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Resumo

A resisténcia bacteriana tem aumentado com o passar do tempo, visto que a
microbiota oral de cada pessoa é distinta e o0 nUmero de microrganismos que colonizam o corpo
humano pode ser 10 vezes maior que o nimero de células do préprio individuo. Nesse meio
termo, surgiram alternativas como a utilizacdo de produtos de origem vegetal com baixa
toxicidade e boa eficacia, que possuem como finalidade a prevencao e o combate de diversas
patologias. Este estudo teve como objetivo avaliar as atividades antibacteriana e antiaderente do
Oleo essencial de Lavandula hybrida grosso contra a Pseudomonas aeruginosa. Trata-se de um
estudo sobre o0 6leo essencial de Lavandula hybrida grosso contra Pseudomonas aeruginosa. A
substancia foi solubilizada em dimetilsulfoxido (DMSO) e diluida em agua destilada para a
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realizacdodos ensaios farmacolégicos. Para a realizacéo do presente estudo, foi utilizada a cepa
clinica Pa 104 da Pseudomonas aeruginosa que foi mantida em meio Agar Muller Hinton (AMH).
Para a realizacdo dessa pesquisa foram ultilizadas as tecnicas de Concentracao Inibitéria
Minima (CIM), que foi determinada pela técnica demicrodiluigdo em placas contendo 96 orificios
estéreis. E a Concentragédo Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA), realizada em tubos de vidro,
utilizando um meio acrescido 5% de sacarose. De acordo com a presente pesquisa, para a
metodologia empregada e para a cepa em estudo, nao foi possivel determinar com precisdo o
valorda CIM. No que concerne, a atividade antiaderente, constatou-se que o 6leo essencialusado
na presente pesquisa, demonstrou melhor propriedade que o digluconato de clorexidina 0,12%.
Logo, conclui-se que o 6leo essencial em questdo é uma opcdo terapéutica eficaz para o
tratamento de infeccBes orais causadas por esta bactéria. Entretanto, outros estudos séo
imprescindiveis para constatar sua eficacia e, posteriormente, pesquisas in vivo para avaliar seu
comportamento no organismo humano.

Palavras-chave: Farmacologia; Fitoterapia; Odontologia.

Abstract

Bacterial resistance has increased over time, since each person's oral microbiota is
different and the number of microorganisms that colonize the human body can be 10 times greater
than the number of cells of the individual. In this middle ground, alternatives have emerged such as
the use of products of plant origin with low toxicity and good efficacy, which aim to prevent and
combat various pathologies. This study aimed to evaluate the antibacterial and anti-adhesive
activities of Lavandula hybrida grosso essential oil against Pseudomonas aeruginosa. This is a
study on the essential oil of Lavandula hybrida grosso against Pseudomonas aeruginosa. The
substance was solubilized in dimethyl sulfoxide (DMSO) and diluted in distilled water to carry out
pharmacological tests. To carry out the present study, the clinical strain Pa 104 of Pseudomonas
aeruginosa was used, which was maintained on Muller Hinton Agar (AMH) medium. To carry out
this research, Minimum Inhibitory Concentration (MIC) techniques were used, which was
determined by the microdilution technique in plates containing 96 sterile holes. And the Minimum
Adhesion Inhibitory Concentration (CIMA), carried out in glass tubes, using a medium with 5%
sucrose added. According to the present research, for the methodology used and for the strain
under study, it was not possible to accurately determine the MIC value. Regarding non-stick activity,
it was found that the essential oil used in the present research demonstrated better properties than
0.12% chlorhexidine digluconate. Therefore, it is concluded that the essential oil in question is an
effective therapeutic option for the treatment of oral infections caused by this bacteria. However,
further studies are essential to confirm its effectiveness and, subsequently, in vivo research to

evaluate its behavior in the human body.

Keywords: Pharmacology; Phytotherapy; Dentistry.
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1. Introducgéo

Sabe-se que apds 0 nascimento, 0s seres humanos sao expostos a
uma diversidade de microrganismos que colonizam principalmente a pele, o
intestino e a cavidade oral, de forma a estabelecer uma interacdo dentro do
corpo, podendo ser benéfica ou maléfica. Outrossim, o numero de
microrganismos que colonizam o corpohumano chega a ser 10 vezes maior do
gue o numero de células do proprio individuo, e a cavidade oral € o segundo
local de maior concentracdo desses organismos. Ademais, a boca abriga uma
microbiota complexa, composta por bactérias, protozoérios, fungos e virus,
constituindo uma comunidade de microrganismos comensais e/ou patogénicos.
(Chen, 2020, p. 1596; Kustner, 2017, p. 305; Germano, 2018, p. 91; Mosaddad,
2019, p. 2005)

Além disso, a microbiota oral normal possui uma elevada importancia de
homeostasia nos processos de saude e doenca, influenciando na defesa do
organismo contra patdgenos, na digestdo, sintese de vitaminas, metabolismo de
farmacos, desenvolvimento e maturacdo do sistema nervoso e regulacdo da
imunidade. Porém, a presenca de fatores genéticos e periféricos/ambientais
causam variagcdes na microbiota bucal, e em certas condi¢cdes, uma relagéao
parasitaria pode dominar a situacdo existente e ocasionar o surgimento de
microrganismos cariogénicos que sdo responsaveis pelas duas doencas mais
comuns da cavidade oral, a doenca periodontal (gengiva) e a carie dentaria.
Nesses casos, visto que a microbiota oral de cada pessoa é distinta, as medidas
comumente utilizadas para prevencdo dessas doencas ndo podem ser as
mesmas para todos os individuos, sendo necessario que o Cirurgido-Dentista
considere 0s processos biolégicos ao invésde tratar as consequéncias. (Chen,
2020, p. 1596; Kustner, 2017, p. 305; Germano, 2018, p. 91; Mosaddad, 2019,
p. 2005)

As superficies dos dentes sdo revestidas pela pelicula adquirida do
esmalte, que é derivada do hospedeiro e de fontes microbianas, como
proteinas salivares e exoenzimas bacterianas. Ademais, o biofilme, por ser uma
comunidade estruturada de microrganismos que aderem a superficie e

enredam em uma matriz polimérica extracelular, desenvolvem a placa
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bacteriana sobre a pelicula adquirida. De acordo com a literatura, a placa
bacteriana € uma comunidade microbiana inserida em uma matriz
extracelular, que forma uma estrutura altamente organizada, causando muitas
infeccbes humanas. Dessa forma, a placa bacteriana, formada por uma massa
concentrada e solida, rica em polissacarideos néo calcificados e glicoproteinas
salivares firmemente aglutinadas as faces dentérias ou a possiveis superficies
gue estejam presentes na cavidade oral, se apresenta como fator etioldgico para
a doencacarie e as demais doencas periodontais. A intervencdo profissional
nesses casos, deve estar relacionada principalmente ao tratamento (remocé&o
por métodos quimicos e mecéanicos) e a prevencdo (manutencdo da higiene
oral). (Berger, 2018, p. 24; Bowen, 2018, p. 229; Menezes, 2020, p. €3698)

Inimeras infeccdes orais sdo consequéncias de exposi¢coes constantes
a bactérias, como a Pseudomonas aeruginosa que é um bacilo oportunista,
gram- negativo, aerobio, ndo-esporulado, ndo-fermentador de glicose e movel
devido a presenca de um flagelo polar. E evidente que o inicio e o
desenvolvimento dessas infec¢cdes estdo principalmente relacionados a
capacidade bem estabelecida do Pseudomonas aeruginosa de produzir
biofilme, seja em superficies bibticas ou abibticas, desencadeando assim uma
gama de condi¢des clinicas, como periodontiteapical, necrose pulpar, pulpite ou
alveolite mandibular/maxilar. (Meto, 2020, p. 243; Sommer, 2018, p. 2537,
Souza, 2018, p. 82)

Como forma de prevengdo para o controle do biofilme e de outras
infeccbes orais, € imprescindivel uma boa estratégia, como a realizacdo do
controle mecéanico edo controle quimico. Ao decorrer dos anos, devido a facil
acessibilidade aos produtos de higiene oral, varios principios ativos foram
desenvolvidos e se tornaram disponiveis, dentre eles, a clorexidina, que se
tornou padréo ouro dos enxaguantes bucais, por ser um potente bactericida e
dessa forma reduzir infec¢gbes cruzadas em ambito clinico-odontolégico. Nesse
meio termo, também surgiram alternativas, como a utilizacdo de produtos de
origem vegetal com baixa toxicidade, boa eficacia e baixo custo, que também
possuem como finalidade a prevencdo e o combate de diversas patologias.
(Ribas, 2020, p. 4621; Souza, 2021, p. 906)

A Lavandula hybrida grosso constitui um importante exemplo de

fitoterapico com essa funcdo e se apresenta como uma espécie derivada da
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unido da Lavandula angustifélia Miller, com a Lavandula latifélia Linn, atuando
como um bom agente antimicrobiano contra bactérias gram+ e gram-. Contudo,
devido a caréncia de pesquisas, ainda ha caréncia de informacdes sobre suas
atividades e seu mecanismode acéo, despertando assim a necessidade de que
se realizem mais estudos. (Ribas, 2020, p. 4621; Souza, 2021, p. 906)

2. Revisao da Literatura

Hodiernamente, os problemas orais podem ocasionar diversos efeitos
sistémicos, principalmente pela capacidade de disseminacdo dos
microrganismos presentes na cavidade oral. Isso pode ser evidenciado com o
crescente aparecimento de inUmeras patologias ao longo dos anos devido a
limitacdo da higiene oral e a faltade autocuidado, estimulando o crescimento e
gerando desequilibrio na microbiota residente. Segunda a literatura, o0s
pacientes mais susceptiveis a esse contagio, sdo aqueles encontrados em
ambientes restritos de alta complexidade, como a Unidade de Terapia Intensiva
(UTI). (Ribeiro E Silva, 2022, p. 70; Simdes, 2020, p. €8339108594; Spezzia,
2019, p. 65)

Nesses locais, geralmente os pacientes possuem higiene oral deficiente,
aumentando a presenga de microrganismos na cavidade oral dos mesmos e
podendo ocasionar transtornos se forem aspirados para o pulmao, visto que
exercem influéncia sobre as defesas imunolégicas do paciente. Algumas
alteracdes respiratérias ocorrem devido a essa aspiracdo da infeccdo na
orofaringe e cavidade oral, isso se da pela capacidade dos microrganismos de
atingir as vias aéreas e dessa forma gerar o proces so infeccioso. Nesse
contexto, deve-se buscar diminuir a contaminagdo desses microrganismos no
meio oral, utilizando assisténcia continua e a realizagdo de um trabalho
multidisciplinar. (Ribeiro E Silva, 2022, p. 70; Simdes, 2020, p. €8339108594;
Spezzia, 2019, p. 65)

Nesse contexto, sabe-se que a Pseudomonas aeruginosa esta
associada a fatores de viruléncia relacionados a células extracelulares,
possuindo capacidade de mudar as atividades metabdlicas centrais ou mesmo
0s mecanismos de viruléncia e dessa forma resistir a varios antimicrobianos, por

se adaptar as situacdes adversas. Sendo o0 microrganismo mais predominante e
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clinicamente importante em pacientes com Fibrose cistica, a Pseudomonas
aeruginosa estabelece e dificulta o tratamento dessas infec¢des, nesses casos
o diagnostico precoce e o tratamento elevam as probabilidades de chances de
erradicacao eficiente desse patégeno. (Caldas, 2015, p. 1898; Li, 2021, p. 220;
Scoffield e Wu, 2015, p. 101)

De acordo com estudos, os estreptococos comensais orais inibem a
formacdo de Pseudomonas aeruginosa a partir da presenca de nitrito e pela
producdo de peroxido de hidrogénio (H202). Diante do contexto, o0s
estreptococos comensais orais, S. parasanguinis e S. salivarius, eles atuam em
contrapartida a acdo da bactéria Pseudomonas aeruginosa, aumentando a
estabilidade pulmonar. (Caldas, 2015, p. 1898; Li, 2021, p. 220; Scoffield e Wu,
2015, p. 101)

Quando se trata do combate a esses patdgenos e da utilizacdo de
antissépticos orais € impossivel ndo citar o gel de clorexidina, considerado
padrdo ouro entre 0s enxaguantes bucais. A sua aplicacdo na rotina
odontoldgica diaria € direta para os mais variados procedimentos, como cirurgia
oral, endodontia conservadora, prevencdo e profilaxia. As propriedades da
clorexidina e suas distintas formulacdes tém sido pesquisadas inUmeras vezes,
em especial na area odontologica. (Fiorillo, 2019, p. 31; Prabakar, 2018, p. 560)

A literatura considera varios pontos positivos em relacdo ao seu uso,
CoOmo a sua acao antisséptica topica, que contribui para prevencao de diversas
patologias orais com implicagcdes também sistémicas, além de possuir acdo
contra uma ampla gama de bactérias, incluindo bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, dermatofitos e alguns virus lipofilicos. Contudo, a aplicacdo da
clorexidina também sofreu contraindicacdes ao logo dos anos, principalmente
relacionadas a possibilidade de causar pigmentacdo nos dentes ou a possiveis
eventos citotdéxicos apds cirurgia oral. (Fiorillo, 2019, p. 31; Prabakar, 2018, p.
560)

Diante do exposto, a utilizacdo de produtos fitoterapicos surge como
uma alternativa para acrescentar ao tratamento dessas infec¢gbes. Os produtos
naturais séo utilizados desde os tempos antigos e estima-se que ja foram
encontradas 132 espécies de plantas capazes de tratar infeccfes. Nas Ultimas
décadas, as empresas farmacéuticas vém mostrando um maior interesse em

pesquisar a eficacia, segurancae qualidade dessas plantas, visto que o Brasil é
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um pais privilegiado em relagdo ao emprego da fitoterapia, pois possui 25% da
flora mundial e um patriménio genético de elevado potencial para o
desenvolvimento de novos farmacos. (Aleluia, 2017, p. 126; Ballesteros, 2021,
p. 71; Groppo, 2008, p. 993)

Nesse sentido, a fitoterapia pode ser interessante como agente anti-
inflamatorio, antimicrobiano, antibiético, ansiolitico, cicatrizante, analgésico e
sedativo. Além disso, levando em consideracdo que as patogenias
odontologicas apresentam sinais e sintomas caracteristicos, dentre elas as
lesbes de carie, gengivite, estomatite aftosa, herpes simples e candidose, o
tratamento com produtos naturais, apresenta inUmeras vantagens como: facil
manuseio, disponibilidade de matéria-prima, aceitacdo popular e reacdes
adversas minimas, quando prescritos e administrados de maneira correta.
(Aleluia, 2017, p. 126; Ballesteros, 2021, p. 71; Groppo, 2008, p. 993)

Com o advento da utilizacdo dos produtos naturais na odontologia, o
Oleo essencial de Lavandula hybrida grosso também vem ganhando destaque

como um

produto de baixa toxicidade, boa eficacia e baixo custo, sendo utilizada
para prevencdo e combate de inUmeras doencas. Além disso, ha estudos que
demonstram sua atividade antimicrobiana e antiplaquetaria, se apresentando
como uma importante alternativa para a clorexidina. Diante desse contexto, se
faz necessario a realizacdo de mais pesquisas que preencham as informactes
sobre os produtos e torne a utlizacdo destes mais segura e acessivel.
(Ballabeni, 2004, p. 596; Ribas, 2020, p. 4621; Souza, 2021, p. 906)

3. Metodologia

3.1 LOCAL DE ESTUDO

Os ensaios laboratoriais foram realizados no Laboratorio de

Microbiologia daUniversidade Federal de Campina Grande campus de Patos.

3.2 SUBSTANCIAS-TESTE

O 6leo essencial de Lavandula hybrida grosso contra Pseudomonas
8
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aeruginosa foi adquirido da Indastria Quinari (Pinhais - PR). A substéancia foi
solubilizada em dimetilsulféoxido (DMSO) e diluida em &gua destilada para a
realizacdo dos ensaios farmacolégicos. A concentracdo utilizada de DMSO foi
inferior a 0,1% v/v.O projeto seguiu as normas do CGEN - Conselho de Gestéo
do Patrimbénio Genético, cadastrado na plataforma SISGEN sob o numero de
protocolo A333035.

3.3 ESPECIES BACTERIANAS E MEIO DE CULTURA

Para a realizacdo do presente estudo, utilizou-se a cepa clinica Pa 104
da Pseudomonas aeruginosa, a mesma foi mantida em meio Agar Muller Hinton
(AMH) a uma temperatura de 4 °C, foi utilizado para os ensaios, repiques de 24
horas em AMH incubados a 35 °C. Ainda, um ino6culo bacteriano de
aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL padronizado de acordo com a turbidez do
tubo 0,5 da escala de McFarland foi utilizado no estudo da atividade
antimicrobiana. (Cleeland e Squires, 1991; Hadacek e Greger, 2000)

3.4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA
(CIM)

A concentracgéo inibitéria minima do 6leo essencial foi determinada pelatécnicade
microdiluicdo em placa contendo 96 pocos com fundo em “U” estéreis e com tampa.
Em cada orificio da placa, foi adicionado 100 uyL em caldo Mueller Hinton e em
seguida, 100 pL da emulsdo do oleo essencial na concentragao inicial de 2048
pMg/mL (também duplamente concentrado) foram dispensados nas cavidades da
primeira linha da placa. Por meio de uma diluicdo seriada em razdo de dois,
obteve-se as concentragbes de 1000, 500, 250, 125 ug/mL, de modo que na
primeira linha da placaencontrava-se a maior concentracdo e na ultima, a menor
concentracédo. Por fim, foi adicionado 10 pyL do inéculo de aproximadamente
1,5x108 UFC/mL das espécies bacterianas nas cavidades, onde cada coluna da

placa referiu-se a uma cepa de bactéria, especificamente.




Revista Multidisciplinar do Nordeste Mineiro, v.01, 2024
ISSN 2178-6925

Concomitantemente, realizou-se 0 mesmo ensaio com o antibacteriano
cloranfenicol nas concentragdes de 1000 pg/mL a 125 pg/mL. Para o controle
de micro-organismo, colocou-se nas cavidades 100 pL do mesmo caldo Mueller
Hinton, 100 uL de agua destilada estéril e 10 yL do in6culo de cada espécie.
Para verificar a auséncia de interferéncia nos resultados pelos solventes
utilizados na preparacao daemulsdo, no caso o DMSO, foi feito um controle no
qual foram colocados nas cavidades 100 uL do caldo duplamente concentrado,
100 uL de DMSO e 10uL da suspenséao bacteriana. Um controle de esterilidade
do meio também foi realizado, onde colocou-se 200 yL do meio em um orificio
sem a suspensdo das bactérias.

As placas foram assepticamente fechadas e incubadas a 35°C por 24 -
48hs para ser realizada a leitura. A CIM para o 6leo essencial e o antibacteriano
foi definido como a menor concentracdo capaz de inibir visualmente o
crescimento bacteriano verificado nos orificios quando comparado com o
crescimento controle. Os experimentos foram realizados em duplicata.
(Palomino et al., 2002; Ostrosky et al., 2008, Clsi 2012; Bona et al., 2014)

3.1 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA DE
ADERENCIA

A Concentracdo Inibitoria Minima de Aderéncia (CIMA) do 6leo
determinou-se na presenca de sacarose a 5%, de acordo com Albuquerque et al.
(2010), usando-se concentracbes correspondentes ao 6leo essencial puro até a
diluicdo 1:1000. A partir do crescimento bacteriano, a cepa de Pseudomonas
aeruginosa foi escolhida e cultivada a 37°C em caldo Mueller Hinton (DIFCO,
Michigan, Estados Unidos), por conseguinte, foram distribuidos 0,9 mL do
subcultivo em tubos de ensaio e, em seguida, adicionado 0,1 mL da solucao
correspondente as diluicbes dos 6leos essenciais. A incubagéo foi feita a 37°C por
24 horas com tubos inclinados a 30°. A leitura foi realizada através da observacéo
visual da aderéncia da bactéria as paredesdo tubo, apds a agitacdo do mesmo. O
ensaio foi realizado em duplicata. O mesmo procedimento também foi realizado
para o controle positivo, o digluconato de clorexidina a 0,12% (Periogard®,

Colgate-Palmolive Company, Nova York, EUA). Na analise de ambos os 6leos, a

10
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menor concentracdo do agente em contato com sacarose que impediu a

aderéncia ao tubo de vidro foi considerada a CIMA

4. Resultados e Discussao

Os resultados desse estudo indicaram que a utilizacdo do Oleo
essencial de Lavandula hybrida grosso contra Pseudomonas aeruginosa
apresentou concentra¢do inibitoria minima maior que 1000 ug/mL. Desta
forma, para a metodologia empregada e para a cepa em estudo, néo foi
possivel determinar com precisdo o valor da CIM, como demonstrado na

seguinte tabela:

Tabela 1. Concentracdo inibitéria minima do 6leo essencial de

Lavandula
hybrida grosso contra a cepa de Pseudomonas aeruginosa
Concentragao 12 25 500 100
em ug/ml 5 ug/mL 0 ug/mL ug/mL 0 ug/mL

Legenda: (-) Sem potencial antibacteriano.

Fonte: Proprio autor (2023).

Segundo Sartoratto et al. (2004, p. 275-280), os Oleos essenciais
possuem atividade antimicrobiana considerada forte quando apresentam uma
CIM de até 500 pg/mL, caso a CIM possua valores entre 600 a 1500 pg/mL a
atividade é moderada ese possuir valores superiores a 1500 pg/mL € vista como
fraca. Dessa forma, a partir dos resultados apresentados no presente estudo,
nao foi possivel classificar o efeito antimicrobiano do 6leo essencial em estudo,
visto que os valores da CIM foram maiores que 1000 pg/mL para todas as
cepas analisadas.

Ademais, foi realizado testes em duplicata para determinar a CIMA do
Oleo essencial e para o controle positivo de digluconato de clorexidina a 0,12%.
Neste caso, os testes determinaram que a Concentracdo Inibitéria Minima de
Aderéncia foi de 1:128 para o0 Oleo essencial de Lavandula e de 1:4 para a

clorexidina, como pode ser visto na tabela a seguir:
11
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Tabela 2. Concentracao Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA) do 6leo essencial de
Lavandula hybrida grosso e do Digluconato de Clorexidina a

0,12% contra a cepa bacteriana de Pseudomonas aeruginosa.

Concentracao Lavandula Digluconato de
hybrida Clorexidina a
grosso 0,12%

11 - -
1:2 - -
1:4 - -
1:8 - +
1:16 - +
1:32 - +
1:64 - +
1:128 - +
1:256 + +
1:512 + +
1:1024 + +

Legenda: (-) Sem adeséo a parede do tubo (+) Com adeséo a parede do
tubo.

Fonte: Proprio autor (2023).
A clorexidina € o agente antimicrobiano sintético mais pesquisado e

eficaz, sendo considerado o padrédo ouro. Ha propriedades em sua constituicao
gue podem ser destacadas, como a substantividade, eficacia, seguranca e
amplo espectro de acgdo. Contudo, ha também inumeros efeitos colaterais
ocasionados pelo seu uso, como perda do paladar e manchamento dentério,
tais condic¢cbes estimulam a busca por outros agentes antimicrobianos.
(Vasconcelos, 2015, p. 134)

No que concerne, a atividade antiaderente, constatou-se que o Oleo
essencial usado na presente pesquisa, demonstrou uma melhor propriedade do
que o digluconato de clorexidina a 0,12%, visto pela menor concentracao capaz
de inibir daaderéncia de biofilme ao tubo, sendo 1:128 para o 6leo essencial de
Lavandula hibridagrosso e de 1:4 para a clorexidina 0,12%. Isso vai de acordo
com o estudo de Souza et al. (2021, p. 906-912) que mostrou que a Lavandula
apresenta uma melhor atividade antiaderente em relacdo a clorexidina. (Souza
et al., 2021, p. 906)
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5. Concluséao

Com a realizacdo da presente pesquisa observou-se que o0 Oleo
essencial de Lavandula hibrida grosso apresentou um efeito antiaderente contra
cepas de Pseudomonas aeruginosa, diante do exposto, conclui-se que o o 0leo
essencial em questdo pode ser utilizado como opg¢do terapéutica para o
tratamento de infeccbes orais, causadas por esta bactéria. Entretanto, a
realizacdo de outros estudos é imprescindivel para constatar sua eficacia contra
diferentes tipos de microrganismos e, posteriormente, pesquisas in vivo para

avaliar seu comportamento no organismo humano.
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