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RESUMO

Cimentos a base de oOxido de zinco e eugenol sdo amplamente utilizados na
odontologia por sua atividade antimicrobiana, facil manipulacdo e acesso, porém,
tem um alto teor citotéxico e genotdéxico se ndo manipulado de maneira correta.
Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar as propriedades antimicrobianas do
cimento de 6xido de zinco, substituindo o eugenol pelo éleo de orégano na mistura
utilizada clinicamente. Deste modo, a concentragdo inibitéria minima (CIM) de cada
oleo foi determinada para os microrganismos Enterococcus faecalis, Escherichia coli
e Candida albicans. Para a determinagcdo da atividade antimicrobiana dos cimentos,
utilizou-se o0 método de difusdo em agar com os mesmos microrganismos citados
acima. A mesma formulagdo de 6xido de zinco foi misturada com eugenol (OZE) ou
com oOleo essencial de orégano (OZO), ambos nas concentragdes de 10%, 25%,
50% e 75% (diluidos com 6leo de améndoas). Nossos resultados demonstraram que
o CIM do eugenol foi de 0,31% para E. coli, 0,62% para E. faecalis e 0,16% para C.
albicans, enquanto que o CIM do dleo de orégano foi de 0,16% para E. coli, 0,62%
para E. faecalise 0,08% para C. albicans. Em relagéo aos cimentos, OZE apresentou
maior atividade antimicrobiana contra E. coli, porém o OZO foi mais eficiente contra
C. albicans e igual para E. faecalis. Portanto, concluiu-se que o 6leo de orégano
possui 6tima atividade antimicrobiana contra os microrganismos testados e que o
0ZO0 apresenta uma potencial utilizagao na pratica clinica.

Palavras-chave: Oxido de zinco e eugenol; cimento endoddntico; 6leo essencial de
orégano.
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ABSTRACT

Zinc oxide and eugenol based cements are widely used in dentistry for their
antimicrobial activity, easy handling and access. However, they possess high
cytotoxicity and genotoxicity if not properly handled. Thus, the aim of this study was
to evaluate the antimicrobial properties of the zinc oxide cement, replacing eugenol
by essential oil of oreganoin the mixture used clinically. Used mixture therefore, the
minimum inhibitory concentration (MIC) of each oil was determined for Enterococcus
faecalis, Escherichia coli and Candida albicans. To determine the antimicrobial
activity of cements, was used the method of diffusion in agar with the same
microorganisms listed above. The same amount of zinc oxide was mixed with
eugenol (OZE) or essential oil of oregano (OZO), both at concentrations of 10%,
25%, 50% and 75% (diluted with almond oil). Our results demonstrated that the MIC
of eugenol was 0.31% for E. coli, E.faecalisto 0.62% and 0.16% for C. albicans, while
the MIC for oregano oil was 0.16% for E. coli, 0.62% for E. faecalis and 0.08% for C.
albicans. Regarding the cements, OZE showed higher antimicrobial activity against
E. coli, whilst OZO was more effective against E. faecalis and C.albicans. So, it can
be concluded that oregano oil has excellent antimicrobial activity against the
microorganisms tested and OZO has a potential use in clinical practice.

Keywords: Zinc oxide and eugenol; endodontic cement; essential oil of oregano
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1 INTRODUCAO

Todas as fases do tratamento endoddntico possuem grande importancia para
seu sucesso, a incorreta realizagao de qualquer uma das fases levaria ao insucesso
do tratamento (MCELROY, 1955). Apesar disso vem se atribuindo uma maior énfase
a obturagao, visto que o éxito total do tratamento vem interligado a este passo, pois
todas as etapas estdo interligadas e para o sucesso e longevidade do tratamento
endoddntico a obturagdo deve ser realizada da melhor maneira possivel. A
obturagcdo dos condutos radiculares consiste no preenchimento de toda sua
extensdo com um material inerte ou antisséptico, promovendo o selamento
hermético de toda sua extensdo. O preenchimento dos canais radiculares é
realizado através de cones de guta-percha e cimentos endoddnticos (INGLE, 1956).

Um dos primeiros cimentos utilizados no tratamento de canal, foi a base de
oxido de zinco e eugenol, foi criado por Grossman em 1936. Originalmente este
cimento possuia prata precipitada e éxido de magnésio, o que trazia inconvenientes,
particularmente a formacédo de sulfato de prata, que manchava a estrutura dental.
Em 1958 esse autor substituiu esses elementos por subcarbonato de bismuto e
sulfato de bario, surgindo entdo o “New Grossman sealer’, posteriormente
modificado, sendo o liquido apenas eugenol. Em 1965 comegou a ser
comercializado no Brasil e, desde entdo vem sendo popular o uso deste cimento
pelos cirurgides dentistas (ESTRELA, 2004).

O dleo de cravo é uma substancia fendlica obtida da destilacdo das folhas,
caule e flores do cravo-da-india (Syzygium aromaticum), que apresenta na
composic¢ao de 70 a 95% do seu principio ativo, o eugenol (MAZZAFERA, 2003). O
mecanismo de acdo do eugenol ocorre em nivel de membrana plasmatica,
juntamente com a inativagdo de enzimas e ou, no material genético celular. E
possivel que parte do efeito antimicrobiano do eugenol esteja relacionado com a sua
natureza fendlica. Ao ser manipulado com o pd, cerca de 5% de eugenol permanece
livre causando assim uma citotoxidade aos tecidos periapicais (MARKOWITZ et al.,
1992; THOMPSON; CONSTANTIN-TEODOSIU; MOLDEUS, 1991).

Pensando em uma alternativa, o éleo essencial de orégano pode ter potencial

para ser um substituto ao eugenol. Oleos esséncias como os de orégano sio
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utilizados na industria como agentes antibacterianos contra microrganismos
patogénicos que se proliferam em alimentos como Escherichia coli, Salmonella spp.
e Pseudomonas spp. (MITH et al., 2014; OUSSALAH et al., 2007). Seus efeitos
antibacterianos provavelmente se devem a dois componentes principais o carvacol e
o timol (BAKKALI et al.,, 2008). Muitos Oleos essenciais tém atividade citotdxica
contra células de mamiferos, porém alguns trabalhos apontam que o 6leo essencial
de orégano, possivelmente, ndo apresenta atividade citotoxica contra células de
mamiferos (BAKKALI et al., 2008; HOLLENBACH et al., 2014), abrindo assim uma
janela para a substituicdo do eugenol pelo 6leo essencial de orégano.

S&o0 poucas as tentativas de trocar o eugenol por algum composto que n&o
irrite os tecidos periapicas e adjacentes. Uma das primeiras tentativas foi realizada
por Damido em 1994, adicionando ao eugenol alguns 6leos vegetais como o de soja,
milho e améndoas, para melhorar suas propriedades fisico-quimicas. Porém os
resultados demonstraram que essas adi¢bes pioraram suas propriedades e o0s
tornaram inutilizaveis na pratica clinica. Ja Stankiewicz em 2000 substituiu o eugenol
por isoeugenol, um composto sem atividade genotbxica e notaram um aumento de
10% no tempo de presa do cimento, podendo talvez em um futuro ser ele o
substituto do eugenol. Entretanto, mais estudos sao necessarios (JOHNSON;
GUTMANN, 2007).

Bactérias Gram positivas, Gram negativas, aerbbias facultativas ou
anaerobias estritas promovem a infec¢do do sistema de canais radiculares com a
atividade mdltipla destes microorganismos (SUNDE et al, 2002). Também podem ser
encontrados fungos e virus como agentes causadores de infeccbes dos condutos
radiculares (BAMMANN; ESTRELA, 2004). Nesse sentido, Escherichia coli,
Enterococcus faecalis, Candida albicans sdo os microrganismos mais frequentes
nas alteracbes endodénticas, principalmente no que se refere as infeccbes
secundarias e ao aparecimento de lesbes perirradiculares (SUNDE et al., 2002).
Visto isso, como proposta deste trabalho testou-se a atividade antimicrobiana dos

cimentos endodénticos OZE comparado a OZO.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram: (i) avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo
essencial de orégano, comparando com o eugenol, frente a Enterococcus faecalis
(bactéria Gram positiva), E. coli (bactéria Gram negativa) e Candida albicans
(fungo); e (ii) avaliara atividade antimicrobiana, contra esses microorganismos, de
diferentes formulagfes do cimento de O6xido de zinco com 6leo essencial de

orégano, comparando com o cimento comercial contendo eugenol.
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3 DESENVOLVIMENTO

3.1 MATERIAIS E METODO

3.1.1 Microorganismos e Cultivos

As anadlises microbiolégicas dos O6leos essenciais foram realizadas no
Laboratério de Micologia Médica e Microbiologia Bucal (NIP9) do Departamento de
Microbiologia da Universidade Estadual de Londrina (UEL) —Londrina —Parana. Para
a avaliagao in vitro do efeito inibitério dos éleos essenciais de orégano e cravo-da-
india (eugenol), foram utilizadas as cepas de E.coli ATCC 25922, E.faecalis ATCC
29212 e C. albicans SC 5314. As cepas de bactérias foram mantidas em placas de
infusdo de cérebro e coragdo (BHI agar) e o fungo em YPD agar até realizagdo das
culturas para os ensaios. Assim, as bactérias foram cultivadas por 12 horas em BHI
liquido a 37°C com agitacao de 150 rpm, e o fungo por 16 horas em YPD caldo a
30°C a 180rpm. Apds esse periodo, suspensdes de cada microorganismo foram
ajustadas em salina tamponada com fosfato (PBS), com a escala de McFarland,

correspondente a 1,5 x 10® unidades formadoras de colénias(UFC).

3.1.2 Materiais Odontoldgicos

Os Oleos essenciais de orégano e cravo foram adquiridos ja extraidos e
industrializados. Formulagdes com concentragdes a 10%, 20%, 25%, 50% e 75%
foram diluidas em 6leo de améndoas doce puro (Galena Quimica e Farmacéutica
Ltda., lote de fabricacdo ADC 146/1019) com 0,125% (p/v) da concentracdo final de
Butil-hidroxi-tolueno (BHT-antioxidantepara evitar alteragdes na aparéncia). Os 6leos
foram incorporados ao 6xido de zinco (pd) por meio de espatulagdo em superficie de

vidro seguindo as indica¢des do fabricante.

3.1.3 Teste da Atividade Antimicrobiana por Difusao em Agar

Em cada placa foi colocado 20 ml de meio correspondente ao

microorganismo, BHI agar e YPD agar, com 2 ml da suspens&o de microorganismos
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homogeneizados. Os pogos foram confeccionados com uma ponteira amarela, 4 por
placas previamente estabelecido. Para cada microorganismo utilizaram duas placas,
uma com o 6leo de orégano (OZO) e outra com 6leo de cravo (OZE), contendo
amostras de 10%, 25%, 50% e 75% dos 6leos essenciais espatulados com 6xido de
zinco. Os ensaios foram realizados trés vezes em duplicatas. Apés 24 horas de
incubacéo das placas a 37°C, o halo de inibicdo decrescimento e o diametro do
material foram medidos com um paquimetro. A zona de inibicdo foi calculada pela

razao entre os didmetros do halo de inibicdo e do material.

3.1.4 Teste para Determinacgéo da Concentracao Inibitéria Minima

A concentracao inibitéria minima (CIM) de cada 6leo foi determinada para os
microorganismos E. faecalis, E. coli e C. albicans, com o método de microdiluicdo
em microtubos. Em cada placa continha a analise de um 6leo por microorganismo,
em duplicata com trés repeticdes. Os microtubos ficaram distribuidos na placa em
seis fileiras com 12 microtubos, cada fileira representava um ensaio. Em todos os
pocos foram depositados RPMI com 1% de DMSO. No primeiro poco foi adicionado
0 Oleo concentrado e nos pogos seguintes foram realizadas diluicées seriadas (1:2)
por 10 vezes seguidas. Por fim, foram adicionados 0s microorganismos numa
concentracdo de 106 UFC por amostra. Um poco sem Oleo foi utilizado como
controle positivo e um pogo sem 6leo e sem microorganismo utilizado como controle
negativo. As leituras da concentracdo inibitéria minima foram realizadas apds 24

horas (para as bactérias) e 48 horas (para o fungo) de incubacao a 37°C.

3.1.5 Andlise Estatistica

Para verificar se os erros seguiram uma distribuicdo normal, foi utilizado o
teste de Shapiro-Wilk. A homogeneidade de variancia dos erros foi verificada pelo
teste de Bartllet (BARBIN, 2013). Para o teste de 7 comparac¢des multiplas, foi
utilizado o teste de Tukey, no qual verificou-se a diferenca minima significativa entre
os tratamentos, considerando p < 0,05. Todas as analises estatisticas foram

realizadas no software R (http://www.Rproject.org).



17

4 RESULTADOS

4.1 DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES INIBITORIAS MINIMAS DOS OLEOS

Nossos resultados demonstraram que o CIM do eugenol foi de 0,31% para E.
coli, 0,62% para E. faecalis e 0,16% para C. albicans, enquanto que o CIM do 6leo
de orégano foi de 0,16% para E. coli, 0,62% para E. faecalis e 0,08% para C.
albicans (Tabela 1). Assim, pudemos concluir que ambos os Oleos sao efetivos

contra 0s microorganismos testados.

Tabela 1- Concentragao Inibitéria Minima dos Oleos

Microorganismo CIM dos Oleos (%, v/v)
Eugenol Orégano
E. coli (bactéria Gram negativa) 0,31 0,16
E. faecalis (bactéria Gram 0,62 0,62
positiva)
C. albicans (fungo) 0,16 0,08

A concentragcdo inibitériaminima (CIM) de cada 0leo foi determinada para os
microorganismos acima, com o método de microdiluicdo em microtubos, partindo de uma
concentracdo de 5%.

Fonte: O proprio autor

4.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS CIMENTOS

Como ambos os Oleos foram efetivos de forma semelhante contra os
microorganismos testados, eles foram misturados em diferentes concentragfes ao
oxido de zinco e a atividade antimicrobiana dos respectivos cimentos foi avaliada.
Para E. coli (Figura 1 A), pelo teste de Tukey, para o cimento OZE, a concentragao
de 10% diferiu das demais, e as concentracdes 75%, 50% e 25% néo apresentaram
diferenca significativa. Ja para o cimento OZO, a concentracdo 75% ndo diferiu de
50%, mas foi diferente das demais; a concentracdo 50% diferiu apenas de 10%; e a
concentracdo 25% diferiu de 75% e 10%. A comparacado entre os cimentos OZE e

0Z0 demonstrou que ha diferenca significativa nas concentra¢gbes de 10%, 25% e
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50%, enquanto que para a concentracdo de 75% nao houve diferenca significativa
(Figura 1 A).

Em relacdo a E. faecalis, o cimento com 10% de eugenol (OZE) foi diferente
dos demais. Para os cimentos contendo 6leo de orégano (OZO), a concentragdo de
75% diferiu das demais; as concentragcdes de 50% e 25% ndo apresentaram
diferenca significativa; a concentracdo de 10% diferiu das demais (Figura 1B).
Comparando os cimentos, OZO obteve atividade antimicrobiana significativamente
maior em todas as concentragdes, com excecao de 10% (Figura 1B).

Os dois tipos de cimentos demonstram uma atividade antifungica contra C.
albicans dependente da concentracdo. Entretanto, OZO foi mais efetivo contra esse

fungo (Figura 1C).

Figura 1- Atividade Antimicrobiana dos Cimentos
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7 DISCUSSAO

A técnica de difusdo em agar é uma das estratégias utilizadas como triagem
da atividade antimicrobiana in vitro de produtos com ag¢do antimicrobiana
(NASCIMENTO et al.,, 2007; CAVALCANTI; ALMEIDA; PADILHA, 2011). A
padronizagao das técnicas € necessaria, para viabilizar a sua reprodutibilidade e a
comparagao com outros estudos (PACKER; LUZ, 2007). Dessa forma, baseando-se
na metodologia descrita e na comparagdo com o0s controles, os resultados desta
pesquisa sao validos e podem ser comparados a outros.

O papel das bactérias no inicio da inflamacao pulpar e periapical tem sido
bem demonstrada. O sucesso do tratamento endoddntico € diretamente influenciado
pela eliminagdo de microrganismos que contaminam os canais radiculares. E bem
conhecido que microrganismos que colonizam o ambiente bucal podem ser
propicios para desencadear patologias pulpais e periapicais (ERCAN et al., 2006).
Um numero de estudos relatam sobre a composicdo microbiana da polpa dental
necroética, em um canal radicular infectado, onde um ou mais agentes patogénicos
bacterianos podem ser isolados, (PINHEIRO et al., 2003).

Com o intuito de comparar o efeito antimicrobiano dos produtos testados,
realizou-se a determinacdo da CIM, na qual as substancias foram avaliadas em
concentracdes seriadas sobre o estado de suspensao dos microrganismos. A técnica
para determinacdo da CIM empregada neste estudo foi baseada nos protocolos e
normas estabelecidas pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS) para avaliacéo da sensibilidade de leveduras e bactérias aerdbias a terapia
antimicrobiana. Os métodos de referéncia estabelecidos pelo NCCLS padronizam
técnicas de microdiluicdo para determinacdo da sensibilidade de leveduras e de
bactéria de crescimento aerdbico a terapia por antimicrobianos. Esses protocolos
consideram a avaliagdo de agentes antimicrobianos sintéticos, a utilizagdo do meio
de cultura RPMI-1640 ou do Caldo Muller Hinton, e a padronizagdo da concentragao
inicial das substancias testadas em 1024, 64 ou 16 ug.mL—1. (NASCIMENTO et al.,
2007). Nossos resultados apresentaram que o CIM do eugenol foi de 0,31% para E.
coli, 0,62% para E. faecalis e 0,16% para C. albicans, enquanto que o CIM do dleo
de orégano foi de 0,16% para E. coli, 0,62% para E. faecalis e 0,08% para C.
albicans (Tabela 1). Demonstrando e comprovando que ambos os Oleos s&o efetivos

contra os microorganismos testados, sendo que o 6leo de orégano consegue uma
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atividade antimicrobiana com menores concentragbes comparadas ao eugenol
contra E. coli e C. albicans.

Obras recentes que investigam a microbiota encontrada em dentes com
tratamento endodéntico que falharam, tém relatado uma variedade muito limitada de
microrganismos, com predominantemente espécies gram positivas facultativos,
especialmente Enterococcus faecalis (GOMES, et al.,, 2004; VAN WINKELHOFF,;
VAN STEENBERG; GRAAF, 1988; PINHEIRO et al.,, 2003; ERCAN et al., 2006).
Visto que nos testes realizados, nossos resultados demonstram que o 6éleo essencial
de orégano apresentou uma melhor atividade antimicrobiana contra bactérias gram
positivas, tornando-se uma boa opg¢do no uso clinico, evitando recidivas nos

tratamento endododnticos.
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6 CONCLUSAO

Concluiu-se com este trabalho que o 6leo de orégano possui 6tima atividade
antimicrobiana contra os microrganismos testados e que o cimento OZO com 50%
de 6leo de orégano seria a melhor escolha para uma potencial utilizagdo na pratica

clinica.
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