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Resumo
Introdução: nos casos de insucesso endodôntico, o retratamento não cirúrgico é a terapia preferencial, que envolve a remoção do 
material obturador dos canais radiculares. Para o procedimento, é indicado o uso de solventes, embora eles geralmente apresentem 
toxicidade e não preencham os requisitos ideais. Este estudo buscou óleos essenciais com boa capacidade de dissolução da guta-
percha e com atividade antimicrobiana contra patógenos associados a falhas endodônticas, além de maior biocompatibilidade. 
Metodologia: avaliou-se a eficácia na dissolução da guta-percha de três óleos do gênero Citrus. Os resultados foram comparados 
aos solventes endodônticos convencionais (C1, eucaliptol; C2, endosolv® E; e C3, clorofórmio). A análise do perfil químico foi feita por 
cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas, e a efetividade dos óleos essenciais na remoção da guta-percha por testes 
de desintegração e dureza. A atividade antimicrobiana foi realizada pela análise turbidimétrica contra Enterococcus faecalis e Candida 
albicans, e a atividade antioxidante, pelo sequestro de espécies reativas de oxigênio. Resultados: D-limoneno foi o principal composto. 
Os óleos 1 e 3 foram eficazes na remoção da guta-percha no teste de dureza, superando o C1 e mostrando resultados semelhantes ao 
C2. No teste de desintegração, o óleo mais efetivo foi o 3, que foi superior ao C1 e igual ao C2. O óleo 3 destacou-se ainda na atividade 
antimicrobiana e antioxidante. Conclusão: conclui-se que o óleo 3 (Citrus sinensis) parece ser uma alternativa natural, viável e segura, 
quando comparado aos solventes convencionais, pois apresenta compostos com capacidade efetiva de dissolução de guta-percha, além 
de exibir atividades complementares como antimicrobiano e antioxidante.
Palavras-chave: Óleo essencial; fitoterapia; endodontia; guta-percha; odontologia.

Abstract
Introduction: In cases of endodontic failure, non-surgical retreatment is the preferred therapy, which involves the removal of the root canal 
filling material. Solvents are indicated for the procedure, although these often exhibit toxicity and do not meet the ideal requirements. 
This study sought essential oils with good gutta-percha dissolution capacity and antimicrobial activity against pathogens associated 
with endodontic failures, in addition to greater biocompatibility. Methodology: The effectiveness of three Citrus essential oils with good 
gutta-percha dissolution was evaluated. The results were compared to conventional endodontic solvents (C1, eucalyptol; C2, endosolv® 
E; and C3, chloroform). The chemical profile analysis was performed using gas chromatography coupled with mass spectrometry, and the 
effectiveness of the essential oils in removing gutta-percha was determined through disintegration and hardness tests. The antimicrobial 
activity was measured using turbidimetric analysis against Enterococcus faecalis and Candida albicans, and the scavenging reactive oxygen 
species determined the antioxidant activity. Results: D-limonene was the main compound. Oils 1 and 3 were effective in removing gutta-
percha in the hardness test, surpassing C1 and showing results similar to C2. In the disintegration test, the most effective oil was 3, which 
was superior to C1 and equivalent to C2. Oil 3 also stood out in antimicrobial and antioxidant activity. Conclusion: it is concluded that oil 
3 (Citrus sinensis) appears to be a natural, viable and safe alternative when compared to conventional solvents, as it presents compounds 
with effective gutta-percha dissolution capacity, in addition to exhibiting complementary activities such as antimicrobial and antioxidant.
Keywords: Essential oil; Phytotherapy; Endodontics; Gutta-percha; Dentistry.

INTRODUÇÃO
O tratamento endodôntico consiste em um método 

químico-mecânico de desinfecção do sistema de canais 
radiculares (SCR), seguida da obturação hermética tri-

dimensional desses canais. O objetivo é eliminar e (ou) 
reduzir os microrganismos causadores de doenças da polpa 
e do periápice, bem como aumentar a cicatrização e a 
reparação do tecido perirradicular. É indicado para dentes 
que sofreram necrose pulpar ou apresentam inflamação 
irreversível da polpa. Os materiais mais utilizados para a 
obturação são os cones de guta-percha (GP) em associação 
ao cimento de óxido de zinco e eugenol (OZE)1.
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Alguns motivos podem levar a falha do tratamento 
endodôntico, como infecções persistentes, preparo 
químico mecânico insuficiente, obturação insatisfatória, 
infiltração coronária, canais remanescentes não tratados, 
entre outros2. Destaca-se, na literatura, a persistência de 
infecções intra e extrarradiculares como a causa mais 
prevalente do insucesso dessa terapia3. Os microrganismos 
mais frequentemente associados são Enterococcus faecalis 
e Candida albicans2,4.

Nos casos de insucesso endodôntico, sempre que 
possível, a terapia preferencial deve ser o retratamento 
endodôntico não cirúrgico, pois é menos invasivo, em 
comparação com as cirurgias perirradiculares, e apresenta 
maiores taxas de sucesso5. O procedimento consiste na 
remoção do material obturador, reinstrumentação e reo-
bturação de canais radiculares, com o objetivo de superar 
as deficiências da terapia anterior6.

Para realizar a remoção da GP dos canais radiculares, 
existem diversas técnicas, tais como limagem manual, 
instrumentação rotativa, métodos térmicos e uso apa-
relhos ultrassônicos. Elas podem ser aplicadas de forma 
isolada ou associadas a substâncias solventes, sendo a 
utilização de métodos combinados a forma mais indicada, 
eficaz e segura6,7.

O uso de solventes orgânicos no retratamento en-
dodôntico tem sido um aliado para a completa remoção 
dos materiais obturadores, além de contribuir para a 
desinfecção do SCR8. Essa remoção pode representar um 
desafio, principalmente em áreas críticas de curvatura de 
raiz, onde existe risco de perfuração, sendo preconizado 
pela literatura o uso dessas substâncias para auxiliar no 
amolecimento da GP. Muitas opções estão disponíveis no 
mercado, e, dentre as mais utilizadas, estão o clorofórmio, 
o tetracloroetileno (endosolv® E) e o eucaliptol8,9.

Mesmo com a variedade de ofertas, a literatura 
demonstra que nenhuma delas preenche os requisitos 
de um solvente ideal, o qual deve ser não tóxico, não 
carcinogênico, apresentar dissolução eficiente de GP, e 
apresentar tempo de ação viável clinicamente. Quando 
depositadas na porção apical da raiz, caso apresentem 
citotoxicidade, as substâncias podem levar a exacerbação 
da reação inflamatória dos tecidos periapicais, cursando 
com sintomatologia pós-operatória e prejuízo para a 
reparação tecidual apical10. Um exemplo é o clorofórmio, 
que possui potencial carcinogênico e elevada toxicidade 
para as células humanas11. Já o tetracloroetileno apresen-

ta ação tóxica para o fígado e rins, e é classificado como 
potencialmente cancerígeno12.

Em 2008, o Conselho Federal de Odontologia (CFO), 
através da resolução n° 82, reconheceu e regulamentou 
o uso pelo cirurgião-dentista de práticas integrativas e 
complementares à saúde bucal, dentre elas, o uso da 
fitoterapia. Na odontologia, muito se tem buscado, espe-
cialmente nos óleos essenciais (OEs), encontrar substâncias 
com boa atividade dissolutiva da GP, satisfatória atividade 
antimicrobiana contra os patógenos associados aos casos 
de insucesso endodôntico, maior biocompatibilidade, me-
nor toxicidade aos tecidos e baixo custo13,14. A utilização de 
fitoterápicos como alternativa aos solventes convencionais 
pode apresentar aspectos interessantes, como estímulo 
à agricultura familiar, redução do impacto ambiental, e 
descoberta de compostos menos tóxicos à saúde humana 
e com melhor efetividade.

Duas substâncias naturais já são utilizadas como sol-
ventes: o eucaliptol e o óleo essencial de laranja. O primeiro 
apresenta ação lenta e capacidade emoliente inferior, em 
comparação com solventes convencionais, como o cloro-
fórmio e tetracloroetileno15. Já o óleo de laranja (gênero 
Citrus) é um excelente solvente alternativo, por apresentar 
boa ação dissolutiva e ser biocompatível16. Os OEs advindos 
do gênero Citrus representam uma alternativa natural 
viável aos solventes convencionais, embora as pesquisas 
existentes na área odontológica não especifiquem de que 
planta o óleo foi extraído, que parte da planta foi utilizada 
e qual a composição química dessa matriz complexa que 
o óleo essencial representa17.

Dentro desse contexto, o objetivo do presente estudo 
foi avaliar a efetividade na dissolução da guta-percha, men-
surar os potenciais biológicos e a segurança de três óleos 
essenciais pertencentes ao gênero Citrus (Citrus paradisi, 
Citrus limon e Citrus sinensis). Os resultados obtidos foram 
comparados aos dos solventes endodônticos conhecidos 
e utilizados na odontologia (clorofórmio, endosolv® E e 
eucaliptol).

METODOLOGIA

AMOSTRAS
Todas as amostras deste estudo experimental foram 

adquiridas comercialmente, conforme é mostrado no 
Quadro 1.

Quadro 1 – Informações sobre as substâncias de interesse avaliadas neste estudo.

Código Substância Nome popular Parte da planta Fabricante
Óleo 1 Citrus paradisi Grapefruit rosa Cascas dos frutos Grupo Laszlo
Óleo 2 Citrus limon Limão siciliano Cascas Grupo Laszlo
Óleo 3 Citrus sinensis Laranja sanguínea Cascas Grupo Laszlo
Controle 1 (C1) Eucaliptol® NA NA Biodinâmica Química e Farmacêutica Ltda.
Controle 2 (C2) Endosolv® E NA NA Septodont*
Controle 3 (C3) Clorofórmio NA NA Labsynth produtos para laboratório Ltda.

NA = não se aplica; *Importado e distribuído no Brasil por TDV Dental Ltda.
Fonte: elaborado pela autora (2024).
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As amostras foram submetidas às análises laborato-
riais. O perfil químico dos óleos essenciais foi avaliado por 
meio da cromatografia gasosa acoplada à espectrometria 
de massas (CG-EM), e a efetividade dos óleos essenciais 
na remoção da guta-percha, pelos testes de desintegra-
ção e dureza por penetração. Em relação aos potenciais 
biológicos, a atividade antimicrobiana foi avaliada por 
meio da análise turbidimétrica contra E. faecalis e C. albi-
cans, e a atividade antioxidante foi medida pelo método 
de sequestro de espécies reativas de oxigênio.

PERFIL QUÍMICO DOS ÓLEOS ESSENCIAIS
Considerando a necessidade de análise e caracte-

rização da composição química de cada óleo essencial, 
optou-se pelo método padrão-ouro de análise por cro-
matografia gasosa acoplada à espectrometria de massas 
(CG-EM). Empregou-se o sistema analítico, composto por 
cromatógrafo QP2010 Ultra com amostrador automático 
AOC - 5000 Plus e coluna cromatográfica de 30 metros 
(SH-Rtx-5MS), ambos da Shimadzu.

Para o preparo das amostras, 20 µL do óleo essencial 
ou padrão n-alcanos (C7 a C30 – Sigma-Aldrich) foram 
adicionados a 980 µL de acetato de etila (grau HPLC, do 
inglês high performance liquid chromatography) em vials 
apropriados para o injetor.

As condições analíticas incluíram: temperaturas do 
forno 60°C e do injetor 220°C, gradiente linear 60°C - 240°C, 
com variação de 3°C/minuto, fluxo do gás de arraste (hélio) 
de 8,5 mL/minuto, injeção de 1 µL e operação em modo 
split de 1:5; ionização eletrônica de 70 eV. O detector foi 
programado para registrar taxas de massas (varredura) 
entre 20 e 500 m/z. A temperatura da fonte foi de 290ºC, 
da interface de 280ºC, e o ganho do detector de 1,05 kV.

Os dados obtidos foram analisados comparando-se 
o perfil de fragmentação da molécula no espectro de 
massas, com os dados depositados na biblioteca NIST (do 
inglês National Institute of Standards and Technology) e 
a similaridade calculada pelo software GC-MS Postrun 
Analysis. Padrões de fragmentação também foram com-
parados aos padrões da literatura internacional18.

O índice de Kovatz (Equação 1) e o índice de retenção 
com programação linear de temperatura (LTPRI, do inglês 
Linear Temperature Programmed Retention Indexes) 
(Equação 2) foram calculados e, posteriormente, com-
parados com a literatura18.

Equação 1 – Cálculo do Índice de Kovatz.

KI= Índice de Kovatz; t’R = tempo de retenção ajustado; i = analito; n = 
número de carbonos do padrão adjacente menos retido; n+ 1 = número 
de carbonos do padrão adjacente mais retido.

Fonte: elaborado pela autora, 2024.

Onde t’R é o tempo de retenção ajustado (tempo de 
retenção do pico menos o tempo de eluição do pico de 
um composto não retido pela coluna cromatográfica), i é 
o analito, n – número de carbonos do padrão adjacente 
menos retido e n + 1 é o número de carbonos do padrão 
adjacente mais retido19.

Equação 2 – Cálculo do Índice de retenção com programação 
linear de temperatura.

LTPRI= Índice de retenção com programação linear de temperatura; t’R 
= tempo de retenção ajustado; i = analito; n = número de carbonos do 
padrão adjacente menos retido; n+ 1 = número de carbonos do padrão 
adjacente mais retido.

Fonte: elaborado pela autora, 2024.

TESTE DE DESINTEGRAÇÃO
A quantidade total de amostra para esse teste com-

preendeu 81 cones de guta-percha (tamanho M, 28 mm, 
ENDOPOINTS®). Cada grupo de interesse a ser testado foi 
composto de 3 cones de guta-percha.

O ensaio foi realizado em triplicata e em conformidade 
com o descrito por Ramos, Câmara, Aguiar20 (2016): os 
cones de GP foram pesados em uma balança analítica; em 
seguida, foram colocados em um tubo de vidro cilíndrico e 
permaneceram submersos em 2 mL das substâncias-teste 
por 5 minutos.

Posteriormente, os cones foram lavados com água 
destilada (100 mL), com auxílio de uma seringa de 20 mL, 
cujo conteúdo foi dispensado manualmente em jatos 
contínuos (5 vezes de 20 mL). Em seguida, os cones foram 
mantidos em temperatura ambiente por 72 horas para 
secagem em peneiras granulométricas de aço inoxidável. 
Após a secagem, os cones de guta-percha foram pesados 
novamente para avaliar a perda de massa. A massa perdida 
(Mp) foi calculada pela massa inicial (Mi) dos cones menos 
a massa final (Mf).

TESTE DE DUREZA
Para esse teste, foi utilizada metodologia adaptada 

de estudos semelhantes21,22. Trinta e seis corpos de prova 
foram confeccionados e divididos em 9 grupos, cada qual 
com 4 espécimes. Um tubo cilíndrico foi dividido em três 
partes iguais de 10 mm. Na porção inferior, foi colocado 
o restaurador temporário Obtur (Maquira). Em seguida, 
foram acrescentados 10 mm de guta-percha bastão (Ohda-
cam, Dentsply sirona), plastificada através de uma seringa 
metálica em alta temperatura.

Os corpos de prova foram submetidos ao banho ultra-
termostático (SL 152, SOLAB) por 1 hora na temperatura 
de 37ºC ± 0,2ºC, simulando o ambiente oral. Posteriormen-
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te, foi adicionado 0,1 mL da substância-teste na porção 
superior do corpo de prova, com tempo de atuação de 
5 minutos e mantidos em banho ultratermostático nas 
mesmas condições.

Após esse intervalo de tempo, foi realizado o teste 
de força de compressão por meio da máquina de ensaio 
universal (EMIC DL 20KN, Instron). Foi calculada a força 
máxima, aplicada perpendicularmente ao plano do corpo 
de prova, com velocidade igual a 5 mm/minuto, necessária 
para que ocorresse o deslocamento de um espaçador C 
endodôntico por 5 mm através da guta-percha.

O programa utilizado para a análise desses resultados 
foi o Test Script (TESC), que definiu o procedimento de 
ensaio, desde os detalhes da sequência de aplicação de 
cargas até a análise dos resultados e emissão do relatório.

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
O teste de atividade antimicrobiana seguiu padrões de 

qualidade em pesquisa microbiológica, sendo realizados 
procedimentos rígidos de esterilização e manutenção da 
cadeia asséptica.

As cepas empregadas foram provenientes da American 
Type Culture Collection (ATCC), a saber: Candida albicans 
(ATCC 10231) e Enterococcus faecalis (ATCC 51299). O 
protocolo analítico se deu através técnica de microdilui-
ção com determinação de concentração inibitória mínima 
(CIM), por meio da análise turbidimétrica.

Preparou-se uma suspensão microbiana com soro 
fisiológico estéril (cloreto de sódio 0,9%), com 25% de 
transmitância, para o E. faecalis, e 10 % de transmitância 
para a C. albicans, medidas com auxílio do espectrofotô-
metro. Após a padronização, realizou-se a diluição seriada 
com soro fisiológico estéril.

Posteriormente, foi realizada a incubação da suspen-
são microbiana, em duplicata e em placas de Petri, nas 
diluições de 10-7 a 10-9, por um período de 24 horas para 
E. faecalis, em meio de cultivo Tryptone Soy Agar (TSA) e 
diluições de 10-4 a 10-6, por 48 horas para C. albicans, em 
Sabouraud Dextrose Agar (SDA), visando a contagem das 
unidades formadoras de colônias (UFCs) para preparo da 
solução padronizada na concentração de 3x103 UFC/mL 
em meio Brain Heart Infusion Broth (BHI) estéril para E. 
faecalis e Meio do Roswell Park Memorial Institute 1640 
(RPMI) para C. albicans.

Em placa de 96 poços estéril, de fundo chato, foram 
adicionados 100 µL do inóculo e 100 µL das substân-
cias-teste (óleos e controles: eucaliptol, endosolv® E e 
clorofórmio) em diferentes concentrações (1,9 µg/mL até 
1000 µg/mL).

Os fármacos de referência utilizados foram: o antibióti-
co cloranfenicol (250 μg/mL a 1,95 μg/mL, para E. faecalis) 
e o antifúngico nistatina (64 UI a 0,125 UI, para C. albicans).

Como controles negativos, foram utilizados os meios 
de cultura BHI e RPMI em triplicata, sem inóculo micro-
biano, respectivamente para E. faecalis e C. albicans. E, 
como controles positivos, foram empregados os inóculos 

sem adição de substâncias-teste, também em triplicata. 
As placas foram incubadas à temperatura de 37°C por 
24 horas para E. faecalis e 48 horas para C. albicans, em 
ambiente aeróbico.

A CIM é considerada a menor concentração que não 
apresenta crescimento microbiano detectado pela tur-
vação do meio. Com objetivo de diferenciar a atividade 
antimicrobiana em bactericida ou bacteriostática e entre 
fungicida ou fungistática, foram pipetados 20 μL do con-
teúdo do poço que não apresentou turvação em 4 mL de 
meio de cultura Brain Heart Infusion Broth (BHI) para E. 
faecalis e 5 μL de cada poço para 1 mL de meio Sabouraud 
Dextrose Broth (SDB) para C. albicans. Todos os procedi-
mentos foram realizados em triplicata23.

No teste com o E. faecalis, como houve turvação em 
todos os poços para os óleos testados, ou seja, houve pro-
liferação microbiana em todas as concentrações testadas, 
optou-se por realizar a leitura em espectrofotômetro no 
leitor de placa para determinar a porcentagem de cresci-
mento (ou inibição) na presença das substâncias testadas.

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
A atividade antioxidante foi avaliada pelo método de 

sequestro de espécies reativas de oxigênio, através da re-
dução do DPPH, conforme metodologia proposta por Sree-
jayan, Rao24 (1996), com algumas modificações. Iniciou-se 
com o preparo da solução de DPPH na concentração de 
0,05 mM. Para um balão volumétrico, foram transferidos 
1 mg de DPPH e 50 mL de etanol absoluto; em seguida, o 
balão foi levado ao ultrassom por 2 minutos.

As amostras dos óleos testados foram preparadas a 
partir de 10 μL de óleo e 10 μL de dimetilsulfóxido (DMSO), 
solubilizados em 1980 μL de etanol para análise (PA), ob-
tendo-se uma solução inicial de 5000 μg/mL. Dessa, foram 
aliquotados 200 μL, aos quais foram adicionados 800 μL 
de etanol PA, obtendo-se uma solução com concentração 
de 1000 μg/mL. Foram realizadas diluições seriadas com 
utilização do etanol PA como diluente. Em uma microplaca 
de 96 poços, foram adicionados 50 μL da amostra, em 
diferentes concentrações, e 150 μL de DPPH. Ao término 
do processo, foram obtidas concentrações-teste na faixa 
de 0,122 a 250 μg/mL. As placas foram levadas para ho-
mogeneização no agitador de microplaca por 3 minutos, 
e mantidas ao abrigo da luz por 30 minutos. Após esse 
intervalo, foi realizada a leitura de absorvância na placa, 
com emprego do espectrofotômetro (Multiskan GO, Da-
tamed) no comprimento de onda fixo de 510 nm. A fim de 
excluir possíveis interferências da coloração da amostra, 
um branco foi preparado a partir de 150 μL de etanol abso-
luto que foi adicionado a 50 μL da solução-teste. O padrão 
de referência utilizado no ensaio foi o ácido ascórbico. O 
ensaio foi realizado em triplicata. A atividade antioxidante 
foi calculada por meio da Equação 3.
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Equação 3 – Cálculo da atividade antioxidante.

𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 𝐴𝐴𝐴𝐴𝑎𝑎𝑎𝑎𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝑎𝑎𝑎𝑎𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 (%) =  
Aamostra − Acontrole

ADPPH
 𝑎𝑎𝑎𝑎 100 

Aamostra = valor da absorbância para a solução que contém a amostra 
mais o DPPH; Acontrole= valor de absorbância da amostra mais o etanol 
PA; ADPPH= absorbância da solução de DPPH.

Fonte: elaborado pela autora, 2024.

RESULTADOS

PERFIL QUÍMICO DOS ÓLEOS ESSENCIAIS
Na Tabela 1, encontram-se os principais constituin-

tes químicos presentes nos óleos essenciais analisados 
por CG-EM e a comparação com o que está descrito nas 
normas ISO (do inglês, International Organization for 
Standardization). Picos com valores menores que 1% não 
foram computados para o perfil dos óleos essenciais.

Tabela 1 – Composição dos OEs obtidos por CG-EM e normas ISO correspondentes.

Amostra Componentes ISO (% mín. A máx.) Valores do ensaio (%)

ÓLEO 1
Citrus paradisi
(Grapefruit rosa)

α-pineno 0,2 a 0,6 2,17
β-pineno 0,05 a 0,2 3,94
Mirceno 1,5 a 2,5 4,16
D-limoneno 92 a 96 70,04
g-terpineno - 5,05
α-terpineno - 2,10

ÓLEO 2
Citrus limon
(Limão siciliano)

α-pineno
Espanha Itália Brasil

3,75
1,5 a 3 1,5 a 3 1,4 a 3

β-felandreno - - - 4,34
β-pineno 10 a 16,5 10 a 16,5 7 a 16 13,65
Mirceno - - - 2,85
D-limoneno 60 a 70 60 a 68 59 a 75 53,83
g-terpineno 8 a 12 8 a 12 6 a 12 9,72
α- bergamoteno - - - 1,46
β-bisaboleno 0,45 a 0,9 0,45 a 0,9 0,2 a 0,9 2,06

ÓLEO 3
Citrus sinensis
(Laranja sanguínea)

α-pineno 0,4 a 0,8 1,14
Sabineno 0,2 a 1 1,16
Mirceno 1,5 a 3,5 2,97
D-limoneno 93 a 96 71,07
Linalol 0,15 a 0,7 1,73

CG-EM= Cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas.
ISO= International Organization of Standardization.

Fonte: dados da pesquisa.

TESTE DE DESINTEGRAÇÃO
Foi realizada a análise exploratória (avaliação da 

distribuição) do conjunto dos dados encontrados para 
investigar os pressupostos estatísticos, visando o ade-
quado uso das técnicas de análise, e, após análises de 
normalidade e homogeneidade, optou-se pelo teste 
ANOVA, que visa verificar se existem diferenças entre 
as médias da perda de massa em relação à substância 
utilizada. A partir do teste supracitado, é possível afirmar 
que existem diferenças estatísticas entre as substâncias 
analisadas, visto que se verificou sig = 0,000 (Tabela 2).

Tabela 2 – Teste estatístico ANOVA para verificação de diferença 
entre as médias da perda de massa.

Soma dos 
quadrados Df Quadrado 

médio F Sig.

Entre grupos 0,039 8 0,005 141,645 0,000
Nos grupos 0,001 18 0,000
Total 0,040 26

Df= Graus de liberdade; F= estatística de Fischer. Sig. = significância.
Fonte: dados da pesquisa.

A Tabela 3 apresenta o relatório com dados da média 
de perda de massa e desvio padrão de cada substância-
-teste.

Tabela 3 – Média e desvio padrão em relação à perda de massa 
de cada grupo.

GRUPOS MÉDIA DESVIO 
PADRÃO MÍNIMO MÁXIMO n

1 -,041500 ,0080876 -,0504 -,0346 3
2 -,025833 ,0036088 -,0300 -,0237 3
3 -,063833 ,0121253 -,0742 -,0505 3
C1 -,020733 ,0072666 -,0288 -,0147 3
C2 -,073133 ,0050895 -,0790 -,0699 3
C3 -,119267 ,0029569 -,1225 -,1167 3
TOTAL -,038470 ,0392591 -,1225 -,0001 27

1= Citrus paradisi; 2= Citrus limon; 3= Citrus sinensis; C1= Eucaliptol; 
C2= endosolv® E; C3= Clorofórmio; n= número de amostras.

Fonte: dados da pesquisa.
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Após a análise ANOVA, optou-se por verificar a 
existência de diferença estatística entre os grupos, utili-
zando-se o teste post-hoc Tukey-HSD, com intervalo de 
confiança de 95% (Tabela 4).

Tabela 4 – Avaliação estatística dos dados de desintegração 
pelo teste post-hoc Tukey-HSD.

Subst.-
-teste N

Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4

C1 3 0,020733
2 3 0,025833 0,025833
1 3 0,041500
C2 3 0,063833
3 3 0,073133
C3 3 0,119267
Sig. 1,0000 0,973 0,081 0,604 1,000

1= Citrus paradisi; 2= Citrus limon; 3= Citrus sinensis; C1= Eucaliptol; 
C2= endosolv® E; C3= Clorofórmio; n= número de amostras; Sig. = 
Significância.

Fonte: dados da pesquisa.

TESTE DE DUREZA
É possível observar, na Tabela 5, os dados da força 

média (N) necessária para mover o espaçador endodôn-
tico e o desvio padrão de cada substância-teste.

Tabela 5 – Força média necessária para mover o espaçador 
endodôntico.

Substância-teste Força (Newton)
(média ± desvio padrão, n=3)

Eucaliptol (C1) 7,24 ± 1,12

Endosolv® E (C2) 4,14 ± 0,10

Clorofórmio (C3) 3,79 ± 0,59

Citrus paradisi (O1) 6,03 ± 0,35

Citrus limon (O2) 6,21 ± 0,28

Citrus sinensis (O3) 6,04 ± 0,41

Fonte: dados da pesquisa.

Devido à constatação de normalidade e homogenei-
dade dos dados, optou-se pelo teste estatístico ANOVA 
(Tabela 6).

Tabela 6 – Teste estatístico ANOVA para verificação de diferença 
entre as médias das forças (N).

Soma dos 
quadrados Df Quadrado 

médio F Sig.

Entre grupos 59,355 8 7,419 16,128 0,000
Nos grupos 8,281 18 0,460
Total 67,636 26

Df = graus de liberdade; F = estatística de Fischer; Sig. = significância.

Fonte: dados da pesquisa.

Após a análise ANOVA, optou-se por verificar a exis-
tência de diferença estatística entre os grupos utilizando o 
teste post-hoc Tukey-HSD, com intervalo de confiança de 
95% (Tabela 7). Constatou-se que o grupo 1 apresentou os 
melhores resultados, ou seja, utilizou as menores forças 
para deslocar o espaçador por 10 mm.

Tabela 7 – Avaliação estatística dos dados de dureza pelo teste 
post-hoc Tukey-HSD.

Substância- 
teste n

Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4

Tukey 
HSDa

C3 3 3,4467
C2 3 4,0200 4,0200
3 3 5,6467 5,6467
1 3 5,7433 5,7433 5,7433
2 3 6,0133 6,0133
C1 3 6,0900 6,0900
Sig. 0,977 0,105 0,134 0,052

1 = Citrus paradisi; 2 = Citrus limon; 3 = Citrus sinensis; C1 = eucaliptol; 
C2 = endosolv® E; C3 = clorofórmio; n = número de amostras.

Fonte: dados da pesquisa.

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
Foram realizados CIM e CFM para a cepa de Candida 

albicans ATCC 10231. Apenas os óleos essenciais 1 e 3 
apresentaram eficácia contra o fungo testado. Nenhum 
dos controles avaliados apresentou eficácia contra essa 
cepa nas condições experimentais, conforme é observado 
na Tabela 8.

Tabela 8 – Atividade antifúngica das substâncias de interesse 
frente à Candida albicans ATCC 10231.

Substância-teste CIM (µg/mL) CFM (µg/mL)
Óleos 1 e 3 250 500
Óleo 2 >1000 >1000
C1 – Eucaliptol >1000 >1000
C2 – Endosolv® E >1000 >1000
C3-Clorofórmio >1000 >1000
Nistatina 8 UI 32 UI

Óleo 1= Citrus paradisi; Óleo 2= Citrus limon; Óleo 3= Citrus sinensis; 
CIM= concentração inibitória mínima; CFM= concentração fungicida 
mínima; UI= unidades internacionais; µg/mL= micrograma por mililitro.

Fonte: dados da pesquisa.

Em relação à bactéria Enterococcus faecalis ATCC 
51299, nenhum óleo essencial ou controle apresentou 
efeito bactericida. Porém as substâncias testadas apre-
sentaram efeito bacteriostático, ou seja, ocorreu inibição 
do crescimento bacteriano, quando comparadas às do 
grupo controle da metodologia (inóculos sem adição da 
substância-teste). As taxas de inibição de crescimento 
podem ser avaliadas na Tabela 9.
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Tabela 9 – Inibição mínima e máxima do Enterococcus faecalis 
ATCC 51299 para as substâncias de interesse.

Substância-teste
Inibição mínima/ 

máxima (%)

Concentração 
referente à inibição 

(µg/mL)

Óleo 1 13,07 62,5

27,98 250

Óleo 2 14,26 15,62

67,05 1000

Óleo 3 27,03 15,62

69,19 500

C1- eucaliptol 38,17 3,9

62,89 7,81

C2- endosolv® E 42,59 500

61,24 3,9

C3- clorofórmio 48,16 125

61,74 1000

Óleo 1= Citrus paradisi; Óleo 2= Citrus limon; Óleo 3= Citrus sinensis; 
%= porcentagem; µg/mL= micrograma por mililitro.

Fonte: dados da pesquisa.

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
Os OEs apresentaram atividade antioxidante não 

considerada dose-dependente, ou seja, não houve uma 
relação linear entre a atividade biológica e a concentra-
ção testada. Devido ao exposto, não foi possível realizar 
o cálculo da concentração inibitória 50% (CI50), ou seja, 
a concentração necessária para consumir metade (50%) 
dos radicais livres presentes no DPPH. Os resultados estão 
demonstrados na Tabela 10.

Tabela 10 – Atividade antioxidante das substâncias-teste pelo 
método de DPPH.

Substância-teste Atividade antioxidante
(% mínima e máxima)

Óleo 1 17 e 22
Óleo 2 18 e 22
Óleo 3 21 e 33
Eucaliptol (C1) 13 e 18
Endosolv® E (C2) 14 e 19
Ácido ascórbico (fármaco de 
referência) 11 e 64*

Óleo 1= Citrus paradisi; Óleo 2= Citrus limon; Óleo 3= Citrus sinensis.
*O ácido ascórbico apresentou relação de dose dependência (CI50= 
concentração inibitória 50%).

Fonte: dados da pesquisa.

DISCUSSÃO
Devido à sua grande importância econômica, inúme-

ros estudos têm investigado a composição química dos 
óleos essenciais de cascas, folhas e flores de diferentes 
espécies de Citrus. Vale ressaltar que existe uma grande 
variação na composição química dos óleos cítricos, de-
vido às diferenças de origem, cultivo, genética, idade e 
estágio de maturação da planta, estação do ano, clima 
(índice pluviométrico), método de extração, entre outras 
variáveis25. Essa variabilidade pode ser notada também 
nas amostras analisadas neste estudo.

Óleos essenciais obtidos a partir de cascas de Citrus 
geralmente apresentam o D-limoneno, um hidrocarbo-
neto monoterpeno, como o composto mais abundante, 
com concentrações entre 60 a 95% do óleo26. Esse com-
posto foi majoritário em todos os óleos Citrus avaliados 
neste estudo.

Em relação ao teste de desintegração, o OE de laranja 
(óleo 3 – laranja sanguínea) apresentou ação superior ao 
eucaliptol no tempo de 5 minutos. Já no estudo utilizado 
como modelo de metodologia de perda de massa para 
o pressente estudo20, o OE de laranja e o eucaliptol não 
apresentaram diferenças estatísticas entre si em nenhum 
tempo de exposição à substância. Ademais, é cabível 
destacar que os autores não especificaram a espécie 
vegetal da qual foi extraído o óleo essencial de laranja.

De todos os OEs testados, Citrus sinensis (O3) apre-
sentou maior média de perda de massa e se mostrou 
superior ao eucaliptol e estatisticamente semelhante 
ao endosolv® E. Ao analisar o perfil químico, observamos 
que C. sinensis é o OE do estudo que apresenta maior 
percentual de D-limoneno.

Diante do exposto, podemos sugerir que um maior 
percentual de D-limoneno pode resultar em uma maior 
dissolução de GP, visto que o D-limoneno (refinado do 
óleo de laranja) é utilizado como um solvente endo-
dôntico alternativo, chamado GP-solvent (Nippon Shika 
Yakuhin, Shimonoseki, Japan), cuja composição é de 97% 
de D-limoneno e apresenta eficiência no amolecimento 
do material obturador10,27. Porém foi demonstrado que 
o solvente pode ser tóxico para algumas linhagens celu-
lares28. Sendo assim, produtos naturais com D-limoneno, 
especialmente óleos cítricos, vêm sendo investigados por 
sua segurança e eficácia na remoção de guta-percha13,21.

Os resultados obtidos no teste de dureza corroboram 
o encontrado no teste de desintegração, visto que den-
tre os OEs testados, o O1 (Citrus paradisi) e o O3 (Citrus 
sinensis) também apresentaram os melhores resultados, 
que são estatisticamente semelhantes ao C2 (endosolv® 
E) e superiores ao C1 (eucaliptol) nesse teste.

Jantarat, Malhotra, Sutimuntanakul21 (2013) em-
pregaram metodologia similar à do presente estudo, 
ao avaliar a dureza por penetração de quatro OEs do 
gênero Citrus, adquiridos comercialmente (óleos de 
grapefruit, tangerina, lima e limão), comparando-os 
ao controle clorofórmio. Vale destacar que os autores 
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não informaram os tipos de óleo (nome completo da 
substância), de que parte da planta foram extraídos, 
e também não houve análise da composição dos óleos 
(perfil fitoquímico). Como resultado, eles demonstraram 
que o solvente mais eficaz foi o clorofórmio, seguido 
pelos óleos de grapefruit e tangerina, enquanto que os 
OEs menos efetivos foram os de lima e limão. Esse fato 
é compatível com os resultados obtidos no presente 
estudo, visto que o clorofórmio também demonstrou a 
melhor efetividade, e o óleo de grapefruit (O1) e o óleo 
de laranja (O3) foram os OEs mais efetivos nesta análise.

Espírito Santo13 (2022) realizou estudo semelhante 
ao nosso, no que diz respeito à metodologia, com uti-
lização dos mesmos controles. Os resultados obtidos 
pela autora, no teste de dureza, são divergentes dos 
obtidos no presente estudo, visto que o OE de laranja 
(Citrus aurantium dulcis) se mostrou estatisticamente 
semelhante ao C3 (clorofórmio) e ao C2 (endosolv® E), e 
superior ao C1 (eucaliptol). No presente estudo, o OE de 
laranja (Citrus sinensis) não foi tão efetivo quanto o C3, 
porém concorda, sendo estatisticamente semelhante ao 
C2 e superior ao C1. Mesmo em se tratando de óleos 
de laranja, eles são de tipos distintos, e, consequente-
mente, apresentam ações distintas, bem como perfil 
fitoquímico distinto (demonstrado por CG-EM), o que 
justifica a diferença nos resultados encontrados. Esse 
fato reforça a necessidade de informações completas 
(gênero, variação, parte da planta, local de cultivo, perfil 
fitoquímico, etc.) acerca dos óleos essenciais analisados.

Os óleos 1 (Citrus paradisi) e 3 (Citrus sinensis) 
demostraram ação fungicida frente à Candida albicans 
ATCC 10231 (CFM = 500 µg/mL), sendo, portanto, os 
óleos com melhor atividade antimicrobiana.

Os óleos 1 e 3 apresentaram ação fungicida frente 
à C. albicans (CFM = 500 µg/mL), e foi demonstrado, no 
presente estudo, através de CG/EM, que eles foram os 
óleos cítricos com os maiores percentuais de D-limo-
neno (70,04% e 71,07%, respectivamente). Já o óleo 2 
apresentou menor percentual de D-limoneno (53,83%), 
e não demonstrou ação fungicida frente à C. albicans 
(CFM > 1000 µg/mL). Diversos estudos demonstraram 
a atividade fungicida do D-limoneno frente à C. albi-
cans29,30. Muñoz et al.29 (2020) comprovaram que o 
D-limoneno é capaz de gerar danos na parede celular 
das leveduras de C. albicans, podendo causar a ruptura 
dessa estrutura. O estudo de Thakre et al.30 (2018) su-
gere que o D-limoneno atua inibindo o crescimento de 
C. albicans por estresse oxidativo induzido por danos 
na parede celular, consequentemente gerando danos 
no DNA e apoptose.

Em relação à bactéria Enterococcus faecalis ATCC 
51299, nenhum óleo essencial ou controle apresen-
tou efeito bactericida. Porém as substâncias testadas 
apresentaram efeito bacteriostático, ou seja, ocorreu 
inibição do crescimento bacteriano, em comparação ao 
grupo de controle da metodologia (inóculos sem adição 
da substância-teste).

O óleo 3 (Citrus sinensis) apresentou a maior taxa de 
inibição de crescimento do microrganismo E. faecalis, 
atingindo 69,19%. Observa-se que os óleos 2 e 3 apre-
sentaram uma maior inibição do crescimento bacteriano 
que os controles.

Ramesh, Keerthana31 (2021) demonstraram a efetivi-
dade do óleo extraído da casca de Citrus sinensis frente 
ao E. faecalis (CIM = 37,5 μg/mL e CBM = 59,42 μg/mL), 
corroborando a atividade satisfatória do OE no presente 
estudo. Os autores sugerem que sejam realizados testes 
de citotoxidade para que o OE possa ser utilizado in vivo.

Os antioxidantes são definidos como qualquer 
substância que, presente em menores concentrações 
que as do substrato oxidável, seja capaz de atrasar ou 
inibir sua oxidação, de maneira eficaz32. A presença de 
satisfatória atividade antioxidante nos solventes pode 
se mostrar interessante para o retratamento endo-
dôntico, visto que, na maioria dos casos de insucesso, 
observa-se presença de infecção e (ou) inflamação dos 
tecidos perirradiculares6,33. Todos os OEs apresentaram 
maior atividade antioxidante (mínima e máxima) do que 
os controles (C1 e C2). Dentre todas as substâncias, o 
óleo 3 (Citrus sinensis) apresentou a maior atividade 
antioxidante absoluta (mínima e máxima).

A atividade antioxidante do óleo essencial 3, extraí-
do da casca de Citrus sinensis, variou de 21% a 33%, o 
que é compatível com o estudo de Farahmandfar et al.34 

(2020), que encontrou atividade antioxidante de 30% 
ao utilizar óleo essencial obtido da casca de C. sinensis 
na concentração de 5 mg/ mL. Apesar de não ser pos-
sível o cálculo da CI50 no presente estudo (não houve 
relação dose dependência), na pesquisa dos autores 
supracitados a CI50 foi encontrada na concentração de 
7,8 mg/ mL. Já o estudo de Chalova, Crandall, Rickie35 
(2010) apresenta resultados discordantes dos obtidos 
nesta pesquisa, visto que os autores demonstraram a 
atividade antioxidante máxima de 18% utilizando óleo 
essencial de C. sinensis pelo método de DPPH, embora 
não fosse especificada a parte da planta de onde o óleo 
foi extraído, e os autores não realizassem análise do 
perfil fitoquímico do referido óleo, não sendo possível 
identificar os compostos nele presentes.

CONCLUSÃO
A análise conjunta dos resultados demonstrou que 

o óleo 3 (Citrus sinensis) parece ser uma alternativa 
natural, viável e segura, quando comparado aos sol-
ventes endodônticos convencionais, pois, em relação a 
todos os óleos essenciais testados, exibiu os melhores 
resultados de desintegração, dureza, e ainda exibiu ati-
vidades complementares desejáveis como antioxidante, 
bacteriostática contra Enterococcus faecalis ATCC 51299, 
e fungicida frente à Candida albicans ATCC 10231.
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