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Resumo

A presenga de micro-organismos nos canais sdo um dos fatores mais relevantes no insucesso do tratamento
endodontico, sendo fundamental seu controle e eliminacdo. O objetivo do trabalho foi avaliar, in vitro, a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial do alecrim associado ao hidroxido de célcio, determinando a concentracgéo inibitdria
minima (CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM). Os grupos experimentais foram divididos em 7: CN
(controle negativo); CP (controle positivo); CC (controle de crescimento); CE (controle de esterilidade); AL -
Rosmarinus officinalis; HAL -hidréxido de calcio e Rosmarinus officinalis; HC — hidrdxido de calcio e agua destilada.
Apos a revitalizacdo das cepas de Enterococcus faecalis (ATCC 14506), os testes para atividade antibacteriana foram
realizados por meio da microdiluicdo em caldo a fim de definir a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a
Concentracdo Bactericida Minima (CBM). O ensaio foi realizado em triplicata, e as placas de microdiluicdo foram
incubadas em anaerobiose na estufa de 5% de CO, a 37°C durante 24 horas. Os resultados foram avaliados de forma
descritiva e qualitativa. A CIM dos grupos experimentais testados variou de 5,5 a 229,74 mg/ml. Apenas o grupo HAL
demonstrou resultado significativo quando comparados aos demais grupos testados, sendo o Unico resultado
encontrado na faixa da CIM de 0 a 100. Pode-se observar que o hidréxido de calcio ndo apresentou efetividade contra
cepas de E. faecalis, entretanto associado ao 6leo essencial de alecrim diminui a CBM e CIM deste, propiciando uma
atividade antimicrobiana satisfatdria.

Palavras-chave: Rosmarinus officinalis; Medicamentos fitoterdpicos; Odontologia.

Abstract

The presence of microorganisms in canals is one of the most relevant factors in the failure of endodontic treatment,
being its control and elimination fundamental. The aim of this study was to evaluate, in vitro, the antimicrobial
activity of rosemary essential oil associated with calcium hydroxide, determining the minimum inhibitory
concentration (MIC) and the minimum bactericidal concentration (MBC). The experimental groups were divided into
7: CN (negative control); CP (positive control); CC (growth control); CE (sterility control); AL - Rosmarinus
officinalis; HAL - calcium hydroxide and Rosmarinus officinalis; HC - calcium hydroxide and distilled water. After
revitalization of the Enterococcus faecalis strains (ATCC 14506), the tests for antibacterial activity were performed by
broth microdilution in order to define the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the Minimum Bactericidal
Concentration (MBC). The assay was performed in triplicate, and the microdilution plates were incubated in
anaerobiosis in the 5% CO2 oven at 37°C for 24 hours. The results were evaluated descriptively and qualitatively. The
MIC of the experimental groups tested ranged from 5.5 to 229.74 mg/ml. Only the HAL group showed significant
results when compared to the other groups tested, being the only result found in the MIC range of 0 to 100. It can be
observed that calcium hydroxide did not show effectiveness against E. faecalis strains, however, associated with
rosemary essential oil, it decreased the BAC and MIC of this, providing a satisfactory antimicrobial activity.
Keywords: Rosmarinus officinalis; Phytotherapeutic drugs; Dentistry.

Resumen

La presencia de microorganismos en los conductos es uno de los factores més relevantes en el fracaso del tratamiento
endodontico, siendo fundamental su control y eliminacién. El objetivo de este estudio fue evaluar, in vitro, la
actividad antimicrobiana del aceite esencial de romero asociado al hidréxido de calcio, determinando la concentracion
minima inhibitoria (CIM) y la concentracion minima bactericida (CBM). Los grupos experimentales se dividieron en
7: CN (control negativo); CP (control positivo); CC (control de crecimiento); CE (control de esterilidad); AL -
Rosmarinus officinalis; HAL - hidréxido de calcio y Rosmarinus officinalis; HC - hidréxido de calcio y agua
destilada. Tras la revitalizacion de las cepas de Enterococcus faecalis (ATCC 14506), se realizaron las pruebas de
actividad antibacteriana por microdilucion en caldo para definir la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) y la
Concentracion Bactericida Minima (CBM). El ensayo se realizo por triplicado y las placas de microdilucion se
incubaron en anaerobiosis en la estufa al 5% de CO2 a 37°C durante 24 horas. Los resultados se evaluaron de forma
descriptiva y cualitativa. La CIM de los grupos experimentales probados oscilé entre 5,5 y 229,74 mg/ml. Solo el
grupo HAL mostrd resultados significativos cuando se compar6é con los otros grupos probados, siendo el Unico
resultado encontrado en el rango MIC de 0 a 100. Se puede observar que el hidréxido de calcio no mostré eficacia
frente a las cepas de E. faecalis, sin embargo, asociado al aceite esencial de romero, disminuyd la CIM y la de éste,
proporcionando una actividad antimicrobiana satisfactoria.

Palabras clave: Rosmarinus officinalis; Farmacos fitoterapéuticos; Odontologia.


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i16.23865
mailto:izaias.silva@upe.br

Research, Society and Development, v. 10, n. 16, €522101623865, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i16.23865

1. Introducéo

O objetivo principal do tratamento endodéntico é a limpeza e desinfeccdo dos canais contaminados e a obturacdo do
sistema em trés dimensdes, evitando a reinfeccdo e promovendo a cura da patogénese (Torabinejad et al., 2005). No presente
momento as evidéncias indicam que nenhum instrumento ou técnica é capaz de atuar sobre toda a area de superficie das
paredes dentinarias durante o preparo biomecanico (Versiani et al., 2011), resultando sempre na presenca de restos de matérias
organicas e inorganicas, debris e mesmo de tecido vital em canais laterais, istmos e irregularidades nas paredes (Sasaki et al.,
2006; Fornari et al., 2010).

A presenca de micro-organismos nos canais sdao um dos fatores mais relevantes no insucesso do tratamento
endoddntico, sendo fundamental seu controle e eliminacdo, assim como, a neutralizacdo de seus produtos. Durante o preparo
quimico mecéanico os micro-organismos podem permanecer ou invadir o canal e os tecidos periapicais sendo os principais
agentes etioldgicos das alteracdes pulpares e periapicais (Aguiar, 2009; Arruda, 2017; Martins, 2017).

A medicagdo intracanal e solucdo irrigante possuem relevancia no contexto da neutralizagdo do material residual
principalmente em casos de infeccdo persistente e retratamento, 0s quais contam com a presenca de micro-organismos
resistentes. O hidréxido de célcio é o medicamento intracanal de elei¢do utilizado e seu principal mecanismo de acéo é elevar o
pH o suficiente para que poucos micro-organismos sobrevivam. Essa medicagdo apresenta atividade antibacteriana contra a
maioria das cepas isoladas de infec¢des do canal radicular, controle da inflamagdo, atua como barreira fisico-quimica,
solubiliza matéria orgénica, neutraliza produtos tdxicos, controla a exsudacdo persistente e estimular o reparo por tecido
mineralizado. (Law & Messer, 2004; Siqueira et al., 2010).

Nos Gltimos anos tem sido observado um crescente interesse da comunidade cientifica pelas plantas medicinais, por
apresentarem potenciais terapéuticos, baixo custo, poucos efeitos adversos quando comparados a medicamentos convencionais
e facil obtencdo. (Costa, 2010; Leandro, 2017). O Alecrim (Rosmarinus officinalis) é um exemplo de planta utilizada desde a
antiguidade para fins terapéuticos e apresenta propriedade analgésica, espasmolitica, antiinflamatoria, antifingica e possivel
propriedade antineoplasica. (Alves et al., 2008; Valones, 2008; Costa et al., 2009). Sendo assim, esta pesquisa visa avaliar, in
vitro, a atividade antimicrobiana do 6leo essencial do Alecrim associado ao hidroxido de calcio. A hipétese nula testada foi a
auséncia de diferencas significativas na atividade antimicrobiana entre o hidréxido de célcio, o 6leo essencial e sua associagao
com o hidroxido de célcio.

2. Metodologia

Trata-se de um estudo experimental in vitro. O presente estudo foi realizado em parceria com o laboratdrio de cultivo
e andlise celular (LACEC), todos localizados na Universidade Federal da Paraiba, localizado na cidade de Jodo Pessoa/PB. A
medicacdo intracanal analisada foi o hidroxido de célcio (Biodindmica Quimica e Farmacéutica LTDA, PR, Brasil). O éleo
essencial de alecrim (Rosmarinus Officinalis) é vegetal, possui qualidade superior, 100% puro e natural (FERQUIMA -
Vargem Grande Paulista - SP) com caracterizagdo conforme a Tabela 1. Um estudo piloto foi desenvolvido a fim de diluir o
hidréxido de célcio no 6leo essencial. As diluigdes foram realizadas com o acréscimo do Tween 80® (Sigma P4780,
Steinheim, Germany), o qual atuou como substancia ligante. Para facilitar a analise, os grupos foram divididos conforme

descrito na Tabela 2.
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Tabela 1: Caracterizagdo dos 6leos essenciais usados na pesquisa.

OLEO PRINCIPAIS COMPONENTES | DENSIDADE (20°C) | ORIGEM
Rosmarinus officinalis 1,8 cineol (40%); 0,919 Marrocos
o - pineno (13%);
Limoneno (3%);
Canfora (15%);
Beta pineno (7%)

Fonte: Autores.

Tabela 2: Descri¢do dos grupos e das propor¢des das medicagdes intracanais analisados na pesquisa.

GRUPOS SUBSTANCIAS DOSAGEM
CN (controle negativo) Tween 80® -
CP (controle positivo) Clorexidina (2%) -
CE (controle de esterilidade) Meio de cultura BHI (agar) -
CC (controle de crescimento) | Meio de cultura BHI (agar) + bactérias -
HC Hidroxido de calcio 7,5mg
Agua destilada estéril 15 mL
AL Rosmarinus officinalis (Alecrim) -
Hidroxido de calcio 7,5mg
HAL Rosmarinus Officinalis 11,6 mL
Tween 80® 1mL
Agua destilada estéril 2,4 mL

Fonte: Autores.

Para avaliar a atividade antimicrobiana foi utilizado o teste de microdiluicio em caldo a fim de mensurar
guantitativamente a atividade, in vitro, de agentes com potencial atividade antimicrobiana (NCCLS, 2002, 2003) por meio da
CIM e a CBM (Andrews, 2001) das substancias testadas sobre a cepa de E. faecalis.

As cepas de referéncia (ATCC - American Type Culture Collection) utilizada para avaliagdo do potencial

antimicrobiano desta pesquisa foi E. faecalis (ATCC 14506) semeadas em Infusdo Cérebro Coracéo (BHI-caldo) (Brain Heart
Infunsion Broth — HiMedia Laboratories Pvt Ltd).

Para o cultivo da bactéria foi realizado o descongelamento das cepas de referéncia em temperatura ambiente. Em
seguida, 50 pL do indculo e 5mL (5000 uL) do meio BHI-caldo foram colocados em tubos falcon com tampa previamente
esterilizados. Ap6s homogeneizagdo no vortex (FANEM®), os tubos semi-abertos foram colocados em jarra de anaerobiose e
levado para a estufa bacteriol6gica (STERILIFER), durante 48h a 37°C. Ap6s 48h do cultivo, o tubo foi colocado em aparelho
centrifugador (CENTRIBIO) e centrifugado por 15 minutos na velocidade 2.500 rpm. Em seguida, o sobrenadante foi
descartado e ao tubo foi acrescentado 5mL de solucéo salina (NaCl 0,9%). Apds a mistura foi homogeneizada no vortex e
realizada a leitura da densidade bacteriana (NCCLS, 2003).

A suspensdo bacteriana preparada em solucdo salina (NaCl 0,9%) foi padronizada através de espectrofotdmetro
(GLOMAX MULTI, Promega) emitindo comprimento de onda de 625 nm e valor de absorbéncia variando entre 0,080 a 0,100
correspondente a concentracdo de 1 a 2 x 108 UFC/mL, equivalente a 0,5 da Escala de MacFarland. Para a leitura, uma placa
de 96 pogos de fundo chato (COSTAR®) foi utilizada, onde no primeiro pogo foram colocados 100 L de salina e no segundo
poco, 100 pL do indculo previamente preparado (NCCLS, 2003).

A CIM impede o crescimento visivel de um micro-organismo no teste de sensibilidade por dilui¢do em 4gar ou caldo.
Este método é usado para determinar a concentracdo minima de um agente a fim de inibir sua reprodugdo ou eliminar micro-
organismos. A CIM bactericida provoca a morte dos micro-organismos. A CIM bacteriostatica inibe a reproducdo bacteriana
ndo provocando a morte dos mesmos. Ja a CBM é um método que avalia a menor concentracdo da droga que inibe pelo menos

99,9% do in6culo bacteriano.
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Os controles de viabilidade da cepa foram: controle de crescimento (CC - 100 pL do meio e 100 pL do in6culo),
controle de esterilidade do meio (CE - 100uL do meio), controle negativo (CN - 100 pL de solugdo de Tween 80® com agua
destilada e 100 pL de meio) com o intuito de verificar se ha ou ndo interferéncia sobre a biologia dos micro-organismos e
controle positivo (CP - 100 pL de meio com 100 pL da solucdo de Digluconato de Clorexidina e 100 pL do indculo).

Inicialmente, foram distribuidos 100 uL de meio BHI nos orificios da placa de microdiluicdo de fundo em U.
Posteriormente, 100 pL da substancia testada foi transferida para o primeiro poco e diluidos seriadamente a partir da retirada
de uma aliquota de 100 uL da cavidade mais concentrada para a cavidade sucessora, seguindo até o ultimo poco. Em seguida,
foram adicionados a cada pogo 100 pL do indculo na concentragdo 5 x 105 UFC/mL (NCCLS, 2003). O ensaio foi realizado
em triplicata, e as placas de microdiluicdo foram incubadas em estufa a 37°C durante 24 horas.

A leitura para determinacdo da CIM sobre a cepa testada foi realizada pelo método visual, levando em consideragao a
formacdo ou ndo de aglomerados de bactérias no fundo da cavidade da placa de microdiluicdo (NCCLS, 2003). Dessa forma, a
CIM foi considerada a menor concentracdo do produto em teste capaz de inibir o crescimento das cepas utilizadas nos ensaios
microbioldgicos (Andrews, 2001).

Para a confirmacdo do resultado visual, ou seja, para confirmar a presenca de micro-organismos viaveis nas
concentragdes inibitérias, 30 puL do corante Resazurina Sddica (Sigma®) foram adicionados como indicador de 6xido-reducio,
o qual indica alteracdo de pH devido & presenga de micro-organismos (Montejano et al., 2005). Ap6s 1 hora da aplicacdo do
corante na placa, cada pogo foi avaliado e tabulado os resultados.

As CBMs das substéncias testadas e do controle positivo foram determinadas a partir do resultado da CIM, onde foi
realizado o subcultivo de 10uL da concentracdo correspondente a inibitoria e as concentracdes imediatamente mais
concentradas (CIM x 2 e CIM x 4) (De Castro & Lima, 2013) em placas de petri contendo meio sélido (BHI-agar). Apos 48h
de incubacéo a 37°C, foi realizada a leitura da CBM, considerada a menor concentracdo que impediu o crescimento visivel do
subcultivo (Andrews, 2001).

Os dados foram tabulados em planilha Excel e calculados conforme o Manual Analitico Bacterioldgico (Food and

Drug Admnistration, 2001). Os resultados foram avaliados de forma descritiva e qualitativa.

3. Resultados

A CIM e CBM dos 7 grupos experimentais estdo apresentados na Tabela 3. A CIM dos 6leos essenciais variou de 5,5
a 229,74 mg/ml. Apenas o grupo HAL demonstrou resultado significativo quando comparados aos demais grupos testados,
sendo o Unico resultado encontrado na faixa da CIM de 0 a 100.

O uso da placa de Petri para plaqgueamento foi realizado para cada grupo experimental a fim de determinar a CBM. Os
grupos controle positivo e de esterilidade ndo apresentaram crescimento bacteriano nas placas de Petri (Figuras 1 e 2). Isso
demonstra que o uso da clorexidina (2%) é eficaz contra cepas de E. faecalis e ndo houve contaminacdo do BHI agar durante o
desenvolvimento da pesquisa. Os grupos negativos e de crescimento retrata crescimento bacteriano nas placas de Petri (Figuras
1 e 2) conforme os objetivos esperados desses grupos. Os grupos AL e HAL ndo apresentaram crescimento bacteriano nas
placas de Petri, diferentemente do grupo HC que ndo apresentou efetividade (Figuras 3 e 4).

A presenca do Tween 80® nas dilui¢des ndo teve impacto sobre a atividade antibacteriana dos 6leos essenciais. A
CIM e CBM do grupo Ca(OH), ndo pode ser determinada porque em nenhuma concentragdo inibicdo de crescimento

bacteriano.
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Tabela 3: CIM e CBM dos grupos experimentais em cepas de E. faecalis ATCC 14506.

GRUPO CIM CBM
(mg/ml) (mg/ml)

CP Efetivo Efetivo

CN ne* ne*

CE a a

cC b b

HC ne* ne*

AL 114,87 229,74

HAL 5,55 5,55

*ne = ndo efetivo; a = sem presenca de bactérias; b = presenga de bactérias. Fonte: Autores.

Figura 1 — Concentracdo bactericida minima (CBM) de E. faecalis ATCC 14506 para (a) controle negativo e (b) controle
positivo avaliados apds 24h de subcultivo em BHI égar.

Fonte: Autores.
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Figura 2 — Concentragdo bactericida minima (CBM) de E. faecalis ATCC 14506 para (a) controle de crescimento e (b)

controle de esterilidade avaliados apds 24h de subcultivo em BHI &gar.

Fonte: Autores.

Figura 3 — Concentragdo bactericida minima (CBM) de E. faecalis ATCC 14506 para (a) grupo AL e (b) grupo HAL

avaliados ap6s 24h de subcultivo em BHI &gar.

Fonte: Autores.
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Figura 4 — Concentracdo bactericida minima (CBM) de E. faecalis ATCC 14506 para grupo HC avaliado ap6s 24h de

subcultivo em BHI &gar.

Fonte: Autores.

4. Discussdo

Este trabalho avaliou, in vitro, a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de alecrim associado a medicamento de
uso endoddntico padrdo, determinando a CIM e a CBM contra cepa de E. faecalis, a qual é prevalente nas infeccfes
endodoénticas (Mayer, 2017). Os produtos de origem vegetal sdo interessantes para a odontologia por apresentarem um variado
potencial terapéutico, baixo custo e facil obtencdo. (Teixeira, 2012). Os bleos essenciais apresentam atividade contra uma
ampla variedade de micro-organismos: virus, fungos, protozoarios e bactérias. (Probst, 2012).

O E. faecalis apresenta resisténcia ao hidréxido de calcio, corroborando com 0s nossos achados, pois este micro-
organismo pode invadir e adaptar-se perfeitamente bem nos tubulos dentinarios e sobreviver no meio necrético pulpar, onde o0s
suprimentos de sangue e oxigénio sdo limitados ou inexistentes, resistindo a antibioticoterapia, as medicagdes intracanais
padrdes utilizadas atualmente e também ao preparo quimico-mecanico resultando em insucessos endodénticos (Silva et al.,
2013; Lemos et al., 2015). A adesdo ao coladgeno possibilita sua sobrevivéncia, crescimento e reinfeccdo, apresentando
habilidade em adaptar-se as severas condi¢cbes ambientais, além de apresentar enzimas liticas, citolisinas, substancia de
agregacdo e 4cido lipoteicoico contribuem para a sua grande viruléncia. (Freire et al., 2017; Sousa, 2017).

Estudos demonstraram a importancia da medicacdo intracanal entre sessdes para eliminar micro-organismos que
sobreviveram a etapa de preparo quimico-mecanico. (Delegado et al., 2005). Estudos relataram a variagdo da suscetibilidade
de micro-organismos individuais as pastas de hidroxido de célcio. Todas as seis bactérias anaerobias facultativas e quatro
anaerdbios gram-negativos foram mais suscetiveis ao hidréxido de calcio preparado com veiculos oleosos concluindo que a
habilidade de difuséo e atividade antimicrobiana do hidroxido de célcio estéo relacionadas com os tipos de veiculos utilizados,
dentre as bactérias testadas, o E. faecalis apresentou maior resisténcia. No presente estudo, o hidréxido de calcio com a agua
destilada ndo apresentou efetividade contra cepas de E. faecalis, no entanto, quando associado a um veiculo oleoso, como o
6leo essencial de alecim, apresentou efetividade com CIM e CBM iguais com valor de 555 mg/ml, podendo ocorrer

sinergismo. (Gomes et al., 2002)
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O 6leo essencial de alecrim apresenta potencial anti-inflamatério, analgésico e antimicrobiano com atividade
antiflngica e inibitoria sobre o crescimento de bactérias gram-negativas, e principalmente, gram-positivas. (Alves et al., 2008;
Valones, 2008; Costa et al., 2009; Probst, 2012). Autores acreditam que 0S compostos responsaveis pela atividade
antimicrobiana do alecrim sdo os nlcleos aromaticos, por conter um grupo funcional polar (Porte e Godoy, 2001). Outros
autores acreditam que essa atividade se deve a grande quantidade de compostos fenélicos, a acdo do acido carndsico e do
carnasol. (Moreno et al., 2006).

As variagdes na composicdo quimica do éleo essencial de alecrim sdo dependentes de fatores como: regido de cultivo,
metodologia de extracdo e analise, parte da planta utilizada e preparo da matéria prima para a extracdo (seca ou in natura).
Estes fatores podem auxiliar na justificativa da variacdo dos resultados encontrados dos estudos citados, sendo primordial que
a composicdo do 6leo essencial de alecrim utilizada seja conhecida, pois, as alteragdes de composi¢cdo quimica podem
modificar o teor do principio ativo presente no éleo (Castro & Ferreira, 2012).

O extrato hidroalcodlico de folhas de R. officinalis levou a resultados satisfatorios para as bactérias E. faecalis (ATCC
29212), e seus isolados clinicos, com valores de CIM variando entre 40 a 400 pug/mL e CBM de 100 a 300 pg/mL. (Petrolini et
al., 2013) Outro estudo utilizou tinturas hidroalcodlicas de alecrim obtidas através de uma farméacia de manipulagéo e diluidas
em proporcdes de 1:1 (forma pura) até 1:64 em alcool a 70%, encontrando uma CIM de 14,06 mg/mL (Ferreira filho et al.,
2015). No presente estudo o 6leo essencial de alecrim foi adquirido comercialmente e apresentaram CIM 114,87 e CBM
229,74. também utilizaram extratos de alecrim adquiridos comercialmente e encontraram uma de CIM 50 mg/mL de contra o
E. faecalis. Essas discordancias nos valores da CIM e CBM podem ser devido as diversas formas de preparo dos substratos da
planta. (Oliveira et al., 2017)

Diante de poucos estudos na literatura acerca da atividade antimicrobiana R. officinalis contra o E. faecalis
observamos outros resultados com outras bactérias. Onde o extrato de R. officinalis foi efetivo na inibicdo de aderéncia de S.
mitis ATCC 98811, S. mutans ATCC 25175 e S. sobrinus ATCC 27609. (Silva et al., 2008) Em outro estudo relataram a
efetividade do alecrim contra S. mitis, S. mutans, S. sanguis, S. sobrinus e Lactobacillus casei. (Alves et al., 2008) Estudos
demonstram a efetividade do alecrim contra Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Serratia marcescens, S.
pyogenes, Proteus mirabilis, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa. (Sousa et al., 2017) Os resultados obtidos utilizando a folha do alecrim confirmam a alta sensibilidade das
bactérias Gram-positivas ao alecrim, entretanto, ainda existe divergéncias de resultados na literatura necessitando de mais
estudos. (Porte & Godoy, 2001)

5. Concluséo
Neste estudo, pode-se observar que o hidréxido de calcio ndo apresentou efetividade contra cepas de E. faecalis,
entretanto associado ao 6leo essencial de alecrim diminui a CBM e CIM deste, propiciando uma atividade antimicrobiana

satisfatéria.
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