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RESUMO

O uso de medicacgao intracanal € preconizado em alguns casos para maximizar 0 processo
de desinfeccdo e alcangar o sucesso do tratamento endoddntico. Embora o hidroxido de
calcio seja a medicacdo mais utilizada atualmente, ainda ha uma preocupagao
significativa sobre sua efetividade devido aos casos de reinfec¢do. Diante disso, a busca
por veiculos que potencializem a atividade do hidréxido de célcio tem sido crescente. O
presente estudo tem como objetivo avaliar o potencial antimicrobiano do 6leo essencial
de Lippia origanoides (OELO) e sua associagdo ao p6 de hidroxido de calcio sobre o
biofilme multiespécie de 21 dias de Enterococcus faecalis € Candida albicans. O 6leo
das folhas de L. origanoides foi extraido por hidrodestilagdo e a analise quimica dos
constituintes realizada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.
Foi realizada a atividade antimicrobiana do 6leo por microdilui¢do em caldo para
determinar a concentragao inibitoria minima (CIM) e a concentragao letal minima (CLM).
Foi avaliado o efeito sinérgico do composto natural com a Clorexidina (CHX) pelo
método de Checkerboard, para determinar se os compostos seriam testados associados ou
isolados. A atividade antibiofilme foi avaliada in vitro, a partir dos testes com cristal
violeta, MTT e microscopia e ex vivo, onde foi formado o biofilme multiespécie em raizes
de dentes humanos unirradiculares e realizado o tratamento utilizando o 6leo essencial de
Lippia origanoides, clorexidina e propilenoglicol como veiculos para o hidroxido de
calcio, para avaliar a atividade antibiofilme nesse teste foram realizadas coletas
microbioldgicas antes e apds os tratamentos e em seguida realizada as contagens das
unidades formadoras de colonia. Foram realizados testes de citotoxicidade com eritrocitos
e fibroblastos. Os resultados mostraram que o 6leo essencial de L. origanoides tem como
composto majoritario o Timol (94,53%). Quanto a atividade antimicrobiana, o OELO
apresentou CIM de 1,250 pg/ml para E. faecalis e 312 ng/ml para C. albicans. O OELO
e a CHX nao apresentaram efeitos sinérgicos de acordo com o calculo do ICIF, apesar de
ter uma redugdo na CIM dos dois compostos quando combinados, diante disso optou-se
por realizar os testes antibiofilme com os compostos separados, utilizando a clorexidina
apenas como controle. Quanto atividade antibiofilme, os grupos tratados com o6leo
essencial, tanto in vitro como ex vivo, apresentou maior redugdo do biofilme multiespécie
formado, sendo promissor na terapia endodontica. Com relagado a atividade hemolitica, o
oleo apresentou CLso de 3.610 pug/ml, enquanto a clorexidina apresentou CLso de 688
png/ml, sendo 6leo menos toxico do que a CHX. No ensaio com os fibroblastos o perfil
foi semelhante, com o 6leo apresentando-se menos toxico que a clorexidina. A partir dos
resultados desse estudo € possivel concluir que o 6leo essencial de L. origanoides, como
veiculo para o hidroxido de célcio, exerceu bons efeitos antibiofilme frente ao biofilme
maduro de E. faecalis e C. albicans. Diante disso, o 0leo essencial de L. origanoides é
um agente promissor no processo de desinfeccao do sistema de canais radiculares.

Palavras-chave: antibiofilme; fibroblastos; hidroxido de calcio; medicagdo intracanal,
produtos naturais.



ABSTRACT

The use of intracanal medication is recommended in some cases to maximize the
disinfection process and achieve successful endodontic treatment. Although calcium
hydroxide is the most widely used medication today, there is still significant concern
about its effectiveness due to cases of reinfection. Therefore, the search for vehicles that
enhance the activity of calcium hydroxide has been increasing. The present study aims to
evaluate the antimicrobial potential of Lippia origanoides essential oil (LOEO) and its
association with calcium hydroxide powder on the 21-day multispecies biofilm of
Enterococcus faecalis and Candida albicans. The oil from the leaves of L. origanoides
was extracted by hydrodistillation and the chemical analysis of the constituents was
performed by gas chromatography coupled with mass spectrometry. The antimicrobial
activity of the oil was performed by broth microdilution to determine the minimum
inhibitory concentration (MIC) and minimum lethal concentration (MLC). The
synergistic effect of the natural compound with Chlorhexidine (CHX) was evaluated by
the Checkerboard method, to determine whether the compounds would be tested
associated or isolated. The antibiofilm activity was evaluated in vitro, based on tests with
crystal violet, MTT and microscopy and ex vivo, where the multispecies biofilm was
formed in roots of single-rooted human teeth and treatment was performed using Lippia
origanoides essential oil, chlorhexidine and propylene glycol as vehicles for calcium
hydroxide. To evaluate the antibiofilm activity in this test, microbiological collections
were performed before and after treatments and then the colony forming units were
counted. Cytotoxicity tests were performed with erythrocytes and fibroblasts. The results
showed that the essential oil of L. origanoides has Thymol as its major compound
(94.53%). Regarding antimicrobial activity, OELO presented MIC of 1.250 pg/ml for E.
faecalis and 312 pg/ml for C. albicans. OELO and CHX did not present synergistic
effects according to the ICIF calculation, despite having a reduction in the MIC of both
compounds when combined. Therefore, it was decided to perform the antibiofilm tests
with the compounds separately, using chlorhexidine only as a control. Regarding
antibiofilm activity, the groups treated with essential oil, both in vitro and ex vivo,
presented a greater reduction in the multispecies biofilm formed, being promising in
endodontic therapy. Regarding hemolytic activity, the oil presented LC50 of 3,610 pg/ml,
while chlorhexidine presented LC50 of 688 pg/ml, being the oil less toxic than CHX. In
the fibroblast assay, the profile was similar, with the oil being less toxic than
chlorhexidine. Based on the results of this study, it is possible to conclude that the
essential oil of L. origanoides, as a vehicle for calcium hydroxide, exerted good
antibiofilm effects against the mature biofilm of E. faecalis and C. albicans. Therefore,
the essential oil of L. origanoides is a promising agent in the process of disinfection of
the root canal system.

Keywords: antibiofilm; fibroblasts; calcium hydroxide; intracanal medication; natural
products.
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1 INTRODUCAO

O tratamento endoddntico tem como objetivo reduzir a infecgdo dos canais
radiculares e impedir que haja reinfec¢do por meio do desbridamento quimico-mecanico
e selamento hermético dos condutos (Polyzos et al, 2018). A permanéncia dos
microrganismos no interior do canal radicular ap6s o tratamento primario resulta em
infec¢des secundarias ou persistentes, sendo o principal fator que leva ao insucesso do
tratamento (Nayaranan; Vaishnavi, 2010).

As infec¢des secundarias ou persistentes sdo de carater polimicrobiano, com
predominancia de bactérias Gram-positivas e fungos (Lopes; Siqueira Jr, 2015). Esses
microrganismos se aderem as paredes do canal radicular em forma de biofilme, o que
contribui para uma resisténcia de 10-100 vezes maior a respostas imunes do hospedeiro
e ao tratamento, representando um desafio para desinfec¢do. Além disso, apresentam alta
patogenicidade, sendo capaz de induzir ou perpetuar lesdes radiculares (Gulati; Nobile,
2016; Neelakantan et al., 2017; Yoo et al., 2020).

Enterecoccus faecalis, uma bactéria Gram-positiva, anaerobica facultativa e a
Candida albicans, levedura comumente isolada na cavidade oral, sdo as espécies mais
frequentemente associadas a infecgdes persistentes do canal radicular, apresentando uma
prevaléncia de, respectivamente, 24 a 70% e 1 a 17% das amostras (Siqueira; Rongas,
2004; Nair, 2006; Ghatole et al., 2016; Kumar et al., 2021; Sy et al., 2021). Esses
microrganismos apresentam caracteristicas semelhantes que permitem sua permanéncia
no interior dos canais radiculares, dentre elas a capacidade de invadir tibulos dentinarios,
nao necessitar de suporte para sua sobrevivéncia, sobreviver a elevados niveis de pH, a
altas temperaturas e em ambientes pobres de nutrientes (Prada et al., 2019; Alghamdi,
Shakir, 2020; Yoo et al., 2020).

Diante disso, o preparo quimico-mecéanico € o método principal para reduzir a
microbiota de dentes infectados, mas em alguns casos ndo ¢ o suficiente para obter a
antissepsia necessaria para o sucesso do tratamento, sendo indicado o uso da medicagao
intracanal (Zancan et al., 2016). Atualmente, o hidroxido de calcio [Ca (OH)?] tem sido
a medicacdo mais favoravel devido suas propriedades fisicas, bioldgicas e
antimicrobianas, que ¢ resultante da dissociacdo idnica dos fons Ca?>" e OH™ quando em
contato com fluidos, tornando o pH do meio mais alcalino (Siqueira Jr; Lopes, 1999;

Mohammadi; Dummer, 2011). O uso desse composto requer a associagdo com um



veiculo, que pode ou ndo ter acdo antimicrobiana e exerce um importante papel na
velocidade do processo de dissocia¢ao (Pedrinha ef al., 2022).

Apesar de suas excelentes propriedades, alguns estudos mostram uma agao
limitada do hidroxido de calcio, acredita-se que isso ocorra devido aos mecanismos de
sobrevivéncia que os microrganismos envolvidos na infec¢ao intracanal apresentam. Com
isso, varias substancias com a¢do antimicrobiana tém sido testadas como veiculo com o
intuito de potencializar a acdo da medicagdo (Siqueira Jr; Uzeda, 1997; Al-Sabawi,
Mohammad; Shehab, 2020). De acordo com resultados recentes da literatura, o Ca (OH)?
quando associado a veiculos biologicamente ativos, como o paramonoclorofenol e a
clorexidina, apresenta uma maior eficacia na redu¢ao dos microrganismos envolvidos na
infeccdo endodontica (Harshitha; Ranjini; Nadig, 2022; Khan et al, 2022; Ratih;
Mulyawati; Fajrianti, 2022).

Levando em considera¢do as limitagdes das medicagdes ja utilizadas, varios
compostos fitoterapicos tém sido estudados de forma isolada ou combinados com as
medicagdes j& existentes a fim de melhorar o prognostico do tratamento endoddntico.
(Veras et al., 2014; Shakya et al., 2019; Santana Neto ef al., 2020; Cosan et al., 2022). Os
produtos naturais, em especial os Oleos essenciais, sdo conhecidos por sua ampla
atividade antibacteriana, bem como atividade antifiingica. Além disso, s3o compostos que
apresentam excelentes propriedades, como biocompatibilidade, propriedades biologicas
e fisicas favoraveis, e 6timo custo-beneficio (Agnihotri ef al., 2022).

Lippia origanoides, comumente conhecida como ““alecrim pimenta” € um arbusto
da familia Verbenacea encontrado na regido do Nordeste brasileiro. Suas folhas produzem
6leo essencial que apresentam, em sua composi¢do quimica, compostos como o timol,
carvacrol, p-cimeno, B-cariofileno e 1,8-cineol, que atuam sinergicamente possibilitando
excelentes atividades antimicrobianas, tendo agdo efetiva contra bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas, protozoarios e fungos, além de apresentar propriedades anti-
inflamatoérias e antioxidantes (Fontenelle et al., 2007; Freires et al., 2015; Melo et al.,
2019; Shakya et al., 2019). Devido sua ampla atividade, L. origanoides ¢ uma das plantas
medicinais mais exploradas no Brasil. No entanto, ndo existem estudos na literatura que
avaliem os efeitos do 6leo essencial de L. origanoides como veiculo para medicagao
intracanal sobre microrganismos resistentes do canal radicular. Nesse contexto, esse
agente natural surge como uma alternativa vidvel para o desenvolvimento de

medicamentos endodonticos.
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Diante disso, em fun¢do da resisténcia de alguns microrganismos ao preparo
quimico-mecanico, da importancia do uso da medicacao intracanal como coadjuvante no
controle das infec¢des endodonticas e das limitagdes das medicagdes ja utilizadas no
tratamento de canal, torna-se evidente a importancia de avaliar o efeito do dleo essencial
de L. origanoides sobre a viabilidade do biofilme multiespécie de E. faecalis e C.

albicans.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Biofilme endodontico

A infeccdo endodontica é caracterizada pela penetragdo de microrganismos da
cavidade oral no interior dos canais radiculares, podendo ser classificada em infecc¢des
primarias, onde os microrganismos penetram por meio de caries profundas, traumatismos
dentarios ou iatrogenias, gerando um processo de inflamag¢dao e subsequente necrose
pulpar, ou infec¢des secundarias/persistentes, que sdo caracterizadas pela recontaminagao
do sistema de canais radiculares apds o tratamento (Ricucci; Siqueira, 2013; Larsen;
Fiehn, 2017).

Etiologicamente, essa infec¢do se correlaciona com a presenca de biofilmes, que
sdo comunidades microbianas sésseis que se formam ao longo da parede dos canais e sdo
compostas por multiplas espécies envoltas de uma matriz extracelular (Mohammadi, et
al., 2013). Os microrganismos em estado de biofilme sdo capazes de sobreviver a
condigdes ambientais e de dificil crescimento, além de apresentar alteragdes nas taxas de
crescimento e expressao genética, tornando-as mais resistentes (Neelakantan ez al., 2017).

Essa resisténcia estd associada a presenga da matriz extracelular, que ¢ uma
estrutura composta por proteinas, polissacarideos, lipidios ¢ DNA extracelular que
fornecem protecdo aos estresses ambientais como mudancas de pH, choque osmotico e
radiacdo. Além disso, permite a troca metabdlica entre os microrganismos da mesma
espécie e de espécies diferentes, permitindo que microrganismos com diferentes
condig¢des de crescimento sobrevivam em seus proprios microambientes (Fleming, 2016;
Fleming; Rumbaugh, 2017; Neelakantan et al., 2017).

O desenvolvimento dos biofilmes ocorre gradualmente, inicialmente os
microrganismos planctonicos se aderem a uma superficie e a medida que essas células se
aderem de forma irreversivel formam microcolonias e secretam a matriz extracelular,
sendo essa fase crucial para a transicdo de células planctonicas para células sésseis
(Verderosa, 2019). Apdés o desenvolvimento das microcolonias formadas e do
estabelecimento de sua arquitetura, o biofilme passara pelo processo de maturagdo, no
qual ocorrerd um aumento notavel na estratificacdo e apds atingir o pico de densidade
celular, transforma-se em uma comunidade tridimensional, que serd regulada pelo
Quorum sensing (QS), mecanismo quimico de comunicagdo entre 0s microrganismos

presentes no biofilme. Por fim, ocorre a dispersdo do biofilme maduro, onde
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microcoldnias de células da comunidade primaria vao sendo liberadas e passam a se aderir
em outras superficies, propagando a infec¢do, como mostra a figura 1 (Ramakrishnan et

al., 2022; Yang et al., 2024).

Figura 1- Fases de formacdo do biofilme
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(Yang et al., 2024)

O biofilme endoddntico ¢é caracterizado pela presenca de multiplas espécies, no
qual nas infec¢des primarias hd uma predominancia de bactérias anaerobias, que incluem
bactérias Gram-negativas, como Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis,
Prevotella, Tannerella forsythia e Treponema, e bactérias Gram-positivas, com
predominancia das espécies do género Actinomyces, Streptococcus, Enterococcus e
Propionibacterium, além da presenca de leveduras (Narayanan; Vaishnavi, 2010).
Enquanto as infecgdes secunddrias ha predominancia dos microrganismos capazes de
sobreviver a condigdes adversas (Lukic et al., 2020).

Dentre os microrganismos envolvidos na infeccdo secundaria tem-se
Enterococcus faecalis, que de acordo com alguns estudos ¢ uma das espécies mais
predominante no insucesso do tratamento endodontico (Rdgas; Siqueira, 2012; Endo et
al., 2013). Trata-se de um coco anaerdbico, Gram-positivo e facultativo que ¢
denominado como patégeno oportunista e apresenta fatores de viruléncia significativos
na infeccdo (Salem; Tompkins; Cathro, 2022). Dentre os fatores de viruléncia mais
importantes estdo substincias de agregacdo, adesinas, feromonios, acido lipoteicdico,

superoxido extracelular e enzimas liticas como gelatinase e hialuronidase, que sdo
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responsaveis por ajudar no processo de colonizacdo e competicdo com outros
microrganismos, na resisténcia aos mecanismos de defesa e na producdo de alteracdes
patologicas (Zoletti et al., 2011; Alghamdi; Shakir, 2020).

Além disso, E. faecalis apresenta capacidade de sobreviver em condigdes hostis,
como a niveis elevados de pH, no qual atribui-se essa adapta¢ao a utilizagdo da bomba de
protons, que facilita a regulagcdo do equilibrio citoplasmatico, e em ambientes pobres de
nutrientes, devido a capacidade de usar componentes presentes na dentina e ligamento
periodontal para sua nutrigdo, facilitando a persisténcia no sistema de canais radiculares
(Yang et al., 2024).

Embora a maioria dos estudos seja voltado para pesquisa de bactérias
endodonticas, as leveduras apresentam envolvimento frequente no biofilme endodontico
persistente, com predominancia de C. albicans, espécie comumente encontrada nas
infecgdes orais e em canais infectados (Li et al, 2023). Esse microrganismo tem a
capacidade de colonizar as paredes do canal radicular formando biofilme e possui
coadesdo com algumas bactérias pioneiras para obter a fixacdo necessaria no dente
(Gulati; Nobile, 2016). E importante ressaltar, que assim como E. faecalis, C. albicans
apresenta o mecanismo da bomba de prétons, conseguindo sobreviver a elevados niveis

de pH (Yoo et al., 2020).

2.2 Tratamento endodontico

A infeccdo microbiana dos canais radiculares acomete a polpa dentaria gerando
um processo inflamatorio, que quando ndo tratado se espalha por todo sistema de canais
radiculares resultando em necrose do tecido pulpar e condi¢des inflamatérias na regido
periradicular, sendo necessario intervencdo (Duncan et al., 2023). A inflamagao pulpar
em decorréncia da infeccdo dos canais radiculares ¢ denominada pulpite, enquanto a
periodontite apical ¢ a inflamacao dos tecidos periradiculares causadas por agentes
etioldgicos de origem endodontico (Pitts et al., 2017).

O tratamento endodontico tem como principal objetivo reduzir a niveis
subcriticos, por meio do desbridamento quimico-mecanico, 0s microrganismos
envolvidos na infec¢ao dos canais radiculares, sendo um tratamento bem sucedido quando
realizado de forma adequada, caso contrario, a infeccdo pode persistir, ocasionando

potenciais complicacdes (Sebring et al., 2022).
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O preparo mecanico dos canais ¢ realizado com limas endodonticas e possibilita
a amplia¢do e modelagem do sistema de canais radiculares, sendo um meio poderoso para
remover biofilme (Siqueira Junior et al, 2018). No entanto, limitagcdes, como a
complexidade anatomica dos canais, impedem que os instrumentos alcancem todas as
paredes do canal e 4areas distantes, o que pode implicar na permanéncia dos
microrganismos no interior dos canais radiculares (Arias; Peters, 2022)

Levando em consideracdo que cerca de 35% das superficies do canal permanecem
sem instrumentacao, o uso de substancias quimicas como irrigantes ¢ necessario para
alcangar a desinfec¢do necessaria (Cai et al., 2023). Dentre estas, o hipoclorito de sodio
(NaOCL) e a clorexidina (CHX) sdo as mais utilizadas. O NaOCL ¢é uma substancia que
possui acdo antibacteriana dependente do tempo, volume e concentracdo em que ¢
utilizado e seu mecanismo de agdo ¢ baseado em seu elevado pH, que permite alteracao
na membrana citoplasmatica dos microrganismos, além de agir dissolvendo matriz
organica. Enquanto a CHX apresenta efeito bactericida e bacteriostatico a depender das
concentragdes utilizadas e sua atividade ocorre devido a ligacdo de suas moléculas
cationicas nas paredes extracelulares dos microrganismos, gerando altera¢do no equilibrio
osmoticos das células (Mohammadi et al., 2009; Gomes et al., 2013).

Apesar das excelentes atividades das substancias quimicas ¢ ampla reducao dos
microrganismos apds o preparo quimico-mecanico, estudos mostram que o0s
microrganismos ainda sdo capazes de sobreviver, podendo ser detectados em cerca de
30% a 60% dos canais apds preparo com essas solugdes. Acredita-se que a protecao aos
estresses externos fornecidos pelo biofilme desempenha um papel importante nessa
resisténcia (Rdgas; Siqueira Junior, 2010; Siqueira Junior ef al., 2018). Diante disso, uma
das estratégias para reduzir a microbiota ¢ complementar o preparo quimico-mecanico e
potencializar a desinfec¢do por meio do uso da medicacao intracanal (Vera et al., 2012;

Paiva et al., 2013).

2.3 Medicagao intracanal

A medicacdo intracanal ¢ uma alternativa para potencializar o processo de
desinfeccdo, buscando tornar inerte o conteudo restante apos o preparo quimico-mecanico
do sistema de canais radiculares (Pereira et al., 2019). Seu uso estd relacionado com

melhor reparo dos tecidos perirradiculares e maior chance de sucesso no tratamento de
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canais infectados, sendo indicado em casos de infec¢gdes mais avangadas ou quando ndo
¢ possivel concluir o tratamento em uma Unica visita (Zou et al., 2024).

Os medicamentos intracanais ideais devem apresentar caracteristicas especificas.
Dentre elas ser um agente antimicrobiano eficaz, apresentar a capacidade de neutralizar
toxinas, ser permedvel e fluido, agir como barreira fisico-quimica dentro do canal
radicular e ser de facil remocdo, além disso, deve ser biocompativel com os tecidos
apicais, reduzindo a inflama¢ao nos tecidos sem causar irritagdo e nem interferir no
reparo, cicatrizacdo e formagdo de tecido duro (Zou et al., 2024). Atualmente, existem
uma variedade de medicamentos disponiveis, mas ainda ndo ha um que atenda a todos
esses requisitos, sendo a escolha dependente do diagnoéstico da condigdo dentaria.

Paramonoclorofenol canforado (PMCC), um derivado fendlico, e o tricresol
formalina, um formaldeido, sdo medicamentos intracanal que exercem seus efeitos por
meio do contato direto com os microrganismos ¢ pela liberagao de vapores, apresentam-
se como potentes agentes antimicrobianos, porém além de ndo cumprirem os requisitos
de uma medicagao ideal, ndo apresentam acao seletiva ao conteudo do canal, tendo o seu
uso grande contestacdes devido a reacdes de toxicidade (Lopes; Siqueira, 2010).

Clorexidina, um agente antimicrobiano de amplo espectro, apresenta atividade
bactericida e bacteriostatica, a depender das concentracdes que sdo utilizadas, e ¢é
amplamente utilizada na endodontia como irrigante ou medicagdo intracanal (Gomes et
al., 2013; Bhardwaj et al., 2017). O seu uso apresenta vantagens devido a sua eficaz
atividade antimicrobiana, substantividade e baixa toxidade, porém ¢ incapaz de
neutralizar os restos de tecido pulpar e ndo atua como barreira fisica quando utilizada de
forma isolada, sendo recomendado o uso por curto periodo de tempo ou como veiculo
para o Ca (OH)? (Gomes et al., 2013; Gongalves et al., 2016; Marinho et al., 2018).

Hidroéxido de calcio ¢ a medicagdo mais comumente utilizada na endodontia, além
de exercer efeito antimicrobiano, tem a capacidade de dissolucdo tecidual, inducdo da
formacao de tecido mineralizado, biocompatibilidade e atua como barreira fisica no canal
radicular (Mohammadi; Shalavi; Yazdizadeh, 2012). As propriedades antimicrobianas e
bioldgicas dessa medicagdo derivam de sua dissociacdo idnica, quando em ambiente
aquoso, dos ions Ca 2+ e OH-, que proporcionam um ambiente mais alcalino (Kim; Kim,
2014).

A alcalinizagdo do meio € responsavel pela atividade antimicrobiana da
substancia, gerando uma interrupcao do metabolismo celular e desnaturagdo de proteinas

estruturais, além disso, a presenca de radicais livres originados a partir dos ions hidroxila
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causam danos a membrana citoplasmatica bacteriana e a0 DNA das células (Ordilona-
Zapata et al., 2022). Atribui-se também, a alcalinidade do hidréxido de célcio, a
capacidade que o composto tem de formar tecido mineralizado, pois a alteracdo do pH
estimula a fosfatase alcalina e inibe a fosfate acida de origem osteoclastica (Lopes;
Siqueira, 2010).

A manutenc¢do do pH elevada é de extrema importancia para que o hidroxido de
calcio mantenha sua atividade e dentre os fatores que podem influenciar esta a substancia
em que ele ¢ veiculado para o interior dos canais radiculares (Silveira et al., 2011). Os
veiculos utilizados vao determinar a velocidade do processo de dissociacdo e sdo
classificados de acordo com suas caracteristicas fisico-quimicas, podendo ser
hidrossoluvel (aquoso ou viscoso) ou oleoso, onde quanto mais hidrossoluvel mais rapida
sera a difusdo dos ions e o tempo de acdo frente aos microrganismos (Zancan et al., 2016;
Pedrinha et al., 2022).

Apesar de suas excelentes propriedades, a eficacia do hidréxido de calcio pode ser
limitada, principalmente em infec¢des persistentes, devido a presenca de microrganismos
resistentes (Ricucci et al., 2016; Pereira et al., 2019). Diante disso, o uso de veiculos
biologicamente ativo tem sido uma alternativa para potencializar a atividade da
medicagdo, como clorexidina e PMCC, e além destes, tem sido proposto o uso de produtos
naturais, uma vez que sao potentes agentes antimicrobianos (Barbosa-Ribeiro et al., 2019;

Sy et al., 2021).

2.4 Uso de produtos naturais como medicacio intracanal

Como visto, todas as medicagdes apresentam seus proprios beneficios e
limitagdes, diante disso, diversos estudos surgiram com intuito de desenvolver um agente
eficaz frente microrganismos resistentes, incluindo o emprego de nanoparticulas, fagos,
agentes derivados de plantas e probidticos contra biofilmes (Prada et al., 2019).

O uso de produtos naturais como terapia antimicrobiana tem sido crescente na
odontologia, esses produtos sdao conhecidos por sua ampla atividade antimicrobiana,
biocompatibilidade, propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes, apresentando grande
potencial para facilitar o processo de limpeza e desinfec¢do do sistema de canais
radiculares (Agrawl et al., 2017; Almadi; Almohaimede, 2018).

A Curcuma longa e propolis sdo produtos naturais que apresentam potencial agao

frente ao E. faecalis. Vasudeva et al. (2017) observaram em seus estudos que propolis e
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C. longa apresentaram eficdcia antimicrobiana maior que o hidréxido de célcio nos
periodos testados, indo ao encontro de outros achados da literatura (Saha; Nair; Asrani,
2015). Neste mesmo contexto, Patil et al. (2022) concluiram que apesar de o Ca (OH)?
apresentar reducdo maxima das unidades formadoras de colonia apds 14 dias de
exposicao, o extrato de C. longa apresentou maior efetividade nesse mesmo periodo de
tempo.

Aloe vera, também conhecido como babosa, ¢ um composto fitoterapico bastante
estudado na endodontia, apresenta atividade antimicrobiana contra diversos
microrganismos, além de ser biocompativel e ndo apresentar toxicidade (Amjed et al.,
2017). Diante de suas caracteristicas, Chasemi et al. (2020) avaliaram a sua atividade
antibiofilme como medicamento intracanal. O biofilme de E. faecalis foi formado nos
periodos de 4 ¢ 6 semanas para a realizagdo dos testes e foi possivel concluir que o extrato
natural de Aloe vera apresentou atividade antibiofilme aceitavel, assim como os
medicamentos padrdes, corroborando com outros achados na literatura (Varshini et al.,
2019).

Shakya et al. (2019) também avaliaram o efeito antimicrobiano de dleos essenciais
em diferentes periodos. Os 6leos extraidos das raizes de Chrysopogon zizanioides e flores
de Matricaria chamomilla, foram avaliados nos periodos de 1, 7 e 14 dias e comparados
com clorexidina e hidroxido de calcio frente ao biofilme de E. faecalis. Os resultados do
estudo mostraram que o 6leo essencial de Matricaria chamomilla ¢é eficaz no tratamento
da infec¢do do canal radicular quando comparado com a clorexidina e o hidréxido de
calcio, enquanto o o0leo de Chrysopogon zizanioides nao sustentou sua atividade por mais
tempo, sendo uma desvantagem para o uso como medicacao.

Bardwaj et al. (2017) avaliaram a atividade de 3 extratos naturais como medicac¢ao
intracanal: Neem (Azadirachta indica), Tulsi (Ocimum tenuiflorum) e Guduchi
(Tinospora cordifolia), em comparacdo com Clorexidina a 2%. As solucdes foram
inseridas e mantidas por 48 horas em dentes humanos extraidos, e foi possivel concluir
ao comparar os trés medicamentos fitoterdpicos, que o Neem apresentou potente atividade
antibacteriana, sendo um agente promissor.

Nisina, um peptideo antimicrobiano ¢ eficaz contra microrganismos que
apresentam resisténcia a terapias antibidticas convencionais (Shin ef al., 2016). Nirmata
et al. (2022) avaliaram a atividade antimicrobiana desse composto e foi possivel observar

potente atividade contra FE. faecalis, sendo semelhante a clorexidina 2%, em
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contrapartida, nos estudos de Somanath et al. (2015), a nisina apresentou-se mais potente
que a clorexidina a 2%.

Levando em consideracio que o medicamento intracanal necessita de
caracteristicas especificas e com intuito de potencializar a atividade do Ca (OH)?, alguns
autores sugerem a veiculacdo do pd de hidroxido de célcio em compostos naturais.
Sofianini et al. (2022) compararam o uso da medicacdo com dois veiculos diferentes,
propolis e clorexidina 2%, foi visto que a associacdo com o composto natural apresentou
maior eficacia contra E. faecalis. Em contrapartida, Raoof et al. (2019) concluiram em
seus achados que os extratos metandlicos Myrtus communis L. e Eucalyptus galbie
apresentam potente atividade antimicrobiana, porém nao apresentaram sinergismo com
Ca (OH)?, ndo sendo capazes de eliminar as bactérias quando combinados.

Nesse mesmo contexto, Falcon et al. (2022) avaliaram a eficacia de dois 6leos
essenciais, Cinnamomum zeylanicum e Zingiber officinale, frente ao biofilme de E.
faecalis e compararam a sua atividade quando associado ao hidréxido de calcio. Foi
possivel concluir que o 6leo da canela apresentou potencial terapéutico frente aos
microrganismos e que ndo houve diferenca significativa entre o uso do 6leo sozinho e
associado ao hidréxido de calcio, mostrando potente atividade do produto natural.

Outros Oleos essenciais, como Rosmarinus officinalis L., Zingiber officinale,
Citrus aurantium bergamia e Copaifera officinalis também foram testados como veiculos
para o hidroxido de célcio, sendo a combinagdo desses compostos naturais promissora
para uso como medicacdo intracanal devido sua eficicia contra E. faecalis. Destes
compostos naturais, Rosmarinus officinalis L mostrou-se mais eficaz que os demais (Silva
etal., 2019).

Cosan et al. (2022) também avaliaram o efeito de produtos naturais como veiculo
para o hidroxido de calcio. Foram testados os 6leos essenciais de Origanum dubium e
Mentha spicata frente ao biofilme de C. albicans e E. faecalis, e foi possivel concluir que
0s compostos naturais sao promissores agentes antimicrobianos, porém apresentam maior
eficdcia contra fungos. Vale ressaltar que o oleo essencial da M. spicata mostrou-se mais
potente quando testado como veiculo para o hidréxido de calcio.

Levando em consideracdo o importante papel que o veiculo desempenha nas
pastas de medicacao intracanal, Magalhdes ef al. (2024) avaliaram a atividade do 6leo
essencial da Cyperus articulatus, popularmente conhecido como priprioca, frente ao
biofilme de E. faecalis. O produto natural apresentou excelente efeito antimicrobiano, e

sua associa¢ao com hidroxido de célcio também mostrou alta capacidade de reduzir o
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biofilme maduro de E. faecalis, a medicagao utilizada como controle, Bio-C Temp, teve
um menor efeito antimicrobiano e antibiofilme.

Um outro produto natural promissor € o 6leo essencial de Lippia origanoides, que
apresenta atividade antimicrobiana frente a patdogenos resistentes como Escherichia coli
e Staphylococcus aureus, e vem sendo amplamente estudado na odontologia (Silva et al.,
2024). Além desses, Veras et al. (2014) avaliaram a atividade do 6leo essencial frente ao
biofilme de E faecalis, e foi possivel observar ampla atividade, Prado et al. (2024)
também avaliaram a atividade antimicrobiana de Lippia origanoides e concluiram que o
produto natural apresenta potente atividade frente ao biofilme de C. albicans. Apesar de
ndo ter estudos que avaliem o uso desse produto natural como medicagdo intracanal, a
Lippia origanoides € promissora na terapia endodontica por ter atividade frente a
patdgenos envolvidos na infeccdo secunddria dos canais radiculares.

Diante das desvantagens encontradas na acdo das medicacdes intracanais mais
comumente utilizadas na endodontia, muitos produtos naturais vém sendo estudados com
essa finalidade. A literatura mostra potencial atividade antimicrobiana/antibiofilme de
produtos naturais contra patdgenos constantemente encontrados na infec¢do endodontica,
sendo possivel concluir que essas substancias sdo alternativas potenciais para substituir
ou potencializar os agentes quimicos utilizados atualmente, porém faz-se necessario mais

estudos sobre as propriedades desses produtos naturais e sua atividade in vivo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial antimicrobiano do 6leo essencial de L. origanoides (OELO)

sobre biofilme de E. faecalis e C. albicans e a sua combinac¢ao com hidréxido de calcio.

3.2 Objetivos Especificos

e  Extrair e realizar a caracterizagao quimica do 6leo essencial de L. origanoides;

e Determinar a concentragdo inibitéoria minima (CIM) do oleo essencial de L.
origanoides sobre cepas de E. faecalis e C. albicans;

e Determinar a concentracdo letal minima (CLM) do o6leo essencial de L.
origanoides sobre cepas de E. faecalis e C. albicans,

e  Avaliar o sinergismo entre o 6leo essencial de L. origanoides e a clorexidina sobre
células planctonicas de E. faecalis e C. albicans;

e Avaliar e comparar, in vitro, a atividade do 6leo essencial de L. origanoides sobre
biofilme multiespécie de E. faecalis e C. albicans por meio da quantificacdo da
biomassa e viabilidade celular do biofilme;

e Avaliar e comparar, ex vivo, a atividade do 6leo essencial de L. origanoides como
veiculo para o hidroxido de célcio sobre biofilme multiespécie de E. faecalis e C.
albicans em raizes de dentes humano.

e Avaliar a toxicidade do 6leo essencial de L. origanoides
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4 METODOLOGIA

4.1 Coleta e identificacdo da planta

As folhas da planta L. origanoides foram coletadas na regido da Pedra da
Andorinha, localizada em um distrito de Sobral-Ceara, a 87,8 km da cidade. As folhas
coletadas passaram por autenticagdo ¢ um espécime de comprovante foi depositado no

Herbario Professor Francisco José de Abreu Matos (HUVA).

4.2 Extracao do 6leo essencial

As folhas frescas de L. origanoides foram submetidas a hidrodestilagdo por 2 h em
aparelho de Clevenger modificado. Apos a extracdo, o rendimento e a densidade relativa
foram medidos utilizando a relacao da massa das folhas e da massa do 6leo, bem como o

volume obtido no final do processo.

4.3 Analise dos constituintes quimicos por GC-MS

A analise por GCMS foi realizada em um instrumento Agilent modelo GC-7890B
/MSD-5977A (quadrupolo), com impacto de elétrons a 70 eV, coluna HP-5MS
metilpolissiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, Agilent), gas carreador hélio com fluxo
1,00 mL.min-1, temperatura do injetor 250 °C, temperatura do detector 150 °C,
temperatura da linha de transferéncia 280 °C. Programacao do forno cromatografico:
temperatura inicial de 70 °C, com rampa de aquecimento de 4 °C.min-1 até¢ 180 °C e
acréscimo de 10 °C.min-1 até 250 °C ao término da corrida (34,5 min). A identificagdo
dos compostos foi realizada pela analise dos padrdes de fragmentagdo exibidos nos
espectros de massas com aqueles presentes na base de dados fornecida pelo equipamento

(NIST versao 2.0 de 2012 — 243.893 compostos), € de dados da literatura (Adams, 2017).

4.4 Cepas e condicoes de cultura

Foram utilizadas cepas de E. faecalis: ATCC® 29212™ e de C. albicans: ATCC®
90028™. Os estoques microbianos foram conservados em meio BHI (Brain Heart
Infusion — Difco) com glicerol a 20%. Para reativa-las foram realizadas culturas overnight

para viabilizacdo das cepas microbianas e entdo inoculados 100 pL de cada cepa em
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frascos contendo 10 mL de caldo BHI para E. faecalis e 10 ml de caldo Sabouraud para
C. albicans, em duplicata e incubados a 37° C em aerobiose. Apds a reativagdo, as cepas
foram semeadas em agar BHI e dgar Sabouraud, respectivamente.

Para a confecg¢ao do indculo de E. faecalis e C. albicans, a pureza da cultura foi
verificada e o indculo padronizado para uma densidade Optica de 0,5 na escala de
McFarland, para uma turbidez equivalente a um crescimento de 1x 108 UFC/mLe 1 x 10°

UFC/mL, respectivamente.

4.5 Preparacgio da substincia teste para ensaios antimicrobianos

O 6leo essencial de L. origanoides foi devidamente solubilizado em propilenoglicol
(PG) a concentragdo de 10 mg/ml previamente ao uso para os testes, seguindo o protocolo
laboratorial adotado. Enquanto a clorexidina foi obtida comercialmente em forma liquida

e preparada nas concentragdes de 16 pg/mL, conforme a nota do fabricante.

4.6 Obtencao da concentracio inibitoria minima (CIM)

A concentragdo inibitoria minima (CIM) para cada microrganismo foi determinada
como sendo a menor concentracdo do 6leo essencial e da clorexidina que mostre uma
inibicdo completa do crescimento bacteriano visivel. Os efeitos antibacterianos foram
avaliados através de um teste de microdiluicdo em placas de poliestireno de 96 pogos.

Primeiro, os pocos foram preenchidos com 100uL. de meio BHI e em seguida
adicionado 100uL do composto a ser testado na primeira linha para realizagao da dilui¢do
seriada, obtendo concentragdes que variavam de 2,500 a 19 pg/ml de L. origanoides e de
4a0,1 pg/ml da clorexidina. Por fim, foi adicionada a suspensao bacteriana de E. faecalis,
e C. albicans, obtendo-se um volume final de 200uL por poco. As placas foram incubadas
por 24 horas a 37° C. Para ambos os testes foi utilizado o meio de cultura com inéculo e

meio de cultura para o controle positivo e negativo, respectivamente.

4.7 Obtencao da concentracao letal minima (CLM)

A CLM foi considerada como a menor concentra¢do de compostos capaz de matar
0s microrganismos nas placas. Para determinar essa concentragdao, 10uL de cada pogo em
que o crescimento microbiano nao foi visivel foi inoculado em placas de petri contendo

agar M-Enterococcus para avaliar o crescimento de E. faecalis e d4gar Sabouraud para C.
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albicans. Foram incubados a 37° C por 24 horas em aerobiose e apos esse periodo foi

avaliado se houve ou nao crescimento microbiano

4.8 Efeito combinado entre a clorexidina e Lippia origanoides

Apos a determinacao do CIM e CLM, foi realizado a andlise combinatoria do
produto natural com a clorexidina, pela técnica do Checkerboard, método usado para
determinar a interagio dos farmacos através do célculo do Indice de Concentragio
Inibitoria Fracional (ICIF). O ICIF ¢ calculado pela adicdo da Concentragao Inibitoria
Fracional (CIF) para cada um dos compostos ensaiados, sendo definida como a adig¢ao
dos valores de CIM de cada farmaco na combinac¢ao e CIM do mesmo farmaco sozinho
(Johnson et al., 2004).

A turbidez das suspensdes microbianas foi preparada e ajustada para 0,5 na escala
McFarland (1x 108 UFC/mL para E. faecalis e 1 x 10° UFC/mL para C. albicans). Nas
solucdes utilizou-se os produtos testados, nas concentragdes dos seus respectivos valores
de CIM. Inicialmente 50 pL do meio de cultura foi adicionado a todos os 96 pocos da
placa de microdilui¢do, sendo utilizado meio BHI para os testes com E. faecalis € meio
Sabouraud para C. albicans. Foram adicionados entdo, na primeira coluna, 50 pL do 6leo
essencial, e em seguida, realizado diluigdes em série na placa, com a concentracdo do
oleo essencial variando entre CIM e CIM/10. Nas linhas, foram colocados 50 pL da
clorexidina, em diferentes concentracdes variando entre CIM e CIM/8. Por fim, 100 uL.
de in6culo foram adicionados a todos os pogos. Foi utilizado como controle negativo o
meio de cultura com o in6culo. Como controle positivo foram utilizadas as CIM da
clorexidina e do dleo essencial separadamente. Os ensaios foram realizados em duplicata.
O ICIF foi calculado somando o CIF (produto natural) + CIF (clorexidina). O CIF
(produto natural) foi calculado com o CIM combinado/CIM individual do produto
natural, enquanto que o CIF (clorexidina) utilizando a CIM combinado/CIM individual
da clorexidina. O sinergismo foi definido como o indice de ICIF < ou = 0,5, efeito
indiferente com ICFI > 0,5 e < ou = 4,0 e antagonismo com ICIF > 4.0 (Johnson et al.,

2004).

4.9 Avaliacao do efeito antibiofilme in vitro

4.9.1 Quantificacdao da biomassa do biofilme
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Inicialmente foram realizados os ajustes da densidade de cada inoculo para a
formacao do biofilme, ap6s o ajuste 100 pL de cada microrganismo foram inoculados em
placas de poliestireno de 96 pogos de fundo chato, a 37 °C. O tempo de incubacdo para a
formacgao do biofilme multiespécie foi de 21 dias, sendo realizada troca do meio BHI a
cada 48 horas.

Ap0s o periodo de incubacao, as placas foram lavadas 3x com solucao salina para
remover células residuais e fracamente aderidas. Posteriormente, os pogos contendo
biofilme foram tratados por 24 horas com os compostos para determinar qual a melhor
concentragdo que inibe o biofilme formado. Foram utilizados os valores de 2x CIM, 4x
CIM, 10x CIM e 20x CIM do 6leo essencial e CHX, veiculo utilizado como controle.

Para visualizar e quantificar a biomassa de biofilme foi realizado o ensaio de
cristal violeta modificado. O contetdo de cada poco foi coletado e os pogos lavados trés
vezes com 200 pL de solucdo salina. Apds a remocgao dos compostos, foi aplicado 200 pL
de metanol P.A em cada pogo por 10 minutos em temperatura ambiente. Apos o periodo,
o metanol foi removido e 200 pL de solugdo de cristal violeta a 0,1% aplicados a cada
pogo por 10 minutos em temperatura ambiente, para que os microrganismos aderentes
fossem marcados. O excesso de corante foi removido lavando abundantemente com agua
destilada. As placas foram viradas e secas ao ar, e o corante ligado as células aderentes
solubilizado com 200 pL de acido acético 33% durante 10 minutos. Apos esse periodo, a
solucdo de cada pogo foi transferida para uma nova placa e a quantificagdo da biomassa
do biofilme remanescente apds o tratamento foi lida em leitor de ELISA com absorbancia
de 590 nm. Para o controle positivo, utilizou-se caldo de cultura contaminado com o
in6culo. Para o controle negativo, foi utilizado caldo de cultura estéril. Todos os ensaios

foram realizados em triplicata.

4.9.2 Teste de viabilidade

Além da quantificagdo da biomassa, foi determinado o nimero de células viaveis
presente no biofilme por meio do ensaio de MTT. Para isso, foi realizado a formacao do
biofilme semelhante ao ensaio anterior e foram adicionados 200 pL dos compostos nas
concentragdes de 2x, 4x, 10x e 20x a MIC sobre o biofilme formado. Apds 24 horas de
tratamento, os compostos foram removidos e a placa lavada com PBS por trés vezes. Em

seguida, foi adicionado o reagente de viabilidade celular brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-
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2-il) -2,5-difeniltetrazélio (MTT) (1 mg/mL) (Sigma, EUA). Foi utilizada uma solucao
na propor¢do 75:6; 75 mL de solucdo de sal de MTT (1 mg/ mL em PBS) e 6 mL de
solucao de menadiona (1 mM em acetona; Sigma, Alemanha). As placas foram incubadas
a 37 °C por 3 horas, protegidas da luz. Apds incubagao o corante foi removido, 0s pogos
lavados 3x com PBS e adicionado 200 pL de dimetilsulfoxido (DMSO). Ap6s 15 min, foi
retirado 100 pL de cada pogo e transferido para uma nova placa. A leitura foi realizada no
leitor de ELISA com absorbancia de 590 nm. Para o controle positivo, utilizou-se caldo
de cultura contaminado com o indculo. Para o controle negativo, foi utilizado caldo de

cultura estéril. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

4.9.3 Avaliacao da morfologia do biofilme por microscopio optico de luz

A capacidade que os compostos tiveram de erradicar o biofilme foi observado por
microscopia optica de luz invertida. Para isso, o biofilme multiespécie foi formado sobre
laminulas e as placas foram incubados por 21 dias a 37°C. Apds o periodo de incubagao,
as placas foram lavadas 3x com 5 ml de solugdo salina para remog¢do das células
planctonicas e foram realizados os mesmos tratamentos descritos anteriormente. Apos o
tratamento, as laminulas foram lavadas 3x com 5 ml de solucao salina novamente e o
biofilme foi fixado com 5 ml de metanol (99%) por 10 min, apods esse periodo, foi
removido dos pocos e esperado a secagem. Logo apos a secagem, as laminulas foram
transferidas para novas placas de petri e coradas com cristal violeta a 1% (M/V) por 10
min para corar as células, depois foram lavadas 3x com agua destilada e esperado secar.
Ap0s a secagem, as laminulas foram visualizadas em microscopio optico de luz invertida

em 400x (Fu et al., 2021).

4.10 Avaliacio do efeito antibiofilme em raizes de dentes humano

4.10.1 Preparo dos espécimes

Para isso, esse projeto foi submetido ao comité de ética em pesquisa (CEP) e
aprovado sob parecer 6.284.116 (ANEXO 1). Foram utilizados 50 raizes de dentes
humanos unirradiculares, extraidos por motivos alheios a pesquisa. Apds a realizagao da

radiografia periapical, dentes com fraturas radiculares, canais multiplos, calcificagdes,
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canais radiculares ovais, curvaturas, rizogénese incompleta, reabsor¢des e com
tratamento endodontico prévio foram excluidos. Em seguida, os dentes selecionados
tiveram suas coroas removidas ao nivel da juncdo amelo-dentinaria por meio de disco
diamantado de 0,3 mm de espessura em maquina de corte a 200 RPM com o objetivo de
facilitar o preparo dos canais, com padronizacdo do tamanho da raiz de 15 mm de
comprimento. Apds o trabalho, a determinagdo do comprimento foi realizada com limas
#15 (Dentsply/Maillefer, Ballaigues, Suica), que foram introduzidas no canal radicular
até que sua ponta ultrapassasse o forame apical em 1,0 mm, ficando visivel. Em seguida,
a lima foi recuada 2,0 mm obtendo-se o comprimento de trabalho (CT). Como forma de
padronizagdo dos canais foi realizada uma instrumenta¢do com lima endodontica R25
reciproc (VDW, Alemanha) com a utilizagdo do motor VDW Silver Reciproc® (VDW,
Alemanha) até¢ o CT, associada a irrigacdo com hipoclorito de sédio a 2,5%. Para
complementar a desinfec¢do foi removida a smear layer com aplicagdo de EDTA 17%
por 3 minutos e irrigagdo final realizada com soro fisioldgico. Todos os procedimentos de
irrigagcdo foram realizados com o auxilio de seringa descartavel de 10 mL e agulha
hipodérmica 0,55 x 20 mm (Becton Dickinson).

As superficies radiculares foram impermeabilizadas com camada dupla de esmalte
de unha vermelho para garantir contaminagdo dentindria somente por meio do canal
principal da raiz, exceto a regido cervical de entrada do canal. Cada espécime foi colocado
em tubos de eppendorf contendo 1 mL de caldo BHI, e esterilizados em autoclave a
121°C, 1 atm, por 15 min. Por fim, foram mantidos em estufa a 37°C por 24 horas em

aerobiose para constatar o0 ndo crescimento microbiano.

4.10.2 Protocolo de contaminacgdo dos espécimes

As raizes esterilizadas e inseridas em meio de cultura BHI, foram submetidas a
um banho ultrassonico durante 15 minutos para hidratar as amostras e possibilitar a
penetragdo maxima do meio de cultura no canal radicular dos dentes utilizados.

Inicialmente, foi realizado o repique das cepas microbianas 24 horas antes da
confec¢do do indculo, utilizou-se frascos com agar BHI para a cultura de E. faecalis e
frascos com dgar Sabouraud para a cultura de C. albicans

No primeiro dia de contaminagdo foi feito um inoculo padronizado a partir das
culturas overnight na concentragiio de 108 UFC/mL para E. faecalis e 105 UFC/mL para

C. albicans, utilizando-se a O.D. de 0.1 a 600nm. Estes indculos foram incubados em
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estufa a 37 °C por 7 horas para que o microrganismo estivesse na fase de crescimento
exponencial durante a contamina¢ao das amostras (Andrade et al., 2015).

Decorridas essas 7 horas, o meio de cultura BHI utilizado para banho ultrassonico
dos espécimes foi removido e descartado e 500ul de cada indculo na fase exponencial de
crescimento foi colocado sobre os espécimes no interior de eppendorfs. Os microtubos
contendo os espécimes com o indculo foram incubados a 37°C por 21 dias, no qual a cada

48 horas foi realizado a troca dos meios.

4.10.3 Protocolo de desinfeccio

Ap6s 21 dias de incubagdo, os espécimes contaminados foram removidos dos tubos
e colocados sobre um papel filtro esterilizado em camara de fluxo laminar. Antes de cada
coleta foi inserido no interior do canal uma lima hedstroem #25 (Dentsply) estéril com
movimentos de limagem em todo o comprimento de trabalho seguida de inundacdo do
canal radicular com solugdo salina. Em seguida, foram realizadas as coletas microbianas
com pontas de papel absorvente estéril #25. Foram utilizadas trés pontas de papel por
amostra. Em seguida, as pontas de papel absorvente, individualmente, foram depositadas
em eppendorfs com 1 mL de solugdo salina estéril e foram agitados por 30 segundos com
0 objetivo de homogeneizar a suspensdo microbiana aderida ao cone de papel. Essa
amostra foi denominada "C1"

Ap0s a coleta inicial foram adotados diferentes protocolos de medicagao intracanal
nos espécimes contaminados, para tanto os dentes foram numerados e aleatoriamente

divididos em 3 grupos (n = 15):

Medicagdo intracanal Tempo

(dias)
Hidroéxido de célcio + propilenoglicol 7
Hidréxido de calcio + Clorexidina 2% (20 mg/ml) 7
Hidréxido de calcio + Lippia origanoides (10 mg/ml) 7

Foram utilizadas placas de vidro e espatulas numero 24 para manipula¢do das

medicacdes intracanal, que foram realizadas em propor¢des pré-determinadas (1:1). A
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medicagdo foi levada ao interior do canal radicular por meio de uma espiral lentulo #25
e o selamento da por¢ao cervical do canal radicular foi realizado com resina, seguindo a
sequéncia de aplicagdo de acido fosforico 37% por 15 segundos, adesivo Single Bond 3M
(3M Dental Products) e aproximadamente 2 mm de resina fotopolimerizavel (Filtek
7350). Para o grupo controle (N=5), os dentes contaminados com o biofilme duo-espécie,
ndo foram preenchidos com medicacdo, apenas salina. Apdés o selamento da porcao
cervical, todos os espécimes foram inseridos em frascos contendo 0,3 mL de solugao
salina, em que apenas o ter¢o apical ficou submerso, e foram incubados em estufa a 37
°C em aerobiose durante o periodo teste de 7 dias, sendo que a cada 48 horas a salina foi
trocada para evitar saturagao.

Passado o tempo de incubagao, os selamentos com resina de todos os espécimes
foram removidos em ambiente asséptico na camara de fluxo laminar. Para a remog¢ao da
medicacdo intracanal, foi utilizada lima hedstroem #25 sob constante irrigacdo com
solucdo salina estéril e 5 ml de EDTA 17% em cada dente. Apds a remocdo, foram
realizadas as coletas microbioldgicas como descrito anteriormente, sendo denominadas

HC2"'

4.10.4 Diluicao e Plaqueamento das Coletas

Imediatamente apods cada coleta, os eppendorfs contendo as amostras contaminadas
foram agitados por 30 segundos. A seguir, foram realizadas cinco dilui¢des seriadas em
solucdo salina e, 10 pl de cada diluigdo foi plaqueado em agar M-Enterococcus e agar
Sabouraud e incubados em estufa a 37 °C em aerobiose. Apds 7 dias, as unidades
formadoras de colonia (UFC’s) foram contadas e foi realizado um somatoria das UFC’s
de C. albicans ¢ E. faecalis para determinar o total de unidades formadores de colonia do

biofilme multiespécie.

4.11 Atividade hemolitica

Foi coletado 10 ml de sangue fresco em tubos de EDTA e centrifugado a 1000 g
por 10 min a 4 °C. Apds a remocao do plasma, o pellet contendo hemadcias foi lavado
cinco vezes com PBS e ressuspenso em PBS para obter uma suspensao de 8% (v/v—1).
Cem microlitros de aliquotas desta suspensao foram adicionados a diferentes tubos de

microcentrifuga, cada um contendo 100 pl do o6leo essencial e CHX diluidos em série
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dupla, variando de 0,2 a 200 uM. As concentragdes finais foram as seguintes: suspensao
de eritrdcitos (hemacias) 4% (v/v —1) ¢ 0,1-100 uM de OELO e CHX. Essas suspensdes
resultantes foram incubadas com agitacao por 1 h a 37 °C. Apds a incubagao, as amostras
foram centrifugadas por 2 min a 1000 g. Os sobrenadantes foram transferidos para placas
de 96 pocos e a liberagdo de hemoglobina foi medida a 540 nm em um leitor Synergy HT
(Biotek). Triton X-100 1% e hemadcias ndo tratadas 4% (v/v— 1) em PBS foram usados
como controles positivo e negativo, respectivamente. A porcentagem de hemolise foi
calculada como ((OD540 nm (tratado) — OD540 nm (ndo tratado) / (OD540 nm (tratado
com TritonX-100) —Abs540nm (ndo tratado)) % 100, e os experimentos foram realizados

em triplicata (Cavalcante et al., 2017).

4.12 Citotoxicidade com fibroblastos

O ensaio de citotoxicidade foi realizado conforme orienta a norma ISO 10993-5 (ISO,
2009). Fibroblastos (L929) adquiridos no banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ)
foram cultivados em DMEM completo (suplementado com 10% soro fetal bovino, 1% de
antibidtico estreptomicina/penicilina) e quando atingiram 80% de confluéncia foram
destacados com tripsina-EDTA e centrifugadas a 200 g por 6 min a 25 °C. O sobrenadante
foi descartado e as células foram ressuspensas em DMEM novo. A densidade celular foi
ajustada para 6x10* células/mL, utilizando o método de exclusio com azul de trypan
(Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil) e contagem e camara de Neubauer.

As células foram semeadas em placas de 96 pocos, sendo adicionados de 100uL/poco
(6x10° céls. /pogo), e cultivadas em estufa sob condi¢des padrio (37 °C, 5% de CO; e
95% de umidade) 24 h. Em seguida, o meio de cultura foi retirado e substituido por 100uL.
de cada amostra nas concentragdes testes (diluicdes em série), as placas foram incubadas
por 24 h. Como controle negativo, utilizou-se células cultivadas em DMEM completo.
Além disso, foi utilizado um controle para avaliar a influéncia do DMSO: o DMSO 2%
foi diluido em DMEM (até a dilui¢do 3) e colocado em contato com as células. O ensaio
foi realizado em quadruplicata.

Para avaliacdo da viabilidade celular foi utilizado o método colorimétrico com
resazurina, que na presenga de células metabolicamente vidveis ¢ convertido em
formazan, um composto de coloragdo roxa/rosa. Apds 24h de tratamento foi retirado o
contetido dos pogos e feita a lavagem com tampdo fosfato salina (PBS) pH 7,4. Em

seguida, foram adicionados 120 pL da solucdo de resazurina 1% preparada em DMEM
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completo. As placas foram mantidas sob condi¢des de cultivo padrao por 4 h. Em seguida,
foram recolhidos 100 puL. de cada pogo para uma nova placa e foi realizada a leitura de
fluorescéncia (excitagdo em 560 nm / emissao 590 nm) em leitora de elisa. A porcentagem

de viabilidade celular (VC) foi calculado usando a equagao:

VC (%) = famostra y 1

controle

Onde VC ¢ o percentual de viabilidade celular; Famostra/controle negativo:

fluorescéncia.

4.13 Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata com os respectivos resultados
categorizados em Microsoft Excel (Versao 2012 para Windows) e posterior analise
estatistica no software GraphPad Prism (Versdo 5.0 para Windows). Para a analise de
diferengas inter-grupos foi realizado teste de ANOVA com pos-teste de Bonferroni e nivel

de significancia de p<0,05.
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5 RESULTADOS

O rendimento do 6leo essencial de L. origanoides foi de 2,2%. A andlise quimica
por cromatografia gasosa acoplada a espectofotometria de massas (CG-MS) determinou
que o constituinte majoritario do 6leo essencial ¢ o Timol. Além deste, foi possivel

identificar a presenga de p-cimeno, acetato de timol e -cariofileno (Tabela 1).

Tabela 1- Composi¢ao quimica do 6leo essencial de Lippia origanoides.

Composto TAcar! IAsi? relaﬁ:'za(% )
p -cymene 1027 1020 1,45
thymol 1298 1289 94,53
thymol acetate 1355 1349 3,02
B-caryophyllene 1420 1417 0,52

!'ndice Aritmético calculado.
2 Indice Aritmético da literatura (VAN DEN DOOL; KRATZ, 1969).

O ¢leo essencial de L. origanoides apresentou atividade antibacteriana contra a
cepa de E. faecalis (ATCC 29212) com o CIM e CLM 1.250 pg/ml e 2.500 pg/ml,
respectivamente, e atividade antifiingica contra a cepa C. albicans (ATCC 90028) com
CIM de 312 pg/ml e CLM de 625 pg/ml. A clorexidina apresentou ampla atividade, com
CIM e CLM menor quando comparado ao produto natural para os dois microrganismos

em questao (Tabela 2).

Tabela 2- Resultados da CIM e CLM do 6leo essencial de Lippia origanoides e Clorexidina.

OELO Clorexidina
Microrganismos CIM! CLM? CIM! CLM?
Enterococcus faecalis 1.250
(ATCC 29212) ng/mL 2.500 pg/mL | 2 pg/mL 4 ng/mL

Candida albicans

312 pg/mL 625 ng/ml 2 pg/mL 4 pg/mL
(ATCC 90028)

' Concentragdo inibitéria minima
2 Concentragdo letal minima
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Ao avaliar o sinergismo entre o 6leo essencial e a clorexidina foi possivel observar
uma reducao da MIC dos dois compostos quando associados, porém de acordo com o
calculo do ICIF o efeito sinérgico entre os compostos foi considerado indiferente tanto
para a cepa de E. faecalis (ATCC 29212) como para C. albicans (ATCC 90028), sendo
ICIF > 0,5 (Tabela 3). Diante desse resultado, optou-se por realizar os testes com os dois

compostos separados, utilizando a clorexidina apenas como controle.

Tabela 3- Resultados do sinergismo entre o 6leo essencial de Lippia origanoides e clorexidina.

Microrganismos L. origanoides Clorexidina ICIF! Efeito
CIM? pg/mL CIM? pg/mL CIM? pg/mL CIM? pg/mL
(Individual) (Combinada) (Individual) (Combinada)
E. faecalis 1.250 625 2 0,062 0,53 Indiferente
C. albicans 312 156 2 1 0,75 Indiferente

!'Indice de Concentragio Inibitoria Fracional
2 Concentragdo inibitoria minima

Nos testes de quantificacdo da biomassa total, MTT e microscopia foi avaliado a
atividade antibiofilme, in vitro, do OELO e da CHX contra o biofilme multiespécie de
Candida albicans e Enterococcus faecalis. Foi possivel observar uma reducio
significativa da biomassa do biofilme em todas as concentragdes testadas do OELO, onde
houve reducdo de 73%, 85%, 87% e 82% do biofilme tratado nas respectivas
concentragoes, 2x MIC, 4x MIC, 10x MIC e 20x MIC, em relagdao ao grupo controle (ndo
tratado). J& a CHX mostrou-se menos efetiva quando comparada ao OELO tanto na
redu¢do da biomassa, como na viabilidade celular, havendo redugao significativa apenas
na concentra¢do de 20x MIC (Figura 2A e 2B).

Na figura 2C, ¢ possivel observar por meio das microfotografias do biofilme
multiespécie a redugdo da biomassa e a diferenga entre os tratamentos realizados.
Conforme mostrado, existe uma maior erradicacdo do biofilme tratado com o dleo

essencial em comparagdo ao grupo controle e ao grupo tratado com CHX.

Figura 2- Efeito antibiofilme do 6leo essencial de Lippia origanoides e CHX frente ao biofilme

multiespécie
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(A) Avaliagao da reducdo da biomassa do biofilme tratado com 6leo essencial e clorexidina, (B)

Determinagdo das células viaveis do biofilme multiespécie apds tratamento com 6leo essencial e

clorexidina, (C) Imagens do microscépio Optico de luz invertida apds tratamento com dleo essencial e

clorexidina. *Sdo diferencas significativas em relagdo ao controle

A atividade antibiofilme foi avaliada também, ex vivo, utilizando raizes de dentes

humanos. Nesse ensaio todos os tratamentos tiveram diferencgas estatisticas com relagao

ao controle nado tratado. O Ca (OH)> com propilenoglicol (PG) reduziu 51% enquanto

quando utilizado CHX e 6leo essencial de L. origanoides como veiculos, houve redugao

do biofilme em 46% e 73%, respectivamente. Os tratamentos em que foi utilizado o PG
p q

e CHX como veiculos ndo apresentaram diferengas significativas entre si. No entanto o

tratamento com PG apresentou diferenca significativa em relagdo ao biofilme tratado com

uso de OELO como veiculo (Figura 3).
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Figura 3- Atividade antimicrobiana ex vivo frente ao biofilme multiespécie de Enterococcus

faecalis e Candida albicans

201
B Controle
%k %k k
! O Tratado por 7 dias
15- % 3k %k %k
ns

Log UFC.ml-1
=
Q

- -

=) T

0- L] L] L]
PG CLX OELO PG CLX OELO

Em relagdo a atividade hemolitica, foi comparado a atividade do composto natural

e CHX (Figura 4). O ¢6leo apresentou CLso de 3.610 pg/mL, enquanto a clorexidina

apresentou CLso de 688 pg/mL, um valor cinco vezes mais baixo que o CLso do 6leo de

L. origanoides, apresentando-se, portanto, mais toxico.

Figura 4- Avaliacdo da atividade hemolitica do 6leo essencial de Lippia origanoides e clorexidina
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No ensaio com fibroblastos o 6leo também se apresentou menos toxicos que a

clorexidina. Na maior concentracdo avaliada (2,5%), a clorexidina apresentou somente

3,4% de viabilidade. O 06leo essencial apresentou concentragdes citotoxicas acima de

0,625 mg/mL (Log 1,5), conforme indicado na figura 5.



35

Figura 5- Avaliacdo da citotoxicidade do 6leo essencial de Lippia origanoides e clorexidina contra
fibroblastos.
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6. DISCUSSAO

Embora o hidroxido de célcio seja a medicagdao mais utilizada atualmente, ainda
ha uma preocupagdo significativa sobre sua efetividade, de acordo com Zancan et al.
(2019) o hidroxido de célcio sozinho ndo ¢ considerado suficiente na eliminacdo de
microrganismos envolvidos nas infec¢des secundarias ou persistentes do canal radicular,
acredita-se que isso ocorra porque esses microrganismos sao capazes de tolerar altos
niveis de pH, se adaptando a condi¢des severas de sobrevivéncia (Zancan et al., 2016).

Diante disso, o veiculo no qual o hidroxido de célcio ¢ administrado cumpre um
papel crucial, pois além de controlar a velocidade do processo de dissociagdo idnica de
acordo com sua consisténcia, também pode influir na eficacia antimicrobiana (Barekatain
et al., 2012; Nadar et al., 2022). Nesse estudo, avaliamos ¢ comparamos com a
clorexidina e o propilenoglicol, veiculos comumente utilizados na rotina clinica, a
efetividade do 6leo essencial de L. origanoides como veiculo para o hidréxido de célcio.

O oleo essencial de L. origanoides apresenta ampla atividade antimicrobiana
relatada na literatura, acredita-se que a atividade bioldgica do composto esta relacionada
com sua composicdo quimica e interacdes sinérgicas ou antagOnicas entre seus
constituintes, que podem apresentar diversidade morfologica e variabilidade a depender
de fatores externos como variagdes climaticas, area de cultivo e qualidade do solo
(Vaiciulyte et al., 2017; Almeida et al., 2018; Valdivieso-Ugarte et al., 2019). A
composicdo quimica do Oleo essencial utilizado nesse estudo teve como constituinte
majoritario o Timol (94,53%), um monoterpeno conhecido por exercer atividade
antioxidante, analgésica, anti-inflamatdria, antimicrobiana e antibiofilme (Jesus et al.,
2015; Barbosa et al., 2017; Santos Filho et al., 2023).

E importante ressaltar que o rendimento do 6leo utilizado foi relativamente alto
quando comparado a outros estudos com essa planta aromatica, sendo um fator
significativo para as aplicacdes comerciais e industriais da planta (Teles et al., 2014; Silva
et al., 2024). De acordo com a literatura o rendimento do 6leo essencial de L. origanoides
pode variar entre 1,3% a 2,3%, podendo ter influéncia das condi¢des de cultivo, radiacao
solar e temperatura (Ribeiro et al., 2014; Sarrazin et al., 2015).

Levando em consideracao a atividade antimicrobiana do o6leo essencial de L.
origanoides, nesse estudo foi avaliado a atividade do composto natural contra o biofilme

multiespécie de E. faecalis e C. albicans, ambos microrganismos oportunistas e que estao
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frequentemente envolvidos com a falha do tratamento endodontico (Veras et al., 2014;
Cosan et al., 2022).

Foi possivel observar em nosso estudo que o 6leo essencial de L. origanoides
mostrou-se mais efetivo que a clorexidina em todas as concentracdes testadas frente ao
biofilme maduro. Acredita-se que a atividade do 6leo essencial esteja associada com o
alto nivel de timol em sua composi¢do, embora o mecanismo de acdo do monoterpeno
ndo seja completamente elucidado na literatura, um dos possiveis modos de agir do
composto ¢ por meio de uma ruptura da membrana celular, levando ao aumento da
permeabilidade e subsequente morte celular (Cacéres et al., 2020; Martinez et al., 2021).

Diante da ampla atividade antimicrobiana do composto natural frente a
microrganismos envolvidos na infec¢do endoddntica, foi avaliado a sua acdo associado
ao hidréxido de célcio em comparacdo com propilenoglicol e CHX, veiculos j4 utilizados
rotineiramente. E importante destacar que para esse teste foram utilizados dentes
humanos naturais como espécimes e a eficacia da medicacdo também foi avaliada frente
a um biofilme multiespécie maduro, proporcionando assim uma melhor simulacao do
cenario clinico e maior precisao nos resultados.

O propilenoglicol ¢ utilizado como veiculo em diversos produtos, sua aplicagdo
com hidroxido de célcio permite a dissociagdo lenta dos ions calcio e hidroxila,
favorecendo o processo quando comparado a veiculos aquoso, apesar dessas vantagens,
o PG ¢ um veiculo inerte, ou seja, ndo apresenta atividade bioldgica (Kruger et al., 2022).
Em nosso estudo foi possivel observar uma redugao de 51% do biofilme multiespécie
tratado com hidréxido de calcio e propilenoglicol apos 7 dias de exposi¢do, tempo
necessario, de acordo com os estudos, para o hidréxido de célcio alterar o pH do meio a
um nivel que muitos microrganismos nao sobrevivam (Fulzele et al., 2011).

Em relacdo a eficacia da CHX, apesar de sua substantividade e amplo espectro de
atividade, ndo houve diferenca significativa ao comparar sua efetividade com o
propilenoglicol como veiculos para o hidroxido de calcio. Assim como em nossos
estudos, Zancan ef al. (2019) também avaliaram a atividade da CHX como medicagao
intracanal no periodo de 7 dias e viram que a medicacdo apresentou limitagdes frente ao
biofilme de E. faecalis e C. albicans. De acordo com os resultados de Khan et al. (2022),
diversos fatores podem influenciar na efetividade da CHX frente ao biofilme, desde as
concentragdes e formas fisicas da CHX, periodos de experimentos, cepas e concentracdes
até aos métodos de inoculacdo bacteriana, podendo ser uma limita¢do dos estudos (Khan

et al., 2022).



38

Ao analisar a atividade do hidroxido de célcio veiculado com o produto natural, o
presente estudo mostrou que o 6leo essencial apresentou maior efetividade quando
comparado com os outros dois veiculos, sendo uma boa alternativa terapéutica por
ampliar o espectro de agdo antimicrobiana da formulacao. Esses resultados estdo de
acordo com outros achados na literatura, onde o OELO mostra-se promissor na terapia
endodontica (Veras et al., 2014; Santana Neto et al., 2020).

Sofianini et al. (2022) também compararam o uso do hidréxido de calcio com dois
veiculos diferentes, propolis e clorexidina 2%, foi visto que a associagdo com 0 composto
natural apresentou maior eficacia contra E. faecalis. Além deste, 6leos essenciais como
Rosmarinus officinalis L., Zingiber officinale, Citrus aurantium bergamia, Copaifera
officinalis, Cinnamomum zeylanicum e Zingiber officinal também mostraram-se
promissor frente ao E.faecalis (Silva et al., 2019; Cosan et al., 2022; Falcon et al., 2022).
Porém, nenhum dos estudos dispostos na literatura avaliaram o efeito dos produtos
naturais frente ao biofilme multiespécie de 21 dias, sendo uma vantagem do nosso estudo.

Além da atividade antimicrobiana, a medicagao intracanal deve apresentar outras
propriedades, como alta alcalinidade, capacidade de dissolucgao de tecidos, capacidade de
neutralizar endotoxinas e baixa toxicidade aos tecidos adjacentes (Ordinola-Zapata et al.,
2022). Diante disso, a citotoxicidade dos compostos testados como veiculos para o
hidréxido de calcio foi testada contra eritrocitos e fibroblastos. A partir da avaliagao da
atividade hemolitica, que ¢ a capacidade que os compostos tem de gerar hemolise das
células presente no sangue, foi possivel observar que a clorexidina se mostrou 5x mais
toxica do que o composto natural (Figura 4). O 6leo essencial apresentou CLso de 3.610
png/mL, e de acordo com o indice de toxicidade de Meyer, 6leos essenciais de plantas com
valor de CL 5o > 1000 pg mL— ! ndo sdo considerados citotoxicos, apresentando-se como
uma boa opc¢ao de veiculo para hidroxido de calcio (Meyer et al., 1982). Perfil semelhante
de citotoxicidade foi encontrado no ensaio com fibroblastos (Figura 5). Segundo a ISO
10993-5, percentual de viabilidade celular igual ou superior a 70% indica nao-
citotoxicidade. Com base nesse critério, o 6leo se apresentou toxico em concentragdes
acima de 0,625 mg/mL, enquanto a clorexidina, quando utilizada como veiculo,
apresentou-se toxica em todas as concentragdes testadas (2,5mg/mL a 0,015 mg/mL),

apresentando somente cerca de 3,4% de células vidveis na menor concentragao.
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7. CONCLUSAO

A partir dos resultados desse estudo ¢ possivel concluir que o 6leo essencial de L.
origanoides, como veiculo para o hidroxido de célcio, exerceu bons efeitos antibiofilme
frente ao biofilme maduro de E. faecalis e C. albicans. Diante disso, o produto natural
em questdo ¢ um agente promissor no processo de desinfeccdo do sistema de canais
radiculares, portanto faz-se necessario mais estudos com sua aplicacdo in vivo para

demonstrar sua eficicia antimicrobiana.
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ANEXO 2

USO DE PRODUTOS NATURAIS COMO UMA ALTERNATIVA
TERAPEUTICA NA DESINFECCAO DO SISTEMA DE CANAIS
RADICULARES

Marcelle Melo Magalhaes; Francisca Livia Viana Parente; Francisco Cesar Barroso

Barbosa; Francisca Lidiane Linhares Aguiar; Raquel Oliveira dos Santos Fontenelle

RESUMO

O principal objetivo do tratamento endodontico ¢ reduzir substancialmente os
microrganismos do interior do sistema de canais radiculares por meio da a¢do mecénica
dos instrumentos e do preparo quimico com irrigantes ¢ medicacdo intracanal. As
solugdes utilizadas no processo de desinfec¢do apresentam algumas propriedades
indesejaveis, e diante disso, a busca por novos agentes que possam suprir tais limitacdes
¢ incessante. O uso de produtos naturais com essa finalidade vem sendo cada vez mais
estudado devido as vantagens que estes apresentam, como ampla atividade
antimicrobiana e biocompatibilidade. Com base nessas consideragdes foi realizado um
levantamento bibliografico sobre o uso de produtos naturais com potencial atividade
antimicrobiana na desinfec¢do do sistema de canais radiculares. Foram utilizados artigos
da base de dados Pubmed, Scopus e Web of Science, dos ultimos 10 anos, com as
palavras-chave: “Enterococcus faecalis”, “Natural products”, “Endodontics”, “Natural
irrigants”, e “herbal intracanal medicaments”, utilizou-se como critério de exclusdo
estudos de revisdo e que abrangiam outras areas da odontologia. A maiorias dos estudos
selecionados para essa pesquisa relataram potencial atividade antimicrobiana dos
produtos naturais frente aos patdogenos endoddnticos resistente, sendo potenciais
alternativas no processo de desinfec¢do durante o tratamento endoddntico. Portanto,
produtos naturais podem ser considerados potentes opg¢des de irrigantes e medicamentos
intracanal, devido a ampla atividade antimicrobiana que apresentam, além da baixa

citotoxicidade e biocompatibilidade.

INTRODUCAO
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As infecgdes endoddnticas sdo caracterizadas pela presenca de diferentes
microrganismos com maior predominadncia de bactérias anaerdbicas, além disso, ¢
relatado na literatura a presenca de fungos leveduriformes, como a Candida albicans
(KUMAR et al., 2015; SIQUEIRA JR; RONCAS, 2013). Esses microrganismos podem
ser encontrados em forma planctonica no lumen do canal ou organizados em biofilmes,
que sdo comunidades microbianas que se aderem as paredes do canal e sdo protegidas por
uma matriz extracelular, o que a torna mais resistente a terapias antimicrobianas (HADAL
etal., 2016).

O principal objetivo do tratamento endoddntico ¢ reduzir substancialmente os
microrganismos presentes no interior do sistema de canais radiculares por meio da
limpeza, desinfec¢do e preenchimento dos canais infectados (MERGONI et al., 2022).
As medidas de limpeza e desinfecgdo, que incluem o preparo quimico-mecanico € as
medicagdes intracanal, sdo considerados uma das fases mais importante do tratamento,
pois possibilitam a remoc¢do de detritos infectados, bactérias patogénicas e tecido
organico do interior dos canais radiculares, eliminando as principais causas da infec¢do
(SIQUEIRA JR et al., 2018).

A utilizagdo de agentes antimicrobianos durante o preparo quimico € crucial para
o sucesso do tratamento, tendo em vista que ¢ a inica maneira de penetrar nas areas de
dificil acesso do sistema de canais radiculares que nao foram tocadas pela instrumentagao
mecanica (PEREIRA ef al., 2021). Além do preparo quimico, o uso de solugdes com
atividade antimicrobiana € preconizado entre sessdes com a medicacdo intracanal, pois
em alguns casos o preparo quimico-mecanico nao € o suficiente para obter a antissepsia
necessaria para o sucesso do tratamento (ZANCAN et al., 2016).

Apesar das excelentes propriedades das solucdes ja utilizadas, alguns estudos
mostram uma ac¢do limitada desses agentes devido a propriedades indesejaveis que
apresentam, como alta citotoxicidade, cheiro e sabor desagradavel e baixa
compatibilidade com outras solugdes, sendo considerado um desafio o equilibrio entre a
eficdcia e a segurancga desses compostos (HAAPASALO et al., 2014). Diante disso, a
busca por novos agentes que apresentem boa atividade antimicrobiana e efeito toxicos
minimos aos tecidos periapicais tem sido incessante a fim de melhorar o prognostico
endodontico (ALMADI; ALMOHAIMEDE, 2018).

Nas ultimas décadas o uso de plantas medicinais como terapia antimicrobiana tem
sido crescente na Odontologia. Os produtos naturais sdo conhecidos por sua ampla

atividade antimicrobiana, biocompatibilidade, propriedades anti-inflamatorias e
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antioxidantes, apresentando grande potencial para facilitar o processo de limpeza e
desinfeccdo do sistema de canais radiculares (AGRAWL et al., 2017, ALMADI,
ALMOHAIMEDE, 2018).

Levando em consideragdo a sua origem natural, facil disponibilidade, eficacia e
seguranga, o objetivo desta revisdo ¢ avaliar na literatura o uso de produtos naturais como
agentes antimicrobianos durante o preparo quimico e a medicagdo intracanal na terapia

endodontica.

METODOLOGIA

Foi realizado uma revisao bibliografica utilizando as bases de dados Pubmed,
Scopus e Web of Science com a estratégia de busca baseada nas seguintes palavras-chave:
“Enterococcus faecalis”, “Natural products”, “Endodontics”, ‘“Natural irrigants”, e
“herbal intracanal medicaments”, unidos por operadores boleanos AND e OR, sendo o
campo de busca limitado no titulo e no resumo.

Como critério de inclusdo foram considerados estudos dos ultimos 10 anos, na
lingua inglesa, que abordassem a aplicacdo de produtos naturais como irrigantes ou
medicamento intracanal na terapia endodontica. Foram excluidos estudos de revisao e

que abrangiam outras areas da odontologia.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Infeccio endodontica

Uma vez que o canal radicular é exposto a cavidade oral por meio de
microrganismos e seus subprodutos, ocorre uma inflamacao pulpar seguida da infec¢ao
do canal radicular e necrose, sendo denominada como infec¢do endoddntica primaria
(NEELAKANTAN et al., 2017). Nos casos em que durante o tratamento da infec¢ao
endoddntica novos microrganismos penetram nos canais radiculares ou resistem ao
tratamento a infeccdo passa a ser secundaria ou persistente (LOPES; SIQUEIRA JR,
2015; NEELAKANTAN et al., 2017).

A infeccdo endodontica ¢ caracterizada por apresentar carater polimicrobiano,
sendo predominante a presenga de Bacterioides, Phophyronoma, Prevotella,
Streptococcus e Bacillus ( NEELAKANTAN et al., 2017; TAWFIK et al., 2018). Em casos

de infecgdes secundarias, ¢ relatado a presenca de espécies P. gingivalis, Fusobacterium
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nucleatum, Propionibacterium acnes e Enterococcus faecalis, além da presenca de
fungos, como Candida albicans (ZAKARIA, et al, 2015; KUMAR et al., 2015;
ALGHAMDI; ALHADDAD; ABUZINADAH, 2020).

Alguns estudos destacam E. faecalis como a principal bactéria associada ao
insucesso do tratamento endodéntico (SIQUEIRA JR; RONCAS, 2022). Acredita-se que
isso ocorra devido aos mecanismos de sobrevivéncia que ela apresenta, dentre estes tem
a capacidade de invadir tabulos dentinarios, nao necessita de suporte para sua
sobrevivéncia, sobrevive a elevados niveis de pH, a altas temperaturas e em ambientes

pobres de nutrientes (JHAJHARIA et al., 2015).

Irrigantes endodonticos naturais

O uso de irrigantes endodonticos € essencial para desinfec¢ao do sistema de canais
radiculares, sendo atualmente, o hipoclorito de sédio (NaOCI) e a clorexidina os mais
utilizados (RUKISAKIET et al. 2020). As solucdes irrigadoras devem apresentar
caracteristicas ideais, como ter uma atividade antimicrobiana eficaz, ndo ser toxico aos
tecidos periapicais, apresentar substantividade, ndo prejudicar o reparo tecidual, ndo
manchar a estrutura dentéria, remover a smear-layer, bem como nao deve prejudicar as
propriedades da dentina exposta (TARTARI et al., 2018; GOMES; AVEIRO. KISHEN,
2023).

NaOCL ¢ a solugdo mais popularmente utilizada para irrigar os canais radiculares,
isso porque além de ser um forte agente oxidante e apresentar potente efeito
antimicrobiano, com capacidade de romper biofilmes e inativar endotoxinas, contém um
efeito exclusivo de solvente tecidual (HAAPASALOQ et al., 2014). Apesar das excelentes
propriedades, o seu uso tem varias desvantagens inerentes, como alta toxidade, cheiro e
sabor desagradavel e incapacidade de remover a smear-layer (GONCALVES et al., 2016;
KIN; SHIN, 2017; ZOLLINGER et al., 2019).

A clorexidina, utilizada na concentracdo de 2%, apresenta vantagens devido a sua
eficaz atividade antimicrobiana, substantividade e baixa toxidade, porém ¢ incapaz de
dissolver tecido pulpar e apresenta baixa compatibilidade com outros agentes.
(GONCALVES et al., 2016; MARINHO et al., 2018).

Diante das propriedades indesejaveis e insuficientes das solucgdes utilizadas na

endodontia e do aumento da resisténcia dos microrganismos envolvidos na infec¢ao dos
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canais radiculares frente a elas, varios estudos na literatura buscam alternativas em

produtos naturais que possam suprir tais limitagdes (Tabela 1).

Tabela 1- Produtos naturais usados como irrigantes na desinfe¢do de canais radiculares

Preparacao

Extratos vegetais

Produto natural

Maméo-papaia (Carica papaya

Linn.)
Aloe (Aloe vera)

Cajueiro (Anacardium

occidentali)

Goiabeira (Psidium guajava)

Triphala (Terminalia bellerica)

Noni (Morinda citrifolia)

Acgafriao-da-terra (Curcuma

longa)
Neem (Azadirachta indica)

Propolis (Baccharis

dracunculifolia)

Gengibre (Zingiber officinale)

Manjerona (Origanum majorana)

Eucalipto (Eucalyptus sp.)
Murta (Myrtus communis)

Limao (Citrus limon)

Laranja Lima (Citrus

aurantifolia)

Sapindus (Sapindus mukorrossi)

Miwak (Salvadora Persica)

Orégano (Origanum

minutiflorum)

Propriedades

Atividade antimicrobiana
contra E. faecalis e C.

albicans

Atividade antimicrobiana
e antibiofilme contra E.

faecalis

Remocao da smear-layer

Atividade antimicrobiana

contra E. faecalis e

Referéncia

Thomas et al., 2017,
Noushad et al., 2018;
Divia et al., 2018; Satti
et al., 2019.

Saxena et al., 2015;
Sinha et al., 2017; Zare
et al., 2017; Daga et al.,
2017; Noursadeh et al.,

2017, Parolia et al.,

2021; Panchal et al.,

2022; Mokhtari et al.,
2023; Durga et al., 2023

Chhabra, Gyanani e
Kamatagi 2015;
Elkhashab et al., 2018;
Meyappan et al., 2023

Jayahari; Niranjan;

Kanaparthy, 2014; Ok et



Compostos isolados

Oleos essenciais

Maracuja (Passiflora edulis)

Carvacrol

Timol

Quitosana

Menta (Mentha piperina)
Myrtus communis (Murta)

Palmarosa (Cymbopogon

martinii)

Tomilho (Thymus zygis)

Orégano (Origanum vulgare)

Tea (Melaleuca alternifolia)

Alecrim-pimenta (Lippia
Sidoides)

Eucalipto (Eucalyptus globulus)

Zataria multiflora (Wild

marjoran)

remocgao de smear-layer

Atividade antimicrobiana
e antibiofilme contra E.

faecalis

Atividade antibiofilme
contra E. faecalis e

remocao da smear-layer

Atividade antimicrobiana
e antibiofilme contra E.

faecalis

Atividade antimicrobiana
contra Estrepctococcus

mutans ¢ E faecalis

Atividade antibiofilme
contra E. faecalis e C.

albicans
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al., 2015; Gayathri et al.,
2020;
Venkatahalamoorthi et

al., 2023

Veras et al, 2014
Panchal et al., 2022

Jaiswal et al, 2017,
Elkhashab et al., 2018

Nabavizadeh et al., 2014;
Veras et al., 2014,
Marinkovié et al., 2020;
Qietal,2021;Tejaetal.,
2021

Balhaddad e Sheikh,
2023

Sedigh-Shams et al,
2016; Pordel et al., 2024

Deste modo, um estudo in vitro de Noushad et al. (2018) avaliou a eficacia
antimicrobiana de quatro extratos naturais: extrato da folha de mamao, Aloe vera, do caju
e da folha de goiaba, em compara¢do com hipoclorito de sddio 5,25%. Foram avaliadas,
por meio dos testes de difusdo em disco, as atividades contra os patégenos endodonticos

E. faecalis e C. albicans e foi possivel concluir que os extratos da folha de goiaba e da
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folha do caju apresentaram eficdcia consideravel, apesar do hipoclorito de sédio ter
apresentado maior halo de inibigdo.

Neste mesmo contexto, Saxena et al. (2015) compararam a eficacia
antimicrobiana de propolis, Azadirachta indica, Triphala, Curcuma longa e Morinda
citrifolia com hipoclorito de sédio a 2,5% frente E. faecalis. Foram realizados testes de
difusdo em disco e foi possivel observar uma maior zona de inibicdo entre os extratos
herbais com a préopolis, seguido da Azadirachta indica, sendo proximos ao hipoclorito de
sodio.

Sinha et al (2017) também estudaram a atividade dos extratos da A. indica e C.
longa e assim como outros achados da literatura, A. indica apresentou potente atividade
antimicrobiana, ndo havendo diferenga significativa com NaOCL 5% e clorexidina a 2%.
Além da atividade antimicrobiana, alguns estudos mostram eficdcia sinérgica deste
composto com extrato de Citrus l[imon na remog¢ao da smear-layer, sendo uma vantagem
frente aos irrigantes convencionais (MEYAPPAN et al., 2023).

Propolis, um material organico, biocompativel, apresenta excelentes propriedades
antimicrobianas e anti-inflamatérias devido a presenca de flavonoides em sua
constitui¢do (AGRAWAL et al., 2017; PAROLIA et al., 2020). O uso desse agente na
Odontologia ¢ bastante frequente devido a atividade antibiofilme comprovada. Diante
disso, muitos estudos vém avaliando a sua atividade contra os patégenos endodonticos.
Durga et al. (2023), assim como Saxena et al. (2015), Zare et al. (2017) e Daga et al.
(2017), descobriram excelente atividade antibacteriana de propolis “in vitro” contra
biofilme de E. faecalis, sendo um promissor agente de irrigacao.

Assim como propolis, a quitosana ¢ um polissacarideo natural j4 utilizado na
Odontologia, que apresenta potente atividade antimicrobiana. Levando em consideragdo
que os niveis de toxicidade dos irrigantes quimicos estdo diretamente relacionados com a
concentracdo em que sdo utilizados, Jaiswal ef al. (2017) demonstraram que a associagao
de quitosana 1% com a clorexidina a 1% contra patdogenos endodonticos ndo apresentou
diferenca significativa quando comparada ao hipoclorito de sddio a 5% e clorexidina a
2%.

Além da propriedade antimicrobiana eficaz, os estudos de Elkhashab et al. (2018)
mostraram atividade eficiente da quitosana na remoc¢ao da smear layer. Foi evidenciado
que tanto quitosana a 2%, como o extrato de Miwask a 12,5%, extrato este derivado a

partir da raiz do arbusto de Arrak (Salvadora Pirsica) que apresenta atividade comprovada
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contra patégenos orais, sdo materiais promissores no processo de limpeza e desinfegao
do canal radicular.

De acordo com a literatura, o extrato de Origanum minutiflorum também
apresenta atividade antimicrobiana contra E. faecalis. Ok et al. (2015) realizaram um
estudo “ex-vivo” comparativo do extrato do orégano com irrigantes quimicos
convencionais ¢ quando usado nas concentracdes de 2 e 5% foram mais eficazes no
processo de irrigacao dos sistemas de canais radiculares do que hipoclorito de sodio a
5,25%.

Chhabra, Gyanani e Kamatagi (2015) avaliaram a eficacia da remocao da smear-
layer de dois extratos naturais: Citrus aurantifolia e Sapindus mukorrossi. C. aurantifolia
tem em sua composi¢do o acido citrico que € o responsavel pela remog¢ado do esfregago,
porém devido a baixa capacidade de molhamento fez-se necessario a associacdo com
outro agente natural, um biosurfactante que tem como principal fun¢do a dissociacao de
substancias insoluveis em agua. A propor¢ao eficaz sob a matéria organica foi de 2:1, com
concentragdes de 0,12 g/ml de C. aurantifolia e 0,06 g/ml de extrato de S. mukorossi
dissolvidos em 4gua destilada.

Um outro agente natural disposto na literatura & Passiflora edulis, que se apresenta
como um potencial irrigante intracanal por possuir propriedades ideais como atividade
antimicrobiana, capacidade de remover smear layer, natureza atoxica, além de apresentar
sabor e aroma aceitaveis, o que o torna vantajoso frente aos irrigantes convencionais
(JAYAHARI; NIRANJAN; KANAPARTHY, 2014; GAYATHRI et al, 2020;
VENKATACHALAMOORTHI et al., 2023).

Zingiber officinale, planta comumente conhecida por gengibre, ¢ utilizada na
medicina para o tratamento de muitas condi¢des devido suas propriedades antioxidantes,
anti-inflamatorias e antivirais, e Origanum majorana, planta aromatica multifuncional,
também apresentam potencial terapéutico endodontico (FIKRY; KHALIL; SALAMA,
2019). Um estudo recente comparou a atividade de extratos dessas plantas medicinais
com irrigantes utilizados tradicionalmente e foi visto que ndo hé diferenca significativa
entre as substincias testadas no efeito inibitorio da formagao de biofilme, podendo ser
consideradas solugdes fitoterapicas eficazes para irrigagdo de canais radiculares
(MOKHTARI et al., 2023).

Triphala, erva medicinal utilizada na medicina popular, ¢ mais uma alternativa
fitoterdpica na irrigagdo intracanal. Thomas et al. (2017) fizeram um estudo comparativo

com o hipoclorito de sodio e avaliaram a atividade antimicrobiana de Triphala por meio
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de um ensaio clinico randomizado, no qual houve uma maior redu¢do nas unidades
formadoras de colonia com o uso do agente fitoterapico, o que corrobora os achados de
Divia et al. (2018) e Satti et al. (2019).

Panchal et al. (2022) pesquisaram irrigantes naturais que apresentassem eficacia
semelhante ou melhor que a do NaOCI contra um patégeno endoddntico seletivo. Foi
realizado um estudo “ex-vivo” utilizando raizes de dentes humanos extraidas e foram
testados os extratos de Eucalyptus, Triphala e Carvacrol nas concentragdes de 1,25%,
10% e 0,6%, respectivamente, em comparagdo com hipoclorito de sodio a 5,25%. Foi
visto que o extrato de Eucalyptus apresentou eficacia semelhante ao do NaOCl, sendo
mais eficiente que os demais compostos.

Noursadeh ef al. (2017) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar a
atividade dos extratos de Eucalyptus galbie € Myrtus communis, e concluiram que os dois
extratos apresentam atividade antimicrobiana aceitavel contra E. faecalis, assim como
outros achados na literatura (NABAVIZADEH et al., 2014; PANCHAL et al., 2022).
Além disso, outros estudos comprovaram o efeito inibitorio contra outros patdégenos
resistentes, como Staphylococcus aureus € Candida albicans (NABAVIZADEH et al.,
2014).

Alguns estudos tem avaliado a atividade de produtos naturais em nanoparticulas
com intuito de potencializar a atividade desses produtos na irrigacdo dos canais
radiculares, as nanoparticulas consistem em nanoformulagdes com produtos naturais que
devido ao seu tamanho ultrapequeno melhora a penetracdo dos agentes nos tibulos
dentindrios e na estrutura do biofilme, potencializando a sua agdo antimicrobiana
(SHERESTHA; KISHEN, 2016).

Parolia et al. (2021) realizaram um estudo comparativo com nanoparticulas
contendo prépolis, no qual compararam a atividade de propolis isolada e de
nanoparticulas de prépolis em diferentes concentracdes com NaOCl a 6% e clorexidina a
2%. Todos os irrigantes reduziram significativamente as unidades formadoras de
colonias, porém o grupo de nanoparticulas de propolis na concentragio de 300 pg/mL foi
tao eficaz quanto os irrigantes padrdes, comprovando a potente atividade antimicrobiana
das nanoformulagdes.

Além do uso de extratos naturais, os 0leos essenciais também vém sendo estudado
como alternativa no processo de desinfeccao dos canais radiculares. Os dleos essenciais

sdo produtos naturais extraidos de diferentes partes das plantas e apresentam ampla
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atividade antimicrobiana, antiinflamatdria e antioxidante, sendo um agente endodontico
promissor (NIKOLIC et al., 2016).

O oleo essencial da melaleuca, extraido de folhas de Melaleuca alternifolia,
apresenta atividade antimicrobiana de amplo espectro contra patdogenos orais, além de
excelente biocompatibilidade (SHARIFI-RAD et al., 2017). Qi et al. (2021) avaliaram
sua eficacia em diferentes concentragdes em comparacdo com a clorexidina a 2% na
inibicdo da formacao e eliminagdo do biofilme formado de E. faecalis. Foi visto que
quando em uma concentragao de 0,5%, o 6leo essencial foi capaz de inibir completamente
a formacao do biofilme, além disso, em concentragdes acima de 0,25% o composto foi
capaz de eliminar o biofilme formado, ndo havendo diferenca significativa quando
comparada a clorexidina.

Foi observado também que os dleos essenciais Cymbopogon martinii ¢ Thymus
zygis apresentam potencial efeito antimicrobiano contra patdégenos endodonticos,
acredita-se que essa atividade estd associada ao alto teor de geraniol e timol em suas
composi¢des (BOGOJEVIC et al., 2016). Marinkovié et al. (2020) avaliaram a atividade
antimicrobiana dos oOleos essenciais contra E. faecalis, Streptococcus mitis e
Streptococcus sanguinis e foi possivel concluir que os compostos naturais apresentaram
excelentes propriedades antibiofilme, tendo C. martiine um melhor desempenho quando
comparado ao T zygis.

Pordel et al. (2024) concluiram em seus estudos que o oleo essencial da Zataria
multiflora e da Mentha piperina, quando em concentragdes a 2%, sdo capazes de eliminar
E. faecalis durante a etapa de irrigacdo, apresentando maior eficadcia quando comparada
a clorexidina a 0,12%. Em contrapartida, Heidari et al. (2014) observaram em seus
estudos que a atividade da Zataria multiflora 0,5% nao foi tdo eficaz quanto o hipoclorito
a 2,5%. A partir desses achados, ¢ possivel concluir que assim como os irrigantes
convencionais, a eficacia dos 6leos essenciais pode estar associada com a concentragao
utilizada.

Além da atividade contra bactérias, a Zataria multiflora apresenta também
potencial antifungico. Sedigh-Shams et al. (2016) compararam a atividade do o6leo
essencial da planta com hipoclorito de sddio a 5% frente a C albicans e concluiram que
o composto tem efeito antifiungico aceitavel, sendo um potencial irrigante intracanal.

Origanum vulgare é uma planta encontrada na India, popularmente utilizada para
fins antissépticos, o Oleo essencial dessa planta ¢ utilizado em produtos alimenticios e

apresenta potente atividade antimicrobiana (JANANI ef al, 2019). Como irrigante
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intracanal, foi visto que na concentracdo de 0,5%, o 6leo essencial de O. vulgare
apresentou potente atividade antimicrobiana, sendo mais eficaz do que o hipoclorito de
sodio a 2,5% e clorexidina a 2% (TEJA et al., 2021).

Nabavizadeh et al. (2014) também compararam a atividade de um 6leo essencial
com dois irrigantes convencionais. Nesse estudo, foi avaliado a atividade do o6leo
essencial de Myrtus communis frente a cepas de Streptococcus aureus, E. faecalis e C.
albicans e foi possivel concluir que esse 0leo essencial apresentou atividade semelhante
aos demais irrigantes, tendo potencial favoravel para um irrigante intracanal. M.
communis € uma arvore perene presente em regides tropicais do mundo, o 6leo essencial
extraido de suas folhas apresenta ampla atividades antifingicas, antibacterianas e
antioxidantes (ZOMORODIAN et al., 2013).

Os 6leos essenciais sdo compostos por metabolitos secundarios e muitas vezes o
seu efeito terapéutico esta associado a esses componentes. Veras et al. (2014) avaliaram
a atividade do 6leo essencial de Lippia sidoides e de seu composto majoritario de forma
isolada, o timol, em comparagdo com hipoclorito de sddio e foi visto que tanto o 6leo
essencial como o timol, em concentracdes de 2,5%, apresentaram atividade contra o
biofilme de E faecalis, podendo concluir que o timol é o responsavel pela atividade
antimicrobiana do 6leo.

Balhaddad e Sheikh (2023) avaliaram a atividade do 6leo do eucalipto frente a
cepas de Streptococcus mutans e E faecalis e observaram que o 6leo essencial apresenta
potencial efeito antibiofilme contra as cepas testadas. O 6leo essencial do eucalipto ¢
extraido do Eucalyptus globulus, planta pertencente a familia Myrtaceae, e apresenta
potencial antimicrobiano comprovado na odontologia, sendo amplamente testado na area

da periodontia (WINSKA et al., 2019; LANDEO-VILLANUEVA et al., 2023).

Produtos naturais como medicacoes intracanais

O uso da medicagdo intracanal em alguns casos € essencial para alcancar a
desinfeccao necessaria para o sucesso do tratamento. O Hidroxido de célcio (CaOH2) € a
medicacdo intracanal padrdo-ouro, sua atividade antimicrobiana ocorre por meio da
dissociacdo dos ions calcio e hidroxila quando em contato com fluidos, tornando o pH do
meio mais alcalino (ESTRELA et al., 2023). O uso desse composto requer a associagao
com um veiculo, que pode ou ndo ter acao antimicrobiana e exerce um importante papel

na velocidade do processo de dissociacdo (PEDRINHA et al., 2022).
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Apesar de suas excelentes propriedades, o hidréxido de calcio mostra agdo
limitada contra vérias espécies bacterianas, incluindo E. faecalis devido aos mecanismos
de resisténcia desses microrganismos (PRADA et al., 2019). Diante disso, os produtos
naturais se tornam potenciais medicamentos intracanal, uma vez que podem apresentar
atividade antimicrobiana eficaz contra determinados patégenos, suprindo tais limitagdes

(Tabela 2).

Tabela 2- Produtos naturais usados como medicag¢ao intracanal

Preparagdo Produto natural Atividade Referéncia

Mel Saha; Nair; Asrani, 2015;
Vasudeva et al., 2017,

Turmeric (Curcuma Longa)
Raoof et al., 2019;

Propolis (Baccharis Chasemi et al., 2020;
dracunculifolia) Atividade antimicrobiana Dessai et al,, 2022
Aloe (dloe vera) e antibiofilme contra E. Sofianini ef al., 2022;
Cogumelo Jaccalis Patil et al., 2022

Murta (Myrtus communis L)
Eucalyptus (Eucalyptus galbie)
Guduchi (Tinospora cordifolia)

Neem (Azadirachta indica)

Extratos vegetais

Tulsi (Ocimum tenuiflorum)

) ) Bardwaj et al., 2017,
Chiretta verde (Andrographis Atividade antimicrobiana Kalaisevam ef al.. 2019:

paniculata) contra E. faecalis

. Nasim et al., 2022
Manjericao (Ocimum sanctum

Linn)

Ginger (Zingiber officinale

Roscoe)

Nisina Somanath et al., 2015;
i Atividade antimicrobiana
S g . o SHIN et al., 2016;
& Quitosana e antibiofilme contra E.
g‘ %‘ _ Volpato et al., 2017;
S = Acetato de etila Jaecalis : :
@) Parolia et al., 2020;
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Bromelaine Chandwani et al., 2022;
Nirmata et al., 2022

Camomila (Matricaria
Atividade antimicrobiana

chamomilla)
e antibiofilme contra E. Shakya et al., 2019
Vetiver (Chrysopogon faecalis
zizanioides)
Oregano (Origanum Atividade antimicrobiana
dubium Boiss) ¢ antibiofilme contra E.
faecalis e C. albicans Cosan et al., 2022

Menta (Mentha spicata)
como  veiculo  para

medicagdo

8

2 Alecrim (Rosmarinus

[

kS officinalis)

g
'S Gengibre (Zingiber officinale)

Laranja (Citrus aurantium Atividade antimicrobiana Silva et al., 2019;

bergamia) e antibiofilme contra E.

) Falcon et al., 2022;
Copaiba (Copaifera officinalis) Jaecalis como veiculo
para medicag@o Magalhaes et al., 2024
Caneleira-verdadeira

(Cinnamomum zeylanicum)

Priprioca (Cyperus

articulatus L.)

Vasudeva et al. (2017) realizaram um estudo com intuito de identificar a eficicia
antimicrobiana do mel, Curcuma longa, propolis e Aloe vera e comparar a efetividade
com a clorexidina a 2% e hidréxido de célcio nos periodos de exposi¢do ao biofilme de
E. faecalis de 1, 3 e 5 dias. Foi possivel observar que propolis e C. longa apresentaram
eficacia antimicrobiana maior que o hidroxido de calcio nos periodos testados, indo ao
encontro de outros achados da literatura (SAHA; NAIR; ASRANI, 2015).

Shakya et al. (2019) também avaliaram o efeito antimicrobiano de 6leos essenciais
em diferentes periodos. Os 6leos extraidos das raizes de Chrysopogon zizanioides e flores
de Matricaria chamomilla, foram avaliados nos periodos de 1, 7 e 14 dias e comparados
com clorexidina e hidréxido de célcio frente ao biofilme de E. faecalis. Os resultados do

estudo mostraram que o 6leo essencial de camomila ¢ eficaz no tratamento da infeccao



61

do canal radicular quando comparado com a Clorexidina e o Hidréxido de célcio,
enquanto o 6leo de vetiver ndo sustentou sua atividade por mais tempo, sendo uma
desvantagem para o uso como medicacao.

Neste mesmo contexto, Patil et al. (2022) avaliaram a atividade dos extratos de
cogumelo, Aloe vera e Curcuma longa comparados ao hidréxido de célcio contra E.
faecalis. Neste estudo, diferente dos anteriores, o tempo de exposicao foi de até 14 dias,
e foi possivel observar que o CaOH2 apresentou redugdo maxima das unidades
formadoras de colonia a partir do 7° dia, porém, ainda assim o extrato de C. longa
apresentou maior efetividade.

Aloe vera, também conhecido como babosa, ¢ um composto fitoterapico bastante
estudado na endodontia, apresenta atividade antimicrobiana contra diversos
microrganismos, além de ser biocompativel e ndo apresentar toxicidade (AMJED et al.,
2017). Diante de suas caracteristicas, Chasemi et al. (2020) avaliaram a sua atividade
antibiofilme como medicamento intracanal. O biofilme de E. faecalis foi formado nos
periodos de 4 ¢ 6 semanas para a realizagdo dos testes e foi possivel concluir que o extrato
natural de Aloe vera apresentou atividade antibiofilme aceitdvel, assim como os
medicamentos padrdes, corroborando com outros achados (VARSHINI et al., 2019).

Bardwaj ef al. (2017) avaliaram a atividade de 3 extratos naturais como medicagao
intracanal: Neem, Tulsi ¢ Guduchi, em comparagao com Clorexidina a 2%. As solugdes
foram inseridas e mantidas por 48 horas em dentes humanos extraidos, e foi possivel
concluir ao comparar os trés medicamentos fitoterapicos, que o Neem apresentou potente
atividade antibacteriana, sendo um agente promissor.

Nisina, um peptideo antimicrobiano, de acordo com a literatura ¢ eficaz contra
microrganismos que apresentam resisténcia a terapias antibidticas convencionais (SHIN
et al., 2016). Nirmata ef al. (2022) avaliaram a atividade antimicrobiana desse composto
e foi possivel observar potente atividade contra E. faecalis, sendo semelhante a
clorexidina a 2%, em contrapartida, nos estudos de Somanath ef al. (2015), a nisina
apresentou-se mais potente que a clorexidina a 2%.

Com intuito de potencializar a atividade do CaOH2, alguns autores sugerem a
veiculagdo do po de hidroxido de célcio em compostos naturais. Sofianini et al. (2022)
compararam o uso da medica¢do com dois veiculos diferentes, propolis e Clorexidina a
2%, foi visto que a associagdo com o composto natural apresentou maior eficicia contra
E. faecalis. Em contrapartida, Raoof ef al. (2019) concluiram em seus achados que os

extratos metandlicos Myrtus communis L. e Eucalyptus galbie apresentam potente
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atividade antimicrobiana, porém ndo apresentaram sinergismo com CaOH2, ndo sendo
capazes de eliminar as bactérias quando combinados.

Nesse mesmo contexto, Falcon et al. (2022) avaliaram a eficacia de dois 6leos
essenciais, Cinnamomum zeylanicum e Zingiber officinale, frente ao biofilme de E.
faecalis e compararam a sua atividade quando associado ao hidréxido de calcio. Foi
possivel concluir que o o6leo da canela apresentou potencial terapéutico frente aos
microrganismos ¢ que nao houve diferenga significativa entre o uso do 6leo sozinho e
associado ao hidréxido de calcio, mostrando potente atividade do produto natural.

Outros Oleos essenciais, como Rosmarinus officinalis L., Zingiber officinale,
Citrus aurantium bergamia e Copaifera officinalis também foram testados como veiculos
para o hidroxido de célcio, sendo a combinagdo desses compostos naturais promissora
para uso como medicacdo intracanal devido sua eficicia contra E. faecalis. Destes
compostos naturais, Rosmarinus officinalis L mostrou-se mais eficaz que os demais
(SILVA et al., 2019).

Cosan et al. (2022) também avaliaram o efeito de produtos naturais como veiculo
para o hidroxido de calcio. Foram testados os 6leos essenciais de Origanum dubium e
Mentha spicata frente ao biofilme de C. albicans e E. faecalis, e foi possivel concluir que
0s compostos naturais sao promissores agentes antimicrobianos, porém apresentam maior
eficacia contra fungos. Vale ressaltar que o 6leo essencial da M. spicata mostrou-se mais
potente quando testado como veiculo para o hidroxido de calcio.

Levando em consideracdo o importante papel que o veiculo desempenha nas
pastas de medicacdo intracanal, Magalhdes et a/ (2024) avaliaram a atividade do o6leo
essencial da Cyperus articulatus, popularmente conhecido como priprioca, frente ao
biofilme de E. faecalis. O produto natural apresentou excelente efeito antimicrobiano, e
sua associa¢do com hidroxido de célcio também mostrou alta capacidade de reduzir o
biofilme maduro de E. faecalis, a medicacgao utilizada como controle, Bio-C Temp, teve
um menor efeito antimicrobiano e antibiofilme.

Assim como nos irrigantes intracanais, Parolia et al. (2020) avaliaram a atividade
de nanoparticulas contendo quitosana e propolis como medicamento intracanal frente a
bactérias endoddnticas persistentes. Os testes foram realizados nos periodos de 1, 3 e 7
dias de exposicao, com diferentes concentracdes dos extratos. Foi visto que as
nanoparticulas contendo propolis e quitosana a 250 pg/ml apresentaram maior eficacia
na redu¢do das unidades formadoras de coldnia nos primeiros dias de teste diferente das

medicacdes padroes, sendo uma potente medicagdo intracanal para uso futuro.
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Nasim et al. (2022) sintetizaram nanoparticulas de prata a base de hidroxido de
calcio contendo os extratos de Andrographis paniculata, planta medicinal que apresenta
ampla atividade antimicrobiana na literatura, ¢ Ocimum sanctum Linn, um manjericao
com excelentes propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes (YAMANI et al. 2016).
Em seus estudos foram avaliados tanto a atividade antimicrobiana, em que as
nanoparticulas apresentaram atividade semelhante ao CaOH> contra bactérias, porém sua
atividade antifiingica foi mais efetiva quando comparada ao medicamento, como a
citotoxicidade, em que demonstrou-se ser menos citotoxica, podendo essa caracteristica
ser atribuida pela presenca dos produtos naturais (NASIM et al. 2022).

O extrato de gengibre seco, rizoma de Zingiber officinale, tem como principal
componente ativo o gingerol, que € responsavel pela potente atividade antimicrobiana do
gengibre. Um estudo na literatura mostra que esse agente fitoterapico apresenta eficacia
antimicrobiana contra patégenos endodonticos, podendo também ser considerado para
uso como medicamento intracanal na pratica endodontica (KALAISEVAM et al. 2019).

Volpato et al. (2017) avaliaram a atividade antimicrobiana de um outro produto
natural, o extrato de Persea major Kopp (Lauraceae), foi visto em seus estudos que o
extrato bruto ndo apresentou atividade contra o E. faecalis, mas quando fracionado, o
acetato de etila apresentou potente atividade antimicrobiana quando comparado ao
hidroxido de célcio associado a clorexidina a 2%.

Em alguns casos, levando em consideragdo a natureza polimicrobiana das
infec¢des endoddnticas, € usado como medicagdo intracanal uma pasta antibiotica tripla
(TAP), que ¢ composta por uma mistura entre os antibioticos ciprofloxacino,
metronidazol e minociclina (DIOGENES et al., 2013). Alguns estudos na literatura
buscam agentes naturais que possam substituir essa medicagcdo, pois dentre as suas
desvantagens estd o seu potencial de descoloracdo dentaria e a resisténcia dos
microrganismos (MONTERO-MIRALLES et al. 2018).

Diante disso, Dessai et al. (2022) compararam a atividade do extrato de acido
carnosico, derivado da Rosmarinus officinalis L., com hidréxido de célcio e a TAP, tendo
sido visto que com 14 dias de exposi¢do ao biofilme de E. faecalis, as trés substancias
apresentaram eficacia antimicrobiana semelhante, assim como nos estudos de Chandwani
et al. (2022), que compararam a atividade antimicrobiana da Bromelaine, resultando em
potente atividade frente as outras medicagoes.

O dleo essencial de Cinnamomum zeylanicum também foi estudado e comparado

com a TAP, foi possivel observar que o composto natural apresenta ampla atividade
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antimicrobiana quando comparada com a medicacdo, além disso o o6leo essencial
apresentou melhor biocompatibilidade, sendo um promissor agente de desinfec¢do

(ABBASZADEGAN et al. 2016).

CONCLUSAO

O tratamento endodontico tem como principal objetivo eliminar ou reduzir os
microrganismos presentes na infeccdo do sistema de canais radiculares. Diante das
desvantagens encontradas na a¢do das solugdes irrigadoras e medicagdes intracanais mais
comumente utilizadas na endodontia, muitos produtos naturais vém sendo estudados com
essa finalidade.

Esse trabalho mostra um  potencial importante de  atividades
antimicrobiana/antibiofilme de produtos naturais contra patdogenos constantemente
encontrados na infecgdo endodontica. E possivel concluir que essas substincias sdo
alternativas potenciais para substituir os agentes quimicos utilizados atualmente, porém
faz-se necessario mais estudos sobre as propriedades desses produtos naturais € sua

atividade in-vivo.
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