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RESUMO

Os Oleos essenciais tém sido considerados como uma op¢ao terapéutica promissora
nas periodontopatias. O objetivo desse estudo foi desenvolver formulagéo
farmacéutica contendo 6leo de Lippia sidoides Cham para controle de Doencgas
Periodontais. O material botanico (folhas) foi coletado do Herbario da Universidade
Federal da Paraiba. O 6leo foi extraido por arraste a vapor e caracterizado por
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM). Cepas ATCC de Aggregatibacter
actinomycetecomitans (A. actinomycetecomitans) e Porphyromonas gingivalis (P.
gingivalis) foram utilizadas para avaliagdo da atividade antimicrobiana do OELS e dos
constituintes majoritarios por técnica de microdiluicdo em caldo. A forma farmacéutica
desenvolvida foi de pasta de orabase com duas concentragbes de OELS: 0,15 e
0,25%. Previamente aos ensaios clinicos, realizou-se experimento de citotoxicidade e
avaliacao de dano celular por MET (Microscopia Eletrbnica de Transmissao) e de
biofilme em MEV (Microscopia Eletronica de Varredura). O ensaio clinico de fase | foi
desenvolvido com 30 participantes que usaram trés produtos: orabase placebo (P,
n=10), orabase com 0,15% de OELS (A, n=10) e orabase com 0,25% de OELS (B,
n=10). As avaliagbes foram no tempo zero (T0), antes do uso e ap6s 6 horas de uso
(T6), e pelas seguintes técnicas: citologia esfoliativa com coloragdo, contagem de
células bacterianas na saliva e testes organolépticos. O RMN e CG-EM mostraram
que o timol € o componente majoritario do OELS. Para A. actinomycetecomitans, a
Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) do OELS, TIM, CAR e CLX foi de 44,23, 48,25
e 28,45 e 0,042 mg/mL, respectivamente. Para P. gingivalis, esses valores foram:
39,30, 28,15 e 28,15 e 0,053 mg/mL. As associagdes com CLX indicaram efeito
sinérgico. As imagens por MET mostraram dano de parede celular em ambos os
microrganismos. As concentragbes de OELS se mostraram citotoxicas no estudo
clinico a partir de 0,15mgm/L e 0,25mg m/L. A formulagao farmacéutica se mostrou
estavel em temperatura ambiente. Os resultados preliminares da pasta de orabase de
0,15% (A) indicam menor efeito antimicrobiano em T6, quando comparado com a
pasta de 0,25% (B). Por outro lado, em T6 a pasta B resultou em alteracéo nas células
da mucosa jugal, indicando possivel efeito inflamatério. Conclui-se que OELS tem
efeito antimicrobiano in vitro frente aos microrganismos relacionados com doengas do
periodonto e tem efeito sinérgico com a CLX. Os experimentos indicam que o OELS
possui atividade antimicrobiana in vitro, provavelmente relacionada ao componente
maijoritario (timol). A pasta de orabase com OELS tem potencial para uso clinico. A
formulacéo de pasta orabase com OELS a 0,15% é segura para uso intraoral em curta
duracao e possui eficacia antimicrobiana in vivo. Em adigéo, a observacao de efeito
sinérgico do OELS permite inferir que é possivel reduzir as concentra¢des de OELS,
quando em associagédo com CLX, o que pode potenciar o efeito antimicrobiano e,
simultaneamente, reduzir a citotoxicidade.

Palavras-chave: 6leos Essenciais. Doencgas Periodontais. Verbenaceae.



ABSTRACT

Essential oils have been considered as a promising therapeutic option in periodontal
diseases. The objective of this study has been to develop pharmaceutical formulation
containing Lippia sidoides Cham oil for control of periodontal diseases. The botanical
material (leaves) was collected from the Herbarium of Federal University of Paraiba.
The oil was extracted by steam drag and characterized by Nuclear Magnetic
Resonance (NMR) and gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS).
ATCC strains of Aggregatibacter actinomycetecomitans (A. actinomycetecomitans),
and Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) were used to evaluate the antimicrobial
activity of OELS and the major constituents by broth microdilution technique. The
developed pharmaceutical form was orabase paste with two OELS concentrations:
0.15 and 0.25%. Prior to clinical trials, a cytotoxicity experiment and cell damage
evaluation by TEM (Transmission Electron Microscopy) and SEM (Scanning Electron
Microscopy) biofilm were performed. The phase | clinical trial was developed with 30
participants who used three products: placebo orabase (P, n = 10), orabase with 0.15%
OELS (A, n = 10) and orabase with 0.25% OELS. (B, n = 10). The evaluations have
been at time zero (TO) before use and after 6 hours of use (T6) and by following
techniques: exfoliative cytology with staining, bacterial cell count in saliva and
organoleptic tests. NMR and GC-MS have showed that thymol is the major component
of OELS. For A. actinomycetemcomitans, the Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
of OELS, TIM, CAR and CLX was 44.23, 48.25 and 28.45 and 0.042 mg / mL,
respectively. For P. gingivalis those values were: 39.30, 28.15 and 28.15 and 0.053
mg / mL. Associations with CLX have indicated synergistic effect. MET images have
showed cell wall damage in both microorganisms. OELS concentrations were cytotoxic
from 0.15 to 0.25%. The pharmaceutical formulation was stable at room temperature.
Preliminary results of 0.15% orabase paste (A) indicate lower antimicrobial effect on
T6 when compared to 0.25% paste (B). On the other hand, in T6 paste B resulted in
alteration in jugal mucosa cells indicating a possible inflammatory effect. It has
concluded that OELS has antimicrobial effect in vitro against periodontal disease-
related microorganisms and has synergistic effect with CLX. Experiments indicate that
OELS has antimicrobial activity in vitro, probably related to the major component
(thymol). OELS Orabase Paste has potential for clinical use. The 0.15% OELS orabase
paste formulation is safe for short-term intraoral use and has in vivo antimicrobial
efficacy. In addition, the observation of synergistic effect of OELS allows us to infer
that it is possible to reduce OELS concentrations when in combination with CLX which
may potentiate the antimicrobial effect and simultaneously reduce cytotoxicity.

Keywords: Essential Oils. Periodontal Diseases. Verbenacea.
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1 INTRODUCAO

A doenca periodontal é definida como um processo patoldégico que afeta os
tecidos de protecao e sustentacédo dos elementos dentais. Possui alta prevaléncia em
adultos, caracterizando-se como uma infecg¢ao cronica, que tem como principal agente
etiolégico as bactérias Gram-negativas (JUIZ et al., 2016).

A Odontologia classifica as periodontites de diversas formas: crénica,
agressiva, associada a fatores genéticos e até nao especificadas. A forma mais
comum € a periodontite cronica, cuja etiologia esta relacionada predominantemente
pela presenca da bactéria Porphyromonas gingivalis, um coco-bacilo, Gram-negativo
anaerobio estrito, imével e ndo formador de esporos (JUIZ et al., 2016).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a doencga periodontal
apresenta elevada prevaléncia nas populac¢des de todos os continentes. Ao longo dos
ultimos anos, foram realizados estudos epidemioldgicos associando a prevaléncia de
P. gingivalis em individuos com periodontite (AL-GHUTAIMEL et al., 2014). Os fatores
de risco relacionados a progresséo da periodontite sdo: idade avancada, habito de
fumar, condi¢cédo socioeconémica, etnia, doencgas sistémicas, patdbgenos periodontais
tanto em grupos de jovens e adultos acima de 30 anos (HIGHFIELD, 2009).

A prevencdo é a melhor maneira de evitar a instalagdo de uma doencga
periodontal. Nesses casos, os pacientes estardo mais receptivos as orientacgdes e,
com isso, ha chance de maior sucesso na prevengdo, minimizando os custos
financeiros, haja vista a necessidade de retorno do paciente ao centro de saude
(DINELLI et al., 2000).

I9Dependendo da extens&o da doencga periodontal, o tratamento pode variar.
Se a patologia for diagnosticada precocemente, procedimentos simples (técnicas
como raspagem e alisamento radicular) podem ser realizados para remocao do
biofilme dental (placa bacteriana) e, dessa forma, controlar a carga
periodontopatogénica (ALVES, 2017). Entretanto, a terapia mecanica padrao, por si
s6, ndo tem sido capaz de eliminar completamente certos patdbgenos periodontais,
podendo alguns individuos apresentarem progresséo da doencga ou recorréncia logo
apos esse tipo de tratamento (ALMEIDA et al., 2014). Assim, antimicrobianos sao
necessarios como adjuvantes no tratamento das periodontites.

O principal agente antimicrobiano para controle das periodontopatias é o
digluconato de clorexidina (CLX) (SANCHEZ et al., 2017). A retencédo da CLX na
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cavidade bucal, propriedade conhecida como “substantividade” € a chave para a
elevada eficacia da CLX como agente antimicrobiano. A retengdo de agentes
antimicrobianos na cavidade bucal depende de sitios de retencgao (biofilmes, mucosa),
concentracéo e duragao de aplicacdo. Devido a elevada substantividade, o efeito
satisfatério da CLX no biofilme dental pode ser alcangado em baixas concentragdes
(0,12%), duas vezes ao dia (JAMES P et al., 2017).

A CLX em altas concentracdes é bactericida e causa dano letal a parede
bacteriana, inibindo o transporte de acgucar e agdo das enzimas responsaveis pela
manutencédo de um pH intracelular. Porém, seu uso tem sido restrito a poucos dias,
devido aos efeitos indesejaveis, como perda de paladar, escurecimento do esmalte
dos dentes, descamacgdes na mucosa e, ainda, prejudica a cicatrizacao de feridas e
alteracdes deletérias ao equilibrio da microbiota da cavidade bucal (KSHITISH;
LAXMAN, 2010).

Devido aos diversos efeitos adversos da CLX, novas formulagcbes estdao em
processo de avaliagdo para que possam substituir a CLX. Dentre esses agentes
antimicrobianos, podemos citar os 6leos essenciais, sendo uma das vantagens
atribuida a CLX por apresentar menor toxicidade celular, ndo apresentando efeitos
indesejaveis aos pacientes (JUIZ et al., 2016).

Em estudo in vivo usando modelo em animais (rato), o 6leo de Lippia sidoides
Cham (L. sidoides) reduziu o edema agudo induzido em orelha com aplicagéo toépica
de 2 mg/2x dia. Os pesquisadores concluiram que o timol é o constituinte presente na
L.sidoides, sendo, provavelmente, o principal responsavel pela atividade anti-
inflamatoria topica (VERAS et al., 2016).

Os constituintes dos 6leos essenciais, como timol, carvacrol, mentol, entre
outros, sdo promissores agentes antimicrobianos, pois reduziram biofilmes dentais e
gengivite em ensaios clinicos com Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium
nucleatum, Veillonella sp, ocorrendo uma redugdo da viabilidade celular de 79,2%
para 66,3% (FINE et al., 2007). Observou-se que o timol, na forma de um nanogel,
inibiu de maneira significativa o crescimento de patdgenos relacionados a doenca
periodontal (BOTELHO et al., 2016).

Diante do exposto, estudos com 6leos essenciais e seus constituintes sao
importantes para a Odontologia e, mais especificamente, para a periodontia, uma vez
que podem dar suporte cientifico para uso de agentes antimicrobianos de controle das

periodontites com eficacia e seguranca. Em adi¢cao, muitos compostos biologicamente
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ativos ja foram avaliados em estudos laboratoriais in vitro e poucos estudos na
Odontologia evoluiram para avaliar o potencial biotecnolégico dos 6leos essenciais e

seus constituintes em ensaios de fase I.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Doenca periodontal

A doenca periodontal (DP) é definida como uma infecgdo de natureza
polimicrobiana, multifatorial, resultante de um processo inflamatério crénico que afeta
os tecidos de protecéo e sustentacdo dos dentes de individuos susceptiveis, o que
pode resultar na perda do elemento dentario (ESPINDOLA, 2016). Sua ocorréncia
envolve uma complexa interacao entre bactérias periodonto-patogénicas, e destas
com o hospedeiro (ESPINDOLA, 2016).

Os elementos dentais humanos, assim como de diversos outros mamiferos,
estdo alojados em uma cavidade (alvéolo) ou processo alveolar. Esses dentes, por
sua vez, estao fixados ao processo alveolar por diversos ligamentos periodontais que
garantem sustentacdo dos mesmos na boca. Assim, o tecido do dente, chamado
cemento, se liga ao processo alveolar de maneira forte e flexivel ao mesmo tempo
(HIGHFIELD, 2009).

A gengiva, estrutura que cobre o processo alveolar e parte dos dentes, é
composta principalmente de colageno. O espaco entre o dente e o epitélio gengival é
denominado de sulco gengival, cuja profundidade é determinada pelo ligamento
periodontal. O periodonto é formado pelo cemento radicular (dente), osso alveolar,
gengiva (estrutura tecidual rica de colageno e que cobre o processo alveolar e parte
dos dentes) e ligamento periodontal. Com apoio do periodonto, os dentes ficam firmes
no processo alveolar e conseguem suportar as forcas mastigatérias de oclusao
(ALVES et al., 2007).

A periodontite consiste em uma situagao na qual ha um dano irreversivel ao
periodonto, causando a destruicdo do ligamento periodontal e migracdo apical do
epitélio juncional. Nesse caso, o acumulo de microrganismos ocorre em camadas
mais profundas dos tecidos, levando a uma perda de inser¢éo, pois o tecido conjuntivo
é destruido e o osso alveolar é reabsorvido. Além da possivel perda de osso alveolar
e do proprio elemento dental, a periodontite pode ter repercussodes sistémicas, como
doencas respiratérias, cardiacas e eventos tromboembdlicos (LUCAS et al., 2018).

Algumas espécies bacterianas da cavidade bucal e do biofilme subgengival
estavam intimamente relacionadas entre si e agrupavam-se em complexos, e essas

associagdes dentro desses complexos eram organizadas de forma hierarquica. Os
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complexos azul, roxo, amarelo e verde correspondem aos microrganismos
condizentes com a saude bucal em equilibrio. Entretanto, os complexos laranja e,
notadamente, os microrganismos do complexo vermelho estdo associados a sitios
periodontais e/ou individuos portadores de doencas periodontais (SOCRANSKY;
HAFFAJEE, 2002) (Figura 1).

E. saburreum

G. morbillorum

L. buccalis

N. mucosa

P. melaninogenica
PacnesIell

S. noxia

S. anginosus

T. socranskii

Figura 1 - Complexos microbianos no biofilme subgengival
Fonte: Socransky et al., 1998.

A gengivite ndo tratada pode progredir para os tecidos de suporte dos dentes,
0 que acarreta na periodontite em determinados individuos susceptiveis, como um
resultado de “disbiose” entre esse biofilme e o sistema imune do hospedeiro (ROSIER;
MARSH; MIRA, 2018). Na doenga periodontal, a disbiose é definida como a interacdo
entre hospedeiro e sistema imune que resulta no surgimento de eventos deletérios ao
préprio hospedeiro. Na periodontite, os microrganismos predominantes da microbiota

patogénica incluem os membros dos complexos microbianos laranja e vermelho
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(Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema denticola), bem como a
espécie Aggregatibacter actinomycetecomitans (SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2002).
Atualmente, a saude periodontal é considerada uma homeostase entre o
hospedeiro e a comunidade microbiana, um equilibrio entre microrganismos
comensais e o sistema imune do paciente (LAMONT et al., 2018; MANJI et al., 2018).

Portanto, a doenca se manifesta a partir da quebra desse equilibrio.

2.2 Biofilmes microbianos

O biofilme bacteriano é caracterizado como uma comunidade de bactérias,
organizada dentro de uma matriz polimérica de glicocalix, que esta aderida a uma
superficie solida viva ou inerte. A matriz polimérica do biofilme representa 80% do
volume total e € composta principalmente por exopolissacarideos, proteinas, sais e
material celular. Os lipopolissacarideos representam o maior componente (50-95%)
do biofilme, e sua funcéo principal € manter a integridade do biofilme e fornecer o
ambiente apropriado para o crescimento das bactérias (SANTOS et al., 2010).

Bactérias em um biofilme s&o muito mais resistentes aos antibiéticos do que as
células plancténicas. O biofilme compreende uma série de espécies de organismos
comensais na qual ha um namero indeterminado de microrganismos envolvidos cujas
atividades metabolicas sustentam a vida. O mesmo biofilme dental ndo estd em
contato apenas com o tecido dental, mas também com o gengival. Alguns metabdlitos
do metabolismo microbiano estimulam a irritacdo do tecido gengival, outros sao
neutros e, talvez, outros estimulem a resposta imunoldgica no tecido, permitindo a
reparacao do tecido (MANJI et al., 2018).

A formacéo do biofilme é um fator de viruléncia, pois confere maior resisténcia
a fatores nocivos ambientais, incluindo os mecanismos de defesa do hospedeiro,
presenga de microrganismos concorrentes, presenca de substéncias potencialmente
nocivas, como antimicrobianos, proporcionando maior chance de sobrevivéncia no
hospedeiro e conferindo também uma maior resisténcia a agdo mecanica
(SOCRANSKY et al., 1998; SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2002).

O biofilme é dividido em quatro etapas principais: (1) adesé&o a superficie, (2)
produgédo da matriz extracelular, (3) formacéo de micro colénias e intensificagcdo da
producéo da matriz extracelular, e (4) maturacao e dispersao. O processo de formacao

do biofilme inicia-se na pelicula adquirida, onde os colonizadores iniciais interagem
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com os componentes glicoproteicos da pelicula adquirida, que iniciam a colonizagao
através de ligagdes de pontes de hidrogénio, Van der Waals, pontes idnicas e
interacdes hidrofébicas (JAKUBOVICS; KOLENBRANDER, 2010;
HUANG,; LI; GREGORY, 2011) (Figura 2).

Espécies de bactérias, tais como: Streptococcus gordonii, Streptococcus oralis,
Streptococcus mitis e Streptococcus sanguinis, apresentam componentes proteicos
em sua parede celular que permitem a ades&o a outros microrganismos tardios do
biofilme. Os colonizadores, iniciais e tardios, produzem uma matriz extracelular
polimérica que facilita a coagregagéo e coadesao microbiana (KOLENBRANDER et
al., 2002).

i
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Figura 2 - Estagios na formacgéao da placa dental

Fonte: Jakubovics e Kolenbrander, 2010

Segundo Lamont et al. (2018), microrganismos orais sdo necessarios para
formacdo da cérie, porém, a formagcéo do biofilme patogénico € dependente do
consumo frequente de uma dieta rica em agucar pelo hospedeiro. Outros fatores como
ma higiene bucal e fluxo salivar também potencializam a formacao do biofilme. Assim,
a dieta pode modular a ecologia da microbiota oral e o sinergismo polimicrobiano,
proporcionando um microambiente altamente estruturado.

Estima-se que mais de 700 espécies de bactérias podem colonizar a microbiota
oral de humanos. Essas bactérias agregam e acumulam nas superficies com
tropismos especificos da cavidade oral com interagcdes interbacterianas, resultando
em uma estrutura tridimensional, caracterizando um biofilme organizado. Os biofilmes
tém revelado uma alta persisténcia nas infecgbes e, dessa forma, sendo responsaveis

por muitas infecgdes cronicas (EBERSOLE et al., 2017).
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A adeséo é o primeiro passo para se entender a formacao do biofilme. Através
da associagdo das bactérias, observa-se o progresso da doenga no periodonto. Ha
dois aspectos mecéanicos do biofilme que merece atencéo: caracteristicas da adesao
e a viscoelasticidade do biofilme. A forma como as bactérias aderem a uma superficie
determina a formacao do biofilme, afetando o recrutamento de bactérias adicionais
(STOODLEY et al., 1999; EBERSOLE et al., 2017).

Estudos microbiolégicos investigam o uso de sistemas de cultura celular para
explorar o uso e seus produtos na resposta imune celular do hospedeiro (EBERSOLE
et al., 2017).

Recentemente, o termo resiliéncia foi aplicado na cavidade oral como a
capacidade de recuperacéao de perturbagbes causadas pela gengivite em fumantes e
nao fumantes. Apos o periodo de recuperacdo, os fumantes apresentam maiores
niveis de espécies bacterianas associadas a periodontite e, consequentemente, uma
maior resposta proé-inflamatéria. Isso indica que os fumantes apresentam uma
diminuicao na recuperagdo em um processo de gengivite (ROSIER et al., 2018).

Através das adesinas, as bactérias desenvolvem um mecanismo de
coagregacao, que consiste na interagédo de bactérias que contribui para um complexo
microbiano de biofilme de multiplas bactérias na cavidade oral, tal como P. gingivalis,
que coloniza esse microbioma coagregando com os colonizadores iniciais, tais como:
Actinomyces naeslundii, Actinomyces viscosus, S. gordonii, através das fimbrias, e na
producgéo de gingipaina (KOLENBRANDER et al., 2006).

In vivo, na boca, as bactérias existem como biofilmes complexos de multiplas
espeécies e, portanto, os estudos in vitro tém procurado cada vez mais reproduzir as

complexidades dessas interagbes hospedeiro-biofilme (RAMAGE et al., 2017).

2.2.1 Periodontite e Aggregatibacter actinomycetecomitans

Aggregatibacter actynomicetecomitans € uma bactéria microaerdfila,
capndfilica, fastidiosa, Gram negativa, coco-bacilo, e comensal oral em mais de 30%.
E o agente etiolégico primario da periodontite agressiva localizada, mas pode
desenvolver também a periodontite crénica. Seu principal fator de viruléncia € a
leucotoxina (LtxA), que tem seu mecanismo de agéo nos leucécitos (CHOUHAN et al.,
2017).
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Os sorotipos e seus antigenos sao importantes na etiologia da doenca
periodontal, apresenta formas severas da doenca, inclusive a periodontite juvenil
localizada, demonstrando um inicio precoce de periodontite rapidamente progressiva.
No biofilme, A. actynomicetecomitans desenvolve diferentes mecanismos para se
desenvolver em ambientes com escassez de nutrientes, utilizando acido lactico para
inibir a captagéo da glicose. Em culturas de biofilme in vitro, pode evitar a competicéo
com Streptococcus gordonii, utilizando lactato, um produto da metabolizacéo
secundaria realizada por S. gordonii (MALIK et al., 2018).

A presenca de H202 (dgua oxigenada), metabdlito produzido por Streptococcus
gordonii na proximidade de Aggregatibacter actinomycetecomitans, induz a expressao
da catalase, permitindo a A. actynomicetecomitans ser mais resistente a acéo toxica
da H202. A interagdo polimicrobiana entre essas duas bactérias orais influencia a
resisténcia do biofilme a imunidade inata do hospedeiro (MALIK et al., 2018).

A etiologia da doenca € complexa e sua cura é inexistente, embora existam
terapias para amenizar sua gravidade. A colonizacao por A. actynomicetecomitans da
cavidade bucal € dependente da sua capacidade de adesdo aos tecidos orais ou de
agregacdo a outros microrganismos que compdem o biofiilme dental por A.
actynomicetecomitans. Fimbria, Lipopolissacarideo (LPS) e substancias poliméricas
extracelulares (EPS) contribuem para a formacdo do biofilme pelo patégeno
(KIMUZUKA et al., 2009).

2.2.2 Periodontite e Porphyromonas gingivalis

Porphyromonas gingivalis € uma bactéria cocobacilo Gram negativa, anaerdbia
estrita, ndo movel, com capsula, assacarolitica que adquire uma coloracéo
preta/escura, caracteristica em placas de gelose de sangue, devido a agregacéo do
grupo heme na sua superficie celular (CASTRO et al., 2017). E um patdgeno
oportunista, que esta ligado a diversas doencas crbnicas, tais como diabetes, artrite
reumatoide e cancer, e tem a capacidade de promover um ambiente favoravel,
conduzido por tais patologias (LEE et al., 2018). O progresso da doenca periodontal
se da por conta das adesinas, fimbrias, capsula, lipopolissacarideos, acidos
lipoteicoicos, gingipainas, hemaglutininas, proteinas da membrana externa e
vesiculas (AKITO et al., 2016).
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No biofilme subgengival, P. gingivalis atua como um colonizador tardio, um
processo facilitado por microrganismos como Fusobacterium nucleatum e outros
colonizadores antecessores (AKITO et al., 2016). Inicialmente, a bactéria adere a uma
superficie bidtica ou abidtica, produzindo uma superficie inicial, em que o biofilme
maduro, através do desenvolvimento de uma estrutura tridimensional, contem
microcolénias com diferentes espécies que podem interagir com outras espécies,
caracterizando o biofilme maduro. Novas estratégias para tratamento de infecgdes por
P. gingivalis tém ocorrido através do entendimento do mecanismo de viruléncia na
formagao do biofilme. Aproximadamente, 18% do genoma da P. gingivalis é expresso
diferentemente, quando esta em formacao do biofilme, demonstrando a complexidade
do desenvolvimento deste (GERITS et al., 2017).

P. gingivalis possui a capacidade de elevar a viruléncia do biofilme periodontal,
modular a resposta do hospedeiro, alterar a estrutura do biofilme e aumentar a carga
bacteriana total, contribuindo para a patogenicidade do biofilme (AKITO et al., 2016).

Uma vez invadida, esse patdégeno pode manipular a maquinaria do hospedeiro
para facilitar sua sobrevivéncia, através da inibicdo de uma apoptose intrinseca,
através da reducgao do citrocomo “c” e caspase. Na mucosa oral, as células epiteliais
tém sido consideradas um nicho intracelular importante para P. gingivalis, onde tem
apresentado sucesso por invadir, replicar e sobreviver nas células epiteliais humanas
e, mais tarde, pode espalhar-se intracelularmente através de estruturas formadas de
actina (LEE et al., 2018).

Comparando-se inoculagdes unicas com P. gingivalis (membro do complexo
vermelho) a F. nucleatum (membro do complexo laranja) e A. actinomycetemcomitans
(membro dos colonizadores do complexo verde), observou-se a perda 6éssea mais
severa apos a inoculagédo com P. gingivalis (MEINOLF et al., 2018).

Nos ultimos anos, um numero significante de novos compostos com atividade
antibiofilme contra P. gingivalis tem sido identificado. Todavia, ainda existem alguns
desafios para suas aplicagées como potencial de toxicidade e alto custo (GERITS et
al., 2017).

2.2.3 Receptores do tipo TOLL — TLRs em Doenga Periodontal

Anaerobios como P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans e Tannerella

forsythia, estimulam TLRs (Receptores do Tipo Toll), resultando em uma grande
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producdo de mediadores pré-inflamatérios e, consequentemente, a homeostase é
interrompida na doenca periodontal. Os patdgenos periodontais invadem as barreiras
do tecido periodontal ativando TLRs e células como macréfago, fibroblastos,
osteoblastos e células apresentadoras de antigenos, resultando na producéo de
citocinas pro-inflamatorias (SANGEETHA et al., 2018).

A ativacao de TLRs leva ao aumento de neutrofilo e produgéo de mediadores,
como IL-1, IL-6 e TNF-a, desencadeando um papel vital na reabsor¢céo déssea e
destruicdo do tecido periodontal. O aumento da expressdo de TLRs por células
imunes e células do tecido periodontal é devido a presenga de patdgenos
periodontais, reconhecidos por padrbes moleculares associados a patdgenos
(PAMPs) (SANGEETHA et al., 2018).

A inibicao de citocinas pré-inflamatérias contribui para o influxo dentro do tecido
gengival e, como consequéncia, na prevencdo do o0sso alveolar e reabsorgdo do
cemento (FREIRES et al., 2018). estudo de (BOTELHO et al., 2007), a aplicacéo
combinada do gel Myracrodruon urundeuva em 5% e L. sidoides 0,5%, durante o
periodo de 11 dias, diminuiu a lesdo no tecido periodontal em ratos, como também na
diminuicéo da atividade da mieloperoxidade e inibi¢cdo significativa do TNF-a e IL-1(3
pelo tecido gengival.

Foi observado que os extratos e 6leos contendo monoterpenos tém sido
frequentemente estudados para melhorar a cicatrizacdo. Timol, carvacrol e 6leos
essenciais sao capazes de modular a producdo de espécies reativas, como 6xido
nitrico, citocinas pré- inflamatérias, tais como TNF-a e IL-13 (COSTA et al., 2018).

Carvacrol inibe a expressao IL-4, IL17 e IL-1b, e COX-2 e TNF- a promove o
aumento da IL-10, uma importante citocina antinflamatoéria, melhorando o reparo
tecidual. Ha muito tempo os pesquisadores tém estudado o uso do carvacrol e timol
em ensaios in vitro. Esses compostos tém um alto potencial no desenvolvimento de

novas alternativas terapéuticas, sendo ja testados em humanos (COSTA et al., 2018).

2.3 Agentes antimicrobianos bucais

O tratamento de pacientes com doenca periodontal consiste essencialmente
em terapia mecanica que envolve raspagem e alisamento radicular (RAR), diminuindo
o biofiime e alterando a composicdo microbiana do sulco gengival, sendo

responsaveis, assim, por eliminar a carga microbiana das bolsas periodontais e
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remover fatores etiol6gicos locais. Entretanto, essa terapia mecéanica padrao, por si
s6, ndo tem sido capaz de eliminar completamente certos patégenos periodontais,
podendo alguns individuos apresentarem progresséo da doencga ou recorréncia logo
apos esse tipo de tratamento (ALMEIDA et al., 2014).

Algumas alternativas como antimicrobianos sistémicos e locais sao utilizados,
quando os tratamentos convencionais ndo respondem. Como exemplos desses
farmacos, cita-se a clorexidina, tetraciclina, amoxicilina, penicilina, metronidazol. A
associagdo aos sistémicos estd se tornando cada vez maior, oferecendo uma
eliminacao de microrganismos, inclusive aos periodontopatogénicos. Contudo, a
antibiotecoterapia apresenta efeitos adversos ao paciente, em contrapartida, os 6leos
essenciais tém apresentado resultados favoraveis, com baixo efeito toxico celular.

As diversas atividades biologicas dos 6leos essenciais ricos em carvacrol e
timol vém sendo consideradas como uma fonte potencial de atividade antimicrobiana.
Os estudos demonstram tal atividade para bactérias, como: Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, assim como para o fungo Candida
albicans, um patdégeno oportunista, frequentemente encontrado na mucosa de
individuos normais (OLIVEIRA et al., 2018).

Kadkhoda et al. (2012) observaram uma redug¢ao consideravel no numero de
colbnias para P. ginvivalis de 6 a 12 semanas, quando se aplicou o gel de metronidazol
a 25%, sendo uma descoberta clinicamente e estatisticamente significativa para
inibicdo do crescimento de bactérias em bolsa periodontal.

Machado, Seixas e Pereira (2016) analisaram o 6leo de andiroba frente as
bactérias clinicas Staphylococcus aureus, Escherichia coli, € Salmonella entérica, e
ndo encontraram atividade antimicrobiana. Para os autores, o mal armazenamento do
6leo ou oxidacao, devido a presenca da luz, contribuiu para a falta de resultado.

As células epiteliais tém secretado varios peptideos antimicrobianos em
resposta a infecgdes ao uso excessivo de antibidticos que sdo gerados em doencgas
periodontais, levando a resisténcia bacteriana e cepas mutantes. Alguns pacientes
nao respondem a terapia convencional, por isso, novas estratégias terapéuticas
precisam ser desenvolvidas. Uma variedade de substancias tem sido sugerida para
reduzir a infeccéo bacteriana e, com isso, a cura e regeneracao da doencga periodontal,
sugerindo o uso de compostos com as drogas ja existentes (FILIPPIS et al., 2017).
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Quadro 1 - Classificacdao dos antissépticos comumente utilizados nos
enxaguantes bucais, seu mecanismo de acao e efeitos colaterais

Antisséptico

Classificacao

Mecanismo de Acao

Efeitos Colaterais

Clorexidina

Bisbiguanida

Inibicdo do transporte de
acucar e producao de

acido, inibicao da
captacéao de
aminoacidos, sintese de
polissacarideos e
funcdes da membrana
celular, inibicdo  da

atividade da protease.

Gosto amargo,
manchamento de
dentes, lingua e
restauracoes,

alteracao no paladar.

lodopovidona

lodopovidona

Oxidacdo dos grupos
amino, triol e hidroxilo
fenolico.

Reacdes alérgicas,
coceira, ardor,
vermelhidao e
bolhas.

Cloreto de
Cetilpiridineo

Quaternario de
amonia

Alteracdo na membrana

celular; inibicdo  de
crescimento e morte
celular.

Alteracao na cor dos
dentes, restauracdes
e lingua, irritacéo da
mucosa oral

6leos Essenciais

6leos essenciais

Inibicdo da producao de
acido e crescimento
bacteriano; inibicado da
sintese de
polissacarideos.

Ardor e descamacgao
da mucosa oral.

Triclosan

Fenol

Inibicdo da producao de
acido e crescimento
bacteriano; inibicado da
sintese de
polissacarideos.

Alergias,
hormonal,
resisténcia
antimicrobiana.

alteracéo

Fonte: Elaborado pela autora

2.3.1 Clorexidina

A clorexidina € um composto que, na sua estrutura, contém dois anéis
clorofendlicos e dois grupos bis-biguanida, ligados simetricamente por cadeias de
hexametilenica. Essa bis-biguanida € uma base forte, carregada positivamente,
praticamente insoluvel em agua. Por isso, seu uso em Odontologia € preconizado em
forma de sal digluconato, proporcionando-se maior solubilidade a substancia
(HORTENSE et al., 2010).

A clorexidina € uma bisguanida carregada positivamente e, por possuir carga

catibnica, une-se as paredes celulares microbianas e a outros complexos, alterando o
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equilibrio osmético do microrganismo (BARBOSA et al., 2017).

A substantividade (retentividade) é a capacidade do produto permanecer retido
no local de acao (superficie dental, gengiva e mucosa bucal) ativo, sendo liberado
lentamente, evitando-se, assim, que seu efeito seja rapidamente neutralizado pelo
fluxo salivar. No tratamento de infeccbes causadas pela placa dental, a
substantividade do agente antimicrobiano € muito importante, uma vez que os agente s
necessitam de certo tempo de contato para inibir ou matar um microrganismo. A
clorexidina tem se mostrado um efetivo agente antimicrobiano no tratamento de
gengivite, dispersor da placa ja formada e inibidor da recolonizacdo da placa
bacteriana (HORTENSE et al., 2010).

2.3.2 Triclosan

O triclosan é um antimicrobiano quimico usado como produto de consumo,
como, por exemplo, creme dental, logcdes corporais, cosméticos. A partir dos anos
1990, o triclosan, cloreto de cetilpiridinio e Oleos essenciais, aliados a produtos
destinados ao controle da formacgao do calculo e de dessensibilizagdo dentinaria com
a acao de plantas medicinais, passaram a ser extensamente pesquisados (BARBOSA
et al., 2017).

O triclosan, que é uma substancia muito utilizada nos colutérios bucais,
apresenta-se como um fenol sintético, antimicrobiano, aniénico, que possui baixa
toxicidade, ndo tendo capacidade de provocar desequilibrio na cavidade oral e
consegue obter amplo espectro de agdo contra Gram-positivos, Gram negativos,
Mycobacterium e, principalmente, bactérias anaerdbicas. Seu sitio de atuagao ocorre
na membrana plasmatica do microrganismo. Tem a capacidade de desorganizar a
membrana celular bacteriana, inibindo sua funcdo enzimatica e, em baixas
concentragdes, modificam o transporte celular, impedindo o adequado metabolismo e
reproducao celular da bactéria. Apesar de poder agir como um agente bacteriostatico,
sua natureza anidnica faz com que possua baixa substantividade, aproximadamente
5h (CASARIN et al., 2012).
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2.3.3 Substancias Quimicas provenientes de fontes materiais (outros

microrganismos, plantas, algas)

Os antibiéticos sdo substancias quimicas, naturais, com capacidade de impedir
a multiplicagéo de bactérias ou de destrui-las, usados com finalidade de prevenir ou
tratar infecgbes causadas por microrganismos patdgenos. Seu uso indiscriminado e
indevido, muitas vezes, sem prescricdo, sem dose e ou sem indicac&o, acarreta em
uma exacerbada resisténcia microbiana, ocorrendo, assim, a ineficiéncia do
medicamento. A OMS afirma que o uso indiscriminado de antibioticos pode levar a um
retrocesso, pois a mortalidade se evidenciara, uma vez que nao mais existira
antibioticos que combatam essas novas superbactérias (SANTOS et al., 2017).

Entretanto, a resisténcia adquirida € a maior dificuldade que a terapéutica
antimicrobiana sofre, isto €, mudancas que se processaram na sensibilidade dos
microrganismos que, de sensiveis, tornaram-se resistentes as drogas antimicrobianas
(SANTOS et al., 2017).

Os antibioticos influenciam a curva de crescimento microbiano, por isso, sado
usados para matar os microrganismos. Os bactericidas matam diretamente, enquanto
que os bacterisotaticos inibem o crescimento. Na microbiologia, um parametro
frequentemente medido € a concentracéo inibitéria minima (CIM), definida como a
menor concentracéo de uma droga que inibira o crescimento visivel de um organismo
apo6s a incubacédo, durante a noite. Sabe-se que o efeito dos antibioticos reflete na
diminuicdo enzimatica, podendo ser observado na integridade da membrana
(FERRER et al., 2017).

2.4 6leos essenciais e seus constituintes

Os principais constituintes dos 6leos essenciais sdo compostos de terpenos,
terpenoides, derivados de fenilpropanos e alifaticos com diferentes constituintes, os
quais dependem de muitas interagcbes de sinergismos e antagonismos entre si
(ZUZARTE; SALGUEIRO, 2015). Possuem, como caracteristica, forte odor e séo
produzidos por plantas aromaticas a partir do metabolismo secundario, contendo de
20 a 60 constituintes em diversas concentracdes. Sao conhecidos pela fragréncia e

por possuirem propriedades fungicidas, bactericidas, antivirais e medicinais, podendo
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ser empregados como antimicrobianos, analgésicos, sedativos e anti-inflamatérios
(BRITO et al., 2015).

Os 6leos essenciais possuem propriedade antimicrobiana, devido a presenca
de compostos fendlicos. Funciona agindo similarmente a clorexidina, lesando a
parede celular do microrganismo, que resulta em morte celular; inibe a sintese
enzimatica, diminuindo os lipolissacarideos e o conteudo proteico da bactéria,
podendo, inclusive, extrair endotoxinas de patégenos Gram negativo, diminuindo a
patogenicidade do biofilme dental. Uma de suas desvantagens é causar desequilibrio
na microbiota oral e possuir baixa substantividade (CASARIN et al., 2012).

Segundo (OCHENG et al., 2015), os Oleos sdo misturas complexas de
compostos de baixo peso molecular, obtidas de plantas pelo sistema de destilagdo a
varios solventes. Sdo amplamente conhecidos por terem efeitos biol6gicos benéficos,
tal como bactericida, fungicida, antiparasitaria, viricida, antiseticida e efeitos
antioxidantes, além disso, de servirem como alvos, impedindo a resisténcia dos
microrganismos (VEL et al., 2017).

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais depende muito de interagdes
de sinergismo e antagonismo entre os compostos, de acordo (NAZARRO et al., 2013).

Os compostos dos 6leos essenciais, com suas diferentes concentragbes da
planta, possibilitam interacdes sinérgicas e antagbnicas entre eles (YUAN et al.,
2016).

As técnicas mais utilizadas para extracdo de Oleos essenciais sdo por
hidrodestilagcao, extracdo por arraste a vapor, extragdo com solventes organicos,
prensagem a frio e extragdo com fluido supercritico (SIMOES; SPITZER, 2003).

O arraste a vapor é o método mais comum na extracéo dos 6leos essenciais.
O material vegetal entra em contato com o vapor, passando por uma caldeira,
chegando até o extrator. O calor rompe as paredes dos tricomas e o vapor arrasta o
6leo para um condensador onde a mistura é resfriada, recolhida e separada
(WOLFFENBUTTEL, 2010).

Os 6leos essenciais destroem, de maneira eficiente, os patégenos em varios
mecanismos, como a destruicdo da parede celular com a inibicdo de enzimas que
envolvem a replicag&o. Listerine contém timol, mentol e eucalipto, sendo o timol e
eucalipto antimicrobianos, enquanto o mentol atua como agente de limpeza e
anestésico. O 6leo essencial presente no Listerine, através de estudos in vivo e in

vitro, inibiram a placa supragengival em 56% e a gengivite em 36%, enquanto a
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clorexidina diminuiu a placa em 61% e reduziu a gengivite em 80%, porém, existem
efeitos adversos ao uso prolongado da clorexidina (ALLAKER; DOUGLAS, 2009).

Os 6leos essenciais também impedem a agregacdo do biofilme na placa
supragengival, impedindo também a liberacdo da endotoxina pelas bactérias Gram
negativas, quando comparado a clorexidina, que atua na parede celular, causando
perda do conteudo celular (ALLAKER; DOUGLAS, 2009).

A forte atividade inibitéria do éleo da citronela, nas concentragdes de 0,1%,
0,01% e 1%, frente a Aggregatibacter actinomycetecomitans, no uso de repelente de
insetos e, para P. gingivalis, nas concentracdes de 1% e 0,1%, foi observado um efeito
moderado, enquanto para bactérias cariogénicas, como Streptococcus mutans, nas
concentragbes 0,1%, 0,01% e 1%, também foi observado uma pequena atividade
inibitéria (OCHENG et al., 2015).

Os estudos com o 6leo Cymbopogon nardus exibiu uma forte atividade inibitéria
frente a Aggregatibacter actinomycetecomitans e P. gingivalis, nas concentragdes de
1%, 0,1% e 0,01%, enquanto que o 6leo da Teclea nobilis da familia Rutaceae inibiu
o crescimento de Aggregatibacter actinomycetecomitans e P. gingivalis, também nas
trés concentragcbes do o6leo C. nardus (p<0.0001), evidenciando uma atividade
inibitoria, assim como para o 6leo Zanthoxylum chlybeum, nas concentracdes de 1%
e 0,1% com (p < 0.0001). Esse estudo concluiu que os 6leos essenciais mostraram
um efeito inibitdrio para as bactérias periodontopatogénicas, sendo importantes como
alternativas para o desenvolvimento de medicamentos para periodontia (OCHENG et
al., 2015).

As atividades antimicrobianas dos 6leos dependem de um ou dois dos maiores
constituintes dos 6leos. O maior constituinte de um 6leo pode néo ser o principal
responsavel pela atividade antimicrobiana e sim as interagbes que ele faz com os
menores constituintes, apresentando efeitos sinérgicos de atividade antimicrobiana
(CHOUHAN et al., 2017).

Avaliando a atividade antimicrobiana de cinco 6leos essenciais, compostos de
eugenol, carvacrol, timol, p-cimeno, e y-terpeno, sozinhos ou em combinagédo com a
tetraciclina, na formacao de biofiilme com Staphylococcus aureus ATCC2592 e 12
bactérias isoladas da cavidade bucal de criangas, tais como Enterococcus faecalis,
Streptococcus mutans, (MILADI et al., 2017) verificaram que, em todos os resultados,

ficou evidenciada a atividade antimicrobiana dos 6leos, com valores de CIMs variando
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de 32 a 512 ugmL™" para eugenol e carvacrol; o terpeno foi o0 menos ativo para os
microrganismos testados com CIMs, nos valores de 128 a 1024 ygmL-"

Ja o timol foi sensivel para os agentes biolégicos testados com CIM de 32 a
256 ugmL™'. Quando associava-se a droga convencional, no caso a tetraciclina com
os fitoquimicos, como, por exemplo, p-cimeno e terpeno, houve uma diminui¢ao de 2
a 8 pugmL" no valor da CIM. Portanto, conclui-se que os compostos sinérgicos
aumentaram a atividade antimicrobiana da tetraciclina, inibindo o biofiime na
superficie do dente, sendo uma boa alternativa na eficacia de medicamentos para
microrganismos resistentes (MILADI et al., 2017) .

A atividade antimicrobiana dos isolados quimicos depende da estrutura
quimica. Grupos fendlicos ou alcodlicos, tais como timol e carvacrol, aumentam o
numero de conexdes, permitindo um grande efeito inibitério no crescimento
microbiano. A estrutura lipofilica facilita a penetracéo do 6leo através da membrana,
desestabilizando o transporte de ions e solutos, reduzindo o potencial de membrana
(VERAS et al., 2016).

De acordo com Lima et al. (2006), as caracteristicas citotoxicas dos 6leos
esséncias tém sido objeto de estudo para compreensdo dos efeitos frente as
bactérias. As citotoxidades dos Oleos esséncias parecem estar relacionadas com a
sua capacidade de provocar danos a parede celular, pois, como compostos lipofilicos
tipicos, passam através da parede e membrana citoplasmatica, podendo afetar a
estrutura das diferentes camadas de polissacarideos, acidos graxos e fosfolipidios,
permeabilizando as, cuja permeabilizacdo estara associada a perda de ions e a
reducéo do potencial de membrana, ao colapso da bomba de prétons e esgotamento
de ATP.

2.4.1 Variagao Sazonal dos d6leos volateis

A composigao quimica e o teor de dleo volatil de uma planta sdo determinados
geneticamente, sendo geralmente especifica para um determinado 6rgdo, como
caracteristica para seu desenvolvimento. Em uma determinada espécie, o ciclo
vegetativo influencia na concentracdo dos constituintes do 6leo, que pode variar
significativamente, de acordo com a época da coleta, condi¢gbes climaticas e solo. A

quantidade de metabodlitos secundarios que sao produzidos durante o
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desenvolvimento de um vegetal pode ser afetada pela radiagdo solar, temperatura,

solo, ventos fortes e outras formas de stress (BRITO, 2009).

2.4.2 Propriedades Farmacoldgicas dos 6leos essenciais

As propriedades farmacéuticas de plantas aromaticas sé&o parcialmente
atribuidas aos Oleos essenciais, termo que foi usado pela primeira vez no século XVI
por Paracelsus, nomeando o componente efetivo de uma droga com o nome de
“quinta essencial”. Em meados do século 20, o papel dos dleos essenciais foi reduzido
ao uso em perfumaria, cosméticos e aromas alimentares, enquanto houve declinio na
utilizacdo em preparagdes farmacéuticas. Os O6leos essenciais, além de serem
produtos utilizados na area de aromas, cosméticos e alimentos, tém despertado o
interesse farmacologico de alguns setores da industria farmacéutica. Isso porque esse
produto natural pode estar em abundancia na natureza e apresenta diversos efeitos
farmacologicos, desde atividade repelente, anti-inflamatéria, passando por atividade
antiasmatica, ansiolitica e atividade anticancer. Os Oleos essenciais tém sido
conhecidos por possuir atividade antioxidante e antimicrobiana, servindo, assim, como
aditivos naturais em alimentos e produtos alimentares, além disso, alguns Oleos
essenciais sdo utilizados na medicina popular para o tratamento de doencas
respiratérias (MENEZES et al., 2017).

As propriedades farmacologicas de plantas aromaticas estdo bastante
difundidas, especialmente no tratamento de infeccbes microbianas, inflamacgdes,
dores, atividades antifungicas, analgésicas e anti-inflamatérias. A atividade
farmacologica dos Oleos essenciais é resultante da interacdo dos diferentes

componentes do 6leo essencial (BRITO, 2009).

2.4.3 Lippia sidoides Cham

Lippia sidoides Cham é uma planta da familia Verbeneaceae, conhecida como
alecrim-pimenta; € um arbusto com um tronco fragil e folhas odoriferas, tipicamente
encontrado no Nordeste do Brasil, sendo usado no tratamento de infecgdes; suas
folnas s&o aromaticas, com flores pequenas e esbranquicadas, e com frutos
pequenos. Os maiores constituintes do 6leo da L. sidoides Cham sao o timol (50 a

59%) e carvacrol (7 a 16%). Outros constituintes do 6leo essencial, como myceno,
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caryofileno e p-cimeno, também apresentam atividade antimicrobiana (BARBOSA, et
al., 2017). O timol também ja foi testado sobre o crescimento e viabilidade da
Leishimania amazonenses, verificando ser o timol de baixa toxidade para as células
do mamifero, podendo ser utilizado no tratamento de leishmaniose cutanea (MORAO
et al., 2016).

As pesquisas tém sido direcionadas na investigacdo de produtos naturais como
fonte de novas moléculas bioativas, devido a disponibilidade dos antimicrobianos para
tratar de infeccbes e doencas, pois os produtos naturais podem afetar o efeito dos
antibioticos, aumentando ou reduzindo sua atividade (VERAS et al., 2016). A
associacéo entre produtos naturais e drogas tem apresentado resultados relevantes
e promissores, devido, provavelmente, a sua capacidade de interferir na sintese
proteica e na parede celular bacteriana, como exemplo, cita-se os flavonoides
lipofilicos, que causam a ruptura da membrana dos microrganismos (ALMEIDA et al.,
2014).

Foi analisado a atividade antimicrobiana do 6leo da Lippia sidoides Cham, na
concentragéo de 217,5 mg/mL, e seus compostos fendlicos timol, na concentragédo de
50 mg/mL e carvacrol 50 mg/mL, através do método de disco de difusdo em agar com
as cepas de S. mutans, S. sanguis, S. salivarius, e S. mitis e de Candida albicans. Os
trés compostos testados apresentaram atividade antimicrobiana e antifungica. A zona
de inibicdo para bactérias cariogénicas variou de 8,5 a 8,7 mm para o 6leo essencial
da Lippia sidoides Cham; 7,7 a 16 mm para timol; e 7,5 a 15 mm para carvacrol. A
zona de inibicado para Candida albicans foi de 10,6 e 9 mm para o timol e carvacrol,
respectivamente. O 6leo essencial da Lippia sidoides nao foi efetivo para inibir o
crescimento fungico e bacteriano na mesma concentracdo que os monoterpenos
fenolicos (BOTELHO et al., 2016).

O timol e carvacrol apresentaram maiores valores de CIM, com valores de 2,5
a 5,0 mg/mL, comparado ao 6leo da Lippia sidoides, com 5-10 mg/mL, mostrando um
efeito inibitério, e o carvacrol de 2,5 mg/mL (KSHITISH; LAXMAN, 2010).

2.4.4 Estudo clinico da Lippia sidoides Cham

A L. sidoides Cham € indicada como agente antisséptico para pele e superficie
de mucosa e infecgdes de garganta (RODRIGUES et al., 2009). Em um estudo clinico
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de fase | realizado em humanos, o éleo essencial da L. sidoides Cham reduziu a placa
bacteriana e infeccéo gengival (BOTELHO et al., 2007).

Rodrigues et al. (2009) realizaram em humanos um estudo clinico randomizado
duplo cego, que foi conduzido para avaliar o efeito do gel da L. sidoides Cham, a 10%,
na agao de antigingivite e antiplaca. Esse estudo foi realizado com 02 grupos de
estudantes de Odontologia, realizado em duas fases experimentais, em um intervalo
de 21 dias. Os participantes foram instruidos a usarem o gel com forma de dentifricio.
O gel teve uma boa aceitagdo, nao apresentando nenhum efeito adverso, como
reacdes alérgicas, contudo, ndo apresentou um bom agente antiplaca, mas foi efetivo
no controle da gengivite.

Os estudos de Botelho et al. (2007) mostraram um efeito antiplaca em gel a 1%
da L. sidoides Cham, baseado em um enxaguatério bucal semelhante a clorexidina,
durante 7 dias de tratamento.

Ja Lobo et al. (2014) analisaram um estudo duplo-cego em paralelo com um
estudo controle, que avaliou trés formulag¢des do éleo da L. sidoides Cham na reducéo
de Streptococcus mutans na saliva de criangas com carie. As formulag¢des consistiram
de: 1,4% de OELS, como forma de dentifricio; 1,4% em forma de gel; 0,8% como
enxaguante bucal; 1% de gel de clorexidina ou 0,12% de clorexidina como enxaguante
bucal. Nesse estudo, o enxaguante bucal e o gel ndo demonstraram um efeito
significativo na redugdo de S. mutans, provavelmente devido a falta da acéo
mecanica, além do mais a combinacao de agentes quimicos, como fluor e produtos
naturais, pode potencializar a agdo dos agentes antimicrobianos, através do efeito
sinérgico na reducao e controle da carie.

A adicao de produtos naturais nos dentifricios pode atuar como coadjuvante no
controle mecanico do biofilme dental. No estudo realizado por Lobo et al. (2014), todas
as formulacdes de clorexidina reduziram significativamente S. mutans na saliva das

criancas, depois de 05 dias de tratamento.

2.4.5 Timol

Os terpenos sdo compostos hidrogenados de cadeias carbdnicas ciclicas ou
alifaticas, originados a partir da condensacgao de unidades do hidrocarboneto isopreno
(2-metil-1,3- butadieno). Possui uma estrutura quimica geral de C1oH1,0 e eles

ocorrem como diterpenos, triterpenos e tetraterpenos (C2o, C30 € Caso), bem como
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hemiterpenos (Cs) e sesquiterpenos (C1s). Quando os compostos contém elementos
adicionais, geralmente oxigénio € chamado terpenoides. O timol e o carvacrol sao
efetivos contra os microrganismos, através da acao caracteristica lipofilica na
membrana celular, causando a dispersdo da cadeia de polipeptidios e,
consequentemente, a desestabilizagdo da membrana celular (COWAN, 1999).

O timol € um pé cristalino, branco de aroma forte, altamente soluvel em alcool
e outros solventes organicos. E um importante agente de origem natural e tem gerado
um grande interesse na comunidade cientifica em estudos farmacolo6gicos com seu
potencial terapéutico para diferentes doencas (BOTELHO et al., 2007).

Em estudo realizado por Oliveira et al. (2017), foi observado 68,45% do timol,
p-cymene (10,66%) e caryophyllene (7,28%) na L. sidoides Cham, quando se analisou
a nanoformulagédo do 6leo da Lippia sidoides e timol, que foi o0 composto majoritario
em uma populacao de Coleoptera. Os outros compostos estiveram abaixo de 3% no
total do 6leo da Lippia sidoides Cham.

As baixas concentragcdes dos compostos timol e carvacrol 3 e 5 mg m/L
respectivamente do Oleo da Lippia sidoides Cham, apresentaram reacdes de
sinérgimo (TAK et al., 2016).

Marchese et al. (2016), analisando a atividade antimicrobiana do timol e
carvacrol para Escherichia coli e Salmonella typhimurium, observaram que o timol foi
mais efetivo, apresentando um valor de CIM de 1,0 mmol/L, para S. typhimurium; e
1,2 mmol/L, para E. coli. O timol é muito utilizado devido as suas propriedades
antioxidantes, anti-inflamatérias, cicatrizantes, antissépticas, antibacterianas,
antifungicas. Mais recentemente, o timol também foi isolado como maior componente
no 6leo da Lippia gracilis, apresentando um alto poder anti-inflamatério em edemas e

peritonites.

OH

Figura 3 - Estrutura quimica do timol

Fonte: Souza, Ferraz-Freitas, Oliveira, 2016



43

2.4.6 Carvacrol

O carvacrol 2-metil-5-(1-metiletil)-fenol e seu isémero timol 5-metil-2-(1-
metiletil) - fenol sdo monoterpenos encontrados em diversas plantas aromaticas,
sendo biossintetizados a partir do y-terpineno e do p-cimeno. O carvacrol também é
conhecido como isopropil-o-cresol, p-cimeno-2-ol, 5-isopropil-2-timol ou iso-timol.
Ambos possuem férmulas moleculares iguais a C1oH14O e pesos moleculares de
150,22 g mol -'. Na forma liquida, o carvacrol apresenta uma solubilidade de 830 + 10
ppm (NOSTRO et al., 2013).

OH

Figura 4 - Estrutura quimica do Carvacrol

Fonte: Souza, Ferraz-Freitas, Oliveira, 2016

Varios estudos descreveram que o timol e o carvacrol interferiram na formagao
do biofilme, bem como em células plancténicas de Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 com uma MIC de 0,02 a 0,05 mg.mL-', respectivamente, confirmando o
potencial antimicrobiano (SOUMAYA et al., 2011), descrito por varios autores
(LAMBERT et al., 2001; COX; MARKHAN, 2007).

O timol, orégano e carvacrol apresentaram um efeito inibitério com as cepas de
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, observando a desintegracéo
das bactérias (NOSTRO et al., 2013).

O timol e o carvacrol sao agentes antimicrobianos promissores na formacao de
antibiofilme. Diversas estruturas estdo envolvidas na formagao do biofilme, como:
fimbrias, LPS e capsulas, que sio liberadas pelas bactérias, inclusive Porphyromonas
gingivalis e Aggregatibacter actynomicetecomitans (SOUMAYA et al., 2011). Através

desses mecanismos, o crescimento do biofilme envolvera adesado, coagregacéo,
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comunicacao pelo sistema de quorum sensing, formacéo e diferenciacdo de micro
coldnias dentro da matriz de expolissacarideo (GERITS et al., 2017).

Caso ocorra uma desregulagdo das subunidades da fimbria fimA, a P.
gingivalis, ndo consegue formar microcolénias com outros microrganismos, devido a
hidrolise da arginina para citrulina, pois a FimA € a fimbria que desempenha o papel
de adeséo nas células hospedeiras (GERITS et al., 2017).

A atividade anti-inflamatéria de extratos e 6leos essenciais inibe a formagao da
proteina gingipaina na P. gingivalis e, com isso, afeta a formacéo do biofilme nas
células epiteliais (SOUMAYA et al., 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver formulagéo farmacéutica contendo éleo de Lippia sidoides Cham

para controle de Doencgas Periodontais.

3.2 Objetivos especificos

a) Extrair e caracterizar o 6leo essencial obtido das partes aéreas da Lippia
sidoides Cham (OELS);

b) Investigar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Lippia sidoides
Cham (OELS), do timol e carvacrol, de forma isolada e em associagdo com
clorexidina (CLX), frente a microrganismos periodontopatogénicos;

c) Verificar o efeito do OELS sobre o biofilme de Porphyromonas gingivalis
(ATCC 0644) e Aggregatibacter actynomicetecomitans (ATCC 29522;

d) Desenvolver a forma farmacéutica, contendo OELS com potencial de uso
clinico para controle de doencas periodontais;

e) Avaliar a citotoxicidade do OELS;

f) Realizar ensaio clinico de fase | (participantes saudaveis) para avaliagao

de segurancga de uso de produtos odontologicos contendo OELS.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Desenho do estudo

Trata-se de uma investigacao clinica-laboratorial de 6leo essencial isolado e
incorporado em forma farmacéutica. A parte laboratorial tem apoio em técnicas da
microbiologia e o estudo clinico se caracteriza como sendo um estudo de fase I, que
€ desenvolvido em individuos saudaveis. O desenvolvimento deste estudo esta

condicionado & aprovagéo prévia do Comité de Etica do Centro de Ciéncias da Saude

da Universidade Federal da Paraiba.

Coleta do material vegetal:
folhas da L.sidoides Cham
Extragéo do mmmm—)  Arraste a
OELS Vapor
Caracterizagao CGEM | mummmm—) OELS bemnral o RMN
do OELS ——) timol —)
Checkboard
Ensaios microbiologicos in — CIM — OELS+ Timol
vitro OELS Checkboard OELS+Carvacrol
OELS+CLX
Ensaios de Microscopia ' -
Microscopia —) Confocal MEV MET
Desenvolvimento da formulagéo
farmacéutica da pasta de orabase:
Placebo, 0,15% e 0,25% de OELS
Modelos
Avaliagao de Citotoxidade — Bioldgicos
— in vitro Experimentais
MTT
Estudo Clinico Fase | Avaliacao antimicrobiana da saliva
e—) e caracteristicas organolépticas

Figura 5
experimental

Fonte: Elaborado pela autora

- Organograma:

representacdo esquematica do delineamento
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4.2 Material Botanico

4.2.1 Coleta das Partes Aéreas do Material Botanico

O material botanico utilizado para a realizagao deste trabalho foi coletado sob
a supervisao do Engenheiro agronomo Fernando Viana, no Horto de Plantas
Medicinais da UFPB, no Instituto de Pesquisa de Farmacos e Medicamentos
(IPeFarM), sempre que se fizer necessario, obedecendo a época do ano e
cronograma definido. A identificagdo botanica Lippia sidoides Cham foi realizada pela
Prof.2 Dr.2 Rita B. Lima, e a exsicata foi incorporada sob o numero JPB 47237, ao
acervo do Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB) (UFPB).

4.2.2 Locais da pesquisa

A extracao do 6leo foi realizada no Laboratério de Fitoquimica do IPeFarM, no
Campus | da UFPB, e a pesquisa microbiolégica foi realizada no Laboratério de
Biologia Bucal da UFPB. O projeto teve uma base experimental, quantitativo e
qualitativo, sendo desenvolvida no periodo de 2015 a 2019.

O Estudo Clinico foi desenvolvido na cidade de Vitoria da Conquista, Bahia. A
aplicagéo do produto (pasta de orabase) e as coletas foram realizadas no Laboratério
de Microbiologia Bucal da Faculdade Independente do Nordeste (FAINOR).

4.2.3 Extracao do dleo essencial da Lippia sidoides Cham (OELS)

A extragéo do 6leo essencial L. sidoides Cham foi realizada no laboratério de
Fotoquimica, no Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) da
UFPB, através de arraste a vapor, utilizando o equipamento Mini destilador de 6leos
essenciais (Modelo D2-v5.2- Linax) (Figura 6). O 6leo foi coletado dia 21/07/2016, as
8h, a partir de 1.197g (peso umido) das partes aéreas da planta. Ao final, obteve-se
12 mL de 6leo essencial.
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Figura 6 - Mini destilador de 6leos essenciais — Linax (Modelo D2 — v5.2 — Linax)
Fonte: Linax, 2017

4.2.4 Caracterizagdo do OELS

4.2.4.1 Cromatografia a gas acoplado a espectrometro de massas (CG-EM)

Através da analise realizada por cromatografia gasosa, acoplada a
espectrometria de massa, a composi¢cado quimica do 6leo essencial foi determinada
no Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM), na Unidade de
Caracterizacao e Analise (UNICAL) da Universidade Federal da Paraiba. A analise foi
realizada no aparelho CGMS-QP2010 Ultra, da marca Shimadzu, utilizando coluna
capilar RTX-5MS (5% Difenil, 95% dimetil polisiloxano), com 30 cm de comprimento,
0,25 mm de diametro interno e filme de 0,25 uym. A fase moével foi composta de hélio
e bombeada na vazédo de 1,6 mL/mim. As condigdes cromatograficas foram as
seguintes: a temperatura do injetor foi de 250°C, iniciando com 60°C, aumentando até
90°C na razao de 5°C/minuto, permanecendo nessa temperatura por 15 minutos, em
seguida, aumentando na razao de 20°C/minuto até 280°C. A temperatura do detector
e da interface do sistema CG-EM foi de 260°C. O tempo total da corrida foi de 30
minutos. A identificagcdo dos componentes do 6leo essencial foi realizada por
comparacgao dos espectros de massas do banco de dados do aparelho interligado ao
CG-EM, com dados da literatura e com injegdo de amostras de substancias padrao.

A quantificagdo do componente majoritario foi realizada em Cromatégrafo Gasoso
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(CG) da Shimadzu, modelo GC17A, com sistema equipado com um injetor automatico
e Detector de lonizagdo de Chama (DIC). A coleta de dados e integracao foi realizada
com o software Class5000. O nitrogénio foi utilizado como fase mével, sendo
bombeado na vazao de 1,6 mL/min. Foi utilizada uma coluna capilar DB-1 (30 m x
0,25 mm x 0,25 ym) e a temperatura do forno foi programada para passar de uma
temperatura inicial de 60°C, aumentando até 90°C na razdo de 5°C/minuto,
permanecendo nessa temperatura por 15 minutos e, em seguida, aumentando na
razao de 20°C/minuto até 280°C. As temperaturas do injetor e do detector foram de
260°C e 280°C, respectivamente. O tempo total da corrida foi de 30 minutos e o

volume de injegao foi 1,0 L.

4.2.4.2 Determinagao da densidade do OELS, Timol e Carvacrol

Utilizando um picnémetro de 5,0 mL, foi determinada a densidade do 6leo, onde
se adicionou a amostra a 25°C, pesando-a e, em seguida, foi calculada a diferenca de
peso do picnémetro vazio e do picnbmetro contendo a amostra. A partir do valor da
massa obtido, a densidade foi calculada, usando a féormula: densidade é d=m/V, em

que d é a densidade, m a massa (g) € V o volume (mL):

Densidade do 6leo: 0,9432 g m/L, Carvacrol: 0,976 g m/L, Timol: 0,965 gm/L (1)

4.2.4.3 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Logo apds sua obtengéo e, antes de ser fornecido para o presente trabalho, o
6leo essencial foi analisado por Ressonancia Magnética Nuclear (NMR) de 'He '3Ce
Cromatografia Gasosa Acoplada a espectrometria de Massa (CG-EM), e quantificado
por cromatografia gasosa usando o detector de ionizagdo de chamas (CG-DIC).

Os espectros de RMN 'H e 3C foram obtidos por espectrometros de Bruker
Avance DRX 500, operando para hidrogénio (RMN de 'H) a 500 MHz e, para carbono
(RMN de 13C), a 125 MHz, com a utilizag&o de cloroformio delterado (7,24 ppm /77,0
ppm. Todas as medidas de RMN foram adquiridas a 298K (25°C). Os deslocamentos
quimicos (d) sao expressos em ppm com referéncia aos sinais de solvente residual.
As constantes de acoplamento escalar (J) sdao dadas em Hertz. As seguintes

condigdes foram utilizadas para a gravacao de espectros de RMN de 1H: experiéncia
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de pulso de 30°C; tempo de aquisi¢ado de 1 segundo; atraso de relaxamento de 1,0
segundo; largura de varredura 15,1 ppm (8012 Hz); pontos de dados 65536 e
varredura falsa. Os dados foram processados usando linha de ampliacao de 0,1 Hz.
Para cada amostra, 16 varreduras foram registradas. Os decadentes de indugéo
gratuitos foram transformados por Fourier, com o fator de ampliagédo da linha ajustado

em 0,1 Hz, para o aprimoramento da resolucao.

4.3 Estudos Microbiolégicos in vitro

4.3.1 Cepas bacterianas

Foram utilizadas as cepas Aggregatibacter actinomycetecomitans (Aa), tipo
padrdao ATCC 29522, e Porphyromonas gingivalis (Pg) ATCC 0644 para os ensaios
de atividade antimicrobiana, microscopia confocal, varredura e transmissdo. Os
microrganismos foram adquiridos através da Colegdo de Microrganismos de
Referéncia, Instituto Nacional de Controle de Qualidade, Fio Cruz, Rio de Janeiro,
Brasil e fazem parte da cole¢cdo de microrganismos do Laboratorio de Biologia Bucal
da UFPB. Todas as cepas estavam armazenadas em -80°C em caldo Brain Heat
Infusion (BHI) da Sigma Aldrich, SP, Brasil, e com 20% de glicerol padrdo

microbiologia (SP, Brasil).

4.3.2 Meios de cultivo

Os meios de cultura utilizados nos ensaios para avaliar atividade antimicrobiana
foi o caldo BHI suplementado com solugdo de Hemina 5 mg/mL (Sigma®), extrato de
levedura 0,005 mg/mL (Acumedia®) e solucdo de menadiona 1 mg/mL (Sigma®),
adquiridos da Sigma Laboratories, USA, que foram solubilizados em agua destilada e

esterilizados em autoclave, a 121C, por 15 minutos.
4.3.3 Inéculo
Os in6culos das cepas bacterianas, utilizados nos ensaios antimicrobianos,

foram obtidos através da preparacao de suspensao de tais cepas, com solugdo salina

NaCl (0,85% p/v), estéril, a partir de culturas overnight, cultivadas em caldo BHI
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suplementado com solugdo de Hemina 5 mg/mL (Sigma®), extrato de levedura 0,005
mg/mL (Acumedia®) e solugdo de menadiona 1 mg/mL (Sigma®) a 37°C, por 48h. O
inbculo de cada bactéria foi centrifugado por 15 minutos separadamente.
Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e acrescentou-se ao tubo Falcon 5 mL
de solugdo salina estéril para dar inicio a padronizagdo do inéculo. O in6culo foi
padronizado através da leitura de absorbancia (Fluor Star OPTIMA, BMG Lab Tech
Alemanha) para corresponder a 0,5 da escala de McFarland =1,5 x 108 UFC/mL. Para
a leitura da absorbancia, 100 microlitros de cada indculo foi colocado em placas de 96
pocos de fundo chato de microdiluigdo, com comprimento de onda de 530 nm, sendo
o valor de absorbancia que corresponde a 0,5 da escala McFarland =1,5 x 108
UFC/mL.

4.3.4 Preparagao das solugdes padrao de timol, carvacrol e éleo essencial

A solugado estoque do padrao timol foi preparada, dissolvendo 3mg de timol
(SIGMA ALDRISCH) em uma solugéo de 1mL de Tween 80 a 5% e 1m L de DMSO
(dimetilsulfoxido) acrescido de 18 mL agua deionizada estéril para uma obtencéo de
uma solugéo na concentragéo de 0,965 g.mL-1 (densidade do timol).

A solugdo estoque do padrao carvacrol (SIGMA ALDRISCH) foi preparada
dissolvendo 3mL do carvacrol em uma solugdo de 1mL de Tween 80 a 5% e 1m L de
DMSO (dimetilsulfoxido) acrescido de 18 mL agua deionizada estéril para uma
obtencdo de uma solugéo na concentragéo 0,976 g.mL-1 (densidade do carvacrol).

Para o 6leo essencial, foi preparada uma solugéo estoque através da diluicao
de 3mL do 6leo com 1mL de Tween 80 a 5% e 1m L de DMSO (dimetilsulfoxido)
acrescido de 18 mL agua deionizada estéril para uma obten¢c&o de uma solugdo na

concentragéo de 0,9432 g.mL-1(densidade do 6leo).

4.3.5 Microdiluicdao em caldo para CIM

As placas com 96 orificios com fundo em “U” estéreis (TPP, Brasil) foram
preparadas de forma que cada pogo tivesse volume final de 100 microlitros, descritas
por (ANDREWS, 2001). Nos pocos foram distribuidas as solugdes de forma a conter

as diferentes concentragdes dos produtos-teste. O sistema de diluigdo foi controlado,



54

por conseguinte, pelo volume da solucdo-mée, de forma que obtivesse diferentes
concentragbes que variassem de 188,6 a 7 mg/mL. Realizou-se o controle de
esterilidade do meio e o controle do crescimento do in6culo bacteriano.

As analises foram realizadas em ftriplicata e incubadas a 37°C, durante 48
horas. Posteriormente, foi realizada a leitura dos resultados e, em seguida, adicionado
20 pyL de uma solucdo 0,01% (p/v) de resazurina soédica (SIGMA, Steinheim,
Alemanha), preparada com a agua destilada estéril. Nova incubacao foi feita a 35-
37°C, por uma hora da droga-teste, que promoveu a inibicdo do crescimento
bacteriano, verificado por uma n&do mudancga na coloragéo.

Para determinar a CBM, aliquotas de 1 uL da cavidade correspondente a CIM,
assim como dos trés pocos anteriores e dois pogos posteriores a CIM, para placas
com BHI agar, utilizando o método da gota, incubando as placas a + 37°C, durante 48
horas. Apds esse periodo, o crescimento microbiano foi avaliado e a CBM foi
determinada como a menor concentracao do 6leo essencial, para o qual nao foi
observado crescimento microbiano. Todos os experimentos foram feitos em triplicata
e o resultado expresso pela média aritmética dos valores de CBM, obtidos nos ensaios
(KLEPSER et al., 1998).

4.3.6 Checkerboard

O teste de diluicdo Checkerboard foi conduzido para avaliar a atividade
combinada entre 6leo essencial da Lippia sidoides Cham e clorexidina; timol e
clorexidina; e carvacrol e clorexidina. Inicialmente, cada pog¢o da placa de 96 pocgos
(Kasvi®, Brasil) recebeu 100 pL de caldo BHI. Em seguida, a primeira linha da placa
recebeu 100 yL do d6leo essencial ou timol ou carvacrol, na concentragao de 2 x CIM,
e procedeu-se a diluicdo seriada no sentido vertical. Na primeira coluna, foram
dispensados 100 pL de clorexidina, seguindo a diluigdo no sentido horizontal até a
coluna 10.

A coluna 11 serviu para diluicdo seriada do 6leo, timol e carvacrol, enquanto a
coluna 12 recebeu diluicdo da clorexidina, iniciando em concentragdo 2 x CIM. Antes
de incubar na estufa microbiolégica, a 37°C, por 24-48h, os pocos receberam 10 uL
de inéculo de P. gingivalis ou A. actinomycetemcomitans, padronizadas na escala 0,5
de Mc Farland. Apéds o periodo de incubagao, a viabilidade celular foi visualizada pela

adicdo de 35 pL do corante indicador resazurina a 0,01%. Considerou-se a CIM
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combinada e confirmou-se a CIM isolada como sendo a menor concentracdo das
solugdes na qual o corante permaneceu azul.

Diante dos valores de CIM, calculou-se o indice de Concentracéo Inibitoria
Fracionaria (ICIF) pela relacao entre CIM de cada droga em combinacao e a CIM da
mesma droga isolada. A soma dos ICIFs das duas drogas testadas na interacéo gerou
valor interpretado, conforme o Quadro 2 a seguir (LEWIS et al., 2002; BERDITSCH et
al., 2015).

Quadro 2 - Classificagdo dos antissépticos comumente utilizados nos
enxaguantes bucais, seu mecanismo de acao e efeitos colaterais

Interpretacao para CIF Conceito Resultados do CIF
Sinergismo Acgédo combinada de dois ou mais substancias <05
que melhoram o resultado de um processo. -
Aditividade Quando uma substancia é adicionada para >056 < 1
melhorar o rendimento de uma propriedade. ’
Indiferenca Quando uma substancia & adicionada e néo >1 e<d
interfere no rendimento do processo B
Antagonismo Quando uma substancia inibe a acdo de uma >4
outra substancia. B

Fonte: Elaborado pela autora

4.3.7 Analise por Microscopia a Laser Confocal

A técnica da Microscopia Confocal a Laser foi realizada de acordo com o
protocolo de Joia, 2017. Para analise do efeito do 6leo essencial da L. sidoides Cham
no biofilme de P. gingivalis W83 e A. actinomycetecomitans ATCC 29522 por
Microscopia Confocal a Laser, o in6culo foi ajustado, resultando em uma concentragéo
de 1,5 x 108 UFC/mL, padronizado na absorbancia de (530 nm) por 48hs, os quais
foram cultivados sob condi¢des de anaerobiose em BHI-TSB, suplementado com
hemina e vitamina K, a 37°C (80% N2, 10% H2, 10% CO.), por 24h (MiniMacs
Anaerobic Workstation, Don Whitley Scientific, Shipley, UK).

A estrutura do biofilme foi analisada por Microscopia de varredura Laser
Confocal, usando laminas de vidro (Lab-Tek Chamber SlideTM 177399; Nalge Nunc
International, Naperville, IL, USA), revestido com CaCl2 (0,8 mg/cm2) para sensibilizar
as placas de Chambers, por 24hs. Em seguida, as Chambers foram incubadas com
caldo BHI-TSB com o inoculo da P. gingivalis e A. actinomycetecomitans,
separadamente (A530nm = 0.5), por 24h, e lavados com NaCl a 0.9%, apo6s o periodo

de incubacao.
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Apds a lavagem, foi depositado o éleo até cobrir totalmente o biofilme no tempo
de 5 min. Foi adotado esse tempo, pois n&o seria conveniente que a pasta de orabase,
proveniente do 6leo da L. sidoides Cham que sera utilizado em doenca periodontal e
gengivite, ficasse mais tempo na mucosa do paciente. Os grupos que foram
analisados para analise do 6leo da L. sidoides na Microscopia Confocal e de Varredura
foram:

a) 1° Grupo de Tratamento: CIM;

b) 2° Grupo de Tratamento: 2X CIM;

c) 3° Grupo de Tratamento: 10X CIM,;

d) Clorexidina a 0,2% como controle positivo;

e) Sem tratamento: Meio mais indculo.

Esses grupos foram escolhidos com base nos trabalhos de Sardi (2017), nos
quais foi necessaria que a concentracao da substancia-teste fosse superior ao valor
da CIM, para que o antimicrobiano penetrasse no biofilme.

Em seguida, os biofiimes foram corados com Live/Dead BacLight (Life
Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA), que consiste em dois nucleotideos, o
SYTO 9 (cora as bactérias viaveis em verde) e o iodeto de propidio (cora bactérias
nao viaveis em vermelho), cobrindo todo o biofiime de cada amostra. Os corantes
foram excitados a 488 nm e as imagens Z-stack foram capturadas com incrementos
de 1 um (espessura média da bactéria), sob uma objetiva de 20x (Microscoépio LEICA
TCS SP5, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha). A reconstrucgéao tridimensional, a
cobertura e a viabilidade foram avaliadas com o software Fiji, versdo 2.0.0-rc-54 / 1.51i

(Fiji, Image J, Wayne Rasband Institutos Nacionais de Saude) (JoIA, 2017).

4.3.8 Analise do Biofilme por Microscépio Eletrénico de Varredura (MEV)

Para analise do efeito do OELS no biofime de P. gingivalis e A.
actinomycetecomitans por MEV, o inoculo foi ajustado igualmente ao descrito
anteriormente no ensaio de biofilme, para Microscopia Confocal a Laser.

a) Em uma placa de biofilme estérii de 24 pogos de poliestireno, foi

acrescentado em cada pogo uma laminula estéril de vidro circular (10x10
mm). Foi adicionado o in6culo de P. gingivalis e A. actinomycetecomitans,
ambos padronizados na escala de MacFarland (0.5), para que cobrisse a

laminula e, posteriormente, acrescido de 1,5 mL de meio de cultura BHI-
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TSB. O indculo estava em overnight por 24h, pois foi analisado o biofilme
maduro de 24h, por tratar-se de bactérias periodontopatogénicas, que néo
sao colonizadores iniciais da superficie do elemento dentario;

b) Incubou a placa em condi¢cées de anaerobiose, a 37°C (80% N2, 10% H2,
10% CO2), por 24h (MiniMacs Anaerobic Workstation, Don Whitley Scientific,
Shipley, UK);

c) Em seguida, foi retirado o meio de cultura, deixando a laminula com o
biofilme formado (Biofilme maduro de 24h);

d) Posteriormente, foi adicionado o tratamento (6leo da L. sidoides Cham) nas
concentragdes de (CIM), (2 X CIM) e (10 X CIM) em triplicata, por 5 min;

e) Em seguida, as amostras foram fixadas com Glutaldeido a 2% (Sigma-
Aldrich), de modo que cobrisse todo o biofilme por 30min, seguido de
secagem em temperatura ambiente;

f) Os espécimes foram desidratados em banhos com concentracdes
crescentes de etanol (50%, 70%, 90% e 100%) por 10 minutos. As laminulas
sdo coladas sobre stubs (3x3cm) para serem metalizadas com ouro;

g) Os espécimes foram armazenados em dessecador para subsequente
observagdo em MEV (JEOL, JSM 5600LV, Japao). Para o controle, foram
adicionadas apenas amostras de clorexidina a 2% com o in6culo (DUQUE

et al., 2011) e sem tratamento.

4.4 Analise em Microscopia Eletronica de Transmissao

Visando examinar os efeitos dos compostos nas estruturas externas das
células bacterianas foi realizada a Microscopia Eletronica de Transmissao que permite
a visualizacdo dos possiveis danos que o Oleo pode causar nas bactérias.Apos o
crescimento em meio de cultura TSB+BHI P. gingivalis e A. actinomycetecomitans
por 48hs em anerobiose , as amostras foram incubadas juntamente com o 6leo
essencial na concentragéo da CIM 39,3mg/ mL para P. gingivalis e 44,23 mg/mL por
5 mint. Posteriormente as amostras foram centrifugadas por 6 minutos a 13.000 rpm
para a formacgéao dos pellets e incubados com fixador de Karnovsky por 36 horas. Apos
o periodo de fixagdo, a amostra foi lavada com solugéo salina 0,9% para remover o
fixador e lavadas com tampao fosfato de Sorensen 0,1M.Em seguida, as amostras

foram tratadas com tetroxido de 6smio 1% por 4 horas,seguido de 3 lavagens de 5
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minutos de tampao Sorensen 0,1 M e posteriormente a desidratagdo com acetona
(Merck) 30%,50%,70%,90% e 100% com 5 minutos cada.Em seguida, as amostras
foram infiltradas gradativamente em resina Dr Spurr até a inclusdo em resina e
secagem estufa 60-70°C.Apds esse periodo as amostras foram cortadas em
ultramicrétomo, contrastadas com chumbo e uranila e lidas em microscopio eletrénico
de transmissdo, JEM 1400 JEOL. As amostras foram levadas para o centro de
aquisicao e processamento de imagens CENTRO DE MICROSCOPIA E IMAGEM —
CMI — FOP — UNICAMP sendo analisadas através da

microscopia eletrénica de transmissao - Jeol a 80 kV JEOL, Tokyo, Japan (J6IA, 2017 ;
SPINOLA et al., 2018).

4.5 Preparo da pasta de Orabase

As trés pastas preparadas foram primeiramente identificadas pelas suas
caracteristicas organolépticas, as quais estdo descritas na tabela 1.

No presente estudo, foram preparadas pastas de orabase com vaselina e
carboximetilcelulose (CMC) e, ainda, com e sem OELS (0%, 0,15% e 0,25%). No caso
do placebo, foi utilizado 6leo mineral. O detalhamento da preparagéo e concentracao
desses e de demais constituintes ndo sera apresentado, por questdes de sigilo de
pedido de patente (ANEXO B). Apds a formagdo de uma mistura homogénea, as
pastas foram armazenados em tubos de plastico de 5 e 10g, e armazenados na

geladeira a 6-8°C.

Tabela 1 - Caracteristicas Organolépticas do Placebo (P), Pasta 0,15% (A) e
Pasta 0,25% (B)

Caracteristicas Codigo e Concentragao de OELS

Organolépticas P A B
0% (Placebo) 0,15% 0,25%

Cor Branco Branco Branco

Odor - Alecrim Alecrim

Aspecto Viscoso Viscoso Viscoso

Consisténcia Oleosa Oleosa Oleosa

Fonte: Elaborado pela autora
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4.5.1 Atividade Citotoxidade

O cultivo celular foi realizado conforme protocolo padrdo do Laboratério de
Cultivo Celular e Molecular (LBCM), do Centro de Biotecnologia da UFPB, coordenado
pelo Professor Doutor Demetrius Antonio Machado de Araujo. Foi utilizada a linhagem
L929 (fibroblasto murino), provenientes do Banco de Células do Rio de Janeiro
(BCRJ). Essas células foram cultivadas em frascos estéreis (25 cm?), contendo meio
DEMEM (Dulbeccos’s Modified Eagle Medium) (Life Technologies, Gibco-BRL), de
acordo com as especificidades de cada cultura, acrescido dos antibiéticos: penicilina
100U/ml e estreptomicina 100ug/ml (Sigma), e suplementado com 10% de soro bovino
fetal (SBF, Cultilab, Campinas, SP, BRA). Os frascos foram mantidos em estufa de
células, a uma atmosfera umida contendo 5% de CO2 e temperatura controlada de
37°C.

O crescimento celular foi monitorado, diariamente, em microscépio Optico de
inversdo. A troca do meio de cultura foi realizada a cada dois dias. Quando as células
atingiam uma confluéncia de 90%, realizava-se uma subcultura ou armazenamento
das células em freezer -80°C e nitrogénio liquido, para as linhagens aderentes, as
mesmas foram dispersas, utilizando uma solu¢ao de tripsina — EDTA (GibcoBRL,
Gaithersburg, MD, EUA) (0,25% /0,02%) para ressuspender as células das garrafas
de cultura.

Todos os procedimentos do cultivo foram realizados em capela de fluxo
laminar, seguindo-se os protocolos para assegurar auséncia de contaminagé&o dos
materiais. Antes da realizacdo dos experimentos, as células foram contadas em
hemacitdmetro, utilizando-se o reagente azul de tripan, o qual tem a capacidade de
penetrar nas células, cujas membranas encontram-se danificadas, corando, assim, de
azul as células inviaveis, e os experimentos s6 foram realizados quando as células

em analise atingiram uma viabilidade superior ou igual a 90%.

4.5.2 Avaliagao da Redugao do MTT

O brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium (MTT) é um ensaio
colorimétrico utilizado para mensurar, de forma indireta, a citotoxicidade, a
proliferagdo e/ou viabilidade celular. O MTT permite avaliar a capacidade das células

metabolicamente ativas converterem o sal de tetrazélio, que tem cor amarela e é
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soluvel em meio aquoso, em cristais de formazana, que tem cor purpura e é insoluvel
em meio aquoso, uma reacado de reducdo intermediada pela enzima succinato
desidrogenase. A intensidade da coloracédo € utilizada para medir a atividade

mitocondrial e, consequentemente, a viabilidade celular (MOSMANN, 1983).

4.5.3 Metodologia experimental

As células de fibroblastos gengivais humanas foram semeadas em placas com
96 pocos, nas concentragdes de 3 x 104, células/mL, utilizando-se meio Dulbeccos’s
Modified Eagle Medium (DMEM) (Life Technologies, Gibco-BRL). Os 6leos foram
diluidos com Tween 80® 5% para atingir as concentrag¢des do estudo (OELS 0,15% e
0,25%), que foram adicionados aos pocos. Foi realizado o controle negativo (200 uL
de células e meio/pogo), o branco (200 uL de Dodecil Sulfato de Sédio, SDS/poco).
As células foram incubadas com os 6leos em estufa a 5% de CO2 e 37°C, por 24h
horas. Ap6s esse periodo, as células foram centrifugadas (5 min) e o sobrenadante
foi retirado, os pocos foram lavados com PBS e colocou-se o MTT a 5 mg.mL"". Apds
3 horas, o sobrenadante foi removido e uma solugdo contendo 10% SDS foi
acrescentada para solubilizar os cristais de formazana. Posteriormente, aguardou-se
o formazana ser dissolvido, e registrou-se a absorbancia em espectofotdmetro de
placa tipo ELISA, com um filtro de 570 nm (SILVA et al., 2016).

4.6 Ensaio clinico de Fase |

4.6.1 Consideragoes éticas

Esse projeto foi executado de acordo com os preceitos determinados pela
Resolugéo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude do Ministério da Saude, e pela
Resolugdo CFO 179/1993 do Codigo de Etica Profissional Odontolégico. O protocolo
foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude (CCS)
da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), sob o numero CAAE:
83179618.8.0000.5188 (APENDICE A). Os resultados encontrados tem interesse
estritamente cientifico, sem exposigao de qualquer individuo inserido na populacao
estudada. O registro do ensaio clinico (WHO) com a pasta de orabase & The
Universal Trial Number (UTN) is U1111-1238-2958.
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4.6.2 Delineamento experimental

Trata-se de um estudo descritivo clinico, randomizado intervencionista, duplo-
cego, envolvendo individuos saudaveis. Os critérios de inclusdo foram: voluntarios
saudaveis, que nao apressentassem nenhuma patologia bucal, maiores de 18 que
desejassem participar do estudo. Os critérios de exclusdo foram: voluntarios com
alteracdes sistémicas, apresentando lesbes em cavidade oral em tratamento com
antibiético, fazendo uso de colutérios com substancias antimicrobianas. Essa analise

foi realizada por um Odontologo da Faculdade Independente do Nordeste (FAINOR).

4.7 Coleta da saliva e avaliagao antimicrobiana

A populagao do estudo foi composta de 30 individuos, divididos em 3 grupos
(P, A, B), os quais foram submetidos a utilizagdo do produto teste (Placebo, Pasta de
Orabase) a base de L. sidoides Cham, nas concentragdes de 0,15% 0,25%, associado
ao Oleo essencial da L. sidoides. Os grupos receberam o placebo, ou seja, uma
preparacao sem adicao de Oleo essencial de L. sidoides Cham. Os participantes do
estudo foram alocados de forma aleatéria, sendo necessaria a coleta da saliva e do
esfregaco da mucosa bucal nos tempos de 1 hora e 6 horas da utilizagédo do produto-
teste. Os voluntarios saudaveis assinaram um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido e, ao final da coleta, responderam ao questionario sobre as caracteristicas
organolépticas dos produtos (APENDICE A).

A aplicacao do produto e as coletas foram realizadas no Laboratério de
Microbiologia Bucal da FAINOR/BA. O produto teste foi aplicado com o auxilio do swab
estéril, em toda a mucosa jugal do paciente.

Para coleta da saliva, foi utilizado o método da expectoragéo ou “método do
cuspe”, que é utilizado para medigao do fluxo salivar, através da saliva que é expelida
e coletada em um tubo graduado. Para isso, apos secagem da boca com gaze estéril,
o voluntario permaneceu durante trés minutos sem deglutir e, ao final, expeliu toda a
saliva armazenada na boca em um tubo coletor estéril. A saliva coletada, antes e apos
a utilizac&do do produto, foi centrifugada por 10 minutos a 5000 rpm, e o sobrenadante
foi diluido com solugao salina 0,9% estéril. As solugdes foram diluidas a 10-1,103e 10

5 e plaqueadas em BHI Agar suplementadas e entdo incubadas a 37°C, por 24h, para
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verificagdo do crescimento bacteriano através da contagem das coldnias expressas
em UFC/mL.

4.7.1 Avaliagao de dose (seguranga)

Para avaliagdo de seguranga do produto, observou-se o efeito da pasta,
quando aplicada na mucosa jugal do participante. A analise citomorfolégica foi
realizada na coleta do esfregaco da mucosa bucal, onde cada participante foi instruido
a lavar a boca com agua destilada esterilizada, e a mucosa bucal foi seca com gaze
esterilizada para remover detritos superficiais e excesso de saliva. Os esfregacos
foram obtidos da mucosa bucal clinicamente saudavel dos voluntarios, usando o
método de esfoliacdo mecanica. Nesse procedimento, uma espatula de madeira com
ponta estendida e umedecida em agua destilada foi introduzida na boca dos
participantes, sob visdo direta e, em seguida, a espatula foi girada na superficie da
area da mucosa bucal, selecionada sob pressao, por 2 a 3 vezes. As raspagens
obtidas foram transferidas para laminas de vidro limpas e secas, previamente
rotuladas com o numero de referéncia do participante e do grupo experimental. Cada
raspagem foi colocada no meio da lamina, espalhando por toda a area, formando uma
camada fina e uniforme para evitar aglomeracédo de células. As laminas foram
imediatamente fixadas, usando alcool etilico 70%. Todos os esfregacos preparados
foram corados com Papanicolau (Pap), usando o protocolo de rotina. A coleta do
esfregaco da mucosa bucal foi realizada antes e apds 6 horas depois do uso do
produto-teste.

Os esfregacos foram preparados seguindo a seguinte ordem: Etanol 80% de 5-
10 mergulhos, etanol 70% de 5 a 10 mergulhos, etanol de 50% de 5 a 10 mergulhos,
agua destilada de 5 a 10 mergulhos, Hematoxilina de Harris de 1 a 5 minutos, Agua
destilada de 5-10 mergulhos, Diferenciar em alcool-acido com 3 mergulhos, agua
destilada de 5 a 10 minutos, Banho de Agua amonical com 5 mergulhos, agua
destilada de 5 a 10 mergulhos, etanol 50% de 5 a 10 mergulhos, etanol 70% e 95%
de 5 a 10 mergulhos, Orange por 1 minuto, etanol a 95% de 5 a 10 mergulhos, eosina
EA 65 com 5 minutos, etanol 100% I, 11, 1l de 5 a 10 mergulhos, Xilol |, II, Il de 5a 10
mergulhos.

Para avaliagbes citomorfologicas, os esfregagos corados foram fotografados

independentemente por uma camera acoplada sob um microscopio de luz comum,
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por um citologista. As laminas foram examinadas microscopicamente, de maneira
escalonada. Foram selecionadas 50 células desdobradas de contagem manual e
claramente definidas, com coloracdo adequada, por amostragem sistematica,
movendo o estagio do microscédpio da esquerda para a direita, seguida para baixo
para evitar a repeticdo de células de diferentes campos em um aumento de 40x.
Foram observadas alteragcbes nucleares como células discariéticas, aumento nuclear
com ou sem hipercromasia, cromatina nuclear irregular, aumento da relagéo
nucleo/citoplasma, binucleacdo ou multinucleagdo, fragmentacdo nuclear,
micronucleo e halo perinuclear e alteragcdes nos citoplasmas como presenca de

glicogénio citoplasmatico e vacuolizacao citoplasmatica (SALIR et al., 2017).

4.7.2 Interferéncia na Microbiota

A eficacia do produto foi mensurada na capacidade da pasta em reduzir carga
bacteriana total em amostra de saliva. Para coleta da saliva, foi utilizado o método da
expectoracdo ou “método do cuspe”, que é um método geralmente utilizado para
medicao do fluxo salivar, através da saliva que é expelida por uma cuspida e coletada
em um tubo graduado. Foi padronizado da seguinte forma: ap6s secagem da boca
com gaze estéril, o individuo permaneceu durante trés minutos sem deglutir e, ao final,
cuspiu toda a saliva armazenada na boca em um tubo coletor estéril. A saliva coletada
antes e apoés a utilizagdo do produto foi centrifugada por 10 minutos a 5000 rpm e o
sobrenadante foi diluido com solugéo salina 0,9% e incubadas a 37°C, por 24h, para
verificagdo do crescimento bacteriano e contagem das colbnias expressas em UFC
m/L (SALIR et al., 2017).

4.7.3 Avaliagao organoléptica

Os participantes da pesquisa foram instruidos a preencher um questionario
sobre as caracteristicas organolépticas do produto testado (APENDICE B). Foram
avaliados a aparéncia, consisténcia, aplicacdo, sabor e odor do produto, se ele causa

aumento de salivacao e efeitos durante ou ap6s o uso do produto.
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4.7.4 Analise estatistica

Utilizaram-se procedimentos da estatistica descritiva para expressar os
resultados como medidas de tendéncia central (média ou mediana) e dispersao
(desvios padrao ou amplitude interquartil). A normalidade dos dados foi testada por
meio do teste Shapiro-Wilk, enquanto que a homocedasticidade foi verificada por meio
do teste de Levene. As comparagdes entre os grupos foram testadas por analise de
variancia (ANOVA) one-way, seguida pelo teste de Tukey, para comparacdes
multiplas, ou pelo teste Kruskal-Wallis, seguido pelo teste Mann-Whitney, para
comparagdes entre pares. O nivel de significancia adotado foi de 5% (a = 0,05) e as
analises foram realizadas no IBM SPSS Statistics para Windows (IBM SPSS. 21.0,
2012, Armonk, NY: IBM Corp.).
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Resultados
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5 RESULTADOS

5.1 Resultados da caracterizagao do OELS

A analise do 6leo essencial extraido das partes aéreas da L. sidoides Cham,
através do CG-EM, resultou na identificagdo de diversos compostos (Tabela 2), sendo
o timol (70,77%) o composto majoritario, seguido de p-cimeno (5,52%), y-terpineno
(2,38%) e B-mirceno (1,64%). A presenca de timol no éleo essencial foi confirmada
através da andlise do RMN 'H (500 MHz, CDCl3) dos padrbes e das amostras, uma
vez que os sinais caracteristicos dessa substancia foram observados nos espectros
do 6leo, sendo esses trés sinais na regido de prétons aromaticos, um duplo dubleto
emodn 7,13 (1H, J = 1,6 e 7,6 Hz; H-6); um dubleto em 64 6,78 (1H, J = 7,6 Hz; H-5) e
um singleto em &x 6,60 (1H; H-2); um sinal em &n 4,72 (1H, s; OH), caracteristico de
hidrogénio de hidroxila; dois multipletos em &1 3,22 (1H; H-8) e &1 1,29 (6H, H-9 e H-
10), caracteristicos de grupo isopropil; € um singleto em dn 2,31 (3H; H-7),
caracteristico de metila ligada ao anel aromatico. O espectro de RMN "3C (125 MHz,
CDCI3) também corroborou a presenga do timol, ao apresentar seis sinais
caracteristicos de carbonos aromaticos, sendo trés metinicos (&c 126,44; 121,88;
116,24) e trés nao hidrogenados (6¢c 152,71; 136,80; 131,55); dois sinais em d¢ 26,92,
para um carbono; e em d¢c 22,88, para 2 carbonos, atribuidos ao grupo isopropil ; e um

sinal em &c 21,06, atribuido a metila ligada ao anel aromatico.
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Grafico 1 - Espectro de RMN 1H (CDCI3, 400 MHz) do 6leo da L.sidoides Cham e
do timol na regiao de 0,0 a 9,5 MHz

Fonte: Elaborado pela autora
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Tabela 2 - Analise da Composi¢ao Quimica do 6leo essencial extraido da planta
Lippia sidoides Cham

Componente Tempo de Retengdo (min.) Concentragao (%)
a-Tujeno 4226 1,03
a-Pineno 4373 0,33
B-Mirceno 5430 1,64

Terpinoleno 6045 0,88
p-Cimeno 6233 5,52
D-Limoneno 6336 0,30
Eucaliptol 6416 0,60
B-Ocimeno 6785 0,41
y-Terpineno 7131 2,37
Cis-beta-Terpineol 7392 0,35
B-Linalol 8421 0,34
Ipsidienol 10362 1,03
Terpinen-4-ol 12059 0,48
Timol metil éter 16069 0,47
Timol 22031 70,77
Carvacrol 23839 0,38
E-Cariofileno 25014 6,29
a-Humuleno 25510 0,35
Germacreno B 26050 1,14
B-Bisaboleno 26142 0,49
oxido de Cariofileno 26954 0,30

Fonte: Elaborado pela autora

5.2 CIM de P. gingivalis e A. actinomycetemcomitans

Os o6leos essenciais da L. sidoides Cham, os compostos timol e carvacrol,
foram testados contra cepas de referéncia P. gingivalis e A. actinomycetecomitans, a
fim de determinar seu efeito inibitdério pela técnica de microdiluicdo em caldo,

apresentando atividade inibitoria (Tabela 3).

Tabela 3 - Concentracao Inibitéria Minima (CIM) em mg/mL do 6leo essencial da
Lippia sidoides Cham (OELS) timol, carvacrol e CLX frente aos microrganismos
testados

Aggregatibacter Porphyromonas
Produtos actinomycetecomitans gingivalis
Oels 44,23 39,30
Timol 48,25 28,15
Carvacrol 28,45 28,15
Clorexidina 0,042 0,053

CLX = Clorexidina
Fonte: Elaborado pela autora
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O timol e carvacrol apresentaram, respectivamente, as CIMs de 48,25 mg/mL
e 28,15 mg/mL para Porphyromonas gingivalis e 44,23 mg/mL do OELS para
Aggregatibacter actinomycetecomitans, enquanto, para Porphyromonas gingivalis, as
CIMs foram de 28,15 mg/mL para timol e carvacrol; e 39,15 mg/mL para o 0Oleo
essencial. A clorexidina apresentou uma CIM de 0,042 mg/mL, para A.

actinomycetecomitans, e de 0,053 mg/mL, para Porphyromonas gingivalis.

5.3 Testes de concentracgao inibitéria fracionada (checkerboard)

Na Tabela 4 é demostrado o resultado da CIF frente Popyromonas gingivalis.
O valor 0,25 mg/mL do éleo mais a clorexidina (Grupo 01), 0,25 mg/mL do carvacrol
mais clorexidina (Grupo 02) e 0,12 mg/mL do timol com a clorexidina (Grupo 03).
Todos os grupos apresentaram efeito sinérgico.

Enquanto para Aggregatibacter actinomycetecomitans, com 0S mesmos
grupos analisados anteriormente, foi de 0,015 mg/mL do 6leo mais clorexidina, 0,03
mg/mL do carvacrol mais clorexidina e 0,014 mg/ml do timol mais clorexidina,

apresentando efeitos sinérgicos em todos os ensaios (Tabela 4).

Tabela 4 - Concentragao inibitéria minima (CIM) do OELS (mg/mL) e indice CIF
para CLX, Timol e Carvacrol (mg/mL) frente a Porphyromonas gingivalis

Ensaios

Cim CIF Efeito

OELS 39,30
Timol 28,15
Carvacrol 28,15
Clorexidina 0,053
CIM da combinagdo 6leo +CLX 0,25 sinérgico
(CIF) Carvacrol+CLX 0,25 sinérgico

Timol+CLX 0,12 sinérgico

Fonte: Elaborado pela autora
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Tabela 5 - Concentragao inibitéria minima (CIM) do OELS (mg/mL) e indice CIF
para CLX, Timol e Carvacrol (mg/mL) frente a A. actinomycetecomitans

Ensaios ciM CIF Efeito

OELS 44,23

Timol 48,25

Carvacrol 28,15

Clorexidina 0,042

CIM da combinacio 6leo +CLX 0,015 Sinérgico

(CIF) Carvacrol+CLX 0,003 sinérgico
Timol+CLX 0,014 Sinérgico

Fonte: Elaborado pela autora

5.4 Analises por Microscopia Confocal a Laser tratadas com OELS em Biofilme

de P. gingivalis

As analises feitas através da microscopia confocal a laser corroboram os
seguintes dados. As imagens obtidas por essa técnica demostraram que o controle
positivo foi 91% de viabilidade celular e 9% de morte celular, enquanto que o
tratamento no valor da CIM foi de viabilidade celular de 49,70% e a morte celular foi
de 50,30%, o tratamento de 2XCIM foi de 62,41% de morte celular (células em
vermelho) e 37,55% de viabilidade celular (células em verde) e no tratamento de
10xMIC com 62,45% de morte celular e 37,55% de células viaveis (Figura 7), enquanto
que a clorexidina apresentou 70,19% de mortalidade celular e 29,81% de inviabilidade
celular. Portanto, conclui-se que, para o 6leo da L. sidoides Cham, o melhor
tratamento foi de 2XCIM, sendo bastante favoravel, haja vista que o valor de 2XCIM
€ de 78,6mg m/L.
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(A) C- P.gingivalis

(B) CIM P.gingivalis

(D) 10XCIM P.gingivalis

(C) 2X CIM P.gingivalis

(E) CLX P.gingivalis

Figura 7 - A —-Imagens do controle negativo em biofilme formado de P. gingivalis
sem tratamento em microscopia confocal a laser. B-C-D — com os tratamentos
do OELS nas concentragoes de CIM,2xCIM e 10xCIM, E — controle positivo com

a CLX.

Fonte: Elaborado pela Autora
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(A)C-A. (B) CIM A. actinomycetecomitans
actinomycetecomitans actinomycetecomitans

(C) 2 XCIM A.actinomycetecomitans (D) 10 XCIM A actinomycetecomitans

(E) CLX A actinomycetecomitans

Figura 8 — A — Imagens do controle negativo em biofilme formado da A
actinomycetecomitans sem tratamento em microscopia confocal a laser. B-C-D
— com os tratamentos do OELS nas concentra¢des de CIM,2xCIM e 10xCIM, E -
controle positivo com a CLX.

Fonte: Elaborado pela Autora

5.5 Analises por Microscopia Confocal a Laser tratadas com OELS em Biofilme

de A. actinomycetecomitans

As células foram tratadas com OELS nas concentragbes da CIM, 2XCIM e

10XCIM. Comparado ao grupo controle (ndo-tratado), 21,60% representou o numero
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de células mortas e 78,40% de células vivas; enquanto que o tratamento no valor da

CIM foi de 68,04% de células vivas e 31,96% de células mortas; e a concentracao

com 2XCIM apresentou 43,78% de células mortas e 56,22% de células vivas; e no

tratamento de 10XCIM ocorreu 62,24% de células mortas (vermelho) e 37,76% de

células vivas (verde). A clorexidina apresentou 72,36% de células mortas e 27,64%

de células vivas. Diferentemente da P. gingivalis, cujo melhor tratamento do OELS

ocorreu em 10XCIM, demostrando um pouco mais de resisténcia, quando comparado

ao outro microrganismo (Tabela 6).

Tabela 6 - Microscopia Confocal para Monitorizagcao
actinomycetecomitans e Porphyromonas gingivalis.

Tratamentos Células vivas (%)  Células mortas (%)
AacC - ' 78,40 21,60
A.a CIM 68,04 31,96
A.a CIM 2x 56,22 43,78
A.a CIM 10x 37,76 62,24
A.aCLX 27,64 72,36
PgC - 91,0 9,0
P.g CIM 50,30 49,70
P.g CIM 2x 37,59 62,41
P.g CIM 10x 37,55 62,45
P.g CLX 29,81 70,19

Fonte:Elaborado pela autora

de Biofilmes de A.

Espessura do
biofilme

32um
36pm
43um
41um
42um
85um
83um
48um
48um
78um

A espessura do biofilme ocorreu devido a quantidade de fotos tiradas no valor

de 1um. E normal ocorrer variagdes na espessura do biofilme, por tratar-se de um

ambiente heterogéneo.

5.6 Analise da Viabilidade Celular do Controle em biofilmes de

Porphyromonas gingivalis e Aggregatibacter actinomycetecomitans pela

Microscopia Varredura

As analises em microscopia eletrobnica de varredura de 500X e 10.000X

evidenciaram um biofilme denso e organizado no controle (A-B) e com a clorexidina

(C-D) (Figura 9).
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Figura 9 - Imagens de MEV de biofilme maduro de P. gingivalis (ATCC 0644). A-
B referem-se ao controle do biofilme nos aumentos de 500x e 1000x. C-D biofilme
tratado com clorexidina na concentragao de 0,12%.

Fonte: Elaborado pela autora

N&o foi observada diferenca na diminuigéo celular, quando tratados com CIM e
2 x CIM (E-F) e (G-H), enquanto que na concentracao de 10xCIM (I-J), foi observada
uma desorganizacao no biofilme, assim como um extravasamento celular, quando
comparado aos demais controles. As modificagbes provocadas na parede celular da
P. gingivalis foram visualizados através da Microscopia Eletrénica de Varredura e,
comparando com as imagens tratadas com as imagens do controle (morfologia,
parede celular regular e continua), os resultados demonstraram que o 6leo da Lippia
sidoides Cham provocou alteragées na morfologia das células da P. gingivalis (Figura
10).



15kv x500 50pm Pg CIM 15kv x10000 1pm Pg CIM

15kv x500 50pm Pg 2XCIM 15kv x10000 50um Pg 2XCIM

15kv x500 50pm Pg 10XCIM 15kv x10000 50pm Pg 10XCIM

Figura 10 - Imagens de MEV, biofilme maduro da P. gingivalis ATCC 0644. E-F
referem-se ao biofilme tratado na concentragao de 39,30 mg/mL do OELS. G-H-
biolfilme tratado na concentracao de 2XCIM do OELS. I-J- referem-se ao biofilme
tratado na concentragcao de 10XCIM.

Fonte: Elaborado pela autora

No biofilme maduro da A. actinomycetecomitans, em relagéo ao controle (A-B
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e C-D), nao foi observada uma diminuicéo celular, fenébmeno igual foi observado com
P.gingivalis, nas mesmas concentracdes. Nos tratamentos da CIM (E-F), nota-se
células firmes aglomeradas a matriz extracelular (Figura 10), enquanto que, no
tratamento de 2xCIM, observa-se irregularidade de algumas células, evidenciando
pouco efeito do OELS (G-H), e na concentragdo de 10xCIM, observa-se diminuicao

no volume celular, deformagdes e descontinuidade na parede celular (I-J) (Figura 11).

©
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15kv X500 1um Aa CIM 15kv x10,000 1pm Aa CIM

Figura 11 — Imagens de MEV de biofiime maduro de Aggregatibacter
actinomycetecomitans ATCC 29522. A-B referem-se ao controle do biofilme nos
aumentos de 500x e 1000x.C-D-biofilme tratado com clorexidina na
concentracao de 0,12% e E-F- biofilme tratado na concentragédo de 44,23mg/mL
do OELS.

Fonte: Elaborado pela autora



15kv X500 Aa 2X CIM

15kv X500 Aa 10X CIM 15kv x10.000 50pum Aa 10xCIM

Figura12 - Imagens de MEV de biofiime maduro de Aggregatibacter
actinomycetecomitans ATCC 29522. G-H referem-se ao tratamento do biofilme
na concentragdo de 2XCIM nos aumentos de 500x e 1000x. - referem-se ao
tratamento do biofilme na concentragdo de 10XCIM I-J nos aumentos de 500x e
1000x

Fonte: Elaborado pela autora

5.7 Microscopia de Transmissao em Aggregatibacer actinomycetecomitans

A Técnica de Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET) foi realizada sobre
células de A. actinomycetecomitans, tratadas com o valor da CIM do OELS (44,23
mg/mL), por 5 min, e os controles sem adigdo do OELS e com a clorexidina. Na Figura
13 sado observadas as imagens obtidas. As células n&o tratadas apresentam parede
celular normal (A-B); com a clorexidina a 0,12%, ocorreu um rompimento na parede
celular e membrana celular, apresentando um efeito bactericida (C-D), enquanto que
as que receberam tratamento apresentaram separacéo entre a membrana plasmatica

e parede celular com extravasamento do conteudo citoplasmatico (E-F).
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Figura 13 - Avaliagcao morfolégica por microscopia eletrénica de transmissao de
Aggregatibacter actinomycetecomitans sob efeito do tratamento com OELS na
concentracao de 44,23mg/mL. A-B- controle- C-D acao da clorexidina mostrando
completa lise. E-F-desintegracao da membrana celular na concentragao de
44,23mg/mL (seta).

Fonte: Elaborado pela autora

5.8 Analise por Microscopia de Transmissdo em P. gingivalis

A Técnica de Microscopia Eletronica de Transmissao (MET) foi realizada sobre

células de P. gingivalis, tratadas com o valor da CIM do OELS (39,3 mg/mL), por 5
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min, e os controles sem adicdo do OELS e clorexidina. Na Figura 13 (G-H) sé&o
observadas imagens do controle do microrganismo sem tratamento. Observa-se uma
membrana celular firme, assim como uma parede celular intacta. Em (I-J) tem-se a
clorexidina a 0,12%, apresentando irregularidades na membrana e parede celular,
enquanto que nas que receberam tratamento, observa-se a presenga de vesiculas e
irregularidade na membrana celular e parede celular, devido a agédo do OELS e,

consequentemente, um extravasamento do conteudo citoplasmatico (K-L).
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Figura 14 — Avaliagcao morfoldgica por microscopia eletronica de transmissao
de P.gingivalis sob efeito do tratamento com OELS na concentragao de 39,30
mg/mL. G-H- controle- I-J ag¢do da clorexidina mostrando completa lise. K-L-
desintegracao da célula com extravasamento do conteudo citoplasmatico na

concentracao de 39,30mg/mL (seta).

Fonte: Elaborado pela autora
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5.9 Avaliagao citotéxica in vivo da Pasta de Orabase

Em relacdo a analise citologica dos esfregacos da mucosa, ndo foi observada
nenhuma alteragdo na concentracdo de 0,15%, nos tempos de 1h e 6 horas (Figura
14-N), enquanto que na concentracdao 0,25%, no tempo de 6h, evidenciou-se a
presenca de células binucleadas, caracterizando anfofilia (Figura 14-O). Anfofilia
caracteriza-se de coloracao de estruturas microscopicas que reagem tanto com
corantes acidos como basicos, ocasionando uma mistura das duas coloracoes,
fendbmeno observado na concentracdao de 0,25%odendo indicar um possivel
processo inflamatério. Além disso, na concentracao de 0,25%, foram observados
nucleos maiores. Quanto a concentracéo de 0,15%, nao foi observada anormalidade
celular. Para confirmacdo de um efeito citotoxico desencadeado pelo agente-teste

(6leo da L. sidoides) na concentragéo de 0,25%, foi realizado o teste de citotoxidade.

Figura 15 - Alterac6es Celulares Avaliadas em Aumento de 40x nas coloragdes
de Papanicolau e Acido Periédico- SCHIFF (PAS). M-Placebo no tempo de 1 hora,
N- orabase 0,15% no tempo de 1hora O-orobase a 0,25% no tempo de 6 horas.

Fonte: Elaborado pela autora



83

Foi observada também uma diminuicdo de UFC m/L (Unidade Formadora de
Colbnia por m/L) entre os grupos-teste analisados (Placebo, teste de orabase 0,15%
e 0,25%), evidenciando uma diferenca significativa (p < 5%, ANOVA) Tabela 6.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 7, observa-se que, nas
amostras de saliva diluida a 10!, apenas a pasta na concentragdo 0,25% apresentou
efeito antimicrobiano. Ja nas amostras de saliva diluida a 103, ambas as
concentracgbes testadas (i.e., 0,15% e 0,25%) foram eficazes em diminuir a quantidade
de bactérias nas amostras. Nao foi observado efeito dos tratamentos (p = 0,072) nas

amostras de saliva diluidas a 10°.

Tabela 7 - Contagem de bactérias (UFC/mL) na saliva, de acordo com o grupo
experimental no tempo T0- T1 hora-T 6 horas.

Variavel Grupo (n =10/grupo) ‘p-valor
Placebo Orabase 0, 15% Orabase 0,25%
Saliva 10 65,90 + 14,40° 560 + 14,042 24,20 + 10,79° < 0,001
Saliva 1073 30,50 + 17,002 21,00 + 7,00° 21,50 + 11,00° 0,001
Saliva 10° 18,50 + 7,00 14,00 + 10,00 11,00 + 8,00 0,072

Os valores sdo expressos como mediana + amplitude interquartil, exceto para saliva 10-1 que foi
expressa em média + desvio padrao.

* ANOVA one-way (saliva 10™") e teste Kruskal-Wallis (saliva 107 e saliva 10°%): 2P letras distintas
indicam diferenca estatistica entre os grupos pelos testes de Tukey (saliva 10"") e Mann-Whitney
(saliva 103).

Fonte: Elaborado pela autora

5.10 Avaliagao da Atividade Citotoxica in vitro do OELS

Os resultados da sobrevivéncia celular dos fibroblastos, nas concentracbes de
0,15% e 0,25% e 5% no tempo de tratamento de 24h, apresentaram uma elevada
citotoxidade reduzindo a viabilidade celular para aproximadamente 5%. Comparado
com o controle (sem tratamento), todas as células estavam viaveis, quando expostas
ao OELS nas concentracdes de 0.15%, 0.25%,0,5% e 1%. Além disso, a toxicidade
aumenta de acordo com a concentracdo do OELS. Isso significa que o OELS, na
menor concentracao, ja apresentava citotoxidade.

A citotoxidade de um produto depende da via de administracdo, bem como do
tempo de exposicéo. A pasta de orabase ficara na mucosa do paciente por um periodo
inferior a 24h, como, por exemplo, de 1 hora, haja vista que o ensaio citoldgico in vivo,

nesse periodo, ndo apresentou alteragdes citoldégicas na concentracédo de 0,15%.
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Grafico 3 - Representacao grafica dos resultados obtidos apdés o ensaio de
citotoxidade referentes ao Controle, 0.15%, 0.25%, 0.5% e 1.0%

5.11 Resultados da Avaliagao Citotéxica in vivo da pasta de orabase
As caracteristicas dos participantes do estudo estdo descritas na Tabela 8. A
idade dos 10 individuos incluidos na pesquisa variou de 20 a 30 anos, e a distribuicdo

entre os sexos foi igual.

Tabela 8 - Caracteristicas dos participantes do estudo

Geral (n=10)
Variavel Média ou n Desvio padrao ou %
Idade (anos) 24,0 3,37
Sexo
Feminino 5 50,0
Masculino 5 50,0

Fonte: Elaborado pela autora

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 9, observa-se que todos
os participantes indicaram que os trés tratamentos aplicados apresentaram boa
aparéncia, boa consisténcia, facilidade de aplicacdo, odor agradavel, além de nao
promoverem aumento de salivagao durante e apds a aplicagéo. Verificou-se diferenca
significativa (p < 0,001) entre os tratamentos apenas para a percepgédo do sabor,
sendo que todos os participantes indicaram que os dois tratamentos orabase (0,15%
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e 0,25%) apresentaram sabor agradavel e que o placebo nédo apresentou sabor

agradavel.

Tabela 9 - Percep¢ao dos participantes do estudo, de acordo com o tratamento

Tratamento

Percepgéao Resposta Orabase Orabase *Fr
Placebo 0,15% 0,25% valor

o Sim 10 (100%) 10 (100%) 10 (100%)

Boa aparéncia B —
Nao 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
o Sim 10 (100%) 10 (100%) 10 (100%)

Boa consisténcia . —
Nao 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
e Sim 10 (100%) 10 (100%) 10 (100%)

Facil aplicacao ~ —
Nao 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
. Sim 10 (100%) 10 (100%) 10 (100%)

Odor agradavel . —
Nao 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Si 0 (0% 10 (100%) 10 (100%

Sabor agradavel m (0%) (100%) 10/ (100%) 1 5o
Nao 10 (100%) 0 (0%) 0 (0%)

Aumento da salivagéo Sim 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) .
durante o uso Nao 10 (100%) 10 (100%) 10 (100%)

Aumento da salivagéo Sim 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) .
apods o uso Nao 10 (100%) 10 (100%) 10 (100%)

* Teste exato de Fisher; —, nao foi possivel calcular a estatistica porque as respostas foram constantes
nos trés grupos.
Fonte: Elaborado pela autora

Os escores da escala analdgica visual, em relagédo a aparéncia, consisténcia,
aplicabilidade e aumento da salivacao, nao foram estatisticamente diferentes entre os
trés tratamentos. No entanto, verificou-se diferenca significativa nos escores de odor
e palatabilidade, com os dois tratamentos orabase (0,15% e 0,25%), apresentando

melhor avaliagdo nesses quesitos, comparados ao placebo (Tabela 10).



86

Tabela 10 - Escores da escala analégica visual da percepgao dos participantes
do estudo, de acordo com o tratamento

Tratamento

Percepgédo *p-valor
Placebo Orabase 0,15% Orabase 0,25%
Boa aparéncia 9,90 + 0,32 10,00 + 0,00 10,00 £ 0,00 0,368
Boa consisténcia 9,90 + 0,32 10,00 + 0,00 10,00 £ 0,00 0,368
Facil aplicacao 10,00 + 0,00 10,00 + 0,00 10,00 £ 0,00 1,000
Odor agradavel 9,70 £ 0,487 10,00 + 0,00° 10,00 + 0,00° 0,040
Sabor agradavel 0,00 £0,00® 10,00 + 0,00° 10,00 £ 0,00° < 0,001
Aumento da salivagao durante o uso 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 1,000
Aumento da salivacdo apds o uso 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 1,000

Os resultados sao apresentados como média + desvio padrao.
* Teste Kruskal-Wallis (*® letras distintas indicam diferenca estatistica pelo teste Mann-Whitney).
Fonte: Elaborado pela autora

Os escores da escala analdgica visual, para percepcao de reac¢des durante a
aplicacao dos tratamentos, estdo apresentados na Tabela 11. De acordo com os
resultados, os participantes do estudo nao indicaram sensacao de dor, dorméncia ou
nausea durante a aplicacdo dos trés tratamentos. Entretanto, foi verificado que o
tratamento orabase 0,25% resultou em leve sensacao de ardéncia, comparado ao
placebo e ao tratamento orabase 0,15%. Por outro lado, ambos os tratamentos com

orabase apresentaram maior sensacao de refrescancia, em relagao ao placebo.

Tabela 11 - Escores da escala analdégica visual para percepg¢do de reacao
durante a aplicagao do tratamento

. Tratamento *p-valor
Reacao
Placebo Orabase 0,15% Orabase 0,25%
Ardéncia 0,00 + 0,002 0,00 + 0,00 2,00 + 0,00° < 0,001
Dor 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 1,000
Dorméncia 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 1,000
Refrescancia 0,00 + 0,002 8,50 £ 0,71° 9,10 £ 0,57° < 0,001
Nausea 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 1,000

Os resultados sao apresentados como média + desvio padrao.
* Teste Kruskal-Wallis (*® letras distintas indicam diferenca estatistica pelo teste Mann-Whitney).

Fonte: Elaborado pela autora

Os escores da escala analdgica visual para percepcéo de reacdes apds a
aplicagéo dos tratamentos estdo apresentados na Tabela 12. De acordo com os
resultados, os participantes do estudo n&o indicaram sensacé&o de ardéncia, dor,

dorméncia ou nausea, apos a aplicacéo dos trés tratamentos. Por outro lado, ambos
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os tratamentos com orabase apresentaram maior sensacao de refrescancia,

comparados ao placebo.

Tabela 12 - Escores da escala analégica visual para percepgao de reagao apos
a aplicagao de 6 horas de tratamentoty

. Tratamento
Reacgao *p-valor
Placebo Orabase 0,15% Orabase 0,25%

Ardéncia 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 1,000
Dor 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 1,000
Dorméncia 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 1,000
Refrescancia 0,22 £ 0,672 8,50 + 0,71° 9,10 £ 0,57° < 0,001
Nausea 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 1,000

Os resultados sao apresentados como média + desvio padrao.
* Teste Kruskal-Wallis (*® letras distintas indicam diferenca estatistica pelo teste Mann-Whitney).

Fonte: Elaborado pela autora
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6 DISCUSSAO

6.1 Atividade Antimicrobiana

Este trabalho demonstrou que o 6leo essencial da Lippia Sidoides Cham e seu
principal constituinte o timol (70,77%) e carvacrol foram eficientes na atividade
antimicrobiana frente as bactérias A.actinomycetecomitans e P. gingivalis. Este efeito
foi demonstrado pela analise da CIM. Também foi verificado através do checkboard
que o 6leo e seus constituintes timol e carvacrol quando comparados a clorexidina,
apresentaram efeitos sinérgicos.

A composicao do 6leo essencial de L. sidoides Cham é bastante variavel,
dependendo da localidade onde foi plantada, época do ano e hora da coleta, assim
como as condigdes de cultivo. Dentre diversos estudos, pode-se constatar que o timol
foi o componente majoritario na maioria dos casos, sendo que sua concentracao
variou de 34 a 95% (BOTELHO et al., 2016).

Dos vinte e quatro compostos no 6éleo essencial de L. sidoides Cham, sendo o
timol o componente majoritario (30,24%), além de trans-beta-cariofileno (11,82%),
borneol (11,38%), metil timil éter (8,32%), gama-terpineno (8,05%), dentre outros,
foram isolados timol (56,67%), além de carvacrol (16,73%), p-cimeno (7,13%), timol
metil éter (5,06%), entre outros. Comparando os resultados obtidos neste trabalho,
observou-se que ha uma semelhancga qualitativa na composig&o do 6leo essencial em
estudo com o da literatura (BOTELHO et al., 2016).

Veras et al. (2016) analisaram a composi¢do quimica do 6leo da Lippia
sidoides e encontraram como principais constituintes o timol (84,9%) e p-cymeno
(5,33%), analisados por Cromatografia gasosa. O timol influencia a atividade dos
aminoglicosideos e pode ser usado como adjuvante em terapia antibiética contra
patégenos do trato respiratério.

A analise quimica do 6leo da L. sidoides Cham por cromatografia gasosa e
Ressonancia Magnética Nuclear revelou a presenga marcante de compostos
terpenoides, tendo o timol como composto majoritario, seguido do carvacrol. Os
estudos de Ultee, Bennink e Moezelaar (2002) com bacterias Bacillus cereus
mostraram que o efeito antibacteriano do timol e do carvacrol é devido, em grande
parte, ao seu grupo hidroxila, que funciona como um transportador transmembranar

de cations monovalentes, responsaveis pelo crescimento das células.
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Alguns estudos mostraram que o timol e carvacrol demonstram atividade
antimicrobiana contra bactérias positivas e Gram-negativas, de maneira igual, o que
significa que a posicdo do grupo hidroxila tem efeito sobre a atividade das
composic¢des (BOTELHO et al., 2007).

Os valores de CIM do OELS ou de seus constituintes isolados, frente a
microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos, variaram de 12 pg/mL a 10,0
mg/mL, dependendo da técnica ou do tipo de cepa (BOTELHO et al., 2007; VERAS
et al., 2016; MILADI et al., 2017).

A atividade antibacteriana foi classificada segundo os métodos de classificagédo
de (SARTORATTO et al., 2004), nos quais a droga-teste € considerada com forte
atividade antibacteriana, quando apresentar CIM até 500 mg/ml, moderada com CIM
entre 600 e 1500 mg/ml, e fraca atividade antibacteriana com CIM >1500 pg/ml. A
clorexidina a 0,12% foi utilizada como controle positivo, quando ocorreu uma diluicdo
seriada.

Uma observacao interessante no estudo de Veras et al. (2016) foi que os
valores de CIM do OELS e do timol variaram de 128 a 516 ug/mL para todos os
microrganismos  testados:  Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Providencia rettigeri.

Os resultados observados no nosso estudo foram muito mais baixos, contudo,
similares as observagdes de Veras et al. (2016), uma vez que houve certa similaridade
entre os valores de OELS, TIM e CAR (Tabela 3).

Para comprovar a enorme variacao nos valores de CIM, em pesquisa recente,
a CIM do timol, frente ao bacilo Gram-negativo Salmonella typhimurium, foi de 750
mg/L. O resultado dessa investigagéo confirmou o timol como principal mecanismo de
acdo na interrupgdo da membrana microbiana, comprometendo, assim, sua
integridade e funcionamento (CHAUHAN; KANG, 2014).

Ciandrini et al. (2014) analisaram a atividade antimicrobiana do carvacrol frente
a Streptococcus mutans ATCC 25175, P. gingivalis ATCC 33277 e Fusubacterium
nucleatum ATCC 25586 em culturas plancténicas e em sistemas de biofilme. A CIM,
para todos os patégenos analisados, foi de 0,25% (v/v) e a CBM de 0,50% (v/v),
indicando uma boa ag&o antimicrobiana. Os ensaios também mostraram que o
carvacrol remove bactéria organizada em biofilme de discos de titanio. Portanto, o

carvacrol também pode ser usado na prevencdo e tratamento de doencas
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periodontais, reduzindo o crescimento bacteriano em implantes de superficie de
titanio.

Bhatia et al. (2014) estudaram a acao de 1% de gel de curcumina nas bactérias
periodontopatogénicas, como: P. gingivalis, P. intermedia, F. nucleatum e
Capnocytophaga, quando, apés 6 meses, observaram uma redu¢ao nos parametros
clinicos e na contagem do numero de bactérias.

Palaniappan e Holley (2010) estudaram a acgao do timol frente a bactérias que
eram resistentes a alguns antibiéticos, como Salmonella typhimurium, resistente a
tetraciclina; Staphylococcus aureus, resistente a penicilina; e Streptococcus
pyogenes, resistente a eritromicina. Para determinar a atividade antimicrobiana, os
autores usaram o método de diluicdo de checkboard. Nesse estudo, os antibiéticos
utilizados foram: penicilina, ampicilina, tetraciclina, eritromicina, bacitracina e
novobiocina, associados ao componente timol, observando-se um efeito sinérgico de
todos os farmacos, exceto com a bacitracina, constatando que o timol tem uma grande
atividade antimicrobiana.

Para Lobo et al. (2014), existe um efeito sinérgico entre o flior e os constituintes
do 6leo da L. sidoides Cham, enfatizando a importancia do biofiime dental contra S.
mutans. Alves et al. (2016) demonstraram um efeito de sinergismo da Nisina, quando
combinado com compostos fendlicos carvacrol, timol e eugenol frente a S. aureus e
Listeria monocytogenos, assim como Pallaniapan e Holley (2010) demonstrou
sinergismo com penicilina, ampicilina e bacitracina, frente a S. aureus resistentes a
esses antibidticos. O mecanismo de resisténcia aos antibioticos deve-se a estrutura
da bactéria, facilitando a penetragdo dos compostos.

Jesus et al. (2015) estudaram algumas combinagdes do timol e carvacrol com
azitromicina, claritromicina e alguns agentes antifungicos, como anfotremicina B,
itraconazol, frente a 23 isolados de Pythium insidiosum, responsavel pela Ptiose em
humanos e animais. O método utilizado foi de Checkboard, sendo observado um efeito
sinérgico na combinacao do timol e carvacrol com os agentes antimicrobianos. O
principal sinergismo foi de 96% do carvacrol mais itraconozol, e timol e itraconozol
também de 96%, seguido de timol e claritromicina de 92%, carvacrol e claritromicina
com 88%. Dessa forma, os autores sugeriram o uso do timol como agente

antimicrobiano no tratamento da Ptiose, atuando como bactericida.
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Alves et al. (2016) demonstraram um efeito de sinergismo da Nisina, quando
combinado com compostos fendlicos carvacrol, timol e eugenol, frente a S. aureus e
Listeria monocytogenos.

Wang et al. (2018) investigaram o efeito antimicrobiano do éleo Cinnamomum
zeylanicum contra P. gingivalis para elucidar o mecanismo antimicrobiano do 6leo.
Através da microscopia de transmissao, foi observado um dano na membrana da
célula, ocorrendo a despolarizacao da membrana celular que levaria a uma atividade
metabdlica irregular e, consequentemente, a morte. Segundo Sharma (2013), muitos
estudos demonstram que os 6leos essenciais afetam a estrutura do envelope celular,
ja que os principais componentes dos 6leos penetram através da parede da célula e,
consequentemente, levam a destruicdo da membrana celular, sendo esta membrana
o maior componente de protecdo do microrganismo. Assim, tais conclusdes
corroboram este estudo.

Todavia, Veras et al. (2016), em modelos de ratos usando 2mg do timol,
observaram que o timol como maior constituinte do OELS é o responsavel pelo
processo inflamatorio.

Ja Freires et al. (2015) abordaram a eficiéncia em relagdo a atividade
antimicrobiana em ensaios in vitro e para ensaios clinicos, na forma de colutério bucal
contendo o 6leo da L. sidoides Cham, sendo considerado promissor para redugéo da
placa dental e gengivite. Através de outras analises, observou-se que o timol e
carvacrol, presentes na L. sidoides Cham, foram eficazes na reducao do biofilme e
gengivite em adultos, destacando o potencial terapéutico da L. sidoides Cham.

Lobo et al. (2014) demonstraram que adi¢éo do 6leo da L. sidoides Cham nos
dentifricios promoveu a reducao de Streptococcus mutans na saliva, em um periodo
de 5 dias, e os baixos niveis de S. mutans foram mantidos durante a analise
subsequente, de 30, 60, 180 e 365 dias. Os autores concluiram que a L. sidoides
Cham contém constituintes volateis relacionados a fatores bioldgicos intrinsecos e,
assim, pode ser empregada nas formulacdes de dentifricios, sendo usada na
eficiéncia contra S. mutans.

Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Porphyromonas gingivalis vivem em
uma complexa comunidade dentro de uma matriz de glicocalix, organizadas como
biofilme e aderidas na estrutura do dente, que confere a essas comunidades fenotipos
especificos, incluindo a reducéo da susceptibilidade aos antimicrobianos (MINGUEZ
et al., 2018).
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De modo geral, os resultados apresentados nesta pesquisa corroboram outros
estudos nessa linha de investigacao, demonstrando os efeitos antimicrobianos do éleo

essencial da L. sidoides Cham.

6.2 Citotoxidade

Para cultura de células utilizou-se a linhagem de fibroblastos para testes de
citotoxicidade. Fibroblastos sé&o as células mais abundantes em tecido conjuntivo, o
que torna a sua manipulagdo mais viavel e favorece estabilidade adequada. Todaro e
Green (1963), proporcionando resultados mais confiaveis em testes com produtos de
aplicacao topica.

Nas andlises de citotoxicidade do OELS realizado pelo MTT em 24h foi
observado que o 6leo causou diminuicdo da viabilidade celular de fibroblastos nas
concentragbes de 0.15% e 0.25% em relacdo ao grupo controle, apresentando
somente 5% de viabilidade celular, e portanto, apresentando efeito citotdéxico. Sendo
assim, faz-se necessaria a realizagdo de outros estudos investigando os efeitos do
OELS em um menor tempo de exposicgéo.

Segundo Borges et al. (2012), o OELS foi considerado de baixa toxicidade
frente a células de mamiferos, nas concentrac¢des de 15,6 a 250 ug/ mL, no ensaio de
MTT, nao inibindo o crescimento dessa linhagem celular em concentragbes abaixo de
0,5 mg/ mL. O OELS também foi avaliado em outros estudos com células de
carcinoma cervical humano, observando um efeito moderamente toéxico, mesmo
apresentando uma viabilidade celular de 57,8% (REIS, 2010).

Lima et al. (2011) avaliaram a citotoxidade do 6leo essencial da Lippia sidoides
e os compostos de carvacrol, 1,8 cineol e timol, utilizando a larva Tenebrio monitor
(larva-de farinha) e constataram que a citotoxidade foi maior com carvacrol, seguido
do 1,8 cineol e timol. O teste de citotoxidade dos 6leos foi realizado em células de
fibroblastos gengivais humanos, por serem as células mais predominantes nos tecidos
bucais e, portanto, propensos a entrar em contato direto com os 6leos, especialmente,
em periodontite.

Apesar do timol e carvacrol serem isdbmeros, apresentam diferentes niveis de
atividade citotoxica contra células normais. O carvacrol € menos tdxico que o timol e,
com isso, 0 Oleo que apresenta como componente majoritario o timol desencadeia

uma atividade citotoxica maior, quando comparado a outros constituintes, conforme
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relatada na literatura (STAMMATI et al., 1999; CHANG et al., 2000; HERMANN; WINK,
2011). Esses dados corroboram a presente pesquisa, haja vista que o OELS
apresenta como constituinte majoritario o timol.

Melo et al. (2014) afirmam que a Lippia gracilis tem como componente
majoritario o timol, com 40,52%, apresentando efeito citotdxico em células Hela,
sugerindo que o efeito citotdxico pode estar associado a varios compostos quimicos
associados ao timol.

Mercan et al. (2019) compararam a clorexidina, dicloridrato e acido cloridrico
em fibroblastos de células humanas e os resultados mostraram que todos os agentes
apresentaram efeitos similares em relacdo a viabilidade celular, apoptose e
proliferacdo celular. Em ambos os grupos, houve diferencas estatisticamente
significativas quanto a viabilidade celular, ap6s 48h e 72h (p = 0,049). Nao houve
diferencas estatisticamente significativas em termos de viabilidade celular entre os

grupos CLX, dicloridrato e acido cloridrico, apds 72h.

6.3 Ensaio Clinico-Fase |

O tratamento clinico da pasta de orabase extraido do 6leo com o tempo de 1
hora foi bastante significativo na reducao de unidades de formadoras de colénias
(UFC). Nesse contexto, a aplicagéo do 6leo essencial pode ser promissor na redugao
do bioflme e na elaboraggo de um gel do OELS para patologias
periodontopatogénicas.

Botelho et al. (2007) testou o OELS em ratos, sob a forma de gel na
concentragéo de 0,5%, para o tratamento da periodontite, no periodo de 11 dias,
durante 3 vezes ao dia. O gel inibiu o grupo de bactérias periodontopatogénicas e
promoveu um aumento de massa corporea.

Lobo et al. (2011) avaliaram um enxaguatério bucal nas concentracdes de
0,6%, 0,8%, 1% e 1,2% de OELS em humanos e observaram uma redu¢ao no niumero
de UFC de Streptococcus mutans, apresentando uma maior reducéo do crescimento
bacteriano com o uso da concentragcéo de 0,8%.Também foi avaliado o gel extraido
das folhas da L. sidoides Cham, nas concentracdes 0,6%; 0,8%; 1%; 1,2% e 1,4%. A
concentracéo de 1,4% apresentou uma maior reducdo de UFC, frente a S. mutans.

Esse estudo corrobora a presente pesquisa, sendo que também entre as
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concentragdes de 0.15% e 0.25% foi observada uma redugao significativa de UFC de
P. gingivalis e A. actinomycetecomitans.

Santos (2019), em relacao a citoxidade do OELS, nas concentragdes de 0,5%,
1% , 2,5%,1,4% e 0,25% com Het-Cam, notou uma condicdo menos irritante,
enquanto que , para o teste de hemolise, a concentracdo de 1% apresentou um alto
grau de hemdlise. Liu et al. (2018) observou, in vitro, uma redugéo significativa de
fibrobastos, nos tempos de 2 e 3 minutos (p<0,01), com a CLX a 0,002%, mas néo
para como segundo Chen et al. (2016) afirmaram que a CLX afeta a proliferacdo dos
fibroblastos, impedindo a adeséo celular. O ensaio de viabilidade celular € um passo
essencial na toxicologia, que explica a resposta celular a um agente téxico,
fornecendo informagdes sobre a morte, sobrevivéncia e atividade metabdlica da
célula.

Lima et al. (2011) avaliaram a citotoxidade do éleo essencial da Lippia sidoides
e 0os compostos de carvacrol, 1,8 cineol e timol, utilizando a larva Tenebrio monitor
(larva-de farinha) e constataram que a citotoxidade foi maior com carvacrol, seguido
do 1,8 cineol e timol. O teste de citotoxidade dos 6leos foi realizado em células de
fibroblastos gengivais humanos, por serem as células mais predominantes nos tecidos
bucais e, portanto, propensos a entrar em contato direto com os 6leos, especialmente,
em periodontite.

Apesar do timol e carvacrol serem isdmeros, apresentam diferentes niveis de
atividade citotoxica contra células normais. O carvacrol € menos toxico que o timol e,
com isso, o 6leo que apresenta como componente majoritario o timol desencadeia
uma atividade citotdéxica maior, quando comparado a outros constituintes, conforme
relatada na literatura (STAMMATI et al., 1999; CHANG et al., 2000; HERMANN; WINK,
2011). Esses dados corroboram a presente pesquisa, haja vista que o OELS
apresenta como constituinte majoritario o timol.

Varios compostos sao sintetizados de plantas medicinais que sao
biologicamente ativas, sendo produtos do metabolismo secundario, relacionados com
a interacéo da planta e o meio ambiente. De uma unica espécie ou mistura obtém-se
extratos que sdo registrados e disponiveis comercialmente, como drogas boténicas
(PAGANOTTI, 2013).
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6.4 Ensaio Microscépico

Através das analises das micrografias, pode-se observar a formacdo de um
rompimento na parede celular e consequentemente um extravasamento
citoplasmatico. Através das analises da microscopia confocal foi observado uma acao
do OELS no valor de 2XCIM e 10XCIM para Aggregatibacter actinomycetemcomitans
e Porphyromonas gingivalis respectivamente. As imagens obtidas por MET
confirmaram o efeito dos compostos sobre a estrutura celular bacteriana, com perda
da integridade estrutural e da habilidade da membrana de atuar como uma barreira
permeavel, devido aos danos provocados na parede celular e membrana
citoplasmatica, corroborando os resultados deste trabalho.

O d6leo essencial Zanthoxylum chalybeum e outros membros da familia
Rutaceae inibiram o crescimento de A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis nas
concentragbes de 0.1% e 1%. Uma importante caracteristica dos 6leos essenciais
e/ou de seus componentes € sua hidrofobicidade, ao reagir com os lipideos da
membrana celular dos microrganismos, destruindo as estruturas celulares, tornando-
0s mais permeaveis, e levando a morte celular (OCHENG et al., 2015).

Segundo Albano et al. (2016), os 6leos essenciais apresentam constituintes
quimicos que sado capazes de interagir com membranas celulares, devido a sua
natureza hidrofébica e, assim, se acumulam em estruturas ricas em lipideos,
causando danos estruturais e funcionais na célula.

Arfa et al. (2006) analisou a relacdo da estrutura quimica e atividade
antimicrobiana do carvacrol, eugenol e mentol, frente aos seguintes microrganismos:
Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens Staphylococcus aureus, Lactobacillus
plantarum, Bacillus subtilis, Saccharomyces cerevisiae, e observando que os 6leos
essenciais que possuem a capacidade de danificarem a membrana celular sdo mais
efetivos, devido ao rompimento da barreira efetiva entre o citoplasma e o meio externo.
Isso se explica devido a importagao e exportagao de metabdlitos e ions essenciais
para todas as atividades que ocorrem na célula microbiana, através da membrana
celular. A presenca do grupo hidroxila & essencial para atividade antimicrobiana.
Esses dados confirmam os resultados observados neste estudo, através da
microscopia de transmisséo.

Segundo Silva (2018), o 6leo de Melaleuca leucadendron apresentou um dano

na parede celular de Staphlococcus aureus, sendo observado através de imagens de
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microscopia de transmissédo. Geralmente, as substancias antimicrobianas utilizam
proteinas como canais ha membrana da bactéria, inibindo a formacao de ligacdes
cruzadas, importantes na sintese da parede celular e, consequentemente, na
formacéao da substancia do peptideoglicano, levando a bactéria a morte celular.

Burt (2007) afirma que o carvacrol e timol ligam a membrana externa das
bactérias Gram negativas e aumentam a permeabilidade da membrana
citoplasmatica, levando a morte celular. A pesquisa com Oleos essenciais tem
despertado interesse de diversos pesquisadores, devido ao problema crescente de
microrganismos resistentes, como também pelos efeitos deletérios de agentes como
triclosan e clorexidina. Em bactérias Gram-negativas, a resisténcia aos efeitos
antimicrobianos pode estar relacionada com a hidrofilicidade da membrana externa,
que é rica em lipossacarideos. Dessa forma, é de se esperar que 6leos essenciais
sejam mais efetivos em bactérias Gram-positivas, quando comparados com bactérias
Gram-negativas (BURT, 2004).

Todavia, Veras et al. (2016), em modelos de ratos usando 2mg do timol,
observaram que o timol como maior constituinte do OELS é o responsavel pelo
processo inflamatorio.

Ja Freires et al. (2015) abordaram a eficiéncia em relagdo a atividade
antimicrobiana em ensaios in vitro e para ensaios clinicos, na forma de colutério bucal
contendo o 6leo da L. sidoides Cham, sendo considerado promissor para redugéo da
placa dental e gengivite. Através de outras analises, observou-se que o timol e
carvacrol, presentes na L. sidoides Cham, foram eficazes na reducao do biofilme e
gengivite em adultos, destacando o potencial terapéutico da L. sidoides Cham.

Lobo et al. (2014) demonstraram que adigdo do 6leo da L. sidoides Cham nos
dentifricios promoveu a reducao de Streptococcus mutans na saliva, em um periodo
de 5 dias, e os baixos niveis de S. mutans foram mantidos durante a analise
subsequente, de 30, 60, 180 e 365 dias. Os autores concluiram que a L. sidoides
Cham contém constituintes volateis relacionados a fatores bioldgicos intrinsecos e,
assim, pode ser empregada nas formulagdes de dentifricios, sendo usada na
eficiéncia contra S. mutans.

Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Porphyromonas gingivalis vivem em
uma complexa comunidade dentro de uma matriz de glicocalix, organizadas como

biofilme e aderidas na estrutura do dente, que confere a essas comunidades fenotipos
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especificos, incluindo a reducéo da susceptibilidade aos antimicrobianos (MINGUEZ
et al., 2018).

De modo geral, os resultados apresentados nesta pesquisa corroboram outros
estudos nessa linha de investigacao, demonstrando os efeitos antimicrobianos do éleo

essencial da L. sidoides Cham.
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7 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, os compostos testados apresentam acéo
antimicrobiana in vitro, o que os habilita para potencial agente na elaboracdo da pasta
de orabase com a finalidade de uso terapéutico para periodontia.

» O timol é o composto majoritario do OELS;

» O OELS e seus compostos isolados, timol e carvacrol, sdo biologicamente
ativos, apresentando efeito antimicrobiano inibitério contra cepas de P.
gingivalis e A. actinomycetemcomitans;

» P. gingivalis e A. actinomycetemcomitans apresentaram irregularidades na
membrana celular e parede celular, observando extravasamento do
conteudo citoplasmatico;

» O OELS apresentou citotoxidade em células de fibroblastos em
concentragcdes acima de 0,15%;

» A formulacdo farmacéutica de pasta de orabase com OELS se mostrou
estavel e viavel para uso clinico;

» Concentracdes menores que o OELS (< 0,15%) podem ser preparadas em
associagao com digluconato de clorexidina;

» A concentragéo de 0.15% de OELS se mostrou eficaz para redugéo de carga
bacteriana Gram negativa e segura para uso intra oral em curtos periodos

de tempo.
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PPGDITM - DOUTORADO EM DESENVOLVIMENTO E INOVACAO TECNOLG6GICA EM MEDICAMENTOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Etapa clinica - Ensaio Clinico Fase I)

Titulo: AVALIAGAO LABORATORIAL E CLINICA DE FORMULAGCAO FARMACEUTICA
CONTENDO o6LEO DE Lippia sidoides Cham PARA O CONTROLE DE
PERIODONTOPATIAS

Pesquisador responsavel: Isabel Celeste Caires Pereira Gusmao

Prezado(a) Senhor(a),

Esta pesquisa faz parte do Programa de P6s-graduagédo da RENORBIO — Programa
de Pés-Graduacdo em Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba — Centro de
Biotecnologia, desenvolvido pela doutoranda Isabel Celeste Caires Pereira Gusmao, sob
orientagdo do Prof. Dr. Fabio Correia Sampaio.

Os objetivos da pesquisa sdo: Investigar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial
de Lippia sidoides Cham (OELS), por diferentes técnicas; e desenvolver e avaliar a formulagéo
farmacéutica com potencial de uso clinico para contribuir no controle de doencgas periodontais.

Solicitamos a sua colaboragéo para permitir a aplicagéo do produto na cavidade oral,
contendo 6leo essencial de Lippia sidoides Cham; a coleta da saliva e do esfregago da
mucosa bucal, antes e apés a utilizagdo do produto, para posterior avaliagdo da atividade
antimicrobiana e analise citomorfologica; além do preenchimento de questionario a respeito
das caracteristicas organolépticas do produto em questao.

Os riscos sdo minimos, podendo ocorrer, em alguns casos, ardéncia e aumento da
salivagéo e desconforto no momento das coletas.

Solicitamos também a sua autorizagao para apresentar os resultados deste estudo em
eventos da area de saude e publicar em revista cientifica. Sera garantida a privacidade dos
dados coletados e, por ocasido da publicagdo dos resultados, seu nome sera mantido em
sigilo.

Esclarecemos que sua participagdo na pesquisa € voluntaria. Caso decida né&o
participar da pesquisa, ou resolver a qualquer momento desistir de participar, ndo havera dano
elou prejuizo. Caso necessite de mais informagdes, contate a responsavel pela pesquisa,
Isabel Celeste Caires Pereira Gusméo, pelo telefone (77) 991004740, e-mail:

gusmao.isabel@yahoo.com.br, ou Comité de Etica em Pesquisa do CCS/UFPB — 1° andar —
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Campus | — Cidade Universitaria — Bairro Castelo Branco — CEP: 58059-900 — Jo&do Pessoa —
PB.

Diante do exposto, declaro que fui devidamente esclarecido(a) e dou o meu
consentimento para participar da pesquisa, autorizando também a publicacéo dos resultados,
desde que seja preservada a minha integridade e anonimato. Estou ciente que receberei uma

copia deste documento.

Vitéria da Conquista, /1

Assinatura do Participante da Pesquisa

Assinatura do Pesquisador Responsavel . ~
Espaco para impressao

dactiloscopica
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AVALIACAO LABORATORIAL E CLINICA DE FORMULACAO FARMACEUTICA

CONTENDO 6LEO DE Lippia sidoides Cham PARA O CONTROLE DE
PERIODONTOPATIAS

1. Identificagao

1.1. Data: I N° de registro: Telefone:

1.2. Nome:

1.3. Datade nascimento: __ / /  Idade:

1.4. Sexo: () Feminino ( ) Masculino

1.5. Codigo do produto:

Assinatura do participante da pesquisa

2. Questionario - Uso da Visual Analogue Scale (VAS)

2.1 O produto apresenta boa aparéncia?
() Sim () Nao

I 5 10
2.2 O produto apresenta boa consisténcia?

() Sim () Nao

I 5 10
2.3 O produto é de facil aplicagao?

() Sim () Nao

I 5 10
2.4 O produto apresenta odor agradavel?

()Sim () Nao

I 5 10
2.5 O produto apresenta sabor agradavel?

()Sim () Nao

I 5 10




2.6 Durante o uso do produto, houve aumento da salivagao?

() Sim () Nao

I il
2.7 Apos o uso do produto, houve aumento da salivagao?

() Sim () Nao

I il

2.8 Foi verificada alguma rea¢ao durante o uso do produto?

I

() Ardéncia

i

116

I

() Dor
I

() Dorméncia

() Refrescancia

I

() Nausea

I

() Outros

2.9 Foi verificada alguma reacao apés o uso do produto?

I

i

() Ardéncia

()Dorl:|

I

() Dorméncia

() Refrescancia

I

() Nausea

I

() Outros
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APENDICE C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

BLE:
UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA

CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PPGDITM - DOUTORADO EM DESENVOLVIMENTO E INOVAGAO TECNOLGGICA EM MEDICAMENTOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Etapa clinica - Ensaio Clinico Fase |)

Titulo: Avaliagao laboratorial e clinica de formulagcao farmacéutica contendo 6leo
de Lippia sidoides Cham para o controle de periodontopatias

Pesquisador responsavel: Isabel Celeste Caires Pereira Gusmao
Prezado(a) Senhor(a),

Esta pesquisa faz parte do Programa de Po6s-graduagdo Programa da RENORBIO — Pos-
Graduagéo em Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba, Centro de Biotecnologia,
sendo realizada e supervisionada pela doutoranda Isabel Celeste Caires Pereira Gusméao,
sob orientagédo do Prof. Dr. Fabio Correia Sampaio.

O Objetivo dessa pesquisa € desenvolver e avaliar in vitro e in vivo a eficacia de uma
Formulacdo Farmacéutica, contendo éleo essencial da Lippia sidoides Cham para o Controle
de Periodontopatias.

Solicitamos a sua colaboragcéo para permitir a aplicagéo, na cavidade oral, de produto
contendo 6leo essencial de Lippia sidoides Cham; a coleta da saliva e do esfregago da
mucosa bucal, antes e apds a utilizagdo do produto, para posterior avaliagdo da atividade
antimicrobiana e analise citomorfolégica; além do preenchimento de questionario a respeito
das caracteristicas organolépticas do produto em questao.

Os riscos sao minimos, podendo ocorrer, em alguns casos, ardéncia e aumento da salivagéo,
e desconforto no momento das coletas.

Solicitamos também a sua autorizagdo para apresentar os resultados deste estudo em
eventos da area de saude e publicar em revista cientifica. Sera garantida a privacidade dos
dados coletados e, por ocasido da publicacdo dos resultados, seu nome sera mantido em
sigilo.

Esclarecemos que sua participagdo na pesquisa é voluntaria. Caso decida néo participar da
pesquisa, ou resolver a qualquer momento desistir de participar, ndo havera dano e/ou
prejuizo. Caso necessite de mais informagdes, contate a responsavel pela pesquisa, Isabel
Celeste Caires Pereira Gusméao, pelo telefone (77) 99100-4740, e-mail:
gusmao.isabel@yahoo.com.br, ou Comité de Etica em Pesquisa do CCS/UFPB — 1° andar —
Campus | — Cidade Universitaria — Bairro Castelo Branco — CEP: 58059-900 — Jo&o Pessoa —
PB.
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Diante do exposto, declaro que fui devidamente esclarecido(a) e dou o meu consentimento
para participar da pesquisa, autorizando também a publicacdo dos resultados, desde que seja
preservada a minha integridade e anonimato. Estou ciente que receberei uma cépia deste

documento.

Jodo Pessoa, [

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Espaco para impressao
dactiloscopica



119

Mngros



120

ANEXO A - Certiddao do Comité de Etica (Emenda)

UFPB - CENTRO DE CIENCIAS
DA SAUDE DA UNIVERSIDADE W"’P
FEDERAL DA PARAIBA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: DESENVOLVIMENTO E AVALIACAO DE MICROENCAPSULADC CONTENDO OLEO
ESSENCIAL DE L. SIDOIDES CHAM. PARA PREVENCAO E TRATAMENTO DE
MUCOSITE ORAL.

Pesquisador: ALESSANDRA ESTEVAM DOS SANTOS
Area Tematica:

Versido: 3

CAAE: 83179618.8.0000.5188

Instituicdo Proponente: Centro De Ciéncias da Sadde
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.753.593

Apresentagio do Projeto:

Projeto de doutorado apresentado ao Programa de Pos-graduacdo em Desenvolvimento e Inovacao
Tecnologica em Medicamentos. Area de concentracdo: Desenvolvimento de produtos e processos da aluna
ALESSANDRA ESTEVAM DOS SANTOS com a orientagdo do Prof. Dr. Fabio Correia Sampaio.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Geral: Desenvolver e avaliar in vitro e in vivo a eficacia das microcapsulas, contendo oleo essencial

de Lippia sidoides Cham. no manejo terapéutico da mucosite oral radioinduzida em graus 2 e 3 (OMS).

Objetivos Especificos

Extrair o dleo essencial de L. sidoides Cham. Avaliar a relagdo concentragdo de timol X periodo de coleta,
através de um estudo de sazonalidade.

Microencapsular o OELs e incorporar em uma forma farmacéutica para manejo terapéutico da mucosite oral
radicinduzida.

Realizar testes pré-clinicos e verificar a estabilidade do dleo essencial de L. sidoides Cham_, do produto
intermediario microencapsulado e do produto final.

Verificar atividade antifungica e antimicrobiana do dleo essencial de L. sidoides Cham., do produto

intermediario microencapsulado e do produto final.

Enderego: UNIVERSITARIO S/N

Bairro: CASTELO BRANCO CEP: 53.051-800

UF: PB Municipio: JOAQ PESSOA

Telefone: (83)3216-7791 Fax: (83)3216-7791 E-mail: comitedeetica@ccs.ufpb.br
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UFPB - CENTRO DE CIENCIAS
DA SAUDE DA UNIVERSIDADE W"’P
FEDERAL DA PARAIBA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: DESENVOLVIMENTO E AVALIACAO DE MICROENCAPSULADC CONTENDO OLEO
ESSENCIAL DE L. SIDOIDES CHAM. PARA PREVENCAO E TRATAMENTO DE
MUCOSITE ORAL.

Pesquisador: ALESSANDRA ESTEVAM DOS SANTOS
Area Tematica:

Versido: 3

CAAE: 83179618.8.0000.5188

Instituicdo Proponente: Centro De Ciéncias da Sadde
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.753.593

Apresentagio do Projeto:

Projeto de doutorado apresentado ao Programa de Pos-graduacdo em Desenvolvimento e Inovacao
Tecnologica em Medicamentos. Area de concentracdo: Desenvolvimento de produtos e processos da aluna
ALESSANDRA ESTEVAM DOS SANTOS com a orientagdo do Prof. Dr. Fabio Correia Sampaio.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Geral: Desenvolver e avaliar in vitro e in vivo a eficacia das microcapsulas, contendo oleo essencial

de Lippia sidoides Cham. no manejo terapéutico da mucosite oral radioinduzida em graus 2 e 3 (OMS).

Objetivos Especificos

Extrair o dleo essencial de L. sidoides Cham. Avaliar a relagdo concentragdo de timol X periodo de coleta,
através de um estudo de sazonalidade.

Microencapsular o OELs e incorporar em uma forma farmacéutica para manejo terapéutico da mucosite oral
radicinduzida.

Realizar testes pré-clinicos e verificar a estabilidade do dleo essencial de L. sidoides Cham_, do produto
intermediario microencapsulado e do produto final.

Verificar atividade antifungica e antimicrobiana do dleo essencial de L. sidoides Cham., do produto

intermediario microencapsulado e do produto final.

Enderego: UNIVERSITARIO S/N

Bairro: CASTELO BRANCO CEP: 53.051-800

UF: PB Municipio: JOAQ PESSOA

Telefone: (83)3216-7791 Fax: (83)3216-7791 E-mail: comitedeetica@ccs.ufpb.br
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UFPB - CENTRO DE CIENCIAS
DA SAUDE DA UNIVERSIDADE W"’P
FEDERAL DA PARAIBA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: DESENVOLVIMENTO E AVALIACAO DE MICROENCAPSULADC CONTENDO OLEO
ESSENCIAL DE L. SIDOIDES CHAM. PARA PREVENCAO E TRATAMENTO DE
MUCOSITE ORAL.

Pesquisador: ALESSANDRA ESTEVAM DOS SANTOS
Area Tematica:

Versido: 3

CAAE: 83179618.8.0000.5188

Instituicdo Proponente: Centro De Ciéncias da Sadde
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.753.593

Apresentagio do Projeto:

Projeto de doutorado apresentado ao Programa de Pos-graduacdo em Desenvolvimento e Inovacao
Tecnologica em Medicamentos. Area de concentracdo: Desenvolvimento de produtos e processos da aluna
ALESSANDRA ESTEVAM DOS SANTOS com a orientagdo do Prof. Dr. Fabio Correia Sampaio.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Geral: Desenvolver e avaliar in vitro e in vivo a eficacia das microcapsulas, contendo oleo essencial

de Lippia sidoides Cham. no manejo terapéutico da mucosite oral radioinduzida em graus 2 e 3 (OMS).

Objetivos Especificos

Extrair o dleo essencial de L. sidoides Cham. Avaliar a relagdo concentragdo de timol X periodo de coleta,
através de um estudo de sazonalidade.

Microencapsular o OELs e incorporar em uma forma farmacéutica para manejo terapéutico da mucosite oral
radicinduzida.

Realizar testes pré-clinicos e verificar a estabilidade do dleo essencial de L. sidoides Cham_, do produto
intermediario microencapsulado e do produto final.

Verificar atividade antifungica e antimicrobiana do dleo essencial de L. sidoides Cham., do produto

intermediario microencapsulado e do produto final.

Enderego: UNIVERSITARIO S/N

Bairro: CASTELO BRANCO CEP: 53.051-800

UF: PB Municipio: JOAQ PESSOA

Telefone: (83)3216-7791 Fax: (83)3216-7791 E-mail: comitedeetica@ccs.ufpb.br
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UFPB - CENTRO DE CIENCIAS
DA SAUDE DA UNIVERSIDADE W"“
FEDERAL DA PARAIBA

Confinuagdo do Parecer: 2.753.593

Realizar ensaio clinico randomizado para avaliagdo da eficacia terapéutica em pacientes portadores de
mucosite oral graus 2 e 3 (OMS) radicinduzidas.

Avaliar comparativamente o uso de laseres de baixa poténcia com o produto obtido no manejo da mucosite
oral radioinduzida.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Espera-se que 0s riscos sejam minimos, uma vez que os testes de toxicidade estdo de acordo com
o recomendado para segurancga do paciente. Para coleta da saliva, o voluntario pode se sentir constrangido
em cuspir diante do pesquisador. Quanto a utilizacdo do produto, pode ocorrer em alguns casos, ardéncia
ef/ou aumento da salivacdo.

Beneficios: Melhora significativa do quadro clinico.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo descritivo clinico, randomizado intervencionista, longitudinal e microscopico
envolvendo individuos submetidos a tratamento radioterapico cérvico-facial exclusive no Haspital Napoledo
Laureano, em Jodo Pessoa - PB. A populacdo do estudo sera composta de 60 individuos divididos em 3
grupos sendo: A- 20 individuos com mucosite oral graus 2 e 3 (OMS) que serdo submetidos a laserterapia
de baixa poténcia (aplicacbes por ponto por 3 dias), as aplicagdes serdo realizadas com com um aparelho
de laser TWIN LASER — Reg. ANVISA/MS n°80051420007 — MM OPTICS LTDA; B - 20 individuos com
mucosite oral grau 2 e 3 (OMS) gue serdo submetidos a utilizac&o do produto a base de L. sidoides Cham. e
C- 20 individuos com mucosite aral graus 2 e 3 (OMS) que serdo submetidos ao protocolo

clinicofarmacolégico empregado pelo Hospital Napoledo Laureano.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatdria:
Anexados.

Recomendagdes:

Todos os resultados de uma pesquisa deverdo ser divulgados junto aos participantes da mesma, assim
como na(s) instituicdo(des) onde os dados foram obtidos. ACONSELHAMOS A TODOS QS
PESQUISADORES (RESPONSAVEL/ASSOCIADO/ASSISTENTE) QUE ANTES DO ENVIO DE
QUALQUER PROTOCOLO DE PESQUISA, VIA PLATAFORMA BRASIL, SEJA FEITA UMA LEITURA DA
466/12, ASSIM COMO DA NORMA OPERACIONAL N. 001/13, AMBAS DO CONSELHO NACIONAL DE
SAUDE.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
A pesquisadora cumpriu todas as pendéncias. Portanto considero este projeto APROVADO.

Enderego: UNIVERSITARIO S/N

Bairro: CASTELO BRANCO CEP: 53.051-900

UF: PB Municipio: JOAO PESSOA

Telefone: (83)3216-7701 Fax: (83)3216-7791 E-mail: comitedestica@ccs.ufpb.br



UFPB - CENTRO DE CIENCIAS
DA SAUDE DA UNIVERSIDADE

FEDERAL DA PARAIBA

Confinuagio do Parecer: 2.753.593

Este & o meu parecer, salvo melhor juizo.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Y
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mo

Certifico que o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Salde da Universidade Federal da

Paraiba — CEP/CCS aprovou a execucgdo do referido projeto de pesquisa.

Qutrossim, informo que a autorizag&o para postenior publicacdo fica condicionada a submiss&o do Relatorio

Final na Plataforma Brasil, via Notificag&o, para fins de apreciagéo e aprovacdo por este egrégio Comité.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informag&es Basicas|PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 03/06/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1068107 pdf 21:54:44
Qutros CartadeAnuencial aureano_pdf 03/06/2018 |ALESSANDRA Aceito

21:51:10 |ESTEVAM DOS

SANTOS

Projeto Detalhado / | ProjetoDITMComitedeEticaCorrigido pdf| 24/04/2018 |ALESSANDRA Aceito
Brochura 22:50:23 |ESTEVAM DOS
Investigador SANTOS
Folha de Rosto FolhaderostoAlessandraEstevam. pdf 24/04/2018 |ALESSANDRA Aceito

22:4529 |ESTEVAM DOS

SANTOS

TCLE / Termos de | TCLEFaseClinicallCorrigido._pdf 24/04/2018 [ALESSANDRA Aceito
Assentimento / 22:44:40 |ESTEVAM DOS
Justificativa de SANTOS
Auséncia
Situagio do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagdo da CONEP:
N&o
Endereco: UNIVERSITARIO S/N
Bairro: CASTELO BRANCO CEP: 58.051-900
UF: PB Municipio: JOAD PESSOA
Telefone: (83)3216-7791 Fax: (83)3216-7791 E-mail: comitedestica@ccs.ufpb br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

CERTIDAO

Certifico que o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Paraiba — CEP/CCS aprovou

por unanimidade na 7% Reunido realizada no dia 23/08/2018, o Projeto de

pesquisa intitulado: “DESENVOLVIMENTO E AVALIACAO DE
MICROENCAPSULADO CONTENDO OELO ESSENCIAL DE L.
SIDOIDES CHAM. PARA PREVENCAO E TRATAMENTO DE
MUCOSITE ORAL”, da pesquisadora Alessandra Estevam dos Santos.
Prot. n° 036/18. CAAE: 83179618.8.0000.5188.

Outrossim, informo que a autorizagio para posterior
publicagdo fica condicionada a apresentagdo do relatério final do estudo

proposto & apreciagio do Comité.

‘ﬁ;é@aﬂ L€ M
T

Sowrsirie do CEP-CCLUFPR

Comit@ de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federa da Paraiba
Campus [ - Cidade Universitaria - 1° Andar - CEP 58051-900 — Jofio Pessoa — PB
@ (83) 3216 7791 — E-mail: comitedeetica@ccs.ufpb.br
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ANEXO B - Registro de Patente

‘ INSTITUTO 18/00/2018 ??;]13013155?
‘ m PRGPRIEMDE
INDUSTRIAL

29409161809708140

Pedido nacional de Invengédo, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adigao de Invengio e entrada na fase nacional do PCT

Nimero do Processo: BR 102018 068924 0

Dados do Depositante (71)

Depositante 1 de 1

Nome ou Raz&o Social: UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
Tipo de Pessoa: Pessoa Juridica
CPF/CNPJ: 24098477000110
Nacionalidade: Brasileira
Qualificagdio Jurldiea: Instituigdo de Engino e Pesquisa
Endereco: Cidade Universitaria
Cidade: Jodo Pessoa

PETICIONAMENTO  gqta solicitagao foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em 18/09/2018 as
ELETRONICO 12:38, Peticao 870180131557
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Inventor 1 de 4

Nome: ISABEL CELESTE CAIRES PEREIRA GUSMAO

Qualificagdo Fisica:

CPF:

Nacionalidade:

Enderego:
Cidade:
Estado:

CEP:

PB
580

Pais:
Telefone: (83)
Fax:

Email:

Nome

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagdo Fisica:
Endereco:

Cidade:

Estado:

CEP:

Pais:

Telefone:

60348798504

Brasileira

Professor do ensino superior
CCS, Cidade Universitaria.

Joao Pessoa

51-900

BRASIL

998 21111

gusmao.isabel@yahoo.com.br

: FABIO CORREIA SAMPAIO
52697096434

Brasileira

Professor do ensino superior
CCS, Cidade Universitaria.
Jodo Pessoa

PB

58051-900

BRASIL

(83) 998 21111

Fax:

Email:

fesampa@uol.com.br



Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagéo Fisica:
Endereco:

ALESSANDRA ESTEVAM DOS SANTOS
00964753405

Brasileira

Professor do ensino superior

Rua Major Salustiano Ribeiro, 125 Ed Sandalos, Apto 301,

Tambauzinho.

Cidade:
Estado:
CEP:
Pais:
Telefone:

PB

Fax:

Email:

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagéo Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Joao Pessoa
58042-090
BRASIL

(83) 999 514188

alessandra_estevam@hotmail.com

RAIMUNDO APRIGIO DE MENEZES JUNIOR
56922760387

Brasileira

Professor do ensino superior

CEAR, Cidade Universitaria.

Joao Pessoa

PB

58051-900

BRASIL

(83) 987 297668

jrmenezes@cear.ufpb.br
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Ministério do Meio Ambiente
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n? ABDE352

A atividade de acesso ao Patriménio Genético/CTA, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no
SisGen, em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Numero do cadastro: ABDE352

Usuario: FABIO SAMPAIO
CPF/CNPJ: 526.970.964-34

Objeto do Acesso: Patriménio Genético/CTA
Finalidade do Acesso: Pesquisa
Espécie

Lippia sidoides

lippia para higiene bucal
Fonte do CTA
CTA de origem nao identificavel

Titulo da Atividade: Pesquisas com oleos de Lippia sidoides
Equipe
FABIO SAMPAIO Universidade Federal da Paraiba

Resultados Obtidos

Requerimento de propriedade intelectual



Orgéo no qual foi requerido:

Cadigo do requerimento:

Numero da patente:

Orgéo no qual foi requerido:

Cddigo do requerimento:

Numero da patente:

Orgéo no qual foi requerido:

Cadigo do requerimento:

Numero da patente:

Orgéo no qual foi requerido:

Cadigo do requerimento:

Numero da patente:

Orgao no qual foi requerido:

Cédigo do requerimento:

Numero da patente:

Divulgacao de resultados em meios cientificos ou de comunicacao
Identificagdo do meio onde foi

divulgado:

Data do Cadastro:

Situagéo do Cadastro:

INPI

10

BR 102018 010699 6
INPI

10

BR 10 2017 018692 0
INPI

10

BR 10 2018 012597 4
INPI

10

BR 10 2018 0689240
INPI

10

BR 10 2018 012597 4

Teses, dissertagbes e revistas cientificas

05/11/2018 21:37:09

Concluido

Conselho de Gestéo do Patriménio Genético
Situacéo cadastral conforme consulta ao SisGen em 21:39 de 05/11/2018.

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO

DO PATRIMONIO GENETICO

E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL
ASSOCIADO - SISGEN

N\
OO
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