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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi avaliar os Oleos essenciais de Thymus
vulgaris, Hyptis spicigera, Cymbopogon citratrus, Cymbopogon martinii,
Cymbopogon flexuosus bem como os terpenos (citral e cineoli), com
relacdo ao seu potencial para aplicagdo em terapia anticariogénica.
Inicialmente, e a seqguir foram realizados testes microbiolégicos para a
determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM), concentracédo
bactericida minima (CBM), utilizando os micro-organismos Actinomyces
naeslundii ATCC 19039, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356,
Streptococcus gordonii ATCC 10558, Streptococcus mitis ATCC 9811,
Streptococcus mutans ATCC 35688, Streptococcus sanguinis ATCC
10556 e Streptococcus sobrinus ATCC 33478, além de isolados clinicos
de estreptococos do grupo mutans e Lactobacillus spp., ambos isolados
de dentina cariada. Os trés Oleos essenciais com maior atividade
antibacteriana foram selecionados e caracterizados quimicamente por
cromatografia gasosa e avaliados frente ao biofilme de microcosmo,
analisando a influéncia dos O6leos esséncias na adesdo de micro-
organismo cariogénicos ao esmalte dentario. Além disso, foi analisada a
capacidade de eliminac&o do biofilme de microcosmo sobre a laminula de
vidro. Os resultados revelaram a acéo bactericida e bacteriostatica de
todos os Oleos essenciais testados frente as cepas padréo e clinica, com
CIMs variando de 0,78 a 3,125ul /mL. Para os terpenos os valores de CIM
variaram de 3,125 to 50 pl/mL. No teste de adesdo, os resultados
apresentam 100% de inibicdo da adesdo do microcosmo em esmalte
dentario. Este resultado também foi observado no estudo frente ao
biofilme. Diante disso, conclui-se que todos o0s 0leos essenciais e 0s
terpendides testados possuem atividade promissora frente micro-
organismos cariogénicos, além disso, os 6leos essenciais de T. vulgaris,
H. spicigera e C. citratus, foram capazes de impedir a adesdo de micro-
organismos bucais ao esmalte dentario.

Palavras-chaves: Carie dentéaria. Oleos essenciais. Terpendides.



Oliveira MAC. Investigation of the anti-cariogenic properties of essential
oils: antimicrobial activity, and chemical characterization [dissertation]. Sdo
José dos Campos: School of Dentistry of S&o José dos Campos, UNESP-
Univ Estadual Paulista; 2012.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the essential oils of Thymus vulgaris,
Hyptis spicigera, Cymbopogon _citratrus, Cymbopogon martinii,
Cymbopogon _flexuosus, as well as the terpenes (citral and
cineole),regarding their potential for application in anti-cariogenic therapy.
The antimicrobial activity was determined by minimal inhibitory
concentration (MIC) and minimal bactericidal concentration (MBC) for the
following microorganisms: Actinomyces naeslundii ATCC 19039,
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, Streptococcus gordonii ATCC
10558, S. mitis ATCC 9811, S. mutans ATCC 35688, S. sanquinis ATCC
10556 and S. sobrinus ATCC 33478, addition of clinical isolates of mutans
streptococci and Lactobacillus sp., both isolated from carious dentin. The
three essential oils with higher antibacterial activity were selected and
chemically characterized by gas chromatography and evaluated against
the biofilm microcosm, analyzing the influence of essential oils on the
adhesion of cariogenic micro-organism to dental enamel. Furthermore, we
analyzed the capacity of eliminating biofilm microcosm on glass coverslips.
The results showed bactericidal and bacteriostatic action of all essential
oils tested against standard and clinical strains, with MICs ranging from
0.78 to 3.125 pl / ml. Terpenes for the MIC values ranging from 3.125 to
50 pl / ml. In the adhesion test, the results showed 100% inhibition of the
adhesion of tooth enamel in microcosm. This result was also observed
when biofilm was evaluated. Therefore, it is concluded that all essential
oils and terpenoids tested show promising activity against cariogenic
microorganisms, mainly the essential oils of T. vulgaris, H. spicigera and
C. citratus, were able to prevent the adhesion of oral microorganisms in
dental enamel.

Keywords: Dental caries. Oils volatile. Terpenes.



1 INTRODUCAO

O impacto de produtos naturais sobre doencas
infecciosas humanas tem merecido muito interesse nas ultimas décadas
(Leitdo et al., 2004; Takarada et al., 2004), pois plantas produzem
naturalmente substancias em resposta a fatores ambientais ou quimicos,
como invasao microbiana ou radiagdo ultravioleta (Grayer, Harborne,
1994; Martini et al., 2004).

Oleos e extratos de plantas ha muito tempo tem servido
de base para diversas aplicacdes na medicina popular, entre elas, a
producdo de anti-sépticos topicos. Isto serviu de base para diversas
investigacdes cientificas, com vistas a confirmacdo da atividade
antimicrobiana (Arweiler et al., 2000; Fine et al., 2000; Pan et al., 2000;
Claffey, 2003; Benkeblia, 2004; Rehder et al., 2004; Almeida et al., 2006;
Arruda et al., 2006; Nunes et al., 2006).

Esse interesse nas terapias naturais e o crescimento da
demanda de consumo por produtos naturais efetivos e seguros requerem
estudos conclusivos sobre a acdo dos 6Oleos e extratos de plantas, para
uma utilizagéo eficiente. (Lis-Bachin, Deans, 1997; De-Souza et al., 2006;
Oliveira et al., 2006a; Oliveira et al., 2006b).

A microbiota oral desempenha um papel importante no
surgimento das doencas bucais, permitindo a colonizacdo de varios
micro-organismos, podendo constituir um reservatério de micro-
organismos patogénicos.

Devido ao carater infecto-contagioso da carie dentaria, a
adocao de medidas que visam controlar o biofilme microbiano bucal se
torna necessaria, além da remocéo mecanica, e o uso de uso de agentes

antimicrobianos (Kohler et al., 1995).
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A carie dentaria é uma doenca multifatorial de origem
infecciosa e que constitui um dos maiores desafios da Odontologia, sendo
considerada o maior problema de saude bucal em muitos paises
industrializados. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, afetando 60-
90% das criancas em idade escolar e a grande maioria dos adultos
(WHO, 2010). Os principais géneros relacionados com a cérie sao
Streptococcus spp., Lactobacillus spp. e Actinomyces spp..

Espécies de estreptococos do grupo mitis, como
Streptococcus gordonii, Streptococcus mitis e Streptococcus sanguinis
(Kawamura et al., 1995) sado conhecidos pelo seu papel de colonizadores
primarios da superficie dentaria (Ericson, Rundegren, 1983; Rosan,
Lamont, 2000). Essas espécies interagem com a pelicula adquirida
(formacéo inicial do biofilme) e modificam o ambiente, facilitando a adeséo
posterior de outras espécies bacterianas.

Uma dieta rica em sacarose favorece a adesdo de
estreptococos do grupo mutans, como S. mutans e S. sobrinus. Esses
micro-organismos sdo capazes de metabolizar a sacarose em &cido latico
(van Houte, 1980; de Soet et al.,, 2000; Rupf et al., 2006). O ambiente
acido criado por esse processo leva a desmineralizacdo do esmalte e,
consequentemente, ao aparecimento de lesbes de carie. Com a
progressdo da lesdo, Lactobacillus sp. também podem ser observados
(Thomas et al., 2008). Além dessas espécies, bactérias do género
Actinomyces estdo associadas a carie radicular (Bowden et al., 1997).

A clorexidina é uma das mais efetivas substancias com
atividade anti-biofilme, pois apresenta forte absorcdo pelas superficies
bucais, podendo reduzir o crescimento e/ou modificar a estruturado
biofilme dental, ou ainda agir como um potente antiaderente dos micro-
organismos a superficie dental. (Vinholis et al., 1996). Embora seja um
excelente antimicrobiano, o uso prolongado da clorexidina ndo é
recomendado, pois pode modificar coloracdo dos dentes, descamacéo

reversivel da mucosa, alteragbes do paladar e aumento dos depositos
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calcificados supra gengivais. Por isso, ha a necessidade de se buscar
novas substancias que sejam eficazes no controle da microbiota bucal,
mas com menos efeitos indesejaveis (Albuquerque et al., 2008; Torres et
al., 2000).

Diante disto, hd um interesse crescente em agentes
terapéuticos que complementam a remog¢&o mecéanica de biofilme dentéario
(Albuquergue et al., 2008). Produtos oriundos de plantas utilizados na
pratica odontoldgica tém mostrado resultados efetivos sobre o controle da
formacdo de biofilme dentario, podendo interferir na sintese de
polissacarideos e enzimas que produzem estas substancias ou ainda
sobre a estrutura dentaria (Santos et al., 2010).

Na busca por novos antimicrobianos é importante
enfatizar aqueles de origem vegetal, uma vez que o Brasil apresenta a
maior biodiversidade do planeta e que muitas plantas jA& vém sendo
vastamente usadas e testadas ha centenas de anos com as mais diversas
finalidades por populacées do mundo inteiro (Stangarlin et al., 1999;
Funari, Ferro 2005).

Apesar de relatos na literatura quanto a atividade
antimicrobiana dos 0leos essenciais, dados conclusivos sobre a atividade
frente a micro-organismos cariogénicos e anti-biofiime dos dleos
essenciais de Thymus vulgaris, Hyptis spicigera, Cymbopogon citratus,
Cymbopogon martinii e Cymbopogon flexuosus, e os terpenos (citral e
cineoli) ndo sdo encontrados na literatura. O estudo das aplicacdes dos
fitoterapicos no combate as doencas bucais é de extrema importancia
para o0 desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas em

Odontologia, as quais poderao beneficiar diretamente a populacéo.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aspectos microbioldgicos da carie

A carie dentaria é uma doenga multifatorial de origem
infecciosa, resultado de um desequilibrio entre os processos de
desmineralizacdo e remineralizacdo. A cavidade bucal representa a mais
complexa e diversa concentracdo microbiana do corpo humano em
contato com o ambiente externo. Diversas comunidades microbianas s&o
encontradas na superficie dentaria, sulco gengival e mucosas
(Samaranayake, 2006).Estima-se que nela habitem mais de mil diferentes
espécies microbianas, cada uma delas representadas por uma grande
variedade de cepas (Beighton et al., 2004).

O papel das bactérias na patogénese da cérie dentéria foi
demonstrado quando McClure e Hewitt (1946) compararam ratos
alimentados com dieta cariogénica ,e estes quando também tratados com
penicilina, tinham o desenvolvimento de cérie reduzido. Orland et al.
(1954) comprovaram a necessidade da presenga de micro-organismos
para o desenvolvimento de caries, em um estudo utilizando ratos livres de
micro-organismos (germ free), que ndo desenvolviam lesdes cariosas
independente do teor de aclcar presente na dieta comparando com ratos
contaminados (ndo germ free) que receberam a mesma dieta
desenvolvendo carie. Em 1960, Keyes demonstrou a transmissibilidade de
micro-organismos cariogénicos,comparando a microbiota de hamsters
contaminados para um grupo de hamsters ndo contaminados.

A complexidade da carie foi inicialmente descrita por

Keyes (1960), que dividiu os fatores etiologicos em trés fatores,
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denominado “Triade de Keyes” onde ocorre a confluéncia ente eles:
hospedeiro susceptivel, microbiota e substrato. Mais tarde, Newbrun
(1988) acrescentou a triade o fator tempo. A carie caracteriza-se entéao
por um desequilibrio , consequéncia da alta concentracdo de acidos
organicos provenientes da metabolizagdo de carboidratos por micro-
organismos presentes na cavidade bucal (van Houte, 1980).

Diversas teorias etiologicas surgiram e tiveram
implicacbes importantes para a prevencdo da carie. A teoria da placa
inespecifica, proposta por Miller em 1890 defendia que todos os micro-
organismos capazes de produzir &cido causariam lesdes de cérie.

Durante muitos anos, pesquisadores tentaram demonstrar
gue somente poucas espécies especificas estavam ativamente envolvidas
na patologia da céarie dentaria (Loesche, 1992). Entretanto, a teoria da
placa especifica estabelece que grupos especificos de micro-organismos
sdo os responsaveis pelo aparecimento da doenca (Loesche, 1986).
Dentro deste conceito, Streptococcus spp., Lactobacillus spp. e
Actinomyces spp. surgiram como as principais géneros responsaveis pelo
aparecimento de lesdes cariosas (Corby et al., 2005). Sendo entdo a
responsabilidade pela iniciacdo e progressdo da carie atribuida,
respectivamente a Streptococcus mutans e a Lactobacillus acidophilus,
devido a suas propriedades acidogénicas e aciduricas (Loesche, 1986).
Contudo, a diversidade da microflora bucal humana pode ser subestimada
(Keijser et al., 2008).

Em 1994, Marsh propds a teoria da placa ecoldgica, que
atribui a carie a uma quebra na homeostasia da microbiota bucal induzida
pela presenca de carboidratos, favorecendo a predominéncia de bactérias
cariogénicas, uma vez que somente algumas espécies sdo capazes de se
desenvolver frente a mudancas nas condicdes ambientais. A teoria da
placa ecoldgica suporta os achados dos estudos de Aas et al. (2005) em
gue a microbiota da cavidade bucal em condi¢cdes saudaveis difere daquela
associada a doenca. Estreptococos do grupo mutans, Lactobacilus spp. e
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Actinomyces spp. estdo intimamente associados ao aparecimento de
lesBes de carie. Os estreptococos do grupo mutans sdo considerados 0s
principais agentes etioldgicos da carie em humanos.

Streptococcus gordonii, S. sanguinis e S. mitis sao 0s
primeiros colonizadores do biofilme bucal, associados aos micro-
organismos produtores de acidos, como S. mutans, participam da formacao
da carie (Diaz et al., 2006, Bowden, 1997), enquanto lactobacilos estao
envolvidos na progressao da carie (Okada et al. 2005, Rodrigues et al,
2008, Kneist et al, 2010) e Actinomyces spp. estdo relacionados com carie
radicular. Outros colonizadores primarios incluem Capnocytophaga spp.,
Eikenella spp., Haemophilus spp., Prevotella spp., Propionibacterium spp.,
e Veillonella spp. (Kolenbrander, 2000). Os colonizadores secundarios se
aderem as bactérias previamente aderidas a superficie dos dentes. (Hojo et
al, 2009).

Os estreptococos do grupo mutans sdo cocos Gram-
positivos, anaerobicos facultativos, acidogénicos e aciduricos capazes de
formar polissacarideos extracelulares. Esse grupo é composto por S.
cricetus, S. downei, S. ferus, S. macacae, S. rattus, S. mutans e S.
sobrinus, sendo os dois ultimos isolados de superficies dentérias e lesdes
de cérie em seres humanos. As demais espécies do grupo mutans sao
encontradas na cavidade bucal de animais (Leites et al., 2006). Esses
estreptococos sao altamente cariogénicos devido a sua capacidade de
colonizar superficies duras, pois possuem adesinas que permitem a
adesdao a superficie dos dentes e a outros micro-organismos encontradas
no biofilme (Jakubovics et al., 2005).

Os lactobacilos sdo bastonetes Gram-positivos que
crescem melhor em condi¢cfes de microaerofilia, sdo produtores de &cido
latico e muito tolerantes a condi¢gfes acidas (Rogosa et al., 1951, Badet et
al.,, 2001). Sabe-se, atualmente, que esses micro-organismos estao

envolvidos na progressao da carie (Beighton et al.,2004).
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Lactobacillus spp. sdo micro-organismos prevalentes em
lesbes avancgadas de carie (Munson et al., 2004; Lima et al., 2011), sendo
L. acidophilus, L. rhamnosus, L. paracasei, L. fermentum e L. plantarum
as espécies predominantes em amostras de dentina cariada (Martin et al.,
2002).

Actinomyces spp. sdo bastonetes Gram-positivos que
fazem parte da microbiota bucal (Beighton, Miller, 1977; Dent, Marsh,
1981). Dentre as espécies associadas a cérie radicular estao A. israelii, A.
gerencseriae, A. naeslundii, A. odontolyticus e A. georgiae (Brailsford et
al., 1999; Preza et al. , 2009). Esses micro-organismos podem colonizar a
cavidade bucal sob uma variedade de condi¢cdes associadas a dieta,
porém sdo menos acidogénicos que S. mutans (Yang et al., 2006,
Horiuchi et al., 2009). A presenca de fimbrias torna esse micro-organismo
capaz de liga-se a proteinas salivares ricas em prolina que cobrem a
superficie do esmalte (Nesbitt et al., 1992).

As espécies do género Actinomyces sao detectadas com
maior freqiéncia na fase inicial da céarie (Aas et al., 2008). Sarkonen et al.
(2000) observaram que a frequéncia desse micro-organismo na saliva
aumenta de acordo com a idade das criancas, 0 que sugere que a
superficie dos dentes apresenta um ambiente ideal para a adesao inicial
desses micro-organismos (Tang et al. 2004).

Uma teoria mais recente € a de que a placa dentaria deve
ser considerada um biofilme, com propriedades semelhantes aquelas
bactérias embebidas em uma matriz e aderidas a uma superficie
encontradas em outros locais do corpo e da natureza (Costerton et al.,
1995; ten Cate, 2006).0s micro-organismos e seus metabdlitos se aderem
fortemente a superficie dental dando origem a uma comunidade
microbiana metabolicamente integrada, espacialmente organizada em
uma estrutura tridimensional, formada por uma matriz aderente de
exopolimero produzido pelas préprias células bacterianas (Beighton et al.,
2004; Marinho, Araujo, 2007).
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Além de desenvolver sobre a sobre as superficies dos
dentes,o biofilme pode se desenvolver sobre as restauragcbes dentarias,
préteses e implantes, consistindo em bactérias incorporadas em uma
matriz extracelular, corroborando com a hipotese da placa ecologica, onde
se pode alterar sua composi¢cdo através do consumo frequente de
carboidratos fermentaveis (Cheng et al., 2011).

Segundo Carranza e Newman (1996), o processo de
formacao do biofilme dentario pode ser dividido em trés fases. Na primeira
fase, ocorre a formacdo da pelicula dental, representando a fase
inicial,que é caracterizada como uma camada proteica acelular composta
de uma variedade de moléculas do hospedeiro, incluindo mucinas,
aglutininas, proteinas ricas em prolina, proteinas ricas em fosfato como a
estaterina e enzimas como a a-amilase ,derivada de componentes
salivares e do fluido gengival (Kolenbrander et al., 2002).Na segunda
fase, ocorre a colonizacdo inicial das superficies dentarias,
predominantemente por micro-organismos facultativos Gram-positivos.
Essa placa amadurece e ocorre uma transicdo do ambiente aerébico para
um meio altamente privado de oxigénio, onde prevalecerdo as bactérias
Gram-negativas anaerbdbias. Na terceira fase, ocorre a colonizacéo
secundaria e a maturacdo da placa, onde micro-organismos que nao
iniciaram a colonizacdo das superficies limpas dos dentes aderem a
células de bactérias que ja estdo na massa da placa, através de um
processo conhecido como co-agregacao.

Takahashi e Nyvad (2008) recentemente propuseram uma
extensdo a Hipotese da Cérie Ecolégica para explicar a relacdo a
composicdo do biofiime dentario e o balangco de desmineralizacdo e
remineralizagdo do processo carioso. Nessa hipotese, os autores dividem
0 processo da carie em trés estagios: estagio da estabilidade dinamica,
estagio acidogénico e estagio acidurico. No estagio da estabilidade
dindmica, observa-se uma predominéancia de estreptococos nao-mutans

(S. sanguinis, S. oralis e S. mitis) e Actinomyces spp. no biofilme dentario.
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Essas bactérias provocam uma queda no pH do biofime devido a
producdo de acidos, o pH retorna facilmente aos niveis basais (em torno
de 5,5). Esse ciclo é considerado natural e ocorre durante varias vezes ao
dia. Se a presenca de acucar € frequente, 0s estreptococos ndo-mutans e
Actinomyces sp.alteram sua acidogenicidade e aciduricidade através de
adaptacdes fenotipicas e genotipicas. Esse é o estagio acidogénico, no
qual o biofilme se torna mais cariogénico e podera ser observado um
aumento da perda mineral em detrimento da remineralizacdo cujo
resultado final sera a desmineralizacdo do esmalte.

S. mutans e S. sobrinus sintetizam glicosiltransferase,
uma enzima capaz de formar polimeros intra e extracelulares a partir de
acucar, outro fator importante para a capacidade desses micro-
organismos em formar biofilme (Jakubovics et al., 2005). Tais micro-
organismos sdo capazes de fermentar nutrientes da dieta resultando na
producdo de acido, responsavel pela desmineralizacdo do esmalte
dentario (Kohler et al.,, 1995). S. mutans, particularmente, é capaz de
sobreviver, proliferar e produzir grande quantidade de acido mesmo em
pH baixo (de Soet et al., 2000).

S. mutans é mais prevalente que S. sobrinus no biofilme
dentario (Loesche, 1986; Carlsson et al., 1987), mas estudos
epidemioldgicos tem demonstrado que a prevaléncia de S. sobrinus esta
mais intimamente relacionada com alta atividade de cérie (Fujiwara et al.,
1991; Hirose et al., 1993). A. naeslundii contribui para o desenvolvimento
do biofilme dental e para a formacé&o da carie radicular precoce de acordo
com estudos de Tang et al. (2003) e Tang et al.(2004).

Quando a remocao do biofilme é deficiente e a utilizacao
da sacarose € frequente, ocorre uma selecdo de certo micro-organismos
patogénicos e o biofilme torna-se mais virulento, podendo resultar tanto
em lesbes de tecido duro quanto de tecido mole (Torres et al., 2000).
Poucas horas ap0s a escovacdo dos dentes, os estreptococos podem

constituir 60 a 80% do bhiofilme dental.
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Alguns estudos mostram niveis ndo detectaveis de S.
mutans em lesBes cariosas, indicando que outras espécies podem
exercer papel importante na progressao das caries (Aas et al., 2008;
Becker et al., 2002; de Carvalho et al., 2006). Por outro lado, Bowden
(1997) afirmaram que altos niveis de estreptococos do grupo mutans
podem estar presentes em pacientes que ndo desenvolveram lesdes de
carie.

Apesar da existéncia de evidéncias epidemioldgicas
substanciais que ligam esses trés grupos de micro-organismos a céarie,
estudos moleculares indicam que sua biopatologia envolve comunidades
bacterianas mais complexas.

Embora existam diversos estudos sobre 0os componentes
microbiolégicos da carie dentaria, esta doenca apresenta-se ainda como
um problema de saude bucal em muitos paises. Portanto ainda é
necessaria a busca por métodos capazes de controlar a cariogenicidade
do biofilme dentario e consequentemente, diminuir a incidéncia dessa

doenca.

2.2 Uso de plantas medicinais na Odontologia

O Brasil é o pais com a maior biodiversidade de plantas
do mundo, contando com um numero estimado de mais de 20% do
namero total de espécies do planeta com cerca de 55 mil espécies ja
foram descritas. Esta rica biodiversidade é acompanhada por uma longa
aceitacdo de uso de plantas medicinais e associado ao conhecimento
tradicional. Por todo o mundo, o uso de produtos naturais, incluindo
plantas medicinais e Oleos essenciais estdo se tornando cada vez mais
importante nos cuidados primarios com a saude, especialmente em

paises em desenvolvimento onde grande parte da populacdo ainda
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depende da medicina popular para tratar doencas sérias, como cancer,
infec¢des e inflamagdes (Mothana et al., 2009).

Essa crescente pela procura por plantas medicinais e
aromaticas observada em diversos paises deve a tendéncia dos
consumidores em utilizarem, preferencialmente produtos farmacéuticos ou
alimenticios de origem natural (Martini et al., 2004). Além disso,
tecnologias naturais de conservacdo vém se tornando cada vez mais
importantes em industrias de alimentos e os 6leos essenciais constituem
alternativas a obtencdo de produtos microbiologicamente seguros (Ultee
et al., 1999).

Atualmente, aproximadamente 48% dos medicamentos
empregados na terapéutica advém, direta ou indiretamente, de produtos
naturais, especialmente de plantas medicinais que permanecem uma
importante fonte para obtencédo de medicamentos (Carvalho et al., 2007).

Reducbes significativas na incidéncia e prevaléncia de
lesBes de carie nos ultimos 20 anos ocorreram pela da introducéo do uso
do flaor, porém a distribuicdo de cérie se concentrou em uma parte da
populacdo, criando grupos de individuos com muitas lesdes de carie,
frequentemente associados com baixo nivel scio-econdmico (ten Cate,
2006). Assim, embora o uso do fluoreto seja uma medida eficaz no
controle da carie dentaria, muitas vezes ele ndo é capaz de lidar com
inibir o desenvolvimento cariogénico (ten Cate, 2006). Deste modo,
reduzir a quantidade e viruléncia do biofilme dentario poderia ter uma
acado sinérgica com o0 uso do fluoreto (ten Cate, 2006). Além disso,
terapias antimicrobianas efetivas poderiam aumentar o numero de
produtos disponiveis para sua prevencao e melhorar a condi¢cao bucal de
pacientes quando somente o uso do fluoreto ndo € o suficiente (Ullsfoss et
al.,1994).

A grande maioria dos colutorios e antimicrobianos
disponiveis no mercado, particularmente aqueles que possuem

clorexidina em sua composi¢do, possui desvantagens seérias quando
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utilizados por longos periodos de tempo, como manchamento dos dentes,
perda de paladar, ardor e sensacdo de queimacao (Cardoso et al., 2005;
Bruschi et al., 2006). Devido ao uso limitado da clorexidina, a busca de
alternativas mais eficazes, menos tOxicas e menos onerosas na
prevencdo de caries se torna necessaria. Diante disso, esforcos
consideraveis estdo dedicados ao desenvolvimento de produtos naturais
bioativos (ten Cate, 2006).

O interesse pela descoberta de novos produtos Uteis no
tratamento das doencas infecciosas sustenta-se no surgimento de novos
agentes infecciosos, na resisténcia que muitos micro-organismos
apresentam aos agentes terapéuticos existentes (Karchmer, 2004;
Paterson, 2006) e na diminuicdo do numero de novos farmacos
antimicrobianos que chegaram ao mercado nos ultimos anos (Spellberg et
al., 2004). Apesar do desenvolvimento de antibidticos para infeccoes
bacterianas e fungicas, h4 uma necessidade urgente de desenvolver
novos agentes antimicrobianos (Naimi et al., 2001) , devido a presenca e
aumento de numerosas cepas resistentes aos medicamentos disponiveis.

Na odontologia, muitos estudos estdo sendo conduzidos
na busca por produtos naturais capazes de controlar a microbiota
causadora de doencas bucais (Riihinen et al., 2011; Pereira et al., 2011).
Entretanto a maioria das pesquisas para testar agentes antimicrobianos é
realizada com células planctdonicas, sendo que as caracteristicas do
biofiilme sdo consideravelmente mais resistentes aos tratamentos que
células planctbnicas (ten Cate, 2006). O potencial antimicrobiano das
plantas pode ser utilizado na Odontologia com ac¢ao profilatica ou curativa
das doencas bucais.

Uma série de plantas medicinais tem sido mencionada
nos manuais de fitoterapia para tratar doencas infecciosas diferentes,
conforme sua disponibilidade, menos efeitos colaterais e toxicidade
reduzida (Lee et al., 2006).



29

2.3 Oleos essenciais e seu uso na Odontologia

Oleos essenciais ou o6leos volateis , conforme a 1SO
9235:1997 (International Standard Organization), sao produtos obtidos de
partes de plantas através de destilagcdo por arraste com vapor d’agua,
bem como os produtos obtidos pelo processamento mecanico dos
pericarpos de frutos citricos. De forma geral, sdo misturas complexas de
substancias volateis, lipofilicas, normalmente odoriferas e liquidas. A
grande maioria dos O6leos essenciais € constituida de derivados
fenilpropandides ou de terpendides, sendo estes preponderantes.
(Simdes, 2004). Portanto, sdo misturas complexas de substancias volateis
oriundos de metabdlitos secundarios, principalmente de mono e
sesquiterpenos, (Salzer, 1977; Angioni et al., 2003. Senatore et al.,
2004).0s 6leos essenciais podem estar constituidos por mais de 60
componentes individuais, sendo que 0s componentes principais podem
compreender, aproximadamente, até 85% do 6leo essencial (Senatore,
1996).

Uma caracteristica importante dos 6leos essenciais e
seus constituintes € a sua hidrofobicidade, o que Ihes permite a quebra de
lipideos da membrana celular bacteriana, o que perturbaria as estruturas,
tornando-os mais permeaveis (Sikkema et al., 1995). O efeito
antimicrobiano dos 6leos essenciais esta relacionado, principalmente, a
alteracdo da permeabilidade e integridade da membrana celular
bacteriana (Lambert et al., 2001).

Segundo Kelsey et al. (1984), alguns taxons de plantas
sintetizam constituientes volateis com a finalidade de defenderem-se ou
de atrair os polinizadores. Por isso, 0s 6leos essenciais sdo considerados
fontes em potencial de substancias biologicamente ativas, principalmente
contra micro-organismos, como bactérias, fungos filamentosos e

leveduras.
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Oleos essenciais de diversas plantas sdo conhecidos por
ter uma variedade de efeitos farmacoldgicos, destacando os seguintes:
antiviral, antiespasmaodico, analgésico, antimicrobiano, cicatrizante,
expectorante, relaxante, anti-séptico das vias respiratorias, larvicida,
vermifugo e anti-inflamatério (Halcon, Milkus, 2004; Oyedji, Afolayan,
2006). Diante disso, tem sido apresentando como potente inibidor do
crescimento dos micro-organismos orais, podendo ser uma oOpc¢ao
benéfica e segura em protocolos de saude bucal (Bispo et al.,, 2001;
Alviano et al., 2005), apresentando atividade antimicrobiana contra um
grande numero de micro-organismos incluindo espécies resistentes a
antibioticos e antifingicos (Soares, Cury, 2001, Simdes et al., 2004).

Em particular, a atividade antimicrobiana de Oleos
vegetais e extratos tem formado a base de muitas aplicagdes, incluindo a
conservagao de alimentos crus e processados, produtos farmacéuticos,
medicina alternativa e terapia naturais (Lis-Balchin, Deans 1997).

Diversos estudos tem demonstrado a atividade
antimicrobiana de Oleos essenciais e extratos de plantas, incluindo
alecrim, horteld, louro, manjericao, a arvore do cha, sementes de aipo e
funcho (Yousef,Tawil 1980; Lis-Balchin, Deans, 1997). Porém, a
composicdo quimica de 6leos essenciais pode depender do clima, da
estacdo do ano, condicbes geograficas, periodo de colheita e da técnica
empregada na extracdo incluindo maceracao, destilagdo, dentre outras
(Santos et al., 2010) sendo que o0s principios ativos podem estar
presentes em diferentes fracdes de um mesmo produto.(Carvalho, 2003).

Tampieri et al. (2005) relataram a atividade antifangica de
diversos Oleos essenciais como: Origanum vulgare, Satureja montana,
Mentha piperita, Cinnamomum verum e Cymbopogon flexuosus frente a
candida albicans O 06leo essencial de Origanum vulgare inibiu 100%
cepas de Candida spp. analisadas (Rosato et al., 2009).Em outro estudo ,
Oliva et al. (2003) concluiu que 6leo essencial de Melaleuca alternifolia e

seus componentes principais apresentaram atividade frente a varias
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espécies de Candida e seu terpeno principal (terpinen-4-ol)também foi
capaz de controlar infec¢des vaginais por esse mesmo micro-organismo.
Além disso, M. alternifolia , segundo Furneri et al., 2006, é capaz de inibir
0 crescimento de Mycoplasma pneumoniae e M. hominis in vitro, em
concentragdes de 0,01% a 0,12%, entretando os mecanimos de agdo n&o
foram esclarecidos.

Também sé&o relatadas a atividade antimicrobiana dos
Oleos essenciais de Cinnamomum zeylanicum, Coniza bonariensis frente
a micro-organismos oportunistas incluindo Candida spp. e Cryptococcus
neoformans. Hoffman et al. (1999) apresentaram a acédo antimicrobiana
de O6leos essenciais de canela, menta e cravo, do qual inibiram o
crescimento de leveduras e bactérias testadas.

De acordo com Silva et al.,2007, o 6leo essencial de
Rosmarinus officinalis possui atividade bacteriostatica frente a S. mutans,
S. sobrinus e L. casei (Silva et al.,, 2007).Também sédo relatadas a
atividade bacteriostatica do 6leo essencial de Baccharis dracurufolia
frente a S. mutans, S. sobrinus, S. sanguis e Lactobacillus casei
(Ferronatto et. al., 2007).

2.3.1 Hyptis spicigera

O género Hyptis apresenta diversidade morfolégica e é encontrado no

Cerrado brasileiro, com cerca de 300 a 400 espécies registradas, segundo Harley (1988).

Esse género pertence a familia Lamiaceae, uma vasta familia com cerca
de 250 géneros e 6970 espécies (Judd et al., 1999), de distribuicdo
cosmopolita, mas centrada, principalmente, na regidao mediterranea, onde
constitui parte integrante da vegetacao (Bordignon et al., 1990).

Muitos dos usos populares de espécies de Hyptis

puderam ser comprovados cientificamente. Baseado nos artigos
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publicados na literatura pode-se perceber que as espécies desse género
se caracterizam pela presenca de substancias com potencial
farmacolégico  bastante interessante, principalmente atividades
antimicrobiana, antifingica, citotoxica, anti-inflamatoria, e inseticida
(Falcéo et al., 2003). Atualmente, € consenso que elas sdo eficazes no
tratamento de infec¢Oes gastrointestinais, caimbras, dores e infecgbes da
pele.

Na medicina popular, esta planta é recomendada para
varias condicdes, entre elas rinofaringite, congestéo nasal, certas doencas
da pele, disturbios géstricos, febre e infec¢des bacterianas (Bispo et al.,
2001).

Nascimento et al. (2008) demonstrou em um estudo com
0 6leo essencial de H. pectinata a acdo antimicrobiana contra cepas de
Streptococcus mutans através do método de microdiluicdo. Os resultados
das MICs encontrados com as cepas clinicas foram semelhantes aos da
cepa de referéncia. Além disso, os autores consideraram a associacdo de
Hyptis pectinata com clorexidina uma alternativa promissora para controle
de doencas bucais e higiene. Diante disso H. pectinata também tem sido
amplamente utilizado como enxaguatérios bucais pela populacdo no

Estado de Sergipe, Brasil.

A espécie Hyptis spicigera, trata-se de uma erva daninha e aromatica,
uma espécie de horteld, diferente da comumente usada para fazer chas e infusGes. Tem
como caracteristica peculiar a inflorescéncia, que a diferencia das demais espécies de
Hyptis.

O potencial antimicrobiano do extrato de H. spicigera foi
avaliado contra um amplo espectro de micro-organismos que Sao
resisténtes a ampicilina. Os resultados indicam H. spicigera como um forte
potencial de agentes antimicrobianos. Devido a notavel importancia
econbmica e o potencial farmacolégico dos 6leos essenciais de espécies

do género Hyptis (Falcdo, Menezes, 2003) mais trabalhos precisam ser
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realizados para verificar o compontente ativo do extrato envolvidos nos

mecanimos bactericidas (Ladan et al., 2009).

2.3.2 Thymus vulgaris

O d6leo essencial de Thymus vulgaris (tomilho) tem sido
usado na formulacdo de fitoterapicos e cosmeéticos, além de seu uso na
industria alimenticia. Na medicina ocidental, a aplicacédo principal esta no
tratamento de queixas digestivas, de problemas respiratérios e na
prevencao e no tratamento de infec¢des (Santos et. al., 2010).

Santos et al. (2010) verificou que o 6leo essencial de T.
vulgaris (tomilho) apresenta efeito antibacteriano frente a S. mutans
(ATCC 25175) com CIM de 100 pg/mL., relacionando a atividade biolégica
aos seus principais constituintes, timol, carvacrol, cimeno e pineno.

Pozzatti et al. (2010) encontraram na composicdo do 6leo
de tomilho composto por 64% y-terpinene, timol (21 %), o-cimene (14%) e
a-pineno (1%) Bruneton, 1999 relata a composi¢cdo de timol, cariofileno,
germacreno, pineno,canfora,eucaliptol O 6leo essencial apresentou
atividade antifungico frente diversas cepas de Candida spp. em CIMs
variando de 400-3200 pg/ml. Hammer et al. (2003) relataram a atividade
do tomilho contra C. albicans , S. aureus e E.coli apresentando a
concentracédo inibitéria minima de 0,03% (v/v) para 0S micro-organismos

citados.

2.3.3 Género Cymbopogon

O género Cymbopogon, familia Poaceae, possui mais de

100 espécies nos paises tropicais, inclusive no Brasil, dentre as quais,
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aproximadamente 56 sdo aromaticas. Este género é conhecido por
fornecer 6leo essencial rico em citral (Ming et al.,1996). Dentro do género
Cymbopogon spp. podemos destacar as espécies C. citratus, C. flexuosus
e C. martinii.

C. martinii € um Oleo essencial de importancia comercial.
Conhecido comercialmente como Oleo de palmarosa tem a sua acgéo
antimicrobiana atribuida principalmente ao seu teor de geraniol. Os
componentes majoritorio do C. martinii major constituintes do 6leo séo
acetato, geranil geranilo, citronelal e linalol (Hussain et al.,, 1992).. A
atividade antimicrobiana do 6leo essencial de C. martinii ja foi relatada
nos estudos de Gangrade et al.(1990) apresentando atividade
bacteriostatica e bactericida e Anita e Katewa (2001), onde este
apresentou atividade antifungica.

Outro representante desse género refere-se ao C.
flexuosus, comercialmente conhecido como lemongrass e popularmente
como capim-lim&o da india Oriental (May et al., 2008). Tem sua atividade
antimicrobiana e anti-biofilme relada no estudo de Adukwu et al.(2012),
frente a diferentes cepas de Staphylococcus aureus. Foi avaliada também
frente a a Candida spp.,possuindo atividade antifungica.

C. citratus é conhecido popularmente no Brasil como
capim-liméo (Castro, Ramos, 2003).Esse nome |he foi atribuido devido a
semelhanca com o aroma de lim&do. E uma erva perene, ereta, de 0,60 a
2m de altura, com folhas arométicas, estreitas, longas e paralelinérveas
(Castro, Ramos, 2003) Suas folhas sdo consumidas pela populacdo na
forma de ch& ou infusdo ha muito tempo. O seu principal emprego esta
relacionado no alivio de pequenas célicas uterinas e intestinais, ma
digestao, flatuléncia, no tratamento de insbnia, estresse, além de efeito
antitérmico, antiespasmadico e diurético (Cortez et al., 1999).

Seus principios ativos tém uso comprovado: o citral tem
efeito antifungico (fungicida e fungiostatico), pesticida, inseticida,

antibacteriano (bactericida e bacteriostatico), anti-séptico. O geraniol, o
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citronelol e 0 mirceno possuem acgdo anti-séptica, fungicida, insetifuga,
pesticida. Os efeitos da canfora e do canfeno séo atribuidos as fungdes
insetifugas e pesticidas. O geraniol possui atividade fungicida, inseticida,
larvicida, vermifugo, antioxidante, anti-séptico (Craveiro et al.,, 1981;
Teske, Trentini, 1995).

A atividade antimicrobiana de C. citratus foi relatada na
literatura. Entretanto, sdo poucos os trabalhos existentes em relacdo a
sua acao antimicrobiana contra micro-organismos cariogénicos. Contudo,
relata-se que pequenas concentracbes do Oleo essencial promovem
excelentes efeitos em cepas de distintas espécies microbianas.

Em outro estudo Schuck et al. (2001) avaliaram a
atividade antibacteriana e antifUngica do Oleo volatil, extratos aquosos e
hidroetandlico de Cymbopogon citratus frente a Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Candida albicans. Os resultados obtidos demonstraram
gue o oleo volatil apresentou atividade contra todos 0s micro-organismos
testados, em especial frente a C. albicans.

Silva et al. (2008) também relataram a acéo antifungica do
Oleo essencial das folhas frescas de C. citratus sobre cepas hospitalares
de C. albicans e C. tropicalis. Foram relatadas também atividade fungicida
frente a Saccharomyces cerevisiae Helal et al. (2006),além de
apresentam atividade de inibicdo e elongacdo de hifas de espécies de
Thichophyton sp.(Inouye et al., 2001)

2.3.4 Citral

Citral € um dos principais componentes do 6leo essencial
de C. citratus. Apresentando aproximadamente 65-85% de sua

composigdo. O nome citral € o nome dado a uma mistura natural de dois
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isoméros aciclicos aldeidos monoterpeicoss: geranial (trans-citral, citral A)
e neral (cis-citral, citral B) (Onawunmi, 1989).

Craveiro et al. (1981) avaliando a composi¢cao quimica do
Oleo essencial dessa planta, identificou que os compostos citral (mistura
isomérica de neral e citral) sdo majoritarios e responsaveis pelo aroma
citrico da planta (Sacchetti et al., 2005; Silva et al., 2008) além de
demonstrarem a atividade antimicrobiana do citral sobre cepas de

Candida spp., apresentando excelentes resultados.

2.3.5 Eucaliptol (1,8 cineole)

7

Eucaliptol é um terpeno presente em diversos Oleos
essenciais. Quimicamente é conhecido como 1,8 cineole. Hendry et
al.(2009) em estudo, verificaram atividade antimicrobiana do eucaliptol
contra uma grande variedade de micro-organismos planctonicos e de
biofilme, verificando a atividade antimicrobiana desse terpeno. Em outro
estudo, Karpanen et al. (2008) demostraram a atividade antimicrobiana

deste terpeno frente a S. epidermidis em suspensoes e biofilme.



3 PROPOSICAO

Os objetivos desse trabalho foram:

a)

b)

Avaliar a atividade antibacteriana dos 6leos essenciais de Thymus
vulgaris, Hyptis spicigera, Cymbopogon citratrus, Cymbopogon
martinii, Cymbopogon flexuosus, e os terpenos citral e cineole
frente a micro-organismos colonizadores primarios e cariogénicos;
Avaliar a atividade anti-biofilme dos 3 6leos essenciais com maior
atividade bactericida e bacteriostatica;

Caracterizar quimicamente por CG/EM os 3 6leos essenciais com

maior atividade antibacteriana.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aprovacio no Comité de Etica com Seres Humanos

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da FOSJC - UNESP, estando de acordo
com as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisa com seres
humanos, conforme Resolugdo n° 196/96 do Conselho Nacional de
Saude, sob protocolo n° 096/2011-PH/CEP (ANEXO A).

4.2 Obtencao dos 6leos essenciais

Os Oleos essenciais de Hyptis spicigera, Cymbopogon
citratrus, foram adquiridos da Laszlo Aromaterapia Ltda. (Belo Horizonte,
MG). Os oOleos de Cymbopogon flexuosus, Cymbopogon martinii e
Thymus vulgaris foram adquiridos comercialmente da empresa Ferquima
IndUstria e Comércio Ltda (Vargem Grande Paulista - SP, Brasil) , o
terpeno citral foi adquirido na empresa BASF Quimica (Guaratingueta, SP,
Brasil) e o terpeno eucaliptol foi adquirido da empresa Sigma Aldrich (St.
Louis, MO, USA).
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4.5 Cepas de referéncias e condi¢cdes de crescimento

As seguintes cepas de referéncia foram utilizadas neste
estudo: Actinomyces naeslundii ATCC 19039, Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356, Streptococcus gordonii ATCC 10558, S. mitis ATCC 9811, S.
mutans ATCC 35688, S. sanguinis ATCC 10556 e S. sobrinus ATCC
33478. Essas culturas foram mantidas congeladas em Brain Heart
Infusion (BHI) e glicerol.

Culturas de 24 a 72 h desses micro-organismos foram
utilizadas para obtencdo de uma suspensdo contendo 10’ UFC/mL em
solucéo salina esterilizada (NaCl 0,9%) por espectrofotometria. Todas as
incubacdes foram realizadas a 37C em 5% CO, exceto para L.
acidophilus, que foi incubado em aerobiose e A. naeslundii que foi
incubado em anaerobiose. Todos os experimentos foram realizados em

duplicata.

4.6 Amostras clinicas

Foram incluidas nesse estudo 12 isolados clinicos de
estreptococcos do grupo mutans, e 20 isolados clinicos de Lactobacillus
spp. ambos isolados da dentina cariada.

Culturas de 48 h desses micro-organismos foram
utilizadas para obtencéo de uma suspensdo contendo 10° UFC/mL em
solugéo salina esterilizada (NaCl 0,9%) por escala de Mac Farland. Todas
as incubacBes foram realizadas a 37 C em 5% CO,, exceto para L.
acidophilus, que foi incubado em aerobiose. Todos os experimentos foram

realizados em duplicata.
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4.5 Coleta de dentina cariada

A coleta de dentina infectada, em forma de slices, foi
realizada na Clinica de Odontopediatria da Faculdade de Odontologia de
Sao José dos Campos/UNESP. Os pais/responsaveis pelos pacientes
foram informados sobre os objetivos do estudo e aqueles que aceitaram
em participar assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

Foram coletadas 10 amostras de dentina cariada de
molares de criancas distintas com denticdo decidua completa, com idade
de 05 a 11 anos. A coleta foi realizada com auxilio de uma cureta
esterilizada, sendo que uma pequena amostra de dentina cariada foi
retirada e imediatamente transferida para um tubo contendo 1 mL de
solucao fisiologica tamponada (PBS, pH 7,0).Em seguida, as amostras de
dentina, foram submetidas por 10 min de vibracdo em banho ultrassonico.

As amostras foram diluidas em série decimal de 10™*a 10
em solucao fisiolégica estéril (NaCl 0,9%). Para o cultivo de estreptococos
do grupo mutans, aliquotas de 100 pL de cada diluicdo foram inoculadas,
em duplicata, em placas de Petri contendo meio de cultura Agar Mitis
salivarius acrescido de bacitracina [5mg/mL] e sacarose [15%] (MSBS).
Para o cultivo de Lactobacillus spp. aliquotas de 100uL de cada diluicao
foram inoculadas em agar Rogosa utilizando-se a técnica de pour-plate.

Ap6s incubacdo a 37" C (5% CO, para grupo mutans) por
48 h, as placas que tiveram crescimento positivo foram selecionadas e
duas colonias foram coletadas de cada grupo. As colbnias foram
selecionadas baseando-se em suas caracteristicas morfoldgicas,
verificadas através de microscopia e coloracdo de gram. As amostras

foram congeladas a - 20° C e armazenadas em BHI-glicerol.
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4.6 Teste de difusdo em agar

Nessa etapa foram avaliados os Oleos essenciais ou
terpenos, a fim de se verificar a atividade bacteriana. O método de difuséo
em poco com dupla camada de &agar foi realizado segundo metodologia
adaptada por Bruschi et al. (2006). Nesse experimento foram utilizadas as
cepas de referéncia e condicbes de crescimento conforme descritos no
item 4.3.

Uma camada base de agar foi obtida vertendo-se 20 mL
de agar BHI em placas de Petri de 9 cm de diametro. A seguir, foram
obtidos os inéculos contendo 10’ UFC/mL por espectrofotometria em
solucéo salina esterilizada (NaCl 0,9%).

Para confeccdo da camada seed, tubos contendo 10 mL
de &gar BHI foram preparados e esfriados a 55°C. Um volume de 100 pL
da suspensdao de micro-organismos foi acrescentado ao agar atingindo
uma concentracdo final de 1%. Em seguida, o 4gar contendo o inéculo
foram acrescidos as placas de Petri contendo as camadas bases ja
solidificadas. Apds a solidificagdo da camada seed, foram confeccionados
pocos no agar utilizando canudos plasticos padronizados com 5 mm de
didmetro e esterilizados.

Nesse experimento os 6leos essenciais e 0s terpenos
foram diluidos em propilenoglicol na proporcédo 9:1(v/v). Em seguida, 50uL
dos 6leos essenciais foram pipetados nos pocos.

Como controle positivo foi utilizado Periogard®
(digluconato de clorexidina 0,12%) e como controle negativo foi utilizado
caldo BHI.

As placas permaneceram em temperatura ambiente por 1
hora para que ocorresse a difusdo dos 6leos e terpenos. Em seguida as

placas foram incubadas por 24 h, em condi¢cdes de crescimento especifica
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para cada micro-organismo (descrita no item 4.3). ApOs esse periodo, 0s
halos de inibigdo foram medidos.

Os testes foram realizados em duplicata e os resultados,
expressos em mm pela obtencdo da média aritmética do diametro dos

halos de inibicdo formado ao redor dos pocos nas 2 repeti¢des.

4.7 Obtencao dos valores de concentracéo inibitéria minima (CIM) e

concentragao bactericida minima (CBM)

A atividade antimicrobiana foi determinada pela
concentracédo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima
(CBM), pela técnica de microdiluicdo em caldo em placas de 96 pocos
(NCCLS,1997). A atividade antimicrobiana foi avaliada sobre cepas de
referéncias e isolados clinicos.

Os Oleos esséncias e terpenos foram diluidos em
proprilenogilcol na proporcédo 9:1 (v/v) Apenas no poco 1 da placa foi
utilizado caldo BHI 2 vezes concentrado de modo que todos os nutrientes
presentes no caldo, estivessem disponiveis para o crescimento dos micro-
organismos.Diluicdes seriadas de razdo 2 foram obtidas diluindo 50 pL
dos O6leos essenciais ou terpenos acrescidos de 50 pL de caldo
BHI,,obtendo-se volume final de 100 pL.

Em seguida aliquota de 10 uL dos inéculos contendo 10’
UFC/mL, conforme descritas anteriormente, foram adicionadas aos pogos
contendo os Oleos. As diluigbes seriadas variaram de 100 a 0,19 pL/ mL
da concentracao inicial do 6leo essencial (figura 1A).

Como controle positivo, foi utilizado Periogard®
(digluconato de clorexidina 0,12%). Como controle negativo, foi utilizado
caldo BHI. As placas foram incubadas por 24 h, em condi¢des

necessarias para cada micro-organismo.
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A inibicdo do crescimento bacteriano foi avaliada apds o
periodo de incubacdo por meio da avaliagdo do meio de cultura em
relacdo ao controle (obtencdo da CIM) Além disso, a CBM foi obtida por

meio da subcultura em agar BHI e incubacao por 24 h (Figura 1B).

Figura 1 - (A) Diluicbes seriadas entre os pogos. Foram transferidos 50 pL a cada pogo.
(B); Subcultura de agar BHI.

A CIM foi definida como a menor concentracao na qual ha
80% de inibicdo do crescimento. A CBM foi a menor concentracdo que
apresentou auséncia de crescimento bacteriano na subcultura.

Os 3 Oleos essenciais ou terpenos que apresentaram 0s
menores valores de CIM frente as cepas de referencias foram

selecionados para os testes seguintes.

4.8 Influéncia do 6leo essencial sobre o crescimento de biofilme em

microcosmo

Nessa fase do estudo foi avaliada a acdo do oOleo
essencial sobre a capacidade de desestruturar, reduzir ou impedir adeséo

do biofilme.
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4.8.1 Obtencéao do microcosmo de saliva

O microcosmo foi coletado de saliva humana, de acordo
com Cheng et al. (2011). Para a coleta foi selecionado um adulto
saudavel, sem carie ou doenca periodontal e que ndo fez uso de
antibioticos durante os trés Gltimos meses anteriores a coleta.

No periodo da coleta, o doador foi orientado a nao
escovar os dentes durante 24 h e nao ingerir alimentos ou liquidos por 2 h
antes do procedimento. Em frasco coletor estéril, foram coletados 20 mL
de saliva, sendo a coleta estimulada com Paraplast® (flme plastico
parafinado) e mantida em gelo, durante o procedimento de coleta.

A saliva coletada foi filtrada utilizando compressas de
gazes, afim de remover residuos solidos e entdo foram diluidas em
glicerol estéril, 7:3 (v/v). A mistura saliva-glicerol foi armazenada a -6 C

em aliquotas de 2 mL.

4.8.2 Condicdes de crescimento do Biofilme

Os biofilmes foram formados em laminulas de vidro
circulares, medindo 18 mm, que foram acopladas em um suporte metalico
(figura 2), ficando suspensas em placa de cultura de células de 24 pocos.

A cada poco foi adicionado 1,5 mL de meio de caldo BHI
enriquecido com 0,2% de sacarose. Em seguida foram adicionados 30 pL
do concentrado microcosmo/glicerol. As laminulas foram incubadas por 48
h a 37°C em anaerobiose, ficando sob agitagdo em uma mesa agitadora
orbital a 80 rpm. O meio de cultura foi trocado ap6s 8 h e 24 h do periodo
inicial de incubacado, para manutencdo somente das células aderidas até

o final do teste (figura 2A e figura 2B).
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Figura 2 - (A) Suporte metalico utilizado para acoplar as laminulas; (B) Laminulas de
vidro no suporte que foi inserido em placa de 24 pocgos.

4.8.3 Tratamento do biofilme formado

Apés o periodo de incubacdo as laminulas contendo
biofilme foram imersas nas solucdes de tratamento (6leos essenciais) em
concentracbes de 2, 4 e 10 vezes a CIM obtida no item 4.7 onde
permaneceram por 60 min.

Apoés o tratamento as laminulas foram mergulhadas em
agua destilada para retirada do excesso de 6leo essencial e transferidas
para solucéo fisiologica (NaCl 0,9%) a fim de eliminar micro-organismos
nao aderidos. A seguir, estas laminulas foram transferidas para tubos
contendo 4 mL de solucéo fisiolégica e agitadas por 1 min. Em seguida,
foram sonicadas (Misonix Inc., NY, EUA) por 45 segundos, respeitando-se
uma pausa a cada 10 segundos (amplitude 50 e poténcia 15 watts).

A suspenséo resultante foi submetida a diluicdo seriada
10%,102,10°,10%,10°,10°, e inoculada em &gar BHI para contagem de
micro-organismos totais.

Como controle positivo, foi utilizado Periogard®
(digluconato de clorexidina 0,12%). Como controle negativo, foi utilizado

caldo BHI e propilenoglicol.
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As placas foram incubadas por 24 h a 37°C em 5% CO;,
Os experimentos foram realizados em duplicata e o resultado expresso

em termos de valores de UFC/mL.

49 Efeito do 6leo essencial sobre a adesao inicial de micro-

organismos do microcosmo ao esmalte dentario

4.9.1 Obtencéao dos fragmentos de dentes

Os dentes utilizados no estudo foram provenientes da
Clinica de Cirurgia da Faculdade de Odontologia de S&o José dos
Campos — UNESP, extraidos de pacientes atendidos no ambulatério da
referida clinica, por motivos periodontais e/ou protéticos, e que foram
descartados apdés a extracdo. Os dentes foram autoclavados e, em
seguida, raspados para a remocao de placa bacteriana, calculo dental ou
outras substancias que pudessem interferir no experimento. Com auxilio
de um micromotor associado ao disco de carburundum e ponta
diamantada, foram obtidos fragmentos de dentes. Em seguida, 0s
fragmentos de dentes foram padronizadas em areas de 2 x 2 mm com
esmalte estético (Risqué, Sdo Paulo, SP, Brasil) (figura 3A e figura 3B).
Esses fragmentos foram esterilizados por radiacdo gama cobalto 60 (25
kgy/6h; IPEN-CNEN/SP, Séo Paulo, SP, Brasil).
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Figura 3 - (A) Corte inicial de dentes, utilizando disco de carburundum; (B) Corte
sequencial dos fragmentos, utilizando ponta diamantada.

4.9.2 Tratamento do biofilme de microcosmo em esmalte dentario

A obtencdo do microcosmo e as condicbes de
crescimento do biofilme foram descritas no item 4.8.1.e 4.8.2.

Os fragmentos de dente foram inseridos em pocos da
placa de 96 pocos contendo 75 pL de caldo BHI acrescidos de 75 L da
concentracdo sub-CIM (1/2) do 6leo essencial e 3 pL do concentrado
microcosmo/glicerol. Os fragmentos de dente foram incubados por 24
horas em anaerobiose, estando sob agitacdo a 80 rpm. Ap6s incubacao,
os fragmentos de dente foram transferidos para tubos contendo 2 ml de
solucéo fisiolégica estéril (NaCl 0,9%) e agitadas por 1 min. Em seguida,
foram sonicados por 45 seg. obtendo-se uma pausa a cada 10 seg.
(amplitude 50 e poténcia 15 watts).

A partir das suspensbes obtidas foram preparadas
diluicbes seriadas (107,102, 103, 10™e 10°), que foram semeadas em
duplicata em placa de agar BHI para contagem total de micro-organismos.

As placas foram incubadas por 24 h a 37°C em 5% CO.,.
O grupo controle negativo ndo foi submetido ao tratamento e o controle

positivo, foi tratado com Digluconato de clorexidina 0,12%. Além disso, foi
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incluido um grupo controle propilenoglicol. Nesse experimento foram
utilizados 15 espécimes de dentes e os resultados foram expressos em

termos de valores de UFC/mL.

4.10 Analise do perfil quimico dos 6leos essenciais mais ativos

Esta fase foi realizada em colaboracdo com o Prof. Dr.
Marcos José Salvador, do Curso de Farmacia da Universidade Estadual
de Campinas (IB/JUNICAMP).

A identificacdo dos componentes quimicos das amostras
dos Oleos essenciais foi feita por cromatografia gasosa acoplada a
detector de massas (CG-EM, Shimadzu GC-2010), seguindo metodologia
descrita por Pascoal et al. (2011). Foi utilizada uma coluna capilar de
silica fundida como fase estacionéaria (DB-5; 5,30 m x 0,32 mm x 0,25
um). Temperatura de injetor 250°C; razdo de split 1:30; detector com
temperatura de 250°C; hélio como gas de arraste (1,52 mL/min, White
Martins, 99,9%); volume injetado 1uL de amostra diluida em cloroférmio
(1:100). O aquecimento da coluna foi programado para 60° (3 min) -
220°C (5 min) a 3°C/min, com tempo total de corrida de 40 min. O
espectro de massa foi de 40 a 600 u.m.a.

Os constituintes dos Oleos foram identificados por
comparacao de seus espectros de massas com aqueles da biblioteca do
sistema CG-EM (NIST 62 lib), com a literatura, bem como, por
comparacdo do indice de retencdo de Kovats. O indice de Kovats foi
calculado atravées da equacdo de Kovats, utilizando-se uma solucao
padrdo de hidrocarbonetos (Cg a Cz). As analises foram realizadas em

triplicata.



5 RESULTADOS

5.1 Testes de difusdo em agar

Os resultados apresentados na tabela 1 demonstram que
0s 0Oleos essenciais e terpenos analisados sugerem acao antimicrobiana.

A figura 4 apresenta um exemplo do teste realizado.

Tabela 1 - Média aritmética dos halos de inibicdo (expressos em mm) dos
Oleos essenciais frente aos microrganismos avaliados. 9:1 (v/v) em
propilenoglicol

Micro-organismos

" = R %) S 2

, § & 5 E g % 3

Oleos essenciais 2 S = 8 S S 3

> o Y <

w0 o<
C. citratus 11 10 10 11 19 8 16
C. flexuosus 10 19 9 13 24 9 17
C. martinii 12 14 10 15 26 9 19
Citral 10 12 10 15 20 1 16
Eucaliptol 7* 7* 7* 10* 0 0 7
H. spicigera 9 11 12 11 19 7 19
T. vulgaris 17 18 21 36 36 21 24
Clorexidina 17 20 19 24 22 13 25
Propilenoglicol 0 0 0 0 0 0 0

* Presenca de microcol6nias nos halos



50

Figura 4 - Teste de difusdo realizado com Streptococcus sobrinus: (A): Cymbopogon
martinii; (B): C. citratus; (C): C. flexuosus; (D): Citral; (E): Clorexidina; (F): Thymus
vulgaris; (G): Hyptis spicigera; (H): Eucaliptol; (1): Propilenoglicol

Observa-se que para o propilenoglicol utilizado como
diluente para os 0Oleos essenciais e terpenos ndo foi detectado halo de

inibicdo de nenhum dos micro-organismos (figura 4A e figura 4B).

5.2 Atividade antimicrobiana sobre cepas padréo e isolados clinicos -
Determinacdo da Concentracdo |Inibitéria Minima (CIM) e

Concentracao bactericida minima (CBM) dos 6Oleos e terpenos

5.2.1 Resultados para cepas padrao

Para todos os 6leos analisados, registrou-se o efeito
bacteriostatico e bactericida frente as cepas padrdo analisadas. Nas
tabelas 2 e 3 estdo expressos os resultados de CIM e CBM obtidos para
as cepas-padrdao avaliadas. Todos o0s 0leos essenciais apresentaram
efeito bactericida. As cepas de A. naeslundii apresentaram-se mais

sensiveis (menor valor de CIM) diante dos 6leos e terpenos. Assim como
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T. vulgaris apresentou a menor CIM para todos os micro-organismos
estudados. Observou-se também para este 6leo a menor CBM para a
maioria dos micro-organismos avaliados, com exceg¢do de S. mutans,
onde a menor CBM foi identificada para H. spicigera.

Em todas as cepas avaliadas o terpeno Eucaliptol
apresentou-se menos efetivo (maiores valores de CIM e CBM), sendo que
frente a L. acidophillus ndo apresentou atividade antimicrobiana.

Os valores de CIMs variaram de 0,39 a 50 yL/mL e os
valores de CMB (tabela 3) variaram de 1,56 a 100 pL/mL. Para o controle
positivo (clorexidina) a CIM variou de 0,19 a 1,56 pL/mL, jA a menor CBM
foi de 0,39 pL/mL. O controle negativo (propilenoglicol) ndo apresentou

atividade antimicrobiana frente nenhuma cepa.

Tabela 2 - Valores de Concentracdes Inibitorias Minimas (CIM) dos 6leos
essenciais frente a cepas-padrao. Valores expressos em pL/mL

Micro-organismos

0 0 © o] 24 -

22 Ef 28 35 ,3d 28 EQ

Oleos £8 39 §>3 & ES 8—3 232
- o © (O]

essenciais UE) § c—,.,§ 8 § 8 § 5 8 .g 8 o §

 9Y< v DPg < < <K

CIM CIM CIM CIM CIM CIM CIM

C. citratus 3,1 15 3,1 3,1 3,1 15 1,5

C. flexuosus 3,1 3,1 6,2 6,2 3,1 3,1 3,1

C. martinii 12,5 6.2 6,2 3,1 3,1 1,5 1,5

Citral 31 6,2 31 3,1 6,2 1,5 1,5

Eucaliptol 25,0 50,0 25,0 12,5 12,5 * 50,0

H. spicigera 1,5 3,1 3,1 1,5 12,5 15 15

T. vulgaris 1,5 15 1,5 1,5 15 0,7 0,3

Clorexidina 0,3 0,7 0,3 0,1 1,5 0,3 0,1

* N&o foi observado efeito bacteriostatico para o terpeno Eucaliptol frente a L.
acidophillus ATCC 43556.



52

Tabela 3 - Valores de Concentracfes Bactericidas Minimas (CBM) dos
Oleos essenciais frente a cepas-padréo. Valores expressos em pL/mL

Micro-organismos

© — @ 0 Q o) - 20 = O
, 02 EB 2 3% ,d 28 83
Oleos £8 o3 %8 S8 ‘ES 8—3 =2
iai O 20 O [eN©) ° QO
essenciais UE) 8 C-DE 9? |L_> 7 |L_) 5 |9 S 8 o 8
< < wneg Pg < 5< <<
CBM CBM CBM cCBM CBM CBM CBM
C. citratus 12,5 6,2 12,5 12,5 6,2 3,1 6,2
C .flexuosus 6,2 12,5 25,0 12,5 6,2 6,2 6,2
C. martinii 25,0 12,5 25,0 12,5 6,2 3,1 3,1
Citral 12,5 12,5 6,2 6,2 12,5 3,1 3,1
Eucaliptol 50,0 100,0 50,0 25,0 25,0 * 100,0
H. spicigera 3,1 12,5 6,2 6,2 6,2 3,1 3,1
T. vulgaris 6,2 6,2 3,1 3,1 3,1 15 3,1
Clorexidina 15 15 0,7 0,3 15 0,7 0,3
*:Ndo foi observado efeito bactericida para o terpeno Eucaliptol contra L. acidophillus
ATCC 43556.
O Oleo essencial que apresentou a menor CIM foi o T.
vulgaris

Os Oleos essenciais que apresentam o0s melhores

resultados frente as cepas de referencia, (menores valores de CIMs e

CMBSs), foram selecionados para 0s testes posteriores.

Diante dos resultados, T. vulgaris, H. spicigera e C.

citratus foram selecionados para os proximos estudos.

5.2.2. Resultados obtidos para os isolados clinicos

Apoés a selecdo dos 6leos essenciais mais ativos, foram

determinadas as CIM e CBM para os isolados clinicos. Assim, os trés
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Oleos selecionados para este teste foram C. citratus, H. spicigera e T.
vulgaris.

Todos o0s Oleos selecionados apresentaram efeito
bactericida e bacteriostatico perante todos os isolados clinicos de
Lactobacillus spp. e estreptococos do grupo mutans.

Entre os isolados de Lactobacillus ssp., os valores de
CIMs variaram de 0,39 ul/mL a 12,5 yl/mL. Dentre as amostras testadas,
35% (n=20) das tratadas com C. citratus apresentaram um CIM igual a
cepa padrao. Para o H. spicigera e o T. vulgaris esse valor variou de 25 a
20% respectivamente (figuras 5 e 6).

Para o C. citratus, 55% das amostras apresentaram-se
com valores de CIMs inferior ou igual aos valores da cepa padrdo. Entre
os H. spicigera e T. vulgaris os valores variaram entre 40% e 35%
respectivamente. Entretanto, dentre as amostras avaliadas, 15%
mostraram-se mais resistentes, apresentando valores de CIMs e CMBs
superiores em até 8 vezes o valor da CIM padrao.

O 6leo mais efetivo frente a maior parte das amostras
(70%), apresentando os menores valores de CIMs, foi o 6leo essencial de
C. citratus.

Entre os isolados clinicos de estreptococos do grupo
mutans também foi observado para todos os Oleos testados acao
bactericida e bacteriostética.

Quando comparado com a cepa padrdao (ATCC 35688),
as cepas clinicas de estreptococos do grupo mutans verificou-se que no
méaximo 33% (n=12) que apresentaram CIM com valores iguais ou
inferiores ao valor da CIM padréo (figuras 7 e 8).
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%

puL/mL

Figura 5 — Percentual de amostras inibidas de isolados clinicos de Lactobacillus spp.pela
concentracao inibitoria minima. Valores expressos em pL/mL.

%

puL/mL

Figura 6 — Percentual de amostras inibidas de isolados clinicos de Lactobacillus spp.
pela concentragdo bactericida minima. Valores expressos em pL/mL.
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uL/mL

Figura 7 — Percentual de amostras inibidas de isolados clinicos de estreptococos do
grupo mutans pela concentragdo inibitéria minima. Valores expressos em pL/mL.

Doze cepas de estreptococos do grupo mutans 2 (16%)
cepas apresentaram-se mais sensiveis para C. citratus. Entretanto, 8
cepas (40%) apresentaram valores de CIM superiores a 4 vezes 0
registrado para cepa padrao.

Para H. spicigera, 1 cepa (8%) apresentou um valor de
CIM menor que a cepa padrdo. Para as cepas restantes foi avaliado um
valor de CIM superior a 4 vezes o valor observado para a cepa padrao.

O Oleo de. T. vulgaris teve uma constante de 33% (4
cepas) para a CIM padréo , para CIMs 2 vezes superiores a padréo e 4
vezes superiores a padrdo. O menor valor de CIM registrado foi para o

Oleo essencial de T. vulgaris.
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uL/mL

Figura 8 — Percentual de amostras inibidas de isolados clinicos de estreptococos do
grupo mutans pela concentracdo bactericida minima. Valores expressos em pL/mL.

5.3 Influéncia do 6leo essencial sobre a formacéo de biofilme

O biofilme de microcosmo foi formado na laminula de
vidro, conforme condicbes de crescimento e incubacdo descritos
anteriormente, e em seguida tratados.

As solucbes de tratamento (6leos essenciais) foram
obtidas conforme resultado das CIMs expressas no item 5.2.1, onde a
maior CIM entre as cepas padrdo avaliadas foi selecionada para este

experimento.
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Figura 9 - Laminulas apresentado o biofilme de microcosmo em evidéncia.

As laminulas foram tratadas com concentracdes de 2,4 e

10 vezes a maior CIM selecionada (tabela 4).

Tabela 4 - Valores de CIM em diferentes concentracdes

Valores de CIM

Oleos essenciais CIM  2X 4X 10X
C. citratus 3,1 6,2 125 31,2
H. spicigera 3,1 6,2 125 31,2
T. vulgaris 15 3,12 6,2 15,6

Valores expressos em pL/mL

O numero de células aderidas por laminula foi
determinado (tabela 5).

Todos os Oleos essenciais avaliados e em todas as
concentracbes 0s Oleos essenciais foram capazes de inibir 100%

desenvolvimento do biofilme (figura 10).
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Tabela 5 - Contagem de células bacterianas aderidas as laminulas,
expressos em UFC/mL, apos tratamento do biofilme de microcosmo com

0s 0Oleos essenciais

Tratamento

Concentracao

Contagem total UFC/mL

C. citratus
H. spicigera
T. vulgaris
C. citratus
H. spicigera
T. vulgaris
C. citratus
H. spicigera
T. vulgaris
Clorexidina

Propilenoglicol
Controle Negativo*

2X

4X

10X

0,12%

[cNoNolNoNeoNeoNoNoNe)

1,2 x 10°
1,2 x 10°
1,36 x 10’

*Controle negativo — nao tratado

Figura 10 - Percentual de reducdo de crescimento do biofiime de microcosmo apés

tratamentos realizados.
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5.4 Efeito dos 6leos essenciais sobre a adesao inicial de microcosmo

ao esmalte dentario.

Para os testes de adeséo foram utilizados os valores de Y2
CIM dos 6leos essenciais (tabela 6). A figura 11 mostra os fragmentos de

dentes inseridos na solucao de tratamento.

Tabela 6 - Valores de %2 CIM para os 0leos essenciais

Oleos essenciais Valores de Y2 CIM
C. citratus 3,1
H. spicigera 0,7
T. vulgaris 15

Os valores de UFC/mL obtidos estdo apresentados na
tabela 7 O tratamento com os 6leos essenciais reduziu significativamente
os valores de UFC sobre o biofiime de microcosmos formados sobre a
superficie do esmalte dentario quando comparado ao controle negativo.
(figura 12).

Figura 11 - Fragmentos de dentes imersos na solucdo de tratamento.
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Tabela 7 - Valores de UFC/mL apresentados nos espécimes de esmalte

dentéario

Amostras Controle C. citratus H. spicigera T. vulgaris Clorexidina
1 1,45 x 10’ 0 0 0 3,5 x 10%
2 5,3 x 10° 0 0 2 x102 3,15 x 10*
3 7,5 x 10° 0 0 1x10° 0
4 5x 10° 0 0 0 2,5 x 10*
5 7,5 x 10° 0 0 0 2,7 x 10°
6 4,2 x 10° 0 0 0 2 x10°
7 4,45 x 10° 0 0 0 1x15.10°
8 2,25 x10’ 0 0 0 1,7 x 103
9 2,15 x 107 0 0 0 2 x10°
10 3,7 x 10’ 0 0 0 5,9 x 103
11 3,8 x 10° 0 0 0 3,15 x 10°
12 4 x 10* 0 0 0 6 x 10*
13 1,5 x 10° 0 0 0 5,2 x 10°
14 5x 10° 0 0 0 3x10°
15 3,05 x 10° 0 0 0 4,5 x 10°

Dentre as amostras estudadas, apenas 2 (n=15)

apresentaram crescimento positivo apds tratamento com os 6leos

essenciais (tabela 7).
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%

Figura 12 - Percentual de inibicdo de adesdo do biofilme ao esmalte dentario em
presenca dos 0leos essenciais.

5.5 Caracterizacdo quimica dos 6leos essenciais

A caracterizacdo quimica foi realizada por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM).

O terpeno a-pineno foi encontrado na composicéo de T.
vulgaris e C. citratus. Outra substancia encontrada nos diferentes oleos
avaliados foi a B-mirceno, nos 6leos essenciais de H. spicigera e C.
citratus.

A analise por CG-EM realizada para o 6leo essencial de
C. citratus sugere que o componente majoritario desta amostra é o citral
responsavel por mais de 80% da composi¢do do 6leo. Na concentracéo
de citral presente observa-se 34,14% de cis-citral e 46,61% de trans-citral
(tabela 8).
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Tabela 8 - Composicdo quimica do Oleo essencial do Cymbopogon
citratus por CG-EM

Substancia Composicao (%)
B-mirceno 16,8
trans-B-ocimeno 0,2
Ocimeno 0,1
Nerolidol 0,8
7-metil-3,4-octadieno 0,1
citronelal 0,2
Oxido de a-pineno 0,6
cis-citral 34,1
trans- citral 46,6

Total identificado: 99,9%

A andlise do 6leo de CG-EM mostrou o carvacrol como

constituinte majoritario, constituindo 13,6% da amostra (tabela 9).

Tabela 9 - Composicdo quimica dos 6leos esséncias de Thymus vulgaris
por CG-EM

Substancia Composicao (%)
a-pineno 4,82
canfeno 11,29
p-cimeno 12,6
carvacrol 13,78
timol 5,22

Total identificado: 47,7%

Para H. spicigera o componente majoritario apontado foi o
a-pineno com mais de 50% da constituicdo da amostra seguido de cineole

com 20% da composicao (tabela 10).
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Tabela 10 - Composicdo quimica do Oleo essencial de Hyptis spicigera
por CG-EM

Substancia Composicéao (%)
a -tujeno 0,2
a -pineno 50,8
Sabineno 11
B -pineno 18,3
B -mirceno 0,1
B -felandreno 0,3
a B-cimeno 0,2
Cineole 20,3
Copaeno 0,2
B -bourboneno 0,3
Cariofileno 7,0
Humuleno 0,4
Germacreno D 0,1
Oxido de cariofileno 0,6

Total identificado 99,9%

As figuras 13, 14 e 15 mostram os graficos gerados nas

analises cromatogréficas dos 6leos essenciais.
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6 DISCUSSAO

A carie dental apresenta-se ainda como uma das
infeccbes bucais mais comuns, mesmo com avancos em sua reducao.
(Bowen et al., 2002). E uma doenca causada pela interacdo de varios
fatores: micro-organismos, hospedeiro, dieta e tempo (Selwitz et al.,
2007).

Os micro-organismos presentes no biofilme sao
considerados um dos fatores de maior importancia para o inicio e
progressdo da doenca (Farsi et al., 2008) pois estes se aderem a
superficie dental organizando-se funcionalmente no interior da matriz
extracelular (Mah, 2001; Spratt, Pratten, 2003) e sdo capazes de
modificar o ambiente para favorecer o seu crescimento e sobrevivéncia
(Davey ,Toole, 2000).

A grande efetividade antimicrobiana do digluconato de
clorexidina trouxe grande avanc¢o na prevencao das caries (Jarvinen et al.,
1993; Oliveira et al., 2011). Contudo, devido aos efeitos indesejaveis que
causa, ndo é um produto indicado para uso continuo (Twetman, 2004,
Paraskevas, 2005; Gunsolley et al., 2006; Autio-Gold, 2008). Tendo em
vista a constante necessidade de novas opcdes terapéuticas, novas
formulacbes a base de produtos naturais vem sendo estudadas. De fato,
estudos tem detectado a atividade promissora de substancias naturais
sobre micro-organismos cariogénicos. Chung et. al (2006) estudaram a
acao antimicrobiana do extrato de Myristica fragrans contra cepas padrao
de micro-organismos bucais como Streptocococus mutans, Actinomyces
viscosus, Porphyromonas gingivalis, Staphylococcus aureus, S. sanguinis,
S. sobrinus, Lactobacillus acidophilus, L. casei e S. salivarius. O estudo

revelou que o extrato de M. fragrans obteve valores de CIM e CBM mais
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efetivos que a clorexidina e outros colutérios testados, demonstrando que
produtos naturais tem grande potencial a ser explorado.

Neste estudo, as espécies S. mutans, S. mitis, S.
sanguinis, S. gordonii, S. sobrinus, Actinomyces naeslundii e Lactobacillus
acidophillus foram incluidas para avaliacdo da efetividade antimicrobiana
de Oleos essenciais. A selecdo destas espécies baseou-se no fato de
serem correlacionadas com o inicio e progressdo de carie dentaria em
seres humanos. S. mutans é considerado o principal agente etiol6gico da
carie dentaria devido as suas caracteristicas de aderéncia as superficies
lisas, acidogenicidade e aciduricidade (Leites et al., 2006). Este tem sido
frequentemente relacionado as céaries de superficie lisa, onde a fixacéo
bacteriana e mais difici. No entanto, essas espécies sO colonizam
consistentemente a superficie dentaria quando favorecidas pela presenca
constante de sacarose sendo responsavel pela desmineralizacdo do
esmalte dentario na etapa inicial da carie (Lorenzo, Lorenzo, 2004). Outro
representante do grupo mutans, S. sobrinus é capaz de metabolizar a
sacarose em &cido latico. O ambiente acido criado por esse processo leva
a desmineralizacdo do esmalte e, consequentemente, ao aparecimento
de lesdes de carie (van Houte, 1980; de Soet et al.,, 2000; Rupf et al.,
2006).

S. gordonii, S. mitis, e S. sanguinis sdo conhecidos pelo
seu papel de colonizadores primarios da superficie dentaria (Ericson e
Rundegren, 1983, Kawamura et al., 1995; Rosan e Lamont, 2000). Com a
progresséao da lesdo, Lactobacillus sp. também sdo observados (Thomas
et al., 2008). Além dessas espécies, bactérias do género Actinomyces
spp. estdo entre as espécies pioneiras em superficies dos dentes e sao
sempre encontrados cavidade bucal ao longo do amadurecimento do
biofilme dentéario (Marsh,1994).

A selecdo dos Oleos essenciais e terpenos utilizados no
presente estudo baseou-se em relatos anteriores sobre sua atividade

bactericida para S. mutans e S. sobrinus (Santos et. al., 2010) na forma
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planctdnica. Atualmente, porém, € conhecida a importancia de estudos de
atividade antimicrobiana sobre os biofilmes microbianos, ja que a carie é
relacionada diretamente aos biofilmes formados sobre a superficie
dentaria. Biofilmes bacterianos sdo formadas por micro-organismos que
se unem para formar uma comunidade, que esta ligada a uma superficie
sélida e envolto em uma matriz de exopolissacarideo, podendo ser
constituido por uma Unica ou multiplas espécies de bactérias (Whittaker
et al., 1996; Thien-Fah et al., 2001). Em muitos estudos tem-se observado
que a resisténcia das biofilmes a antibidticos estd aumentada em
comparacdo com o0 que observa-se normalmente com células
plancténicas, podendo ser 10 a 1000 vezes mais resistentes aos efeitos
de agentes antimicrobianos (Prosser et al., 1987; Nickel et al., 1985;
Thien-Fah et al., 2001. A matriz de glicocélice, presente no biofilme
modifica 0 ambiente das células aderentes pela presenca de nutrientes
concentrados, protegendo as células de surfactantes, biocidas e células
fagociticas (Costerton et al., 1995; Thien-Fah et al., 2001, Spratt, Pratten,
2003).

O delineamento experimental do presente estudo incluiu a
triagem inicial empregado a métodos de difusdo em agar (técnica do.
poco em camada dupla) Segundo Nascimento et al. (2008), no teste de
difusdo em agar, halos com um didmetro maior que 7 mm sugerem uma
atividade antimicrobiana promissora. Entretanto, de acordo com o0s
resultados obtidos no presente estudo, este parametro ndo parece ser
aplicavel de forma direta para todos os tipos de produtos naturais, visto
que os resultados obtidos para no presente estudo para o terpeno
eucaliptol mostrou um halo maior que 7 mm. Nos demais testes realizados
de atividade antimicrobiana de avaliagdao ele nao apresentou efeito
antimicrobiano promissor, quando comparado com o0s demais 6leos
estudados (tabelas 1e 2, paginas 48 e 50)

Analisando esses fatos, sugere-se que esta técnica nao

seja ideal para avaliacdo de 6leos essenciais. Esta observacado corrobora
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observacdes anteriores de que a natureza hidrofobico da maioria dos
Oleos essenciais de plantas pode ser um interferente, uma vez que essa
caracteristica impede a difusdo uniforme destas substancias através do
meio contendo agar (Lambert et al., 2001; Setzer et al., 2004; Sokmen et
al., 2004). Portanto, acredita-se que a vantagem dessa técnica é limitada
a geracdo de dados preliminares fornecendo, apenas, dados qualitativos
iniciais, porém deve ser utilizada com cautela no caso de Oleos
essenciais.

O método de microdiluicdo, preconizado pelo CLSI, foi
utilizado para determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM)
durante a avaliacdo da atividade antibacteriana. Este método permitiu
verificar a atividade antimicrobiana dos Oleos estudados, conferindo um
confiadvel indice de CIM. Para realizacao desta técnica o uso de solventes,
detergentes ou agentes emulsificadores, como o propilenoglicol, utilizado
neste estudo, € comum visando a facilitar a dispersdo dos 6leos, no meio
de cultura (Groppo et al., 2002; Baydar et al., 2004; Bruni et al., 2004). As
propriedades fisicas e quimicas dos emulsificadores sao importantes para
auxiliar na visualizagéo da atividade antimicrobiana dos 6leos, entretanto,
deve-se levar em consideracao as possiveis interaces com a substancia
em teste, como uma possivel influéncia sobre o crescimento bacteriano
e/ou sobre a permeabilidade da membrana celular (Nascimento et al.,
2008). No presente estudo, o propilenoglicol apresentou-se como
excelente emulsificador, ndo demonstrando atividade antimicrobiana em
nenhum dos testes realizados.

O 1,8 cineole foi avaliado no estudo de Hendry et al.
(2009), onde a CIM para suspensdes planctbnicas de S. aureus , S.
aureus resistente a meticilina (MRSA), P. aeruginosa, E. coli e C. albicans
foi determinada. Os resultados variaram de 8 g/L a >256 g/L entre os
micro-organismos testados. Apesar dos micro-organismos testados néo
pertencerem ao grupo utilizado neste estudo, esses valores de CIM

corroboram com os resultados desse estudo, visto que a CIMs
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apresentaram concentracdes superiores a 25 pl/ml. No presente estudo,
diante das bactérias cariogénicas, o0 mesmo apresentou CIMs superiores
guando comparados com os demais 0leos essenciais estudadados.

Outra observacdo de interesse relaciona-se a maior
atividade dos 0leos essenciais quando comparados com as substancias
isoladas selecionados. Isso pode se dar ao fato de que alguns
componentes presentes nos Oleos podem n&o possuir a atividade
antimicrobiana principal, porém ser um facilitador, com por exemplo o 1,8-
cineole, que é capaz de aumentar a permeabilidade da membrana
facilitando a entrada de outros agentes antimicrobianos e por isso alguns
autores consideram que este apresenta efeito antimicrobiano marginal
(Groppo, 2002; Hammer et al., 2003).

Entre os micro-organismos avaliados, S. mitis apresentou-
se mais resistente frente as drogas — teste. Tal observagao nao encontrou
nenhuma explicacdo biolégica na literatura, 0 que sugere que Nnovos
estudos devam ser realizados para explorar este resultado.

No presente estudo, o 6leo essencial de T. vulgaris
apresentou atividade antibacteriana (CIMs de 1,56 ul/ml) frente a S.
mutans e S. sobrinus. Este resultado esta de acordo com Gebara et al.
(1996) que também verificou 0 mesmo resultado, obtendo CIMs para S.
mutans de 0,06 mg/ml e para o S. sobrinus de 0,04 mg/ml.

No teste de ades&do microbiana utilizando microcosmo, o
presente estudo revelou que o 6leo essencial do tomilho apresentou acao
inibitoria sobre o crescimento microbiano e sobre a aderéncia. ao esmalte
dentario em uma concentracdo de 0,78 pl/ml. Entretanto, Caretto et al.
(2007) relataram que o cha de T. vulgaris (10% das folhas em agua
destilada) ndo foi capaz de inibir a aderéncia de S. mutans ao esmalte
dentario. Salientamos que a analise microbiolégica do microcosmo
utilizado no presente estudo detectou a presenca de estreptococos do
grupo mutans e Lactobacillus spp., 0 que sugere que o0s resultados

obtidos sdo comparaveis com os relatados por Carreto et al. (2007).



72

Diante disso, mais estudos sdo necessarios para avaliar a atividade anti-
aderéncia do Oleo essencial de T. vulgaris.

O presente estudo demonstrou que todos os Oleos
essenciais avaliados apresentaram atividade bactericida e bacteriostatica
frente as cepas padréo e clinicas. Porém, observou-se que tal atividade
nao foi detectada para o terpeno eucaliptol frente a L. acidophillus. Os
Lactobacillus spp. sdo bactérias Gram-positivas com alto potencial
cariogénico. O frequente consumo de carboidratos fermentaveis pode
levar a constantes quedas de pH no biofiime gerando aumento nas
propor¢cdes de espécies sacaroliticas, aciduricas e acidogénicas como 0s
estreptococos do grupo mutans e lactobacilos. O aumento na proporgao
dessas espécies leva a producao cada vez maior de acido, promovendo a
desmineralizacdo do dente e deixando a superficie dental mais
susceptivel ao aparecimento de lesdes de cérie (De Lorenzo, De Lorenzo,
2004). As CIMs registradas para os isolados clinicos do grupo mutans
apresentam-se mais resistentes quando comparada com as amostras de
Lactobacillus ssp.

Os Oleos essenciais do género Cymbopogon utilizados
nesse trabalho tiveram sua atividade antimicrobiana descrita
anteriormente. Entretanto, sdo poucos os relatos na literatura sobre a
atividade antimicrobiana desse género sobre bactérias cariogénicas,
especialmente em biofilmes. Betoni et al. (2008) relataram a atividade
antimicrobiana de C. citratus contra Staphylococus aureus. A atividade
dessa espécie também foi registrada para Saccharomyces cerevisiae
(Helal et al., 2006) e para S.aureus, Escherichia coli e Candida albicans
nos trabalhos de Okigo e Mmeka (2008). Neste trabalho foram
observados CIMs com concentracdo de 1,56 pl/ml a 12,5 pl/ml, onde
registramos as menores concentracdes, dentro do género, para C.
citratus.

O 6leo essencial de H. spicigera apresentou-se eficiente,

em todas as concentragdes, tanto para o teste de biofilme de microcosmo,



73

estudadas, quanto para os isolados clinicos e padrdo em células
plancténicas. Este resultado é muito promissor e indica a necessidade de
estudos mais aprofundados com este 6leo. Na literatura ndo foram
encontrados estudos com a H. spicigera frente a biofilme de microcosmo
ou sobre micro-organismos precursores da cérie.

Santos et al. (2010), em estudo com T. vulgaris, relataram
CIM de 100 pg/mL em culturas planctonicas de S. mutans. Outro estudo
relata que a associacéo de T. vulgaris diluido em etanol e isoladamente
(diluido em 6leo mineral) foram eficazes frente a S. mutans (Gongalves et
al., 2011). No presente estudo a CIM registrada para esse micro-
organismo foi de 1,56 pl/mL no estado planctdénico. Os resultados
apresentados para 0S outros micro-organismos nao puderam ser
comparados devido a auséncia de trabalhos semelhantes na literatura.

A caracterizacdo quimica dos Oleos essenciais de T.
vulgaris, H. spicigera e C. citratus foi realizada utilizando a cromatografia
gasosa com deteccdo por espectrometria de massas (CG/MS),
determinando-se a porcentagem dos constituintes majoritarios presentes
na amostra. T. vulgaris apresentaram como componente o carvacrol, a-
pinemo e cimeno, corroborando com o trabalho de Santos et al. (2010).
Entretanto, neste estudo foi verificada a presenca de timol e canfeno,
sendo este Ultio como um dos componentes majoritario da amostra. Essa
variacdo da composicdo dos Oleos dentro de um mesmo género é
evidenciada por Stahl-Biskup (2002).

Os principais constituintes do 6leo essencial de C. citratus
analisados nesse estudo foram geranial e neral. Esses dados corroboram
com o estudo de Pereira et al. (2008) onde os principais constituintes do
Oleo essencial do C. citratus (capim-lim&o) identificados e quantificados
foram neral (40,2%), geranial (31,8%). Craveiro et al. (1981) avaliando a
composi¢cdo quimica do Oleo essencial dessa planta, identificou que o
citral (mistura isomérica de neral e citral) sdo majoritarios e responsaveis

pelo aroma citrico da planta. Sacchetti et al. (2005) comprovou a atividade
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antimicrobiana do oOleo essencial de C. citratus, pela analise de seus
constituintes quimicos por CG/EM. Estes autores relataram 0,43%
demetil-5-epten-2-ona, 15,48% de mirceno, 1,28% de linalol, 32,3% de
neral, 3,35% de geraniol e 41,3% de geranial.

Algumas varia¢cdes na composicdo dos 6leos podem ser
justificadas pelas diferencas em razdo da época de plantio, tipo de solo,
clima entre outros. A cromatografia gasosa do Oleo de H. spicigera
revelou a composigao majoritaria de a-pineno, seguido de cineole.

No presente estudo, foram selecionadas as superficies de
vidro e de esmalte dentario para o crescimento de biofilme, ambos
utilizando microcosmo. A utilizacdo do biofilme de micrococosmo como
modelo experimental possui vantagens pois permite manter a maior parte
da complexidade e heterogeneidade do biofilme dentario presente in vivo
(McBain, 2009). A saliva humana mostra-se ideal para a coleta de
microcosmo no biofilme da placa dental (McBain, 2009). No presente
estudo todos os 6leos selecionados para o teste anti-biofilme foram
capazes de inibir o crescimento o crescimento do biofilme. Segundo
Cheng et al. (2011), os resultados sugerem que o biofilme microcosmo
usando saliva humana como inéculo € um modelo util para avaliar
aatividade bacterianas. A inibicdo total apresentada no presente estudo
também pode ser relacionada a possivel competicdo entre 0s micro-
organismos do microcosmo (Tanzer et al., 2012).

Os excelentes resultados obtidos para os 6leos de C.
citratus, T. vulgaris e H. spicigera contra bactérias cariogénicas
planctbnicas ou em biofilme obtidos neste estudo abrem possibilidades
promissoras para a elaboracdo de formulagbes farmacéuticas para
utilizacdo na prevencdo da cérie dentaria. Estudos desta natureza
revelam a importancia de se entender o mecanismo de acao desses 0leos
essenciais. Estudos futuros sobre a citotoxicidade devem ser realizados

para possibilitar a aplicacao clinica destes achados.



7 CONCLUSAO

A andlise dos resultados obtidos no presente estudo

sugere as seguintes conclusodes:

a)

b)

d)

Os oleos essenciais de C. citratus, C. martinii, C.
flexuosus, H. spicigera e T. wvulgaris
apresentaram acao bactericida e bacteriostatico

contra bactérias cariogénicas;

Os oOleos essenciais de C. citratus, T. vulgaris e
H. spicigera foram capazes de impedir a adesao

de micro-organismos bucais ao esmalte dentario;

Os componentes isolados citral e cineole
apresentaram atividade antibacteriana frente a

bactérias cariogénicas;

Os oOleos essenciais de C. citratus, T. vulgaris e
H. spicigera avaliados foram eficazes na

desestruturacéo de biofilme de microcosmo;

Os Oleos essenciais de T. vulgaris, C. citratus e
H. spicigera apresentaram atividade bactericida e
bacteriostatica frente a isolados clinicos do grupo

mutans e Lactobacillus spp.
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