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Rocha CT. Efeitos antimicrobianos do 6leo essencial de Lavandula dentata sobre
cepas clinicas de Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium [dissertacdo]. Séo
José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia
e Tecnologia; 2022.

RESUMO

O principal foco do tratamento endodoéntico de sucesso, é a eliminagcéo total de
microrganismo, endotoxinas e biofilme bacteriano do sistema de canais radiculares.
Quando ha falha nesse processo, as bactérias de maior prevaléncia sdo Enterococcus
spp. Desta forma, € evidente a necessidade de novas alternativas eficazes para
erradica-los dos canais radiculares. O uso de fitoterapicos antimicrobianos como 0s
Oleos essenciais (OEs) de plantas ganhou grande notoriedade na comunidade
cientifica como uma alternativa muito satisfatoria, além de efeitos antimicrobianos
sobre diversas cepas bacterianas e fungicas apresentam efeitos anti-inflamatorio.
Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar in vitro os efeitos antimicrobianos do OE
de Lavandula dentata sobre cepas clinicas e cepas padrdo de Enterococcus faecalis
e Enterococcus em culturas plancténicas e em biofilme monotipico. Para isso foi
determinada a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) do Oleo essencial de L.
dentata pela técnica de microdiluicio em placa de 96 pocos em caldo BHI com
semeadura, segundo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), norma M7-
A6 (E. faecalis e E. faecium). Para a andlise da atividade antibiofiime dos
microrganismos foram utilizados o teste colorimétrico de MTT nos periodos de 30
minutos e 24 horas de contato com o OE. Os dados obtidos nos testes in vitro
apresentaram distribuicdo normal e foram analisados pelo teste ANOVA
complementado pelo teste de Tukey (significAncia de 5%). Os resultados obtidos
mostraram que o OE de L. dentata apresentou atividade antibacteriana e antibiofilme
para todas as cepas testadas, com a CBM do 6leo de L. dentata de 32%. Em relacao
a atividade antibiofilme do OE de L. dentata houve redugéo da carga bacteriana no
periodo de 30 minutos e de 24 horas, este promoveu reducdo de até 79,25% no
tratamento de 30 minutos e até 74,51% no tratamento de 24 horas. Concluiu-se que
0 6leo essencial de L. dentata apresentou atividade antibacteriana contra cepas
clinicas resistente a antibidticos e cepas padrdo de E. faecalis e E. faecium com
concentracéo bactericida minima de 32%, e atividade antibiofilme com tempo de acéo
de 30 minutos e 24 horas, com resultados semelhantes a clorexidina na maioria das
cepas testadas.

Palavras-chave: Endodontia. Enterococcus faecalis. Enterococcus faecium.
Lavandula dentata. Oleo essencial.



Rocha CT. Antimicrobial effects of essential oil of Lavandula dentata on clinical strains
of Enterococcus faecalis and Enterococcus faecium [dissertation]. Sdo José dos
Campos (SP): Séo Paulo State University (Unesp), Institute of Science and
Technology; 2022.

ABSTRACT

The main focus of successful endodontic treatment is the total elimination of
microorganisms, endotoxins and bacterial biofilm from the root canal system. When
this process fails, the most prevalent bacteria are Enterococcus spp. Thus, the need
for new effective alternatives to eradicate them from root canals is evident. The use of
antimicrobial phytotherapics such as essential oils (EOs) from plants has gained great
notoriety in the scientific community as a very satisfactory alternative, in addition to
antimicrobial effects on several bacterial and fungal strains that have anti-inflammatory
effects. Thus, the objective of this work was to evaluate in vitro the antimicrobial effects
of Lavandula dentata EO on clinical and standard strains of Enterococcus faecalis and
Enterococcus faecium in planktonic cultures and in monotypic biofilm. For this, the
Minimum Bactericidal Concentration (MBC) of the essential oil of L. dentata was
determined by the microdilution technique in a 96-well plate in BHI broth with seeding,
according to the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), M7-A6 (E. faecalis
and E. faecium). For the analysis of the antibiofilm activity of the microorganisms, the
MTT colorimetric test was used in the periods of 30 minutes and 24 hours of contact
with the EO. The data obtained in the in vitro tests showed normal distribution and
were analyzed by the ANOVA test complemented by the Tukey test (5% significance).
The results obtained showed that the EO of L. dentata showed antibacterial and
antibiofilm activity for all strains tested, with the CBM of L. dentata oil of 32%.
Regarding the antibiofilm activity of the EO of L. dentata, there was a reduction in
bacterial load in the period of 30 minutes and 24 hours, which promoted a reduction of
up to 79.25% in the 30-minute treatment and up to 74.51% in the 24-hour treatment.
hours. It was concluded that the essential oil of L. dentata showed antibacterial activity
against antibiotic-resistant clinical strains and standard strains of E. faecalis and E.
faecium with a minimum bactericidal concentration of 32%, and antibiofilm activity with
an action time of 30 minutes and 24 hours, with results similar to chlorhexidine in most
strains tested.K

Keywords: Endodontic. Enterococcus faecalis. Enterococcus faecium. Essential oil.
Lavandula dentata.




1 INTRODUCAO

O objetivo do tratamento endoddntico € manter ou restabelecer a saude dos
tecidos perirradiculares frente a organismos resistentes (Ro¢as, Siqueira, 2010). No
entanto, quando ha falhas no tratamento endodéntico principalmente relacionadas ao
erro no controle de assepsia, na falta da identificacdo do canal radicular, na
instrumentacéo inadequada ou na obturagéo, ocorrendo a infiltragdo de fluidos ricos
em glicoproteinas, substrato para microrganismos, ma adaptacao de restauracao pos
tratamento endodéntico (Francisco et al., 2019; Prada et al., 2019), a consequéncia
sera a persisténcia de infec¢des endoddnticas em tecidos perirradiculares.

As bactérias mais encontradas quando ha falhas do tratamento endodéntico,
sdo predominantemente Gram-positiva incluindo cocos — Enterococcus spp.,
Streptococcus spp. (Gomes et al., 2008; Tennert et al., 2014) e bacilos — Actinomyces
spp. e Propionibacterium spp. (Francisco et al., 2019). No entanto, a literatura aponta
gue Enterococcus spp. sdo mais comumente encontrados em lesdes perirradiculares
persistentes em porcentagem com até 77% (Kim et al., 2020; Zhang et al., 2012)
causando infeccBes persistentes. Por essa razao 0s microrganismos e, em especial
Enterococcus spp. devem ser erradicados durante o tratamento ou principalmente o
retratamento endodéntico (Ferreira et al., 2015) de forma a promover saldde aos
tecidos perirradiculares.

O género Enterococcus spp. habita como comensais normais no trato
gastrointestinal e como um dos patégenos nosocomiais com resistencia terapéutica
na saude publica, devido ao aumento de resisténcia desses microrganismos a
antibidticos (Barbosa-Ribeiro et al., 2016; Kayaoglu et al., 2011, Lins et al., 2013;).
Enterococcus spp. descritos primeiramente por Sherman em 1937 (Kayaoglu et al.,
2011), podem crescer entre 10 °C a 45 °C, com pH alcalino 9,6 e sobrevivem por 30
minutos a uma temperatura de 60 °C, além de ser Gram-positiva e anaerdbia
facultativa, tem a capacidade de tolerar ou se adaptar a condicbes/ambientes
desfavoraveis a outras bactérias tornando-se uma vantagem para este
microrganismo. No estudo realizado por Andrade et al. (2011), foi analisada a
predominancia de Enterococcus spp. em 35 canais radiculares com necrose pulpar.

Foi encontrado 94% de infeccdes com E. faecalis e 3% com E. faecium. Tal



predominéncia de Enterococcus spp. pode estar relacionada a mecanismos de
resisténcias, devido a producdo de enterocinas e citolisinas que séo inibidoras do
crescimento de outros microrganismos (Gao et al., 2016), bem como, sobrevivem (i)
em ambientes com nutrientes escassos (Ferreira et al., 2015; Murad et al., 2014) e (ii)
a acao de medicacfes intracanais no sistema de canais radiculares (Kayaoglu et al.,
2011) devido a bomba de protons que protege o citoplasma bacteriano do pH que
confere essas medicagBes como o hidroxido de célcio (Andrade et al., 2011).

Lins et al. (2013), demonstraram em suas pesquisas susceptibilidade
antimicrobiana de todos os isolados endodonticos de Enterococcus spp., bem como,
alta prevaléncia de resisténcia a tetraciclina em aproximadamente 70%. No estudo
posterior, Lins et al. (2019) concluiram que 29 cepas de E. faecalis de trés diferentes
paises (Brasil, Japdo e Reino Unidos) apresentam alta incidéncia de genes de
resisténcia a tetraciclina. Acreditam que as condi¢cdes nos canais radiculares podem
ser responsaveis por selecionar cepas resistentes e com determinados fatores de
viruléncia (Lins et al., 2013; 2019). A formacao do biofilme por Enterococcus spp. no
sistema de canais radiculares é altamente resistente a medicacdo intracanal
(hidréxido de calcio) e pode alterar a resposta imune do hospedeiro. A incapacidade
de remover o biofilme do sistema de canais radiculares torna-se um fator causador
para a persisténcia de lesdo perirradicular (Ghorbanzadeh et al., 2020).

A forma mais eficaz para a reducado de biofilme microbiano e de endotoxinas
€ o preparo biomecéanico (Cavalli et al., 2017). Tem como objetivo remover 0s
microrganismos e seus subprodutos que serdo alcangados por meio da acéo dos
instrumentos sobre a parede infectada, levando a desintegracéo do biofilme intracanal
(Cavalli et al.,, 2017). As substancias quimicas auxiliares devem apresentar
propriedades adequadas para este fim e, na endodontia, a solugdo quimica auxiliar
mais utilizada € o hipoclorito de sédio (NaOCIl) (Igbal, 2012), que apresentam
propriedades de dissolucdo tecidual (microbiano e orgéanico) (Taylor, 1918), no
entanto apresenta alta toxicidade aos tecidos perirradiculares principalmente quando
em altas concentragfes. Uma alternativa para a irrigacdo do canal radicular é o
digluconato de clorexidina a 2% um excelente antisséptico e com comprovacéo pela
literatura de sua eficacia em controle quimico do biofilme em paciente com doenca
periodontal (Manthena et al., 2015). Apresenta efeitos bacteriostatico e bactericida, e

devido a propriedade de substantividade, o irrigante adere nas paredes de dentina
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resultando em uma acéo prolongada antimicrobiana no sistema de canais radiculares
(Okino et al., 2004). No entanto, ndo promove dissolucdo de tecido organico, sendo
uma desvantagem para este medicamento (Okino et al., 2004). Na revisao de literatura
e metandlise de Ruksakiet et al. (2020) concluiram que tanto a clorexidina como o
hipoclorito de sddio reduzem a carga microbiolégica dos canais radiculares, no
entanto, ndo a eliminam completamente.

O uso da medicacao intracanal pode auxiliar na redugéo de Enterococcus spp.
(Valera et al., 2009). O hidroxido de calcio € a medicacao padréao ouro, com diferentes
veiculos (aquoso, viscoso e oleoso). Seu mecanismo de acdo é a liberacao de ions
hidroxila (-OH), consequentemente o aumento do pH, e inativagdo de enzimas na
membrana citoplasmatica de bactérias, alterando o transporte de nutrientes e quimico,
causando, portanto, efeito téxicos em bactérias que ndo sobrevivem ao ambiente
alcalino (Siqueira, De Uzeda, 1996). Tal formacé&o ocorre devido a genes de viruléncia
envolvidos na aderéncia de bactérias, na formacdo e desenvolvimento do biofilme
(Ghorbanzadeh et al., 2020).

A busca de alternativas por recursos naturais nos tratamentos terapéuticos
utilizados tanto na medicina como na odontologia, tem evoluido de forma expressiva
(Uday Mohan et al., 2016). Por consequéncia do uso indiscriminado da
antibioticoterapia, ha uma ameaca constante de microrganismos resistentes a
substancias utilizadas pela medicina tradicional que, no passado, eram capazes de
erradica-las, no mundo contemporéaneo, € um desafio ao sistema de saude publica
(Dadgostar, 2019) diante dos altos custos demandados para producédo de
medicamentos que tratam essas infeccles, torna-se inviavel, a longo prazo, a
manutencdo destas terapias tradicionais. As bactérias que apresentam maior
resisténcia aos medicamentos sdo conhecidas como ESKAPEE, um acrénimo para
0S microrganismos: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp.
e Escherichia coli (Yu et al.,, 2020). Uma possivel alternativa a essas bactérias
multirresistentes sao as plantas medicinais (extratos e 6leos essenciais). Ha diversos
achados literarios de atividade antimicrobiana, como alternativa de novas substancias
medicinais capazes de tratar infeccdes (Lysakowska et al., 2015; Mendes et al.,
2017,).
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Os dleos essenciais sao conhecidos por danificar a estrutura das membranas
celulares levando ao defeito e morte celular dos microrganismos (Insawang et al.,
2019). A literatura apresenta estudos de 6leos essenciais com acao antifingica
(Karpinski et al., 2021), acdo antimicrobiana (Co et al., 2019; Guandalini Cunha et
al.2020, tysakowska et al., 2015, Mendes et al., 2017; Moore et al., 2016), atividade
nematicida (Barbosa et al., 2010), bem como séo eficazes em tratamento de infec¢bes
bacterianas que séo resistente a antibidtico (Cavanagh, Wilkinson, 2002). Alguns
estudos mostram o0 uso de 6leos essenciais na odontologia, sdo utilizados como
alternativa para enxaguantes bucais (Kamath et al., 2020), para a redugéo do
progresso de cérie precoce (Ma et al., 2020) e como antimicrobiano para Enterococcus
faecalis, Streptococcus mutans e Candida albicans (Raheem et al., 2019).

Dentre a variedade de plantas medicinais, o género da Lavandula pertence a
familia Lamiaceae, com 28 espécies diferentes se destaca ha séculos na industria
cosmeética e por seus efeitos terapéuticos (Cavanagh, Wilkinson, 2002). Seus efeitos
terapéuticos variam de acordo com a concentracao dos compostos presentes em suas
espécies, como canfora, terpinen-4-ol, linalol, acetato de linalila, beta-ocimeno e 1,8-
cinelol (Ali et al., 2015; Bouazama et al., 2017; Giuliani et al., 2020; Justus et al., 2018).
Foi constatado na literatura cientifica que o género da Lavandula fornece 6leo
essencial com diversos principios ativos, como sedacdo, acao antiespasmodicas,
antibacteriana antifungica (Karpinski et al., 2021), antioxidante (Almohawes,
Alruhaimi, 2020), propriedades acaricidas (Perrucci et al., 1996)

Dentre as espécies, destacamos a Lavandula dentata, um pseudo-arbusto
com folhas estreitas e com bordas dentadas, suas flores apresentam-se azuladas
curtas e densas (Bouazama et al., 2017). Sua origem é no sul e leste da Espanha,
noroeste da Africa, Etiopia, Eritreia, Israel, Jordania e Peninsula Arabica. Atualmente
€ cultivada em varios lugares do mundo, isso porque sua estacao de floragéo ocorre
no inverno e tem prolongada duracao (Giuliani et al., 2020). O o6leo essencial de L.
dentata, de acordo com a literatura, apresentou (i) atividade antifingica contra cepas
de Candida albicans (Muller-Sepulveda et al., 2020); (ii) erradicou cepas fungicas de
Curvularia spicifera (Moumni et al., 2021); (iii) reduziu cepas S. cucurbitacearum;
apresentou acao (vi) anti asma; anti-inflamatoria; hipolipemiante; antioxidante,
hipoglicémica (Almohawes, Alruhaimi, 2020) e atividade antimicrobiana, contra cepas

Gram-positivas e Gram-negativas (Bouazama et al, 2017; Justus B, et al., 2018). Por
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fim, também, apresentou atividade antidiabética, anti-hipertensiva, antiprotozoaria,
antisséptica (Giuliani et al., 2020). Diante dos comprovados beneficios acerca do
tema, verifica-se que ha reduzido numero de estudos cientificos publicados sobre uso
terapéutico de Oleo essencial de L. dentata.

Diante disso, 0 uso de medicacOes fitoterapicas tém apresentado grande
potencial de servir como parte de formulagbes alternativas nas infecgOes
endodonticas principalmente as lesGes persistentes, prevenindo doencas bucais
relacionadas a infeccbes endodbnticas e sistémicas.

Com base no exposto, essa pesquisa tem o proposito de determinar in vitro a
capacidade antimicrobiana do 6leo essencial de Lavandula dentata contra cepas
isoladas e biofilme de bactérias Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium. A fim
de servir como parte de formulagcbes alternativas, prevenindo doencas bucais
relacionadas a infecgbes endodonticas e sistémicas, além de apresentarem baixo

custo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Enterococcus spp.

Dentre os mecanismos de resisténcia de Enterococcus spp., pode-se citar
fatores de viruléncia, formacéo de biofilme, interacdo bactéria-célula do hospedeiro.
No estudo de Stepien-Pysniak et al. (2019), verificaram-se que as cepas de E. faecalis
mostraram maior hidrofobicidade do que as cepas de E. faecium, uma vez que a
hidrofobicidade da superficie celular bacteriana é importante para a interacdo entre
bactéria e a célula do hospedeiro. Esse achado explicaria a maior ocorréncia de E.
faecalis em sistema de canais radiculares.

Além disso Xu et al. (2019), pesquisaram onde identificaram os efeitos da
irrigagéo e instrumentacdo em dentinas infectadas com E. faecalis e concluiram que
esses procedimentos alteram a aderéncia inicial de E. faecalis a dentina do canal
radicular e as propriedades da superficie da dentina. O nimero crescente de bactérias
resistentes a agentes antimicrobianos tem se tornado uma ameac¢a mundial a saude,
se destacando dentre estas E. faecalis e o E. faecium (Paulsen et al., 2003; Roca et
al., 2015).

No estudo de Lins et al. (2013) foi realizado uma coleta da microbiota
intracanal com cone de papel estéril de 43 pacientes com infec¢cdo endodéntica
primaria, no qual detectou-se 20 isolados de Enterococcus spp. desses pacientes.
Para determinar o perfil de resisténcia aos antibiéticos do isolado de E. faecalis
utilizou-se o método de agar diluicAo e observou-se alta incidéncia (70%) de
resisténcia a tetraciclina.

Na pesquisa de Barbosa-Ribeiro et al. (2016), foram selecionados 30
pacientes que apresentavam tratamento endoddntico realizado com periodontite
apical no exame radiografico, com desconforto a percussao vertical e persisténcia dos
sintomas a palpacao. Realizou-se a desobturacéo e entdo coletaram com pontas de
papel estéreis a microbiota do canal radicular. Observaram que em 100% dos canais
havia E. faecalis. Ao realizarem o teste antimicrobiano com antibiéticos observaram

varios graus de sensibilidade das cepas, e o tratamento com amoxicilina + clavulanato



de potéssio foi o mais efetivo. Relataram também que h& necessidade de avaliacdo
periodica da suscetibilidade aos antibioticos, a fim de elucidar as mudancas no perfil
de resisténcia dessas bactérias.

Outro estudo in vitro em 2019, experimentou alternativas de tratamento
endodoéntico para desinfeccdo do canal radicular contra cepas isoladas padrao E.
faecalis e Streptococcus mutans. Cinco tratamentos: G1- laser de diodo, G2-
fotoativagdo com azul de metileno, G3- NaOCI, G4- NaOCl a 3 % + laser de diodo e
G5- NaOCI 3% + fotoativacdo com azul de metileno e um grupo controle. Concluiram
que o0 G4 (NaOCl a 3 % + laser de diodo) e G5 ( NaOCl 3% + fotoativagdo com azul
de metileno) apresentaram maior reducdo de carga bacteriana (98%) quando
comparada com 0s grupos gue ndo obtiveram associacdo do tratamento associado
(Sarda et al., 2019).

Uma outra alternativa de tratamento, testaram duzentos e vinte dentes
extraidos, os quais foram contaminados com cepa padréo de E. faecalis e C. albicans.
Para o tratamento utilizaram NaOcl (1%, 3% e 5%), clorexidina (CHX) (0,2% e 2%) e
0zbnio (24s, 60s, 120s, 180s), bem como hipoclorito de sédio 5% + 0z6nio 180s e
clorexidina 2% e 0zo6nio 24s. Concluiram que a a¢do combinada de CHX 2% + oz6nio
24s eliminou completamente os microrganismos estudados (Noites et al., 2014).

No estudo de Liu et al. (2020), uma outra alternativa de tratamento in vitro a
fim de erradicar E. faecalis. Utilizaram o acido 3-fenilatico, acido organico que
apresenta atividade antibacteriana de amplo espectro. Concluiram, portanto, que em
diferentes concentracdes houve efeito de controle de biofilme da cepa padréo de E.

faecalis.

2.2 Fitoterapia

O uso de plantas medicinais e 6leos essenciais tém sido altamente estudado
na ultima década devido ao aumento de microrganismos resistentes a antibiéticos. Em
uma pesquisa in vitro, Bertolini et al. (2012), verificaram a diminui¢c&o de Streptococcus
mutans nas cerdas de escovas de dentes quando utilizado a prépolis e Aloe vera como

dentifricio sem diferencga estatistica com produtos industrializados.
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Avaliaram em outro estudo Dias-da-Silva et al. (2013), histologicamente o
efeito do Oleo de copaiba na cicatrizacdo de feridas alveolares em mandibulas de
ratos com duas formas de administracao, irrigacdo topica e sistémica e concluiram
gue o uso da resina do 6leo de copaiba pode promover melhores resultados apdés
intervencdes orais, devido ao aumento da neoformacao 0ssea.

De acordo com tysakowska et al. (2015), o 6leo essencial de geranio em
diferentes concentragdes foi eficiente contra vinte e uma cepas isoladas e de biofilme
de Enterococcus faecalis que mostraram resisténcia a diversos antibioticos.

Hickl et al. (2018) concluiram que plantas mediterraneas, incluindo as folhas
do alecrim, apresentaram efeito significativo antimicrobiano contra Streptococcus
mutans. O extrato da planta apresentou acdo antibiofiime, uma vez que reduziu as
taxas de biofilme monomicrobianos de E. faecalis, S. mutans, C. albicans e
Pseudomona aeruginosas e também em biofilmes poli microbianos com C. albicans,
podendo ser eficiente na prevencao da aderéncia de biofilmes na superficie de dentes,
aparelhos ortodénticos, mucosa oral e proteses (De Oliveira et al., 2019).

Em concordancia com os efeitos da fitoterapia na endodontia, Raheem et al.
2019 descreveram a utilizacdo da prépolis egipcia nanoparticulada para o selamento
de canal radicular, caracterizando tal material com atividade antimicrobiana em
bactérias de E. faecalis e S. mutans, além de atividade antifiungica contra C. albicans.
Em um ensaio clinico randomizado duplo cego Shabbir et al. (2020), concluiram que
a pasta de prépolis chinesa utilizada como medicacdo intracanal mostrou
propriedades semelhantes ao hidréxido de célcio quando comparada ao nivel de dor
pos-operatoria em dentes que respondiam negativamente ao teste elétrico e ao teste
de vitalidade pulpar, caracterizados como dentes necrosados.

No estudo de Oliveira et al. (2017), o 6leo essencial de Cymbopogon citratus
apresentou efeito bacteriostatico e bactericida contra cepas isoladas de Lactobacillus
spp. e Streptococcus mutans, bem como atividade antimicrobiana promissora contra
bactérias cariogénicas em biofilmes na superficie do esmalte. Corroborando com esse
estudo, Tofifio-Rivera et al. (2016) demonstraram em um trabalho cientifico in vitro a
reducdo de 95% da atividade do biofilme do S. mutans tanto com o C. citratus como
Lippia alba uma alternativa econdmica para produtos quimicos para o controle da cérie
dentaria. O estudo in vivo de De Oliveira et al. (2019) demonstrou diminuicdo na

contagem de Staphylococcus aureus em feridas do dorso de ratos quando comparada
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ao uso de Oleo essencial de C. citratus com o grupo controle. Em concordancia com
a atividade antimicrobiana, no estudo de Co et al. (2019) houve diminuicdo na
formacao de hifas e pseudohifas em Candida spp., demonstrando que o fitoterdpico
poderia ser util para infecgBes cutdneas. Também, o 6leo essencial de C. citratus
apresentou valores maiores de concentracao inibitdria minima (MIC) contra bactéria
gram-negativas (Moraxella catarrhalis e Escherichia coli) do que em gram-positivas
(Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus) e leveduras (Candida tropicalis e
Candida albicans).

Outro estudo in vitro que corrobora com a eficiéncia de 6leos essenciais, foi 0
de Guandalini Cunha et al. (2020), que teve como proposicdo comparar o 0leo
essencial de citronela em diferentes concentracdes com dois enxaguantes bucais de
marcas comerciais sem alcool contra cepas S. aureus (ATCC 14458) e C. albicans
(ATCC 26790) em dois tipos de superficie diferente (resina acrilica e liga de niquel
cromo, bem como avaliar a citotoxicidade das solucées. Como conclusdo as
concentragbes do enxaguatorio bucal a base de dleo essencial de citronela
apresentou maior efeito antibiofime e que apds a diluicdo seriada a citronela
apresentou menor efeito citotéxico, com concentracdo de 0,13% de 0Oleo essencial
apresentando mais de 70% de viabilidade celular, quando comparados com as
solugbes comerciais.

Também foi encontrado na literatura alguns estudos que avaliam a eficacia de
diferentes 6leos essenciais sobre cepas de Enterococcus spp. O estudo de Fisher,
Phillips (2009) avaliou o mecanismo de acdo da mistura de 6leo essencial de
bergamota e laranja sobre cepas de E. faecalis (NCTC 12697) e E. faecium (NCTC
07171) na forma de 6leo e a vapor. Realizaram ensaio de permeabilidade de
membrana NPN, avaliaram a concentracao intra e extracelular de ATP, o potencial de
membrana, determinaram o pH intracelular e concluiram que a acao antimicrobiana
dos Oleos essenciais pode ser devido a absorcdo da mistura pelas células
enterococicas causando a permeabilidade a membrana celular e assim reduzindo a
sintese de ATP, ndo foi encontrado se o mecanismo de ac¢ao do 6leo essencial a vapor

causou o mesmo danos as membranas celulares.

2.3 Oleo essencial de Lavandula dentata
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Devido a quantidade de 6leo essencial encontrados mundialmente, a
Lavandula dentata apresenta poucos estudos na literatura, potencializando estudos
qgque comprovem seus efeitos terapéuticos. A revisao de literatura de Karpinski et al.
(2021) sobre os extratos e 6leos essenciais que apresentavam atividade contra
biofilme de Candida spp. Dentre os 6leos essenciais e extratos encontrados na
literatura, o 6leo de Lavandula dentata apresentou efeito antibiofiime contra esse
microrganismo, sendo potencial alternativa de droga antifangica, em especial em
casos de bactérias resistentes e multirresistentes.

Bouazama et al. (2017) estudaram a composicdo quimica de Lavandula
dentata e Lavandula penduculata, bem como atividade antimicrobiana contra cepas
Gram positivas (Staphylococcus aureus, Streptococcus fasciens) e Gram negativas
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa), relataram que essa acao pode ser
atribuida a presenca de canfora e trans pinocarveol para L. dentata.

Em estudo realizado em 2020 in vivo, a andlise sanguinea de porquinhos-da-
india machos adultos induzindo asma com ovalbumina apés a realizacdo do
tratamento utilizando a terapia por via oral com extrato de L. dentata por 21 dias,
terapia oral com extrato de L. dentata do 3° dia ao 23° dia e tratado com Tween 80 por
21 dias e dos grupos controle. O extrato de L. dentata apresentou atividade anti asma,
antinflamatério, hipolipemiante, antioxidante e atividade hipoglicémica (Almohawes,
Alruhaimi, 2020).

Alguns 6leos essenciais podem apresentar efeito positivo contra pragas na
agricultura organica. O estudo in vivo de (Moumni et al., 2021) avaliou sete 6leos
essenciais contra microrganismos comuns em sementes de abdébora. O 6leo de L.
dentata nas concentragdes de 0,5 e 1 mg/mL reduziram 89,3% de Alternaria alternata,
89,4% de Fusarium fujikuroi, 100% de Curvularia spicifera, 82,8% de
Paramyrothecium roridum 77,4% de Rhizopus stolonifer e também de Fusarium
solani. Como resultado o 6leo essencial de L. dentata pode apresentar acéo
antifingica em oplanta¢des agricolas.

Em um estudo realizado por uma equipe brasileira de pesquisadores (Justus
et al., 2018), avaliou a composicdo quimica e a atividade do o6leo essencial de

Lavandula dentata cultivado no Brasil. O principal composto encontrado foi o 1,8-
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cineol (63,25%) seguido de isolimoneno (6,96%). Na avaliacdo da atividade
antimicrobiana observaram que houve inibicdo do crescimento bacteriano S. aureus,
E. coli, C. albicans e Streptococcus pyogenes, no entanto a Pseudomonas aeruginosa

apresentou menor sensibilidade ao tratamento.
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3 PROPOSICAO

Avaliar in vitro o efeito antimicrobiano do éleo essencial de Lavandula dentata
sobre seis cepas clinicas resistentes a antibidticos e uma cepa padrdo de
Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium, em culturas planctonicas e biofilmes

monotipicos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Selecao das cepas bacterianas

Para a realizacdo dos ensaios, foram utilizadas cepas clinicas de E. faecalis
e de E. faecium isoladas de dentes com infec¢cdes endodonticas que foram coletadas
para o estudo de Santos (2014). As cepas identificadas foram isoladas e armazenadas
em Eppendorf contendo 80% de BHI e 20% de glicerol, no freezer -80 °C, no
laboratoério de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Séo
José dos Campos (ICT/UNESP), as mesmas ja foram previamente cadastradas no
SisGen. As cepas foram identificadas pelo método de cadeia de polimerase (PCR)
multiplex.

Como microrganismos controle para todos os experimentos subsequentes,
utilizaram cepas padrdo cedidas pela Fundacdo Oswaldo Cruz-FIOCRUZ, Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude - INCQS, sob registros E. faecalis
(ATCC 4083) e E. faecium (ATCC 6569) as quais ja estdo previamente cadastradas

no SisGen.

4.2 Selecao do 6leo essencial

Para a avalicdo microbiolégica foi utilizado o 6leo essencial de Lavandula
dentata (Lavanda Brasil) com concentracdo de 100% foi obtido da empresa WNF
INDUSTRIA E COM. (S&o Paulo, SP), com os devidos laudos e especificacbes
(Anexo A).

4.3 Avaliacdo da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de L. dentata

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial (OE) de Lavandula dentata foi



avaliada sobre 4 cepas clinicas e 1 cepa-padréo de E. faecalis e sobre 2 cepas clinicas

e 1 cepa-padréo de E. faecium.

4.3.1 Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) do d4leo

essencial de L. dentata

Para determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) do Oleo
essencial para cada cepa microbiana, os testes foram realizados pela técnica de
microdiluicdo em caldo, segundo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI),
norma M7-A6.

O oOleo essencial de Lavandula dentata foi diluido em Tween 20 na
concentracdo de 0,05%. A concentracdo do Tween 20 foi alcancada através da
diluicio em meio de cultura Mueller Hinton (HiMedia®, Mumbai, india). Com o Tween
20 de 0,05% diluiu-se o 6leo essencial obtendo a concentracdo desejada.

O teste foi realizado em microplacas, onde adicionaram 100 uL de meio de
cultura, caldo Mueller Hinton (HiMedia®, Mumbai, india), e 100 uL de 6leo essencial
no primeiro poco da microplaca, de onde partiu uma série de 10 diluicbes seriadas. As

concentracdes finais podem ser observadas no quadro 1.

Quadro 1 — Diluicéo seriada do 6leo essencial
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OLEO DILUICOES DOS FARMACOS
ESSENCIAL

dentata

Lavandula |32% |16% |8% |4% | 2% | 1% |0,5% |0,25% | 0,125% | 0,0625%

Fonte: Elaborado pela autora.

Apés a diluicdo seriada do Oleo essencial, a suspensdo microbiana foi

preparada. Para isso E. faecalis e E. faecium foram cultivadas separadamente em




agar BHI por 24 h e no momento da padronizacdo cada suspensao bacteriana foi
padronizada em solucédo fisioldgica em 10® UFC/ml do espectrofotébmetro. Apos a
padronizacao foi adicionado aliquotas de 100 pyL de cada suspensao microbiana, em
todos os pocos. Este teste foi realizado em duplicata.

Como controles de esterilizagédo utilizamos o meio de cultura (Muller Hinton)
e também meio de cultura (Muller Hinton) com Tween 20 a 0,05%. Como controles
negativos utilizamos meio de cultura (Muller Hinton), com Tween 20 a 0,05% com
suspensao microbiana, e também meio de cultura (Muller Hinton) com suspenséo

microbiana (Figura 1).

Figura 1 - Apresentacdo da distribuicdo do ensaio na placa de Petri de 96 pocos

£ 00T
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) :

Legenda: (Est. MH) — Controle de esterilidade com meio de cultura. (C-) - controle negativo (meio de
cultura + tween20 + éleo essencial + suspensdo microbiana). (C- MH+TWEEN) — Controle negativo
com meio de cultura+ tween20+ suspensdo microbiana. (EST. MH+TWEEN) — Controle de esterilidade
com meio de cultura e tween20.

Fonte: elaborada pela autora.
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Para determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) do OE de L.
dentata, foram semeados 100 yL em placas de Petri contento agar BHI, que foram
previamente demarcadas de acordo com as posi¢coes das diluicbes do OE de L.
dentata (Figura 2).

Figura 2 - Representacédo do CBM

Aidbilabld
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Legenda: A) representa 0 método utilizado para realizar as diluicdes decimais em placas de 96 pocos;
B) representa as placas com o 6leo em diluigBes seriadas para serem incubadas por 24 h a 37 °C.
Fonte: Elaborada pela autora.

Apbs 48 h de incubacéo, a CBM do 6leo essencial para cada cepa bacteriana
(clinicas e padrao) foi determinada onde ndo foram observados crescimento de

colonias (Figura 3). Este teste foi realizado em duplicata.
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Figura 3 - Representacdo da disposi¢cao das concentracdes na placa de Petri

16% 8%
32% 4%
2% 1% 0,5% 0,25%
32% 16% 8% 4%
o 0,25%
2% 1% 0,5%

Legenda: Concentragfes do OE. de L. dentata.

Fonte: elaborada pela autora

4.4 Avaliacao da atividade antibiofilme do 6leo essencial de L. dentata

4.4.1 Formacao do biofilme de E. faecalis e E. faecium

Os biofilmes foram formados de acordo com De Oliveira et al. (2019) as
suspensdes bacterianas foram semeadas em placas de Petri com agar BHI.

Para a formacéo do biofilme, foram adicionados em placas de micro titulacao
de 96 pocos, 100 yL de caldo BHI e 100 pL de cada suspensao bacteriana
padronizada em solucéo fisiolégica padronizada em 107 UFC/ml. Posteriormente as
placas foram incubadas sem agitacdo por 48 h a 37 °C, o meio de cultura foi
substituido a cada 24 h para manter os nutrientes necessarios para as células.

Apbés esse periodo de incubacgéo, os pocos foram lavados trés vezes com
solucéo fisiologica estéril para remocao de bactérias ndo aderentes. Células que

permaneceram aderidas a superficie foram consideradas verdadeiros biofilmes.
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4.4.2 Tratamento do hiofilme

Apos o periodo de 48h de incubacgéo do biofilme, eles foram colocados em
contato com o OE de L. dentata, separadamente, por dois periodos diferentes: 30 min
e 24 h. As concentracfes do OE de L. dentata foram obtidas no ensaio de CBM
realizado anteriormente.

Foram incluidos neste ensaio o controle de esterilidade (controle negativo)
apenas com meio de cultura, e controle negativo com meio de cultura com biofilme e
controle de tratamento de clorexidina 2%.

ApoOs os tratamentos, a atividade antibiofilme do 6leo essencial foi avaliada

pela atividade metabdlica dos microrganismos pelo teste MTT (Zhou et al., 2016).

4.4.3 Avaliacao da atividade antibiofilme pelo teste MTT

Para andlise da atividade metabdlica das bactérias pelo teste de MTT, os
pocgos foram lavados uma vez com solugao fisiolégica e adicionados 200 yL da
solucdo de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl) -2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) nos
pocos e a placa foi incubada ao abrigo da luz por 1 h em estufa a 37 °C.

ApOés esse periodo, a solucdo de MTT foi retirada e adicionados 200 uL de
Dimetilsulfoxido (DMSO), seguido de incuba¢édo a 37 °C por 10 min e agitacdo em
shaker por mais 10 min. Apds, as densidades o6pticas (DO) foram lidas em leitora de
microplaca em 570 nm e convertidas em percentual de atividade metabolica dos

microrganismos pela férmula:

DO Grupo Tratadeo x 100

U Atividade metabdlica = ——
Meédia DO Grupe Controle
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4.5 Analise estatistica

Os dados obtidos nos testes in vitro obtiveram distribuicdo normal e foram
analisados estatisticamente pelo método ANOVA complementado pelo Teste de

Tukey, com nivel de significancia de 5% (p<0.05).
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5 RESULTADO

5.1 Avaliacéo da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de L. dentata

5.1.1 Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) do 6leo

essencial de L. dentata

As cepas clinicas, assim como as cepas padrao, foram submetidas ao teste

de sensibilidade ao 6leo essencial de L. dentata por meio do teste de micro diluicdo

em caldo. O dleo essencial de L. dentata inibiu o crescimento das cepas de E. faecalis

e E. faecium em concentracéo a partir de 32% (Quadro 2 e Figura 4)

Quadro 2 - Susceptibilidade de E. faecalis e E. faecium sobre L. dentata

Enterococcus spp

Oleo essencial de Lavandula dentata (CBM)

E. faecalis 1 32%
E. faecalis 2 32%
E. faecalis 3 32%
E. faecalis 4.1 32%
E. faecalis ATCC 32%
E. faecium 4.2 32%
E. faecium 7.3 32%
E. faecium ATCC 32%

Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 4 - Analise de CBM em cepas de Enterococcus faecalis e Enterococcus
faecium.

Legenda: A e B — Cepas clinicas de E. faecalis; C — Cepas clinicas de E. faecium; D - cepas padrédo
(ATCC) de E. faecalis e E. faecium.
Fonte: Elaborada pela autora.

Foi realizado o controle de esterilidade do BHI+Tween20 e o controle negativo
(Figura 5).



Figura 5 - Andlise de esterilidade e de controle negativo

Legenda: A — (Est. MH): controle de esterilidade com Muller Hinton; (Est. MH+tween): controle de
esterilidade com Muller Hinton adicionado Tween20 0,05%. B — Controle negativo (C-) em cepas clinica
de Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium.

Fonte: Elaborada pela autora.

5.1.2 Quantificagdo da atividade metabdlica do biofilme a partir do teste de MTT

Todas as concentracdes (16%, 32%, 64%) de Oleo essencial de L. dentata
reduziram significamente o biofilme de E. faecalis e E. faecium no tempo de 30
minutos (Figura 6). Houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos de
tratamento (16%, 32%, 64% e clorexidina) e o grupo controle. Nas cepas E. faecalis
2,3,7.3, ATCC e na cepa E. faecium ATCC né&o houve diferencga estatistica significativa
entre as concentracdes de 16%, 32% e 64% e a clorexidina. A concentracao de 16%
foi estatisticamente semelhante ao grupo controle para a cepa 4.2 de E. faecalis. Para
a cepa 4.1 as concentracbes de 32% e 64% apresentaram-se estatisticamente
semelhante ao grupo controle. A maior reducdo de biofilme bacteriano foi observada

na cepa padréo e cepa 2 de E. faecalis (Figura 7 e 8)
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Figura 6 - Representacado de placa de 96 poc¢os apoés o tratamento (16,32,64% e

clorexidina) com aplicacéo do teste de MTT no periodo de 30 min
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Legenda: — (16%) - OE de L. dentata a 16%; (32%) — OE de L. dentata a 32%; (64%) - OE de L. dentata
a 64%; (CLX) — clorexidina a 2%; (C-.) — Controle negativo em cepas clinica de E. faecalis e E. faecium
no tempo de 30 minutos.

Fonte: Elaborada pela autora.



Figura 7 - Valores médios (+ desvio padrdo) de DO e percentual de reducdo de

biofilmes de E. faecalis e E. faecium expostos ao 6leo essencial de L. dentata
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Legenda: (CLX) — Clorexidina 2%. Letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. —
UFC /mL de E. faecalis e E. faecium exposto ao dleo essencial por 30 min (n = 8. ANOVA, teste de
Tukey, P <0,05.

Fonte: Elaborada pela autora

32



Figura 8 - Valores médios (+ desvio padrdo) de DO e percentual de reducdo de

biofilmes de E. faecalis e E. faecium expostos ao 6leo essencial de L. dentata
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Legenda: (CLX) - Clorexidina 2%. Letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. — UFC
/mL de E. faecalis e E. faecium exposto ao 6leo essencial por 30 min (n = 8. ANOVA, teste de Tukey,
P <0,05.

Fonte: Elaborada pela autora.

Todas as concentracdes (16%, 32%, 64%) de Oleo essencial de L. dentata
reduziu significantemente o biofilme de E. faecalis e E. faecium exposto por 24 horas
(Figura 9). Houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos de
tratamento (16%, 32%, 64% e clorexidina) e o grupo controle. Para o biofilme de E.
faecalis 1 e E. faecium 4.2 ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos de
Oleo essencial de L. dentata e a clorexidina. Para o biofiime de E. faecalis 2 as
concentracfes de 16%, 32% e 64% houve reducdo de 31,75%, 26,08% e 11,01%

respectivamente, quando comparada com clorexidina que teve reducao de 78,35%,
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sendo a menor reducéo quando comparada com a clorexidina.

Paras cepas de E. faecium 7.3, E. faecium ATCC e E. faecalis ATCC as
concentracdes de 16%, 32% e a clorexidina apresentavam diferenca significativa das
comparada com a concentracdo de 64%, essa apresentou menor potencial de
reducédo de carga bacteriana. No entanto para a cepa 7.3 a concentracao de 16% né&o
houve diferenga estatisticamente significante com relagao a clorexidina (Figura 10 e
11).

Figura 9 -Representacédo de placa de 96 pocos apds o tratamento (16%, 32%, 64% e

clorexidina) com aplicacdo do teste de MTT no periodo de 24 h
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Legenda: — (16%) - OE de L. dentata & 16%; (32%) — OE de L. dentata a 32%; (64%) - OE de L. dentata
a 64%; (CLX) — Clorexidina a 2%; (C-.) — Controle negativo em cepas clinica de E. faecalis e E. faecium
no tempo de 24 horas.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 10 - Valores médios (+ desvio padrdo) de DO e percentual de reducdo de

biofilmes de E. faecalis e E. faecium expostos ao 6leo essencial de L. dentata
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Legenda: (CLX) - Clorexidina 2%. Letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. — UFC
/mL de E. faecalis e E. faecium exposto ao 6leo essencial por 24 h (n = 8. ANOVA, teste de Tukey, P <
0,05.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 11 - Valores médios (+ desvio padrdo) de DO e percentual de reducéo de

biofilmes de E. faecalis e E. faecium expostos ao 0leo essencial de L. dentata
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Legenda: (CLX) - Clorexidina 2%. Letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. — UFC
/mL de E. faecalis e E. faecium exposto ao 6leo essencial por 24 h (n = 8. ANOVA, teste de Tukey, P <

0,05.
Fonte: Elaborada pela autora.
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6 DISCUSSAO

Os microrganismos das infeccfes intracanal sdo muito virulentos pois sao
capazes de colonizar o sistema de canais radiculares, paredes de dentina e formando
biofilme bacteriano. Este biofilme é o mecanismo adaptativo mais importante para a
sobrevivéncia do microrganismo em meio as mudancas ambientais decorrentes do
tratamento endodontico (de Paz, 2007).

A razdo de selecionar Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium foi
baseada na literatura que associou 0 género Enterococcus spp a persisténcia da leséo
perirradicular apés tratamento endoddntico. O estudo de Gomes et al. (2021)
observou que a bactéria E. faecalis apresentou maior prevaléncia em canais com
infeccdo persistente, para a detecc¢éo foi utilizado a técnica de crescimento de cultura
e a técnica de PCR. Ja no estudo de Murad et al. (2014) encontrou maior prevaléncia
de E. faecium e S. epidermidis em lesdes endoddnticas persistentes, no entanto
utilizou-se da técnica de hibridizacdo do DNA. Em uma revisédo de literatura atual
observamos pouca ou quase nenhum trabalho com associacdo de E. faecium e a
endodontia, acreditamos que isto se dé devido a poucos estudos que realizaram
testes de hibridizacdo de DNA diferenciando as espécies de Enterococcus.

A bactéria Enterococcus spp. se adapta ao meio ambiente por diferentes
mecanismos, entre eles, formacdo de biofilme, modificacao fisiol6gica, resposta ao
estresse, troca de material genético entre as bactérias (de Paz, 2007) sobrevivendo
ao tratamento endododntico. Devido a essa resisténcia bacteriana tem-se a
necessidade de encontrar novos compostos eficazes contra bactérias responsaveis
pelas lesGes persistentes, ou seja, quando ha falha no tratamento endodontico. Por
essa razao o presente estudo teve como principal objetivo avaliar o potencial de agéo
antimicrobiano do 6leo essencial (OE) de L. dentata sobre os patdégenos formadores
de biofilme no sistema de canais radiculares E. faecalis e E. faecium.

Os perfis encontrados OEs de L. dentata descritos na literatura apresentam
variabilidade ligada a presenga de compostos principais, explicados provavelmente
devido aos diferentes aspectos bioldgicos, aspectos ambientais e a época da colheita
(Masetto et al., 2011). O estudo de Martins et al. (2019) mostrou que mesmo a L.

dentata colhida em diferentes regides do Brasil apresentou compostos similares, bem
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como analogos aos encontrados na literatura, garantindo maior fidelidade ao OE de
L. dentata que utilizamos neste estudo.

De acordo com a literatura a composi¢ao predominante do OE de L. dentata
€ 0 monoterpeno oxigenado, conhecido também como eucaliptol (Giuliani et al., 2020;
Hu et al., 2017; Muller-Sepulveda et al., 2020). No estudo de Giuliani et al. (2020) os
monoterpenos oxigenados apresentavam 90,38% seguido de 7,38% de
hidrocarbonetos monoterpenos no OE de L. dentata. Corroborando com o estudo
anterior Muller-Sepulveda et al. (2020) encontraram dentre os compostos derivados
do Oleo essencial de L. dentata, o 1,8-cineol (eucaliptol) e o B-pineno em maior
guantidade. O OE L. dentata testado nesse estudo também apresentou concentracdes
semelhante como 62,02% de 1,8-cinelol seguindo de 17,71% o B-pineno como informa
o fabricante.

O eucaliptol ou 1,8-cinelo € um monoterpeno oxigenado que apresenta
atividade antimicrobiana (Vijayakumar et al., 2020). Em nosso estudo foi observado
inibicdo bacteriana, desta forma fizemos a associacao de que a alta concentracao do
composto (62,02%) resultaria em efeito antimicrobiano contra as cepas clinicas e
padrdo de E. faecalis e E. faecium.

Em nosso teste de CBM verificou-se inibicdo de crescimento bacteriano de E.
faecalis e E. faecium em agar BHI com 32% da concentracdo de OE de L. dentata.
Em concentracbes menores o crescimento bacteriano foi observado em todas as
cepas testadas. Nao foi possivel realizar o teste de Concentracéo Inibitéria Minima
(CIM) uma vez que o 6leo de L. dentata ao se homogeneizar com o Tween 20 e em
seguida com o meio de cultura Muller Hilton apresenta turbidez, ndo sendo possivel
verificar a inibicdo de forma Optica.

Um estudo com caracteristicas semelhantes ao nosso, utilizou OE de Myrtus
communis e E. faecalis (PTCC 1237) concluiu que na concentracdo de 0.032-32
pg/mL (0,0032% v/v), o d6leo inibiu 0 crescimento contra o microrganismo testado.
Além disso, verificaram que o composto de maior prevaléncia do OE € o 1, 8-cineole
(28.62%), a-pinene (17.8%), linalool (17.55%) (Nabavizadeh et al., 2014).
Corroborando com nosso estudo que também apresentou maior concentracao de
monoterpenos oxigenados com atividade antimicrobiana contra E. faecalis. A menor
concentracédo de OE de M. communis com atividade antibacteriana contra a cepa

estudada pode ser explicada porque o estudo utilizou de cepa padrdo, néo foi
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constatado se houve testes prévios de sensibilidade a outros compostos. O que
diferencia do nosso estudo onde a cepas utilizadas nesse estudo foram testadas
contra antibioticos e selecionadas as que apresentavam maior resisténcia a esses
compostos.

Nosso estudo demonstrou que nas concentracdes de 16%, 32% e 64% do OE
de L. dentata houve reducéo da carga bacteriana no biofilme monotipico de E. faecalis
e E. faecium quando comparados com o grupo controle. De acordo com Vijayakumar
et al. (2020), a acdo antimicrobiana do eucaliptol ocorre impedindo a aderéncia celular
gue por sua vez interfere na formagéo inicial do biofilme. Justificando a reducao da
carga bacteriana quando em contato com o OE de L. dentata sendo importante para
um tratamento endodontico de sucesso, que de acordo com Siqueira e Réc¢as (2008),
o tratamento endoddntico ideal € aquele que reduz a quantidade de carga bacteriana
a niveis subcriticos que sdo compativeis com a cura da lesdo persistente. Testes
adicionais deverdo ser realizados para quantificar os niveis subcriticos que seriam
compativeis com a cura da lesao.

Além do seu efeito antibacteriano, o eucaliptol ou 1,8- cinelol apresenta
atividade anti-inflamatéria e antioxidante. De acordo com Juergens (2014) esse
componente inibe a produgéo de radicais de oxigénio, de citocinas e de mediadores
inflamatérios envolvidos em doencas das vias aéreas. Esse achado contribui para o
OE de L. dentata poderia ser parte de uma formulacdo de irrigante ou medicacao
intracanal do sistema de canais radiculares, uma vez que teria potencial para reduzir
a dor sendo um bom agente anti-inflamatorio aos tecidos periapicais, diminuindo os
sintomas pos-tratamento endodéntico.

Um estudo realizado por De Faria-Junior et al. (2012) quantificou em
microscopio eletrébnico de varredura (MEV) residuos de hidroxido de calcio da
medicacdo intracanal com diferentes veiculos (propilenoglicol, éleo de silicone e
clorexidina 2%) e concluiram que ndo houve diferenca estatistica entre 0os grupos.
Propuseram que o fator mais importante durante a remocao da medicacao intracanal
foi a agdo mecanica, ou seja, utilizar instrumentos rotativos ou pontas ultrassénicas
para melhor limpeza do sistema de canais radiculares, e ndo esta vinculado ao veiculo
utilizado, sendo ele propilenoglicol, 6leo de silicone ou clorexidina 2%. Desta forma o
OE de L. dentata poderia, até mesmo, ser utilizado como veiculo do hidréxido de calcio

em uma concentra¢cdo mais baixa como a de 16% que néo teve diferenca estatistica
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entre a clorexidina 2%, mas apresenta vantagens em relacdo a essa medicagcao como
a associacdo com hipoclorito de sédio sem causar obliteracdo dos tubulos, e
apresenta efeito anti-inflamatorio ja visto na literatura.

Este € o primeiro estudo sobre a atividade antimicrobiana do éleo essencial
de Lavandula dentata contra cepas clinicas e padrdo de E. faecalis e E. faecium
isoladas de infeccOes persistentes de canais radiculares. Os resultados sé&o
promissores, uma vez que 0S microrganismos ndo sdo capazes de desenvolver
resisténcia aos 6leos essenciais devido a sua complexa natureza. Os compostos de
OEs podem atingir diferentes alvos das células bacterianas, como, alteracdo na
membrana celular, sintese de proteinas, producao de ATP, alteracéo do pH, alteracéo
do DNA, alteracdo na comunicacdo de célula-célula (deteccdo de sérum) a fim de
danifica-las (Faleiro, 2011; Lysakowska et al., 2015).

O presente estudo mostrou que o 6leo essencial de L. dentata apresentou
acao antibacteriana contra microrganismos resistentes a antibioticos no periodo de 30
minutos e 24 horas. A concentracdo de 16% de OE de L. dentata seria a mais
recomendada podendo ser indicada sua utilizacdo como sustancia quimica auxiliar,
devido a grande renovacdo do agente irrigante no tratamento endodéntico o0s
componentes volateis teriam maior superficie de contato com o biofilme bacteriano.
Outra opcao para o uso do OE de L. dentata seria como veiculo para a medicamento
intracanal, observando reducéo eficiente da carga bacteriana no periodo de 24 horas.
Por se tratar de um estudo in vitro, outros estudos in vivo sdo necessarios para

corroborar com este estudo antes que possa ser usado para fins clinicos.
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7 CONCLUSAO

Diante do exposto o 6leo essencial de Lavandula dentata apresentou:

a) Atividade antibacteriana contra cepas clinicas de E. faecalis e E.
faecium com concentracao bactericida minima de 32%

b) Atividade antibiofilme contra cepas clinicas de E. faecalis e E. faecium
em um tempo de acdo de 30 minutos e 24 horas, com resultado

semelhante a clorexidina na maioria das cepas testadas.
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APENDICE A - Estudo piloto

Para a escolha do fitoterapico realizamos o teste com seis diferentes 6leos essenciais,
Alecrim (Rosmarinus officinalis), Erva doce (Foeniculum vulgare), Lemongrass
(Cymbopogon schoenanthus), Geranio (Pelargonium graveolens) e Lavanda
Francesa (Lavandula officinalis) e extratos glicolicos, Nogueira (Juglans regia), Quilaia
(Quillaja saponaria), Aroeira (Schinus terebinthifolia), Confrei (Symphytum officinale),
Capsicum , Alcachofra (Cynara cardunculus), Barbatim&o (Stryphnoderndron), Arruda
(Ruta graveoleons), Gengibre (Zingiber officinale), Ginseng (Panax ginseng),
Acabateiro (Persea americana), Guacatonga (Casearia sylvestris) para determinar a
Concentracao Bactericida Minima (CBM), contra oito cepas de Enterococcus spp. (5
E. faecalis e 3 E. faecium) como resultado obtivemos que ndo houve inibicdo de

crescimento em nenhum dos tratamentos.
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Perfil analitico

Revisdo: 00
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Inci name Lavandula Dentata Flower/Leaf Oil
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indice de
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Aromagis
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’A( Revisdo: 00
A— Perfil analitico
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Cromatografia (CG/MS)
Temperatura do injetor 250°C, Modo e injecdo Splfit, Fluxo 1 mL min-1, Gas de
o arraste: Hélio, Coluna capilar: DB-5MS5 (30mx0.25mmx0.25um), Gradiente de
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Equipamento Shimadzu, Modelo GCMS-QP2010 plus
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a-Pineno B,44

Concluséo
Oleo aprovado de acordo com os padroes analiticos de qualidade.
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