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Efeito antibiofilme e citotoxicidade do hidroxido de calcio associado ao
oOleo essencial de Melaleuca alternifolia
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Objetivo: Avaliar e comparar os efeitos antimicrobiano e antibiofiime, e a citotoxicidade promovida
pela associagéo do hidroxido de calcio ao 6leo essencial de Melaleuca alternifolia (MA), em diferentes
concentracgdes, e ao propilenoglicol (PG).

Métodos: As seguintes medicacdes compuseram os grupos experimentais: G1) HC/MA 1%; G2) HC/
MA 5%; G3) HC/MA 10%; G4) HC/MA 20%; e G5) HC/PG. Solugéo salina 0,85% e meio DMEM serviram
como controle nos testes antimicrobianos e de citotoxidade em fibroblastos do ligamento periodontal
humano (FbLP), respectivamente. A atividade antimicrobiana (n = 12) foi avaliada por meio do teste de
difuséo em agar. O efeito antibiofilme (n = 12) imediato das medicagdes foi avaliado por meio do teste
de viabilidade bacteriana em biofilmes de 72 horas de E. faecalis, formados sobre discos de dentina e
tratados por sete dias com as medicagdes. Apos a coleta microbioldgica do biofilme remanescente, os
discos de dentina foram imersos em meio estéril e armazenados por mais sete dias, para a analise do
efeito antibiofilme residual das medicagdes, quando nova coleta microbioldgica foi realizada. A atividade
metabdlica de FbLP foi avaliada por meio do ensaio colorimétrico MTS (n = 9). Os valores médios dos
halos de inibigdo, em mm, das unidades formadoras de colbnia, e o percentual de atividade metabolica
celular foram analisados pelos testes Kruskal-Wallis e post hoc Dunn (a = 5%).

Resultados: Todas as medicagdes experimentais apresentaram superior agio antimicrobiana e antibiofilme
comparadas ao controle, solugao salina (p < 0,05), e mantiveram viaveis os FbLP, semelhante ao controle
DMEM (p > 0,05).

Conclusao: A associagao do d6leo essencial de Melaleuca alternifolia, nas concentragées de 1%,
5%, 10% e 20%, ao hidroxido de calcio promoveu excelente agdo antimicrobiana, antibiofiime e
biocompatibilidade com fibroblastos, de forma semelhante a associagdo com propilenoglicol.

Descritores: Endodontia. Enterococcus faecalis. Fibroblastos. Oleo de melaleuca. Oleos volateis.
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INTRODUCAO Associagdo Americana de Endodontia® sugere
um protocolo de desinfec¢gao baseado no uso

A eliminagdo dos microrganismos do hipoclorito de sédio a 1,5%, como solugéo
presentes nos canaisradiculares éimprescindivel irrigadora, e da pasta de hidréxido de calcio (HC)
para o sucesso dos procedimentos endoddnticos ou da pasta triantibiética (TAP), como medicacéo
regenerativos (REPs)'. Com esse intuito, a intracanal. A TAP, entretanto, apresenta
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Efeito antibiofilme e citotoxidade de 6leos essenciais

nao apenas 0O inconveniente de promover a
descoloracéo da coroa dental, devido a presenga
daminociclinaem suacomposi¢ao?®, comotambém
ha evidéncia de seu efeito citotoxico*. A pasta de
HC, por sua vez, é amplamente utilizada como
medicacdo intracanal, tanto para o tratamento
de infeccbes endodébnticas primarias, como por
exemplo, nos casos de dentes com rizogénese
incompleta que sofreram necrose pulpar®, como
em infeccbes secundarias ou persistentes®.
Contudo, a habilidade do HC na erradicacao
das espécies bacterianas é questionavel”®, visto
que biofilmes ainda s&do detectados no sistema
de canais®’°, o que poderia comprometer a
efetividade dos REPs.

A acdo antibacteriana do HC depende
de alguns fatores, como a manutengao do seu
alto pH, que pode ser alterado pela dentina™,
o tempo em que a pasta permanece no interior
do canal e o tipo de veiculo utilizado, o qual
influencia a dissociacdo dos ions calcio e
hidroxila nos tubulos dentinarios™. Quando o
HC é associado a veiculos inertes, como agua
destilada ou propilenoglicol (PG), diversos
estudos demonstram, inclusive, um aumento na
quantidade de bactérias ou toxinas intracanal
apods seu emprego''4. Assim, com o objetivo de
aumentar a atividade antimicrobiana, diferentes
particulas e veiculos tém sido associados ao
HC'S® Tal estratégia poderia ser uma alternativa
potencial nos REPs. O uso dos 6leos essenciais,
mais especificamente o de Melaleuca alternifolia
(MA), é recente na area endodontica, mas
resultados promissores ja foram demonstrados
quando o 6leo foi empregado na forma de solugéo
irrigadora’”. Quando associado ao HC, além de
agregar valor bactericida a pasta, o 6leo de MA
também ajuda na distribuicdo dos ions calcio e
hidroxila na massa dentinaria, difundindo-os para
o interior dos tubulos dentinarios, promovendo
um aumento do potencial antimicrobiano’®.

Além do efeito antimicrobiano
desejavel e indispensavel para o sucesso da
regeneracao pulpar, também é necessario que
a medicagdo intracanal seja biocompativel
com os fibroblastos do ligamento periodontal
humano (FbLP), possibilitando o reparo dos
tecidos perirradiculares™®. Até o momento, o HC
€ um dos medicamentos mais recomendados
em endodontia regenerativa'®?® por ndo ser
citotéxico?® e por demonstrar resultados
bem-sucedidos em estudos clinicos??. No
entanto, com base na literatura disponivel,
nao foram encontradas evidéncias sobre a
biocompatibilidade do éleo de MA com FbLP.
Alguns registros demonstram que formulagoes
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do 6leo com concentracdes entre 5 e 100% tém
ocasionado leve ou nenhuma irritagcdo sobre
células da epiderme?, e que o efeito citotéxico
€ dose-dependente entre concentragcbes que
variam de 0,1% a 100%2*%. Quando empregado
na concentracdo de 1%, o 6leo de MA foi
capaz de manter 90% de fibroblastos da derme
viaveis?*. Ainda que sejabemtolerado poralguns
tipos de células e também tenha demonstrado
reducdo no quadro inflamatério dos tecidos
gengivais, nos casos de periodontite®, seu
efeito citotoxico, quando associado ao HC,
sobre FbLP, ainda é desconhecido.

Com o intuito de testar uma nova
medicagao intracanal para uso em endodontia
regenerativa, o objetivo da presente investigacao
foi avaliar e comparar os efeitos antimicrobiano
e antibiofilme, e a citotoxicidade promovida
pela associacdo do hidréxido de calcio ao dleo
essencial de Melaleuca alternifolia (MA), em
diferentes concentracdes, e ao propilenoglicol.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos (protocolo n® 02427418.6.0000.5369)
e pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(parecer 18.018.4.021V) da Universidade do Sul
de Santa Catarina.

GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foramsubmetidos aos testes cincogrupos
experimentais, resultantes da associagado de HC
com diferentes concentragbes do 6leo essencial
de MA (WNF Ind. e Com. Ltda, Sdo Paulo, SP,
Brasil), e também com PG (veiculo convencional)
(Quimidrol Comércio Industria Importagéo Ltda,
Joinville, SC, Brasil), conforme segue: G1) HC/
MA 1%; G2) HC/MA 5%; G3) HC/MA 10%; G4)
HC/MA20%; e G5)HC/PG. Solugao salina 0,85%
(Eurofarma, Séo Paulo, SP, Brasil) serviu como
controle nos testes antimicrobiano e antibiofilme.
Meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
(Sigma-Aldrich) foi empregado como controle no
teste de citotoxicidade.

O ¢leo de MA, na concentracao de
100%, foi diluido nas concentragbes finais
(1%, 5%, 10% e 20% v/v), em agua destilada
estéril. Para a obtencao da pasta de HC/MA
e HC/PG, foram espatulados dois gramas de
HC Pré-Analise (P.A.) (Biodinamica, Ibipora,
PR, Brasil) com 70 gotas dos veiculos, MA ou
PG, resultando uma pasta com consisténcia
de creme dental.
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ESPECIE BACTERIANA

Foi utilizada a espécie bacteriana
anaerdbia facultativa Enterococcus faecalis
ATCC 29212 (INCQS 00033, Colecao de
Microrganismos de Referéncia em Vigilancia
Sanitaria-CMRVS, FIOCRUZ-INCQS, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil). Uma cultura fresca foi obtida
por meio da incubacéo overnight de 500 ul do
estoque em 10 ml de meio caldo cérebro-coragao
(Brain Heart Infusion — BHI) (KASVI, Curitiba,
PR, Brasil), pH 7,1, a 37 °C, em condigbes de
crescimento estatico e aerobiose.

TESTE ANTIMICROBIANO DE DIFUSAO E AGAR

O ind6culo de E. faecalis foi diluido em
caldo BHI (KASVI), de forma a se obter uma
suspenséo de aproximadamente 5x108 unidades
formadoras de colénia (UFC)/ml (0,5 na escala
nefelométrica de McFarland / DO, = 0,5). Apos,
100 ul da suspensao foram plaqueados sobre
agar BHI (KASVI) e espalhados com swab estéril
em trés direcdes. Foram feitas seis perfuracoes
(@ = 5 mm), em pontos equidistantes, no agar
de cada placa. Em cada perfuracao foi colocado
0,2 ml de cada medicacao, correspondente aos
grupos experimentais. Discos de papel filtro
(@ = 5 mm) (Unifill, Curitiba, PR, Brasil) foram
umedecidos com 10 ul de solugao salina 0,85%
(controle). As placas foram incubadas a 37 °C
por 48 horas, em aerobiose. Os didmetros dos
halos de inibicdo e supressdo formados ao
redor de cada material foram mensurados, em
mm, com o auxilio de um paquimetro digital e
microscopio 6ptico. Foram confeccionadas trés
placas em cada replicata, sendo o experimento
realizado em triplicata. O valor médio dos halos
de inibicdo e supressao para cada material foi
considerado para a analise estatistica.

PREPARO DOS DENTES BOVINOS

Dezoito dentes incisivos bovinos tiveram
suas coroas e a porgcao apical removidas com
0 auxilio de um disco diamantado dupla-face
(Microdont, Sao Paulo, SP, Brasil), de forma a se
obtersegmentosradicularesdeaproximadamente
20 mm de comprimento. Apds, o tecido pulpar
foi extirpado com o auxilio de extirpa-nervos n°
50 (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Switzerland).
Os segmentos radiculares foram seccionados e
discos de dentina padronizados (4 mm altura x
4 mm largura x 2 mm espessura) foram obtidos,
totalizando 72 amostras. Para a remogao da
lama dentinaria, os discos de dentina foram
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imersos em 3 ml de acido etilenodiamino tetra-
aceético (EDTA) 17% (Biodinamica, Ibipora, PR,
Brasil), seguido de 3 ml de NaOCI 1% (Asfer
Industria Quimica, Sao Caetano do Sul, SP,
Brasil). Previamente a formagéao do biofilme, todos
os discos foram esterilizados em autoclave a 121
°C por 24 minutos.

FORMAGAO DO BIOFILME DE E. FAECALIS

O biofilme cresceu em meio caldo BHI
(KASVI), pH 7,1, contendo sacarose 0,2%. Para
tal, um modelo de adesdo ativo foi utilizado, de
acordo com um protocolo previamente publicado?,
com adaptacdes. Pogcos de uma placa de cultura
de 24 pocos foram preenchidos com 1,5 ml/pogo
de meio de crescimento, inoculado com a cultura
de E. faecalis diluida 1:100 (DO = 0,5 nm). A
placa foi fechada com uma tampa customizada
de aco inoxidavel contendo 24 grampos, os
quais prenderam os discos de dentina bovinos
previamente preparados e padronizados, que
serviram de substrato para o crescimento do
biofilme. Quando posicionada na placa, a tampa do
modelo permitiu que os discos ficassem imersos
€ suspensos na cultura bacteriana. O aparato foi
incubado por sete dias em aerobiose, a 37 °C, com
renovacao diaria do meio.

TESTE DE VIABILIDADE CELULAR BACTERIANA

Para a remocédo das células bacterianas
nao aderidas ao biofilme, a tampa do modelo de
adesao ativo foi transferida para uma nova placa de
24 pocos contendo 1,5 ml/pogo de tampao fosfato-
salino (PBS) (Sigma-Aldrich). Apds, os biofilmes
foram tratados durante sete dias por meio da
imersdo em 1,7 mL/poco dos diferentes materiais
(n = 4), sob condi¢bes aerdbias a 37 °C. Apods este
periodo, os discos de dentina foram lavados por trés
vezes com PBS (Sigma-Aldrich). Para determinar
o efeito antibiofilme imediato dos materiais sobre
0 numero de células bacterianas aderidas viaveis,
os discos de dentina foram removidos da tampa
e transferidos para recipientes plasticos contendo
2 ml de PBS (Sigma-Aldrich). Os biofilmes foram
removidos dos substratos por meio da sonicacao
em gelo por 45 segundos a uma amplitude de 40
W, e as suspensobes resultantes foram serialmente
diluidas?. Aliquotas de 100 pl foram plagueadas
em meio agar BHI (KASVI). As placas foram
incubadas em aerobiose a 37 °C, por 48 horas.
Apbs, o numero de UFC/ml foi determinado. Para
a determinacdo do efeito antibiofilme residual dos
materiais, apds a sonicagcdo das amostras, os
discos de dentina foram reposicionados na tampa
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do modelo. A tampa foi transferida para uma
nova placa de 24 pocos contendo 1,5 ml/pogo de
meio de caldo BHI (KASVI) estéril, e o aparato
foi incubado por 7 dias em condigbes aerdbicas a
37 °C, com renovacao diaria do meio. Apds esse
periodo, os discos de dentina foram removidos
da tampa e submetidos ao mesmo processo de
sonicagao, obtencdo das suspensdes, diluigbes,
plagueamento, incubacdo e determinacdo de
UFC/ml. O experimento foi realizado em triplicata.

CULTIVO CELULAR

FbLP humano foram cultivados a partir da
coleta do ligamento periodontal aderido ao tergo
médio da raiz de dentes humanos extraidos,
provenientes de individuos com idade entre 18
e 40 anos. O tecido coletado foi fragmentado
em partes de aproximadamente 1 mm?, e cinco
fragmentos foram transferidos para placas de
Petri, contendo 20 ml de meio DMEM (Sigma-
Aldrich), suplementado com 10% de soro fetal
bovino (FBS) (Sigma-Aldrich) e 1% de antibidticos
(penicilina, estreptomicina e anfotericina). As
placas foram incubadas em estufa a 37 °C com
5% de CO,. A migragéo e o crescimento celular
proveniente dos fragmentos foram observados
diariamente através de um microscopio invertido
(40x), sendo o meio de cultura renovado a cada
2 ou 3 dias. Quando as células atingiram uma
confluéncia de aproximadamente 80%, estas
foram lavadas com tampao PBS (Sigma-Aldrich)
e dissociadas da placa de cultivo com 3 ml de
tripsina 0,05% (Thermo Fisher Scientific do
Brasil Ltd., Sao Paulo, SP, Brasil). Em seguida,
foram adicionados 20 ml de meio DMEM para
inativacdo da tripsina, e a partir da suspensao
obtida foi feita a contagem de células. Foram
utilizadas suspensdes celulares da terceira
passagem para o teste de citotoxicidade celular.

ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

Corpos de prova foram confeccionados
por meio da insercdo das medicacdes,
correspondentes aos grupos experimentais,
em moldes metalicos (5 mm didmetro x 3 mm
espessura) posicionados sobre uma placa de
vidro. Os moldes foram levados a estufa, por
24 horas a 37 °C, para permitir que o material
tomasse presa. Apds esse periodo, as superficies
livres dos materiais foram lixadas, de forma a se
obter corpos de prova planos e sem excessos,
e entdo estes foram removidos dos moldes. Em
seguida, os corpos de prova foram esterilizados
por radiagdo UV-C em cabine de seguranca
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biolégica por uma hora, em cada um dos lados.
As amostras foram inseridas, individualmente,
nos pocos de uma placa de 24 pogos, contendo
1 ml de meio DMEM (Sigma-Aldrich). A placa foi
incubada em estufa a 37 °C por 24 horas para a
obtencdo dos eluatos (liquido com propriedades
provenientes dos corpos de prova), os quais foram
colocados em contato com as células previamente
preparadas, conforme descrito a seguir.

A partir da suspensdo celular obtida,
conforme descrito previamente, foram semeados
200 ul (10* células/ml) em cada pogo de uma
placa de cultura de 96 pocgos. As placas foram
incubadas por 24 horas em estufa a 37 °C e 5%
de CO,. Apbs, o meio de cultura foi removido e
200 pl dos eluatos foram inseridos aos pocos
(n = 4/grupo), permanecendo em contato com
as células durante 24 horas a 37 °C e 5% de
CO,. Em seguida, os eluatos foram removidos,
as células lavadas por duas vezes com tampao
PBS (Sigma-Aldrich), e entdo a citotoxicidade
foi avaliada por meio da atividade metabdlica
dos FDbLP, utilizando o ensaio colorimétrico
MTS (CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay) (Promega Biotecnologia do
Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil). Para isso,
20 pl do reagente MTS juntamente com 100 pl
de meio DMEM foram adicionados aos pocos
contendo as células, permanecendo por 2 horas
a5% de CO, e 37 °C. Ap0s, foi realizada a leitura
da densidade 6ptica (DO) em espectrofotbmetro
a 490 nm. Os valores de DO obtidos nos
grupos experimentais foram calculados como a
porcentagem metabdlica comparada ao controle
(FbLP tratados com meio DMEM). O experimento
foi realizado em duplicata.

ANALISE ESTATISTICA

Os valores médios dos halos de inibigao e
supressao, em mm, de UFCs/ml, e do percentual
de atividade metabdlica dos FbLP, foram
analisados estatisticamente pelos testes Kruskal-
Wallis e post hoc Dunn. O nivel de significancia
foi estabelecido em 5%. Todas as analises foram
realizadas com o auxilio do software SPSS verséao
21.0 (IBM, Armonk, NY, EUA).

RESULTADOS
ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os diametros médios dos halos de
inibicdo e supressdo, em mm, para cada

grupo experimental, sdo demonstrados na
Tabela 1. Halos significativamente superiores
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foram evidenciados nos grupos G1 a G5
quando comparados ao controle com solugao
salina 0,85% (p < 0,05). Os grupos G1 a G5

apresentaram acao antimicrobiana similar, tanto
quando comparados os halos de inibigdo, como
de supressao (p > 0,05).

Tabela 1 - Valores médios e desvio padrao (DP) dos halos de inibigdo e supressao, em mm

Diametro do halo (mm) * DP

Grupo Halo de inibigao Halo de supressao
G1 11,77 £ 1,372 17,66 + 3,922
G2 11,94 + 1,402 16,88 + 2,59°
G3 11,72 £ 1,002 16,60 + 2,72
G4 11,72 £ 1,252 16,77 £ 3,232
G5 11,72 £ 1,732 17,44 + 2,692

Controle op op

*Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (p < 0,05)

ATIVIDADE ANTIBIOFILME

Nas Figuras 1 e 2 sdo mostrados os valores
médios de células viaveis presentes no biofilme
remanescente (UFC/biofiime) nos periodos
imediato e residual, respectivamente, ou seja,
células que permaneceram aderidas aos discos
de dentina logo apds o uso das medicacoes, e
sete dias apds a remocgao das medicagdes. O
grupo controle com solugao salina apresentou um

valor médio de UFCs significativamente inferior
no periodo de avaliagao do efeito imediato (1,14 x
10°+ 4,27 x 10%), comparado ao periodo residual
(1,12 x 108 UFC/mL += 2,4 x 107) (p < 0,001).
Todos os grupos experimentais foram capazes
de erradicar o biofilme de E. faecalis no periodo
imediato, e mantiveram a acdo antibiofiime
apos o periodo de sete dias (efeito residual),
demonstrando efetividade superior quando
comparados ao controle (p < 0,001).

Figura 1 - Células viaveis remanescentes no biofilme de E. faecalis logo apds o uso das medicagdes (efeito imediato)

Figura 2 - Células viaveis remanescentes de E. faecalis apés efeito antibiofilme residual promovido pelas medicagdes
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CITOTOXICIDADE AOS FBLP

Os valores médios percentuais da atividade
metabdlica dos FbLP, apds 24 horas de contato
com os eluatos correspondentes as diferentes
medicagbes, sdo mostrados na Figura 3. De

G1 a G5, os percentuais de viabilidade foram,
respectivamente, 79,79%, 90,41%, 91,87%,
101,03% e 104,98%. Nao foi observada diferenca
significativa entre os grupos experimentais
entre si (p > 0,05), assim como entre os grupos
experimentais e o controle, DMEM (p > 0,05).

Figura 3 - Percentual de atividade metabdlica dos FbLP apds 24 horas de contato com os eluatos das medicagbes

DISCUSSAO

Para que os REPs sejam bem-sucedidos,
uma alternativa viavel de tratamento € o uso
de uma medicagdo intracanal biocompativel e
com atividade antimicrobiana, possibilitando
a obtencdo de um ambiente favoravel, livre
de bactérias, que permitira a proliferagdo
das células-tronco?®. Ainda que o HC possua
amplo espectro antimicrobiano contra diversos
patdgenos endoddnticos?, sua efetividade contra
o E. faecalis ndao é consenso na literatura®3',
A taxa de reducao microbiana observada varia
entre 24,25%3% e 100%%*. Sendo assim, variados
estudos propdem associa-lo a diferentes veiculos,
a fim de potencializar a agao antimicrobiana3®3+.

No presente estudo, o uso do HC
associado ao PG demonstrou excelente acgao
antimicrobiana e antibiofiime. Diferentemente
de outras investigacbes que mostraram
a permanéncia das bactérias nos tubulos
dentinarios®*®>%*, em regides nao alcancadas pela
medicagédo®, o uso do HC/PG em contato com o
biofilme erradicou as células viaveis de E. faecalis,
tanto no periodo imediato, como no residual®.
Achados de estudos prévios demonstram que
um periodo de sete dias de acao do HC sobre o
biofilme ja seria suficiente para eliminar ou reduzir
a quantidade de microrganismos e toxinas que
possam ter permanecido apds o preparo quimico-
mecanico®2°, Um outro estudo, no qual a coleta
microbioldgica foi realizada apds o periodo de
sete dias da remocao do HC, também apontou
diminuicao significativa de UFCs®.

Inicialmente, a associacdo de diferentes
veiculos as pastas a base de HC tinha como
objetivo principal promover a dissociagao dos ions
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calcio e hidroxila’®. Com o surgimento dos éleos
essenciais na odontologia novas alternativas de
veiculos em medicagbes intracanal vém sendo
testadas, com o intuito de potencializar a atividade
antimicrobiana®.  Alguns  6leos  essenciais
apresentam alta capacidade antimicrobiana,
principalmente contra bactérias, em razdo das
suas caracteristicas hidrofébicas e lipofilicas*,
resultando na unido, através de ligagdes quimicas,
aos lipidios presentes na membrana celular
bacteriana, levando os microrganismos a morte*'.
Nesse estudo, quando o HC foi associado ao 6leo
essencial de MA, em variadas concentracoes,
foi observada acgdo antimicrobiana e antibiofiime
100% eficaz, indo ao encontro de achados
prévios®. Estudos semelhantes, porém avaliando
outros O6leos essenciais, relataram que estes
compostos poderiam ser empregados como
medicagdo intracanal, por inibir completamente
o crescimento do biofilme de E. faecalis apos 12
horas de contato*2. A atividade antimicrobiana do
oleo MA pode estar baseada na sua capacidade de
induzir a perda de material intracelular bacteriano,
causar alteracbes na homeostase e desequilibrio
hidroeletrolitico, resultando em uma perda da
integridade e fungdo da membrana celular®.
Relatos na literatura indicam que a
concentracao terapéutica recomendada para o
6leo de MA ¢é de 2,5 a 5%, nas quais ele parece
manter sua propriedade antibacteriana sem
qualquer efeito toxico aos tecidos adjacentes*.
Ja foi demonstrado, porém, que niveis variaveis
de citotoxicidade poderiam ser evidenciados
em fibroblastos logo apds 1 hora de exposicéo
ao o6leo MA 0,03%%. Resultados também
demonstram que quanto maior a concentragao
do material, maior a toxicidade*:. No entanto, no
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presente estudo, o HC associado ao 6leo, nas
concentragdes de 1% a 20%, foi biocompativel
com os FbLP. Este achado vai ao encontro de
outra investigacao, na qual as concentragdes do
6leo MA que reduziram em 50% o crescimento
celular de diversas células humanas, incluindo
fibroblastos, apds 24 horas, variaram em uma
extensa faixa de 20 a 2700 pg/mg?. Outro
estudo, no qual diferentes concentracées do
Oleo foram testadas, também ndo demonstrou
reducéo significativa na viabilidade celular*®.

Embora sem diferenca significativa
entre os grupos, € possivel perceber que a
medicagdo comumente empregada, HC/PG,
assim como o HC/MA 20%, proporcionaram
maior viabilidade celular quando comparadas
ao controle DMEM. Segundo a International
Standard Organization (ISO — 4730, 1996), o
Oleo essencial de MA deve possuir um padrao
para poder ser comercializado, no que diz
respeito as concentragdes de seus principais
compostos*’. O composto responsavel pela
acgao antibacteriana, terpinen-4-ol, deve ser de,
no minimo 30%. Ja o 1,8 cineol, componente
potencialmente irritante a pele, deve ter uma
concentragdo maxima de 15%*

A associagdo do HC com o odleo
de MA, como medicagao intracanal, pode
assumir, futuramente, um papel promissor
em endodontia regenerativa. A atividade
antibiofilme evidenciada no presente estudo,
necessaria para promover a desinfecgdo de
dentes imaturos e com polpa necrosada,
pode fornecer condicbes para que as células-
tronco da papila apical possam povoar a
regido, proliferar e sofrer diferenciacao?,
permitindo o término da rizogénese. Soma-se,
ainda, a propriedade de biocompatibilidade
apresentada pela associacdo HC/MA, que nao
apenas influenciou, como também favoreceu
a atividade metabdlica celular. A otimizagao
de protocolos clinicos de desinfeccdo e a
neutralizacao de seus efeitos citotdxicos sao
essenciais para a obtencido de um ambiente
propicio ao processo regenerativo*®. Contudo,
as propriedades do 6leo de MA em associagao
ao HC ainda precisam ser aprofundadas, de
forma a potencializar o uso da medicagao. Além
disso, as limitagdes do presente estudo in vitro
precisam ser superadas, por meio do emprego
de outros modelos de estudo mais proximos
da realidade clinica, de testes contra biofilmes
multiespécies e da avaliagédo da citotoxicidade
frente as células-tronco.

CONCLUSAO

Com base no presente estudo, pode-
se concluir que a associagao do dleo essencial
de Melaleuca alternifolia, nas concentracbes
de 1%, 5%, 10% e 20%, ao hidroxido de calcio
foi tdo eficiente quanto a associacdo com
propilenoglicol, promovendo excelente acéo
antimicrobiana e capacidade de erradicar as
células do biofilme de E. faecalis estabelecido
na dentina do canal radicular de dentes bovinos.
Além disso, ndo demonstrou citotoxicidade aos
fibroblastos do ligamento periodontal.
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Antibiofilm effect and cytotoxicity of calcium hydroxide associated with
the Melaleuca alternifolia essential oil

Aim: To evaluate and compare the antimicrobial and antibiofilm effect, as well as the cytotoxicity
of calcium hydroxide (CH) associated with the Melaleuca alternifolia (MA) essential oil, in
different concentrations, and with propylene glycol.

Methods: The following medications composed the experimental groups: G1) CH/MA 1%;
G2) CH/MA 5%; G3) CH/MA 10%; G4) CH/MA 20%; and G5) CH/PG. Saline solution and
culture medium DMEM were used as a control in antimicrobial and cytotoxicity tests in human
periodontal ligament fibroblasts (PDLF), respectively. The antimicrobial activity (n = 12) was
evaluated by the disk-diffusion agar method. The immediate antibiofilm effect (n = 12) of the
medications was evaluated for bacterial viability in 72 hours-biofilms of E. faecalis, formed
on the dentin disc surface and treated for seven days with medications. After microbiological
sampling of the remaining biofilm, the dentin discs were immersed in sterile culture medium and
stored for another seven days, for analysis of the residual antibiofilm effect of the medications,
when a new microbiological sampling was performed. PDLF viability was evaluated by MTS
colorimetric assay (n = 9). The mean values of the inhibition halos, in mm, the colony forming
units, and the metabolic cell activity percentage were analyzed by means of Kruskal-Wallis and
post hoc Dunn (a = 5%) tests.

Results: All of the experimental medications presented higher antimicrobial and antibiofilm
effects, when compared to the saline solution control (p < 0.05), and maintained the PDLF
feasible, similar to the DMEM control (p > 0.05).

Conclusions: The association of the Melaleuca alternifolia essential oil, at concentrations of 1%,
5%, 10%, and 20%, with calcium hydroxide promoted an excellent antimicrobial and antibiofilm
activity, and biocompatibility with fibroblasts, similarly to the association with propylene glycol.

Uniterms: Endodontics. Enterococcus faecalis. Fibroblasts. Tea tree oil. Oils, volatile.
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