetividade in-vitro na prevenção e tratamento de doença 

periodontal e capacidade de reduzir o crescimento bacteriano na superfície de implantes 

dentários54. Em 2018, TEO foi usado como substituto de eugenol no preparo de pasta 

endodôntica para obturação de dentes decíduos, e se mostrou mais eficaz contra S. aureus, E. 

faecalis, E. coli e P. aeruginosa55. 

Lemongrass Essential Oil (LEO) é conhecido no Brasil como óleo de capim-limão, 

sendo seu nome cientifico Cymbopogon citratus. O principal componente de LEO é Citral, em 

suas formas cis e trans, mais de 80% da composição do óleo56. LEO tem potencial para o 

desenvolvimento de medicamentos para o tratamento de infecções fúngicas e inflamação da 

pele, por mostrar efeito antifúngico eficaz sobre C. albicans, C. tropicalis, e A. niger57. C. 

citratus mostrou capacidade de inibir o crescimento de P. gingivalis e B. megaterim 

(periodontopatógenos), assim como de várias cepas de Helicobacter pylori58. C. citratus 

também apresentou atividade antimicrobiana contra várias espécies cariogênicas, incluindo S. 

mutans e L. acidophilus56,58,59. 

Os micro-organismos mais associados aos insucessos endodônticos são E. faecalis e C. 

albicans60. E. faecalis é um patógeno encontrado com maior frequência em casos de infecção 

secundaria ou persistente e em periodontite apical61-65. Apresenta a capacidade de invadir 



 14 

túbulos dentinários mesmo em condições adversas66, além de mostrar resistência ao NaOCl, 

especialmente em baixas concentrações67 e ao ambiente altamente alcalino promovido pelo HC. 

C. albicans é encontrada na microbiota do sistema de canais radiculares em dentes com necrose 

pulpar com ou sem periodontite apical e contribui para sua persistência68. Além disso, sua 

capacidade de invadir túbulos dentinários e a sua resistência à medicação intracanal explica sua 

associação nos casos de infecções persistentes do canal radicular69,70. 

Diante do exposto, este estudo visa avaliar as propriedades físico-químicas e 

biocompatibilidade, além da atividade antimicrobiana de cimentos reparadores endodônticos à 

base de silicato de cálcio, em associação às substâncias antimicrobianas naturais. 
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2 PROPOSIÇÃO 

 

2.1 Objetivo geral:  

Avaliar propriedades físico-químicas, citocompatibilidade, bioatividade e atividade 

antibiofilme da associação de três substanciais naturais, Farnesol, Thyme oil e lemongrass oil, 

a biomateriais à base de silicato tricálcico, MTA Repair HP ou Biodentine. 

 

2.2 Objetivos específicos:  

Publicação 1: avaliar a associação do óleo essencial Farnesol aos cimentos reparadores 

MTAHP e BIO com relação às suas propriedades físico-químicas, biológicas e atividade 

antibiofilme. 

Publicação 2: avaliar as propriedades físico-químicas, biocompatibilidade e potencial 

antibiofilme da adição de Thyme Essential Oil aos cimentos reparadores endodônticos MTA 

Repair HP e Biodentine. 

Publicação 3: avaliar as propriedades biológicas, físico-químicas e antimicrobianas da 

associação de LEO aos cimentos reparadores MTA HP e Biodentine. 
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3 PUBLICAÇÕES 

 
Esta Tese de Doutorado foi dividida em três publicações, que apresentam os resultados 

obtidos em cada etapa desse estudo. Os artigos foram formatados de acordo com as revistas à 

qual serão submetidos. 

 

3.1 Publicação 1* 

 
Propriedades físico-químicas, citocompatibilidade, potencial bioativo e antibiofilme dos 

materiais reparadores MTA Repair HP e Biodentine e suas associações com farnesol 

 

RESUMO  

Este estudo avaliou a associação de 1,5% de Farnesol (FAR) aos cimentos reparadores MTA 

Repair HP (MTAHP) e Biodentine (BIO). As propriedades físico-químicas de tempo de presa, 

solubilidade em 7 dias e pH em diferentes períodos foram avaliadas. A citocompatibilidade foi 

avaliada por meio dos testes de methyltetrazolium (MTT) e Vermelho Neutro (VN) após 

exposição das células Saos-2 às diferentes diluições dos eluídos dos materiais por 24h. A 

bioatividade foi avaliada pela atividade enzimática da fosfatase alcalina (ALP) nos períodos de 

1, 3 e 7 dias. Nódulos de mineralização foram quantificados após 21 dias pela coloração com 

vermelho de Alizarina (ARS). A capacidade de inibição de Metaloproteinase de Matriz (MMP) 

2 e 9 foi mensurada por fluorescência. A atividade antibiofilme foi avaliada pelo teste de contato 

direto modificado (MDCT) sobre biofilme mono- e dual-espécies de Enterococcus faecalis e/ou 

Cândida albicans, formados em dentina bovina. Os dados foram submetidos ao teste Shapiro-

Wilk, ANOVA e Tukey ou Bonferroni com nível de significância de 5%. Todos os materiais 

mostraram tempo de presa semelhante e capacidade de alcalinização em todos os períodos 

avaliados. BIO e BIO/FAR apresentaram perda de massa, e MTAHP e MTAHP/FAR ganho de 

massa. MTAHP foi o mais citocompatível, embora todos os materiais tenham mostrado 

citocompatibilidade. Houve aumento na atividade de ALP nos períodos avaliados para todos os 

materiais, com destaque no período de 7 dias. MTAHP mostrou maior atividade de ALP. Todos 

os materiais produziram nódulos de mineralização. Os materiais não mostraram atividade anti-

MMP-9, no entanto, mostraram inibição de MMP-2. A adição de FAR aumentou a atividade 

antibiofilme mono e dual-espécie dos materiais. Conclui-se que a adição de FAR (1,5%) 

                                                
* Redigido de acordo com as normas do International Endodontic Journal, periódico para o qual será 
submetido.  
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melhora a atividade antibiofilme e mantem propriedades físico-químicas e biológicas 

adequadas para os cimentos MTAHP e BIO. 

 

Palavras chave: Materiais Dentários, Propriedades Físicas e Químicas, Endodontia, 

Enterococcus faecalis, Cândida albicans, Óleos Voláteis. 

 

INTRODUÇÃO 

Cimentos reparadores são indicados para selamento de perfuração radicular, 

capeamento pulpar, pulpotomia, apicificação, apicigênese e retrobturação, devendo estimular o 

reparo dos tecidos adjacentes (Parirokh & Torabinejad 2010; Torabinejad & Parirokh 2010). 

Desta forma, necessitam apresentar propriedades físico-químicas adequadas, capacidade de 

selamento, resistência à penetração bacteriana, biocompatibilidade e bioatividade (Parirokh & 

Torabinejad 2010; Torabinejad & Parirokh 2010). Por outro lado, o insucesso de tratamentos 

endodônticos está associado à persistência de vários micro-organismos com presença de 

Enterococcus faecalis e Candida albicans (Mergoni et al. 2018; Prada et al. 2019). Assim, o 

uso de materiais com atividade antimicrobiana favorece a eliminação desses micro-organismos 

residuais (Wang et al. 2014). 

MTA Repair HP (MTA HP. Angelus, PR, Brasil) e Biodentine (BIO. Septodont, Saint-

Maur-des-Fosses, França) são cimentos à base de silicato de cálcio que apresentam melhor 

propriedade de manipulação e aplicação clínica.  MTA HP contem silicato de cálcio, óxido de 

cálcio, e tungstato de cálcio como radiopacificador. As propriedades físico-químicas e 

biológicas do MTA HP foram consideradas adequadas e similares ao MTA convencional 

(Cintra et al. 2017; Galarca et al. 2018; Guimaraes et al. 2018). BIO contém silicato tricálcico 

e dicálcico, carbonato de cálcio, e óxido de zircônio como radiopacificador. O óxido de zircônio 

associado ao silicato tricálcico permite a liberação de ions cálcio, formando hidróxido de cálcio 

quando hidratado com água destilada (Camilleri 2014), mostrando potencial bioativo (Viapiana 

et al. 2014b) e biocompatibilidade (Gomes Cornelio et al. 2011). No entanto, os cimentos 

reparadores endodônticos à base de silicato de cálcio apresentam atividade antimicrobiana 

limitada (Poggio et al. 2015).  

Os Óleos Essenciais são substâncias voláteis que protegem as plantas (Hassan et al. 

2015) e que são atualmente estudados por sua eficácia e segurança (Dagli et al. 2015). O 

Farnesol (FAR) é um álcool sesquiterpeno hidrofóbico encontrado em própolis e óleos 

essenciais de frutas cítricas, apresenta ação antibacteriana e antifúngica e não gera resistência 

bacteriana (Gomes et al. 2011; Gupta et al. 2018). FAR tem a capacidade de inibir a formação 
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de biofilme de C. albicans e/ou S. mutans (Fernandes et al. 2016), atuando nas membranas 

celulares das bactérias (Gomes et al. 2011).  

Embora existam diversos estudos que associem substâncias aos cimentos reparadores 

endodônticos para melhorar suas propriedades antimicrobianas (Del Carpio-Perochena et al. 

2015), ainda não foi relatada na literatura a associação destes biomateriais com substâncias 

naturais como os óleos essenciais visando favorecer a atividade antimicrobiana (Dagli et al. 

2015).  

O objetivo do estudo foi avaliar a associação do óleo essencial FAR aos cimentos 

reparadores MTAHP e BIO com relação às suas propriedades físico-químicas, biológicas e 

atividade antibiofilme. A hipótese nula foi de que FAR não apresenta influência sobre as 

propriedades dos cimentos reparadores avaliados.  

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Para a realização deste trabalho os cimentos foram manipulados segundo as 

recomendações dos fabricantes, nas proporções descritas na Tabela 1. 
 

Tabela 1 – Materiais e Proporções 
 

MTAHP – MTA Repair HP; BIO – Biodentine; FAR, Farnesol. * Sigma-Aldrich Brasil Ltda.SP. 

 

AVALIAÇÃO DAS PROPRIEDADES FÍSICO-QUÍMICAS 

 

Tempo de presa 

A avaliação do tempo de presa (n=6) foi realizado baseado na ISO 6876/2012. Anéis 

metálicos de 10mm de diâmetro interno e 1mm de altura foram utilizados. Para determinar a 

presa foi utilizada agulha de Gilmore com massa de 100 ± 0,5g e diâmetro de 2 ± 0,1mm apoiada 

perpendicularmente sobre a superfície do cimento. Este processo foi repetido até a agulha não 

deixar mais marca na superfície do cimento. Os materiais foram manipulados segundo as 

Material Fabricante 
Proporção 

Pó Líquido Farnesol* 

MTAHP Angelus, Londrina, 

Paraná, Brasil 

1 g 300 µL — 

MTAHP/FAR 1,5% 1 g 300 µL 21 µL 

BIO Septodont, Saint Maur 

des Fossés, France 

1 g 8 gotas — 

BIO/FAR 1,5% 1 g 8 gotas 21 µL 
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recomendações dos fabricantes, MTAHP foi espatulado durante 40 segundos; BIO foi agitado 

em amalgamador por 30 segundos. O tempo de presa foi aferido desde o preenchimento do 

material nos anéis até a agulha deixar de marcar na superfície do cimento. Durante o período 

de avaliação os materiais foram mantidos na estufa a 37ºC ± 1ºC e 95% ± 5% de umidade; a 

agulha foi limpa antes de cada aferição. 

 

Solubilidade 

O teste de solubilidade (n=5) foi realizado com corpos de prova de  7,75 mm de 

diâmetro e 1,5 mm de altura, e com um fio de nylon impermeável (6,5cm) no meio do material, 

armazenados em estufa (37ºC ± 1ºC e 95% ± 5%UR), durante 24h (Carvalho-Junior et al. 2007). 

Os corpos de prova foram colocados em dessecador a vácuo, até obter estabilidade de massa. 

Depois foram suspensos em 7,5 ml de água destilada e deionizada, sem contato entre o material 

e a superfície interna do recipiente; mantidos em estufa (37ºC ± 1ºC) durante 7 dias. Os corpos 

de prova foram lavados com água destilada, secos com papel absorvente e colocados novamente 

em desumidificador até obter estabilidade da massa final. A aferição de massa foi realizada em 

balança de precisão HM-200 (A&D Enginnering, Inc., Bradford, MA, EUA). A perda de massa 

foi expressa em porcentagem da massa inicial.  

 

pH 

Para o teste de pH, tubos de polietileno com 10 mm de comprimento e 1,6 mm de 

diâmetro foram preenchidos com cada material (n=10). Cada tubo foi imerso em 10 ml de água 

deionizada cujo pH foi aferido previamente e mantido na estufa a 37ºC durante os períodos 

experimentais, o grupo controle foi água destilada e deoionizada. Transcorrido cada período de 

avaliação, 1, 3, 7, 14 e 21 dias, os tubos de polietileno foram transferidos para novos frascos. A 

aferição do pH foi realizada em triplicata, com pHmetro digital Digimed DM-21 (Digicrom 

Analítica Ltda., São Paulo, Brasil) a 25°C de temperatura ambiente.  

 

AVALIAÇÃO DA CITOCOMPATIBILIDADE E POTENCIAL BIOATIVO  

Foram utilizadas células humanas “osteoblast-like cells” da linhagem Saos-2 (ATCC 

HTB-85), cultivadas em frascos T-75 (Jet Biofil, Guangzhou, China), contendo DMEM 

suplementado com soro bovino fetal a 10% (FBS; Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, 

EUA), penicilina (100 UI/mL) e estreptomicina (100 µg/mL), até a confluência. Os cimentos 

foram manipulados (Tabela 1) e colocados no fundo do poço de placas de cultura de 12 poços 

(Jet Biofil). As placas foram mantidas a 37ºC, 95% de umidade e 5% de CO2; após 24h as placas 
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foram expostas à luz ultravioleta (UV) (Katara et al. 2008), e os poços preenchidos com 5mL 

de DMEM sem soro (meio modificado de Dulbecco; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As 

placas foram mantidas a 37ºC por 24h, com 95% de umidade e 5% de CO2, ISO 10993-5/2005. 

 

Ensaios de Viabilidade celular 

A viabilidade celular foi avaliada por brometo de 3-(4,5-dimetil -2-tiazolil)-2, 5-difenil-

2H-tetrazólio (MTT) e Vermelho Neutro (VN) (Tanomaru-Filho et al. 2017). As células foram 

plaqueadas (1 x 105 células/mL) em placas de 96 poços (Jet Biofil) contendo DMEM 

suplementado com 10% de SFB (SFB: Gibco, Life Technologies), penicilina (100 UI/mL), 

estreptomicina (100 µg/mL) (Sigma-Aldrich). As células foram cultivadas por 24h a 37ºC, 5% 

de umidade e 5% de CO2 antes de exposição aos eluídos dos materiais. As células foram 

expostas aos eluídos dos cimentos em diluições 1:1, 1:5, 1:10, 1:15, 1:30; como controle 

negativo foi utilizado DMEM sem soro e como controle positivo Dimetilsilfóxido (DMSO). 

Após esse período, o meio foi substituído por 100 µL de solução de MTT 5mg/mL (Sigma-

Aldrich) e as placas foram incubadas por 3h. Foi adicionado isopropanol (100µL) acidificado 

a 0,04N (Sigma-Aldrich). A densidade óptica foi medida a 570nm em espectrofotômetro 

(ELx800; Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, EUA).  Para o teste de VN, os eluídos foram 

substituídos por 0,1µL de DMEM contendo VN 50µL/mL (Sigma-Aldrich) e as placas foram 

incubadas por 3h. O produto colorimétrico foi solubilizado em solução (50% de etanol e 1% de 

ácido acético) (Sigma-Aldrich). A densidade óptica foi medida em espectrofotômetro a 570nm. 

Três experimentos independentes foram realizados em triplicata para cada grupo experimental, 

e a média de cada experimento foi usada na análise estatística (n = 3 por grupo).  

 

AVALIAÇÃO DO POTENCIAL BIOATIVO  

Atividade da Fosfatase Alcalina (ALP) 

A atividade enzimática da fosfatase alcalina foi determinada com a utilização de kit 

comercial (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil). As células foram plaqueadas (5 x 104 

células/mL) em placas de cultura de 96 poços. As células foram cultivadas por 24h a 37ºC, 95% 

de umidade e 5% de CO2. Em seguida, as células foram expostas aos eluídos dos materiais na 

diluição de 1:15, por um, três e sete dias. Após cada período experimental, o conteúdo dos 

poços foi removido e a monocamada celular foi lavada com 200 µL de PBS 1X. Em seguida, 

foram acrescentados 200 µL de uma solução de Lauril sulfato de sódio/água destilada 1% 

(Sigma-Aldrich) a cada poço. Cada amostra foi transferida para um microtubo (Eppendorf, 

Hamburgo, Alemanha) contendo substrato e tampão, e foram adicionados 500 mL de reagente 
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colorido. A densidade óptica foi avaliada em espectrofotômetro a 590 nm. Três experimentos 

independentes foram realizados em sextuplicata para cada grupo experimental e controle (n = 

3/grupo). Os dados foram expressos como atividade ALP normalizada pela quantidade de 

proteínas totais no respectivo intervalo de tempo de cultura (DO = 570 nm). 

 

Coloração com vermelho de Alizarina (ARS) 

 Para avaliar o potencial bioativo dos materiais reparadores e associações, as células 

Saos-2 foram plaqueadas (1 x 104 células/mL) em placas de cultura de 24 poços. Durante 21 

dias, o meio de cultura DMEM osteogênico (DMEM 10% SFB; 100 IU/mL penicilina; 100 

mg/mL estreptomicina; 0,023 g/mL β-glicerolfosfato; 0,055 mg/mL ácido ascórbico – Sigma 

Aldrich), com os eluídos dos cimentos e controles, foi renovado a cada 2 dias. Após este 

período, as células foram fixadas com 10% de paraformaldeído, lavadas e incubadas com 1 mL 

de AlizarinRed S – ARS 40 mM (2%- pH 4.1) (Sigma-Aldrich) por 3 minutos. Os campos 

foram fotografados (Canon EOS-1D, Canon Inc, Tokyo, Japan) e, em seguida, a mineralização 

foi quantificada pela dissolução dos nódulos com 0,5 mL da solução de 10% de cloreto de 

cetilpiridinio (Sigma-Aldrich). Três alíquotas de 100 µL da ressuspensão de cada poço foi 

transferida para uma placa de 96 poços e a leitura foi realizada em espectofotômetro com filtro 

de 562 nm de comprimento de onda. Os ensaios foram realizados em triplicata (n = 3) e repetido 

três vezes em tempos independentes. 

 

Atividade anti-MMP  

 A avaliação de atividade anti-MMP (Gutierrez et al. 2019) foi realizada usando MMP-

2 e MMP-9 recombinante com kits fluorométricos de MMP (SensoLyte assay kits; AnaSpec, 

Fremont, CA, USA), seguindo as recomendações do fabricante. Os eluídos dos materiais (tabela 

1), e as MMP ativadas [pré-incubadas com 10mM de amino-phenyl mercuric acetate (APMA)] 

foram misturados com substrato peptídico de transferência de energia de ressonância de 

fluorescência 5-FAM / QXLTM 520 (FRET) em tampão de ensaio usando placas de 96 poços. 

Para o peptídeo FRET intacto, a fluorescência de 5-FAM foi anulada por QXL 520. Após a 

clivagem em 2 fragmentos separados por MMPs, a fluorescência de 5-FAM foi recuperada e 

monitorada em comprimentos de onda de excitação/emissão (490/520nm, respectivamente). 

Após 1 h de incubação, o sinal de fluorescência foi detectado por um leitor de microplacas 

(Synergy HT; Bio-Tek Instrument Inc., Winooski, VT, EUA) e expresso como unidades 

fluorescentes relativas (RFU). MMPs ativas diluídas foram usadas como controle positivo; O 

Ilomastat 25µM foi usado como controle inibidor, e os controles do composto de teste sem 
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MMP foram adicionados para avaliar sua autoimunofluorescência. Foram realizadas seis 

amostras de cada grupo para cada ensaio de MMP. 

 

AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIBIOFILME  

Todos os procedimentos foram realizados em câmara de fluxo laminar (Telstar 

Technologies, S.L.–BV 100, Terrassa, Espanha). Foram utilizadas cepas padrão de 

Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e Candida albicans (ATCC 10231). Cultura pura E. 

faecalis foi cultivada overnight em Tryptic Soy Broth-TSb (Difco, Detroit, MI, EUA) e de C. 

albicans cultivada em Sabouraud Dextrose Broth – SB (Difco, Detroit, MI, EUA). Os inóculos 

foram preparados a partir de suspensões microbianas preparadas e ajustadas a uma densidade 

óptica equivalente a 1 x 108 CFU mL-1, tanto para os biofilmes mono-espécie como para os 

dual-espécies. 

 

Atividade antibiofilme: teste de contato direto modificado (TCDM) 

Blocos de dentina (n = 6) esterilizados, medindo 5 mm x 5 mm x 0,7 mm (largura x 

comprimento x espessura) foram submersos em TSb (2 mL) contendo 1% do inóculo (1 x 108 

UFC mL-1) nos biofilmes de E. faecalis, com trocas do meio de cultura total a cada 48 horas. 

Os biofilmes de C.albicans e os biofilmes com as duas cepas associadas, foram induzidos 

utilizando meio de cultura RPMI-1640 (+L-glutamine, +25mM HEPES buffer, -sodium 

bicarbonate) (Gibco, R 23400-013 1L, Life Technologies, USA) e 28 g de glicose, com inóculos 

na concentração citada acima e trocas a cada 24 h. Os três tipos de biofilmes foram 

desenvolvidos em Placas de cultura de 24 poços. As placas foram mantidas em ambiente 

microaerófílo por 14 dias para o biofilme mono-espécie de E. faecalis, e em aerofilia por 5 dias 

para os biofilmes mono-espécie de C. albicans e dual de E. faecalis/C. albicans. Todos 

biofilmes foram mantidos em incubadora de bancada shaker (Modelo 0816M28, Quimis 

aparelhos científicos LTDA, Diadema, SP, Brasil) a 37ºC com 80 rpm. Após os períodos de 

indução, os eluídos dos materiais foram preparados, em concentração de 50mg/mL. Os 

materiais foram manipulados segundo as proporções da Tabela 1, colocados em tubo falcon de 

15 mL com 10 mL de água destilada e imediatamente misturados em vórtex por 1 min (Modelo 

Q220, Quimis Aparelhos Científicos Ltda., Diadema, SP, Brasil), mantidos em estufa a 37ºC 

durante 48 h. Em seguida, os blocos de dentina com biofilme formado foram lavados uma vez 

em PBS para remoção de células microbianas não aderidas e colocados individualmente em um 

eppendorf de 0,5 mL com 400µL de eluído dos materiais, os quais permaneceram em contato 

por 15 h, para o controle foi utilizado água destilada. Após este período, cada bloco de dentina 
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foi colocado em um microtubo contendo 1 mL de solução salina e pérolas de vidro e foram 

agitados em vórtex por 1 min (Modelo Q220, Quimis Aparelhos Científicos Ltda., Diadema, 

SP, Brasil). Posteriormente, foi realizada diluição decimal seriada e plaqueamento de três 

alíquotas de 20µL de cada uma das suspensões, em placas de Petri contendo meio de cultura de 

Tryptic Soy Agar (TSa), para E. faecalis do biofilme mono-espécie; Sabouraud Dextrose Agar 

(SBa), para C. albicans do biofilme mono- e dual-espécie e m-Enterococcus Agar para 

isolamento de E. faecalis do biofilme dual-espécie. As placas foram incubadas a 37ºC por 48 

h. Foi realizada contagem de UFC/mL e os dados foram submetidos à transformação 

logarítmica (log10). 

 

Análise estatística 

A normalidade dos dados foi testada usando o teste Shapiro-Wilk. A análise estatística 

dos testes físico-químicos e ARS foi realizada com os testes paramétricos ANOVA e Tukey. A 

viabilidade celular e a atividade da ALP e inibição de MMP foram analisadas pelos testes 

estatísticos ANOVA e Bonferroni. O nível de significância foi estabelecido em P < .05. 

 

RESULTADOS 

 

TESTES FÍSICO-QUÍMICOS 

A associação de FAR não modificou o tempo de presa dos materiais, que mostraram 

valores semelhantes entre eles (P > .05). A solubilidade expressa em porcentagem de perda de 

massa mostrou que MTAHP e MTAHP/FAR ganharam massa, com maiores valores para 

MTAHP (P < .05). Em contrapartida, BIO e BIO/FAR mostraram perda de massa, sem 

diferença entre eles (P > .05) (Tabela 2). 
 

Tabela 2 – Tempo de presa e solubilidade (média e desvio padrão) observados para os materiais  

 MTAHP MTAHP/FAR BIO BIO/FAR 

Tempo de presa (min) 32.50 (1.97)a 32.50 (2.17)a 34.17 (2.64)a 32.83 (1.72)a 

Solubilidade (%) -2.11 (0.70)b -1.18 (0.25)c 4.32 (0.11)a 4.19 (0.37)a 
a,b,cLetras diferentes na mesma linha indicam diferença estatística significante (P < .05) 
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Todos os materiais mostraram capacidade de alcalinização nos períodos avaliados (24h, 

72h, 7, 14 e 21 dias), mostrando diferença significante com o grupo controle (P < .05). A maior 

capacidade de alcalinização foi mostrada pelos grupos MTAHP e MTAHP/FAR no período de 

24 horas. No período de 72 horas, o valor mais alto de pH foi do grupo MTAHP, e o valor mais 

baixo foi do grupo BIO (P < .05). As associações com FAR neste período não mostraram 

diferença (P > .05). Não houve diferença estatística entre os quatro grupos experimentais para 

os demais períodos avaliados (P > .05) (Tabela 3). 

 

Tabela 3 – Valores de pH (media e desvio padrão) observados para os materiais nos diferentes 

períodos 

 MTAHP MTAHP/FAR BIO BIO/FAR Controle 

24 h 11.12 (0.06)a 11.00 (0.09)a 10.07 (0.38)b 10.36 (0.16)b 6.43 (0.48)c 

72 h 10.33 (0.56)a 9.83 (0.69)a,b 9.55 (0.65)b 9.79 (0.69)a,b 6.51 (0.31)c 

7 dias 9.92 (0.77)a 10.08 (0.44)a 9.85 (0.52)a 9.63 (0.87)a 6.14 (0.36)b 

14 dias 9.64 (0.74)a 10.03 (0.62)a 9.24 (1.09)a 9.32 (1.14)a 6.42 (0.28)b 

21 dias 8.99 (0.63)a 9.77 (0.52)a 8.95 (1.02)a 9.78 (0.96)a 6.47 (0.41)b 

 a,b,cLetras diferentes na mesma linha indicam diferença estatística significante (P < .05) 

 

Viabilidade Celular 

O ensaio de MTT mostrou que a adição de FAR aos cimentos MTAHP e BIO não 

aumentou a citotoxicidade dos materiais nas diluições 1:5; 1:10; 1:15 e.1:30. Na diluição de 

1:1, MTAHP mostrou maiores valores de viabilidade celular (P < .05) quando comparado ao 

controle positivo (Fig. 1a). 

No teste de VN todos os materiais se mostraram citocompatíveis nas diluições 1:5, 1:10, 

1:15 e 1:30, a viabilidade celular dos materiais foi semelhante ou maior que a do controle 

positivo e negativo. Na diluição 1:1 MTAHP/FAR foi citotóxico na diluição, ao comparado 

com o controle positivo (P < .05) (fig. 1b). 
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Figura 1 - Viabilidade celular de Saos-2 avaliada por ensaios MTT (a) e VN (b), após 24 horas de exposição aos 
eluídos dos cimentos MTAHP, MTAHP/FAR, BIO, BIO/FAR nas diluições de 1:1, 1:5, 1:10, 1:15, 1:30, meio de 
cultura-DMEM sem soro (controle positivo), Dimetilsilfóxido-DMSO (controle negativo). Barras com letras 
diferentes representam diferenças significantes entre os eluídos de cimento (em cada diluição) e o controle; 
MTAHP, MTA Repair HP; FAR, Farnesol; BIO, Biodentine; C+, controle positivo; C-, controle negativo. 
 

Atividade da Fosfatase Alcalina (ALP) 

 Todos os materiais avaliados aumentaram a atividade da fosfatase alcalina nos períodos 

avaliados quando comparados ao controle (P > .05). MTAHP mostrou a maior atividade da 

ALP nos 3 períodos estudados. Aos 3 dias de cultivo, BIO apresentou atividade da ALP 

semelhante ao controle (P < .05). A atividade da ALP aumentou significativamente no período 

de 7 dias, para todos os grupos quando comparados ao controle (P >.05) (Fig. 2).   
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Figura 2 – Atividade de ALP de células Saos-2 após exposição a MTAHP, MTAHP/FAR, BIO, BIO/FAR na 
diluição 1:15 e meio de cultura sem soro (controle), durante os períodos de 1, 3 e 7 dias. Letras diferentes 
representam diferenças significantes em cada período. MTAHP, MTA Repair HP; FAR, Farnesol; BIO, 
Biodentine; C, Controle. 
 

Coloração com vermelho de Alizarina (ARS) 

Todos os materiais estudados foram associados com produção de nódulos de 

mineralização. BIO e BIO/FAR produziram significativamente mais nódulos de mineralização 

que o controle (P < .05) 

Figura 3 – Coloração com alizarina (ARS), análise estatística realizada após 21 dias de exposição do meio de 
cultura osteogênico. Todos os materiais induziram a produção de nódulos mineralizados. Barras com letras 
diferentes representam diferenças significativas entre os eluídos de cimento e o controle negativo.  MTAHP, MTA 
Repair HP; FAR, Farnesol; BIO, Biodentine; C, Controle.  
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ATIVIDADE ANTI-MMP 

Os níveis de MMP-9 dos materiais avaliados não mostraram diferença significante com 

o controle positivo (C+) (P > .05), sem atividade inibitória (fig. 4). Os cimentos estudados 

evidenciaram inibição de MMP-2. O grupo BIO e BIO/FAR apresentaram menores níveis de 

MMP-2.  MTAHP e MTAHP/FAR mostraram atividade anti-MMP-2, com diferença 

significante entre eles (P < .05). Todos os grupos foram diferentes ao controle positivo (P < 

.05) (fig. 4). 

Figura 4 – Atividade anti-MMP (Metaloprotease). Ininbição de Matriz de Metaloprotease 9 e 2, por MTAHP, 
MTAHP/FAR, BIO, BIO/FAR na diluição 1:15 em Unidade de Fluorescencia Relativa (UFR). MMP ativa 
diluída como controle positivo (C+), Ilomastat 25µM como controle inibição (C). 

 

ATIVIDADE ANTIBIOFILME POR TCDM 

 O TCDM evidenciou que os materiais possuem capacidade antibiofilme sobre biofilme 

mono-espécie de E. faecalis ou C. albicans quando comparados com o controle (P <.05). 

BIO/FAR foi o que conseguiu maior redução de UFC mL-1 tanto de E. faecalis como de C. 

albicans. 

 No TCDM sobre biofilme dual-espécie, todos os materiais avaliados mostraram 

capacidade de reduzir UFC de E. faecalis e C. albicans, mostrando diferença significativa 

quando comparados com o controle (P <.05). A adição de FAR a MTAHP ou BIO aumentou a 

atividade antibiofilme dos materiais. BIO/FAR foi o mais efetivo contra E. faecali, e 

MTAHP/FAR conseguiu maior redução de UFC ml-1 sobre C. albicans, no biofilme dual-

espécie. 
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Figura 5 – Atividade antibiofilme por Teste de Contado Direto Modificado (TCDM) sobre biofilme mono-
espécie (a) e biofilme dual-espécie (b), após 15 horas de exposição aos eluídos dos cimentos MTAHP, 
MTAHP/FAR, BIO, BIO/FAR na concentração de 50mg/mL, e água destilada (controle). Barras com letras 
diferentes representam diferenças significantes entre os cimentos e o controle (sobre cada micro-organismo); 
MTAHP, MTA Repair HP; FAR, Farnesol; BIO, Biodentine; C, controle. 
 

DISCUSÃO 

 Os cimentos reparadores MTA HP e BIO apresentaram aumento da atividade 

antibiofilme quando associados a 1,5% de Farnesol. Por outro lado, estas associações propostas 

não proporcionaram alterações nas propriedades físico-químicas e biológicas destes materiais. 

Sendo assim, a hipótese nula foi parcialmente aceita. 

A atividade antibiofilme de MTAHP e BIO foi maior na associação de 1,5% de FAR; 

as associações propostas foram efetivas na redução de UFC de biofilme de C. albicans e/ou E. 

faecalis tanto em biofilme mono-espécie como em dual-espécie. E. faecalis é a bactéria mais 

usada como padrão para avaliar a atividade antimicrobiana de materiais endodônticos 

(Swimberghe et al. 2019). C. albicans é a levedura mais encontrada em infecções endodônticas 

(Mergoni et al. 2018). Ambos micro-organismos estão associados tanto a infecções primárias 

quanto secundárias (Pourhajibagher et al. 2017). Por outro lado, é interessante que a avaliação 

do efeito antimicrobiano de materiais endodônticos seja feita sobre miroorganismos 
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organizados em biofilmes, pois são mais resistentes, e quando na forma dual ou multi-espécie 

apresentam ainda maior resistência (Swimberghe et al. 2019). 

A busca por melhor característica antimicrobiana de materiais endodônticos é estudada 

(Wang et al. 2014; Del Carpio-Perochena et al. 2015). A substância mais associada a estes 

materiais é a Clorexhidina (CHX), que mostrou capacidade de aumentar a atividade 

antimicrobiana de MTA contra E. faeicalis, Streptococcus muntas, C. albicans, Actinomyces, 

Escherichia coli, e a mistura desses micro-organismos (Bidar et al. 2012). No entanto, esta 

associação prejudicou as propriedades físico-químicas e biológicas do cimento reparador 

endodôntico (Jacinto et al. 2015; Manochehrifar et al. 2016).  

Por outro lado, as substâncias antimicrobianas de origem natural são atualmente 

estudadas, pois não provocam resistência bacteriana (Dagli et al. 2015; Hassan et al. 2015).  

Dentre essas substâncias naturais, FAR está envolvido em uma série de funções celulares e, 

portanto, tem sido explorado como um agente antimicrobiano eficaz, sendo usado em sinergia 

com diferentes drogas, moléculas naturais e nanocompósitos, a fim de expandir sua potência 

como um agente terapêutico versátil (Gupta et al. 2018). A associação de FAR a MTAHP ou 

BIO potencializou a atividade antimicrobiana destes materiais sobre biofilme mono e dual- 

espécie de E. faecalis e/ou C. Albicans, corroborando outros estudos que mostraram que FAR 

inibiu a formação de biomassa de biofilme de C. albicans (Fernandes et al. 2016), reduziu 

biomassa de biofilme de E. faecalis (Alves et al. 2013), além de possuir atividade 

antimicrobiana e antibiofilme sobre C. albicans ou E. faecalis (Chavez-Andrade et al. 2019).  

Estes dois micro-organismos são considerados resistentes e estão presentes em casos de 

insucesso do tratamento endodôntico (Prada et al. 2019; Manoil et al. 2020), sendo amplamente 

estudados para a avaliação do potencial antimicrobiano de materiais usados na endodontia 

(Wang et al. 2014; Del Carpio-Perochena et al. 2015; Pourhajibagher et al. 2017; Chavez-

Andrade et al. 2019; Swimberghe et al. 2019). O mecanismo de ação do FAR sobre C. albicans 

ocorre em função de sua capacidade de inibir a transição de levedura para hifa, visto que esta é 

uma das características de virulência mais importantes associadas ao micro-organismo (Polke 

et al. 2018). 

 A associação de FAR não modificou as propriedades físico-químicas de MTAHP e BIO, 

mantendo o tempo de presa, solubilidade e pH dos materiais puros. A avaliação das 

propriedades físicas dos materiais é importante uma vez que alterações de sua composição ao 

alterar suas propriedades físicas e funcionais, podem alterar seu comportamento biomecânico e 

sua resposta bioativa (Jimenez-Sanchez et al. 2019). Além disso, a avaliação das propriedades 

químicas, como a aferição do pH, é importante para analisar a capacidade dos materiais em 
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promover reparo dos tecidos periapicais (Viapiana et al. 2014a). Tais propriedades são 

avaliadas de acordo com normas previamente definidas pela ISO 6876/2012 e ANSI/ADA 

2008. 

O tempo de presa de um cimento endodôntico deve ser suficiente para sua aplicação 

clínica. Embora seja esperado que o acréscimo de uma substância oleosa à água destilada possa 

ser responsável por um maior tempo de presa dos materiais (Viapiana et al. 2014a), nossos 

resultados mostraram que a adição de FAR manteve o tempo de presa de MTA HP e BIO. Desta 

forma, podemos pressupor que FAR não alterou a hidratação dos cimentos.    

A avaliação da solubilidade deve também ser realizada uma vez que uma alta 

solubilidade pode comprometer a resistência mecânica dos materiais e levar à infiltração 

(Viapiana et al. 2014a). Entretanto, a metodologia convencional de avaliação da solubilidade 

pela perda de massa não considera o fato de que cimentos hidráulicos à base de silicato de cálcio 

absorvem água (Viapiana et al. 2014a). Esta captação de fluidos pode justificar o ganho de 

massa de MTA HP (Galarca et al. 2018) associado ou não ao FAR. Embora valores de 

solubilidade acima do recomendando pelas normas ISO/ADA tenha sido observado para BIO, 

como já previamente descrito (Elsaka et al. 2019; Quintana et al. 2019), associado ou não ao 

FAR, a avaliação desta propriedade após imersão em fluidos corporais simulados, ao invés de 

água destilada, tem mostrado menor perda de massa para cimentos de silicato de cálcio (Torres 

et al. 2020). O fato de FAR não ter alterado a reação de presa e o processo de hidratação dos 

cimentos avaliados pode justificar os valores de solubilidade terem se mantido (Elsaka et al. 

2019).  

Uma vez que a solubilidade dos cimentos à base de silicato de cálcio pode ser explicada 

pela liberação dos íons OH- e Ca2+, é importante que o pH das soluções também seja 

determinado, principalmente levando em consideração que um ambiente alcalino durante um 

longo período de tempo pode desempenhar um papel positivo nos processos de reparo e 

cicatrização (Urban et al. 2018). Todos os cimentos avaliados mostraram capacidade de 

alcalinização do meio, de acordo com estudos prévios que observaram altos valores de pH para 

BIO (Quintana et al. 2019) e MTAHP (Guimaraes et al. 2018). 

Em relação à biocompatibilidade dos materiais avaliados, tanto MTAHP como BIO são 

considerados materiais adequados para uso clínico (Tomas-Catala et al. 2018). Portanto, é 

importante que as propostas para melhorar a atividade antimicrobiana desses materiais não 

prejudiquem as propriedades biológicas dos mesmos. A adição de FAR não influenciou na 

citocompatibilidade de MTAHP ou BIO. Chávez-Andrade et al.  (Chavez-Andrade et al. 2017) 
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avaliaram a solução de FAR e não mostraram citotoxicidade nem genotoxicidade sobre células 

de fibroblastos L929. 

 A capacidade de induzir tecido mineralizado foi avaliada pelos ensaios de ALP e ARS. 

Os materiais puros e associados a FAR evidenciaram aumento da produção de ALP nos 

períodos avaliados, mostrando um incremento na atividade da ALP com o tempo, sendo maior 

aos 7 dias de contato, conforme já evidenciado (Tanomaru-Filho et al. 2017). Assim mesmo, o 

teste de ARS mostrou que após 21 dias, todos os materiais induziram a produção de nódulos 

mineralizados; no entanto os grupos BIO e BIO/FAR produziram maior quantidade de nódulos 

de mineralização. Os cimentos reparadores são considerados materiais bioativos porque quando 

colocados em contato com os tecidos pulpar ou periodontal são capazes de estimular estes 

tecidos, conduzindo e induzindo formação de tecido duro (ósso, cemento e dentina) (Parirokh 

& Torabinejad 2010; Torabinejad & Parirokh 2010; Quintana et al. 2019).  Assim, a associação 

de FAR aos cimentos MTAHP e BIO não interferiu na bioatividade dos materiais. 

 As MMP são proteases que geram moléculas bioativas que participam em processos 

fisiológicos e patológicos de reabsorção e formação óssea (Paiva & Granjeiro 2017). Devido 

aos cimentos reparadores serem utilizados em íntimo contato com o osso e estar demostrado 

que possuem propriedades bioativas (Tanomaru-Filho et al. 2017; Tomas-Catala et al. 2018), é 

interessante saber qual é a interação com as MMP. Todos os materiais mantiveram os níveis de 

MMP-9, que está associada ao processo de mineralização e remodelação tecidual (Boelen et al. 

2019). Assim mesmo, os materiais estudados foram capazes de diminuir a expressão de MMP-

2, o que poderia ser favorável para acelerar o reparo, já que o aumento de níveis de MMP-2 

está relacionado a maior inflamação (Boelen et al. 2019). Assim, a adição de FAR a MTAHP 

ou BIO não influenciou nos níveis de MMP-2 ou 9. 

  

 

CONCLUSÃO 

A adição de 1,5% de Farnesol aos cimentos reparadores endodônticos, MTA Repair HP 

e Biodentine, proporciona propriedades físico-químicas e biológicas adequadas, e melhora 

significativamente a ação antibiofilme. 
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3.2 Publicação 2* 
 
Adição do Thyme Essential Oil ao MTA Repair HP e Biodentine. Propriedades físico-

quimicas, citocompatibilidade, potencial bioativo e atividade antibiofilme 

 

RESUMO 

Objetivo: Este estudo visa avaliar propriedades físico-químicas, citocompatibilidade, potencial 

bioativo e potencial antimicrobiano de MTA Repair HP (MTAHP) e Biodentine (BIO) 

associados a 1% de Thyme Essential Oil (TEO). 

Material e Metodos: As propriedades físico-químicas de tempo de presa, solubilidade e pH 

foram avaliadas para MTAHP, MTAHP/TEO, BIO e BIO/TEO. A citocompatibilidade foi 

analisada por meio dos testes de methyltetrazolium (MTT) e Vermelho Neutro (VN) após 

exposição das células Saos-2 ao eluído dos materiais por 24h. A bioatividade foi ponderada 

pela atividade enzimática da fosfatase alcalina (ALP) nos períodos de 1, 3 e 7 dias. A 

capacidade e induzir formação de nódulos de mineralização foi avaliada pela Coloração com 

Vermelho de Alizarina (ARS) após 21 dias. A capacidade de inibição de Metaloproteinase de 

Matriz (MMP) 2 e 9 foi mensurada por fluorescência. A atividade antibiofilme foi avaliada pelo 

Teste de Contato Direto Modificado (TCDM) sobre biofilme mono- e dual-espécie de 

Enterococcus faecalis e/ou Candida albicans em blocos de dentina. Os dados foram submetidos 

ao teste Shapiro-Wilk, ANOVA e Tukey ou Bonferroni, com nível de significância de 5%.  

Resultados: Não houve diferença significante entre os materiais no tempo de presa. MTAHP 

e MTAHP/TEO mostraram aumento de massa, enquanto BIO e BIO/TEO mostraram perda de 

massa. Todos os materiais promoveram alcalinização do meio nos períodos avaliados. Os 

materiais se mostraram citocompatíveis. Houve aumento da atividade da ALP nos três períodos, 

com realce no período de 7 dias onde houve os maiores valores. Todos os materiais foram 

capazes de induzir a produção de nódulos de mineralização. Os materiais mantiveram os níveis 

de MMP-9, no entanto, diminuíram significativamente a MMP-2. A adição de TEO 

pontencializou a atividade antibiofilme dos cimentos sobre biofilme mono e dual-espécie de E. 

faecalis e/ou C. albicans. 

Conclusão: A adição de 1% de Thyme Essential Oil não modifica as propriedades físico-

químicas avaliadas, biocompatibilidade e bioatividade de MTA Repair HP ou Biodentine. 

Porém, aumenta a atividade antibiofilme dos materiais reparadores. 

                                                
* Redigido de acordo com as normas do Clinical Oral Investigation, periódico para o qual será 
submetido 
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Significância clínica: Os materiais reparadores são utilizados em regiões que podem apresentar 

contaminação microbiana. Por tanto as associações de biomateriais com Thyme Essential Oil 

propostas neste estudo podem contribuir para o controle microbiano e sucesso dos tratamentos 

reparadores. 

 

Palavras chave: Biofilmes, Enterococcus faecalis, Candida albicans, Materiais Dentários, 

Endodontia, Thymus (planta). 

 

 

INTRODUÇÃO 

A presença de micro-organismos está diretamente associada ao insucesso do tratamento 

endodôntico [1]. Os micro-organismos persistentes mais comumente isolados na endodontia 

são Enterococcus faecalis e Candida albicans [1, 2], normalmente organizados em biofilme, 

formando comunidades microbianas organizadas e resistentes [3]. Desta forma é desejável que 

os materiais apresentem efeito antibiofilme, visando contribuir com a eliminação de micro-

organismos residuais [4, 5] 

Diversas substâncias são associadas aos materiais endodônticos para melhorar suas 

propriedades antimicrobianas [4, 6, 7]. Dentre elas, embora a clorexidina (CLX) tenha mostrado 

uma melhora na atividade antimicrobiana de cimentos reparadores, tal substância pode impedir 

a presa dos materiais [8], além de aumentar sua citotoxicidade [9, 10].  

Substâncias antimicrobianas naturais, como os Óleos Essenciais, representam uma 

alternativa para associação aos materiais endodônticos e reparadores, por não produzirem 

desenvolvimento de resistência bacteriana [11, 12]. Os óleos essenciais (OEs) apresentam 

potencial como agentes preventivos ou terapêuticos contra doenças bucais, por sua eficácia 

contra microorganismos orais [12-14]. O óleo essencial de Tomilho, ou Thyme Essential Oil 

(TEO) é composto principalmente por Timol (20%) e Carvacrol (40%). O Timol é um 

monoterpeno [15] que apresenta propriedades antissépticas, anti-inflamatórias, antioxidantes e 

antimicrobianas de amplo espectro [16, 17], além de ação antifúngica contra C. albicans, C. 

tropicalis e C. krusei [18]. O Carvacrol é um fenol monoterpênico, com propriedades 

antibacteriana e antiviral [19], efetivo na prevenção e tratamento de doença periodontal, e capaz 

de reduzir o crescimento bacteriano na superfície de implantes dentários [20].  

Cimentos reparadores endodônticos à base silicato de cálcio apresentam propriedades 

físico-químico e biológicas adequadas, além de capacidade de estimular a resposta do tecido 

pulpar e periodontal [21, 22]. Desta forma, são indicados para selamento de perfurações 
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radiculares, capeamento pulpar, pulpotomias, apexificação, apicigênese e obturação retrógrada 

[23].  

Biodentine (Septodont) é composto por silicato tricálcico e dicálcico, carbonato de cálcio, 

e óxido de zircônio como radiopacificador; sendo misturado ao líquido que contém água, 

policarboxilato e cloreto de cálcio [24, 25].  MTA Repair HP (Angelus) é composto por pó com 

silicato de cálcio, óxido de cálcio, e tungstato de cálcio como radiopacificador, e líquido com 

água e agente plastificante. Embora as propriedades físico-químicas e biológicas destes 

materiais sejam consideradas adequadas [26-28], os cimentos reparadores à base de silicato de 

cálcio demonstram atividade antimicrobiana limitada [29].  

Ainda não foi relatada na literatura a associação de biomateriais com OEs. O objetivo 

deste estudo foi avaliar as propriedades físico-químicas, biocompatibilidade e potencial 

antibiofilme da adição de Thyme Essential Oil aos cimentos reparadores endodônticos MTA 

Repair HP e Biodentine. A hipótese nula foi de que não haveria diferença nas propriedades 

físico-químicas, citotoxicidade, bioatividade e potencial antibiofilme para a associação de TEO 

a MTAHP ou BIO. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Para a realização deste trabalho os cimentos foram manipulados segundo as 

recomendações dos fabricantes, nas seguintes proporções (Tabela 1). 
 

Tabela 1 – Materiais, fabricantes e proporções utilizadas 

MTAHP – MTAP Repair HP; BIO – Biodentine; TEO – Thyme Essential Oil. * Sigma-Aldrich Brasil 
Ltda.SP. 

 

AVALIAÇÃO DAS PROPRIEDADES FÍSICO-QUÍMICAS 

 

TEMPO DE PRESA 

A avaliação do tempo de presa (n=6) foi realizado baseado na ISO 6876:2012. Anéis 

metálicos de 10mm de diâmetro interno e 1mm de altura foram utilizados. Para determinar a 

Material Fabricante 
Proporção 

Pó Líquido Thyme oil* 
MTAHP Angelus, Londrina, Paraná, 

Brasil 
1 g 300 µL — 

MTAHP/TEO 1% 1 g 300 µL 14,7 µL 
BIO Septodont, Saint Maur des 

Fossés, France 
1 g 8 gotas — 

BIO/TEO 1% 1 g 8 gotas 14,7 µL 
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presa foi utilizada agulha de Gilmore com massa de 100 ± 0,5g e diâmetro de 2 ± 0,1mm apoiada 

perpendicularmente sobre a superfície do cimento. Este processo foi repetido até a agulha não 

deixar mais marca na superfície do cimento. Os materiais foram manipulados segundo as 

recomendações dos fabricantes, MTA Repair HP foi espatulado durante 40 segundos; 

Biodentine foi agitado em amalgamador por 30 segundos. O tempo de presa foi aferido desde 

o preenchimento do material nos anéis até a agulha deixar de marcar na superfície do cimento. 

Durante o período de avaliação os materiais foram mantidos na estufa a 37ºC ± 1ºC e 95% ± 

5% de umidade; a agulha foi limpa antes de cada aferição. 

 

SOLUBILIDADE 

O teste de solubilidade (n=5) foi realizado com corpos de prova de  7,75 mm de 

diâmetro e 1,5 mm de altura, e com um fio de nylon impermeável (6,5cm) no meio do material, 

armazenados em estufa (37ºC ± 1ºC e 95% ± 5%UR), durante 24h [30]. Os corpos de prova 

foram colocados em dessecador a vácuo, até obter estabilidade de massa. Depois foram 

suspensos em 7,5 mL de água destilada e deionizada, sem contato entre o material e a superfície 

interna do recipiente; mantidos em estufa (37ºC ± 1ºC) durante 7 dias. Os corpos de prova foram 

lavados com água destilada, secos com papel absorvente e colocados novamente em 

desumidificador até obter estabilidade da massa final. A aferição de massa foi realizada em 

balança de precisão HM-200 (A&D Enginnering, Inc., Bradford, MA, EUA). A perda de massa 

foi expressa em porcentagem da massa inicial.  

 

pH 

Para o teste de pH, tubos de polietileno com 10 mm de comprimento e 1,6 mm de 

diâmetro foram preenchidos com cada material (n=10). Cada tubo foi imerso em 10 mL de água 

deionizada cujo pH foi aferido previamente e mantido na estufa a 37ºC durante os períodos 

experimentais, o grupo controle foi água destilada e deoionizada. Transcorrido cada período de 

avaliação, 1, 3, 7, 14 e 21 dias, os tubos de polietileno foram transferidos para novos frascos. A 

aferição do pH foi realizada em triplicata, com pHmetro digital Digimed DM-21 (Digicrom 

Analítica Ltda., São Paulo, Brasil) a 25°C de temperatura ambiente.  

 

AVALIAÇÃO DA CITOTOCOMPATIBILIDADE E POTENCIAL BIOATIVIVO 

Foram utilizadas células humanas “osteoblast-like cells” da linhagem SAOS-2 (ATCC 

HTB-85), cultivadas em frascos T-75 (Jet Biofil, Guangzhou, China), contendo DMEM 

suplementado com soro bovino fetal a 10% (FBS; Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, 
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EUA), penicilina (100 UI/mL) e estreptomicina (100 µg/mL), até a confluência. Os cimentos 

foram manipulados (Tabela 1) e colocados no fundo do poço de placas de cultura de 12 poços 

(Jet Biofil). As placas foram mantidas a 37ºC, 95% de umidade e 5% de CO2; após 24h as placas 

foram expostas à luz ultravioleta (UV) [31], e os poços preenchidos com 5mL de DMEM sem 

soro (meio modificado de Dulbecco; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As placas foram 

mantidas a 37ºC por 24h, com 95% de umidade e 5% de CO2 (ISO 10993-5/2005). 

 

Ensaios de Viabilidade celular 

A viabilidade celular foi avaliada por brometo de 3-(4,5-dimetil -2-tiazolil)-2, 5-difenil-

2H-tetrazólio (MTT)  e Vermelho Neutro (VN) [32]. Células Saos-2 foram plaqueadas (1 x 105 

células/mL) em placas de 96 poços (Jet Biofil) contendo DMEM suplementado com 10% de 

SFB (SFB: Gibco, Life Technologies), penicilina (100 UI/mL), estreptomicina (100 µg/mL) 

(Sigma-Aldrich). As células foram cultivadas por 24h a 37ºC, 5% de umidade e 5% de CO2 

antes de exposição aos eluídos dos materiais. As células foram expostas aos eluídos dos 

cimentos em diluições 1:1, 1:5, 1:10, 1:15, 1:30; como controle negativo foi utilizado DMEM 

sem soro e como controle positivo Dimetilsilfóxido (DMSO). Após esse período, o meio foi 

substituído por 100 µL de solução de MTT 5mg/mL (Sigma-Aldrich) e as placas foram 

incubadas por 3h. Foi adicionado isopropanol (100µL) acidificado a 0,04N (Sigma-Aldrich). A 

densidade óptica foi medida a 570nm em espectrofotômetro (ELx800; Bio-Tek Instruments, 

Winooski, VT, EUA).  Para o teste de VN, os eluídos foram substituídos por 0,1µL de DMEM 

contendo VN 50µL/mL (Sigma-Aldrich) e as placas foram incubadas por 3h. O produto 

colorimétrico foi solubilizado em solução (50% de etanol e 1% de ácido acético) (Sigma-

Aldrich). A densidade óptica foi medida em espectrofotômetro a 570nm. Três experimentos 

independentes foram realizados em triplicata para cada grupo experimental, e a média de cada 

experimento foi usada na análise estatística (n = 3 por grupo).  

 

AVALIAÇÃO DO POTENCIAL BIOATIVO 

 

Atividade da Fosfatase Alcalina (ALP) 

A atividade enzimática da fosfatase alcalina foi determinada com a utilização de kit 

comercial (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil). As Saos-2 foram plaqueadas (5 x 104 

células/mL) em placas de cultura de 96 poços. As células foram cultivadas por 24h a 37ºC, 95% 

de umidade e 5% de CO2. Em seguida, as células foram expostas aos eluídos dos materiais na 

diluição de 1:15, por um, três e sete dias. Após cada período experimental, o conteúdo dos 
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poços será removido e a monocamada celular será lavada com 200 µL de PBS 1X. Em seguida, 

serão acrescentados 200 µL de uma solução de Lauril sulfato de sódio/água destilada 1% 

(Sigma-Aldrich) a cada poço. Cada amostra foi transferida para um microtubo (Eppendorf, 

Hamburgo, Alemanha) contendo substrato e tampão, e foram adicionados 500 mL de reagente 

colorido. A densidade óptica foi avaliada em espectrofotômetro a 590nm. Três experimentos 

independentes foram realizados em sextuplicata para cada grupo experimental e controle (n = 

3 / grupo). Os dados foram expressos como atividade ALP normalizada pela quantidade de 

proteínas totais no respectivo intervalo de tempo de cultura (DO = 570 nm). 

 

Coloração com vermelho de Alizarina (ARS) 

 Para avaliar o potencial bioativo dos materiais reparadores e associações, as células 

Saos-2 foram plaqueadas (1 x 104 células/mL) em placas de cultura de 24 poços. Durante 21 

dias, o meio de cultura DMEM osteogênico (DMEM 10% SFB; 100 IU/mL penicilina; 100 

mg/mL estreptomicina; 0,023 g/mL β-glicerolfosfato; 0,055 mg/mL ácido ascórbico – Sigma 

Aldrich), com os eluídos dos cimentos e controles, foi renovado a cada 2 dias. Após este 

período, as células foram fixadas com 10% de paraformaldeído, lavadas e incubadas com 1 mL 

de AlizarinRed S – ARS 40 mM (2%- pH 4.1) (Sigma-Aldrich) por 3 minutos. Os campos 

foram fotografados (Canon EOS-1D, Canon Inc, Tokyo, Japan) e, em seguida, a mineralização 

foi quantificada pela dissolução dos nódulos com 0,5 mL da solução de 10% de cloreto de 

cetilpiridinio (Sigma-Aldrich). Três alíquotas de 100 µL da ressuspensão de cada poço foi 

transferida para uma placa de 96 poços e a leitura foi realizada em espectofotômetro com filtro 

de 562 nm de comprimento de onda. Os ensaios foram realizados em triplicata (n = 3) e repetido 

três vezes em tempos independentes. 

 

Avaliação da Atividade anti-MMP  

 Os ensaios de atividade anti-MMP [33] foram realizados com MMP-2 e MMP-9 

recombinante, com kits fluorométricos de MMP (SensoLyte assay kits; AnaSpec, Fremont, CA, 

USA), seguindo as recomendações do fabricante. Os eluídos dos materiais (tabela 1), e as MMP 

ativadas (pré-incubadas com 10mM de amino-phenyl mercuric acetate (APMA)) foram 

misturados com substrato peptídico de transferência de energia de ressonância de fluorescência 

5-FAM / QXLTM 520 (FRET) em tampão de ensaio usando placas de 96 poços. Para o peptídeo 

FRET intacto, a fluorescência de 5-FAM foi anulada por QXL 520. Após a clivagem em 2 

fragmentos separados por MMPs, a fluorescência de 5-FAM foi recuperada e monitorada em 

comprimentos de onda de excitação/emissão (490/520nm, respectivamente). Após 1 h de 
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incubação, o sinal de fluorescência foi lido por um leitor de microplacas (Synergy HT; Bio-Tek 

Instrument Inc., Winooski, VT, EUA) e expresso como unidades fluorescentes relativas (RFU) 

MMPs ativas diluídas foram usadas como controle positivo; O Ilomastat 25µM foi usado como 

controle inibidor, e os controles do composto de teste sem MMP foram adicionados para avaliar 

sua autoimunofluorescência. Foram realizadas seis amostras de cada grupo para cada ensaio de 

MMP. 

 

AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIBIOFILME 

Todos os procedimentos foram realizados em câmara de fluxo laminar (Telstar 

Technologies, S.L.–BV 100, Terrassa, Espanha). Foram utilizadas cepas padrão de 

Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e Candida albicans (ATCC 10231). Cultura pura E. 

faecalis foi cultivada overnight em Tryptic Soy Broth-TSb (Difco, Detroit, MI, EUA) e de C. 

albicans cultivada em Sabouraud Dextrose Broth – SB (Difco, Detroit, MI, EUA). Os inóculos 

foram preparados a partir de suspensões microbianas preparadas e ajustadas a uma densidade 

óptica equivalente a 1 x 108 CFU mL-1, tanto para os biofilmes mono-espécie como para os 

dual-espécies. 

 

Atividade antibiofilme: teste de contato direto modificado (TCDM) 

Blocos de dentina esterilizados medindo 5 mm x 5 mm x 0,7 mm (largura x 

comprimento x espessura) foram submersos em TSb (2 mL) contendo 1% do inóculo (1 x 108 

UFC mL-1) nos biofilmes de E. faecalis, com trocas do meio de cultura total a cada 48 horas. 

Os biofilmes de C.albicans e os biofilmes com as duas cepas associadas, foram induzidos 

utilizando meio de cultura RPMI-1640 (+L-glutamine, +25mM HEPES buffer, -sodium 

bicarbonate) (Gibco, R 23400-013 1L, Life Technologies, USA) e 28 g de glicose, com inóculos 

na concentração citada acima e trocas a cada 24 h. Os três tipos de biofilmes foram 

desenvolvidos em Placas de cultura de 24 poços. As placas foram mantidas em ambiente 

microaerófílo por 14 dias para o biofilme mono-espécie de E. faecalis, e em aerofilia por 5 dias 

para os biofilmes mono-espécie de C. albicans e dual de E. faecalis/C. albicans. Todos 

biofilmes foram mantidos em incubadora de bancada shaker (Modelo 0816M28, Quimis 

aparelhos científicos LTDA, Diadema, SP, Brasil) a 37ºC com 80rpm. Após os períodos de 

indução, os eluídos dos materiais foram preparados, em concentração de 50mg/mL. Os 

materiais foram manipulados segundo as proporções da Tabela 1, colocados em tubo falcon de 

15 mL com 10 mL de água destilada e imediatamente misturados em vórtex por 1 min (Modelo 

Q220, Quimis Aparelhos Científicos Ltda., Diadema, SP, Brasil), mantidos em estufa a 37ºC 
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durante 48 h. Em seguida, os blocos de dentina (n = 6) com biofilme formado foram lavados 

uma vez em PBS para remoção de células microbianas não aderidas e  colocados 

individualmente em um eppendorf de 0,5 mL com 400µL de eluído dos materiais, os quais 

permaneceram em contato por 15 h, para o controle foi utilizado água destilada. Após este 

período, cada bloco de dentina foi colocado em um microtubo contendo 1 mL de solução salina 

e pérolas de vidro e foram agitados em vórtex por 1 min (Modelo Q220, Quimis Aparelhos 

Científicos Ltda., Diadema, SP, Brasil). Posteriormente, foi realizada diluição decimal seriada 

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

contendo meio de cultura de Tryptic Soy Agar (TSa), para E. faecalis do biofilme mono-

espécie; Sabouraud Dextrose Agar (SBa), para C. albicans do biofilme mono- e dual-espécie e 

m-Enterococcus Agar para isolamento de E. faecalis do biofilme dual-espécie. As placas foram 

incubadas a 37ºC por 48 h. Foi realizada contagem de UFC/mL e os dados foram submetidos à 

transformação logarítmica (log10). 

 

Análise estatística 

A normalidade dos dados foi testada usando o teste Shapiro-Wilk. A análise estatística 

dos testes físico-químicos e ARS foi realizada com os testes paramétricos ANOVA e Tukey. A 

viabilidade celular e a atividade da ALP e inibição de MMP foram analisadas pelos testes 

estatísticos ANOVA e Bonferroni. O nível de significância foi estabelecido em P < .05. 

 

RESULTADOS 

 

Testes físico-químicos 

Os materiais avaliados puros e em associação não mostraram diferenças significantes 

no tempo de presa (P > .05). Não houve diferença significante entre BIO e BIO/TEO que 

mostraram perda de massa (P > .05). MTAHP e MTAHP/TEO ganharam massa sem diferença 

significate ente eles (P < .05) (Tabela 2). 

 
Tabela 2 – Tempo de presa e solubilidade (média e desvio padrão) observados para os materiais 

 MTAHP MTAHP/TEO BIO BIO/TEO 

Tempo de presa (min) 32.50 (1.97)a 35.67 (4.97)a 34.17 (2.64)a 34.17 (1.83)a 

Solubilidade (%) -2.11 (0.70)b -3.10 (2.32)b 4.32 (0.11)a 3.88 (0.10)a 

 Letras diferentes na mesma linha indicam diferença estatística significante (P < .05) 
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Durante todos os períodos avaliados todos os materiais estudados tiveram capacidade 

de alcalinização e mostraram diferença significante com o grupo controle (P < .05) Destacou-

se MTAHP nos períodos de 24 e 72 h com os maiores valores de pH (P < .05). Não houve 

diferenças significativa entre os materiais nos outros períodos, 7, 14 e 21 dias (P > .05) (Tabela 

3). 

Tabela 3 – Valores de pH (media e desvio padrão) observados para os materiais nos diferentes períodos 

 MTAHP MTAHP/TEO BIO BIO/TEO Controle 

24 h 11.12 (0.06)a 10.72 (0.38)a,b 10.07 (0.38)c 10.55 (0.21)b,c 6.43 (0.48)d 

72 h 10.33 (0.56)a 9.85 (0.19)a,b 9.55 (0.65)b 9.99 (0.46)a,b 6.51 (0.31)c 

7 dias 9.92 (0.77)a 9.01 (1.08)a 9.85 (0.52)a 9.75 (0.76)a 6.14 (0.36)b 

14 dias 9.64 (0.74)a 8.33 (0.78)b 9.24 (1.09)a,b 9.77 (1.21)a 6.42 (0.28)c 

21 dias 8.99 (0.63)a 8.76 (0.84)a 8.95 (1.02)a 9.29 (1.12)a 6.47 (0.41)b 

Letras diferentes na mesma linha indicam diferença estatística significante (P < .05) 

 

Viabilidade Celular 

O teste de MTT revelou que MTAHP e BIO com ou sem TEO promoveram viabilidade 

celular maior que o controle positivo e controle negativo (P < .05) nas diluições 1:5, 1:10, 1:15 

e 1:30. No entanto, na diluição 1:1 MTAHP/TEO e BIO/TEO mostraram viabilidade mais 

baixa que o controle positivo (P < .05), sendo semelhantes ao controle negativo (Fig. 1a). 

 O teste VN mostrou que nas diluições 1:10, 1:15 e 1:30 MTAHP e BIO, assim como a 

associação deles com TEO não diminuíram a viabilidade celular, quando comparado com o 

controle (P > .05). Na diluição 1:5 o BIO foi o material que mostrou menor citocompatível, 

comparado com o controle (P < .05); e na primeira diluição 1:1, a adição de TEO aos materiais 

aumentou a citotoxicidade deles, quando comparados com o controle e com os cimentos 

reparadores puros (P < .05) (Fig. 1b).  
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Figura 1 - Viabilidade celular de Saos-2 avaliada pelos ensaios MTT (a) e VN (b), após 24 horas de exposição 
aos eluídos dos cimentos MTAHP, MTAHP/TEO, BIO, BIO/TEO nas diluições de 1:1, 1:5, 1:10, 1:15, 1:30, meio 
de cultura-DMEM sem soro (controle positivo), Dimetilsilfóxido-DMSO (controle negativo). Barras com letras 
diferentes representam diferenças significantes entre os eluídos de cimento (em cada diluição) e o controle; 
MTAHP, MTA Repair HP; TEO, Óleo essencial de Tomilho; BIO, Biodentine; C+, controle positivo; C-, controle 
negativo. 
 

Atividade da Fosfatase Alcalina (ALP) 

A atividade de ALP foi maior para o grupo MTAHP nos três períodos avaliados, 1, 3 e 

7 dias, mostrando diferença significante (P > .05) com o controle e os outros grupos. MTAHP, 

MTAHP/TEO e BIO evidenciaram aumento na atividade da ALP ao longo do tempo. BIO/TEO 

teve a menor atividade de ALP (P > .05) que foi decrescente ao longo do tempo (Fig.2). 
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Figura 2 – Atividade de ALP de células Saos-2 após exposição a MTAHP, MTAHP/TEO, BIO, BIO/TEO na 
diluição 1:15 e meio de cultura sem soro (controle) durante os períodos de 1, 3 e 7 dias. Letras diferentes 
representam diferenças significantes em cada período. MTAHP, MTA Repair HP; TEO, Thyme Essential Oil; 
BIO, Biodentine; C, Controle  
 

Coloração com vermelho de Alizarina (ARS) 

BIO induziu mais nódulos de mineralização comparado ao controle (P < .05). MTAHP, 

MTAHP/TEO, e BIO/TEO mostraram bioatividade semelhante ao controle (P > .05).  

Figura 3 – Coloração com alizarina (ARS), análise estatística realizada após 21 dias de exposição do meio de 
cultura osteogênico. Todos os materiais induziram a produção de nódulos mineralizados. Barras com letras 
diferentes representam diferenças significativas entre os eluídos de cimento e o controle negativo.  MTAHP, MTA 
Repair HP; TEO, Thyme Essential Oil; BIO, Biodentine; C, Controle. 
 

AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTI-MMP 

MTAHP, MTAHP/TEO, BIO e BIO/TEO mantiveram os níveis de MMP-9, sem 

diferença significante com o controle positivo (C+) (P > .05), e evidenciando diferenças 

significantes com o controle inibição (C-) (P < .05) (fig. 4). 

Os níveis de MMP-2 foram diminuídos pelos grupos BIO e BIO/TEO, mostrando-se 

semelhantes ao controle inibição (P > .05).  MTAHP e MTAHP/TEO mostrou atividade de 

anti-MMP-2, com diferença significante com o controle positivo e inibição (P < .05) (fig. 4). 
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Figura 4 – Atividade anti-MMP (Metaloprotease). Ininbição de Matriz de Metaloprotease 9 e 2, por MTAHP, 
MTAHP/TEO, BIO, BIO/TEO na diluição 1:15 em Unidade de Fluorescencia Relativa (UFR). MMP ativa diluída 
como controle positivo (C+), Ilomastat 25µM como controle inibição (C-). MTAHP, MTA Repair HP; TEO, 
Thyme Essential Oil; BIO, Biodentine; C+, Controle positivo; C-, Controle negativo. 

 

AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIBIOFILME POR TCDM 

 A adição de TEO 1% aos cimentos reparadores MTAHP e BIO potencializou a atividade 

antimicrobiana dos materiais sobre biofilme mono- e dual-espécie de E. faecalis e/ou C. 

albicans (P <.05). MTAHP/TEO se mostrou mais efetivo na redução de UFC mL-1 de sobre o 

biofilme mono-espécie de E. faecalis (P <.05). MTA/TEO e BIO/TE foram efetivos na redução 

de UFC mL-1 de C. albicans no biofilme mono e dual-espécie e de E. faecalis dual-espécie (P 

<.05). 
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Figura 5 – Atividade antibiofilme por Teste de Contado Direto Modificado (TCDM) sobre biofilme mono-espécie 
(a) e biofilme dual-espécie (b), após 15 horas de exposição aos eluídos dos cimentos MTAHP, MTAHP/TEO, 
BIO, BIO/TEO na concentração de 50mg/mL, e água destilada (controle). Barras com letras diferentes 
representam diferenças significantes entre os cimentos e o controle (sobre cada micro-organismo); MTAHP, MTA 
Repair HP; TEO, Thyme Essential Oil; BIO, Biodentine; C, controle. 

 

DISCUSSÃO 

Com base nos resultados obtidos, a hipótese nula foi parcialmente aceita, pois, MTAHP 

e BIO associados a TEO foram semelhantes aos materiais puros em relação às propriedades 

físico-químicas (tempo de presa, solubilidade e pH), bem como nas avaliações da citotoxicidade 

e expressão de MMP. 

Com relação às propriedades físico-químicas, a adição de TEO não alterou o tempo de 

presa de MTAHP e BIO, manteve a capacidade de alcalinização do meio dos cimentos e não 

modificou a solubilidade dos materiais. BIO e BIO/TEO perderam massa, enquanto MTAHP e 

MTAHP/TEO ganharam massa. Por outro lado, é importante mencionar que esta associação 
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tornou a consistência dos cimentos mais plástica, melhorando a consistência final para 

aplicação clínica de ambos materiais.  

Várias associações foram propostas ao MTA convencional, a fim de melhorar sua 

consistência arenosa. Entre essas substâncias, a associação de propilenoglicol mostrou melhorar 

escoamento e consistência de MTA, entretanto, ocorreu um aumento no seu tempo de presa 

[34]. Solução salina, lidocaína, gel de NaOCl e de gluconato de clorexidina, gelatina K-Y e 

CaCl2 também foram avaliados ao serem adicionados na manipulação de MTA, mostrando 

alterações no tempo de presa e na resistência mecânica dos materiais [35]. Desta forma, a 

associação de uma substância natural que possa melhorar a consistência e aplicação clínica de 

cimentos reparadores sem alterar suas propriedades físico-químicas mostrou resultados 

favoráveis no presente estudo. 

Em nosso estudo, o tempo de presa não variou após adição de TEO, no entanto foi maior 

que o especificado pelos fabricantes. A avaliação do tempo de presa é importante pois tempo 

de presa muito curto pode estar associado a impossibilidade de correta acomodação do material. 

Por outro lado, um tempo de presa muito longo poderia aumentar o tempo clínico, além de ter 

uma relação direta com a solubilidade do material, o que pode comprometer a resistência 

mecânica e favorecer a infiltração [36] e porosidade, prmitindo penetração bacteriana e de seus 

produtos [23]. 

A capacidade de alcalinização dos cimentos hidráulicos está associada a maior 

bioatividade osteogênica e atividade antibacteriana dos materiais [37, 38], sendo o resultado da 

hidratação de silicatos que formam hidróxido de cálcio, o qual se dissocia alcalinizando o meio 

[37]. O incremento de TEO em 1% aos cimentos reparadores MTAHP e BIO, não alterou a 

capacidade de alcalinização dos materiais. 

 Os cimentos reparadores estudados, MTA Repair HP e Biodentine, apresentam 

propriedades físico-químicas e biológicas adequadas para uso clínico [26-28, 39]. No entanto, 

a limitada capacidade antimicrobiana destes cimentos é conhecida. O aumento da resistência 

bacteriana tem conduzido ao uso de substâncias naturais visando ação antimicrobiana [40]. 

TEO apresenta atividade antimicrobiana, antioxidante, anticarcinogênese, antiinflamatória e 

antiespasmódica, além de potencial imunomodulador e baixa toxicidade [40]. TEO foi usado 

como substituto do eugenol no preparo de pasta endodôntica para obturação de dentes decíduos, 

e demonstrou maior efetividade contra Staphilococcus. aureus, E. faecalis, E. coli e P. 

aeruginosa [41]. 

Nosso estudo demonstra que a adição de TEO na proporção de 1% aos cimentos 

reparadores endodônticos MTAHP e BIO, aumenta significativamente a ação antimicrobiana, 
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sendo efetivos na redução de UFC de biofilmes mono e dual-espécie de E. faecalis e C. 

albicans, dois micro-organismos diretamente relacionados a infecções endodônticas primárias 

e secundárias [42]. MTAHP mostrou potencial antimicrobiano sobre Streptococcus. mutans, 

Staphylococcus aureus, E. faecalis, e C. albicans [43]; sendo que esta ação antimicrobiana foi 

relacionada à liberação de íons hidroxila e pH alcalino do material. Biodentine mostrou 

capacidade de inibir o crescimento de S. mutans em 1 e 28 dias e Lactobacillus casei em 28 

dias de contato [38]. No entanto, estes estudos não foram realizados sobre biofilme. As 

infecções endodônticas são mediadas por biofilmes bacterianos, que são comunidades 

microbianas altamente organizadas e complexas [3]. Assim, os materiais endodônticos devem 

ser testados sobre biofilmes, sendo na maioria das vezes os estudos utilizando biofilme mono-

espécie, geralmente sobre E. faecalis, seguido de Pseudomonas aureginosa e C. albicans. Por 

outro lado, biofilmes dual e multi-espécie apresentam maior resistência ao tratamento 

antimicrobiano. Entretanto, ainda não há estudos sobre biofilme dual-espécie de E. faecalis e 

C. albicans  [5].  

A biocompatibilide dos cimentos reparadores é essencial. A adição de TEO a 1% ao 

MTAHP ou BIO manteve a citocompatibilidade dos materiais. Na diluição utilizada para os 

testes de bioatividade (1:15), MTAHP, MTAHP/TEO, BIO e BIO/TEO aumentaram a 

viabilidade celular.  MTAHP foi lançado no mercado em 2016, e embora ainda haja poucos 

estudos avaliando este material, foi mostrada sua citocompatibilidade em células-tronco da 

polpa dentária humana [44], assim como para fibroblastos [28], além de MTA HP permitir a 

proliferação e migração celular [44]. BIO é comercializado desde 2012, sendo que muitos 

estudos demonstram sua biocompatibilidade, mostrando-se citocompatível para células-tronco 

da polpa dentária humana [44] e do ligamento periodontal [45], aumentando o potencial de 

proliferação, migração, adesão e diferenciação celular.  

Por outro lado, a citocompatibilidade de TEO foi avaliada in vitro sobre células epiteliais 

de traqueia de porco e queratinócitos [46, 47], mostrando que concentrações de 0,156% de TEO 

diminui a viabilidade celular. Entretanto, em concentrações mais baixas TEO não afetou a 

viabilidade dessas células epiteliais [46]. Além disso, o efeito sobre queratinócitos em 

concentrações abaixo de 0,28 mg/mL de TEO foi aumentar a proliferação celular e estimular 

sua atividade [47].  

A avaliação da atividade de ALP possibilita determinar o potencial dos materiais para 

induzir formação de tecido mineralizado. A expressão de ALP aumenta conforme o período de 

contato de Saos-2 com os materiais à base de silicato de cálcio [32], coincidindo com o 
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comportamento dos materiais testados neste trabalho, com exceção de BIO/TEO, que diminuiu 

a atividade da ALP nos três períodos avaliados.  

Cimentos reparadores endodônticos induzem a formação de nódulos de mineralização, 

identificados pela coloração ARS [32]. Embora a adição de TEO tenha diminuído a viabilidade 

e bioatividade celular, as associações mantiveram a capacidade de induzir diferenciação e 

proliferação celular [23]. 

Embora não haja estudos do efeito dos materiais de silicato de cálcio sobre as MMP, é 

conhecido que as MMP regulam processos de formação de tecido mineralizado, sendo capazes 

de estimular ou inibir a resposta tecidual [48]. MTAHP e BIO e suas modificações com TEO 

mantiveram a expressão de MMP-9 e inibiram a de MMP-2, sendo que a ausência de MMP-9 

tem sido associada a inibição de mineralização, e o aumento de MMP-2 está relacionado a 

maior inflamação [49]. A resposta das MMP relacionadas com os materiais reparadores pode 

favorecer o processo de reparo de tecido mineralizado. 

 

CONCLUSÃO 

 Conclui-se que a adição de 1% de Thyme Essential Oil aos cimentos reparadores MTA 

Repair HP ou Biodentine, não prejudica as propriedades físico-químicas e biológicas desses 

materiais, além de potencializar a capacidade antibiofilme sobre E. faecalis e/ou C. albicans. 

Estas associações propostas apresentam potencial para o uso clínico. 
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3.3 Publicação * 

 
 
Associação de cimentos reparadores a Lemongrass oil: propriedades físico-químicas, 

citocompatibilidade, potencial bioativo e atividade antibiofilme 

 

Resumo 

Introdução: O objetivo deste estudo foi avaliar propriedades físico-químicas (tempo de presa, 

pH e solubilidade), biológicas (citocompatibilidade, potencial bioativo e antibiofilme) dos 

cimentos reparadores MTA Repair HP (MTAHP) e Biodentine (BIO) associados a 1% de 

lemongrass oil (LEO).  

Materiais e Métodos: Tempo de presa foi avaliado de acordo com ISO 6876/2012. O pH foi 

avaliado após 1, 3, 7, 14 e 21 dias. A solubilidade (% de perda de massa) foi avaliada após 7 

dias de imersão em água destilada. A citocompatibilidade foi avaliada por meio dos testes de 

metiltetrazólio (MTT) e vermelho neutro (VN) após 24 h de exposição de células Saos-2 às 

diferentes diluições dos eluídos dos materiais. O potencial bioativo foi analisado pela atividade 

enzimática da fosfatase alcalina (ALP) nos períodos de 1, 3 e 7 dias e pela capacidade de induzir 

mineralização por Coloração com Vermelho de Alizarina (ARS). A atividade anti 

Metaloproteinases de Matriz (MMP) 2 e 9 foi analisada por fluorescência. A atividade 

antibiofilme sobre Enterococcus faecalis e/ou Candida albicans em biofilme mono- e dual-

espécie formado em dentina foi avaliada pelo teste de contato direto modificado (TCDM). A 

análise estatística foi realizada com os testes ANOVA e Tukey ou Bonferroni (α=0.05). 

Resultados: A associação de LEO manteve tempo de presa e capacidade de alcalinização dos 

materiais. Não houve diferença estatística na solubilidade de BIO após o acréscimo de LEO, 

sendo que BIO e BIO/LEO mostraram valores acima do recomendado pela norma ISO 6876. 

Houve um ganho de massa para MTAHP, que aumentou com a associação de LEO. A adição 

de LEO a MTAHP e BIO não alterou as propriedades biológicas. Todos os materiais foram 

citocompatíveis, sendo que MTAHP mostrou maior citocompatibilidade. MTAHP, 

MTAHP/LEO e BIO mostraram aumento da ALP. Todos os materiais produziram nódulos de 

mineralização. BIO/LEO foi o mais bioativo pela ARS. A adição de LEO a MTAHP e BIO não 

influenciou nos níveis de MMP-9, e aumentou a atividade antibiofilme dos materiais.  

                                                
* Redigido de acordo com as normas do International Endodontic Journal, periódico para o qual será 
submetido. 
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Conclusão: A associação de LEO aos cimentos MTA HP e Biodentine aumenta a atividade 

antimicrobiana desses materiais, sem alterar significativamente suas propriedades físico-

químicas, citocompatibilidade e potencial bioativo; mostrando potencial para aplicação clínica. 

 

Palavras-chave: Endodontia. Ação antimicrobiana. Biologia celular. Propriedades físico-

químicas. Silicato de cálcio.  

 

INTRODUÇÃO 

Cimentos reparadores à base de silicato de cálcio são amplamente utilizados na 

endodontia devido às suas propriedades biológicas e potencial bioativo (1). MTA foi o pioneiro, 

sendo introduzido na década de 1990 (1). Entretanto, MTA apresenta algumas desvantagens, 

tais como tempo de presa longo, descoloração dental e dificuldade de manipulação, levando os 

fabricantes a desenvolverem diferentes materiais à base de silicato de cálcio (1).  Dentre esses 

materiais, MTA HP (Angelus, PR, Brasil) apresenta um plastificante visando maior 

plasticidade, manuseio e aplicação clínica. Além disso, a substituição do radiopacificador de 

óxido de bismuto para tungstato de cálcio foi realizada para evitar a descoloração dentária (2). 

Biodentine (Septodont, Saint-Maur-des-Fosses, França) é também um biomaterial à base de 

silicato de cálcio que apresenta no líquido cloreto de cálcio para reduzir a presa do material, 

além de policarboxilato como agente superplastificante, podendo ser usado como substituto da 

dentina em várias indicações clínicas (3). O radiopacifidacor do Biodentine é o óxido de 

zircônio, o qual não promove descoloração dentária (4).  

 MTA HP apresenta propriedades físico-químicas e biológicas (in vitro e in vivo) 

adequadas, com melhor capacidade de manipulação e escoamento que MTA Branco (5). De 

acordo com revisão sistemática desenvolvida por Torabinejad et al (6), numerosos relatos de 

casos ilustraram o sucesso clínico de Biodentine como plug apical em tratamentos endodônticos 

regenerativos, como selador de perfurações, cimento retrobturador e como material restaurador 

temporário. Entretanto, altos valores de solubilidade são reportados para Biodentine (7).  

Embora as propriedades físico-químicas e biológicas de cimentos à base de silicato de 

cálcio tenham sido amplamente investigadas, existe uma escassez de informações com relação 

à atividade antimicrobiana que favoreçam a aplicação clínica desses materiais (8). Até o 

momento, um estudo (8) avaliou propriedades antimicrobianas de MTA HP, que mostrou 

eficácia antimicrobiana inferior ao cimento reparador (iRoot BP Plus. BioCeramix Inc., 

Canada) contra as espécies Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Enterococcus 

faecalis, Enterococcus faecium, Peptostreptococcus anaerobius e Candida albicans, sendo que 
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ambos materiais avaliados não apresentaram efeito antimicrobiano contra Porphyromonas 

gingivalis e Actinomyces israelii. Com relação ao Biodentine, estudo prévio (9) mostrou 

adequadas propriedades antimicrobianas para este material no teste de contato direto. Porém, o 

material não demonstrou atividade antibiofilme (9). Além disso, Biodentine não se mostrou 

eficaz contra o biofilme de várias espécies (10).  

A associação do Biodentine com outras substâncias pode aumentar a atividade 

antimicrobiana (11). Diferentes estratégias (12) e associações (11) a cimentos reparadores 

foram propostas a fim de aumentar sua atividade antimicrobiana. Entretanto, alterações 

mecâncias (13), biológicas (14) e físico-químicas (15) podem ser observadas para os materiais 

após associações. Nesse contexto, associações utilizando agentes naturais que possam inibir o 

crescimento de micro-organismos sem impactar em outras propriedades podem representar 

alternativas terapêuticas eficazes (16). Desta forma, o potencial antibacteriano de óleos 

essenciais pode ser promissor para uso na odontologia, com redução de custos e maior 

disponibilidade (17). Lemongrass oil (LEO) é um óleo essencial amplamente utilizado devido 

às suas propriedades medicinais (16). A atividade antimicrobiana do LEO foi comprovada 

contra vários fungos patogênicos (16), além de mostrar as zonas de inibição mais altas sobre 

Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus e Candida albicans, quando comparado a outros 

óleos e eluídos naturais (18). 

Com base nesses achados, o objetivo deste estudo foi avaliar as propriedades biológicas, 

físico-químicas e antimicrobianas da associação de LEO aos cimentos reparadores MTA HP e 

Biodentine. A hipótese nula foi de que não haveria diferença nas propriedades dos cimentos 

antes e após a inserção do óleo.  

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Para a realização deste trabalho os cimentos foram manipulados segundo as 

recomendações dos fabricantes, nas seguintes proporções (Tabela 1). 

Tabela 1 – Materiais e Proporções 

MTAHP: MTA Repair HP; BIO: Biodentine; LEO: Lemongrass Essential Oil. * Sigma-Aldrich Brasil Ltda.SP. 
 

Material Fabricante 
Proporção 

Pó Líquido Lemongrass oil* 

MTAHP Angelus, Londrina, 
Paraná, Brasil 

1 g 300 µL — 

MTAHP/LEO 1 g 300 µL 13,5 µL 

BIO Septodont, Saint Maur 
des Fossés, France 

1 g 8 gotas — 

BIO/LEO 1 g 8 gotas 13,5 µL 



 58 

AVALIAÇÃO DAS PROPRIEDADES FÍSICO-QUÍMICAS 

 

TEMPO DE PRESA 

A avaliação do tempo de presa (n=6) foi realizado baseado na ISO 6876/2012. Anéis 

metálicos de 10mm de diâmetro interno e 1mm de altura foram utilizados. Para determinar a 

presa foi utilizada agulha de Gilmore com massa de 100 ± 0,5g e diâmetro de 2 ± 0,1mm apoiada 

perpendicularmente sobre a superfície do cimento. Este processo foi repetido até a agulha não 

deixar mais marca na superfície do cimento. Os materiais foram manipulados segundo as 

recomendações dos fabricantes, MTA Repair HP foi espatulado durante 40 segundos; 

Biodentine foi agitado em amalgamador por 30 segundos. O tempo de presa foi aferido desde 

o preenchimento do material nos anéis até a agulha deixar de marcar na superfície do cimento. 

Durante o período de avaliação os materiais foram mantidos na estufa a 37ºC ± 1ºC e 95% ± 

5% de umidade; a agulha foi limpa antes de cada aferição. 

 

SOLUBILIDADE 

O teste de solubilidade (n=5) foi realizado baseado em Carvalho-Junior et al (19),  com 

corpos de prova de  7,75 mm de diâmetro e 1,5 mm de altura, e com um fio de nylon 

impermeável (6,5cm) no meio do material, armazenados em estufa (37ºC ± 1ºC e 95% ± 

5%UR), durante 24h. Os corpos de prova foram colocados em dessecador a vácuo, até obter 

estabilidade de massa. Depois foram suspensos em 7,5 mL de água destilada e deionizada, sem 

contato entre o material e a superfície interna do recipiente; mantidos em estufa (37ºC ± 1ºC) 

durante 7 dias. Os corpos de prova foram lavados com água destilada, secos com papel 

absorvente e colocados novamente em desumidificador até obter estabilidade da massa final. A 

aferição de massa foi realizada em balança de precisão HM-200 (A&D Enginnering, Inc., 

Bradford, MA, EUA). A perda de massa foi expressa em porcentagem da massa inicial.  

 

pH 

Para o teste de pH, tubos de polietileno com 10 mm de comprimento e 1 mm de 

diâmetro foram preenchidos com cada material (n=10). Cada tubo foi imerso em 10 mL de água 

deionizada cujo pH foi aferido previamente e mantido na estufa a 37ºC durante os períodos 

experimentais. O grupo controle foi água destilada e deoionizada. Transcorrido cada período 

de avaliação, 1, 3, 7, 14 e 21 dias, os tubos de polietileno foram transferidos para novos frascos. 

A aferição do pH foi realizada em triplicata, com pHmetro digital Digimed DM-21 (Digicrom 

Analítica Ltda., São Paulo, Brasil) a 25°C de temperatura ambiente.  
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AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE E BIOATIVIDADE 

Foram utilizadas células humanas “osteoblast-like cells” da linhagem Saos-2 (ATCC 

HTB-85), cultivadas em frascos T-75 (Jet Biofil, Guangzhou, China), contendo DMEM 

suplementado com soro bovino fetal a 10% (FBS; Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, 

EUA), penicilina (100 UI/mL) e estreptomicina (100 µg/mL), até a confluência. Os cimentos 

foram manipulados (Tabela 1) e colocados no fundo do poço de placas de cultura de 12 poços 

(Jet Biofil). As placas foram mantidas a 37ºC, 95% de umidade e 5% de CO2; após 24h as placas 

foram expostas à luz ultravioleta (UV) (20), e os poços preenchidos com 5mL de DMEM sem 

soro (meio modificado de Dulbecco; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As placas foram 

mantidas a 37ºC por 24h, com 95% de umidade e 5% de CO2 (ISO 10993-5:2005) (21). 

 

Ensaios de Viabilidade celular 

A viabilidade celular foi avaliada por brometo de 3-(4,5-dimetil -2-tiazolil)-2, 5-difenil-

2H-tetrazólio (MTT) (22, 23) e Vermelho Neutro (VN) (24). Células Saos-2 foram plaqueadas 

(1 x 105 células/mL) em placas de 96 poços (Jet Biofil) contendo DMEM suplementado com 

10% de SFB (SFB: Gibco, Life Technologies), penicilina (100 UI/mL), estreptomicina (100 

µg/mL) (Sigma-Aldrich). As células foram cultivadas por 24h a 37ºC, 5% de umidade e 5% de 

CO2 antes de exposição aos eluídos dos materiais. As células foram expostas aos eluídos dos 

cimentos em diluições 1:1, 1:5, 1:10, 1:15, 1:30; como controle negativo foi utilizado DMEM 

sem soro e como controle positivo Dimetilsilfóxido (DMSO). Após esse período, o meio foi 

substituído por 100 µL de solução de MTT 5mg/mL (Sigma-Aldrich) e as placas foram 

incubadas por 3h. Foi adicionado isopropanol (100µL) acidificado a 0,04N (Sigma-Aldrich). A 

densidade óptica foi medida a 570nm em espectrofotômetro (ELx800; Bio-Tek Instruments, 

Winooski, VT, EUA).  Para o teste de VN, os eluídos foram substituídos por 0,1µL de DMEM 

contendo VN 50µL/mL (Sigma-Aldrich) e as placas foram incubadas por 3h. O produto 

colorimétrico foi solubilizado em solução (50% de etanol e 1% de ácido acético) (Sigma-

Aldrich). A densidade óptica foi medida em espectrofotômetro a 570nm. Três experimentos 

independentes foram realizados em triplicata para cada grupo experimental, e a média de cada 

experimento foi usada na análise estatística (n = 3 por grupo).  

 

 

AVALIAÇÃO DO POTENCIAL BIOATIVO 
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Atividade da Fosfatase Alcalina (ALP) 

A atividade enzimática da fosfatase alcalina foi determinada com a utilização de kit 

comercial (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil). As Saos-2 foram plaqueadas (5 x 104 células/mL) 

em placas de cultura de 96 poços. As células foram cultivadas por 24h a 37ºC, 95% de umidade 

e 5% de CO2. Em seguida, as células foram expostas aos eluídos dos materiais na diluição de 

1:15, por um, três e sete dias. Após cada período experimental, o conteúdo dos poços será 

removido e a monocamada celular será lavada com 200 µL de PBS 1X. Em seguida, serão 

acrescentados 200 µL de uma solução de Lauril sulfato de sódio/água destilada 1% (Sigma-

Aldrich) a cada poço. Cada amostra foi transferida para um microtubo (Eppendorf, Hamburgo, 

Alemanha) contendo substrato e tampão, e foram adicionados 500 mL de reagente colorido. A 

densidade óptica foi avaliada em espectrofotômetro a 590nm. Três experimentos independentes 

foram realizados em sextuplicata para cada grupo experimental e controle (n = 3 / grupo). Os 

dados foram expressos como atividade ALP normalizada pela quantidade de proteínas totais no 

respectivo intervalo de tempo de cultura (DO = 570 nm). 

 

Coloração com vermelho de Alizarina (ARS) 

 Para avaliar o potencial bioativo dos materiais reparadores e associações, as células 

Saos-2 foram plaqueadas (1 x 104 células/mL) em placas de cultura de 24 poços. Durante 21 

dias, o meio de cultura DMEM osteogênico (DMEM 10% SFB; 100 IU/mL penicilina; 100 

mg/mL estreptomicina; 0,023 g/mL β-glicerolfosfato; 0,055 mg/mL ácido ascórbico – Sigma 

Aldrich), com os eluídos dos cimentos e controles, foi renovado a cada 2 dias. Após este 

período, as células foram fixadas com 10% de paraformaldeído, lavadas e incubadas com 1 mL 

de AlizarinRed S – ARS 40 mM (2%- pH 4.1) (Sigma-Aldrich) por 3 minutos. Os campos 

foram fotografados (Canon EOS-1D, Canon Inc, Tokyo, Japan) e, em seguida, a mineralização 

foi quantificada pela dissolução dos nódulos com 0,5 mL da solução de 10% de cloreto de 

cetilpiridinio (Sigma-Aldrich). Três alíquotas de 100 µL da ressuspensão de cada poço foi 

transferida para uma placa de 96 poços e a leitura foi realizada em espectofotômetro com filtro 

de 562 nm de comprimento de onda. Os ensaios foram realizados em triplicata (n = 3) e repetido 

três vezes em tempos independentes. 

 
Atividade anti-MMP  

 A capacidade de atividade anti-MMP (25) foi avaliada usando MMP-2 e MMP-9 

recombinante com kits fluorométricos de MMP (SensoLyte assay kits; AnaSpec, Fremont, CA, 
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USA), seguindo as recomendações do fabricante. Os eluídos dos materiais (tabela 1), e as MMP 

ativadas (pré-incubadas com 10mM de amino-phenyl mercuric acetate (APMA)) foram 

misturados com substrato peptídico de transferência de energia de ressonância de fluorescência 

5-FAM / QXLTM 520 (FRET) em tampão de ensaio usando placas de 96 poços. Para o peptídeo 

FRET intacto, a fluorescência de 5-FAM foi anulada por QXL 520. Após a clivagem em 2 

fragmentos separados por MMPs, a fluorescência de 5-FAM foi recuperada e monitorada em 

comprimentos de onda de excitação/emissão (490/520nm, respectivamente). Após 1 h de 

incubação, o sinal de fluorescência foi lido por um leitor de microplacas (Synergy HT; Bio-Tek 

Instrument Inc., Winooski, VT, EUA)  e expresso como unidades fluorescentes relativas (RFU) 

MMPs ativas diluídas foram usadas como controle positivo; O Ilomastat 25µM foi usado como 

controle inibidor, e os controles do composto de teste sem MMP foram adicionados para avaliar 

sua autoimunofluorescência. Foram realizadas seis amostras de cada grupo para cada ensaio de 

MMP. 

 

AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIBIOFILME 

Todos os procedimentos foram realizados em câmara de fluxo laminar (Telstar 

Technologies, S.L.–BV 100, Terrassa, Espanha). Foram utilizadas cepas padrão de 

Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e Candida albicans (ATCC 10231). Cultura pura E. 

faecalis foi cultivada overnight em Tryptic Soy Broth-TSb (Difco, Detroit, MI, EUA) e de C. 

albicans cultivada em Sabouraud Dextrose Broth – SB (Difco, Detroit, MI, EUA). Os inóculos 

foram preparados a partir de suspensões microbianas preparadas e ajustadas a uma densidade 

óptica equivalente a 1 x 108 CFU mL-1, tanto para os biofilmes mono-espécie como para os 

dual-espécies. 

 

Atividade antibiofilme: teste de contato direto modificado (TCDM) 

Blocos de dentina esterilizados medindo 5 mm x 5 mm x 0,7 mm (largura x 

comprimento x espessura) foram submersos em TSb (2 mL) contendo 1% do inóculo (1 x 108 

UFC mL-1) nos biofilmes de E. faecalis, com trocas do meio de cultura total a cada 48 horas. 

Os biofilmes de C.albicans e os biofilmes com as duas cepas associadas, foram induzidos 

utilizando meio de cultura RPMI-1640 (+L-glutamine, +25mM HEPES buffer, -sodium 

bicarbonate) (Gibco, R 23400-013 1L, Life Technologies, USA) e 28 g de glicose, com inóculos 

na concentração citada acima e trocas a cada 24 h. Os três tipos de biofilmes foram 

desenvolvidos em Placas de cultura de 24 poços. As placas foram mantidas em ambiente 

microaerófílo por 14 dias para o biofilme mono-espécie de E. faecalis, e em aerofilia por 5 dias 
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para os biofilmes mono-espécie de C. albicans e dual de E. faecalis/C. albicans. Todos 

biofilmes foram mantidos em incubadora de bancada shaker (Modelo 0816M28, Quimis 

aparelhos científicos LTDA, Diadema, SP, Brasil) a 37ºC com 80rpm. Após os períodos de 

indução, os eluídos dos materiais foram preparados, em concentração de 50mg/mL. Os 

materiais foram manipulados segundo as proporções da Tabela 1, colocados em tubo falcon de 

15 mL com 10 mL de água destilada e imediatamente misturados em vórtex por 1 min (Modelo 

Q220, Quimis Aparelhos Científicos Ltda., Diadema, SP, Brasil), mantidos em estufa a 37ºC 

durante 48 h. Em seguida, os blocos de dentina com biofilme formado foram lavados uma vez 

em PBS para remoção de células microbianas não aderidas e  colocados individualmente em 

um eppendorf de 0,5 mL com 400µL de eluído dos materiais, os quais permaneceram em 

contato por 15 h, para o controle foi utilizado água destilada. Após este período, cada bloco de 

dentina foi colocado em um microtubo contendo 1 mL de solução salina e pérolas de vidro e 

foram agitados em vórtex por 1 min (Modelo Q220, Quimis Aparelhos Científicos Ltda., 

Diadema, SP, Brasil). Posteriormente, foi realizada diluição decimal seriada e plaqueamento de 

três alíquotas de 20µL de cada uma das suspensões, em placas de Petri contendo meio de cultura 

de Tryptic Soy Agar (TSa), para E. faecalis do biofilme mono-espécie; Sabouraud Dextrose 

Agar (SBa), para C. albicans do biofilme mono- e dual-espécie e m-Enterococcus Agar para 

isolamento de E. faecalis do biofilme dual-espécie. As placas foram incubadas a 37ºC por 48 

h. Foi realizada contagem de UFC/mL e os dados foram submetidos à transformação 

logarítmica (log10). 

 

Análise estatística 

A normalidade dos dados foi testada usando o teste Shapiro-Wilk. A análise estatística 

dos testes físico-químicos e ARS foi realizada com os testes paramétricos ANOVA e Tukey. A 

viabilidade celular, e a atividade da ALP e inibição de MMP foram analisadas pelos testes 

estatísticos two-way ANOVA e Bonferroni. O nível de significância foi estabelecido em P < 

0.05. 

 

RESULTADOS 

TESTES FÍSICO-QUÍMICOS 

Os materiais não mostraram diferencia significante no tempo de presa (P > 0.05). Na 

avaliação da solubilidade, MTAHP e MTAHP/LEO ganharam massa (valores negativos), 

mostrando diferença entre eles (P < 0.05).  MTAHP/LEO mostrou maior valor (P < 0.05). BIO 

e BIO/LEO mostraram perda de massa maior que 3%, sem diferença entre eles (P > 0.05). 
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Tabela 2 – Tempo de presa e solubilidade (média e desvio padrão) observados para os materiais  

 MTAHP MTAHP/LEO BIO BIO/LEO 

Tempo de presa (min) 32.50 (1.97)a 32.00 (2.09)a 34.17 (2.64)a 34.00 (1.67)a 

Solubilidade (% perda 
de massa) -2.11 (0.70)c -5.47 (1.13)a 4.32 (0.11)b 3.62 (0.11)b 

Letras diferentes na mesma linha indicam diferença estatística significante (P < .05) 
 

Todos os materiais avaliados tiveram capacidade de alcalinização nos períodos 

avaliados, mostrando difereça com o grupo controle (P < 0.05). Os valores de pH mais elevados 

foram do MTAHP nos períodos de 24 e 72 horas. Nos períodos, 7, 14 e 21 dias, não houve 

diferenças significantes entre os grupos estudados (P > 0.05) (Tabela 3). 
 

Tabela 3 – Valores de pH (media e desvio padrão) observados para os materiais nos diferentes períodos 

 MTAHP MTAHP/LEO BIO BIO/LEO Controle 

24 h 11.12 (0.06)a 10.58 (0.14)b 10.07 (0.38)c 10.36 (0.16)b,c 6.43 (0.48)d 

72 h 10.33 (0.56)a 9.47 (0.51)b 9.55 (0.65)b 9.79 (0.70)a,b 6.51 (0.31)c 

7 dias 9.92 (0.77)a 9.13 (1.03)a 9.85 (0.52)a 9.63 (0.87)a 6.14 (0.36)b 

14 dias 9.64 (0.74)a 8.78 (1.01)a 9.24 (1.09)a 9.32 (1.14)a 6.42 (0.28)b 

21 dias 8.99 (0.63)a,b 8.38 (0.86)b 8.95 (1.02)a,b 9.77 (0.96)a 6.47 (0.41)c 
 Letras diferentes na mesma linha indicam diferença estatística significante (P < .05) 
 
 

Viabilidade Celular 

 

Pelo teste de MTT, a citocompatibilide de MTAHP e BIO não foi comprometida pela 

adição de LEO a 1% nas diluiçãoes 1:5, 1:10, 1:15 e 1:30 (P > 0.05). Embora na diluição 1:1 

MTAHP/LEO mostrou menores valores de viabilidade celular (P < 0.05); BIO/LEO foi mais 

citocompatível quando comparado com BIO (P > 0.05) (Fig. 1a). 

O teste VN revelou que na diluição 1:1 MTA/LEO diminuiu a viabilidade celular 

quando comparado ao MTA e ao controle (P > 0.05). Nas demais diluições, 1:5, 1:10, 1:15 e 

1:30 todos os materiais se mostraram citocompatíveis (P > 0.05) (fig. 1b).  
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Figura 1 - Viabilidade celular de Saos-2 avaliada pelos ensaios MTT (a) e VN (b), após 24 horas de exposição 
aos eluídos dos cimentos MTAHP, MTAHP/LEO, BIO, BIO/LEO nas diluições de 1:1, 1:5, 1:10, 1:15, 1:30, meio 
de cultura-DMEM sem soro (controle positivo), Dimetilsilfóxido-DMSO (controle negativo). Barras com letras 
diferentes representam diferenças significantes entre os eluídos de cimento (em cada diluição) e o controle; 
MTAHP, MTA Repair HP; LEO, Lemongrass Essential Oil; BIO, Biodentine; C+, controle positivo; C-, controle 
negativo. 
 
 

Atividade da fosfatase alcalina (ALP) 

Todos os materiais mostraram atividade da fosfatase alcalina nos três períodos avaliados 

(Fig. 2). No primeiro e terceiro dias, a atividade de ALP foi maior para MTAHP, mostrando 

diferença significante com o controle e os outros grupos (p < 0.05).  Após 7 dias, a atividade de 

ALP aumentou significativamente para MTAHP e BIO (p < 0.05), seguido por MTAHP/LEO, 

sendo diferentes quando comparados ao controle e BIO/LEO (p < 0.05).  
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Figura 2 – Atividade de ALP de células Saos-2 após exposição a MTAHP, MTAHP/LEO, BIO, BIO/LEO na 
diluição 1:15 e meio de cultura sem soro (controle), durante os períodos de 1, 3 e 7 dias. Letras diferentes 
representam diferenças significantes em cada período. MTAHP, MTA Repair HP; LEO, Lemongrass Essential 
Oil; BIO, Biodentine; C, Controle. 
 
 

Coloração com vermelho de Alizarina (ARS) 

Todos os materiais mostraram produção de nódulos de mineralização. BIO e BIO/LEO 

produziram maior deposição de nódulos mineralizados comparado ao controle (p < 0.05) 

(fig.3). 

 

Figura 3 – Coloração com alizarina (ARS), análise estatística realizada após 21 dias de exposição do meio de 
cultura osteogênico. Todos os materiais induziram a produção de nódulos mineralizados. Barras com letras 
diferentes representam diferenças significativas entre os eluídos de cimento e o controle negativo.  MTAHP, MTA 
Repair HP; LEO, Lemongrass Essential Oil; BIO, Biodentine; C, Controle 
 

ATIVIDADE ANTI-MMP 

 Os grupos avaliados não mostraram capacidade de inibição de MMP-9 com valores de 

UFR semelhantes ao controle positivo (p > 0.05) (Fig. 4).   
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 A MMP-2 foi inibida por todos os grupos avaliados, mostrando valores de UFR de 

MMP-2 menores que o controle positivo (p < 0.05).  A maior atividade anti-MMP-2 foi do 

grupo BIO e BIO/LEO (Fig. 4). 

Figura 4 – Atividade anti-MMP (Metaloprotease). Ininbição de Matriz de Metaloprotease 9 e 2, por MTAHP, 
MTAHP/LEO, BIO, BIO/LEO na diluição 1:15 em Unidade de Fluorescencia Relativa (UFR). MMP ativa diluída 
como controle positivo (C+), Ilomastat 25µM como controle inibição (C-). 
 
 
 
ATIVIDADE ANTIBIOFILME POR TCDM 

 

A adição de LEO mostrou um aumento da capacidade antibiofilme dos materiais 

MTAHP e BIO sobre biofilme mono-espécie de C. albicans (P < 0.05). Sobre biofilme de E. 

faecalis, BIO/LEO reduziu significativamente a contagem de UFC quando comparado com 

BIO e com o controle (P < 0.05).   

No TCDM sobre biofilme dual-espécie, todos os materiais mostraram redução de C. 

albicans (P > 0.05), porém mostraram diferença significante com o controle (P < 0.05). A 

atividade antibiofilme contra E. faecalis em biofilme dual-espécie, MTAHP/LEO mostrou 

maior redução bacteriana com diferença significativa quando comparado aos cimentos 

MTAHP, BIO e BIO/LEO (P < 0.05). Todos os materiais mostraram difereça significante com 

o controle (P < 0.05). 
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Figura 5 – Atividade antibiofilme por Teste de Contado Direto Modificado (TCDM) sobre biofilme mono-espécie 
(a) e biofilme dual-espécie (b), após 15 horas de exposição aos eluídos dos cimentos MTAHP, MTAHP/LEO, 
BIO, BIO/LEO na concentração de 50mg/mL, e água destilada (controle). Barras com letras diferentes representam 
diferenças significantes entre os cimentos e o controle (sobre cada micro-organismo); MTAHP, MTA Repair HP; 
LEO, Lemongrass Essential Oil; BIO, Biodentine; C, controle. 
 

 

DISCUSSÃO 

Este é o primeiro estudo da literatura a reportar a associação de LEO a cimentos 

reparadores à base de silicato de cálcio. A hipótese nula testada, de que a incorporação de LEO 

não alteraria as propriedades de MTA HP e Biodentine foi parcialmente aceita, uma vez que as 

propriedades físico-químicas e biológicas dos materiais não foram significantemente alteradas, 

enquanto que a atividade antimicrobiana apresentou aumento significativo. 

Quanto às propriedades físico-químicas, o tempo de presa dos materiais não foi alterado, 

os cimentos mantiveram sua capacidade de alcalinização e não houve diferença na solubilização 

para Biodentine, enquanto que para MTA HP houve um aumento no ganho de massa.  

O tempo de presa dos materiais é importante, uma vez que um tempo de presa longo 

pode comprometer a estabilidade dos cimentos, enquanto valores muito curtos dificultam a 
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aplicação clínica dos materiais (26). Nossos resultados não mostraram diferença no tempo de 

presa entre os cimentos avaliados. Embora não haja estudos comparando esta propriedade entre 

MTA HP e Biodentine, nossos valores foram semelhantes aos observados para MTA HP (5) e 

para o Biodentine (27). O cloreto de cálcio presente em Biodentine proporciona um tempo de 

presa mais curto ao material (28), enquanto que para o MTA HP,  o tempo de presa similar ao 

Biodentine pode ser justificado devido a maior área superficial, o que ocorre em cimentos com 

tamanhos de partículas reduzidos (29). 

O tempo de presa e a solubilidade dos materiais podem estar associados, uma vez que 

cimentos com  tempo de presa longo são mais suscetíveis à dissolução após sua aplicação (26). 

Nossos resultados mostraram ganho de massa para MTA HP com ou sem associação ao LEO, 

o que pode ter ocorrido em função de sua baixa solubilidade e alta absorção de água (30). 

Biodentine mostrou valores de solubilidade acima dos 3% recomendados pela ISO com ou sem 

a presença de LEO, o que corrobora estudos prévios (7) e pode ser relacionado com a presença 

de policarboxilato em seu líquido, que atua como surfactante promovendo a disperção das 

partículas do cimento (31).  

Embora a solubilidade possa comprometer a estabilidade do material, em contrapartida, 

valores mais altos de pH são encontrados em materiais mais solúveis (26). Estes altos valores 

de pH podem estimular o processo de reparo, induzindo mineralização e explicando o 

comportamento biológico dos materiais (26). Todos os cimentos avaliados mostraram 

capacidade de alcalinização do meio em todos os períodos, mesmo após a incorporação de LEO. 

Além da associação entre altos valores de pH e propriedades biológicas dos materiais, a 

potencial atividade antimicrobiana de cimentos à base de silicato de cálcio ocorre 

principalmente devido à sua alta alcalinidade (8). Ainda correlacionando as propriedades dos 

materiais, a baixa solubilidade e o curto tempo de presa evitam extrusão do material para os 

tecidos perirradiculares e pode colaborar com as propriedades biológicas dos mesmos (5).  

A proposta de adicionar 1% de LEO manteve a citocompatibilidade de MTAHP e 

Biodentine. Tais cimentos reparadores são considerados materiais com adequadas propriedades 

biológicas (5, 27). Por outro lado, a citocompatibilidade de LEO foi estudada sobre fibroblastos 

de dérmicos humanos (32) e mostrou ser concentração dependente, reduzindo a viabilidade 

celular em 5% quando usadas concentrações maiores que 25% (v/v) de LEO. Portanto, torna-

se importante determinar o efeito da concentração proposta neste estudo sobre células 

“osteoblast-like”. Embora a associação de LEO tenha afetado negativamente a viabilidade 

celular quando mais concentrado, esta associação manteve a citocompatibilidade dos materiais. 

No entanto, estudos in-vivo devem ser realizados antes de recomendar seu uso clínico. 
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Com relação ao potencial bioativo, a adição de LEO diminuiu a atividade da fosfatase 

alcalina dos cimentos MTAHP e Biodentine. MTAHP mostrou maior atividade da ALP nos três 

períodos avaliados. A maior atividade de ALP foi evidenciado após 7 dias de contato, 

concordando com outros estudos (23). Por outro lado, na avaliação de formação de nódulos de 

mineralização pelo teste de ARS, embora seja evidente que todos os materiais estudados 

induziram produção de nódulos de mineralização, Biodentine e Biodentine/LEO foram os que 

mais induziram.  

Esses resultados corroboram estudos prévios que mostraram as boas propriedades 

biológicas de MTA HP (5) e Biodentine (27). Além disso, nossos resultados mostram que 

mesmo que a adição de LEO possa ter alterado as propridedades dos cimentos em algumas 

concentrações e momentos específicos, tal associação manteve a biocompatibilidade e 

bioatividade dos mesmos. 

A adição de LEO a MTAHP e Biodentine não alterou a inibição de MMP-2 e -9. Todos 

os materiais mantiveram os níves de MMP-9 e diminuíram os níveis de MMP-2. Embora a 

avaliação de MMP não seja comum para cimentos reparadores endodônticos, as MMP 

participam como mediadores de processos fisiológicos e patológicos de formação e reabsorção 

óssea. A ausência de MMP-9 tem sido associada a inibição de mineralização, e o aumento de 

MMP-2 está relacionado a maior inflamação (33). 

Embora cimentos à base de silicato de cálcio possam apresentar certa atividade 

antibacteriana intrínseca em função de sua capacidade alcalinizante e liberação de hidróxido de 

cálcio (11), esta propriedade é insuficiente na condução de uma erradicação completa das 

bactérias residuais, o que pode levar a uma reinfecção secundária (12). Koutroulis et al (34) ao 

avaliarem a biocompatibilidade e propriedades antimicrobianas de cimentos hidráulicos, 

observaram que Biodentine mostrou efeito antimicrobiano apenas sobre S. mutans. Além disso, 

ElReash et al (8) ao avaliarem MTA HP afirmaram que o efeito antimicrobiano de cimentos de 

silicato de cálcio contra espécies bacterianas estritamente anaeróbicas ainda é questionável. 

Jardine et al (10) avaliaram a viabilidade do biofilme de várias espécies após contato com 

diferentes cimentos hidráulicos e observaram uma viabilidade superior a 50% em todos os 

grupos, sendo que Biodentine mostrou-se semelhante ao grupo controle negativo. Os autores 

afirmam que é essencial entender que esses cimentos biocerâmicos são indicados para situações 

clínicas infectadas e que, portanto, procedimentos de desinfecção complementar devem ser 

idealizados (10). Desta forma, muitos estudos são realizados a fim de tentar desenvolver um 

material com atividade antibacteriana superior (12). 
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No tratamento do canal radicular, a remoção de biofilmes e matéria orgânica que possam 

servir como nutrientes para bactérias residuais é fundamental. Desta forma, a partir de seus 

mecanismos de ação específicos, substâncias naturais com potencial antibiofilme podem ser 

aplicadas na endodontia (35). Nossos resultados mostraram que a associação de LEO aumentou 

a atividade antimicrobiana sobre biofilme mono-espécie e dual-espécie de Enterococcus 

faecalis e Candida albicans.  

A incorporação de um óleo essencial como LEO aos cimentos à base de silicato de cálcio 

pode auxiliar na inibição da formação de biofilme (efeito preventivo) ou, alternativamente, 

atuar em biofilmes já formados (efeito terapêutico) (35), mantendo sua ação ao longo do tempo, 

como mostrado pela alcalinização do meio mesmo após 21 dias de avaliação. As associações 

estudas apresentam um caráter promissor na endodontia, uma vez que os cimentos mantiveram 

suas boas propriedades físico-químicas e biológicas e aumentaram sua atividade 

antimicrobiana. 

 

Conclusão 

A associação de LEO a 1% aos cimentos reparadores MTA HP e Biodentine aumenta a 

atividade antimicrobiana desses materiais, sem alterar significativamente suas propriedades 

físico-químicas (tempo de presa, solubilidade e pH) e mantendo a citocompatibilidade e 

potencial bioativo, mostrando-se promissora para aplicação clínica. 
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4 DISCUSSÃO  

 

Cimentos reparadores endodônticos à base de silicatos de cálcio, conhecidos como 

Cimentos Hidráulicos de Silicato de Cálcio (CHSCs)71, são utilizados em regiões contaminadas 

ou infeccionadas, como retroobturações e perfurações radiculares. Desta forma, maior atividade 

antimicrobiana destes materiais é desejável. Diversas associações foram propostas, 

principalmente com substancias sintéticas31-34,36-38. A substância mais associada a CHSC é a 

Clorexidina (CLX), que demonstra aumentar a ação antimicrobiana contra diversas espécies, 

incluindo E. faecalis e C. albicans31-34. No entanto, a adição de CLX a CHSC influenciou 

negativamente nas propriedades físico-químicas e biológicas deste material36-38. 

 O desenvolvimento de resistência bacteriana é uma preocupação para os pesquisadores 

da área da saúde, que buscam substâncias alternativas72,73. Os óleos essenciais (OEs) são 

utilizados para o tratamento de várias doenças desde os tempos antigos. A segurança e a eficácia 

dos OEs foram comprovadas por ensaios clínicos41. Os OEs e polifenóis de plantas têm 

potencial antimicrobiano e imunomodulador no tratamento e prevenção de cáries e doenças 

periodontais74,75. Desta forma, na odontologia os OEs apresentam potencial para serem usados 

como agentes preventivos ou terapêuticos para várias doenças bucais41,76,77. 

 Deste modo, no presente estudo, propusemos a associação de três OEs, FAR, TEO e 

LEO, a dois cimentos reparadores endodônticos, MTAHP e BIO, com o objetivo de 

potencializar a sua limitada efetividade antimicrobiana, e avaliar a influência destas associações 

nas propriedades físico-químicas e potencial de biocompatibilidade e bioatividade. 

 FAR compromete a integridade da membrana bacteriana, é capaz de reduzir a biomassa 

de biofilme, e não provoca resistência bacteriana44. Em odontologia, este óleo mostrou 

capacidade de inibir a formação de biofilme de C. albicans e/ou S. mutans46. Em endodontia, 

FAR foi usado como solução irrigadora, mostrando atividade antibacteriana e capacidade de 

reduzir a biomassa de biofilme de E. faecalis78, sendo recomendado como irrigador auxiliar por 

possuir capacidade antimicrobiana e anti-adesão de biofilme contra E. faecalis, C. albicans e 

P. aeruginosa79 e baixa citotoxicidade e genotoxicidade80. 

 TEO apresenta propriedades antissépticas, anti-inflamatórias, antioxidantes, 

antimicrobianas de amplo espectro e antifúngica50-52. Em Odontologia, Carvacrol, o principal 

componente de TEO demonstra atividade antibacteriana e antibiofilme contra S. mutans, P. 

gingivalis ou F. nucleatum, sendo recomendado como agente alternativo para prevenir e tratar 

doenças periodontais em paciente implantados54. TEO como substituto de eugenol para 

obturação de dentes decíduos, foi eficaz contra S. aureus, E. faecalis, E. coli e P. aeruginosa55. 
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 LEO é um eficaz antifúngico e anti-inflamatório, sendo eficaz contra C. albicans, C. 

tropicalis e A. niger57. LEO é um potente antimicrobiano, mostrando efetividade em 

odontologia contra periodontopatógenos, capaz de inibir o crescimento de P. gingivalis e B. 

megaterim, assim como de várias cepas de Helicobacter pylori58; assim como capacidade 

antibacteriana e antibiofilme contra espécies cariogênicas, S. mutans e L. acidophilus56,58,59. 

 Tais achados corroboram nossos resultados, que mostraram aumento da capacidade 

antibiofilme dos materiais MTAHP e BIO sobre biofilme mono- e dual-espécies de 

Enterococcus faecalis e/ou Candida albicans, quando associados a FAR, TEO e LEO. 

 As propriedades físico-químicas avaliadas em nosso estudo foram tempo de presa, 

solubilidade e pH. O tempo de presa dos CHSCs deve ser suficiente para permitir a manipulação 

e uso clínico, no entanto, tempo de presa prolongado está associado a maior solubilidade81. 

Estudos anteriores mostraram tempo de presa de BIO entre 1682 e 85.66 minutos83 e de MTAHP 

entre 2284 e 85 minutos18. Os materiais avaliados tiveram tempo de presa entre 32 e 35 minutos, 

sem diferença quando adicionados aos OEs. Desta forma, nossos resultados mostraram que a 

adição de FAR, TEO e LEO a MTAHP e BIO não prejudicou o tempo de presa dos materiais. 

 A capacidade de selamento pode ser associada a menor solubilidade dos materiais. A 

ISO 6876:201285 recomenda menos de 3% de perda de massa total para cimentos obturadores 

endodônticos após imersão em água destilada por 24 horas. Neste estudo foi avaliada a 

solubilidade de cimentos reparadores endodônticos após imersão em água durante 7 dias, a fim 

de observar o comportamento dos materiais após um período mais prolongado de imersão. 

MTAHP e suas associações ganharam massa, e BIO e suas associações perderam massa. Estes 

resultados estão de acordo com estudo que mostrou 1.62% de ganho de massa para MTA e 

6.82% de perda de massa para BIO aos 7 dias de imersão em água86. Além disso, estudos 

prévios mostraram que MTAHP ganhou 2,2% de massa após imersão em água por 24 horas84 

e BIO mostrou perda de massa  de 2.28% no mesmo período de avaliação87.  

 A capacidade de alcalinização de CHSC é importante, uma vez que meios alcalinos são 

associados a maior bioatividade osteogênica e atividade antibacteriana dos materiais88. O pH 

de CHSC é estudado na literatura82,89. A capacidade de alcalinização é o resultado da hidratação 

de silicatos que formam hidróxido de cálcio, o qual se dissocia alcalinizando o meio90. A 

associação de FAR, TEO e LEO em MTAHP e BIO, não prejudica a capacidade de 

alcalinização dos materiais. Ainda, a adição destas substancias naturais melhora o manuseio e 

a consistência de MTAHP e BIO. 

 Os CHSCs regulam positivamente a diferenciação de osteoblastos, fibroblastos, 

cementoblastos, odontoblastos, células pulpares e células tronco. Eles podem induzir a 



 76 

formação química de um revestimento de fosfato de cálcio/apatita quando imersos em fluidos 

biológicos71. 

 Considerando que os CHSC podem ficar em intimo contato com osteoblastos quando 

utilizados clinicamente, é relevante a avaliação celular quando em contato com os materiais. 

Neste estudo foram utilizadas células humanas “osteoblastic-like” (Saos-2)91,92. Para uma 

avaliação confiável da citotoxicidade é interessante a realização simultânea de parâmetros 

celulares, podendo identificar eventuais efeitos citotóxicos e mecanismo de toxicidade dos 

cimentos91. Portanto, foram realizados os testes MTT e VN para avaliação da viabilidade celular 

em contato com os eluídos dos materiais. O teste MTT avalia a atividade metabólica celular 

baseada na atividade da enzima mitocondrial succinato desidrogenasse que converte o sal de 

tetrazólio em cristais de formazán de cor violeta. A absorbância dos cristais de formazan 

solubilizados é proporcional ao número de células viáveis. NR é um ensaio baseado na 

incorporação de corante NR em lisossomos/endossomas e vacúolos de células vivas, a perda de 

captação de NR corresponde à perda de viabilidade celular93. No presente estudo, todos os 

cimentos apresentaram citocompatibilidade (MTT e NR). No entanto, a diluição 1:1 mostrou 

algumas diferenças; MTAHP apresentou maior viabilidade celular; a adição de FAR, TEO e 

LEO ao MTAHP diminuiu a viabilidade celular na diluição 1:1; por outro lado, a associação de 

FAR e LEO a BIO não influenciou, mas TEO aumentou a citotoxicidade de BIO sem diluição. 

Nas outras diluições avaliadas (1:5, 1:10, 1:15 e 1:30), a adição de FAR, TEO e LEO não 

interferiu na viabilidade celular. Nossos resultados dos materiais de referência MTAHP e BIO 

coincidem com outros estudos19,87. No entanto, não é possível uma comparação direta dos 

materiais associados a FAR, TEO e LEO, devido a não haver estudos similares na literatura.  

 A capacidade dos CHSCs de promover depósito de fosfato de cálcio sugere seu uso na 

remineralização da dentina e regeneração tecidual, confirmando sua capacidade de induzir a 

formação de tecidos mineralizados71. Portanto, foi avaliada a influência das associações 

propostas neste trabalho com respeito ao potencial bioativo dos materiais puros. 

 A capacidade de induzir tecido mineralizado foi avaliada pelos ensaios de ALP e ARS. 

A ALP é diretamente proporcional a biomineralização94. Houve aumento na ALP para MTAHP, 

MTAHP/FAR, MTAHP/TEO MTAHP/LEO, BIO e BIO/FAR, nos períodos avaliados, 

evidenciando um incremento na atividade da ALP com o tempo, conforme já evidenciado87,91,92. 

Por outro lado, a adição de TEO e LEO a BIO, diminuiu significativamente a atividade de ALP 

nos três períodos avaliados. Os CHSCs induzem a deposição de nódulos de cálcio quando em 

contato com células Saos-291,92 e células da polpa dental humana95 pelo teste de ARS. Este foi 

realizado para ver a influência das associações propostas aos CHSCs. Após 21 dias de cultura 
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com os diferentes eluídos com meio osteogênico, todos os materiais induziram depósito de 

cálcio. MTAHP teve resultados semelhantes ao controle. As associações, FAR, TEO e LEO, ao 

MTAHP e ao BIO, assim como BIO produziram maior quantidade de nódulos de mineralização, 

evidenciando que estas substâncias naturais não interferem nesta propriedade dos CHSCs. 

 As Metaloproteinases de Matriz (MMPs) são a principal família de proteases 

responsáveis pela clivagem de proteínas, gerando moléculas bioativas96. Numerosas funções 

foram atribuídas a essas proteínas, incluindo diferenciação de osteoblasto/osteócito, formação 

óssea, solubilização do osteóide durante a reabsorção óssea, recrutamento e migração de 

osteoclastos e como fator de acoplamento no remodelamento ósseo em condições fisiológicas96. 

A literatura das MMPs em odontologia é artificialmente inclinada para as gelatinases MMP-2 

e MMP-997. 

 MMP-2 e 9 são normalmente encontradas no complexo dentino-pulpar, o pH neutro da 

dentina aumenta atividade de MMP; enquanto que em cárie, as bactérias acidificam o meio, o 

que baixa a atividade das MMPs. Por outro lado, a inflamação pulpar irreversível está 

relacionada ao desequilíbrio das MMPs. A presença de MMP-9 pode contribuir para a 

remodelação tecidual. Por outro lado, no tecido ósseo, a ausência de MMP-9 tem sido associada 

à inibição de mineralização, e o aumento de MMP-2 está relacionado a maior inflamação. 

Assim, para o tratamento da periodontite são usados inibidores de MPs97. 

 Os nossos resultados mostram que os materiais não mostraram atividade anti-MMP-9, 

o que poderia contribuir para a cicatrização pulpar e formação de dentina reparadora. Assim 

mesmo, os CHSCs avaliados foram capazes de inibir MMP-2, o que poderia ser favorável para 

a recuperação do tecido periodontal periapical. Não existem estudos na literatura avaliando os 

CHSCs com atividade de MMPs. Além das MMP-2 e 9, muitas outras estão presentes em 

processos fisiológicos e patológicos de dente e periodonto97. Desta forma, mais estudos nesta 

área seriam importantes para complementar os achados do presente estudo.   

 A atividade antimicrobiana e antibiofilme dos cimentos e suas associações foi avaliada 

contra células planctônicas e biofilme, mono- e dual-espécies, de E. faecalis e C. albicans. Estes 

micro-organismos são usados para avaliar o potencial antimicrobiano de materiais utilizados no 

tratamento endodôntico, como soluções irrigadoras, cimento obturador e reparador47,78,79. São 

micro-organismos que podem persistir no sistema de canais radiculares e na região 

perirradicular (E. faecalis e C. albicans) sendo vinculados às infecções endodônticas 

secundárias/persistentes98-101. Foi realizado o teste por contato direto modificado (TCDM) 

adaptado de Arias-Moliz et al.102 (2015), por ser um método quantitativo e reproduzível, que 

simula o contato dos micro-organismos testados com os materiais reparadores endodônticos no 
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interior da retrocavidade; consiste na mensuração do crescimento microbiano pelo íntimo 

contato entre o micro-organismo e o material102. Após tais avaliações, nossos resultados 

mostraram um aumento na capacidade antibiofilme dos materiais MTAHP e BIO sobre biofilme 

mono- e dual-espécies de Enterococcus faecalis e/ou Candida albicans, quando associados a 

FAR, TEO e LEO, mostrando potencial para uso clínico, melhorando o prognóstico do 

tratamento. 
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5 CONCLUSÃO 

 

A   adição de OEs, Farnesol, Thyme Essencial Oil e Lemongrass Essencial Oil, aos 

cimentos reparadores endodônticos, MTA Repair HP e Biodentine, potencializou a atividade 

antibiofilme e não prejudicou as propriedades físico-químicas de tempo de presa, solubilidade 

e pH destes materiais. Além disso, os materiais mantiveram-se citocompatíveis e mostraram 

potencial bioativo.  
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APÊNDICE A – METODOLOGIA EXPANDIDA 

 
1. AVALIAÇÃO DAS PROPRIEDADES FÍSICO-QUÍMICAS 

 

1.1. Tempo de presa 

Para determinar o tempo de presa (n=5) foram utilizados anéis metálicos com 10 mm 

de diâmetro interno e 1 mm de altura, os quais foram preenchidos com o cimento a avaliar, 

deixando a superfície a mais lisa possível para facilitar a visualização da marca da agulha 

durante o teste. O tempo de manipulação, desde o começo da mistura até a acomodação nos 

anéis foi conferido, sendo comparado com o tempo recomendado com o fabricante, no entanto 

o tempo de presa foi aferido desde o momento em que o material esteve acomodado. A 

avaliação seguiu as especificações da ISO 6876/2012, as medições foram feitas a cada 3 

minutos durante a primeira meia hora, 5 minutos até as 2 primeiras horas e a cada 15 minutos 

desse período em diante. Ao atingir a presa as medições continuaram sendo realizadas até a 

presa final. Para determinar a presa foi utilizada agulha de Gilmore com massa de 100 ± 0,5g e 

diâmetro de 2 ± 0,1 mm apoiada sobre a superfície do cimento. Os materiais foram mantidos 

na estufa a 37ºC ± 1ºC com 95% de umidade relativa durante a análise e a agulha foi limpa com 

gaze a cada medição.  

 
Figura 1 – Tempo de presa 

 

 
Fonte: Arquivo pessoal do autor. 
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1.2 Solubilidade 

O teste de solubilidade foi realizado segundo Carvalho-Junior et al. (2007). Foram 

confeccionados corpos-de-prova com 7,75 mm de diâmetro e 1,5 mm de altura (n=5), com ajuda 

de um molde de silicone de adição (fluida). Um lado do molde foi cortado sem profundidade 

para facilitar a acomodação do fio de nylon, uma vez posicionado cada molde foi preenchido e 

o fio de nylon impermeável novamente acomodado no interior do material, para que fique o 

mais centralizado possível; foram armazenados em estufa com temperatura de 37°C e 100% de 

umidade, durante 3 vezes o tempo de presa (aprox. 15 horas). Os corpos-de-prova foram 

removidos dos moldes, colocados em dessecador a vácuo com sílica, e a massa foi mensurada 

em balança de precisão até obter estabilidade da massa inicial (aproximadamente 7 dias). A 

massa é considerada estável quando em um período de 24 horas o peso não se modifica mais 

que 0,001 g. Assim quando se confirmou a estabilidade da massa inicial, os corpos-de-prova 

foram suspensos no interior de recipientes plásticos com tampa contendo 7,5 ml de água 

destilada e deionizada com a fixação dos fios de nylon, bem centralizados, de tal forma que os 

corpos-de-prova não tivessem contato com a superfície interna do recipiente. Os recipientes 

permaneceram em estufa a 37°C durante 7 dias, após o período, os corpos-de-prova foram 

removidos da água, lavados com água destilada, secos com papel absorvente e colocados 

novamente em desumidificador até obter estabilidade da massa final (aproximadamente 15 

dias). A perda de massa foi expressa em porcentagem da massa original. Assim quando o 

resultado é positivo significa que o corpo perdeu massa, e quando negativo que ganhou. 

 
Figura 2 - Solubilidade 

Fonte: Arquivo pessoal do autor. 
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1.3 pH 

Para a mensuração da capacidade de alcalinização do meio dos materiais, foi 

mensurado o pH da água em contato com o material. Tubos de polietileno com 10 mm de 

comprimento e 1,6 mm de diâmetro foram preenchidos com cada material (n=10). Cada tubo 

foi imerso em 10 ml de água deionizada cujo pH foi aferido previamente (Guerreiro-Tanomaru 

et al. 2011) e mantido na estufa a 37ºC durante os períodos experimentais. Transcorrido cada 

período de avaliação, 1, 3, 7, 14 e 21 dias, os tubos com o material foram transferidos para 

novos frascos com o auxílio de uma pinça e a solução resultante de cada um dos frascos 

utilizados foi utilizada para realizar a aferição do pH, realizada com 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 calibragem do pHmetro durante todo o período experimental. Após 

as mensurações em triplicata, os dados foram tabulados e analisados estatisticamente. 

 
Figura 3 – pH 

 
Fonte: Arquivo pessoal do autor. 
 

 

2. AVALIAÇÃO DA CITOTOXICIDADE E POTENCIAL BIOATIVO 

Para a análise da citotoxicidade e bioatividade celular. Foram utilizadas as células 

imortalizadas SAOS-2 (células osteoblásticas derivadas de osteossarcoma humano). 

 

2.1 Preparo dos Eluídos dos Cimentos 

Nessa etapa, 0,5 g de cada material foram manipulados nas devidas proporções (Tabela 

1) e acomodados no fundo do poço de placas de cultura de 12 poços, mantidos na estufa a 37°C 

e 95% de umidade por 15 h para completa presa. Depois as placas foram expostas a luz U.V. 
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durante 30 minutos para prevenção de contaminação, sendo então colocados 5 ml de meio de 

cultura D-MEM sem soro fetal bovino (SFB- Gibco/Life Tecnologies) em contato com os 

materiais por 24 h em estufa (37°C, 95% umidade e 5%CO2) para obtenção do eluído de cada 

material. 

 

2.2 Cultura de Células 

Foram utilizadas células osteoblásticas humanas (SAOS-2, linha ATCC HTB-85) por 

meio de monocamada em frascos T-75 (Corning, Union City, CA), contendo meio de cultura 

D-MEM (Sigma/Aldrich) suplementado com 10% de SFB, penicilina (100 UI/ml) e 

estreptomicina (100 mg/ml). As células foram cultivadas duas vezes por semana a 37ºC, 95% 

de umidade, 5% de CO2. As células aderentes em fase logarítmica de crescimento foram 

removidas por uma mistura de tripsina/EDTA 0,25% (Gibco- BRL, Gaithersburg. MD) a 37˚C 

durante 3 minutos, para depois ser distribuídas nas placas de cultura específica para cada ensaio 

na concentração necessária. 

 
Figura 4 – Cultura de células e preparo dos eluídos 

Fonte: Elaboração própria 

 

2.3 Ensaios de Citotoxicidade 

A citotoxicidade foi avaliada com os ensaios de MTT (3-(4,5-dimetyl-thiazoyl)-2,5-

diphentl-tetrazolium bromide) e Vermelho Neutro. As células foram plaqueadas a 

concentrações de 1x105 em placa de 96 poços contendo meio de cultura D-MEM 5% SFB por 

24 h a 37°C, 95% de umidade e 5% de CO2 para obter células aderidas antes da exposição ao 

material. SAOS-2 serão expostas aos eluídos dos materiais nas concentrações de 1:1, 1:5, 1:10, 

1:15 e 1:30, como controle negativo foi utilizado DMEM sem soro e como controle positivo 

Dimetilsilfóxido (DMSO). durante 24 h, de acordo com a ISO 10993-5 /2009. 

2.3.1 Ensaio de MTT 

MTT está baseado na conversão do sal de tetrazólio para cristais violetas insolúveis de 

fromazan, determinando a citoxicidade pela taxa de viabilidade celular. Para este ensaio, os 
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eluídos dos cimentos foram trocados por 100 µl de uma solução de D-MEM sem SFB contendo 

5 mg/ml de MTT e as placas incubadas por 3h, a 37°C, 95% de umidade e 5% de CO2. Depois 

disso, o conteúdo dos poços foi removido e o produto colorimétrico solubilizado em 100 µl de 

isopropanol acidificado 0.04 N (Sigma-Aldrich). As densidades óticas das soluções foram 

mensuradas no espectofotrómeto (Elx800; Instrumentos Bio-Tek, Winooski, VT, USA) a 

570nm de cumprimento de onda (Yoshino et al., 2013). As leituras da absorbância foram 

normalizadas com o grupo de células expostas a D-MEM (controle), e representou a atividade 

das células viáveis. 

 

2.3.1 Ensaio de Vermelho Neutro 

Vermelho Neutro é um corante vital que é incorporado através de endocitose e 

acumulado no lisossomo de células que possuem suas membranas intactas. Para este ensaio, o 

eluído dos cimentos foi trocado por uma solução de 0.1 ml de meio D-MEM contendo 50 µg 

VN/ml (Sigma-Aldrich) e as placas incubadas a 37°C, 95% de umidade e 5% de CO2 por 3 h. 

Depois, o conteúdo dos poços foi removido e o produto colorimétrico solubilizado em 100 µl 

de solução de etanol (50% etanol e 1% ácido acético) (Sigma-Aldrich). As densidades óticas 

das soluções foram mensuradas com espectofotómetro (Elx800) a 570nm (Scelza et al., 2012). 

 
Figura 5 – Ensaios de citotoxicidade 

 
Fonte: Elaboração própria 
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2.4 Ensaios de Bioatividade Celular 

A bioatividade foi avaliada com o ensaio da atividade enzimática da fosfatase alcalina 

e ensaio de Vermelho de Alizarina. 

 

2.4.1 Ensaio da Atividade Enzimática da Fosfatase Alcalina  

A fosfatase alcalina (ALP) é um dos principais marcadores da atividade osteoblástica, 

presente no processo de mineralização. Sua atividade é avaliada através da formação de 

timolftaleína, de cor azul, para o qual foi utilizado o kit Fosfatase Alcalina (Labtest Diagnóstica, 

Lagoa Santa, MG, Brasil). 

Após contagem e plaqueamento das células (5 x 104 células/mL) em placas de 96 poços, 

foram incubadas 24 horas; para depois ser expostas aos diferentes eluídos dos cimentos 

avaliados na concentração de 1:15, durante os períodos de 1, 3 e 7 dias. Após cada período, o 

eluído dos cimentos foi removido e a monocamada de células lavada com 200 µl de PBS 1X. 

Em seguida, foram acrescentados 200 µl de uma solução de Lauril sulfato de sódio 

(Sigma/Aldrich) 1% a cada poço. Após 30 minutos a temperatura ambiente, 12,5 µl do conteúdo 

de cada poço foi transferido para tubos eppendorf contendo, tampão e substrato da enzima, 

conforme o procedimento padrão do KIT. Os eppendorfs foram incubados 10 minutos a 37°C 

e 500 µl do reagente de cor foram adicionados. Para a obtenção dos resultados, 100 µl de cada 

eppendorf foram passados a uma placa de 96 poços para leitura em leitor de microplacas 

automático (ELx800; Instrumentos Bio-Tek, Winooski, VT), com densidade de onda de 590nm, 

e os resultados obtidos foram submetidos a análises estatísticas. O experimento foi realizado 

em triplicata. 

A quantificação da enzima é dada pela seguinte fórmula: 

 

 

 

2.4.2 Ensaio De Vermelho de Alizarina  

O corante vermelho de alizarina é usado para identificar o depósito de cálcio em cultura de 

células. As células foram contadas e plaqueadas (1 x 104 células/mL) em placas de cultura de 

24 poços (n=3). Durante 21 dias, o meio de cultura D-MEM osteogênico (D-MEM 10% SFB; 

100 IU/ml penicilina; 100mg/ml estreptomicina; 0.023 g/ml β-glicerolfosfato; 0.055 mg/ml 

ácido ascórbico – Sigma/Aldrich) com o substrato dos materiais, em diluição 1:15, foi renovado 

a cada 48h. O meio foi aspirado, os poços lavados com PBS 1X e as células fixadas com 10% 

de paraformaldeído (Sigma/Aldrich) a temperatura ambiente por 15 minutos. As monocamadas 

Fosfatase Alcalina (U/L) = Abs da amostra/Abs padrão x 45 
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foram lavadas 2 vezes com água destilada para a posterior adição de 500 µL 40 mM Alizarin 

Red S (2%/pH 4.1). As placas ficaram a temperatura ambiente por 20 minutos. Após a aspiração 

do corante, os poços foram lavados cuidadosamente 2 vezes com 1 ml de água destilada. As 

placas foram deixadas 2 minutos a temperatura ambiente para secagem, e imediatamente depois 

fotografadas (Canon EOS Rebel T5i, Canon Inc, Tokyo, Japan). Em seguida, a mineralização 

foi quantificada pela dissolução dos nódulos com 0,5 mL da solução de 10% de cloreto de 

cetilpiridinio (Sigma-Aldrich). Três alíquotas de 100 µL da ressuspensão de cada poço foi 

transferida para uma placa de 96 poços e a leitura foi realizada em espectofotômetro com filtro 

de 562nm de comprimento de onda. Os ensaios foram realizados em triplicata (n = 3) e repetido 

três vezes em tempos independentes. 

 
Figura 6 – Ensaios de bioatividade celular 

Fonte: Elaboração própria 
 
 
 
2.5 Atividade Anti-MMP  

 A capacidade de inibição de Metaloproteinases de Matriz (MMP) foi realizado segundo 

Gutierrez et al. 2019 usando MMP-2 e MMP-9 recombinante com kits fluorométricos de MMP 

(SensoLyte assay kits; AnaSpec, Fremont, CA, USA), seguindo as recomendações do 



 95 

fabricante. Os materiais foram manipulados (tabela 1) para obtenção dos eluídos dos cimentos 

na mesma concentração utilizada nos ensaios anteriores, e as MMP ativadas (pré-incubadas 

com 10mM de amino-phenyl mercuric acetate (APMA)) foram misturados com substrato 

peptídico de transferência de energia de ressonância de fluorescência 5-FAM / QXLTM 520 

(FRET) em tampão de ensaio usando placas de 96 poços. Para o peptídeo FRET intacto, a 

fluorescência de 5-FAM foi anulada por QXL 520. Após a clivagem em 2 fragmentos separados 

por MMPs, a fluorescência de 5-FAM foi recuperada e monitorada em comprimentos de onda 

de excitação/emissão (490/520nm, respectivamente). Após 1 h de incubação, o sinal de 

fluorescência foi lido por um leitor de microplacas (Synergy HT; Bio-Tek Instrument Inc., 

Winooski, VT, EUA)  e expresso como unidades fluorescentes relativas (RFU) MMPs ativas 

diluídas foram usadas como controle positivo; O Ilomastat 25µM foi usado como controle 

inibidor, e os controles do composto de teste sem MMP foram adicionados para avaliar sua 

autoimunofluorescência. Foram realizadas seis amostras de cada grupo para cada ensaio de 

MMP. 

 
Figura 7 – Atividade anti-MMP 

Fonte: Elaboração própria 
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3. AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIBIOFILME 

Todos os procedimentos foram realizados em câmara de fluxo laminar (Telstar 

Technologies, S.L.–BV 100, Terrassa, Espanha). Foram utilizadas cepas padrão de 

Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e Candida albicans (ATCC 10231). Cultura pura E. 

faecalis foi cultivada overnight em Tryptic Soy Broth-TSb (Difco, Detroit, MI, EUA) e de C. 

albicans cultivada em Sabouraud Dextrose Broth – SB (Difco, Detroit, MI, EUA). Os inóculos 

foram preparados a partir de suspensões microbianas preparadas e ajustadas a uma densidade 

óptica equivalente a 1 x 108 CFU mL-1, tanto para os biofilmes mono-espécie como para os 

dual-espécies. 

 
3.1 Atividade Antibiofilme: Teste de Contato Direto Modificado (TCDM) 

Blocos de dentina esterilizados medindo 5 mm x 5 mm x 0,7 mm (largura x 

comprimento x espessura) foram submersos em TSb (2 mL) contendo 1% do inóculo (1 x 108 

UFC mL-1) nos biofilmes de E. faecalis, com trocas do meio de cultura total a cada 48 horas. 

Os biofilmes de C.albicans e os biofilmes com as duas cepas associadas, foram induzidos 

utilizando meio de cultura RPMI-1640 (+L-glutamine, +25mM HEPES buffer, -sodium 

bicarbonate) (Gibco, R 23400-013 1L, Life Technologies, USA) e 28 g de glicose, com inóculos 

na concentração citada acima e trocas a cada 24 h. Os três tipos de biofilmes foram 

desenvolvidos em Placas de cultura de 24 poços. As placas foram mantidas em ambiente 

microaerófílo por 14 dias para o biofilme mono-espécie de E. faecalis, e em aerofilia por 5 dias 

para os biofilmes mono-espécie de C. albicans e dual de E. faecalis/C. albicans. Todos 

biofilmes foram mantidos em incubadora de bancada shaker (Modelo 0816M28, Quimis 

aparelhos científicos LTDA, Diadema, SP, Brasil) a 37ºC com 80rpm. Após os períodos de 

indução, os eluídos dos materiais foram preparados, em concentração de 50mg/mL. Os 

materiais foram manipulados segundo as proporções da Tabela 1, colocados em tubo falcon de 

15 mL com 10 mL de água destilada e imediatamente misturados em vórtex por 1 min (Modelo 

Q220, Quimis Aparelhos Científicos Ltda., Diadema, SP, Brasil), mantidos em estufa a 37ºC 

durante 48 h. Em seguida, os blocos de dentina com biofilme formado foram lavados uma vez 

em PBS para remoção de células microbianas não aderidas e  colocados individualmente em 

um eppendorf de 0,5 mL com 400µL de eluído dos materiais, os quais permaneceram em 

contato por 15 h, para o controle foi utilizado água destilada. Após este período, cada bloco de 

dentina foi colocado em um microtubo contendo 1 mL de solução salina e pérolas de vidro e 

foram agitados em vórtex por 1 min (Modelo Q220, Quimis Aparelhos Científicos Ltda., 
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Diadema, SP, Brasil). Posteriormente, foi realizada diluição decimal seriada e plaqueamento de 

três alíquotas de 20µL de cada uma das suspensões, em placas de Petri contendo meio de cultura 

de Tryptic Soy Agar (TSa), para E. faecalis do biofilme mono-espécie; Sabouraud Dextrose 

Agar (SBa), para C. albicans do biofilme mono- e dual-espécie e m-Enterococcus Agar para 

isolamento de E. faecalis do biofilme dual-espécie. As placas foram incubadas a 37ºC por 48 

h. Foi realizada contagem de UFC/mL e os dados foram submetidos à transformação 

logarítmica (log10). 
 

Figura 8 – Teste de contato direto modificado 

 

 

Fonte: Elaboração própria 
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