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Resumo

A placa e o calculo dentério em cdes sdo duas das afeccBes mais prevalentes na clinica de pequenos animais. O
acimulo de bactérias promovido por eles é, também, a principal etiologia da doenca periodontal, que danifica os
tecidos de sustentacdo dentéria e, quando ndo tratada, pode gerar repercussdes sistémicas. A escovagdo dentéria diaria
¢ a melhor forma de prevengdo contra essas moléstias, porém, a grande maioria dos tutores ndo possui esse costume e
0s produtos existentes no mercado para esse fim podem gerar efeitos colaterais quando usados a longo prazo. Sendo
assim, o presente trabalho buscou avaliar a eficacia do 6leo de Ocimum gratissimum e do &cido ferdlico, principal
componente do extrato de propolis marrom no combate das bactérias formadoras de placa e célculo, introduzindo uma
opcdo fitoterdpica, menos agressiva, aos possiveis tratamentos dessas doencas. Para isso, foram coletadas 14 amostras
de placa e célculo dentéario de ces de diferentes idades, sexo e ragas, identificados os microrganismos presentes em
tais amostras e realizado o teste de difusdo em 4gar e avaliacdo de didmetros de halo formados por cada tratamento de
interesse. O estudo demonstrou que os dois tratamentos mais eficazes dentre os estudados, foram o 6leo de Ocimum
gratissimum e sua associa¢do ao acido ferlico e um gel comercial a base de propolis, ambos tendo demonstrado
resultados equivalentes.

Palavras-chave: Placa dentéria; Célculo dentério; Oleos vegetais; Ocimum gratissimum; Acido feralico.

Abstract

Dental plaque and calculus are two of the most common diseases in small animal veterinary practice. They promote
de accumulation of bacteria on the surface of canine teeth, which is also the main cause of periodontal disease.
Periodontal disease destroys the tissue that supports the teeth and when left untreated can have systemic
repercussions. Daily brushing of the dog’s teeth is the most effective method of preventing these afflictions, but that is
still not a reality for most owners and many of the products available on the market for that purpose have negative
long term effects for the pacient’s health. With that being said, this project sought to test the efficiency of Ocimum
gratissimum oil and ferulic acid, main component of brown propolis extract, in combatting the bacteria that produces
dental plaque and calculus, introducing a less aggressive option for the treatment of these diseases. In order to do so,
14 samples of plaque and calculus were collected from dogs of different ages, sex and breeds; the microrganisms
present in those samples were identified and agar diffusion tests and evaluation of inhibition halo diameters were
performed for each treatment of interest. The study showed that the most efficient treatments were the Ocimum
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gratissimum oil as well as its association with ferulic acid and an existent commercial propolis based gel, both having
had equivalent results.
Keywords: Dental plaque; Dental calculus; Plant oils; Ocimum gratissimum; Ferulic acid.

Resumen

La placa y el calculo dental son dos de las afecciones mas predominantes en la clinica de pequefios animales. La
acumulacion de bactérias promovida por ellas és, también, la principal etiologia de la enfermedad periodontal, que
damnifica los tecidos de apoyo de los dientes y, si no tratada, puede generar enfermedades sistémicas. Cepillar los
dientes de los perros diariamente és la mejor manera de prevenir estas enfermedades, pero la gran mayoria de los
duefios no lo hacen y los productos existentes actualmente en el mercado pueden tener efectos secundarios a largo
plazo. Asi, este trabajo avalé la eficiencia del aceite de Ocimum gratissimum y &cido ferdlico, principal componente
del extracto de propdleo marrén en el control de crecimiento de las bacterias de la placa y calculo dental,
introduciendo una nueva opcién de tratamiento, menos agresivo, para estas enfermedades. Para eso, fueron recogidas
14 muestras de placa y calculo dental de perros de diferentes edades, sexo y razas, fueron identificados los
microrganismos en ellas y hecha la prueba de difusidn en agar y evaluacion de los didmetros de halo producidos por
cada tratamiento de interés. El trabajo mostro que los tratamientos mas eficientes fueron el aceite de Ocimum
gratissimum y su asociacion con el &cido feralico e con un producto comercial que tiene como base el propdleo.
Palabras clave: Placa dental; Calculo dental; Aceite vegetal; Ociumum gratissimum; Acido fertlico.

1. Introducéo

Nos Gltimos anos, tem crescido a area da odontologia veterinaria, dado que as afec¢es da cavidade oral de cées séo
extremamente comuns e produzem sinais clinicos que incomodam ndo s6 aos animais, mas também aos tutores. De acordo
com Santos, Carlos e Albuquerque (2012), essas doengas afetam dentes, gengivas e tecidos moles adjacentes e, se ndo tratadas
efetivamente, podem ocasionar o desenvolvimento de afec¢es sistémicas.

Uma das doencas de cavidade oral mais comuns nos cées é a doenca periodontal (D.P), que afeta até 85 % de animais
acima de trés anos de idade (Garcia et al., 2008). Como descrito por Campos, Freitas e Gomes (2019), a etiologia da D.P é
multifatorial, sendo influenciada pela raca, idade e hébitos alimentares do cdo, porém em todos 0s casos, as bactérias
formadoras da placa e do calculo perpetuam e potencializam o desenvolvimento da doenga.

Sinais clinicos apresentados por cédes que sofrem de doenca periodontal podem incluir halitose; mudanca na coloragdo
dos dentes; dificuldade de apreender e mastigar alimento; eritema, retragdo e sangramento gengival; amolecimento e perda de
dentes (Teixeira, 2016). Por outro lado, Santos (2018) descreve que em casos mais graves da doencga, nos quais as bactérias da
cavidade oral caem na corrente sanguinea, podem ser observados sinais sistémicos como a febre e acometimento e disfuncéo
de outros 6rgdos, como coracéo e figado.

Atualmente, entende-se que o melhor combate & D.P € a prevencdo por meio da escovagdo periddica dos dentes
(Gouveia, 2009), porém a cultura da higiene bucal ainda ndo foi amplamente difundida na espécie canina. Dessa forma, o que
se observa na rotina da clinica veterinaria € um alto nimero de animais que sdo submetidos a profilaxia dentaria, procedimento
cirtrgico para a remocao fisica da placa e célculo ja instaurados; porém, é igualmente comum que esses animais tenham
recidivas a medida que ndo mantenham uma rotina de escovacdo adequada apés o tratamento.

J& na ocasido em que tutores realizam a escovacdo dos dentes de seus cdes, seja antes ou depois da realizagdo da
profilaxia oral, os produtos disponiveis no mercado para fazé-lo, geralmente, tém como principios ativos substancias como a
clorexidina que, se utilizadas a longo prazo, causam danos a mucosa oral canina (Pieri et al., 2010).

Como alternativa para tais substancias comerciais mais abrasivas, existem aquelas fitoterapicas, que vém sendo fonte
de crescente interesse pela comunidade cientifica, dado suas propriedades bactericidas, antissépticas e anti-inflamatorias
descritas em literatura (Michelin, 2005). Dentre elas, o 6leo de Ocimum gratissimum, popularmente conhecido como
“alfavaca”, é caracterizado como portador de efeitos inseticidas, nematicidas e antimicrobianos, especialmente frente bactérias

dos géneros Staphylococcus, Enterococcus e Pseudomonas (Politeo et al., 2007).
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Ja o extrato propolis marrom, é extremamente rico em acido feralico, um fitoquimico fendlico natural que além
da acdo antimicrobiana, possui também importantes propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias (Picoli et al., 2016),
sendo estas caracteristicas que tornam ambos os compostos potencialmente promissores ao combate da placa bacteriana.

Sendo assim, buscou-se, no presente estudo, avaliar a eficacia in vitro do 6leo de Ocimum gratissimum e do &cido
ferdlico contra as bactérias formadoras de placa e calculo dentario, por meio da metodologia do teste de difusdo em agar, de
maneira isolada e associada a um gel dentario a base de prépolis ja existente no mercado. Dessa forma, os resultados obtidos
podem nao sé aprimorar uma formulagéo ja existente, mas também inspirar futuros estudos na area da fitoterapia associada a

odontologia veterinaria.

2. Metodologia

O experimento foi realizado nas instalagdes da Universidade José do Rosario Vellano, Rod. MG 179, Km 0, s/n
Campus Universitario - Trevo, Alfenas - MG, 37130-000. A coleta das amostras e os procedimentos cirtrgicos foram
realizados no Hospital Veterinario da Unifenas - Alfenas e em clinicas veterindrias particulares da cidade de Alfenas-
MG. A obtencdo de extratos naturais e cultivo bacteriano, foram realizados no Laboratério de Biologia e Fisiologia de
Microrganismos da referida universidade, no setor de Agronomia e o projeto teve aprovacdo da Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) sob o nimero 12A_2019.

Foram coletadas amostras provenientes de um total de 14 cdes, machos e fémeas, higidos mediante exame
clinico, de variadas idades, com estagios de doenca periodontal variando de 1 a 3 de acordo com a classificacdo proposta
pela World Small Animal Veterinary Association (2020).

As amostras de placa e célculo dentario foram coletadas com swab estéril contendo meio Carry Blair, por meio
da friccdo do swab contra os todos os dentes do animal, buscando-se alcangar o material mais proximo da regido
subgengival possivel. Em seguida, esses foram adicionados a tubos de ensaio contendo caldo BHI para o crescimento
microbiano.

Afim de identificar o perfil de microrganismos presentes nas amostras, essas foram espalhadas em meios de
cultura especificos e, visualmente, comparadas com cepas controle de Candida spp.; E. Coli; Staphylococcus spp. e
Streptococcus spp. Para avaliar o crecimento de Candida spp., as amsotras foram inoculadas em meio CHROMagar
candida; para E. Coli, em CHROMagar Orientation e EMB; para Staphylococcus spp., em CHROMagar Orientation e
Baird-Parker e, para Streptococcus spp, dgar sangue.

Posteriormente, visando a avaliacdo da atividade microbiana das amostras, assim como a eficacia dos
tratamentos a serem estudados, foi realizado o teste de difusdo em agar Mueller Hinton. Esse teste consiste no cultivo de
microrganismos a serem testados em meios especificos e, posterior, desafio dos mesmos frente substancias
antimicrobianas, sendo a eficicia dos tratamentos relacionada ao didmetro de halo produzido por eles na placa. De
acordo com Ostrosky et al. (2008), o teste de difusdo em &gar é um dos mais eficazes na avaliacdo de atividade
antimicrobiana de extratos vegetais, sendo importante ferramenta na descoberta de novos agentes farmacéuticos eficazes
€ menos agressivos, especialmente no Brasil dada a sua abundante biodiversidade.

Para isso, primeiramente, o agar foi despejado em 14 placas de Petri e, apds 0 descanso necessario para a sua
solidificacdo, as amostras foram diluidas segundo a escala de Mc Feyre 0,5 e espalhadas cada uma em uma placa. Em
seguida, nelas foram perfurados 6 pogos, para 6 tratamentos fluidos, assim como reservada uma &rea no centro para a
colocagdo do controle positivo infundido em disco, sendo essa uma associacdo do método classico de difusdo e de

perfuracdo em agar descritos por Ostrosky et al. (2008). Por fim, 150 mcL de cada um dos tratamentos apresentados no
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Quadro 1 foram adicionados ao poco identificado pelo nimero correspondente, sendo observada apds 24 horas a

formacéo de halo ao redor deles e, consequentemente, sua eficacia contra os microrganismos ali presentes.

Quadro 1 — Relacédo de tratamentos utilizados no experimento:

NUmero Tratamento

Creme dental a base de prépolis
Oleo de alfavaca + DMSO 20%

Acido fertlico

Creme dental a base de prépolis (1) + éleo de alfavaca + DMSO 20% (2)

Creme dental a base de propolis (1) + acido ferulico (3)

Creme dental a base de prépolis (1) + 6leo de alfavaca + DMSO 20% (2) + &cido fertlico (3)

~N| o O B W N P

Clindamicina em disco (controle +)

Fonte: Arquivo pessoal (2022).

3. Resultados e Discussao

Primeiramente, foi realizada a identificacdo dos microrganismos presentes nas amostras coletadas por meio da
comparacdo das mesmas com cepas controle dos seguintes microrganismos: Staphylococcus aureus; Escherichia coli,

Streptococcus spp. e Candida spp. Os resultados obtidos em tal teste estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Identificacdo de microrganismos, segundo 0s meios utilizados, presentes nas amostras:

Amostra BP (6{0] (6{0] EMB AS CcC
Staphylococcus Staphylococcus E. coli E. coli Streptococcus spp. Candida spp.
aureus aureus

+
1
+
1

C. tropicale

o+ o+ o+ + o+
1 1

+ + +
'

O O N Ol WNEFE OO P WN P
+ 4+ + F + + + + + o+ o+ o+

'

'

BP — Baird-Parker.

CO — CHROMagar orientation.
EMB — meio BEM.

AS — Agar sangue.

CC - CHROMagar candida.
Fonte: Arquivo pessoal (2022).

om
base nos resultados acima, observa-se que houve crescimento de Staphylococcus aureus em 100% das amostras quando
inoculadas sobre 0o meio Baird-Parker, porém apenas em 21,43% das mesmas, quando inoculadas sobre 0 meio CHROMagar

orientation. Tendo em vista que o meio Baird-Parker é especifico para Staphylococcus aureus e o meio CHROMagar
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orientation ndo, sendo essa bactéria uma dentre oito que podem ser cultivadas nesse meio, a auséncia de seu crescimento no
CHROMagar orientation ndo é achado suficientemente relevante para contestar a presenca de Staphylococcus aureus nas
amostras. De acordo com Fonseca et al. (2011), bactérias do género Staphylococcus sdo parte da microbiota natural da
cavidade oral dos cées, ndo sendo necessariamente indicativos de doenca, porém a presenca de Staphylococcus aureus foi
correlacionada a casos avangados de D.P. Outros autores, como Pieri (2012) e Santos (2018) descrevem a presenca da bactéria
em casos de D.P, porém ndo fazem correlacéo entre ela e a gravidade da doenca.

Ja em relacdo a E. Coli, sua presenca foi observada em 28,57% das amostras, quando inoculadas em meio
CHROMagar orientation e, em 50% das amostras, quando inoculadas em meio EMB. Ambos 0s meios ndo sdo especificos
para E. coli, porém apresentam hoas condi¢des para seu cultivo; sendo assim, podemos concluir que, apesar de ndo tédo
prevalente quanto o Staphylococcus aureus, a E. coli é um microrganismo que se demonstrou presente nas amostras em ambos
0s meios, ndo podendo ser desconsiderada na formulagdo de tratamentos para as diversas fases da doenca periodontal. Tal
achado coincide com os resultados obtidos por Braga et al. (2005) em seu estudo de isolamento e identificacdo da microbiota
oral em cdes da raca Pastor Alem&o. Por outro lado, em sua avaliagdo das bactérias da D.P em cées e sua resposta a
antibioticos, Fonseca et al. (2011) realizou duas coletas, uma em dia O e outra 15 dias ap6s a administracdo de
antibioticoterapia. Em seu estudo, observou-se que trés animais, cujas amostras ndo demonstraram presenca de E. coli na
primeira coleta, apresentaram-na na segunda, o que o autor atribuiu a uma contaminagdo secundéria por déficit imunitario dos
animais. Tal hip6tese pode ser aplicavel ao presente estudo, dado que houve presenca de Staphylococcus aureus em grande
porcentagem das amostras, associados por Fonseca et al. (2011) a casos mais avancados da D.P, o que provocaria reducdo da
imunidade dos animais afetados, desequilibrio da microbiota natural da cavidade oral e, consequente, desenvolvimento de E.
coli.

Considerando que no estudo de ambos 0s microrganismos supracitados, o cultivo das amostras no CHROMagar,
apresentou resultados inferiores aos obtidos no cultivo das mesmas em outros meios — Baird-Parker e EMB — ndo pode ser
descartada a hipdtese que, por ndo ser um meio especifico e pelos microrganismos ndo terem sido isolados, outras bactérias
tenham inibido o crescimento do Staphylococcus aureus e da E. coli nas placas nas quais ndo foi observado seu crescimento.

Quanto ao Streptococcus spp., 78,57% das amostras inoculadas em agar sangue, demonstraram seu crescimento, 0 que
confirma a importancia desse microrganismo na formagdo de placa e célculo dentario. Esse resultado vai de encontro os
achados obtidos por Elliot et al. (2005), que ao isolar os géneros bacterianos presentes nos dentes e saliva de cées, observou
como 0s mais prevalentes: Actinomyces, Streptococcus, Granulicatella, Porphyromonas e Neisseria; assim como de Fonseca
et al. (2011), Pieri (2012) e Souza (2015).

Por fim, em 14,28% das amostras houve crescimento de Candida spp., mais especificamente de Candida tropicalis. A
presenca desse microrganismo na microbiota oral do c&o foi descrita por Mendes (2021) em seu estudo na proporcédo de 4,41%
das 68 amostras coletadas da cavidade oral de cdes com e sem les6es na mesma. JA Navarro (2016), descreveu a presenca de
leveduras do género Candida spp. em 86% de amostras da mucosa oral de cdes em seu estudo e correlacionou maior
prevaléncia das mesmas em cdes que apresentavam D.P.

Tendo sido identificados 0s microrganismos presentes nas amostras coletadas para o estudo, passou-se para a segunda
fase de testes, que buscava avaliar a eficacia do 6leo de Ocimum gratissimum, assim como do acido fertlico — importante
componente do extrato de prdépolis marrom — no combate a placa e ao calculo dentéario formado pelas bactérias identificadas.
Tais compostos foram avaliados de acordo com os tratamentos descritos no Quadro 1 e os resultados obtidos foram descritos
na Tabela 2.
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Tabela 2 — Diametros de halo produzidos pelos tratamentos testados em mm.

AMOSTRA T1 T.2 T3 T4 T5 T.6 T.7
1 0 17 0 14 0 0 0
2 0 11 0 0 0 20 0
3 0 13 0 0 0 9 0
4 10 13 0 12 9 10 0
5 10 17 0 12 9 10 24
1 12 12 0 10 9 10 15
2 13 25 0 0 10 23 0
3 10 15 0 0 0 13 15
4 0 11 0 0 9 13 0
5 0 28 0 27 0 27 0
6 11 36 0 36 13 30 0
7 0 0 0 0 0 0 0
8 13 11 0 0 10 10 27
9 0 13 0 0 0 12 0

T.1 - Creme dental a base de prépolis.

T.2 - Oleo de alfavaca + DMSO 20%.

T.3 - Acido ferdlico.

T.4 - Creme dental a base de prépolis (1) + dleo de alfavaca + DMSO 20% (2).

T.5 - Creme dental & base de propolis (1) + &cido ferulico (3)

T.6 - Creme dental a base de propolis (1) + 6leo de alfavaca + DMSO 20% (2) + 4cido feralico (3)
T.7 - Clindamicina em disco (controle +).

Fonte: Arquivo pessoal (2022).

Para avaliar estatisticamente os dados obtidos no experimento, elabourou-se um grafico bloxpot, Figura 1, que
demonstra medianas, valores minimos e maximos e atipicos de cada amostra (Valladares et al., 2017), e realizou-se o teste de
Mann-Whitney, que é o mais apropriado para apontar diferengas entre os resultados obtidos em cada tratamento, dado que
esses sdo dados ndo paramétricos (Rosner & Grover, 1999).
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Figura 1 — Grafico boxplot dos resultados do teste de sensibilidade em agar das amostras em relagdo aos tratamentos
estudados

30
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T.1 - Creme dental & base de propolis

T.2 - Oleo de alfavaca + DMSO 20%

T.3 - Acido feralico

T.4 - Creme dental a base de propolis (1) + 6leo de alfavaca + DMSO 20% (2)

T.5 - Creme dental & base de propolis (1) + &cido ferdlico (3)

T.6 - Creme dental a base de prépolis (1) + 6leo de alfavaca + DMSO 20% (2) + &cido ferdlico (3)

T.7 - Clindamicina em disco (controle +)

Tratamentos indicados por letras distintas diferem significativamente pelo teste de Mann-Whitney (0=0,05).
Fonte: Arquivo pessoal (2022).

Se avaliarmos os compostos ativos isoladamente, o grafico demonstra que o T.2 - éleo de alfavaca + DMSO 20% -
teve superioridade de resultados, ndo s6 apresentando uma mediana superior a todos 0s outros tratamentos, mas também uma
distribuicdo de 50% dos seus resultados superior a T.1, T.3, T.4, T.5 e T.7; e equivalente a T.6. Tal achado confirma as
propriedades antimicrobianas das plantas do género Ocimum descritas por Politeo et al., (2007).

J4 se avaliarmos a eficiéncia das associacdes testadas pelo experimento, o grafico demonstra que T.6 - creme dental a
base de prdpolis, 6leo de alfavaca + DMSO 20% e &cido ferulico — teve superioridade de resultados, ndo sé apresentando uma
mediana superior a todas as outras associa¢fes, mas também uma distribuicdo de 50% dos seus resultados superior a T.1, T.3,
T.4, T5eT.7; e equivalente a T.2.

Sendo assim, pode-se dizer que T.2 e T.6 demonstraram-se os tratamentos mais eficientes no combate as bactérias da
placa e calculo dentario em cées dentre os estudados, porém nédo é possivel concluir que um seja superior ao outro dado a
similaridade dos resultados produzidos por eles.

4. Consideracoes Finais

A doenca periodontal é uma das afeccdes da cavidade oral mais prevalente nos cées, acometendo até 85% dos cées a
partir de 3 anos de idade (Garcia et al., 2008). Dentre as diversas etiologias da doenca, as principais sdo a placa e calculo
bacteriano, provocados por bactérias aer6bias e anaerdbias, gram positivas e negativas. A D.P produz indmeros sinais clinicos,
que variam com o grau de desenvolvimento da doenga (Teixeira, 2016), e podem provocar alterac6es sistémicas e redugéo de
qualidade de vida para os animais acometidos (Santos, 2018). Porém, apesar apresentar sinais por vezes muito perceptiveis
pelos tutores, como a halitose, o controle da D.P depende do controle da placa dentéria, primordialmente pela escovacao diaria

dos dentes dos cédes (Gouveia, 2009). Dado que isso nao € realizado pela maioria dos tutores, devido a falta de costume e/ou
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dificuldade de instauracdo do habito pela resisténcia dos cées ao processo, essa ainda é uma enfermidade mais tratada do que
prevenida. Outro desafio se encontra nos produtos disponiveis no mercado para o controle da placa que, por si s6 ndo séo
eficazes e, muitas vezes, sdo agressivos a mucosa oral dos animais se utilizados a longo prazo (Pieri, Mussi, Fiorini &
Schneedorf, 2010). Sendo assim, 0 presente estudo buscou nos extratos vegetais alternativas fitoterapicas para essa finalidade,
testando a eficiéncia de 6leo de Ocimum gratissimum e acido ferdlico, principal composto de diversos extratos, como o de
prépolis marrom, no combate as bactérias da placa e calculo dentario, associados ou néo entre si e/ou a um gel ja existente no
mercado & base de propolis. Os resultados obtidos demonstraram que os tratamentos mais eficientes testados foram o 6leo de
Ocimum gratissimum + DMSO 20% e sua associacao ao acido ferdlico e gel a base de prépolis.

Para préximos trabalhos na area, recomendamos a avaliacdo de diferentes concentracdes de um mesmo composto
antimicrobiano de atividade comprovada a fim de estabelecer-se a CMI do mesmo e, potencialmente, criar-se uma formulacéo

que controle a placa dentaria e calculo em cées.
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