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RESUMO

CARVALHO, Isabela de Oliveira, M.Sc., Universidade Federal dm34, Junho de
2016. Atividade antibacteriana de 6leos essenciais e cremes dentais f@ipicos
em bactérias cariogénicasOrientadora: Marisa Alves Nogueira Di&oorientadores:
Gaspar Diaz Mufioz e Virginia Ramos Pizziolo.

As plantas vém sendo utilizadas pela populacdo para Viwadisades, porém muitas
ndo tém acao comprovada. Desta forma, pesquisas que bigsatificar produtos
naturais com atividade biol6gica representam uma alteangtara tratamento de
doencas, entre elas infeccbes bacterianas. O usootléjiicos tem sido uma opcgao
terapéutica dos profissionais de salude que procuram nogasatVas com potencial
atividade farmacologica, menor toxicidade e menores cuastpspulacdo. Assim, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antib#&ma e antibiofilme de treze
Oleos essenciais (canela, cravo, orégano, tomilho, darénja, tangerina, eucalipto,
horteld, noz moscada, alecrim, gengibre e melaleuca) punosorporados a cremes
dentais frente a bactérias causadoras de patologiasvidad= oral. Foram utilizadas
cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus rAdtams 25175
Lactobacillussp. e Enterococcusp. Inicialmente foi realizado o teste de difusdo em
agar e apenas os 0Oleos de C. zeylanicum (canela), E. cdlytpligravo), O. vulgare
(orégano) eT. wulgaris (tomilho) apresentaram atividade antibacterianaeste de
concentracao inibitéria minima (CIM) foi realizado com @leos essenciais ativos
sendo observada uma potente atividade do 6leo de C. zeytaoantra a bactéria S.
mutans (0,156 mg/mL). A seguir, 0s 0leos essenciais foraadtess para verificar a
atividade antibiofilme tendo o 6leo d&e caryophyllata apresentado atividade contra o
biofilme de S. mutans de 39% a 44%, os quatro 6leos ativos inibitdzfiime de S.
aureus de 92% a 95% e o 6leo de O. wulgapeesentado atividade contra o biofilme de
Enterococcus sp. de 43% a 60%. Posteriormente os Oleos atigas ihcorporados a
cremes dentais nas concentraces de 3% e 5%, purosssasiagdes, totalizando 18
cremes dentais fitoterapicos. O teste de difusdo emfagatilizado para verificar a
atividade antibacteriana dos cremes dentais sendo abasratividades significativas
nas duas concentracdes utilizadas. Os cremes dentaé&naortam submetidos ao teste

de inibicdo do biofilme pré-formado, sendo verificado que pdactéria S. mutana
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associacdo dos quatro 6leos essenciais inibiu 100% daor@oftara S. aureus 12 dos
18 cremes dentais inibiram em mais de 50% do seu biofilpsra Enterococcus sp.
todos os cremes dentais obtiveram mais de 45% de acdoebni@ estudo também
foi observado o sinergismo entre a clorexidina e o éksencial de T. vulgaris para
bactéria S. mutans. Os 0leos ativos foram submetidasnatografia gasosa acoplada
a espectrdmetro de massa para elucidacdo dos componajtegarios. Assim, 0s

Oleos essenciais de canela, cravo, tomilho e orégasoceemes dentais fitoterapicos
utilizados no presente estudo apresentaram atividade antidnaate antibiofilme

contra bactérias cariogénicas, sendo, portanto, umenalt@ para a prevencdo e

terapia das doencas da cavidade oral.
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ABSTRACT

CARVALHO, Isabela de Oliveira, MSc., Universidade Federal dm34, June, 2016.
Antibacterial activity of essential oils and herbal toothpastes againstaciogenic
bacteria. Adviser: Marisa Alves Nogueira DiaZo-advisers: Gaspar Diaz Mufioz and
Virginia Ramos Pizziolo.

Plants have been used throughout human history for vatimrapeutic purposes.
However, for many of these plants, the supposed medicoiziti@s have not been
proven. Thus, studies toward the identification of bivagblant metabolites constitutes
a promising alternative for the treatment of diseaisesjding bacterial infections. Due
to the potential pharmacological activities, low toxicitgnd lower costs, herbal
medicines have been used by health professional as amatite to synthetic drugs.
The objective of the present work was to evaluate thebaotdrial and biofilm
inhibition activities of thirteen essential oils (cinnamaloves, oregano, thyme, orange,
lime, tangerine, eucalyptus, mint, nutmeg, rosemary, girayet, melaleuca), both in
pure forms and incorporated into toothpastes, against bacéaisate/e of pathologies
of oral cavity. Staphylococcus aureus ATCC 25923 Streptococcus mABOE
25175 Lactobacillussp. and Enterococcusp. Were used in this study. In the
preliminary investigations, results from agar diffusiontdeshowed that only C.
zeylanicum (cinnamon), E. caryophyllata (clove), O. wulgare (oxdgandT. vulgaris
(thyme) showed antibacterial activity. These oils westetd to determine their miminal
inhibitory concentration (MIC), and a pontent antibaeleactivity was observed for
C. zeylanicum against S. mutans (0.156 mg/mL). Following, thengak oils were
tested for their biofilm inhibition activities. E. caryoflaya oil inhibited S. mutans
biofilm from 39% ato 44%. The four active oils inhibited Sreus biofilm from 92% to
95%, and O. wulgare oil inhibited Enterococcus sp. biofilm from 43% to.60%
Following, the active essential oils were incorporatetathpastes at concentrations of
3% and 5%, pures and in associations, totalizing 18 herbal tetekpaAll these
toothpastes showed significant activities at both concemtsatiested. Toothpaste
containing association of the four active oils inhibitedlB9% the formation of biofilm
by S. mutans. Twelve of the eighteen toothpastes were -capdiblahibiting

Enterococcus sp. biofilm in 50 %, and all formulations showed rtltap 45% of
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inhibition. In these studies, a synergistic actiotbween chlorexidine and T. vulgaris
against S. mutans was observed. Finally, the active oils weedysed by gas
Chromatography-Mass spectrometry and their major chengoalstituents were
identified. In conclusion, the essential oils of cimen, cloves, thyme, and oregano, as
well as the herbal toothpastes containing these esseralsbowed antibacterial
activities against cariogenic bacteria, indicating theirepidl as alternative to

treatment and prevention of diseases of oral cavity.
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1. INTRODUCAO

A cavidade oral abriga uma vasta gama de microrganismospi@valéncia de
bactérias, que se aderem as superficies dos dentes e prapandes quantidades de
matriz extracelular para formar biofilmes (Zaura et 2009; Marsh et al., 2011). Os
biofilmes sdo estruturas complexas e dindmicas que caonfemea maior protecdo as
bactérias contra os agentes antibacterianos devidca®e potencial de viruléncia e
resisténcia fisicoquimica encontados nesses ambigtites et al., 2003). A presenca
de biofilme dental pode desencadear doengas como a céat@ialegengivite e
periodontite que sdo consideradas problemas de salude publeresentam as
doencas da cavidade oral mais prevalentes do mundo (No@his2004; Pihlstrom et
al., 2005; Bowenand & Koo 2011; Susin et al., 2014).

A maneira mais eficaz para a prevencdo e remocédo afime dental
corresponde a remocdo mecanica com a utilizacdo de pradkitoigiene oral como
cremes dentais e enxaguatorios bucais que possuem ewrsudatdo ingredientes
antibacterianos como triclosan, fldor, cloreto delweidinio e clorexidina, os quais
reduzem eficazmente a concentracdo de bactérias dacdatcduindo para a saude
bucal. No entanto, essas substancias podem causar eéataterais como
pigmentacdo no esmalte dos dentes, perda do paladar edia indicadas para
criancas, devido ao desenvolvimento da resisténcia microbiardancas indesejadas
na ecologia oral e a fluorose dental, que é caradtlarigala presenca de manchas nos
dentes, devido ao excesso de ingestdo de flior (Villena &€&04998; Wara-
aswapati et al., 2005; Passariello et al., 2014).

O emprego de produtos naturais com efeito antibacteriano edutps de
higiene oral podem reduzir o risco desses problemas buseisuen complemento Util
na manutencao saude. Os cremes dentais naturais sas agnelgiclosan ou fluoreto
e geralmente contém ingredientes como extratos deaplanbleos essenciais (Jyoti et
al., 2009; Signoretto et al., 2011).

O Brasil conta com uma grande diversidade vegetal e estasplantas
medicinais sdo importantes para a abertura de novosnlmasniterapéuticos. A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) indica que 85% da populachaisis em
desenvolvimento fazem uso de plantas medicinais e a aggmadassas plantas com
produtos de higiene bucal pode ser benéfico a populacdo devidtvidadas
antibacterianas apresentadas por produtos naturais codeossessenciais (Takarada
et al., 2004; OMS, 2005; Azevedo & Silva, 2006).

1



Atualmente, Oleos essenciais e extratos de plantassidomincorporados a
produtos de higiene oral (Stoeken et al., 2007; Allaker & Dowf}@9; Chen et al.,
2014; Cortelli et al., 2014; Chalhoub et al., 2016), e esses proglutesentam menor
toxicidade em comparacdo com os produtos contendo compostésces como
triclosan, cloreto de cetilpiridinio, clorexidina e fieto (Okpalugo et al., 2009;
Kamatou et al., 2013)

Diante do exposto, pesquisas que buscam produtos naturaizeefioa
prevencéo e controle das patologias da cavidade oral sddames para uma melhor
gualidade de vida. Assim, o objetivo do presente estudo foiaavas efeitos
antibacterianos e antibiofime de 6éleos essenciais paragcorporados a cremes

dentais frente a bactérias causadoras de patologias dadmwaral.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Produtos naturais

Um produto natural € um composto quimico ou substancia produzidarpor
ser vivo e que geralmente apresenta atividade bioldgicalaAtgp tém capacidade de
biossintetisar produtos naturais, entre eles Oleos éssgrgue sdo produzidos pelo
metabolismo secundario e que apresentam ampla divergdadeaural e bioldgica. O
metabolismo secundario origina metabdlitos enconsramo baixas concentracbes e
em determinados grupos de plantas e embora ndo sejamia@ssem@ que a planta
complete seu ciclo de vida, garantem vantagens para suavigéhcia e para a
perpetuacédo da espécie (Simdes et al., 2004; Zandi-Sohaain&Zani, 2015). Os
metabolitos secundarios dividem-se em trés grandes grupgsenos, que sao
derivados do acido mevalonico e formados por unidades isoprécmagpostos
fendlicos derivados dos fenilpropanoides e alcaldides que d&itvados de
aminodacidos aromaticos (triptofano, tirosina) e aiindos alifaticos como ornitina e
a lisina (Peres, 2004).

As plantas representam uma grande fonte de compostosvisoaendo
promissoras para a industria de medicamentos e cosmé@am grande potencial na
geracdo de novos produtos de interesse da sociedade (AtabaEqv2015; Zandi-
Sohani & Ramezani, 2015). Segundo Carvalho e colaboradores ,(2007)
aproximadamente 48% dos medicamentos comercializados ti§gemodireta ou
indireta de produtos naturais, principalmente a partir dasgsla

Oleos essenciais (OEs) sdo produtos do metabolismodsgminesponsaveis
pelo odor ou sabor caracteristico das plantas (Retth,e2012) e correspondem a
misturas de compostos lipossolluveis, volateis (baixo pesdecular), como
monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides, e comdatiesi geralmente
menores do que a agua (Rubiolo et al., 2010; Alimpi¢ et al., 2015), facilmente se
difundem através da parede celular, o que facilita sua peéete as interacdes com
seu sitio de acao (Zarrad et al., 2015). Esses compostobtdos principalmente por
hidrodestilacdo ou arraste de vapor (Ye et al.,, 2015) entepa 6leo essencial foi
desenvolvido na idade média pelos arabes (Abad et al., 200d\@eet al., 2010).

Os OEs apresentam coloracdo levemente amarelada ouncalérie séo
utilizados principalmente para protecéo e atracdo de polinead®adiinz et al.,
2003; Oliveira et al., 2006). Podem ser sintetizados por todentagiomo em brotos,
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flores, folhas, caules, galhos, sementes, frutogzesai madeira ou cascas e
armazenados em células secretoras, cavidades, canalas ad epiderme ou em
tricomas glandulares (Burt, 2004; Andrade et al., 2014). Assasatjuimicas dos

Oleos essenciais podem ser obtidas principalmente poatrgrafia gasosa acoplada a
espectrometria de massas, sendo que alguns 6leos apresaaitade 60 compostos
diferentes (Galindo et al., 2010).

Como constituintes dos OEs existem uma ou varias swizéapm maior
guantidade denominados compostos majoritarios, geralmentermpiete as
propriedades biolégicas desses produtos naturais (Cabitgl2215). Os componentes
dos d6leos essenciais sdo de dois grupos de origem biosaint@tprincipal grupo
corresponde a terpenos e terpendides e o outro a fenilpideariSimdes et al., 2007;
Bi et al.,, 2016). A maioria desses compostos vem, principgémele plantas das
familias Lamiaceae (manjericdo, tomilho), Myrtaceae (Qraliperaceae (pimenta-
preta), Rutaceae (liméo, laranja), Zingiberaceae (gengijue sdo conhecidas como
especiarias aromaticas e pelo uso medicinal e na indadim&nticia (Soares &
Tavaresbias, 2013; Bukvicki et al., 2014; Silva & Domingues, 2015; Basappa et al.,
2015).

O teor de dos constituintes dos OEs sé&o influenciados fevertes fatores
ambientais tais como temperatura, altitude, sazonalidautice pluviomeétrico,
composicao atmosférica, herbivoria, disponibilidade de agtra eutros (Radiinz et
al., 2003; Oliveira et al., 2006; Gobbo-Netto & Lopes, 2007). Tem raznado na
literatura que existe uma relacdo entre a composicao quilmscaleos essenciais e a
atividade antimicrobiana, sendo os compostos fendlicos emugenol, cinamaldeido,
carvacrol e timol citados como apresentando altos ndeeiatividade (Baydar et al.,
2004).

Sabe-se que cerca de 35% dos 6leos essenciais estudadosp@ripeedades
antimicrobianas e a atividade antibacteriana pode ocpsaler desestabilizacdo da
parede celular, aumento da permeabilidade da membrana sitdplza e pela
alteracdo de varios sistemas enzimaticos, incluindoegjaavolvidos na producédo de
energia celular e na sintese de componentes estrutBrais 2004; Oliveira et al.,
2006; Delamare et al., 2007; Donato et al., 2015). Existem divpredsitos naturais
empregados em abordagens terapéuticas e entre eles ©gsdeaciais sdo descritos
como produtos com grande potencial terapéutico e farmacol@yglase et al., 2014;
Duarte et al., 2016).

A fitoterapia é considerada um recurso terapéutico no myoalutos naturais
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séo utilizados como base da terapia medicamentosa® @eslutos sdo considerados
uma das maiores fontes para a descoberta de novosamedios com atividade
antibacteriana, antifungica e antineoplasica (Liaaior & Dimenstein, 2006; David
et al., 2015). Na atualidade, podemos observar uma atencanakgpela ao estudo
cientifico dos fitoterdpicos com o objetivo de se buseaursos que permitam uma
atividade sustentavel (Baby et al., 2005). O aumento do us@ldatas pode ser
explicado pelo avanco ocorrido na area cientifica que iperondesenvolvimento de
fitoterdpicos confiaveis e eficazes. Porém, ainda nfalestudos cientificos que
comprovem a utilizacéo segura e eficaz de varias plaRisifo et al., 2005; Vieira et
al., 2010).

Os produtos fitoterapicos possuem acdo mais branda que dcamendtos
alopaticos ja que principio ativo da planta ndo é utibzde maneira isolada, atuando
em conjunto com outras substancias presentes nas plassasconjunto de elementos
€ chamado de fitocomplexos e sdo responsaveis peto efepéutico e pela reducéo
dos efeitos colaterais (Bara, 2006).

2.1.1. Uso de oleos essenciais na terapéutica de microrganismosog@&nicos

O uso de plantas para o tratamento de problemas dentdmicsdi® discutido
ao longo do tempo por muitos pesquisadores e muitas aslimda usam partes de
plantas para tratamento de doencgas orais como carpszh e escovacao dos dentes,
principalmente em zonas rurais de paises subdesenvolvidoséblen et al., 2005;
Benso et al., 2015).

O interesse pelas plantas para investigacbes de novos stoBpo
antibacterianos € devido a variedade de substancias gsiipeidencentes a diferentes
classes de metabdlitos secundarios, tais como asqamonas, flavondides,
terpendides, alcaldides e taninos, que podem agir também aotioxidantes, anti-
inflamatadrios, antifingicos entre outras atividadesilgjiwhs (Moschonas et al., 2015).

O inicio da utilizacdo de produtos vegetais para fins terapéuticb®mem &
tdo antigo quanto a sua propria histéria e o uso inicialmeamgdrico de plantas foi
sendo substituido pela experimentacdo de suas propriedades quErecagéuticas,
desta forma, a medicina baseada em produtos naturais @&datipara o tratamento de
varias doencas (De Vos, 2010).

As plantas medicinais estado sendo cada vez mais utilipada® tratamento de

doencgas infecciosas, visando diminuir as desvantagengdasazielo uso de
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antimicrobianos tal como a resisténcia bacterianal€is essenciais correspondem a
forma de apresentacdo que concentra a maior quantidadéocengtituintes com
propriedades bioldgicas ativas (Costa et al., 2009; Poetatt, 2009), o que justifica
a sua aplicabilidade nas industrias de cosméticos e alim@msshonas et al., 2015).

Na area odontolégica, observa-se o aumento da utilizicatantas medicinais
gue possuem atividade antibacteriana para prevenir a fayntacdiofiime dental,
contribuindo para a reducdo da céarie dentaria e de doengdopéais (Pereira et al.,
2005). Estudos buscando identificar produtos naturais com adeithiologica tém
sido realizados visando a obtencdo de agentes antibactergue possibilitem a
prevencéo e tratamento de afeccdes da cavidade oral 2BQda; Vasconcelos et al.,
2008) e os produtos de higiene oral que contém O6leos essamiasa formulacao
alcancaram alto nivel de potencialidade antimicrobiana, aamgmo interesse pelos
agentes antibacterianos naturais (Filoche et al., 2005).

De acordo Fine e colaboradores (2007), compostos prespogesileos
essenciais tais como mentol, timol, eucaliptol tém simborporados a produtos de
higiene oral e estes produtos podem reduzir os niveisada géntaria e gengivite em
ensaios clinicos.

Na tabela abaixo (Tabela 1), estdo descritas as plapnta contém oOleos

essenciais utilizados no presente estudo.



Tabela 1Nome comum, nome cientifico, uso na medicina alteraa&iprincipais constituintes de noz moscada, alecrim|a;amavo da
india, melaleuca, gengibre, orégano, tomilho, laranjgetamana, lima, eucalipto liméo e hortelda pimenta

Nome comum

Nome cientifico

Uso na medicina

Principais

Referencias bibliogréaficas

alternativa constituintes
Noz moscada
antitrombatico, a-pineno, Qiu et al., 2004; Chung et al., 2006; Yang
Myristica fragrans, antifungico, B-pineno, acido al., 2008; Jaiswal et al., 2009; Zaidi et al., 20
Houtt antiemético, miristico, http://www.demonchyaromatics
antiacido, macelignan
antinflamatorio
Alecrim
anti-hipertensivo, cineol, a-pineno, Porte & Godoy, 2001; Agra et al., 2007;
Rosmarinus hipoglicemiante, canfora http://www.ayhhed.com/
officinalis, Linn. antibacteriano
Canela
analgésico, a-terpineno, Lima et al., 2005; Gayoso et al., 2005;
Cinnamomum antiespasmadico, limoneno, http://www.sundayobserver.lk/
zeylanicum, Blume afrodisiaco, cinamaldeido,
antibacteriano eugenol
antifungico, eugenol, a- pineno, Lima et al., 2006; Matan et al.,2006; Carvall
Eugenia antibacteriano, B-pineno, p-cimeno, et al., 2009; Costa et al., 2009;
caryophyllata, Thunb anestésico, limoneno, linalol http://www.orvosok.hu/
analgésico



http://www.demonchyaromatics/
http://www.ayhhed.com/
http://www.sundayobserver.lk/
http://www.orvosok.hu/

Melaleuca

Melaleuca
alternifélia, Cheel

antibacteriano

terpinen-4-ol,
y-terpieno,
a-terpieno,
1,8 cineol, a-pineno

Cox et al., 2001; Hammer, 2003; Carson ¢
al., 2006;
http://www.isolebrissago.ch/en/botanic-
garden/botanical-cards/myrtaceae/162-
myrtaceae

Zingiber officinale,R.

tratamento de artrite,
reumatismo, doengas
cardiovasculares

geranial, neral
a- zingibereno,
ar-curcumeno

Singh et al., 2008; Tuntiwechapikul et al.,
2010; Rodrigues & Lira, 2013;
http://theida.com/beloved-ginger

Origanum vulgare.,.

antibacteriano,
antifungico,
antiparasitario

timol, sabineno,
terpineol, cariofileno,
carvacrol

Baydar et al., 2004; Shafaghat, 2011;
http://incontinenciacultural.blogspot.com.br

Thymus wulgaris, L.

antibacteriano,
antifungico,
antiviral,
antisséptico

carvacrol, timol

Meister et al., 1999; Hudaib et al., 2002;
Bukovska et al., 2007; Maksimovic et al., 20(
Dal Pozzo et al., 2011;
https://commons.wikimedia.org/wiki/



http://www.isolebrissago.ch/en/botanic-garden/botanical-cards/myrtaceae/162-
http://www.isolebrissago.ch/en/botanic-garden/botanical-cards/myrtaceae/162-
http://incontinenciacultural.blogspot.com.br/
https://commons.wikimedia.org/wiki/

Laranja doce

antioxidante,

anti-helmintico,
antineoplasico

limoneno Choi et al., 2000; Callaway et al., 2011;
Citrus sinensis, L. antitumoral, Gainza et al., 2015;
ansiolitico, https://en.wikipedia.org/wiki/Orange_(fruit)
anticonvulsivante,
antibacteriano
antioxidante, limoneno, Tao et al., 2014; Chang et al., 2015;
Citrus reticulata antimetastasica c-terpineno, http://florawww.eeb.uconn.edu/198900086.h
Blanco B-mirceno, [
a-pineno, B-pineno,
terpinoleno
antioxidante, Limoneno Manners, 2007; Patila et al., 2010; Vadehtt
Citrus aurantifolia analgésico, & Vahit, 2010; Prochazkova et al., 2011; Khe
Swingle antimicrobiano,

& Huma, 2014; http://gernot-katzers-spice-
pages.com/engl/citr_aur.html

Eucalyptus citriodora
Hook

analgésico,
anti-inflamatorio,
antitérmico

a-pineno, 1,8-cineol,
pinocarveol-trans

Silva et al., 2003; Khaled et al., 2015;
http://www.pfaf.org/user/Plant.aspx

Mentha piperita, L

antiespasmadico,
antiemético,
analgésico

mentol,
mentona, 1,8-cineol,
pulegona,
acetato de mentila

Grigoleit & Grigoleit, 2005; McKay &
Blumberg 2006; Valmorbida et al., 2006;
https://en.wikipedia.org/wiki/Peppermint



http://www.pfaf.org/user/Plant.aspx

2.2. Cavidade oral

A cavidade oral é um ambiente altamente favoravel an@zcdo e
crescimento de uma vasta gama de microrganismos, do duedtésias sdo as
mais comuns (Aas et al, 2005; Zaura et al, 2009). A praseesses
microrganismos é essencial para o desenvolvimento normésidegia da
cavidade oral onde os mesmos contribuem para a prevdagéstabelecimento
de microrganismos patogénicos (Marsh et al., 2011).

A maioria das espécies de microrganismos encontradas nadsavicga
sdo comensais, porém alguns deles possuem um papel [Ebelesto na
etiologia da periodontite e da carie dentaria (Meyer &/ldr 1998). Esses
microrganismos também tém sido implicados na etiologia ddencas
sistémicas como infec¢des no sistema respiratorimaandite infecciosa entre
outras (Barrau et al., 2004).

Doencas da cavidade oral podem ser controladas por uma higane
eficiente. No entanto, a maioria dos individuos tem ulfi@de em manter os
padrées necessarios de controle da placa por periodosngadds.
Consequentemente, muitos produtos para cuidados orafsrsdidados para

auxiliar no controle da placa dental (Scheie & Pete@08).

2.2.1. Principais bactérias causadoras de patologias da cavidade oral

2.2.1.1. Streptococcus mutans

Um dos principais géneros envolvidos na formacdo da pladalden
corresponde ao género Streptococcus, com especial referépspédie S.
mutans, (Katsura et al., 2001; Bueno-Silva et al., 2013) que st#iaa Gram-
positivas agrupadas aos pares ou em cadeias e requerem meios
nutricionalmente ricos para seu crescimento. Posauperficie dentaria como
0 Unico habitat natural conhecido e ndo sdo encontradaswvidade bucal
antes da erupcao dos dentes (Gold et al., 1973; Canettari 2006; Marinho
& Araujo, 2007).

Streptococcus mutans esta entre os principais patdégenos relasi@ua

surgimento da carie devido ao fato de terem sido isoladosum grande
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nimero de individuos acometidos por essa patologia. Alé&so,d esta
diretamente envolvido na formacdo de biofilmes bacteriamo®génicos
(Marsh & Matrtin, 1992).

Isolados de Streptococcus mutans sdo anaerdbios facultatives e s
temperatura 6tima de crescimento é de 37 °C (Gold et al., 1%83f Bactérias
propiciam, devido ao seu metabolimso, um nicho acidogénic@xjtepola a
capacidade tampéao da saliva, desencadeando alteracoenaua caineral da
superficie dentaria e provocando a desmineralizagdo prograssiesmalte
(Grénroos, 2000). A capacidade de colonizacdo da superficie mie de
iniciacdo da formacao de placa ocorre devido a capacidadasdbactérias de
sintetizarem polissacarideos extracelulares (Haragtiahj 2000).

2.2.1.2. Lactobacillus sp.

O género Lactobacillus que possui cerca de 80 espécies representa o
grupo mais numeroso de bactérias que habitam superficiesutasas em
seres humanos, incluindo a cavidade oral. S&o geralmasites como
conferindo efeitos biolégicos benéficos para o hospedgingm, na cavidade
oral, sdo frequentemente associadas ao surgimento ide(8atokari et al.,
2003; Badet & Thebaud, 2008).

Bactérias do género Lactobacillus, como as espécies L., dasei
acidophilus L. plantarum e L. salivarius ndo possuem capacidade de aderéncia
a superficie dentéria, estando associadas a progress@sidacariosa. Essas
bactérias produzem acidos que causam desmineralizacdo dceetwsaltentes
e podem invadir lesbes cariosas, contribuindo para a psagreestas lesdes
(Leites et al., 2006; Paradela et al., 2007; Aas et al., 2088)obacillus sédo
considerados colonizadores secundarios no processo de;farma carie. Em
adultos sdo predominantes em lesfes avancadas e agasr&io encontrados,
mas ndo como o género predominante (Tanzer et al., 200derBetcal., 2002;
Chhour et al., 2005).

2.2.1.3. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus é um microrganismo que pode ser um comensal

OuU um agente patogenico oportunista potencialmente letaéesa Bumanos.
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Representa uma das causas mais comuns de bacterenzar(MeWelch,
2013) e os seres humanos estédo frequentemente expostadaatésia, sendo
o interior das narinas o principal reservatério. Locaiscolenizacdo extra-
nasais incluem pele, garganta, perineo, vagina, e tratgoigtestinal
(Bourgeois-Nicolaos et al., 2010).

Algumas infeccdes orais como parotidite e mucosite estadioa
podem ser causadas por S. aureus e, além disso, ha esdfuneisugerem que
0s mesmos podem ser frequentemente isolados da cavidade ardividuos
saudaveis, porém sdo mais frequentes em grupos especificosidmsns e
criangas (Smith et al., 2003; Ohara-Nemoto et al., 2008).

2.2.1.4. Enterococcus sp.

O género Enterococcus possui aproximadamente 43 espécies, porém
apenas algumas sao importantes patdgenos humanos. Asegspemis
comumente isoladas e clinicamente importantes sdo Eatetsc faecalis e
Enterococcus faecium (Holzapfel & Wood, 2014).

Enterococcus faecalis, um microrganismo com grande capacidade de
formar biofilmes, € frequentemente isolado na cavidade eorse encontra
presente na maioria dos canais dentarios que necess#garetrdtamento
(Portenier et al., 2003; Ran et al., 2015). E. faecalis néangiderado como
parte da microbiota oral normal porém tem sido encontemodoencas
comuns como periodontite e carie e tem demonstrada capacidade de
penetrar nos tubulos dentinarios (Aas et al., 2005; P#astedl., 2007; Rams
et al., 2013).

2.2.2. Biofilme dental

7

A cavidade oral é um ambiente heterogéneo em relacdo

Q_)/

disponibilidade de nutrientes e condi¢cdes fisico-quimicasimadiferentes
comunidades bacterianas podem formar biofilmes dentaibéta conhecidos
como placa dentaria (Ledder et al., 2010). A formacdo diéintdo € um
processo natural no ambiente oral mas deve ser caldrglar meio da

escovacao regular, a fim de impedir o desenvolvimento deérizs
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patogénicas no biofilme, que produzem metabolitos &cidos que ntausa
desmineralizacdo do dente, o que leva a carie dentariaas dogncas (Marsh
et al., 2011).

A placa dentaria tem sido descrita como uma estrututenada onde
colonizadores priméarios como espécies de Streptococcus irgot@raderem a
pelicula que envolve o dente, tornando as condicfes doadeguadas para
colonizacdo de bactérias mais exigentes e apoés, calongasecundarios se
aderem para formar micro-ambientes ecoldgicos. Os orgamnidipados
sintetizam exopolimeros tais como glucanos, que formamatriz do biofilme.

A comunicacdo entre os microoganismos durante o processmormacao do
bioflme ocorre através da liberacdo de moléculas sinaliaadpor um
mecanismo denominado quorum sensing, onde essas moléauldetedadas

por receptores especificos o0 que permite que as célulasridizase
identifiguem o tamanho da populacdo por meio da conceatrdedsinais
(Kolenbrander, 1988; Bradshaw et al, 1998; Rumjanek et al., 2004;
Jakubovics, 2010; Peterson et al., 2011).

De acordo com Jenkinson & Lappin-Scott, (2001) as etapas gpara
formacdo de biofilmes correspondem as adesbes iniciaisle oos
microrganismos passam do estado plancténico ao séssil, cilmmede
microlénias, maturacdo do biofiime e o destacamento deasgl@omo

representando na figura abaixo (Figura 1).

Destacamento
de células

Co-agregacao

o N

N e |

Adesio  Colonizacao Maturacio do biofilme
inicial da superficie
reversivel (adesao

irreversivel)

Figura 1 Etapas de desenvolvimento do biofiime (Jenkinson & LappattSc
2001).
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Os biofilmes s&o compostos basicamente por glicoprotemas
polissacarideos, sendo mais tolerantes a agentes aobimios, stress fisicos
e defesas do hospedeiro. Alguns mecanismos podem explicanent® da
resisténcia dos biofilmes entre eles a restricdo da adifusos agentes
antimicrobianos pela matriz extracelular, diferenciag&@ouma subpopulacao
bacteriana em um estado fenotipicamente resistef@essao de genes
especificos de resisténcia a antimicrobianos, entre(Rereira, 1999; Patel,
2005; Ten Cate et al., 2009; Otto, 2013; Lobo et al., 2014).

A principal acéo para a remocéao do biofilme dental é a mgidnica e
0 uso rotineiro de dentifricios e enxaguatérios bucais conteggmtes
antimicrobianos (Santos, 2003; Davies, 2008). A busca de produtos co
propriedades antimicrobianas em materiais dentarios, praneiros registros
em 1987, possui mais de 170 publica¢des sobre o assunto (Wang@&t4j).

O biofilme dental tem sido considerado o principal fator @gicb da
doenca periodontal, que € caracterizada por uma resposamaidiia e
imunolégica da gengiva e estruturas subjacentes como o aesolar,
ligamento periodontal e cemento, podendo ser classifican® gengivite,
guando acomete os tecidos de protecdo e como periodontitedo efeta os
tecidos de suporte do elemento dentario (Gebran & Gebert; P@d? et al.,
2006).

Os Oleos essenciais tém se destacado como promissaea de
compostos bioativos com potencial aplicagcdo na preveactiatamento de
afeccdes da cavidade oral, entre elas a formacao dbmeiafental (Lynch &
Robertson, 2008). Possivelmente, os Oleos essenciaiseex influencia na
formacdo de biofilme pela interferéncia nas comunicagdtescelulares no
sensor quorum sensing bacteriano, inibicdo da aderéncia idaateds
superficies, inativacdo das células do biofilme e inducadisgeersdo precoce
do biofilme (Gao et al., 2003; Yang et al., 2012; Schillaci et al., 2013)

A maior parte do conhecimento sobre o metabolismo tiate foi
obtido em estudos de bactérias em estado planctonico dadiwie), porém
estima-se que 80% da biomassa bacteriana mundial existaforma de
biofilme (Davies, 2003), o que justifica o interesse na dest@olbempostos

com atividade antibiofilme.

14



2.2.3. Cérie dentéaria

A cérie dentaria é conhecida por ser uma das doencasiadas orais
mais prevalentes do mundo e tem o biofilme dental com@mnepal causa
(Bowenand & Koo 2011). Essa doenca afeta 60 a 90% das criamcaiade
escolar e a grande maioria dos adultos, sendo obserradaraento acentuado
na prevaléncia a nivel global (Petersen, 2005; Bagramialn @009; Menezes
et al., 2010).

A carie € uma doenca causada pela acdo de acidos prodpmidos
bactérias cariogencias que promovem um processo de dfesgdo do
esmalte dentario e da dentina e bactérias como Strepieconatans e
Lactobacillus sdo particularmente eficazes no processo ddomamacao de
acucar em acido gracas a sua capacidade de viverem e détigkcarem no
meio acido que originam. Acredita-se que S. mutans este@valo com o
desenvolvimento inicial da céarie, enquanto espécies de Lactolsaszlam os
responsaveis pelo comprometimento da leséo (Van Houte, 1983% Réelo,
2003). Essa doenca tem sido associada com um impacto negabik® a
gualidade de vida relacionada a saude bucal sendo considemaddoenca
infecciosa multifatorial onde a dieta, infeccdo microhja resposta do
hospedeiro entre outros fatores desempenham papéis intper(@mith, 2002;
Abanto et al., 2011). Algumas medidas como uma higienedegjuada e dieta
com menor concentracao de carboidratos contribuemappravencao da carie
dental (Andreolli & Lara, 2004).

Abaixo, (Figura 2) podemos observar lesfes cariosas peeabae

infancia.

—d 2

Figura 2 Carie precoce da infancia (Areias et al., 2010).
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2.3. Dentifricios e agentes antimicrobianos

A palavra dentifricio, que corresponde a um composto f&utEo
usado em conjunto com uma escova de dente para limpdir ®@paentes,
comecou a ser usada na Inglaterra, por volta de 1558 (Fischi®@2). Ao
longo da historia os dentifricios tem sido utilizados pfarentes povos e sua
composicdo evoluiu desde os pds constituidos por eniasyais, cinzas e
0ssos de animais até aos cremes e geéis dentais dispondveisercado
(Wohleber, 2002).

Dentifricios sdo produtos semi-solidos de viscosidade darigue
permitem a remocdo da placa bacteriana. Os dentifrgdo considerados o
veiculo mais adequado e eficiente para a liberacdo doseagerapéuticos na
cavidade oral, o que auxilia a remocédo mecanica, prevenimisiadacado da
carie e demais afeccdes bucais (Meyer et al., 2007 laie, 2014).

O controle da placa dentéaria é a chave para a preveecdoencas da
cavidade oral, que envolve a inibicdo do crescimento morée das bactérias
alvo (Biesbrock et al., 2002; Marsh, 2005). Mesmo com a edacantinuada
da populacdo, a maioria dos individuos remove apenas 60% dadelatal
apos a escovacao e essa incapacidade de manter uma boa 8igefletida na
prevaléncia generalizada de carie e outras afeccoeg®layslon, 2008).

Dentre os agentes antimicrobianos utilizados para a p@&vesg
tratamento de doencas na cavidade oral como clorextditlasam, cloreto de
cetilpiridinio e flior a clorexidina € a mais eficamando com eficiéncia na
reducao da placa bacteriana. Em altas concentracdesexidina é bactericida
e causa dano letal a parede bacteriana, ja em dosessylidbe o transporte
de acucar, a producao de acido pelas bactérias cariogénitbe a acédo das
enzimas responsaveis pela manutencdo de um pH intracepriapriado
(Paraskevas, 2005; Fine et., al 2007; Scheie & Petersen, 2@88riElo et al.,
2014), sendo utilizada pelos profissionais tanto na odontolegfierinaria
guanto na humana (Ribeiro et al., 2007). Porém, seu usaitlenrestrito a
poucos dias, devido a efeitos indesejaveis, como perda delapal
escurecimento do esmalte dos dentes entre outros (Bbssdral., 2014).

Devido aos problemas causados pelo uso de compostos sintéticos
associados a produtos de higiene oral, produtos naturais tigithade

antibacteriana e antibiofilme estdo sendo investigad@smalhorar a saude e
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prevenir a ocorréncia de doengas como a cérie e periggante sdo causadas
por formacdes de biofilme. Desta forma, extratos e @&saenciais de plantas
estdo sendo investigados como potenciais fontes de mmropostos com
atividade bioldgica (Allaker & Douglas 2009; Farrugia et al., 2015).

2.3.1. Fluorose dental

A diminuicdo da prevaléncia de carie dentaria tem sidouddid em
grande parte ao uso de dentifricio fluoretado (Cury et2804), sendo a
escovagdo com esses dentifricios uma das medidagoeétss para o controle
da carie dentaria (Ricomini et al., 2012). Por outro laday fliior € ingerido
em doses excessivas pode desencadear o0 surgimento de altestgdtesais
conhecidas como fluorose dental, que se caracterizagarhas no esmalte do
dente (Fejerskov et al., 1990).

A associagcdo entre o uso precoce de dentifricio fludoeta a
prevaléncia de fluorose dental € amplamente relatadlitematura (Jiménez-
Farfan et al., 2011). O predominio e gravidade da fluorose destab
relacionados com a quantidade de fldor ingerida, tempoxplesigdo e da
duracdo da exposicéo (Ferreira et al., 2010). A maioriandasas comerciais
de dentifricios no mercado brasileiro sdo fluoretadasrees) como fontes
importantes de fldor, apresentando risco substancialiadaoa ingestdo por
criancas até seis anos de idade (Mascarenhas, 2000; eablda2013). Além
disso, os dentifricios para criancas sdo mais aga@uando comparados com
as pastas direcionadas para os adultos, levando, desta f uma utilizacdo
mais frequente pelas criancas (Nascimento et al., 2013). Deplenda sua
gravidade a fluorose dental pode ndo apenas ter consequé&téiasag mas
também pode causar dor e afetar negativamente a eficiérastigatoria
(Washington, 2006).
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Na Figura abaixo (Figura 3), podemos observar diferentes giewus

fluorose dentéria.

Leve Moderado Severo
Figura 3 Graus leve, moderado e severo da fluorose dentarleonte
Fluoridatron Forum Report, 2002, p. 126.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

e Avaliar a atividade antibacteriana e antibiofilme de 6leos essenciais puros e

associados a cremes dentais sobre bactérias cariagénica

3.2. Objetivos Especificos

e Avaliar a atividade antibacteriana in vitro dos 0leos essenciais;
e Determinar a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) dos OEs ativos;

e Avaliar o efeito dos oleos essenciais ativos sobre o biofilme bacteriano pré-
formado;

e Avaliar a interacao entre os 0leos essenciais ativos e a clorexidina;

e Manipular os cremes dentais;

e Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro dos cremes dentais;

e Avaliar o efeito dos cremes dentais sobre o biofilme bacteriano pré-formado;
e Analise cromatografica dos dleos essenciais;

® Analise estatistica.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencéo dos 0Oleos essenciais

Os dleos essenciais utilizados no presente estudo (T2pd@am
extraidos em escala industrial por hidrodestilagdo atardes vapor pelas
empresas Emporio Laszlo: canela, alecrim, noz moscdaiama. Empresa
Ferquima Ind. e Com. de Oleos Essenciais: horteld, lgengorégano,
tomilho branco, cravo e pelo Laboratério de Sintese deqagmicos- UFV
(LASA): melaleuca, tangerina, lima e eucalipto.

Tabela 2ldentificacdo dos Oleos essenciais utilizados.

Partes Identificacéo
Nome Cientifico Nome popular | utilizadas usada

Rosmarinus officinalis Alecrim ramos 1

Cinnamomum zeylanicury Canela do ceilaq  cascas 2

Melaleuca alternifolia Melaleuca folhas 3

Myristica fragrans Noz moscada | sementes 4

Eugenia caryophyllata Cravo talo 5

Zingiber officinale Gengibre raiz 6
cascas dos

Citrus sinensis Laranja frutos 7

Origanum vulgare Orégano folhas 8

Thymus vulgaris Tomilho branco folhas 9
cascas dos

Citrus reticulata Tangerina frutos 10
cascas dos

Citrus aurantifolia Lima comum frutos 11

Eucalyptus citriodora Eucalipto folhas 12

Mentha Piperita Hortelda-pimental| folhas 13
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4.2. Microrganismos utilizados

Foram utilizadas cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175,
Enterococcus sp. e Lactobacillus sp. pertencentes a bacterioteabattatorio
de Doencas bacterianas do Departamento de Veterinria dersichéde
Federal de Vigosa e cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25928qraeen
ao Laboratorio BioNat do Departamento de Bioquimica eoBial Molecular-
UFV.

As bactérias foram inoculadas em tubos de ensaio dmtermL de
caldo BHI liquido e cresceram em estufa overnight a 37 §€ank transferidos
1 mL do in6culo de cada bactéria e 1 mL do branco (restéril) para
microtubos distintos. A leitura foi realizada em espdatéonetro no
comprimento de onda de 595 nm. O branco foi utilizado para calibra
aparelho. As amostras que ndo apresentaram absorc&o0e@®0 a 0.190
foram diluidas em série, até obter a leitura mendan®btido a absorcdo
desejada, realizou-se duas diluicbes seriadas 1:10, afim debtse a

concentracdo de 1WFC mL-1 para o plaqueamento das bactérias.

4.2.1. Armazenamento dos microrganismos utilizados

Culturas bacterianas foram estriadas em placas contegatoBHI e
mantidas por 16 horas a 37 °C. Para preparo dos estoque§raascforam
inoculadas em 5 mL de caldo BHI e mantidas em estufa a 306r@6-18
horas. Esse volume foi transferido para microtubos de 1,8 pdntrifugado a
6000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e mesedi
ressuspendido e®60 uL. de BHI com adi¢do posterior de 150 pL de glicerol

estéril. Os microtubos foram mantidos a -80 °C.

4.3. Avaliacao da atividade antibacteriana dos 6leos essenciais

A atividade antibacteriana dos 13 6leos essenciais ftindsgasegundo
a técnica de difusdo em agar pelo método hole plate emBhkisegundo a
metodologia descrita por Bauer e colaboradores (1966), modificacoes.

Apo6s multiplicacdo por 24 h a 37 °C, os isolados bactegi@@omutans ATCC
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25175, S. aureus ATCC 25923, Lactobaciliys e Enterococcus sp.) foram
diluidos para a concentracéo final dé LIFC.mL* e 134 uL das bactérias
foram acrescidas a 20 mL de meio agar BHI. Apds solidéicaguros de
aproximadamente 5 mm de didmetro e 3 mm de altura foraos fed agar.
Foram inoculados em cada poco 10 pL do 6leo essenc@nu@ntracdo de
100 mg/mL!, DMSO como controle negativo e gluconato de clorexidina a
0,12% (PerioGard®) como controle positivo. As placas focatocadas em
estufa de crescimento a 37 °C, overnight. Para testes camut&ns foi
utilizada jarra de anaerobiose. Apds esse periodo, os dwlosbicdo foram
medidos em milimetros. O teste foi realizado em triplieatas médias dos
halos de inibicdo advindas dos tratamentos foram submetidaglse de
variancia (ANOVA) e teste de Tukey a 5% de significancia.

Segundo Inoue (2014) zonas de inibicAio menores que 1 mm nao
apresentam atividade antibacteriana, zonas de inibicd 28mm apresentam
atividade antibacteriana pequena, zona de inibicdo drbream apresentam
atividade antibacteriana moderada, zona de inibicdo erfiren®-apresentam
atividade antimicrobiana alta e zonas de inibicdo maiar@mm apresentam
forte inibicdo antibacteriana.

No presente estudo, os 6leos que apresentaram halo deoirdbigda

de 6mm foram considerados com potencial acao antiizatie

4.4. Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos OEs
ativos

Os testes de concentracdo inibitéria minima foram reakzadm os
Oleos que apresentaram atividade antibacteriana nodestidéusdo em agar
pela metodologia padronizada de microdiluicdo em caldo enoptécas de 96
pocos, segundo a metodologia descrita por Benfatti dom@dores (2010),
com modificacdes. Primeiramente, foi realizada urhacdo seriada dos Oleos
essencias de canela, cravo, orégano e tomilho, onde a 166 BHI foram
adicionados 100 pL de OKjlesta solucdo, 100 pL foram retirados e
homogeneizados com 100 pL de meio de cultura no poco segelialsim
sucessivamente, obtendo-se assim concentraces de OEOdendg/nL, 5
mg/mL, 2,5 mg/mL, 1,25 mg/mL, 0,625 mg/mL, 0,312 mg/mL, 0,156 mg/mL e
0,078 mg/mL. Para a determinagcdao da CIM do controle posita/
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concentragéo inicial foi de 0,6 mg/mL. A estas conced#s de OEs foram
adicionados 100 pL de suspenséo bacteriana ajustada paeatcag@o final

de 1(55 UFC/mL. Como controle negativo, foi utilizado o soheent

dimetilsulféxido (DMSO), sem o 6leo essencial e comdrote positivo foram
adicionados 10 pL de gluconato de clorexidina a 0,12% (Ped®3aOs
testes foram realizados em duplicata.

A microplaca foi mantida em estufa a 37 °C por 24 h. Apésagio,
foram adicionados 20uL do sal MTT (3-{4,5-dimetiltiazol-2-A}5-
difeniltetrazolium bromide) (2,0 mg/mL) e a microplacaifcubada por mais
30 minutos.

A CIM baseia-se na capacidade da succinato desidrogenase, uma
enzima do ciclo de Krebs ativa em mitocondrias viaveigateerter o sal de
tetrazolium (MTT), que é hidrossoluvel e de cor amarela, cristais de
formazan, que sao insoluveis em agua e de cor azubedessa conversdo
indica a atividade mitocondrial que somente as célulagigipossuem.

A determinacdo da CIM foi qualitativa e visual, uma vez qu@a;0os
com bactérias viaveis sdo de coloracdo azul e os mogpshactérias mortas
permanecem com a coloracdo do meio de cultura. Coassdeo valor da
concentracao inibitéria minima a concentracdo do pagocedoracdo seguido
por um poco com crescimento bacteriano.

Para a classificacdo dos valores de CIM, foram corzids valores de
CIM abaixo de 0,5 mg/mL como forte inibicdo, valoresO¢e mg/mL a 1,5
mg/mL relacionados com inibicdo moderada e valores acinfgsdeng mL
inibicdo fraca (Aligiannis et al., 2001).

Na figura abaixo (Figura 4), podemos observar um exemplesqaema da
CIM.
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Figura 4 Esquema da placa de ELISA para determinacédo da CIM. lBogos
coloracdo amarela possuem bactérias mortas e pocoscalomacdo azul
bactériais metabolicamente ativas.

4.5. Avaliacdo dos Oleos essenciais ativos sobre os biofilmes bacterianos
pré-formados

A avaliacdo dos Oleos essenciais ativos sobre os bafilbacterianos
pré-formados foi determinada segundo a metodologia cesooit Klein e
colaboradores (2015), com modificacdes. Foram utilizadag@ess S. aureus
ATCC 25923, S. mutans ATCC 25175 e Enterococcus sp. Em microplacas de
96 pocos, foram adicionados 100 puL de meio de cultura BHem@ritado
com 0,25% de glicose (BHIg) e 100 uL de uma suspensdo baateria
correspondente a 1QFC/ mL. A microplaca foi incubada a 37°C por 24 horas
e logo apos foi feita a leitura de absorvancia a 600 nrieieon de ELISA para
confirmar a presenca de crescimento bacteriano no meiocultura. O

sobrenadante foi retirado dos poc¢os cuidadosamentam fadicionados 200
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puL de BHIg juntamente com os OEs nas seguintes concgestag¢ XCIM,
2XCIM, CIM, 1/2CIM e 1/ACIM. A microplaca foi incubada por 6ras, o
sobrenadante foi novamente retirado e os pocos flaraados 3 vezes com 200
puL de tampdo PBS 1X em pH 7,4. Logo apés, todos os pocaos fmados
com 200 pL de cristal violeta (CV) 0,1% por 30 minutos. O ercdssCV foi
removido lavando-se 0s pogos por trés vezes com 200 |dgute destilada.
Finalmente, 150 pL de etanol 95% foram adicionados nos pogp®< 45
minutos, foram feitas as leituras de absorvancia no ¢ompto de onda de
560 nm com agitacdo por 10 segundos. O controle negativo aomEsBHI.

Os testes foram realizados em triplicata.

4.6. Avaliagcdo da interagdo entre os 0leos essenciais ativos e a clorexidina

O método de checkerboard, que € comumente utilizado pardanvsl
inibicdo interativa, foi utilizado para determinacdo deergismo entre o
antisséptico bucal (clorexidina) e os Oleos essenciaigg@sentaram halos de
inibicdo com didmetro superior anén.

Em microplaca de 96 pocos, um volume de 100 pL de caldo &HI f
distribuido em cada poco. O antisséptico bucal comeRsdgiogard® foi
adicionado (100 pL) ao longo dos pocos da primeira colunauea
concentracdo correspondente a 8XCIM, e diluido serialmeoteixo das
abscssicas. Terminada a distribuicdo do antisséptigleooessencial (somente
os Oleos ativos) foi adicionado (100 pL) na primeira lidhaplaca em uma
concentracdo de 4XCIM, e diluido serialmente no eixo dasnadds.
Realizadas as diluicbes, o controle e o OE estardobdigtois nos pocos em
concentracfes variando de 2X até 1/8X CIM. Uma suspenséeribnatde S.
mutans ATCC 25175 correspondente & WFC/ mL foi preparada. e desta
suspensao foram pipetadas 100uL em cada poco. As placasificugradas
por 24h a 37°C. A avaliacdo da multiplicacdo bacteriandeftai utilizando a
adicdo de 20 pL de MTT (2 mg/mL) nos pocos, e incubandaca gl 37°C por
30 minutos.

Na figura abaixo (Figura 5) estdo descritos 0s esquemasuddes das

amostras nos pocos apoés as diluicBes da clorexidlna éleos essenciais.
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A CIM da interacdo entre o antisséptico e o Ole@resal provém da
combinacdo de ambos na menor concentracdo que inibivestiroento
bacteriano. Os efeitos das combina¢cdes foram avaliados@ello do indice
CIF (concentracdo inibitoria fracionaria) para cadanltioacdo usando as
formulas abaixo. Para o método utilizado, as intesagde interpretadas com
base no XCIF, quando este valor é < 0,5, considera-se a interacdo como
sinergismo; para 0,5< XCIF < 1 a interacdo ¢ aditiva; para 1< XCIF < 4 a
interacéo indiferente; e valores maiores que 4 saganismo (Palaniappan &
Holey, 2010).

CIF (antisséptico) = CIM (antisséptico) em combinacao

CIM (antisséptico) sozinho

CIF (6leo essencial) = CIM (6leo essencial) em combinagéo

CIM (6leo essencial) sozinho

indice de CIF =X = CIF (antisséptico) + CIF (6leo essencial)

4.7. Selecdo e manipulacédo dos cremes dentais

Os cremes dentais foram manipulados utilizando os éleasxcesse

ativos sendo eles os 0Oleos de C. zeylani@)n, caryophyllatag), O.
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vulgare @) eT. vulgaris Q). A composicéo e quantidade dos componentes
utilizados se encontram descritos na Tabela 3.

Tabela 3Composicao e quantidade dos componentes usados na fornudacao
cremes dentais a base dos Olessenciais ativos.

Cremes Dentais
Composi¢do (Tubos
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Carbonatode| 190 190 190 190 190 190 190 190 190 190
céalcio 19%

200 200 200 200 200 200 200 200 200 200
sorbitol 20%

lauril sulfato d¢ 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12
sodio po6 1,2%

Carboximetil 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
celulose 2%

goma xantana| 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
1%

sacarina 0,1%| 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Metilparabeno| 1,5 15 15 15 15 15 15 15 15 15
0,15%
3

Glicerina 3% 30 30 30 30 30 30 30 30 O 30

agua purificad{ 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000

gsp
Concentraca 2+5+8
3e5% 2% 5 g 9 245 8+9 2+9 5+ +9 BR

* Oleos essenciais ativodmistura dos 6leos; BR pasta pura sem os 6leos
essenciais

Pesaram-se os componentes da formulacdo. Aqueceu-se 7@yuala
purificada da formula a é’ﬂ:, apos, incorporou-se a carboximetilcelulose,

goma xantana, sacarina, carbonato de calcio e metipaalCom agitacao
contante incorporou-se o0 sorbitol a mistura antemoten formada, ate
completa homogeneizacdo. Apdés a homogeinizacdo admsesn 0 agente
tensoativo no umectante (glicerina) e homogeneizeg® novamente
lentamente até a formacado da pasta. Deixou-se afpasi@ia em repouso por
no minimo 24 horas, sendo em seguida envazada para esgacamento.
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4.8. Avaliagéo da atividade antibacteriana dos cremes dentais

Amostras de 1 g de creme dental formuladas com os és=esiciais a
3% e 5% foram diluidos em 2 mL de solucdo salina 0,85% esténto em
seguida homogeneizadas em vortex e centrifugadas a 400r X poinutos
com o objetivo de precipitar particulas sélidas do décitf O sobrenadante
foi retirado e armazenado para posterior analise.

A atividade antibacteriana dos 18 cremes dentais foiealaakegundo a
técnica de difusdo em &gar pelo método hole plate em meio BHhd® a
metodologia descrita por Bauer e colaboradores (1966), modificacdes.
Apos multiplicagdo por 24 h a 37 °C, os isolados bactesi@@omutans ATCC
25175, S. aureus ATCC 25923, Lactobacilys e Enterococcus sp.) foram
diluidos para a concentragéo final de6 10]:C.mL'1 e 134 pL das bactérias
foram acrescidas a 20 mL de meio agar BHI. ApOs solidéeaguros de
aproximadamente 5 mm de diametro e 3 mm de altura foraos fleo agar.
Foram inoculados em cada poco 10 pL do Oleo essenc@nuntracdo de
100 mg/mL’, creme dental sem 6leo essencial como controle megati
gluconato de clorexidina a 0,12% (PerioGard®) como contrositiym As
placas foram colocadas em estufa de crescimento a d¥eight. Para testes
com S. mutans foi utilizada jarra de anaerobiose. Apospes&mio, os halos de
inibicdo foram medidos em milimetros. O teste foi realiz em triplicata.
Foram considerados como potencial atividade antibactehn@loa de inibicao
acima de 6 mm.

As médias dos halos de inibicdo advindas dos tratamentas for
submetidas a analise de variancia (ANOVA) e teste de Tuk&Yoade

significancia.

4.9. Avaliacado dos cremes dentais sobre o biofilme bacteriano pré-formado

A avaliacdo dos cremes dentais sobre os biofilmes wwbsr pré-
formados foi determinada segundo a metodologia descrita Kpein e
colaboradores (2015), com modificacdes. Foram utilizadag@ess S. aureus
ATCC 25923, S. mutans ATCC 25175 e Enterococcus sp. Em microplacas de
96 pocos, foram adicionados 100 pL de meio de cultura BHemgritado
com 0,25% de glicose (BHIg) juntamente com 100 uL de uma s@dspens

bacteriana correspondente & 16FC/mL. A microplaca foi incubada a 37°C
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por 24 horas e logo apés foi feita a leitura de absor@an6D0 nm em leitor de
ELISA para confirmar a presenga de crescimento baotensmn meio de
cultura. O sobrenadante foi retirado dos pocos cuidadosanm® foram
adicionados 200 pL de BHIg juntamente com o sobrenada¥ecimes
dentais centrifugados nas concentragcfes de 3% e 5%. Aophaica foi
incubada por 6 horas, o sobrenadante foi novamentad@te os pocos foram
lavados 3 vezes com 200 pL de tampdo PBS 1X em pH 7,4. Logot@gds
0s pogos foram corados com 200 pL de cristal violeta (G por 30
minutos. O excesso de CV foi removido lavando-se 0s pogo$rgs vezes
com 200 pL de &gua destilada. Finalmente, 150 puL de etanol 9%% for
adicionados nos pocos e apd6s 45 minutos, foram feitas itasade de
absorvancia no comprimento de onda de 560 nm com agitacéo gegurilos.
O controle negativo consistiu de BHI. Os testes foranezsstds em triplicata.

4.10. Analises cromatograficas dos Oleos essenciais

Os cromatogramas dos Oleos essenciais adquiridos pelasesas
Laszlo e Ferquima foram emitidos pelas proprias empresasandises
cromatograficas dos demais 0leos, incluindo os que apaesenatividade,
foram realizadas em equipamento CG-EM SHIMADZU GCMS-QP5050A do
Departamento de Quimica da UFV, coluna cromatografica DB-80d& de
comprimento e 0,25mm de diametro interno e 0,5 micromd&aspessura do
filme. As condicGes usadas foram temperaturas de 220 getorj modo split

(razdo: 15), com 40 °C iniciais por 2 minutos acrescidos depgdr@inuto até

240 °C, durante 10 minutos. O fluxo do gas foi de 1,8 m[.lmin

4.11. Andlises Estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de variancia e asasmédi
comparadas pelo teste de Tukey<R,05) com o software estatistico SAS
(SAS Institute, 199 Neste teste, as amostras com o mesmo iraticd ndo
diferem estatisticamente entre si e as amostras indibes diferentesbcd

diferem estatisticamente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Avaliagdo da atividade antibacteriana dos 6leos essenciais

Os treze Oleos essenciais foram avaliados em relacatvidade
antibacteriana pelo método de difusdo em &gar e os Qle® apresentaram
atividade antibacteriana foram submetidos ao teste deemwacdo inibitoria
minima (CIM) e avaliac@o da atividade antibiofilme.

Apenas os 6leos de canel®),(cravo ), orégano § e tomilho @)
apresentaram atividade antibacteriana frente as bac&rieptococcusutans
ATCC 25175, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus sp. e
Lactobacillus sp.

A Figura abaixo (Figura 6) mostra os resultados dos testelifusao
em agar para os 6leos essenciais, controle positiviuddizato de clorexidina
a 0,12%) e controle negativo (DMSO).

Figura 6. Atividade antibacteriana dos 6leos essenciais deiral€ty, canela
(2), melaleuca (3), noz moscada (4), cravo (5) gengibrdaf@yja (7), orégano
(8), tomilho (9) frente as bactérias Lactobacillus sp. (A) Enteousosp. (B)
Streptococcus mutans (C) Staphylococcus aureus (D).

Na Figura 7 estdo apresentadas as meédias dos halos déoiniloig
Oleos essenciais ativos, do controle positivo (diglatmrde clorexidina a
0,12%) e a comparacdo entre as médias obtidas peladee3tekey a 5% de
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probabilidade.

Halo de inibigdo mm
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Figura 7 Halos de inibicdo em milimetros dos O6leos essenciai€.de
zeylanicum 2), E. caryophyllata ), O. vulgare 8), T. wlgaris 9) e
controle positivo (clorexidina) para as bactériseptococcusmutans,
Staphylococcus aureus, Enterococcus sp. e Lactobacillus sp.

No presente estudo, 0s Oleos essenciais que apresentamndehal
inibicdo acima de 6mm foram considerados com potengdal antibacteriana,
assim sendo, os 6leos de C. zeylanic@m Q. wulgare 8) e T. wlgaris 9)
apresentam forte atividade antibacteriana para todaacéérias testadas com
halos de inibicdo entre 8 e 11 mm.

Os resultados referentes a atividade antibacterianaygtdo de difusdo
em agar mostraram que 0s 0Oleos essenciais consideradisticatzente mais
eficazes contra S. aureus foram de C. zeylani@ra Q. vulgare§), seguidos
pelos 6leos de E. caryophyllatd) € T. vulgaris ), para S. mutans o Oleo de
C. zeylanicumZ2) e para Lactobacillus sp. os 6leos essenciais de C. zeylanicum
(2), O. wlgare(8) e T. vulgaris(9) foram os mais eficientes. Para testes com a
bactéria Enterococcus sp. o 6leo essencial C. zeylani@inmdo diferiu
estatisticamente do controle positivo (clorexidina), semdmsiderado o
tratamento mais eficaz.

Os 6leos essenciais que apresentaram atividade antida&teno

presente estudo séo utilizados como condimentos nahdietana e, por isso,
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considerados menos nocivos para humanos que a maiosiaprdalutos
sintéticos (Tunc et al., 2000). A comprovacao atravestleles cientificos das
atividades biolégicas de Oleos essenciais sao interesspats representam
uma alternativa segura e economica para a substituicaodigqs sintéticos.

Diaz e colaboradores (2007) em estudo utilizando o método dédlifus
em agar demostraram atividade significativa dos Odlecenegis de C.
zeylanicume E. caryophyllata sobre a bactéria Streptococcus mutans ATCC
25175. Greatt e colaboradores (2014) avaliaram a atividade cietibaa do
Oleo de C. zeylanicum pelo método de difusdo em agar eceaeaifn que o
mesmo apresentou atividade antibacteriana contra a iba&#gterococcus
faecalis ATCC 29212, com halos de inibichio de 13mm, semelhaot
encontrado no presente estudo.

Ghabraie e colaboradores (2016) em estudo utilizando trésdose
incluindo ensaio de difusdo em agar, avaliou as atividadesienatbianas de
32 OEs contra 5 agentes patogénicos alimentares, entretajgs/&coccus
aureus ATCC 29213 e concluiram que os 0Oleos de C. zeylagricumlgare e
T. wulgaris apresentaram atividade contra a bactéria Susiukanibicdo de S.
aureus ATCC 25923 também foi descrita por Pereira e caldtwas (2008)
em estudo que avaliou o efeito inibitério dos 6leos esssra@gaCymbopogon
citratus (capim-liméo), Origanum wulgare (orégano) e Syzygium aromaticum

(cravo-da-india).

5.2. Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos OEs
ativos

A concentracdo inibitéria minima € definida como a menor
concentracdo em que um composto apresenta inibicdo da atibaetdeiana.
Assim, quanto menor for a concentragdo de um composto agaepara a
inibicdo, melhor serda a sua atividade antibacteriangrieente estudo, o teste
de concentracdo inibitéria minima foi realizado somenta os 6leos que
apresentaram acao antibacteriana no teste de difos&ma e os resultados

estdo expostos na tabela abaixo (Tabela 4).
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Tabela 4 Concentracao Inibitéria Mimina (CIM) dos 6leos essesciivos
frente as bactérigStreptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Lactobacillus
sp. e Enterococcus sp.

Bactérias
Oleos essencia _
S. mutans S. aureus Lactobacillussp Enterococcussp
CIM (mg/mL)

C. zeylanicum2) 0,156 0,625 1,250 0,625
E. caryophyllatag)| 0,625 1,250 2,500 2,500
O. wlgare §) 0,625 0,625 1,250 0,625
T. wulgaris 0) 1,250 1,250 0,625 1,250
Clorexidina 0,005 0,005 0,005 0,005

De acordo com o critério estabelecido para a avaliac&iMagodemos
observar que o 6leo essencial de C. zeylani@nagresentou inibicdo forte
com valor de CIM de 0,156 mg/mL para a bactéria Streptococcus motans
oleos deO. vulgare(8) e T. wulgariq9) apresentaram inibicio moderada para
todas as bactérias, com valores variando de 0,625 a 1,25 negtmbleo
essencial de E. caryophyllatgh) apresentou inibicdo moderada para as
bactérias S. mutans (0,625 mg/mL) e Staphylococcus aureus (1,25 neg/mL)
inibicdo fraca para Lactobacillus sp. (2,50 mg/mL) e Enterococcug,§o.
mg/mL).

A forte inibicdo do Oleo essencial de canela para gbacS. mutang
um dado interessante frente a importancia dessa lBactériformacdo do
biofilme dental e lesdes cariosas (Bueno-Silva et al., 2013)

O interesse por agentes antibacterianos naturais tenendado e
estudos das atividades antibacterianas desses produtos véntralehoogue
0s mesmos apresentam eficacia frente a diferentesorganismos. A
utilizacdo de plantas medicinais no tratamento e préeede patologias da
cavidade bucal apresenta véarias vantagens em relacé@iaaoemnto alopatico,
entre elas o menor custo e a menor toxicidade (Franta 20@v).

Fani e colaboradores (2011) em estudo utilizando o métoddMe C
descreveu a atividade antibacteriana do 6leo de C. zeylanantna a bactéria

S. mutans isolada de dentes cariados. Ja o Oleo essbndialcaryophyllata
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foi ativo contra S. mutans apresentado MIC de 0,6 mg/ml &ilvet al.,
2010), valor semelhante ao encontrado em nosso estudo.

Da mesma forma, o Oleo essencial de T. wulgaris apresatitodade
inibitoria contra as bactérias S. mutans ATCC 25175 e 8uaukTCC 25923
atraves das técnicas de CIM e CBM (Freire et al., 20143aetos e
colaboradores (2010) reportaram que o 6leo de T. vulgaris pocorporado a
enxaguatorio bucal inibiu a bactéria S. mutans ATCC 25175 pelodméte
CIM.

Unlu e colaboradores (2010), em estudo utilizando o 6lemaabeas
cascas de C. zeylanicum identificaram atividade antibantecontra a bactéria
S. aureus ATCC 29213 e encontraram um valor de CIM de 0,56Ling/que
se assemelha ao encontrado no presente estudo. Jovatkiaceadores (2011)
concordam que o Oleo essencial de O. wulgare foi eficazacanbactéria S.
aureus com valor de CIM de 0,78 mg/mL, valor similar ao €nado no
presente estudo.

Diversos estudos na literatura utilizando CIM descreverefativa
inibicdo de S. aureus pelos 6leos essenciais de @nimym (Lopez et al.,
2007; Probst et al.,, 2011; Barbosa et., 2015) O. vulgare (Lopalz, @007,
Oliveira et al., 2009; Costa et al., 200Rifer] et al., 2009; Sokovi¢ et al., 2010;
Silveira et al., 2012; Pesavento et al., 2015; Miller et28115), T. wulgaris
(Hoferl et al., 2009; Sokovi¢ et al., 2010; Sienkiewicz et al., 2011; Pesavento et
al., 2015) e E. caryophyllata (Hernandez-Ochoa et al., 2014).

Como em nosso estudo, Enterococcus sp. foi inibida pelos Oleos
essenciais de T. vulgaris (Sienkiewicz et al., 2011) e Warseum (Urbaniak
et al., 2014) pelo método de CIM.

O 6leo essencial de O. wulgare inibiu Lactobacillus acidophillus (Miller
et al.,, 2015) e Lactobacillus plantarum (Silveira et al., 2012), e ddeC.
zeylanicune T. wulgaris apresentaram atividade antibacteriana congeedies
espécies de Lactobacillus (Dunn et al., 2016).

Os resultados demostrando a eficacia antibacterianalelos @éssencias
de canelad), cravo b), orégano §) e tomilho Q) utilizados no presente estudo
corrobam com resultados descritos na literatura tornasdoroa possivel
alternativa para aplicacdo nas industrias farmacéutidas,alimentos e

cosméticas, devido aos seus efeitos bioldégicos compravados
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5.3. Avaliagdo dos Oleos essenciais ativos sobre o biofilme bacteriano pré-
formado

A avaliacdo dos 6leos essenciais ativos sobre oiniésf foi realizada
utilizando as bactérias Streptococcus mutans ATCC 25175, Staphylococcus
aureus ATCC 25923 e Enterococcus sp. Nao foi utilizada a bactéria
Lactobacillus sp. pois a mesma nao forma biofilme.

Quanto menor a concentracdo do 6leo essencial utilizadairplbir o
biofilme, mais forte é considerada a inibicao. Nas figataaixo (Figuras 8, 9 e
10), estdo representadas as atividades antibiofilme dos esdsesciais de C.
zeylanicum 2), E. caryophyllata §), O. wulgare 8 e Thymus wulgaris9)
sobre S. mutans, S. aureus e Enterococcus sp.

80 -
°
S 707
=
£ 60 - ,
2 Holeo 2
gg“ 30 1 moleo 5
E 40 - oleo 8
?30 30 - oleo 9
=
)
5]
5 20 -
e

10 -

0 4
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Oles Essenciais

Figura 8 Porcentagem de inibicdo dos Oleos essenciais de [@niaym @),
E. caryophyllata §), O. vulgare 8) e T. wulgaris 9) sobre o biofilme pré-
formado de Streptococcus mutans utilizando valores de CIM (coacaaot
inibitéria minima).
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Figura 9 Porcentagem de inibicao dos 6leos essenciais de C. zeyta@), E.
caryophyllata ), O. vulgare 8) e T. wlgaris 9) sobre o biofilme pré-formado
de Staphylococcus aureus utilizando valores de CIM (concentiaibitoria

minima).
= Oleo 2
mOleo 5
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Figura 10 Porcentagem de inibicdo dos Oleos essenciais de [@nieym @),
E. caryophyllata §), O. vulgare 8) e T. wulgaris 9) sobre o biofilme pré-
formado de Enterococcus sp. utilizando valores de CIM (coragEuatr
inibitéria minima).

Os resultados da atividade antibiofilme dos 6leos essersoai® o
biofilme pré-formado de S. mutans (Figura 8) indicaram que oe8lsencial de
T. vulgaris @) reduziu 72% do biofilme dessa espécie na maior concentracédo
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testada, 4XCIM (5mg/mL), porém, sendo considerado um inilfidmo. Por
outro lado o éleo essencial de E. caryophyll&)dnibiu o biofilme em todas as
concentragdes testadas, variando de 39,2% a 45,6% e aprdeatus valores
de CIM fortes, sendo eles 0,312 mg/mL (1/2CIM) e 0,156 mg/mL (1/4CI1&1)
0 Oleo essencial de C. zeylanicug) ifibiu a o biofilme de S. mutans de 35,4%
a 43,3% em quatro das cinco concentracdes testadas senaatrosvalores de
CIM utilizados considerados fortes inibidores (0,312 mg/mL (2XCI0J156
mg/mL (CIM), 0,078 mg/mL (1/2 CIM) e 0,039 mg/mL (1/4 CIM).

Os Oleos essenciais de C. zeylanicljy €. caryophyllata §), O.
vulgare B) e Thymus wulgaris9) inibiram o biofilme pré-formado de S. aureus
de 92,3% a 95% (Figura 9). O 0leo essencial de C. zeylan®)uend. vulgare
(8 foram considerados inibidores fortes em duas coragigs utilizadas
sendo elas 1/2 CIM (0,312 mg/mL) e 1/4 CIM (0,156 mg/mL) e o Olek.de
caryophyllata ) e Thymus vulgaris9) em uma concentracéo, correspondente
a 1/4 CIM (0,312 mg/mL).

Para a bactéria Enterococcus sp. 0s 6leos essenciaiszdglahicum
(2), E. caryophyllata ) e O. wulgare &) apresentaram atividade antibiofilme
em todas as concentracdes testadas, tendo o Oleciakde. zeylanicum 2)
apresentado inibicdo variando de 35%, a 47%, o Oleo deyeptgitata 6) de
21% a 47% e o 6leo de O. wlgaB) e 43% a 60%. Ja o Oleo de Thymus
vulgaris @) ndo apresentou atividade na menor concentracdo testada, sua
maior inibicdo referente a 53% na maior concentratifizada (Figura 10). O
O0leo de O. wulgare8j e de C. zeylanicum2) apresentaram duas inibicoes
fortes sobre o biofilme de Enterococcus sp. sendo elas 1/Z@3¥2 mg/mL)

e 1/4CIM (0,156 mg/mL).

No presente estudo, os Oleos essenciais testados agpraseatividae
contra o biofilme pré-formado das trés bactérias utilizadasnelhor resultado
foi obtido para a bactéria Staphylococcus aureus ATCC 25923 orgleatre
Oleos inibiram em torno de 90% do seu biofilme.

A formacdo de biofilmes é um fator chave no estabetaion e
persisténcia de infeccbes causadas por microrganismosresihgimanos e em
animais (Konto-Ghiorghi et al., 2009). Doencas da cavidadeonab carie e a
doenca periodontal estdao diretamente relacionadas carapacidade das

bactérias formarem biofilme (Rosan & Lamont, 2000).
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A significativa inibicdo do biofilme de S. aureus em nosstaido € um
dado interessante frente a importancia dessa espétézidnaa, ndo sé para a
area odontolégica mais para a area de saude em geral ja gquee$s é uma
bactéria normalmente comensal mais que pode causar doaggdas e
cronicas graves, com potencial risco de morte, sendo amegato com
antibiéticos frequentemente ineficaz devido ao desenvoltonda estirpes
resistentes (Otto, 2010; DeLeo et al., 2010).

Como em nosso estudo, Filoche e colaboradores (2005) avalkera
efeitos do O6leo essencial de C. zeylanicum sobre biofilndefgpmado de
Streptococcus mutans ATCC 25175. O biofilme pré-formado foi estab®lec
em placa de microtitulacdo de 96 pocos e incubado por 24.hGEmo
resultado, os autores demostraram que o Oleo de C. meyfamipresentou
significativa atividade contra o biofilme dessa espécie.

Ciandrini e colaboradores (2014) em estudo avaliando o®%fdd
carvacrol, composto presente nos 0leos essenciais gienoré tomilho, sobre
biofilmes pré-formados de patdgenos orais entre eles S. miTa®S 25175
concluiram que esse composto mostrou atividade inibitonaao biofilme da
bactéria S. mutans. O eugenol, componente majoritarioedoedisencial de E.
caryophyllata também reduziu biofilmes de S. mutans em estudzadEajpor
Adil e colaboradores (2014).

Nostro e colaboradores (2007) avaliaram a atividade antih®fdo
O0leo de O. wulgare e dos compostos carvacrol e timol sestigpes de
Staphylococcus epidermidesS. aureus isoladas a partir de infeccées oculares
onde os isolados foram cultivados em placas de migiat#o e incubados por
24 h para a formacdo do biofilme. O valor de CIB foi determinado
demostrando que os Oleos testados promoveram baixa farrdachiofiime
frente as estirpes utilizadas.

Na literatura e possivel encontrar estudos demostrandefetava
atividade antibiofilme dos 6leos essenciais de T. vulgariséz-SAnchez et
al., 2015) O. vulgaré€Schillaci et al., 2013), E. caryophyllagaC. zeylanicum

(Budri et al., 2015) sobre biofilmes de S. aureus.
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5.4. Avaliagdo da interagdo entre os 6leos essenciais e a clorexidina

Para a avaliacdo da interacdo entre os Oleos edsemnti@os e a
clorexidina foi utilizado o método checkerboard, conhecwima: tabuleiro de
damas.

Na tabela abaixo (Tabela 5) encontra-se os resultadastetacdo entre os
Oleos de C. zeylanicun2), E. caryophyllatag), O. vulgare 8) e T. wilgaris
(9) com a clorexidina sobre a bactéria Streptococcus mutans.

Tabela 5 Interagdo entre os Oleos essenciais ativos e axadima sobre
Streptococcus mutans.

Oleo essencial | Antisséptico  CIF CIF S CIF Interacao
bucal (Antis.) (6leo)
C. zeylanicum | PerioGard® 2 0,125 2,125 Indiferente
E. caryophyllata| PerioGard® 0,125 2 2,125 Indiferente
O. wlgare | PerioGard® 1 0,5 1,50 Indiferente
T. vulgaris PerioGard® 0,125 0,125 0,25 Sinergismo

A interacdo entre Oleos essenciais podem produzirediies efeitos,
entre eles o sinergismo, que ocorre quando a combinacaddedssé maior do
gue a soma dos efeitos individuais (Toroglu, 2011; Herman 046).

De acordo com o critério estabelecido para avaliatesi@gdo entre os
Oleos essenciais e a clorexidina observou-se sinengyia o 6leo essencial de T.
vulgaris(9) com clorexidina, com umCIF de 0,25.

Esse resultado € muito interessante jA que a clonexidi um dos
antissépticos bucais mais utilizados para prevencao eleoda placa dentaria,
porém seu uso diario pode desencadear efeitos colai@iasejaveis como
manchas nos dentes e na lingua, perda do paladar e sensgg@in@éeEao na
mucosa oral. Por isso, outras formulacdes tém sidendelvidas para melhora
desses aspectos, mantendo-se o adequado controle da @rdagdlaca
bacteriana na cavidade oral (Marinho & Araujo 2007). Conatoegexidina é
eficiente no controle da placa bacteriana uma ass@ei desta com Oleos
essenciais que reconhecidamente possuem atividade antieneaqimde vir a
reduzir a concentracdo de clorexidina usada e assim, mamirseus efeitos
colaterais.

A clorexidina tem sido associada a 0leos essenciaisapalservagéo
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de sinergismo, como em estudo realizado por Hendry e catidres (2009)
utilizando o ensaio de tabuleiro de damas, que concluiu gclerexidina

apresentou efeito sinergistico associado ao éleo dépamao composto 1,8-
cineol contra uma ampla gama de microrganismos nas fqulaastonicas e

sésseis, entre eles Staphylococcus aureus.

5.5. Avaliagdo da atividade antibacteriana dos cremes dentais

Os 18 cremes dentais foram avaliados em relagdo a atvidad
antibacteriana pelo método de difusdo em &gar utilizasdmicrorganismos
Streptococcus mutans ATCC 25175, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Lactobacillus sp. e Enterococcap Antes, porém, os cremes dentais foram
diluidos e centrifugados para a retirada de particulas solida

As Figuras 11, 12, 13 e 14 mostram os resultados dos testesisiodif
em agar para os cremes dentais com 6leos essenciaignuastracoes de 3%

e 5% e controle positivo (clorexidina) e a comparacdie exs médias obtidas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Como ja descrito, halos de inibicdo acima de 6mm foransiderados
como potencial atividade antibacteriana.

14 -

. 3 %
12 - 5 o4 a a
10 4

Halo de inibigao em mm

I IRy

Cremes dentais "I’f) Cf

Figura 11 Médias dos halos de inibicdo (milimetros) dos cremetaden 3%e
5% frente a bactéria Streptococcus mutans: C. zeylani2unk ( caryophyllata
(5), O. wlgare §), T. vulgaris 9).
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De acordo com as analises estatisticas apresentadagire1ll, pode-se
observar que a maioria dos cremes dentais, puros e @uiagées, nao
apresentaram diferencas estatisticas entre si fadmaetéria S. mutans. Apenas
o creme dental com 6leo essencial de oréeg@ne {omilho @) a 5% e o creme
dental com o0s quatro Oleos associados a 3% apresentdifarancas
estatisticas, sendo considerados os tratamentos irares.

O critério estabelecido para avaliar a atividade antiiaote evidenciou
gue os cremes dentais de can@pa 3% (7mm) e a 5% (7,3mm), cravd) @
5% (7mm), orégand8) (6,66mm), tomilho 9) a 5% (7,3mm) e crav(b) +
orégandg8) (6,66mm) apresentaram significativo potencial de inibicdo.
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Figura 12 Médias dos halos de inibicdo (milimetros) dos cremetadea 3% e
5% frente a bactéria Staphylococcus aureus: C. zeylanic@n [E.
caryophyllata §), O. vulgare 8), T. wlgaris 9).

Para a bactéria S. aureus a associacao dos 6leosigssega cravoy) +
orégano 8 nas concentracbes de 3% e 5%, foram estatisticammaais
eficazes seguidas pelos cremes dentais com a associacdo dos (lests
essenciais (Figura 12).

Quanto aos valores dos halos de inibicdo, treze doseb@srdentais

foram considerados com potencial atividade antibacteriana.
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Figura 13 Médias dos halos de inibicao (milimetros) dos cremes idem@®6 e
5% frente a bactéria Lactobacillus sp. C. zeylanicBmE. caryophyllatag),
O. wulgare §), T. wulgaris 9).

Os cremes dentais mostraram similaridade de acordo comméises
estatisticas para inibicdo de Lactobacillus sp. (Figura 13).

No entanto, apenas 0s cremes dentais com 6leo essincahelad) a
3% (7mm) e 5% (7,3mm) e com o 6leo essencial de tom@ha 6% (7mm)

foram considerados com potencial atividade antibacteriana.
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Figura 14 Médias dos halos de inibicdo (milimetros) dos cremes demtb e
5% frente a bactéria Enterococcgs C. zeylanicum2), E. caryophyllatag),
O. wulgare 8), T. wlgaris 9).

Os cremes dentais que foram estatisticamente melhpeza

Enterococcus sp. foram os cremes dentais incorporados cordedtemilho
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(9) a 3% e 5%, seguidos pelos cremes dentais com dle@da @) (3% e
5%), cravo ) (3% e 5%), orégan®B) (3% e 5%) e cravos] + orégano &)
(3%). (Figura 14).

Os cremes dentais de caneld & 5% (7mm) e tomilho9) a 3%
(7mm) e a 5% (7,3mm) foram considerados com signifigatagao
antibacteriana, devido aos seus halos de inibicdo eséaiema de 6mm.

O uso de fitoterapicos naturais com atividade antibacterpade
contribuir para o controle do crescimento microbiano aa&idade oral,
minimizando os transtornos causados pelo uso de antibac®rgintéticos
(Salgado et al., 2006).

Oliveira e colaboradores (2008) utilizando o método de difasdidgar
avaliou a atividade antibacteriana dos OEs de Cymbopogon citrepsn(
limdo), Eugenia caryophyllata (cravo) e Cinnamomum zeylanicum é&anel
puros e incorporados a geéis dentais sobre as bactéaasgémnicas
Streptococcus mutans ATCC 25175 e Lactobacillus casei isolado a partir do
produto lacteo Yakult 40 e demostraram que tanto os Oleaxegsauanto 0s
géis inibiram ambas as bactérias. A média do haloibiedo do gel dentifricio
contendo Oleo essencial de cravo foi de 7mm para arisaSténutans, sendo o
mesmo halo de inibicdo encontrado no presente estudo.

Estudo in vitro realizado por Goncalves e colaboradores (2011)
utilizando o ensaio de diluicdo em caldo concluiu que o éfsencial de
tomilho e cremes dentais incorporado com 6leo de tomilbh®a5% e 10%
apresentaram atividade antibacteriana contra a ba&#&gatococcus mutans
ATCC 25175, sendo observadas atividades inibitérias em ambas as
concentragoes.

A eficacia dos cremes dentais utilizados em nosso esicmioeu em
ambas as concentracdes, 0 que € interessante vistormgeroa concentracao
pode ser considerada viavel tanto em termos de custo comeremms de

palatabilidade.

5.6. Avaliacdo dos cremes dentais sobre o biofilme bacteriano pré-formado

A avaliacdo dos cremes dentais nas concentracoes 3% doi5

realizada com os biofilmes pré-formados das bactéri@ptBtoccus mutans
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ATCC 25175, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Enteroc®ruds

resultados estao expressos nas figuras 15, 16 e 17.
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Figura 15 Porcentagem de inibicdo dos cremes dentais a 3% e 58 gob
biofilme pré-formado de Streptococcus mutar@. zeylanicum %), E.
caryophyllata §), O. vulgare §), T. wulgaris 9).
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Figura 16 Porcentagem de inibicdo dos cremes dentais a 3% e 58 sob
biofilme pré-formado de Staphylococcus aure@ zeylanicum %), E.
caryophyllata §), O. vulgare §), T. wulgaris 9).
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Figura 17 Porcentagem de inibicdo dos cremes dentais a 3% e 58 gob
biofilme pré-formado de Enterococcsis: C. zeylanicumZ), E. caryophyllata
(5), O. wulgare §), T. wlgaris ).

Para os testes de atividade de inibicdo do biofilme préafdondos
cremes dentais contra a bactéria S. mutans (Figura 1Bjvohbsse que os
cremes dentais com a associacdo dos quatro Oleos assdwicmuito eficaz,
inibindo 100% do biofilme, seguido pelo creme dental contételn de cravo
(5) a 3% (96%) e a associacao de crajor(tomilho @) a 3% (92%).

Os cremes dentais que apresentaram maior atividade cobioéilme
de S. aureus (Figura 16) foram os que continham d6leo de Grad% (68%)
e 5% (64%), orégand®) a 3% (67%), canela2) + cravo b) a 3% (66%) e
cravo b) + orégano &) a 3% (62%). De modo geral, 12 dos 18 cremes dentais
inibiram em mais de 50% o biofilme de S. aureus.

Para inibicdo do biofilme pré-formado de Enterococcus sp. (FigOra
0s cremes dentais mais ativos foram os de orédgare 3% (65%) e cravd)

+ orégano §) a 3% (64%), porém todos os cremes dentais obtiveramdea
45% de acao sobre o biofilme dessa espécie.

A comparacdo dos resultados dos testes com o0s crenmaisde
utilizados no presente estudo com trabalhos da literatucarse dificil devido
a escassez de estudos semelhantes, porém, estudos coes clembais
contendo Oleos essenciais e extratos visando atividadésofimes tem
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apresentado resultados promissores, como o estudo regliaadghayegh e
colaboradores (2008) que verificaram que a incorporacao ake ésdsenciais de
Mentha piperita (hortela-pimenta) e Cuminum cyminum (cominho) mese
dentais reduziu o biofilme dental de Streptococcus mugaBseptococcus
pyogenes em estudo in vivo. J4& Santamaria e colaboradores (2014)
demonstraram que gel dental contendo 6leo essencial de bdeladéernifolia

foi eficaz na reducédo do biofilme dental e do numero dén@d de bactérias
cariogenicas.

Enxaguatorios bucais a base do extrato de aroeira e do edbato
camomila mostraram-se eficazes no controle da placartza@, bem como no
tratamento da gengivite cronica em estudo in vivo realizado Lpts e
colaboradores (2013).

No presente estudo foi observado que ambas as concentragg@onds
dentais (3% e 5%) foram eficazes contra as bactarasgénicas, o0 que indica
gue a concentracdo ndo influenciou a atividade biologicanc@dees e
colaboradores (2011) também concluiram que a menor doacgo (1%) do
creme dental contendo Oleo essencial de Thymus vulgari@ofaficaz quanto
as concentracfes maiores (5% e 10%) em estudo in vitraamtibzcepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175.
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5.7. Andlise cromatografica dos 6leos essenciais

Na tabela abaixo (Tabela 5) estdo descritos o0s priscipai
componentes majoritarios dos treze 6leos essenciisdbis no presente

estudo.

Tabela 6 Principais componentes dos 6leos essenciais estudados.

Nome comum

Nome cientifico (familia)

Componentes majoritarios

Alecrim (1)

Canela (2)*

Melaleuca (3)

Noz moscada (4)

Cravo (5)*

Gengibre (6)

Laranja (7)

Orégano (8)*

Tomilho (9)*

Tangerina (10)

Lima (11)

Eucalipto limao

12)

Horteld-pimenta
(13)

Rosmarinus officinalis
(Labiatae)

Cinnamomum zeylanicun
(Lauraceae)

Melaleuca alternifélia
(Myrtaceae)

Myristica fragrans
(Myristicaceae)

Eugenia caryophyllus
(Myrtaceae)

Zingiber officinale
(Zingiberaceae)

Citrus sinensis (Rutaceag

Origanum vulgare
(Lamiaceae)

Thymus wvulgaris
(Lamiaceae)

Citrus reticulata
(Rutaceae)

Citrus aurantifolia
(Rutaceae)

Eucalyptus citriodora
(Myrtaceae)

Mentha Piperita
(Lamiaceae)

1,8<ineol (41,2%), a-pineno
(14,3%), canfora (11, 4%).

E-cinamaldeido (69,65%),
acetato de cinamila (6,60%8),
linalol (5,85%).

Terpinen-del (47,14%),-
terpineno (21,63%), 4-(+)-
careno (8,50%).

Sabineno (19,9%)-pineno
(16,4%), miristicina (15,0%).

Eugenol (90,84%), cariofileno
(6,60%),a-cariofileno (1,12%).

Zingibereno (33%)/3-
sesquifelandreno (12%);
bisaboleno (10%), canfeno
(8%), mirceno (7%).
Limoneno (95,48%), mirceno
(2,10%).

Carvacrol (46,81%), p-cimeno
(17%), cariofileno (6,64%),
timol (6,62%).

Timol (48,43%), p-cimeno
(28,81%),5-linalol (6,05%), -
terpineno (3,85%).
d-limoneno (87,44%), m-cimen
(5,91%) miraceno (1,28%).

d-limoneno (54,10%)3-pineno
(13,59%),y-terpineno (12,64%).

Citronelal (73.37%), citronelol
(6,93%),dl-isopulegol (6,4%)

Mentol (55%), mentona (25%),
acetato de metilo (10%).

*Oleos essenciais ativos
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5.7.1 Cromatograma do 6leo essencial Cinnamomum zeylanicum (Canela)
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Figura 18 Cromatograma do 6leo essencialklienamomum zeylanicum.

Tabela 7 Principais componentes encontrados no 6leo essenciaC.de
zeylanicum.

indice de
similaridade
Pico | Tr (min) Composto (%) % IK IK*
1 12.649 0-cimeno 97% 1.51 1.017 |1.016 [1]
beta-
2 12.813 felandreno 92% 1.29 1.021 |1.023 [2]
3 12.891 eucaliptol 96% 1.40 1.023 (1.025[3]
4 16.274 B-linalol 97% 5.85 1.095 | 1.098 [1]
E-
5 24403 cinamaldeidg 97% 69.65 1.272 | 1.268 [4]
6 28.008 eugenol 97% 4.94 1.354 | 1.356 [5]
7 28.596 a-copaeno 93% 2.67 1.368 |[1.376 [5]
8 30.393 B-cariofileno 96% 2.23 1.410 |(1.418[5]
acetato de
9 31.683 cinamila 96% 6.60 1.442 | 1.443 [5]
o
5 |

E-Cinamaldeido

B-Linalool OCHg3;

OH

9
(") Eugenol

c
S

Acetato de cinamila

Figura 19 Compostos majoritarios encontrados no 6leo essenciaC.de
zeylanicum.
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5.7.2 Cromatograma do 6leo essencial de Eugenia caryophyllata (Cravo)
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Figura 20 Cromatograma do 6leo essencialElegenia caryophyllata.

Tabela 8 Principais componentes encontrados no 6leo essenciak.de
caryophyllata.

Tr indice de
Pico| (min) Composto similaridade (%) % IK IK*
1 |[28.289 eugenol 97% 90.84 | 1.361 | 1.356 [1]
2 |30.434| p-cariofileno 96% 6.60 | 1.411 | 1.418[1]
3 |31.813| a-cariofileno 96% 1.12 | 1.445 | 1.444 (2]
4 136.936 | Ox. de cariofileno 94% 1.20 | 1.567 | 1.572[3]
1
CH
2
X
CH,
OCH, H,C” :
OH CH3
Eugenol B-cariofileno

Figura 21 Compostos majoritarios encontrados no O6leo essenciak.de
caryophyllata.
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5.7.3 Cromatograma do 6leo essencial Origanum vulgare (Orégano)
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Figura 22 Cromatograma do 6leo essencialQiéganum vulgare.

Tabela 9Principais componentes encontrados no 6leo essendialddgare.

Pico Tr Composto % indice de IK IK *
(min) similaridade
(%)
1 10.459 B-pineno 2.64 94% 968 964 [1]
2 | 12.680 0-cimeno 17.00 97% 1.018 1.016 [2]
3 12.852 d-limoneno 1.58 96% 1.022 1.031 [3]
4 12.926 eucaliptol 2.75 96% 1.023 1.025 [4]
5 14.283 | y-terpineno 4.27 97% 1.053 1.055 [5]
6 | 16.296 B-linalol 5.83 97% 1.096 1.098 [2]
7 | 18.189 Canfora 1.24 96% 1.136 1.139 [5]
8 | 19.249 | (1S)-borneol | 2.20 97% 1.159 1.160 [6]
9 19.823 | terpinen-4-ol | 1.30 97% 1.171 1.178 [7]
10 | 25.328 timol 6.62 97% 1.292 1.290 [8]
11 | 25.942 carvacrol 46.81 95% 1.306 1.299 [9]
12 | 30.418 | pB-cariofileno 6.64 96% 1.410 1.418 [10]
13 | 31.812 | B-humuleno | 1.60 96% 1.445 1.440 [10]
oxido de
14 | 36.938 cariofileno 2.28 93% 1.574 1.572 [4]
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Figura 23 Compostos majoritarios encontrados no oOleo essenciaD.de
vulgare.
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5.7.4 Cromatograma do 6leo essencial Thymus wulgaris (Tomilho branco)
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Figura 24 Cromatograma do 6leo essenciallthymus vulgaris.

Tabela 10Principais componentes encontrados no 6leo essenciaMdigaris

indice de
Pico Tr Composto % similaridade IK IK *
(min) (%)
1 8.706 a-pineno 2.10 97 926 926 [1]
2 12.781 0-cimeno 28.81 96 1.020 1.016 [2]
3 12.972 eucaliptol | 1.33 96 1.024 1.039 [3]
4 14.315| y-terpineno | 3.85 97 1.053 1.074 [3]
5 16.342 B-linalol 6.05 98 1.097 1.098 [2]
6 25.521 timol 48.43 97 1.296 1.290 [4]
7 25.773 carvacrol 2.83 95 1.302| 1.299 [5]
4
2
orto-cimeno y-terpineno 6
OH
B-Linalool Timol

Figura 25 Compostos majoritarios encontrados no 6leo essencialvlggaris
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No presente estudo, os resultados das anélises cromatagdids 6leos
essenciais demostraram que os principais compostos desdeacial de C.
zeylanicum foram E-cinamaldeido (69,65%), acetato de cina®88%), beta-
linalol (5,85%) e eugenol (4,94%) (Figura 19 e Tabela 7).

Andrade e colaboradores (2012) identificaram 14 constitumaesleo
essencial das cascas da C. zeylanicum, sendo os fenilpidgsndE)-
cinamaldeido (77,72%) e acetato de (E)-cinamila (5,99%) os cemiEsnmais
abundantes. Estes dados se assemelham aos encontgol@sente estudo.
Feniman e colaboradores (2012) também encontraram urcenpamgem do
composto cinamaldeido (67,58%) semelhante. Da mesma forma, éJnl
colaboradores (2010) identificaram como componente réjorido Oleo
essencial de C. zeylanicum o cinamaldeido, perfazendo 68,9%%nslituicao
do oOleo.

Os componentes majoritarios do oleo Elecaryophyllata encontrados
no presente estudo foram eugenol (90,84%)cariofileno (6,60%) (Figura 21
e Tabela 8).

De forma semelhante ao presente trabalho, Maida e cratidres
(2014) identificaram como metabolitos principais do Olecersdal de E.
caryophyllata §) o composto eugenol (85%), um fenilpropandide tipico, e 0
composto p-cariofileno (9%), um hidrocarboneto sesquiterpenico. També
Pereira e colaboradores (2008) encontraram como compeoma abundante
do dleo essencial de E. caryophyllata 0 composto eugenolz@adia 86,3%
da constituicdo do oOleo. Da mesma forma, Silvestri labovadores (2010)
identificaram o eugenol (90,3%) ¢ B-cariofileno (4,83%) como componentes
majoritarios do Oleo essencial de E. caryophyllata.

O Oleo essencial de O. vulga® @presentou como componentes mais
abundantes os compostos carvacrol (46,81%) e o-cimeno (17(Bigua 23 e
Tabela 9). Novak e colaboradores (2003) investigando comporgmtékeo
essencial de O. wlgare de diferentes origens, identificavagomposto
carvacrol como majoritario, tendo duas das amostrasexpezlo valores de
carvacrol (44,2% e 53,5%) semelhantes aos encontradpsesente estudo
(Figura 23 e tabela 8).

JA o0 Oleo essencial de T. wulgaris apresentou 0s comptistol
(48,43%), p-cimeno (28,81%)p-linalol (6,05%), y-terpineno (3,85%),

carvacrol (2,83%) e-pineno (2,10%) como componentes abundantes (Figura
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25 e Tabela 10), assim como reportado por Carvalhoaba@ldores (2015)
gue identificaram os compostos timol (43,19%), p-cimeno (28,55%0),
terpineno (6,36%), linalol (5,57%), carvacrol (3,14%y-pineno (2,60%) e
Hoferl e colaboradores (2009) que encontraram os compasimy4i3,4%), p-
cimeno (23,5%) e o carvacrol (4,1%), como componentgsritarios.

Existe uma variabilidade na composicdo quimica do Olem@sseeT.
vulgaris que poderia ser explicada devido a existéncia de quinsiatifgoentes
(De Lisi et al., 2011). O quimiotipo consiste em uma vaoag@logica do
mesmo Oleo essencial e 0 quimiotipo usado neste toalalltaracteriza por
uma quantidade elevada do composto timol. (Ballester-@bsig 2013).

Alguns autores relatam que as atividades biolégicas de &sesaiais
estdo relacionadas com a atividade dos componentesitéragsr De fato,
diversos estudos demonstraram que esses compostos apeaseatividade
guando testados separadamente, porém, essas atividathésntgpmdem ser
atribuidas a possiveis interacdes entre todos os cemigsn(Bassolé et al.,
2010; Herman et al., 2016).

Desta forma, estudos que envolvem atividades antimicrobidaas
produtos naturais devem conter, de preferencia, as analisescag das
substancias testes, pois assim se torna possivel icimtifs componentes
majoritarios e a associacdo com as atividades biaédg®imdes et al., 2004).

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de O. vulgaie
vulgaris € atribuida principalmente ao carvacrol e timgle exibem
significativa  atividade quando testados separadamente, atuando,
principalmente, na parede celular, modificando sua pernaedelie causando
a perda de material celular tais como ATP e acido rmaclévarino et al.,
2001; Friedman et al., 2002; Burt, 2004, Trombetta et al., 2005)o! Teém
carvacrol apresentam estrutura semelhante, porém émend quanto a
localizac&o do grupo hidroxila no anel fendlico (Lamie¢rl., 2001).

Em relacdo ao 6leo essencial de C. zeylanicum, podeivssrvar
relatos de maior quantidade de canfora na casca de rmigesol nas folhas, e
cinamaldeido na casca, sugerindo diferentes perfis de atii@adenwald et
al., 2010). Os componentes majoritarios, entre eles cldefda e eugenol,
atuam principalmente provocarndo danos a estrutura da pareddavec Ja o
Oleo essencial de E. caryophyllat) {em sua atividade biologica atribuida a

presenca de eugenol, que tem demonstrado propriedades anglggsicas
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inflamatéria e antibacteriana (Matan et al., 2006; Henaiga & Doble, 2009;
Rhayour et al., 2003; Yehouenou et al., 2012).

6. CONCLUSAO

Os 6leos essenciais de C. zeylanic@n@. vulgare §) e T. wulgaris 9)
inibiram todas as bactérias cariogencias utilizadapnesente estudo pelo
método de difusdo em &gar, sendo elas S. mutans ATCC 251@byebis
ATCC 25923, Lactobacillus sp. e Enterococcus sp. Os menores valdZélgl da
foram obtidos pelos OEs de C. zeylaniciingara S. mutans, T. vulgariS)(
para Lactobacillus sp. e pelos 6leos de C. zeylani2um Q. vulgareg) para
S. aureus e Enterococcus sp. Em relacdo a atividade antibiafgnideos
essenciais de C. zeylanicu®) ¢ E. caryophyllatad) foram os mais eficazes
contra S. mutans, os quatro 6leos ativos mais ativogaconbiofiime de S.
aureuse C. zeylanicum Z) e O. vulgare § foram os mais eficazes contra
biofilme de Enterococcus sp.

No teste de sinergismo foi verificada a presenca de s@nenire o 0leo
de T. vulgaris 9) associado a clorexidina.

Em relacdo aos cremes dentais observamos que a atividade
antibacteriana e antibiofilme dos mesmos ndo foram demees da
concentracao visto que os cremes dentais em amicas@ntracdes utilizadas
(3% e 5%) apresentaram atividades biolégicas significaidagorma geral, as
associacfes ndo potencializaram os efeitos dos cremiessderas atividades
biolégicas tanto dos cremes dentais quanto dos Oleesciss variaram de
acordo com o teste utilizado e a bactéria testada.

Concluimos com o presente estudo que o0s Oleos essedeiais.
zeylanicum 2), E. caryophyllata %), O. wlgare 8 e T. wulgaris 9)
apresentaram atividade antibacteriana e antibiofilme tra&orbactérias
cariogénicas tanto puros quanto incorporados aos crememis] sendo
considerados agentes promissores para o emprego em prodbigie ke oral.
Entretanto, estudos mais detalhados in wra vivo bem como estudos de
avaliacdo de toxicidade devem ser realizados visando umaglaagiicacéo

profilatica e/ou terapéutica.
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1. Introduction

The use of plant extracts as antimicrobial agents has been increasing every daily. Currently,
these applications are mainly found in dentistry with the increased use of plant extracts in
toothpastes for both adults and children. This finding results from the fact that the oral cavity
is considered a favorable environment for the colonization and growth of a wide range of
microorganisms, bacteria being the most common [1, 2]. One of the core arguments for the
pharmaceutical industry to use toothpastes made from plant extracts is that they can act as
antibiotics, analgesics, sedatives, and anti-inflammatories, in addition to being less likely to
cause side effects. In the case of toothpastes for children's use where the presence of tfluoride
can lead to fluorosis, the presence of extracts with antimicrobial activity is quite interesting,
given that these combat microorganisms by preventing the formation of biofilms [3].

The presence of microorganisms in the physiology of the oral cavity is essential for normal
development, since most species are commensal microorganisms. In some cases, these
microorganisms contribute to preventing the establishment of pathogenic microorganisms [4].
However, some of these microorganisms are considered to be opportunistic pathogens that
play an important role in the etiology of periodontitis and dental caries, which are believed to
be the most prevalent diseases in the world [5]. These microorganisms have also regularly been
involved in the etiology of a number of systemic diseases, such as respiratory infections,
infective endocarditis, and cardiovascular diseases [6, 7].

Dental caries is a complex oral disease, caused mainly b_v dental plaque. Dental plaque has
been described as an ordered structure in which the primary colonizers are Actinomyces and
Streptococci. These microorganisms bind tightly to one another, in addition to the solid tooth
surface, by means of an extracellular matrix consisting of polymers of both host and microbial
origin [8-10]. The formation of dental plaque includes a series of steps that begins with the
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