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Resumo 
 

Shimokomaki, PTSS. Avaliação da citotoxicidade, atividade antimicrobiana e 

liberação de íons de materiais de forramento a base de Silicato de cálcio. 2025. 

Dissertação (Mestrado em Ciência Odontológica, área de Saúde Bucal da Criança) - 

Faculdade de Odontologia de Araçatuba, Universidade Estadual Paulista, Araçatuba 

2025. 

Este estudo avaliou a atividade antimicrobiana, citotoxicidade e liberação de íons Ca²⁺, 

PO4
3- e F- dos materiais TheraBase, TheraCal LC, TheraCal PT e Fuji II LC. A liberação 

de íons foi analisada após imersão em água deionizada ou fluido corporal simulado (SBF) 

a 37 °C por 24 horas, seguida de espectrofotometria (Ca²⁺ e PO4
3-) ou eletrodo íon-

específico (F-). A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de halo de inibição 

em ágar contendo os seguintes microrganismos:  Streptococcus mutans, Lactobacillus 

casei, Actinomyces israelii, Candida albicans e Enterococcus faecalis. A viabilidade 

celular foi testada em odontoblastos pelo ensaio de MTT em odontoblastos por 24, 48 e 

72 horas. Análise estatística foi realizada com nível de significância de 5%. Para a 

avaliação da liberação de Ca2+, PO4
3- e F- dos materiais e avaliação da viabilidade celular 

foi usado ANOVA a dois critérios, seguida do teste de Student-Newman-Keuls test 

(p<0,05). Para avaliação do teste antimicrobiano foi usado ANOVA a um critério, seguida 

do teste de Student-Newman-Keuls test (p<0,05). O Fuji II LC apresentou maior liberação 

de F- em pH ácido, enquanto o TheraCal LC se destacou na liberação de Ca²⁺ em pH 

ácido. Não houve liberação de PO4
3- para nenhum dos materiais avaliados. Entre os 

materiais à base de Ca₂SiO₄, o TheraCal LC demonstrou maior atividade antimicrobiana 

contra A. israelii, L. casei e C. albicans. O TheraCal PT não apresentou potencial de 

inibição. Em relação à viabilidade celular, TheraCal LC e TheraBase mantiveram maior 

viabilidade após 72 horas, enquanto Fuji II LC foi mais citotóxico. Conclui-se que o 

TheraCal LC e o TheraBase são materiais promissores para aplicação clínica, pois o 

TheraCal LC demonstrou elevada liberação de Ca²⁺, enquanto o TheraBase apresentou 

liberação tanto de Ca²⁺ quanto de F⁻. Ambos os materiais apresentaram atividade 

antimicrobiana eficaz contra A. israelii, C. albicans e L. casei, além de garantir 

viabilidade celular satisfatória, superando os outros materiais testados. 

 

Palavras-chave: Capeamento da polpa dentária, Calcarea silicata, Fluoretos, Fósforo. 
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Abstract 
 

Shimokomaki, PTSS. Evaluation of cytotoxicity, antimicrobial activity and ion 

release of lining materials based on calcium silicate. 2025. Dissertação (Mestrado em 

Ciência Odontológica, área de Saúde Bucal da Criança) - Faculdade de Odontologia de 

Araçatuba, Universidade Estadual Paulista, Araçatuba 2025. 

 

This study evaluated the antimicrobial activity, cytotoxicity, and ion release (Ca²⁺, PO₄³⁻, 

and F⁻) of the materials TheraBase, TheraCal LC, TheraCal PT, and Fuji II LC. Ion 

release was analyzed after immersion in deionized water or simulated body fluid (SBF) 

at 37°C for 24 hours, followed by spectrophotometry (for Ca²⁺ and PO₄³⁻) or ion-specific 

electrode (for F⁻). Antimicrobial activity was assessed using the agar diffusion method 

with the following microorganisms: Streptococcus mutans, Lactobacillus casei, 

Actinomyces israelii, Candida albicans, and Enterococcus faecalis. Cell viability was 

tested in odontoblasts using the MTT assay after 24, 48, and 72 hours of exposure. 

Statistical analysis was performed with a significance level of 5%. For the evaluation of 

Ca²⁺, PO₄³⁻, and F⁻ ion release and cell viability, two-way ANOVA was used, followed 

by the Student-Newman-Keuls test (p < 0.05). For the antimicrobial test, one-way 

ANOVA was used, followed by the Student-Newman-Keuls test (p < 0.05). Fuji II LC 

showed the highest F⁻ release in acidic pH, while TheraCal LC was notable for its Ca²⁺ 

release under the same conditions. No PO₄³⁻ release was observed for any of the materials 

tested. Among the Ca₂SiO₄-based materials, TheraCal LC exhibited the highest 

antimicrobial activity against A. israelii, L. casei, and C. albicans, while TheraCal PT 

showed no inhibition potential. Regarding cell viability, TheraCal LC and TheraBase 

maintained higher viability after 72 hours, whereas Fuji II LC was more cytotoxic. In 

conclusion, TheraCal LC and TheraBase are promising materials for clinical application, 

as TheraCal LC demonstrated high Ca²⁺ release, while TheraBase released both Ca²⁺ and 

F⁻. Both materials exhibited effective antimicrobial activity against A. israelii, C. 

albicans, and L. casei, in addition to ensuring satisfactory cell viability, outperforming 

the other materials tested. 

 

Keywords: Pulp capping, Calcium silicate, Fluorides, Phosphorus. 
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Avaliação da citotoxicidade, atividade antimicrobiana e liberação de 

íons de materiais de forramento a base de Silicato de cálcio 

 

RESUMO  

 

Este estudo avaliou a atividade antimicrobiana, citotoxicidade e liberação de íons Ca²⁺, 

PO4
3- e F- dos materiais TheraBase, TheraCal LC, TheraCal PT e Fuji II LC. A liberação 

de íons foi analisada após imersão em água deionizada ou fluido corporal simulado (SBF) 

a 37 °C por 24 horas, seguida de espectrofotometria (Ca²⁺ e PO4
3-) ou eletrodo íon-

específico (F-). A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de halo de inibição 

em ágar contendo os seguintes microrganismos:  Streptococcus mutans, Lactobacillus 

casei, Actinomyces israelii, Candida albicans e Enterococcus faecalis. A viabilidade 

celular foi testada em odontoblastos pelo ensaio de MTT em odontoblastos por 24, 48 e 

72 horas. Análise estatística foi realizada com nível de significância de 5%. Para a 

avaliação da liberação de Ca2+, PO4
3- e F- dos materiais e avaliação da viabilidade celular 

foi usado ANOVA a dois critérios, seguida do teste de Student-Newman-Keuls test 

(p<0,05). Para avaliação do teste antimicrobiano foi usado ANOVA a um critério, seguida 

do teste de Student-Newman-Keuls test (p<0,05). O Fuji II LC apresentou maior liberação 

de F- em pH ácido, enquanto o TheraCal LC se destacou na liberação de Ca²⁺ em pH 

ácido. Não houve liberação de PO4
3- para nenhum dos materiais avaliados. Entre os 

materiais à base de Ca₂SiO₄, o TheraCal LC demonstrou maior atividade antimicrobiana 

contra A. israelii, L. casei e C. albicans. O TheraCal PT não apresentou potencial de 

inibição. Em relação à viabilidade celular, TheraCal LC e TheraBase mantiveram maior 

viabilidade após 72 horas, enquanto Fuji II LC foi mais citotóxico. Conclui-se que o 

TheraCal LC e o TheraBase são materiais promissores para aplicação clínica, pois o 

TheraCal LC demonstrou elevada liberação de Ca²⁺, enquanto o TheraBase apresentou 

liberação tanto de Ca²⁺ quanto de F⁻. Ambos os materiais apresentaram atividade 

antimicrobiana eficaz contra A. israelii, C. albicans e L. casei, além de garantir 

viabilidade celular satisfatória, superando os outros materiais testados. 

 

Palavras-chave: Capeamento da polpa dentária, Calcarea silicata, Fluoretos, Fósforo. 
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1. INTRODUÇÃO  

 Em protocolos de capeamento pulpar, fatores físicos, químicos, biológicos e 

térmicos são levados em consideração [1, 2]. Dentre os fatores que afetam a saúde da 

polpa em cavidades profundas, destacam-se a quantidade de espessura de dentina 

remanescente, tipos de materiais utilizados para o capeamento pulpar e a reação 

exotérmica durante os protocolos [3]. Em cavidades profundas, nota-se que há presença 

de toxinas bacterianas, bem como alternância de temperatura, afetando o tecido pulpar 

[4]. Durante o protocolo, para que se forme uma barreira a fim de proteger o complexo 

dentino-pulpar e preservar sua vitalidade, é necessário a aplicação de um material dentário 

para capeamento pulpar [5]. 

 Biomateriais utilizados na proteção do complexo dentino-pulpar devem possuir 

características específicas que permitem a regeneração da dentina e a preservação da 

vitalidade pulpar. Dentre essas características, destacam-se a capacidade de induzir a 

diferenciação celular, promover a formação de tecido mineralizado, e garantir a 

biocompatibilidade. Materiais como o hidróxido de cálcio (Ca(OH)₂) e o óxido de cálcio 

(CaO) têm sido amplamente utilizados em procedimentos de capeamento pulpar direto e 

indireto devido à sua habilidade em liberar íons hidroxila (OH-) e cálcio (Ca2+), que 

desempenham um papel fundamental na formação de dentina secundária e na promoção 

da regeneração pulpar [6]. Esses materiais, além de promoverem uma ação 

antimicrobiana, são eficazes em manter um pH alcalino, o que auxilia na defesa contra 

infecções bacterianas [7].  

 Ca(OH)₂ destaca-se desvantagens como a baixa resistência mecânica, tornando-se 

uma condição crítica em capeamentos pulpares e, consequentemente, limitando-se 

principalmente a forramentos cavitários em áreas que não suportam cargas excessivas [9]. 

O alto grau de solubilidade em água desses materiais pode levar a sua degradação com o 

tempo, tornando-os vulneráveis ao amolecimento e à infiltração marginal, o que pode 

comprometer a eficiência do tratamento. É importante destacar a possibilidade de induzir 

calcificações ectópicas ou a formação de uma barreira mineralizada irregular ou 

incompleta, maior taxa de falhas  na manipulação do material durante o capeamento 

pulpar, além do tempo de trabalho limitado para a aplicação do cimento de Ca(OH)₂ [9]. 

 Para superar essas limitações e melhorar as propriedades mecânicas e biológicas 

dos materiais à base de Ca(OH)₂, têm sido desenvolvidos materiais modificados com 

resinas, que transportam fontes adicionais de Ca2+, como o silicato de cálcio (Ca₂SiO₄). 

O Ca₂SiO₄ é uma alternativa ao Ca(OH)₂, uma vez que não apenas libera íons Ca2+ e OH-
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, mas também favorece a remineralização da dentina e estimula a formação de tecidos 

mineralizados. A utilização de Ca₂SiO₄ ajuda a criar um ambiente favorável à liberação 

de íons, o que promove a regeneração pulpar e a remineralização das lesões cariosas [10]. 

Recentemente, o uso de materiais modificados por resina à base de Ca₂SiO₄ tem mostrado 

um grande potencial, com algumas opções já disponíveis no mercado, como o TheraBase, 

TheraCal LC e TheraCal PT (Bisco Inc, Schamburg, IL, EUA).  

 Os materiais TheraBase, TheraCal LC e TheraCal PT, de acordo com o fabricante, 

apresentam propriedades avançadas que os diferenciam dos materiais tradicionais à base 

de Ca(OH)₂. O TheraBase é um material autoadesivo fotopolimerizável química e 

físicamente, que se liga quimicamente à estrutura dentária, liberando íons Ca2+, 

favorecendo a durabilidade do tratamento e reduzindo o risco de fraturas em dentes 

tratados (Bisco Inc, Schamburg, IL, EUA). O TheraCal LC, por sua vez, é 

fotopolimerizável e indicado para capeamento pulpar direto e indireto, promovendo a 

alcalinização do ambiente e estimulando a remineralização dentinária por meio da 

liberação de íons Ca2+ e OH- [8]. Já o TheraCal PT, assim como o TheraBase, é um 

material fotopolimerizável química e físicamente, modificado por resina. Destaca-se por 

sua biocompatibilidade e aplicação em pulpotomias, além de atuar como uma barreira 

eficaz contra agentes patogênicos, preservando a vitalidade pulpar [11]. Esses materiais 

possuem vantagens como maior adesão à dentina e resistência mecânica, garantindo sua 

eficácia em condições clínicas desafiadoras, especialmente em tratamentos que envolvem 

forças mastigatórias significativas [12].   

 Materiais de Ca2SiO4 têm se mostrado uma alternativa promissora para as terapias 

conservadoras no contexto de capeamento pulpar. Eles oferecem uma combinação única 

de propriedades bioativas, que tanto ajudam a preservar a vitalidade do complexo dentino-

pulpar, como propriedades mecânicas, que garantem a resistência e durabilidade do 

tratamento. Entretanto, apesar dos avanços significativos, não existem na literatura 

estudos avaliando a liberação de íons, atividade antimicrobiana e citotoxicidade. Diante 

disso, a proposta desse estudo foi avaliar a liberação de íons Ca2+, Fósforo (P) e Fluoreto 

(F), atividade antimicrobiana e citotoxicidade em odontoblastos dos materiais a base de 

Ca₂SiO₄. 

 Para a comparação dos materiais à base de Ca₂SiO₄, foi escolhido o Fuji II LC, 

por ser um biomaterial resinoso. Trata-se de um ionômero de vidro fotopolimerizável que, 

segundo o fabricante, apresenta adesão à estrutura dentária, capacidade de liberação e 

reincorporação de flúor, coeficiente de expansão térmica linear semelhante ao do dente e 
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biocompatibilidade. Além disso, sua aplicação clínica foi ampliada para incluir 

restaurações oclusais em dentes decíduos, bases e forramentos cavitários, proporcionando 

maior resistência [6]. A hipótese nula deste estudo é que os materiais à base de Ca₂SiO₄ 

não apresentariam maior viabilidade celular, potencial antimicrobiano ou capacidade de 

liberação de íons em relação ao Fuji II LC. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1. Materiais avaliados 

Os materiais avaliados foram fornecidos pela BISCO Company (Schaumburg, IL, 

USA) e estão listados no Quadro 1 com as descrições do nome dos materiais, fabricante, 

tipo de polimerização, uso e ativos.  

 

Quadro 1. Identificação dos materiais a serem testados 

 TheraBase TheraCal LC TheraCal PT Fuji II LC 

F
a
b

ri
ca

n
te

 

BISCO Company, 

Schaumburg, IL, 

USA 

BISCO Company, 

Schaumburg, IL, 

USA 

BISCO Company, 

Schaumburg, IL, 

USA 

GC Corporation, 

Tokyo, JAPAN 

B
a
se

 

Auto-adesivo Resina modificada Resina modificada 

Ionômero de 

vidro modificado 

por resina 

U
so

 

Forrador 
Forrador/ 

Protetor pulpar 
Pulpotomia 

Forrador/ 

restaurador 

C
u

ra
 Polimerização 

dupla 
Fotoativado 

Polimerização 

dupla 
Fotoativado 

A
ti

v
o
s Silicato de cálcio 

Fluoreto 
Silicato de cálcio Silicato de cálcio Fluoreto 

 

2.2. Confecção dos corpos de prova  

Foram confeccionados, para cada material (Quadro 1), 12 corpos-de-prova, os quais 

foram obtidos a partir de matrizes de policloreto de vinila transparente (PVC, Plásticos 

Ibirá, Itaquaquecetuba, SP, Brasil) com diâmetro interno de 4,7 mm e altura de 2,5 mm. 
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O Fuji II LC foi manipulado seguindo as instruções do fabricante: proporção padrão de 

pó/líquido é de 3,2g / 1,0g (1 colher rasa de pó para 2 gotas de líquido), manipulação 

realizada em bloco de papel que acompanha o material e espátula de plástico e inserção 

utilizando espátula nº1 (Golgran, Brasil). Os demais materiais apresentam-se preparados 

e acondicionados em seringas com bico aplicador. A matriz de PVC foi colocada sobre 

uma lâmina de vidro e tira de poliéster, e os materiais foram inseridos em um único 

incremento na cavidade da matriz, com o objetivo de evitar a inclusão de bolhas de ar 

durante os procedimentos de inserção. A seguir, a superfície do material foi coberta com 

tira matriz de poliéster, seguida da aplicação de uma lâmina de vidro. Nestas condições, 

aplicou-se uma carga de 50g durante 1 minuto para que ocorra o extravasamento do 

excesso do material. A fotopolimerização foi realizada com fotopolimerizador (VALO™ 

X, Rechargeable Lithium-Ion Battery, Ultradent Products, Inc), por período de 

fotopolimerização recomendada pelo fabricante, nas superfícies superior e inferior [8, 9]. 

Após a polimerização, os excessos foram cuidadosamente removidos com auxílio de 

lâmina de bisturi no 15C (Medix, Brasil) [13, 14] 

 

2.3. Avaliação da liberação de Ca2+, PO4
3- e F- dos materiais 

 Corpos-de-prova (descritos no item 2.2.) foram colocados em tubos de ensaios de 

polipropileno com tampa contendo 2 mL de água deionizada ou fluido corporal simulado 

(SBF) com pH 7,0 e pH 4,0 (Quadro 2) baseado na ISO 23317:2014. O pH das soluções 

foi ajustado com reagentes HCl para pH ácido e NaOH para pH básico, utilizando um 

eletrodo de pH (Pencil-Thin Epox Body Gel-filled combination electrode, Accumet, 

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) calibrado com padrões de pH 7,0 e 4,0. Os tubos 

contendo os corpos-de-prova foram mantidos sob agitação constante com frequência de 

120 rpm em incubadora com mesa agitadora (TE-420 Orbital, Tecnal, Piracicaba, SP, 

Brasil) à temperatura de 37º C. Após 24 horas, os corpos-de-prova foram removidos e os 

tubos foram armazenados a 4º C para posterior leitura de Ca2+, PO4
3- e F- liberado nos 

meios. 

 

Quadro 2. Reagentes para a preparação do fluido corporal simulado (SBF) na ordem de 

dissolução, em água deionizada, exigida 

Ordem Reagente* Qtde 

1 Cloreto de sódio (NaCl) 8,035 g 
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2 Bicarbonato de sódio (NaHCO3) 0,355 g 

3 Cloreto de potássio (KCl) 0,225 g 

4 
Hidrogenofosfato dipotássico tri-hidratado 

(K2HPO43H2O) 
0,231 g 

5 
Cloreto de magnésio hexahidratado 

(MgCl26H2O) 
0,311 g 

6 Ácido clorídrico (HCl 1 mol/L) 39 mL 

7 Cloreto de cálcio diidratado (CaCl22H2O) 0,292 g 

8 Sulfato de sódio (Na2SO4) 0,072 g 

9 
Tris-hidroximetil aminometano (TRIS - 

(HOCH2)3CNH2) 
6,118 g 

10 HCl 1 mol/L (para correção do pH) 0 a 5 mL 

*Sigma-Aldrich Brazil Ltda.,  Brazil. ISO 23317:2014. Q.s.p. 1 L. 

 

As concentrações de Ca2+ foi determinado através de um espectrofotômetro 

(Microplate Spectrophotometer EONC, Biotek, Winooski, VT, USA) com comprimento 

de onda de 650 nm pelo método colorimétrico do Arsenazo III [15]. Alíquotas de 5 μL 

foram coletadas das amostras e 50 μL de água deionizada e 50 μL de Arsenazo foram 

adicionados a poços em microplacas de 96 poços (“Fundo chato”, Kasvi, São José do 

Pinhais, PR, Brasil) [16,17]. Foram utilizados padrões contendo 40 a 200 μg Ca/mL para 

a determinação da curva de calibração e os resultados foram expressos em μg/cm2. As 

concentrações de PO4
3- foram mensurados pelo método colorimétrico do molibidato de 

amônia com comprimento de onda de 660 nm [18]. Para isto, em 100 μL das amostras e 

nos padrões de P (1,5; 3; 6; 12 e 24 μg P/mL) foram acrescidos com 50 μL de molibidato 

de amônia e 20 μL de reativo redutor foram adicionados a poços em microplacas de 96 

poços (“Fundo chato”, Kasvi, São José do Pinhais, PR, Brasil) [16, 17]. As leituras foram 

realizadas utilizando um espectrofotômetro (Microplate Spectrophotometer EON, Biotek, 

USA) e os resultados foram expressos em μg/cm2. Para análise de F- foi utilizado eletrodo 

específico 9409BN (Thermo Scientific, Beverly, MA, EUA) e microeletrodo de 

referência (Analyser, São Paulo, Brasil) acoplados a um analisador de íons (Orion 720A+, 

Thermo Scientific, Beverly, MA, EUA). Os eletrodos foram previamente calibrados com 

padrões contendo 0,125 a 4,00 μg F/mL, nas mesmas condições das amostras. As leituras 
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foram realizadas com alíquotas de 500 μL dos meios de imersão acrescidas com o mesmo 

volume de TISAB II [16]. Os resultados foram expressos em μg/cm2. 

 

2.4. Avaliação da atividade antimicrobiana 

2.4.1 Cepas de microrganismos e condições de crescimento 

Para este estudo foram utilizadas as seguintes cepas de referência da American 

Type Culture Collection (ATCC): Streptococcus mutans (ATCC 25175), Lactobacillus 

casei (ATCC 393), Actinomyces israelli (ATCC 12102), Candida albicans (ATCC 

10231) e Enterococcus faecalis (ATCC 29212). Para C. albicans, as colônias previamente 

cultivadas em ágar Sabouraud Dextrose (SDA; Difco, Le Pont de Claix, França) foram 

suspensas em 10 mL de caldo Sabouraud dextrose (Difco) e incubadas em condições 

aeróbicas durante a noite a 120 rpm e 37 °C. Simultaneamente, para bactérias S. mutans, 

L. casei, A. israelli e E. faecalis, colônias previamente cultivadas em ágar infusão 

cérebro-coração (BHI Agar; Difco) foram suspensas em 10 mL de caldo BHI (Difco) e 

incubadas por 24 horas em 5% de CO2 a 37º C. Após a incubação, as células bacterianas 

e fúngicas foram recuperadas por centrifugação (8000 rpm, 5 min), e seus sedimentos 

lavados duas vezes com 10 mL de solução salina a 0,85% (NaCl). O número de células 

de C. albicans foi ajustado para 1 × 10^7 células mL−1 utilizando uma câmara de 

contagem de Neubauer, enquanto para bactérias, o ajuste foi realizado por meio de 

espectrofotometria (640 nm), visando uma concentração de 1 × 10^8 células mL−1 [19]. 

 

2.4.2 Determinação de halo de inibição dos materiais 

 O método de difusão em ágar foi realizado, com modificações [20], de acordo 

com as normas do National Committee for Clinical and Laboratory Standards 

(Performance standards for antimicrobial disk susceptibility tests; Approved Standard - 

Eighth Edition. NCCLS 13 document M2-A8, 2003a.). Cepas de C. albicans (ATCC 

10231) foram reativadas em ágar SDA (Sabouraud Dextrose, Difco, Le Pont de Claix, 

França) e BHI por 48 horas a 37 °C em aerobiose. Enquanto as bactérias S. 

mutans (ATCC25175), Lactobacillus casei (ATCC 393), Actinomyces israelli (ATCC 

12102) e Enterococcus faecalis (ATCC 29212) foram reativadas em BHI por 48 horas a 

37 °C em microaerofilia. Em seguida, as colônias de cada cepa foram inseridas no caldo 

BHI individualmente e incubadas por 18–24 horas a 37 °C. Uma alíquota de 300 μL de 

cada suspensão fúngica e bacteriana (densidade óptica de 0,6 e absorção de 550 nm) foi 

inserida e homogeneizada com 15 mL de ágar BHI a 45 °C. Após a geleificação do meio 
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de cultura, discos de 5 mm de diâmetro das membranas, previamente esterilizados por 

radiação ultravioleta, foram colocados na superfície do meio de ágar. Para cada placa foi 

utilizado como controle positivo, solução de digluconato de clorexidina (CLX) a 0,2%. 

As placas foram mantidas por 2 h em temperatura ambiente para permitir a difusão dos 

materiais e em seguida incubadas a 37 oC por 24 horas. Duas medidas de cada halo de 

inibição foram mensuradas (mm) com o auxílio de paquímetro digital, as quais foram 

utilizadas para o cálculo da média [21]. Para avaliação do teste antimicrobiano foi usado 

ANOVA a um critério, seguida do teste de Student-Newman-Keuls test (p<0,05). 

 

2.5. Avaliação da citotoxicidade pelo ensaio do MTT  

  2.5.1 Cultura de células e ensaio de viabilidade 

 Células de linhagem de ondontoblastos (MDPC-23) derivados de células de 

primeiros molares inferiores de camundongos foram cultivadas em meio de Eagle 

modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS, 

GIBCO Laboratories, Gaithersburg, MD, EUA), estreptomicina (50g/mL) e 1% de 

antibiótico / antimicótico cocktail (300 U/mL, estreptomicina 300 μg/mL, anfotericina B 

5μg/mL) (GIBCO Laboratories, Gaithersburg, MD, EUA) sob condições de cultura de 

células padrão (37 oC, 100% de umidade, 95% de ar e 5 % CO2). As células foram 

subcultivadas a cada 2 dias até atingir 80% de confluência [22]. Os odontoblastos foram 

semeados nas placas de 96 poços (1 × 10 4 células/poço) e incubadas durante 24 horas em 

atmosfera de ar umidificada de 5% de CO2 a 37 °C. A viabilidade celular foi determinada 

pelo método do MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) 

por 24, 48 e 72 horas de exposição das células com os materiais. Os valores da 

percentagem de redução do MTT baseiam-se no número de células viáveis, ou seja, 

correlacionam-se com a magnitude da redução do corante sendo expressa como uma 

percentagem da viabilidade celular [23]. Os corpos de prova foram inseridos nas placas 

de 96 poços (descritos anteriormente no item 2.2.) e incubadas por 24, 48 e 72 horas em 

contato com as células. Após esses períodos, o meio de cultura foi removido, as células 

serão lavadas com PBS diluído 10x e em seguida foram adicionados em cada poço 10 μL 

da solução de MTT em 90 μL de DMEM sem SBF (1:10) e incubada por 4 horas. Após 

esse período, o meio de cultura foi removido e acrescentado 200 μL de álcool isopropílico 

que permanecia em agitação por 30 min. Após esse período, 100 μL de cada poço foi 

colocado em uma nova placa e a viabilidade celular foi avaliada pelo método 

colorimétrico através de espectrofotômetria (Eon Microplate Spectrophotometer; Bio 
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Tek, Winooski, EUA) com uma absorbância 550 nm. Todos os ensaios foram realizados 

em triplicata [21]. 

 

2.6.  Análise estatística 

 A análise estatística foi realizada utilizando o software SigmaPlot 12.0 (Systat 

Software Inc., San Jose, USA) (p<0,05). Para a avaliação da liberação de Ca2+, PO4
3- e F- 

dos materiais e avaliação da viabilidade celular foi usado ANOVA a dois critérios, 

seguida do teste de Student-Newman-Keuls test (p<0,05). Para avaliação do teste 

antimicrobiano foi usado ANOVA a um critério, seguida do teste de Student-Newman-

Keuls test (p<0,05). 

 

3. RESULTADOS 

3.1. Avaliação da liberação de Ca2+, PO4
3- e F- dos materiais 

 O grupo Fuji II LC apresentou a maior liberação de F-, especialmente em pH 

ácido. O TheraBase apresentou uma liberação significativamente menor de F- quando 

comparado ao grupo Fuji II LC. Por outro lado, o grupo TheraCal PT e TheraCal LC, 

apresentaram uma liberação quase nula, independente dos meios. A liberação de Ca2+ foi 

predominante nos materiais à base de Ca₂SiO₄, com destaque para o TheraCal LC, que 

apresentou maiores valores de liberação, independente do meio avaliado. Não houve 

liberação de PO4
3- para nenhum dos grupos avaliados, independente do meio (p<0.05). 

Resultados negativos representam o processo de incorporação de íons nos materiais 

testados. 

 

Tabela 1. Valores médios e desvios-padrão (DP) da determinação de F-, Ca2+ e PO4
3- 

após 24 horas de imersão em água, SBF pH 7,0 e SBF pH 4,0 

Materiais 

µg/cm2 

Fluoreto  Cálcio  Fósforo 

água 
SBF 

pH 7.0 

SBF 

pH 4.0 

 
água 

SBF 

pH 7.0 

SBF 

pH 4.0 
 água 

SBF 

pH 7.0 

SBF 

pH 4.0 

Fuji II LC 
44.2aA 

(4.1) 

15.3aB 

(1.4) 

71.9aC 

(10.5) 

 
 

-181.3aA 

(8.9) 

145.2aB 

(42.9) 
 

-0.2aA 

(0.2) 

-0.3aA 

(0.5) 

-3.5aB 

(5.2) 

TheraBase 
2.0bA 

(0.7) 

2.2bA 

(0.5) 

6.6bB 

(1.9) 

 
 

-180.3aA 

(4.5) 

110.7aB 

(32.3) 
 

-0.3aA 

(0.1) 

0.0aA 

(0.5) 

0.9bA 

(3.9) 

TheraCal LC 0.10bA 0.13bA 0.14cA  407.0aA 135.5bB 1095.6bC  -0.6aA -0.5aA -9.3cB 
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(0.03) (0.02) (0.05) (43.4) (24.9) (27.2) (0.2) (0.7) (5.2) 

TheraCal PT 
0.47bA 

(0.08) 

0.10bA 

(0.06) 

0.10cA 

(0.03) 

 208.6bA 

(51.1) 

-99.0cB 

(10.9) 

421.3cC 

(77.1) 
 

-0.6aA 

(0.2) 

-0.3aA 

(0.3) 

-2.3aA 

(6.2) 

( − ) não detectável. 

SBF: fluído corporal simulado – ISO/FDIS 23317 

Ca de SBF = 0,0026 mol/L (Tabela 1 da ISO/FDIS 23317:2007 E = 0,0025 ml/L). 

Pi de SBF = 0,0008 mol/L (Tabela 1 da ISO/FDIS 23317:2007 E = 0,001 mol/L). 

Letras minúsculas distintas indicam diferença significante entre os materiais para cada meio de estocagem. 

Letras maiúsculas distintas indicam diferença significante entre os meios para cada material (two-way 

ANOVA, Student-Newman-Keuls test, p<0.05), n=8. 

  

3.2. Avaliação da atividade antimicrobiana 

 Os materiais a base de Ca₂SiO₄ demonstraram formação de halo de inibição para 

A. israelli, C. albicans e L. casei. Dentre os materiais a base de Ca2SiO4, o TheraCal LC, 

obteve maior valores de diâmetro de halo de inibição para a C. albicans, superando a 

CLX. Não houve formação de halo de inibição dos materiais a base de Ca₂SiO₄ para os 

microrganismos E. faecalis e S.mutans (figura 1). 

 

Figura 1. Médias e desvio-padrão (barras) dos diâmetros dos halos de inibição para os diferentes 

microrganismos de acordo com os materiais testados. Letras distintas mostram diferença estatística entre 

os grupos (p<0.05). Teste de halo de inibição em ágar, n=9 (one-way ANOVA, Student-Newman-Keuls 

test, p<0.05). 
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3.3. Avaliação da citotoxicidade pelo ensaio do MTT  

 No tempo de 24 horas, o TheraCal PT apresentou a maior porcentagem de células 

viáveis (p<0,001). Para o tempo de 48 horas, não houve diferença estatística entre os 

materiais  a base de Ca2SiO4 (p<0,05). No tempo de 72 horas, TheraCal LC e TheraBase 

apresentaram maiores valores de viabilidade celular quando comparado aos demais 

materiais, sem diferença estatística entre eles (p<0,05). O Fuji II LC, apresentou maior 

citotoxicidade quando comparados aos outros grupos avaliados, principalmente no tempo 

de 48 horas. 

 

Figura 2. Colunas em azul, laranja e cinza indicam os períodos de 24, 48 e 72 horas, respectivamente, de 

exposição de MDPC-23 em contato com os materiais (two-way ANOVA, Student-Newman-Keuls test 

(p<0,05)), n=9. Médias e desvio-padrão (barras) para os diferentes grupos e tempos avaliados. Letras 

distintas denotam diferença estatística entre os grupos e tempos (p<0,05). 

 

4. DISCUSSÃO 

 Com o objetivo de superar as limitações e aprimorar as propriedades mecânicas e 

biológicas de materiais à base de Ca(OH)₂, foram desenvolvidos materiais de forramento 

à base de Ca₂SiO₄. Esses materiais, além de promoverem a liberação de íons Ca2+ e OH-, 

facilitam a remineralização da dentina e a formação de tecidos mineralizados, 

contribuindo para a melhoria do desempenho clínico em procedimentos de capeamento 

pulpar [5]. A hipótese nula deste estudo foi parcialmente rejeitada, uma vez que o 
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TheraCal LC demonstrou alta liberação de Ca²⁺, enquanto o TheraBase apresentou 

liberação tanto de Ca²⁺ quanto de F⁻. Ambos os materiais exibiram atividade 

antimicrobiana eficaz contra A. israelii, C. albicans e L. casei, além de viabilidade celular 

satisfatória, superando os demais materiais testados. Esses resultados sugerem que o 

TheraCal LC e o TheraBase podem ser considerados opções promissoras para aplicação 

clínica. 

 Para avaliação da liberação de Ca2+, PO4
3- e F- dos materiais após 24 horas, 

independentemente do meio de imersão (água ou SBF), o Fuji II LC demonstrou maiores 

valores de liberação de F quando comparado aos materiais a base de Ca₂SiO₄. Hosida et 

al. [24] demonstrou em seu estudo que o Fuji II LC possui uma capacidade de liberação 

de íon F-, principalmente nas primeiras 24 horas devido à rápida dissolução superficial de 

íons F- incorporados à matriz do material. Logo após a fotopolimerização, ocorre a 

dissolução desses íons na sua superfície,  o que não acontece com os materiais TheraCal 

PT e TheraCal LC por não possuírem F- em sua composição e, devido a isso, não houve 

liberação desses íons para esses materiais. Além disso, esse comportamento também se 

repete para a liberação de PO4
3-, devido à ausência desse íon nos materiais avaliados.  

 Por outro lado, para avaliação da liberação de Ca2+, os materiais a base de Ca₂SiO₄ 

se mostraram com maiores valores de liberação desse íon quando comparado ao Fuji II 

LC, exceto para o TheraBase.  Dentre os materiais a base de Ca₂SiO₄, o TheraCal LC 

obteve maiores valores de liberação, especialmente em condições de pH ácido, em meio 

SBF. O SBF representou um avanço significativo no desenvolvimento de materiais 

bioativos, possibilitando a investigação sistemática da formação de apatita em diferentes 

composições e tipos de materiais. De acordo com Baino & Yamaguchi [25], materiais 

capazes de induzir a formação de uma camada de apatita em suas superfícies apresentam, 

em princípio, potencial para se ligar ao tecido ósseo. O SBF possui composição iônica e 

de pH semelhantes aos do plasma sanguíneo humano [26]. Por se tratar de materiais 

indicados para capeamento pulpar direto, os quais permanecerão em contato direto com 

a polpa dentária, torna-se fundamental a utilização do SBF, por reproduzir as condições 

presentes no meio bucal em contato com a polpa dentária e o sangue. 

Neste estudo, o TheraCal LC assim como os demais materiais avaliados, 

demonstraram expressiva liberação de íons Ca2+ em pH ácido. Possivelmente a dissolução 

desses íons é maior em pH mais baixos, o que favorece a sua aplicabilidade clínica pois,  

no meio bucal, a redução do pH aumenta significativamente a solubilidade da 

hidroxiapatita e dos fosfatos de Ca2+, promovendo a dissolução do esmalte devido à 
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diminuição de fosfato (PO₄³⁻) e OH-. [27].  A liberação de íons Ca²⁺ e OH⁻ promove a 

redução da permeabilidade dos capilares recém-formados, resultando em um menor 

extravasamento plasmático e em uma maior captação de Ca²⁺ da circulação sanguínea, o 

que favorece a resposta mineralizante dos tecidos adjacentes. Além disso, a elevada 

concentração de Ca²⁺ pode potencializar a atividade da enzima pirofosfatase, dependente 

desse íon, contribuindo para os processos de defesa e reparo tecidual [4, 28, 29].    

 A maior disponibilidade de Ca2+ ativa canais específicos, permitindo sua entrada 

passiva no citosol. Enquanto os antiportadores Ca²⁺/H⁺ regulam o transporte de prótons, 

as bombas de Ca2+ usam ATP para manter a homeostase intracelular [30]. Em C. albicans, 

a Ca-ATPase vacuolar armazena o excesso de Ca2+, permitindo o crescimento em 

ambientes ricos neste íon [31]. No entanto, o acúmulo excessivo de Ca2+ pode prejudicar 

a formação de hifas, reduzindo a virulência do fungo [32], o que possivelmente pode ter 

acontecido. Dado o papel dos microrganismos na etiologia, progressão da cárie e de lesões 

pulpares [33], é fundamental que materiais a base de Ca₂SiO₄ apresentem uma ação 

antimicrobiana eficaz contra os patógenos envolvidos nestes processos. O TheraCal LC 

promoveu uma maior ação antimicrobiana para as cepas de C. albicans e A. israelii, sendo 

que para C. albicans, a sua ação foi maior que a CLX, usada como controle positivo 

devido a sua ampla ação antimicrobiana.   

 Assim como o Ca(OH)2, a atividade antimicrobiana dos materiais a base de 

Ca₂SiO₄ segue o mesmo princípio. Quando em contato com água ou líquidos contendo 

água [34], como o fluido de tecidos vivos [35] o Ca(OH)₂ se dissocia em íons Ca2+ e OH- 

[36] proporcionando um ambiente alcalino. O meio alcalino proporciona um ambiente 

desfavorável ao crescimento bacteriano, resultando na atividade antimicrobiana deste 

material [37]. Neste estudo, os materiais base de Ca₂SiO₄ tiveram uma ação mais efetiva 

para as bactérias A. israelii e o L. casei, provavelmente devido ao seu pH alcalino. 

 O grupo bacteriano considerado mais cariogênico é o dos estreptococos do grupo 

mutans, especialmente S. mutans e S. sobrinus [38], devido à grande acidogenicidade, 

aciduricidade e produção de polissacarídeos extracelulares que participam da estrutura do 

biofilme dental. Ahn et al. [39] descreve em seu estudo que o S. mutans sofreu várias 

mudanças bioquímicas e fenotípicas durante o crescimento aeróbico (incluindo 

acidogenicidade), mas também concluíram que S. mutans é altamente adaptável a 

diferentes ambientes, o que provavelmente pode ter acontecido neste estudo com os 

materiais a base de Ca₂SiO₄. Para o S. mutans, apenas o grupo CIV obteve ação 

antimicrobiana contra esse microrganismo. Essa eficácia é atribuída à liberação de F-, 
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conhecido por atuar predominantemente na dinâmica da cárie dentária ao influenciar os 

processos de desmineralização e remineralização dos tecidos mineralizados [25]. No 

entanto, o F- também possui a capacidade de modificar a fisiologia de microrganismos 

por inibição direta das enzimas celulares, além de aumentar a permeabilidade das 

membranas citoplasmáticas [40, 41]. 

Enterococcus faecalis é considerada uma bactéria predominante, identificada em 

canais radiculares persistentemente infectados e outras doenças bucais, como cárie 

dentária, periodontite e peri-implantite [42]. Este microrganismo é uma espécie 

bacteriana Gram-positiva [43], anaeróbica facultativa [44] e que pode sobreviver sem 

água e nutrientes por vários meses [45]. Além disso, ela é uma bactéria considerada mais 

resistente a antimicrobianos comparada com outros microrganismos endodônticos [46]. 

Neste estudo, nenhum dos materiais avaliados obtiveram ação antimicrobiana contra esse 

microrganismo, possivelmente pela sua capacidade de adaptação mesmo em ambientes 

críticos.  

Os efeitos antimicrobianos do Ca(OH)₂ são atribuídos principalmente ao seu alto 

pH e à liberação de substâncias difusíveis no meio de crescimento, especialmente no 

estado recém-misturado [47]. Os materiais avaliados neste estudo possuem matriz 

resinosa, baixa fluidez e presa rápida, características que podem ter influenciado sua 

avaliação no teste antimicrobiano. No entanto, já se tem estudos na literatura que o 

Ca(OH)2  não possui ação antimicrobiana para o Enterococcus faecalis [48, 49].  

  Os dados de viabilidade celular foram avaliados pelo ensaio do MTT. Neste 

estudo, o TheraCal PT apresentou os maiores valores de viabilidade celular no tempo de 

24 horas, quando comparado aos outros grupos avaliados. No entanto, no tempo de 72 

horas, TheraCal LC e TheraBase apresentaram os maiores valores de viabilidade celular, 

sem diferença estatística significativa entre eles, quando comparado aos demais grupos.  

Na avaliação de liberação de íons, o TheraCal PT se mostrou com valores de liberação de 

Ca2+ maiores em meio aquoso e isso corrobora com os dados de viabilidade celular, pois 

possivelmente houve uma maior liberação de íons Ca2+ no meio, que provavelmente 

estimulou uma maior adesão e proliferação celular nestas primeiras 24 horas.  

 Lopez-Cazaux et al. [50] relatam em seu estudo que um ambiente rico em Ca2+ 

estimula tanto a multiplicação quanto a especialização das células de odontoblastos. 

Possivelmente, o TheraCal LC e o TheraBase possuem uma liberação desses íons de 

forma mais lenta, expressando-se com resultados mais promissores no tempo de 72 horas. 

Essa maior quantidade disponível de Ca2+ tende a ter um aumento do pH, deixando esse 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2591.2012.02013.x#b30
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meio mais básico ou alcalino, o que pode ter estimulado uma maior proliferação dessas 

células de acordo com o tempo. Esses resultados ressaltam o potencial dos materiais à 

base de Ca₂SiO₄ para o seu uso em contextos clínicos que requerem alta 

biocompatibilidade. 

 Embora os materiais avaliados tenham apresentado resultados promissores, esses 

achados foram obtidos em protocolos de testes iniciais, conduzidos em condições in vitro, 

o que restringe sua aplicação direta à prática clínica. Portanto, são necessários estudos 

complementares in vitro, utilizando biofilmes mais maduros, bem como investigações in 

vivo, a fim de confirmar esses resultados. Além disso, é essencial avaliar a longevidade 

dos efeitos remineralizantes, bem como a durabilidade e a eficácia dos materiais em 

condições bucais reais 

 

5. CONCLUSÃO 

 Os resultados in vitro deste estudo indicaram que o TheraCal LC e o TheraBase 

são materiais promissores para uso clínico. O TheraCal LC destacou-se pela alta liberação 

de Ca²⁺, enquanto o TheraBase liberou tanto Ca²⁺ quanto F⁻. Ambos os materiais 

apresentaram atividade antimicrobiana eficaz contra A. israelii, C. albicans e L. casei, 

além de viabilidade celular superior aos demais materiais avaliados. Esses achados 

sugerem que, devido à capacidade de liberar íons essenciais e controlar infecções 

microbianas, o TheraCal LC e o TheraBase têm grande potencial para aplicação em 

procedimentos odontológicos, como o capeamento de polpa dentária, favorecendo a 

regeneração tecidual e a proteção contra patógenos. 
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Anexo A 

Análise da liberação de íons  

 

 

 

A) Método colorimétrico: Molibdato de amônia em placas de 96 poços. B) Método 

colorimétrico: Arsenazo III em placas de 96 poços. C) Padrões utilizados. D) Leitura da 

placa em espectrofotômetro. 

  

A B 

C D 
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Anexo B 

Ilustração esquemática da preparação do inóculo de cepas de S. mutans e C. 

albicans 

   

 

A) Preparação do pré-inóculo de S. mutans ATCC 25175 e C. albicans ATCC 10231; B) 

Inóculo foi centrifugado a 8000 rpm durante 5 min; C) Obtenção do pellet de células e 

descarte do sobrenadante; D)  Homogeneizadas em vórtex; E) Centrifugadas novamente; 

F) Alíquotas de 200 µl foram adicionadas aos poços de placas de 96 poços e levadas para 

leitura em espectrofotômetro a 640 nm a fim de ajustar o número de células de S. mutans 

para 108 células/mL em BHI caldo. G) O número de células de C. albicans foi ajustado 

para 107 células / mL em BHI caldo usando uma câmara de Neubauer. 

 

  

B A C D 

E F G 
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Anexo C 

Determinação dos halos de inibição 

       

 

A) Preparo do inóculo dos microorganismos. B) Cepas de Streptococcus mutans. C) 

Cepas de Candida albicans. D) Pré-inóculos em meio de cultura caldo. 

 

 

 

A 

C B 

D 

A B 

C D 
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A) 300 µl de cada suspensão bacteriana. B) Perfuração do ágar. C) Inserção dos materiais 

avaliados no ágar. D) pipetagem da clorexidina 0,2% como controle positivo. 

 

 

 
 

Após pipetagem, as placas de Petri são levadas para estufa de CO2 por 24 horas. Após 24 

horas é feito a medição dos halos de inibição com o auxílio de um paquímetro digital.  

  

A C B 
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Anexo D 

Análise da viabilidade celular 

 

 

A) Odontoblastos MDPC-23 vista por microscópio eletrônico. B) Células MDPC-23 

congeladas. C) Pellets MDPC-23. D) MDPC-23 subcultivadas em garrafas a cada 2 dias 

até atingir 80% de confluência. E) MDPC-23 ajustadas a 1 × 10⁴ células por poço. F) 

MDPC-23 semeadas em placas de 96 poços. G) Leitura realizada em placas de 96 poços 

utilizando espectrofotômetro. 
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