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REsuMO

Introdugio: o biofilme dental ¢ uma estrutura complexa formada a partir da adesio
de variadas células microbianas 4 pelicula adquirida sobre a estrutura dentéria. Essas
células se aderem umas &s outras enquanto sintetizam uma matriz extracelular,
tornando-se uma comunidade altamente organizada, o que dificulta sua remogao e
promove uma resisténcia aos antimicrobianos. A presenca de Staphylococcus aureus
no biofilme oral pode causar um desequilibrio na microbiota facilitando o inicio de
um processo de doenga. Objetivo: avaliar a capacidade antiaderente do Encalyptus
globulus e Encalyptus citriodora contra cepas de Staphylococcus aureus. Resultados:
foi possivel observar que o éleo essencial de Encalyptus globulus inibiu a formagio do
biofilme com uma concentragio inibitéria minima de aderéncia (CIMA) semelhante
ao digluconato de clorexidina 0,12 %, ambos de 1:8. O 6leo essencial de Eucalyptus
citriodora nao impediu a aderéncia bacteriana as paredes do tubo em nenhuma
concentragio avaliada. Conclusao: que apenas o 6leo essencial da espécie Euncalyptus
globulus possui atividade antiaderente contra Staphylococcus aureus, podendo ser

utilizado como produto alternativo para controle do biofilme.

Palavras-chave: Biofilme dentério, 6leos essenciais, fitoterapia.
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SUMMARY

Evaluation of the non-stick effect of Eucalyptus globulus and
Eucalyptus citriodora oils essentials against
Staphylococcus aureus strain

Introduction: Dental biofilm is a complex structure formed from the adhesion
of various microbial cells to the film acquired on the dental structure. These cells
adhere to each other while synthesizing an extracellular matrix, becoming a highly
organized community, which makes it difficult to remove and promotes resistance
to antimicrobials. The presence of Staphylococcus aureus in the oral biofilm can
cause an disturb in the microbiota, facilitating the beginning of a disease process.
Aim: To evaluate the non-adherent ability of Eucalyptus globulus and Eucalyptus
citriodora against Staphylococcus aureus strains. Results: It was possible to observe
that the essential oil of Eucalyptus globulus inhibited the formation of the biofilm
with a Minimum Adhesive Inhibitory Concentration (MAIC) similar to 0.12 %
chlorhexidine digluconate, both of 1:8. The essential oil of Eucalyptus citriodora
did not prevent bacterial adherence to the tube walls in any evaluated concentra-
tion. Conclusion: Only the essential oil of the species Eucalyptus globulus has non-
adherent activity against Staphylococcus anreus and can be used as an alternative

product to control the biofilm.

Keywords: Dental biofilm, essential oils, phytotherapy.

RESUMEN

Evaluacion del efecto antiadherente de aceites esenciales de
Eucalyptus globulus y Eucalyptus citriodora frente a cepas
de Staphylococcus aureus

Introduccién: la biopelicula dental es una estructura compleja formada por la adhe-
sion de varias células microbianas a la pelicula adquirida en la estructura del diente.
Estas células se adhieren entre si mientras sintetizan una matriz extracelular, convir-
tiéndose en una comunidad altamente organizada, lo que dificulta su eliminacién y
promueve la resistencia a los antimicrobianos. La presencia de Staphylococcus aurens
en el biofilm oral puede provocar un desequilibrio en la microbiota facilitando el

inicio de un proceso patoldgico. Objetivo: evaluar la capacidad antiadherente de
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Eucalyptus globulus y Eucalyptus citriodora frente a cepas de Staphylococcus aureus.
Resultados: se pudo observar que el aceite esencial de Eucalyptus globulus inhibié
la formacién de biopeliculas con una concentracién minima inhibidora de adhesién
(CIMA) equivalente al 0,12 % de gluconato de clorhexidina, ambos de 1:8. El aceite
esencial de Encalyptus citriodora no previno la adhesion bacteriana a las paredes del
tubo en ninguna concentracién evaluada. Conclusidn: que solo el aceite esencial de
la especie Eucalyptus globulus tiene actividad anti-adherente contra Staphylococcus

aureus, y puede usarse como producto alternativo para el control de biopeliculas.

Palabras-clave: Biopelicula dental, aceites esenciales, fitoterapia.

INTRODUCGAO

O biofilme ¢ definido como uma comunidade séssil de células microbianas fortemente
aderidas a um substrato ou a uma superficie, composto por uma ou multiplas espécies,
embebidas em uma matriz de polimeros extracelular produzidas por elas mesmas [1].
Estes microrganismos se comunicam através de sinais emitidos a partir das células num
mecanismo denominado quorum sensing (QS) [2]. Esta organizagio e composicao do
biofilme oral garantem uma estabilidade fisica que dificulta sua remogio e promove a
resisténcia aos antimicrobianos [3].

O biofilme dental se estabelece primeiramente em dreas mais estaveis do elemento den-
tal onde as bactérias s3o mais protegidas do acesso 4 remog¢ao mecinica, tais como as
regioes interproximais, superficies oclusais e, supragengivalmente, ao longo da margem
gengival [4]. As células organizadas em biofilmes possuem uma taxa metabdlica mais
eficiente, exibindo maior resisténcia as fontes de estresse, como mecanismos de defesa

do hospedeiro [1].

Os géneros e espécies predominantes na boca variam muito para cada individuo, sendo
as bactérias do género Staphylococcus, um dos tipos que comumente podem ser encon-
trados. Staphylococcus aureus (S. aureus) é uma bactéria Gram-positiva, comumente
associada a diversas infecgoes sistémicas e localizadas [5], mas também tem demons-
trado uma forte relagao com infec¢des em implantes dentarios [6]. Estes tém sido apon-
tados como possiveis reservatdrios desses microrganismos que sio potencialmente
patogénicos para causar infec¢es respiratdrias [7].
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O desequilibrio da homeostasia e das respostas imune e inflamatéria esta diretamente
associado a uma maior diversidade microbiana no biofilme. %ando isso ocorre,
microorganismos que nio compdem a microbiota oral podem se aproveitar dessa alte-
ragio para se integrarem no biofilme. Neste caso, com o biofilme dental desequilibrado,
se inicia e se sustenta um processo de doenga [8].

O controle regular do biofilme dentario através da escovagao e uso do fio dental
(método mecinico) e a complementagio com compostos quimicos compdem o princi-
pal fator de prevencio e tratamento dessas doengas. Em situa¢oes nas quais a remogao
mecinica do biofilme ¢ insatisfatdria, seja por falta de destreza manual, incapacidade
motora ou casos de internagao hospitalar, o método quimico de controle se torna ainda
mais necessario [9].

Dentre os produtos quimicos que podem ser utilizados como adjuvantes no controle do
biofilme oral, estao os dleos essenciais que sao substincias voldteis que apresentam uma
composicao lipofilica, obtidos a partir de variados érgaos de plantas [10]. Varios estudos
demonstraram a capacidade antibacteriana e antiaderente desses produtos naturais [11].
O cucalipto ¢ uma das principais fontes de extracio dos Sleos essenciais cultivadas no Bra-
sil, dentre as quais se destacam as espécies: Euncalyptus globulus (E. globulus), Eucalyptus
citriodora (E. citriodora) e Eucalyptus staigeriana (E. staigeriana) [12].

Diante da possibilidade do uso de uma maior variedade de produtos naturais dentro
da odontologia, da necessidade de compostos que causem menos efeitos indesejados e
do potencial antiaderente ¢ da atividade antimicrobiana dos éleos essenciais extraidos
a partir do eucalipto, que podem contribuir na preven¢ao da formagio do biofilme
dentario, principalmente por bactérias da espécie S. aureus, esse estudo tornou-se justi-
ficavel, tendo como objetivo a avaliagao do efeito antiaderente dos 6leos essenciais do
Eucalyptus globulus e Eucalyptus citriodora contra Staphylococcus aureus.

METODOLOGIA

Ensaios in vitro

Substincias-teste

Os dleos essenciais de Eucalyptus globulus e Eucalyptos citriodora foram adquiridos da
Industria Quinari® (Pinhais—PR). Para a realizagio dos ensaios farmacolégicos, o 6leo
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essencial puro foi solubilizada em DMSO e diluida em 4gua destilada. A concentragao

de DMSO (dimetilsulféxido) utilizada foi inferior a 0,1 % v/v.

Espécies bacterianas e meios de cultura

Foi utilizada a bactéria de origem clinica Staphylococcus aureus (SA 101). A cepa foi
mantida em meio Agar Mueller Hinton (AMH) a uma temperatura de 4 °C, sendo
utilizado para os ensaios repiques de 24 horas em AMH incubado a 35 °C. No estudo
da atividade antimicrobiana foi utilizado um indéculo bacteriano de aproximadamente
1,5 x 10® UFC/mL padronizado de acordo com a turbidez do tubo 0,5 da escala de
McFarland [13, 14].

Determinagio da concentragio inibitdria minima de aderéncia (CIMA)

As concentragdes inibitérias minimas de aderéncia (CIMA) dos éleos foram determi-
nadas na presenca de sacarose a 5 %, de acordo com Albuquerque ez 4/., (2010) [11],
usando-se concentragdes correspondentes ao 6leo puro das espécies E. globulus e E.
citriodora até a diluigao 1:1024. A partir do crescimento bacteriano, a cepa de Staphylo-
coccus aureus foi cultivada a 37 °C em caldo Mueller Hinton (DIFCO, Michigan, Esta-
dos Unidos), depois, foram distribuidos 0,9 mL do subcultivo em tubos de ensaio e,
em seguida, adicionado 0,1 mL da solugio correspondente as diluigoes dos 6leos essen-
ciais. A incubagio foi feita a 37 °C por 24 horas com tubos inclinados a 30°. A leitura
foi realizada através da observagao do biofilme corado com corante fucsina, quando
houvesse estrutura visual de aderéncia da bactéria as paredes do tubo, ap6s a agitacao
do mesmo. O ensaio foi realizado em duplicata. O mesmo procedimento foi realizado
para o controle positivo, com digluconato de clorexidina a 0,12 % (Periogard®, Colga-
te-Palmolive Company, Nova York, EUA). Foi considerada a CIMA a menor concen-
tracdo do agente em contato com sacarose que impediu a aderéncia ao tubo de vidro.

REsSULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos a partir desse estudo revelaram que a menor concentragao do
dleo essencial do Eucalyptus globulus capaz de impedir a formagio do biofilme bac-
teriano pelo Staphylococcus aureus foi de 1:8, o que representa a eficiéncia desse éleo
contra a aderéncia bacteriana as paredes do tubo, evidenciando um resultado compa-
tivel ao digluconato de clorexidina 0,12 %, que também apresentou uma inibicao da
formacio do biofilme na concentragio de 1:8.

Nas tabelas 1 e 2 estdo representados os resultados das concentragoes inibitérias mini-
mas de aderéncia dos 6leos essenciais de Eucalyptus globulus ¢ Eucalyptus citriodora
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contra a cepa de Staphylococcus aureus, respectivamente, além do controle digluconato
de clorexidina a 0,12%.

Com os resultados descritos na tabela 2 foi possivel observar que o 6leo de Eucalyptus
citriodora nao apresentou uma capacidade antiaderente contra a cepa de Staphylococcus
aureus em qualquer concentragao, o que ¢ notével pela formacio de biofilme nas pare-

des do tubo.

Tabela 1. Concentragio inibitéria minima de aderéncia em do Oleo essencial de Eucalyptus globulus

e do digluconato de clorexidina 0,12 % contra cepa de Staphylococcus aureus.

Eucalyptus globulus
1:1 1:2 1:4 1:8 | 1:16 | 1:32 | 1:64 | 1:128
Concentragao
- - - - + + + +
Digluconato de Clorexidina 0,12%
1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 | 1:32 1:64 | 1:128
Concentragao
- - - - + + + +

Legenda: (- ) Sem adesdo 4 parede do tubo ( + ) Com adesio a parede do tubo

Fonte: préprio autor (2021).

Tabela 2. Concentragio inibitdria minima de aderéncia em do 6leo essencial de Encalyptus citriodo-

7a e do digluconato de clorexidina 0,12 % contra cepa de Staphylococcus anreus.

Eucalyptus citriodora
1:1 1:2 1:4 1:8 | 1:16 | 1:32 | 1:64 | 1:128
+ |+ + + |+ + + +

Concentragao

Digluconato de Clorexidina 0,12%
Concentragio 1:1 1:2 1:4 1:8 | 1:16 | 1:32 | 1:64 | 1:128
- - - - + + + +

Legenda: (- ) Sem adesio a parede do tubo ( + ) Com adesdo a parede do tubo

Fonte: préprio autor (2021).

Os efeitos antimicrobianos do Eucalyptus globulus ja foram evidenciados em alguns
estudos como o de Mota ez al. (2015) [15], que, ao avaliarem 77 vitro a capacidade anti-
bacteriana deste 6leo essencial através do teste de difusao em 4gar, observaram que ele
apresentou uma inibi¢ao superior ao controle clorexidina 0,5 % em relagao ao micror-
ganismo Staphylococcus aureus. O halo de inibi¢io do 6leo essencial chegou a 9 centi-
metros, enquanto o da clorexidina alcan¢ou apenas 4 centimetros.
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Jé Rosa et al. (2020) [16] observou em seu estudo comparativo entre o dleo essencial
e o extrato alcodlico do Eucalyptus globulus contra cepa do Staphylococcus aureus que
o extrato revelou uma maior eficiéncia no controle da inibi¢io do crescimento desta
bactéria, com um halo de inibi¢ao de 22 milimetros frente aos 15 milimetros do déleo
essencial.

Um estudo realizado por Oliveira ez al. (2006) [17] investigaram a interferéncia de
alguns dleos essenciais, entre eles, o de Eucalyptus citriodora, sobre o efeito de anti-
bidticos utilizados na clinica. Os resultados demonstraram que o 6leo essencial de E.
citriodora apresentou sinergismo com os antibidticos ampicilina, cloranfenicol e tetra-
ciclina contra o Staphylococcus epidermidis e com a tetraciclina contra o Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa. Tal estudo demonstra um moderado potencial anti-
microbiano contra diversos patdgenos, porém ao ser testado quanto a sua capacidade
antiaderente contra Staphylococcus aureus nao obteve resultado positivo em qualquer
concentragao.

Em concordancia com o resultado da presente pesquisa, Ramalho ez /. (2020) [18]
a0 avaliarem as concentrac¢des inibitdrias minimas de aderéncia dos dleos essenciais de
Eucalyptus globulus e Eucalyptus citriodora contra o microorganismo Klebsiella pneu-
moniae concluiram que houve uma inibi¢ao da adesao a parede do tubo na concentra-
cao de 1:8 do Eucalyptus globulus comparado ao controle digluconato de clorexidina
0,12 % que impediu a aderéncia microbiana na mesma concentragio. Assim como o
resultado do presente estudo, o leo essencial de Eucalyptus citriodora nao apresentou
atividade antiaderente em nenhuma concentragio.

Um estudo conduzido por Ramalho ez 4. (2020) [19], onde avaliaram a capacidade
antiaderente dos 6leos essenciais de Eucalyptus globulus ¢ Eucalyptus citriodora contra
a cepa de Escherichia coli, corrobora em parte o presente trabalho por ter como resul-
tado uma Concentragao Inibitéria Minima de Aderéncia de 1:64 para ambos os leos
essenciais, significativamente superior ao digluconato de clorexidina 0,12 %, que apre-
sentou inibi¢ao numa concentragio de 1:8. Demonstrando uma eficicia destes leos
contra a capacidade de aderéncia de determinadas cepas bacterianas ¢ o potencial de
uso dos mesmos como alternativa terapéutica na prevengiao da formagio do biofilme
bacteriano.

CONCLUSAO

Pode-se concluir, a partir dos resultados obtidos, que o dleo essencial de Encalyptus
globulus possui uma capacidade antiaderente contra Staphylococcus aurens equivalente
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ao digluconato de clorexidina 0,12 %, o que salienta a possibilidade de seu uso como
método alternativo favorecendo o emprego de produtos naturais, que tem o potencial
de causar menos efeitos citotéxicos, na pratica clinica. E importante, entretanto, que
mais estudos sejam conduzidos com o objetivo expandir o conhecimento sobre 0 meca-
nismo de a¢ao a fim de garantir o uso seguro destes produtos. No entanto, o éleo essen-
cial de Eucalyptus citriodora nao apresentou efeito positivo na inibi¢o da aderéncia
bacteriana em nenhuma das concentragoes testadas para Staphylococcus aureus, apesar
de revelar potencial antimicrobiano na literatura.
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