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RESUMO

Mesmo com os avangos técnicos da Endodontia, sdo frequentes os insucessos
endodoénticos, sendo indicado o retratamento. A remog¢ado do material obturador do
canal radicular € uma etapa importante para o sucesso clinico do retratamento, sendo
necessaria a utilizagcao de solventes quimicos para remocado do material obturador,
muitas vezes téxicos a saude humana e ao ambiente. Portanto, neste trabalho foram
avaliadas a efetividade e a seguranga de 6leos essenciais pertencentes ao género
Citrus como alternativa aos solventes endodénticos convencionais. Foram
investigadas a capacidade solvente e a atividade biolégica de 10 6leos essenciais (1
- C. aurantium var. amara, 2 - C. deliciosa, 3 - C. deliciosa, 4 - C. sinensis, 5 - C.
grandis, 6 - C. medica limonum, 7 - C. aurantium dulcis, 8 - C. reticulata, 9 - C. sinensis,
10 - C. sinensis) e 3 controles (eucaliptol, Endosolv®E e cloroférmio). O perfil quimico
dos O6leos essenciais foi avaliado por meio da cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas; a efetividade dos 6leos essenciais na remocgao da guta-
percha, por meio dos testes de desintegragéo; dureza por penetragdo e analise da
superficie da guta percha, através de microscopia eletrénica de varredura. Também
foram avaliados o potenciais biolégicos: a) antimicrobiano por meio da analise
turbidimétrica contra E. faecalis ATCC 51299 e C.albicans ATCC 10231 e a atividade
antioxidante pelo do método de sequestro de espécies reativas de oxigénio. A
toxicidade foi avaliada pelo ensaio com 3-(4,5-dimetil-2tiazolil)-2,5-difenil-2H tetrazodlio
(MTT) empregando fibroblastos murinos (L929). Todos os oOleos apresentaram D-
limoneo e B-mirceno na sua composi¢cdo. O 6leo 7 apresentrou maior efetividade na
remogao da guta percha. Todos os Oleos apresentaram atividade bacteriostatica
contra E. faecalis ATCC 51299 e apenas os 6leos 1, 5 e 6 apresentaram atividade
antifungica contra C. albicans ATCC 10231. Os ¢6leos 1-4, 6, 7, 9 apresentaram maior
atividade antioxidante em comparacao com os controles. Nenhuma substancia
avaliada demonstrou ser citotéxica para fibroblastos murinos (L929) até a
concentragcdo de 62,5 ug/mL. Conclui-se que o éleo 7 é uma alternativa viavel a
utilizacao de solventes organicos convencionais, pois apresenta compostos quimicos
com capacidade efetiva de solubilizagdo da guta percha, exibiu atividades
antimicrobiana e antioxidante, além de baixa citotoxicidade. Ainda, representa uma

opgao natural que propicia o bem-estar aos pacientes que desejam solugdes praticas,



mas que também estdo preocupados nos impactos nos ambitos social, ambiental e

econdmico que estes produtos podem causar.

Palavras-chave: Oleo essencial, Fitoterapia, Endodontia, Guta percha, Odontologia.



ABSTRACT

Endodontic failures are frequent even with the technical advances in the field, and
retreatment is indicated then. Removing the filling material from the root canal is an
important step for the clinical success of retreatment, but it requires chemical solvents
that are often harmful to health and the environment. Therefore, this study aimed to
assess the efficacy and safety of essential oils belonging to the Citrus genus as an
alternative to conventional endodontic solvents. It investigated the solvent capacity and
the biological activity of ten essential oils (1 - C. aurantium var. amara; 2 - C. Comida,
3 - C. Comida, 4 - C. sinensis; 5 - C. grandis; 6 - C. medica limonum; 7 - C. aurantium
dulcis; 8 - C. reticulata; 9 - C. sinensis; 10 - C. sinensis) and three controls (eucalyptol,
Endossolv®E, and chloroform). Gas chromatography/mass spectrometry gave the
chemical profile of the essential oils, disintegration tests assessed the oils' effectivity
on gutta-percha removal, and scanning electron microscopy evaluated the durability
by penetration and the gutta-percha's surface. Moreover, the biological assessments
included: a) antimicrobial analysis through the turbidimetric analysis against E. faecalis
(ATCC 51299) and C.albicans (ATCC 10231); b) antioxidant activity using the method
of sequestration of reactive oxygen species; c) cell toxicity on L929 fibroblasts through
3-(4,5-dimethyl-2thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H tetrazolium (MTT) assay. D-limoneo and [3-
myrcene were the two joint components found in all essential oils. Oil 7 was more
effective in removing gutta-percha. All oils were bacteriostatic against E. faecalis
(ATCC 51299), and only oils 1, 5, and 6 showed antifungal activity against C. albicans
(ATCC 10231). Compared to control, oils 1-4, 6, 7, and 9 showed higher antioxidant
activity. None of the oils were toxic against L929 cells up to 62.5 ug/mL. We concluded
that oil 7 is a viable alternative to organic solvents since it presented chemical
compounds with solubilization capacity, exhibited antimicrobial and antioxidant
activities, and showed low cytotoxicity. Furthermore, this oil represents a natural option
and offers welfare to patients seeking practical solutions but also looking for

alternatives with less social, environmental, and economic impacts.

Keywords: Essential oil, Phytotherapy, Endodontics, Gutta-percha, Dentistry.
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1 INTRODUGAO

O tratamento endodéntico € um procedimento odontolégico conservador que
envolve multiplas etapas (da abertura da camara pulpar até o selamento coronario),
as quais exigem planejamento para que o mesmo seja exitoso (SOUZA et al., 2021).
E necessario em dentes cujo tecido pulpar se tornou irreversivelmente inflamado ou
necrotico (SOARES, 2018). Essa terapia consiste na remogao da polpa dentaria, no
preparo quimico-mecanico do canal radicular e posterior obturacdo (NEELAKANTAN,
2017). Atualmente, o material mais utilizado na obturagdo do canal é a guta percha
associada ao cimento a base Oxido de zinco e eugenol (AKHLAGHI, 2013;
CARVALHO, 2020).

As principais causas de insucessos endoddnticos s&o resisténcia microbiana,
canais tratados de forma insatisfatéria, sobreobturacéo, obturacido aquém do apice ou
falhas na condensagao, entre outras (PRADA, 2019; YOUSUF, 2015). Os
microrganismos mais frequentemente associados ao fracasso s&o os Enterococcus
faecalis, seguido pela Candida albicans (DUMANI, 2012; KUMAR, 2015;
SWIMBERGHE, 2019).

A grande diferenga entre a terapia endoddntica primaria e o retratamento
consiste na remocgao do material endodoéntico (DEL FABRO, 2016). Para remogao do
material obturador (guta percha e cimento) do canal radicular, o método mecéanico
(uso de limas e brocas) associado ao quimico (solventes) € o mais utilizado
(CAMOES, 2010). Os solventes mais amplamente empregados s&o o cloroférmio, o
tetracloroetileno e o eucaliptol, tendo como desvantagens a alta carcinogenicidade,
citotoxicidade, hepatoxicidade, neurotoxicidade e alteragcbes renais (AKHALAGHI,
2013; ASCHENGRAU, 2017; CEDERBERG, 2010; CICHOCKI, 2019; GUYLTON,
2014; KHALLEF, 2017 LASH, 2019; LUO, 2019; MEDEIROS, 2019; RIBEIRO, 2006;
RIBEIRO, 2007; RIBEIRO, 2008; VAJRABHAYA, 2004; WANG, 2018). Destaca-se a
necessidade de se evitar o uso dos mesmos (VERMA, 2018).

Um solvente endodéntico ideal deve apresentar baixa citotoxicidade, auséncia
de carcinogenicidade, alto efeito solvente, baixa tensdo superficial, agdo rapida, facil
manipulagao e vida util longa (TAMSE, 1986; WENNBERG, 1984). Atualmente, tem-
se uma nova postura de consumidores que se preocupam com processo produtivo,

com a sustentabilidade do produto, visando um menor impacto ao meio ambiente e
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maior responsabilidade social optando por produtos mais saudaveis e sustentaveis. O
mercado verde tem aumentado de forma elevada nos ultimos anos, deixando evidente
um nicho em expansao (LOPES, 2014). Observando esse cenario, a utilizagado de
fitoterapicos, como solventes endoddnticos, poderia impulsionar a agricultura familiar
e ainda diminuir os impactos ambientais e toxicolégicos dos solventes organicos
(REHMAN, 2013).

O Brasil € um dos maiores produtores mundiais de frutas, (VIDAL, 2021),
gerando assim subprodutos industriais com propriedades bioativas (ARAUJO, 2020),
pois as frutas citricas apresentam em suas cascas glandulas produtoras de 6leos
essenciais (DUGO, 2002), que s&o compostos volateis, muito utilizados
comercialmente na fabricagcdo de medicamentos (KHEDMAT, 2015) e poderiam ser
uma alternativa viavel como solventes endodénticos (REHMAN, 2013).

Nos ultimos anos tem-se aumentado o interesse nas propriedades biolégicas dos
Oleos essenciais, particularmente devido aos seus efeitos antioxidantes e
antimicrobianos (ARAUJO, 2020). Diversos estudos tém demonstrado a utilizagao do
Oleo de casca de laranja como medicamento odontolégico, sendo um possivel
solvente endodéntico (BAYRAM, 2017; CASTRO, 2018; DEMIBURGA, 2016;
TREVISAN 2017). No entanto, na Odontologia, alguns estudos experimentais
envolvendo o uso de dleos de laranja n&o identificaram botanicamente a espécie
vegetal utilizada, tdo pouco qual a estrutura (caule, sementes ou casca) que deu
origem ao 6leo, bem como a caracterizagcdo desse (BAYRAM, 2017; DEMIRBURGA,
2016; KARATAS, 2016; PALHAIS, 2017; REHMAN, 2013; YADAV, 2016).

Diante do panorama de necessidade de cuidados endodénticos antes, durante
e/ou apés a pandemia de COVID-19, é importante adaptar as praticas odontoldgicas,
por meio da adogao de protocolos que atenuem os riscos de transmissao viral, o que
inclui ndo so6 a utilizagdo de equipamentos de protecéo individual; a otimizacdo do
rastreamento, da triagem e do diagndstico dos pacientes, bem como a redugao do
numero de visitas do paciente para realizar o tratamento endoddntico por meio de
maior eficiéncia (HAAS, 2021). Dentro deste contexto, neste trabalho foi avaliada a
efetividade e a seguranca de 10 6leos essenciais pertencentes ao género Citrus como
alternativa aos solventes endoddnticos convencionais, visando a otimizacdo do

procedimento endoddntico.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 TRATAMENTO ENDODONTICO

O tratamento endodéntico € um procedimento odontologico amplamente
utilizado e necessario em dentes cujo tecido pulpar se tornou irreversivelmente
inflamado ou necrético (SOARES, 2018). Essa terapia consiste na remog¢ao da polpa
dentaria, preparo mecanico e quimico do canal radicular e posterior obturagao
(NEELAKANTAN, 2017).

Entre as principais causas que levam a sua indicag&o estédo as lesdes cariosas
extensas com contaminagao da polpa dentaria, lesdes néao cariosas como abrasao e
abfracdo, necessidade de instalagdo de nucleos e pinos protéticos, entre outros
(SOARES, 2018).

A obturacdo do canal radicular pode ser realizada com diversos materiais
odontoldgicos, sendo a guta percha associada ao cimento a base oxido de zinco e
eugenol o material mais utilizado na pratica clinica (AKHLAGHI, 2013).

O sucesso endodéntico esta diretamente relacionado a desinfecgdo adequada
do canal, a exceléncia na modelagem delimitando um bom selamento coronal e apical,
seguido da reabilitacdo do dente na arcada dentaria, devolvendo funcédo a este. O
tratamento endoddntico quando bem executado evita dor, lesGes periapicais e perda
dentaria (ESTRELA, 2014).

2.2 INSUCESSO ENDODONTICO

Fracassos na terapia endoddntica sao frequentes e atingem em torno de 10%
dos dentes tratados (YOUSUF, 2015). A etiologia do insucesso € diversificada e
abrange desde tratamentos endodénticos insatisfatorios, a tratamentos adequados -
porém associados a fatores microbianos, nao-microbianos, intrinsecos ou extrinsecos
(BERGENHOLTZ, 2016; PRADA, 2019).

No que concerne aos fatores microbianos, temos que: os canais tratados de
forma insatisfatéria, com obturacdo aquém do apice ou falhas na condensacéo,
apresentam microbiota semelhante a infecgdo primaria (PRADA, 2019). Microbiota

esta do tipo mista, contendo equilibrio entre bactérias Gram-positivas e Gram-



19

negativas, contendo cerca de 4 a 7 linhagens bacterianas (PEREIRA, 2017,
POURHAJIBAGHER, 2017).

No caso de tratamento endodéntico bem executado, com correto preparo
quimico-mecanico e realizagdo de medicagbes intracanal, as bactérias podem
permanecer em regides de istmos, ramificagdes, reentrancias, tubulos dentinarios e
espacos radiculares, ocasionando o insucesso endodéntico (BERGENHOLTZ, 2016;
ZUBIZARRETA, 2019). Nestes casos, geralmente observam-se monoinfecg¢des
associadas as batérias Gram-positivas ou infec¢gées mistas. Os microrganismos mais
frequentemente associados aos casos de retratamento sdo Enterococcus faecalis,
seguido pela Candida albicans, sendo estes resistentes ao uso de medicamentos
como o hidroxido de calcio (ASHRAF, 2007; DUMANI, 2012; KUMAR, 2015;
SWIMBERGHE, 2019).

O retratamento endoddntico causado por formacao de biofilme extra-radicular é
raro, cerca de 4% dos casos de retratamento (SIQUEIRA, 2000). Pode-se citar a
sobreobutaracdo como causa de insucesso endodoéntico, representando cerca de
10,2% dos casos de retratamento (YOUSUF, 2015). O paraformaldeido e cimentos
endodénticos previamente a presa apresentam toxicidade (AN, 2019), ja o cone de
guta percha e o0s cimentos endodonticos, apds a presa, apresentam
biocompatibilidade. Autores relataram que esse insucesso esta mais relacionado ao
selamento apical, ja que na sobreobturagdo o selamento apical é deficiente,
permitindo que fluidos apicais ricos em glicoproteinas sejam levados ao interior do
canal, servindo de substratos aos microrganismos resistentes (WASHIO, 2019;
SIQUEIRA, 2000; SHEMESH, 2011). Porém, outra vertente defende que, durante a
sobreinstrumentacao, raspas de dentina infectada sejam levadas para o interior da
lesao periradicular perpetuando a infecgao (NG, 2008).

O selamento coronario insatisfatorio também pode ser responsavel pelo
insucesso endodéntico, haja vista a solubilidade do cimento radicular que, em contato
com a saliva, causa a recontaminagao do canal (BRITO-JUNIOR, 2009). Segundo
Siqueira e colaboradores (2000), a média de dias para a contaminagao é de 30 a 60
dias. Diversas sao as causas da perda do selamento coronario: fratura da restauragao
(provisoria ou permanente) ou da estrutura dental, microinfiltragdo através do selador
e lesdo cariosa (LASKE, 2019).

Outros motivos de insucessos podem estar associados aos fatores nao

microbianos, como reacéo de corpo estranho, incluindo pedacos de cone de papel ou
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o algodéo utilizados durante o preparo. Ainda, ttm-se os acidentes transoperatorios:
perfuracdes radiculares, fratura de limas, insucesso no tratamento quimico-mecanico,

obturagao inadequada e calcificagdes no canal radicular (DEL FABRO, 2016).

2.3 RETRATAMENTO ENDODONTICO

O retratamento endodéntico é realizado a partir do seguinte protocolo: inicia-se
pela remocédo da restauragdo coronaria e dos retentores intra-radiculares, com
subsequente esvaziamento do canal radicular (remogdo do material obturador),
reinstrumentacao, medicagao intracanal e obturagdo do canal (DEL FABBRO, 2016).

Essa tese enfatiza a etapa de remog¢ao do material obturador do canal radicular.
A grande diferenca entre a terapia endodéntica primaria e o retratamento consiste na
remogao do material endoddntico (FIEDMAN et al., 2002). Maisto (1975) classificou
0s materiais obturadores quanto ao estado: solido (cones de guta percha e prata) ou
plastico (cimentos e pastas). A guta percha € um polimero de hidrocarboneto extraida
da espécie Palaquium, podendo apresentar-se como isopreno ou metilbutadieno
(SIQUEIRA, 2000), sendo o material obturador mais utilizado no tratamento
endoddntico (AKHLAGHI, 2013).

2.4 REMOGAO DA GUTA PERCHA DO CANAL RADICULAR

A remogao do material obturador (guta percha e cimento) pode ser realizada por
meios térmicos, mecanicos, quimicos ou pela combinagao destes.

Os meios térmicos usados sao Touch'n Heat, System B e os calcadores de
Donaldson ou de Paiva, que devem ser aquecidos e levados ao canal radicular,
evitando aquece-los a vermelho-rubro pois a alta temperatura pode causar injurias nos
tecidos periodontais (LEE, 1998). Os meios mecanicos mais empregados sao as limas
Hedstrom, as quais s&o inseridas entre a parede do canal radicular e 0o material
obturador, com técnica de giro no sentido horario e apresentando grande éxito nas
obturagdes pouco compactadas (HUANG, 2007). Limas tipo K, utilizadas para a
remoc¢ao de material endoddéntico bem compactado, sdo inseridas no canal radicular
obturado e rotacionadas no sentido horario (de uma a duas voltas), em seguida séo

tracionadas no sentido apice—coroa, removendo assim a guta percha obturadora. O
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ultrassom também pode ser utilizado (JAIN, 2015) e, na atualidade ressalta-se o uso
dos sistemas rotatorios (BHAGAVALDAS, 2017; CASTRO, 2018).

As brocas Largo e Gates-Glidden (sem corte na ponta) sdo muito utilizadas para
a remogao do material obturador (KAYAHAN, 2017). O corte é efetuado pela lateral
da broca, o que diminui as iatrogenias como a perfuragéo do canal radicular (HUANG,
2007). As brocas Peeso também podem ser empregadas, se manipuladas com
cautela, pois apresentam corte em sua ponta, o que pode ocasionar perfuragoes,
desvios e degraus (BRANTLEY, 1994). Todas as brocas sdo acopladas a caneta de
baixa rotagéo e contra-angulo com sentido de rotagao a direita. Devido a for¢a de atrito
estatica e levando em consideracdo o limite de resisténcia ao cisalhamento do
material da broca, deve-se inseri-la no canal radicular em movimento, visando reduzir
a possibilidade de fraturas (BARNES, 2011; HUANG, 2007; KAYAHAN, 2017). Os
meios mecanicos para a remogao de guta-pecha do canal radicular podem ser
associados aos solventes para potencializar a retirada do material obturador (HUANG,
2007; JAIN, 2015).

Apos a remogao do tergo cervical da guta percha, por quaisquer métodos
supracitados, o espaco antes preenchido pelo material obturador é substituido por um
solvente de escolha que deve atuar por alguns minutos. O ter¢co médio do canal deve
ser removido com limas tipo Kerr ou Hedstrom, sempre alternando a irrigagcéo entre o
hipoclorito de sodio e o solvente. No ter¢o apical, deve-se realizar a remogao com
limas, evitando a utilizagao do solvente e consequente extravasamento com danos na
regiao periapical (CAMPELLO, 2019; COLOMBO, 2016; HUWANG, 2015). O método
puramente mecanico apresenta riscos, tais como perfuracbes do canal radicular,
confecgao de degraus, desvios na forma original do canal e fraturas dos instrumentos
(HUANG, 2007; JAIN, 2015).

Em 11 de margo de 2020, a Organizagdao Mundial da Saude (OMS) declarou a
doencga coronavirus (COVID-19) causada pelo virus SARS-CoV-2 como pandemia.
Seu principal meio de transmisséo se da por goticulas de saliva, assim os Cirurgioes-
Dentistas sdo considerados grupo de maior risco entre os profissionais de saude
(JAMAL, 2020), sendo o retratamento endoddntico uma urgéncia odontologica. Apds
a pandemia, o tempo de realizacdo desse procedimento deve ser diminuido, conforme
estudo realizado por Olivieri e colaboradores (2021) reduzindo assim o tempo de

€Xposicao a aerossois.
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Assim, a associagdo dos métodos quimicos e mecanico fornecem mais
seguranca e rapidez no atendimento e, por isso, € mais utilizada (OYAMA, SIQUEIRA
e SANTO, 1999; ROSA, 2007).

2.5 SOLVENTES ENDODONTICOS CONVENCIONAIS

Solventes sdo substancias que agem amolecendo a guta percha e o cimento
obturador facilitando a ac&o dos instrumentos no canal radicular (CAMOES, 2010).
Diversos solventes organicos tém sido utilizados e estudados para a remogao da guta
percha do canal radicular. Ressalta-se que grande parte desses s&o toxicos e sua
utilizagao deveria ser evitada (VERMA, 2018).

2.5.1 Cloroférmio (triclorometano)

O cloroférmio € um solvente organico amplamente empregado na Odontologia,
sendo considerado padrao-ouro para a remog¢ao de guta percha do canal radicular,
por possuir elevada capacidade de dissolu¢ao, acao rapida e atividade antimicrobiana
contra o Enterococcus faecalis (DAGNA, 2017; SCOTT, 2006). Estudo in vitro
realizado por Chutich (1998) demonstrou que seu uso é seguro, pois a dose em
contato com os tecidos periapicais é pequena, nao apresentando toxicidade.
Entretanto, estudos posteriores demonstraram que o cloroférmio apresenta elevada
citotoxicidade em contato com os tecidos periapicais, gerando necrose 0ssea com
possibilidade de perda dentaria (Figura 1) (AKHLAGHI, 2013; VERMA, 2018).

Figura 1 — Citotoxicidade do cloroférmio em contato com os tecidos periapicais.

A: tecido necroético apés a exposicao ao cloroférmio, B: aspecto
clinico dias apés a injuria. Fonte: Akhlaghi (2013).
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O cloroférmio apresenta distintas propriedades negativas como: citotoxicidade,
evidenciada em diversos estudos (AKHALAGHI, 2013; MEDEIROS, 2019; RIBEIRO,
2006; RIBEIRO, 2007; RIBEIRO, 2008; VAJRABHAYA, 2004), hepatotoxicidade
(WANG, 2018), degeneragdao da mucosa olfativa em ratos (ZHENG, 2018),
carcinogenicidade em testes com animais (MEDEIROS, 2019; VITTOZZI, 2000),
alteracdes estruturais no DNA como rupturas e mutagdes (KHALLEF, 2017). Sendo,
portanto, classificado pela Agéncia Internacional de Pesquisa como cancerigeno do
grupo 2B (IARC, 2003). Desde a identificagdo do potencial carcinogénico do
cloroférmio, é crescente o interesse em identificar um solvente eficaz e alternativo
para o uso odontolégico (DAGNA, 2017).

2.5.2 Eucaliptol

O eucaliptol (1 metil, 4 isopropil ciclo-hexano, 1-4 6xido) é outro solvente de uso
odontolégico com capacidade de dissolver a guta percha (FARIA-JUNIOR, 2011;
GOMES, 2013, MAGALHAES, 2007; TANOMARU, 2010), tendo acéo semelhante ao
oleo de laranja (KARATAS, 2016) e com menor efetividade quando comparado ao
cloroférmio e ao tetracloroetileno (GOMES, 2013; FARIA-JUNIOR, 2011; KARATAS,
2016). No entanto, alguns trabalhos mostraram que o eucaliptol ndo apresentou agéo
emoliente, dado o elevado tempo necessario para a platificagdo do material obturador
(CAMOES, 2010, ROSA, 2007).

Aldoghaim (2018) analisou o 6leo essencial extraido de diversas espécies de
eucalipto, e seu principal componente foi o 1,8 cineol. Tendo constatado atividade
antimicrobiana menos efetiva contra a Candida albicans e Enterococcus faecalis.
Segundo Oliveira (2011) o composto fitoquimico 1,8 cineol aumenta a permeabilidade
de membrana, facilitando a entrada de outros agentes antimicrobianos, sendo descrito
como detentor de efeito antimicrobiano marginal.

O eucaliptol, in vitro, foi citotoxico para células de linfoma de camundongo, nas
concentragdes de 2,5 a 10 uL/mL, porém nao foi capaz de alterar o DNA destas células
(RIBEIRO, 2006), sobre a efetividade na remo¢ao do material obturador, dos canals
radiculares de molares, foi provado que o o eucaliptol ndo auxiliou a remogao do
material obturador (CAMPBELLO, 2013).
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2.5.3 ENDOSOLV® E

Endolsolv® E é composto por 92,30 gramas do principio ativo tetracloroetileno e
excipientes (quantidade suficiente para 100 gramas) (ENDOSOLV® E -
SEPTODONT, PARIS, FRANCA). Representa outro solvente orgénico muito usado
em Odontologia, com alta capacidade emoliente (BAYRAM, 2017; BHAGAVALDAS,
2017; FERREIRA, 2017), curto tempo de utilizagdo (2 minutos) e elevada efetividade
(MUSHTAQ, 2012). Associa-se, quando necessario, aos outros solventes como o
citral e o eucaliptol para aumentar o potencial dessas substancias (FARIA JUNIOR,
2011).

Estudos realizados em ratos demonstram alteragdes renais e hepaticas
relacionadas ao tetracloroetileno (CICHOCKI, 2019; LUO, 2019). Alteragdes no DNA
do figado também foram observadas (CEDERBERG, 2010). Também existem
evidéncias da associacdo do tetracloroetileno ao cancer de bexiga, linfoma nao-
Hodgkin e mieloma multiplo, sugerindo potencial carcinogénico e neurotdxico
(ASCHENGRAU, 2017; GUYLTON, 2014). Segundo Lash (2019), o tetracloroetileno
é classificado pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) no grupo 2,
ou seja, como provavel agente carcinogénico para os seres humanos. Ademais, de
acordo com Getz (2012), pessoas expostas ao tetracloroetileno, podem apresentar
alteragao visual com incapacidade discriminatoria de cores.

Diante do exposto, identifica-se que o cenario atual da Endodontia consiste na
utilizacdo de solventes organicos com consideraveis impactos negativos na saude
humana. Assim sendo, é premente a necessidade de se disseminar informagdes
sobre a toxicidade e a biocompatibilidade dos materiais utilizados (VERMA, 2018). Um
solvente endoddntico ideal deve apresentar baixa citotoxicidade, auséncia de
carcinogenicidade, elevado efeito solvente, baixa tens&o superficial, agédo rapida, facil
manipulagao e vida util longa (CAMPELLO, 2019; TAMSE, 1986; WENNBERG 1984).
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2.6 POLITICA NACIONAL DE PRATICAS INTEGRATIVAS E COMPLEMENTARES
(PNPIC)

A OMS designa a Medicina Tradicional e Complementar como um conjunto
heterogéneo de praticas, saberes e produtos agrupados que ndo pertencem ao
escopo da medicina convencional (SOUZA, 2017).

A discussdo em torno das Medicinas Tradicionais Complementares e
Integrativas vem crescendo consideravelmente em muitos paises. No Brasil, essa
pratica ja era aplicada em municipios e estados, sendo um dos pioneiros na
implementagéo dessas praticas na saude publica nas Américas (SILVA, 2020).

No Brasil, a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) no Sistema Unico de Saude (SUS) foi aprovada por unanimidade pelo
Conselho Nacional de Saude (CNS) e publicada na forma das portarias ministeriais n°
971, de 3 de maio de 2006, e n°1600, de 17 de julho de 2006, visando a prevengéo e
recuperacao de patologias; promogao de saude; garantir qualidade, eficacia, eficiéncia
e segurancga, quanto ao uso das praticas complementares, além de estimular o uso
das terapias alternativas para o tratamento de doengas (BRASIL, 2006). Os recursos
terapéuticos inicialmente reconhecidos e com possibilidade de oferta no SUS foram:
medicina tradicional chinesa/acupuntura, homeopatia, plantas medicinais, fitoterapia,
medicina antroposdfica e termalismo-crenoterapia. Entre 2017 e 2018, ampliaram-se
0S recursos com arteterapia, ayurveda, biodanga, danga circular, meditagao,
musicoterapia, naturopatia, osteopatia, quiropraxia, reflexoterapia, reiki, shantala,
terapia comunitaria integrativa, yoga, aromaterapia, apiterapia, bioenergética,
constelagao familiar, cromoterapia, geoterapia, hipnoterapia, imposicdo de maéaos,
ozonioterapia e terapia de florais (SILVA, 2020).

Apesar da importancia da PNPIC, existem pontos frageis na sua implementacéo,
tais como a dificuldade na ampliagao do acesso, na oferta e no financiamento para o
fortalecimento desses servigos; precaria formagao de profissionais, a caréncia de
recursos materiais e de infraestrutura (SOARES, 2019). Por outro lado, o crescimento
da procura dessas politicas por parte da populacédo se deve ao reposicionamento do
paciente como o centro do atendimento, a relagao profissional-paciente é o elemento
fundamental na terapéutica, meios de tratamentos simples, diminuindo de forma
significativa o uso de tecnologias, tendo como categoria central a saude e nao a
doenca (SANTOS e TESSER, 2012).
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A procura por essas praticas vem crescendo nos ultimos anos, conforme o
Sistema de Informagdo em Saude para a Atengao Basica (SISAB) do Departamento
de Atencgado Basica do Ministério da Saude. Em 2021 foram registrados 384.156
atendimentos (BRASIL, 2021), o que mostra que a populagao aderiu a essa pratica
(BRASIL, 2021).

2.7 FITOTERAPIA

Conforme Resolugéo n° 26, de 13/05/2014, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, publicada no diario oficial de 14/05/2014, no capitulo 1, Sec¢éao Il, Artigo 2°,
paragrafo 1 sdo considerados medicamentos fitoterapicos os obtidos com emprego
exclusivo de matérias-primas ativas vegetais, cuja seguranca e eficacia sejam
baseadas em evidéncias clinicas e que se caracterizem pela constancia de sua
qualidade (BRASIL, 2014).

Em 1978, apds debates mundiais sobre a regulamentagao da fitoterapia, obteve-
se a Declaragao de Alma Ata na qual se defendeu o uso de plantas medicinais e
fitoterapicos como cuidado paliativo, curativo e profilatico (MACEDO, 2016).

Através do Decreto n® 5813, de 22 de junho de 2006, artigo 1°, ficou aprovado a
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, entre os objetivos desse
decreto destacam-se a promogé&o, o desenvolvimento de tecnologias e inovagdes na
area de fitoterapia, visando a inclusdo da agricultura familiar nas cadeias e nos
arranjos produtivos das plantas medicinais, insumos e fitoterapicos e promovendo um
desenvolvimento sustentavel (BRASIL, 2006). Por fim, no ano de 2008, o Programa
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos foi aprovado (BRASIL, 2009). No
mesmo ano o Conselho Federal de Odontologia (CFO) reconheceu e regulamentou o
uso da fitoterapia como pratica integrativa e complementar a saude bucal, através da
Resolucdo do CFO, n°82, de 25 de setembro de 2008. Toda essa trajetoria permitiu a
insercdo da fitoterapia e das plantas medicinais no Sistema Unico de Saude,
promovendo assim maior acesso da populagéo a esse método.

O Brasil apresenta uma grande biodiversidade com alta variabilidade de plantas
medicinais (FRANCO, 2018). Observando esse cenario, a utilizagédo de fitoterapicos,
como solventes endodénticos, poderia impulsionar a agricultura familiar, diminuir os
impactos ambientais e toxicolégicos dos solventes organicos (BRASIL, 2006;

REHMAN, 2013). Levando em consideragdo o que foi explicitado acima, os oleos
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essenciais extraidos de plantas e amplamente utilizados na aromaterapia,
cosmetologia, formulacdo de medicamentos e suplementos (ABDEL-DAIM, 2020)

poderiam ser uma alternativa viavel como solvente endodéntico (REHMAN, 2013).

2.7.1 Género Citrus uma alternativa aos solventes convencionais

As plantas do género Citrus (pertencem a familia Rutaceae, ordem Sapindales,
classe Magnoliopsida) sdo nativas do sudeste da Asia e da bacia do Mediterraneo.
Encontraram no solo brasileiro condi¢des excelentes para alcangar alto nivel de
qualidade (DUARTE, 2016). Diversas sao as frutas do género Citrus como as laranjas,
tangerinas, mandarinas e limdes (DUAN et al., 2017; HUNG et al., 2017Z; ZHANG et
al., 2017), mundialmente consumidas devido as caracteristicas agradaveis como cor,
aroma e sabor doce (CHOUZA, 2011; POLTI, 2013). O Brasil € o maior produtor de
frutas citricas do mundo, produzindo cerca de 20 milhées de toneladas de laranja,
limdo e tangerina, o que representa cerca de 25% da produgédo mundial
(MERLADETE, 2021).

E grande a variabilidade de nutrientes e bioativos encontrados em suas frutas
como: vitaminas C e B, carotenos, flavonoides, glicosideos, cumarinas, limonoides,
fibras, minerais e fenilpropanoides (DUAN et al., 2017; HUNG et al., 2017; ZHANG et
al., 2017).

O interesse por produtos ecoldgicos que apresentem baixo impacto ambiental e
sejam seguros ao consumidor tem aumentado nos ultimos anos. Nessa perspectiva,
a composigao quimica e atividades bioldgicas dos 6leos essenciais do género Citrus
tém despertado o interesse (ARAUJO, 2020), pois as frutas citricas apresentam em
suas cascas, glandulas produtoras de Ooleos essenciais (DUGO, 2002). Tais
compostos volateis sdo profusamente utilizados comercialmente na fabricagcdo de
medicamentos (KHEDMAT, 2015).

Nos ultimos anos, tem-se avolumado o interesse pelas propriedades bioldgicas
dos Oleos essenciais, particularmente devido aos seus efeitos antioxidantes e
antimicrobianos (ARAUJO, 2020). Diversos estudos tém demonstrado a utilizacdo do
Ooleo de laranja como medicamento odontolégico sendo um possivel solvente
endodoéntico (BAYRAM, 2017; CASTRO, 2018; DEMIBURGA 2016 TREVISAN 2017).

Nos estudos cientificos odontolégicos, com 6leo de laranja, ndo é possivel

identificar a planta utilizada, qual a estrutura (caule, sementes ou casca) que deu
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origem ao O6leo, bem como a caracterizagdo do mesmo (BAYRAM, 2017,
DEMIRBURGA, 2016; KARATAS, 2016; PALHAIS, 2017; REHMAN, 2013; YADAV,
2016).

2.7.2 Citrus aurantium var. amara

Conhecido popularmente como laranja amarga, a Citrus aurantium var. amara &
muito utilizada na culinaria e na medicina chinesa (SHEN,2020). Apresenta atividade
antitumoral, antiinflamatéria, antibacteriana e antioxidante (SUNTAR, 2018; SHEN,
2017). Seu extrato, na dose terapéutica, ndo apresenta efeitos indesejaveis em
humanos (SUNTAR, 2018), sendo os componentes bioativos pouco conhecidos (YU,
2020).

O dleo essencial extraido da C. aurantium var. amara contém principalmente
limoneno, linalol e [(-mirceno, podendo ocorrer variabilidade de composicao
dependendo do local de cultivo (SUNTAR, 2018). No estudo realizado por Shen (2017)
as principais substancias foram o linalol, a-terpineol, limoneno e acetato de linalil.

Yu (2020) realizou estudo de metabdlitos secundarios a partir de flores, frutos,
folhas, caules e raizes empregando a a cromatografia liquida de alta eficiéncia e
identificou 295 metabdlitos, sendo 89 fitoquimicos (19 flavonas, 27 flavononas, 12
polimetoxiflavondides, 4 cumarinas, 15 alcaloides, 1 limonoides).

Na analise cromatografica das flores, foi evidenciada elavada concentragao de
flavonoides, homoeriodictiol (HE) e hesperetina-7-O-B-D-glucopiranosideo (HG). O
HE mostou-se mais efetivo que o HG na inibicdo da resposta induzida por
lipopolissacarideos, inibindo a produgao de interleucina 6, fator de necrose tumoral a,

interleucina 1 B, resultando em efeito antiinflamatério (SHEN,2020).
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2.7.3 Citrus deliciosa

Popularmente conhecida como bergamota ou tangerina, elas sdo muito
consumidas na dieta brasileira. Suas cascas apés o consumo contém grande
quantidade de compostos fendlicos, os quais apresentam elevada atividade
antioxidante (ATES, 2017; BALASUNDRAM, 2006; SAHIN, 2015). Nawaz (2020)
ressalta a possibilidade de existir diferengas na atividade antioxidante relacionadas ao
periodo de maturacgao do fruto.

A composicado quimica do oleo essencial, em diferentes condi¢cdes de extracéo
e tempo de colheita, ndo se modifica qualitativamente, mas sim quantitativamente;
sendo o limoneno o composto com maior concentracédo (MINTEGUIAGA, 2017).

O dleo essencial obtido das folhas da C. deliciosa, analisado por meio da
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa, tem como principal
constituinte o limoneno, apresentando divergéncias em sua concentragao de 91,27%
no trabalho conduzido por Dias (2020) e de 72% no experimento desenvolvido por
Dugo (2011).

2.7.4 Citrus limonia

Popularmente conhecido como limao cravo ou liméao rosa. Os 6leos extraidos de
suas sementes sao ricos em acidos graxos, tais como o caprilico, palmitico, estearico,
oléico, linoléico, linolénico e araquidico (REDA, 2005). Ja os 6leos obtidos de suas
folhas, apresentam o limoneno (29,9%), o B-pineno (12,0%), o sabineno (9,0%), o
citronelal (9,0%) e o citronelol (5,8%) (MARTINS, 2017).

No estudo conduzido por Abdel-daim (2020), os principais componentes do 6leo
foram D-limoneno (20,38%), 5-metil-pentadecano (5,33%), (n)-mentol, (5,18%), 3,7-
dimetil- (E) -2,6-octadienal (5,16%), 3,7-dimetil-2,6-octadienal (4,92%), e nonadecano
(4,40%). Porém, no experimento de Amorim (2016), o 6leo extraido da casca do fruto
da C. limonia apresentou 65,7% de limoneno, 12,3% y-terpineno, 1,9% mirceno, 1,6%
a-terpineno, 1,2% sabineno.

Chen (2020) avaliou a capacidade antioxidante da casca, do fruto e do suco da
C. limonia, através do método de sequestro de espécies reativas pelo 2,2-difenil-
1picril-hidrazi, encontrando que a casca do fruto apresenta maior atividade

antioxidante do que o suco da fruta.
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Nos ensaios de citotoxicidade envolvendo células de fibroblastos sadios
oriundos de pulmao humano (GM07492-A), observou-se que concentragdes 2156,3
nug/mL reduziram significativamente a viabilidade celular, quando comparada ao
controle negativo (MARTINS, 2017).

O extrato da casca do fruto de C. limonia apresentou atividade antimicrobiana
frente ao Enterococcus faecalis com concentragao inibitéria minima (CIM) de 260
pg/mL e 140 pg/mL, em relagéo a Candida albicans, foi de >1000 pg/mL e 920 pg/mL,
utilizando como solvente o metanol e o agua destilada, respectivamente (SALEEM,
2020).

Seu o6leo essencial apresentou atividade protetora contra a nefrotoxicidade
induzida pela cisplatina, medicamento quimioterapico utilizado no tratamento de
neoplasias malignas (ABDEL-DAIM, 2020) e atividade antiinflamatdria, provavelmente
relacionado a elevada concentragao de limoneno (AMORIM, 2016).

Cabe destacar que a esculetina € um composto fendlico isolado da C. limonia,
o qual apresenta atividade antiproliferativa potente em linhagens celulares de
carcinoma pulmonar NCI-H358 e NCI-H1299 (LEE, 2017).

2.7.5 Citrus sinensis

Popularmente conhecida como laranja, esta espécie vegetal apresenta varios
grupos de compostos quimicos presentes tanto nas folhas quanto cascas, frutos e
raizes; destacando-se os flavonoides, esteroides, hidroxiamidas, alcanos e acidos
graxos, cumarinas, peptideos, carboidratos, carbamatos e alquilaminas, carotenoides,
compostos volateis, além de potassio, magnésio, calcio e sodio (HERNANDEZ, 2016).

Geraci (2016) avaliou, qualitativamente e quantitativamente, a composi¢cao
quimica do oleo essencial de Citrus sinensis empregando a cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa. Como resultado, obteve-se que o principal
componente entre os 54 identificados foi o D-limoneno (73,9% - 97%). O Odleo
apresentou também porcentagens variadas de linalol, geraniol e nerol.

As acgdes antioxidante e antiinflamatoria da Citrus sinensis provavelmente sao
decorrentes da presenca dos componentes fendlicos e flavonoides, os quais inibem o
fator de necrose tumoral TNF-a (GERACI, 2016, SOMMELLA, 2017). Em estudo
conduzido por Liew (2018), os extratos obtidos da casca de C. sinensis também

apresentaram grandiosa atividade antioxidante.
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O extrato metandlico e a fragao acetato de etila obtidos da casca do fruto de
Citrus sinensis apresentaram atividade antimicrobiana frente ao Enterococcus faecalis
com CIM de 400 yg/mL e 260 pg/mL, respectivamente, e em relacdo a Candida
albicans, a CIM foi >1000 ug/mL independentemente do solvente empregado
(SALEEM, 2020).

A espécie vegetal C. sinensis apresenta atividade antibactericana contra
Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes, Lactobacillus plantarum,
Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus niger (HERNANDEZ, 2016), Escherichia coli,
Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes (LI, 2017), Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogens e Pseudomonas aeruginosa (GERACI, 2016).

Fisher e Phillips (2009) analisou uma mistura na proporg¢ao igualitaria de 6leo
essencial de C. sinensis e C. bergamia e encontrou a dose de inibicdo minima contra
E. faecalis foi de 50 mg/L.

A planta apresentou atividade antiparasitaria contra Leishmania amazonenses e
observa-se que a citotoxicidade, avaliada em macréfagos RAW 264,7 e J774.G8, foi
semelhante a da anfotericina B (GARCIA, 2017).

2.7.6 Citrus grandis

Conhecido popularmente como pomelo (CHEN, 2018), amplamente utilizado na
culinaria tanto como comida, quanto bebida (FRASSINETTI, 2011). A casca de sua
fruta € amplamente utilizada na medicina tradicional chinesa para o tratamento de
diversas patologias (HAN, 2014). Segundo Chen (2020), as cascas da fruta
apresentam maior capacidade antioxidante quando comparada ao fruto e ao suco de
C. grandis. Conforme estudo conduzido por Kumar e colaboradores (2019) o suco de
pomelo apresenta potencial antioxidante.

O oleo essencial extraido da casca de Citrus grandis apresenta diversos
compostos quimicos sendo 87,5% o composto fitoquimico limoneno, 3,1% mirceno,
2,7% B-pineno, 6,0% a-pineno, 0,6% de oxido de cis-linalol e 0,4% linalol (CHEN,
2018). No experimento conduzido por Elalfi (2018), na concentragdo de 1 pg/mL, o
oleo inibiu em cerca de 35% o biofilme de C. albicans.

Kuo (2017) também destaca a presenga de cumarinas, flavonadides,
triterpendides, bezenodides, esterdides, lignana e amida no extrato etandlico das

cascas de Citrus grandis e sua notavel agao antiinflamatéria. As cumarinas presentes
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nessa planta reduziram os niveis de alanina transaminase (ALT) e aspartato
transaminase (AST), demonstrando, portanto, atividade hepatoprotetora (TIAN, 2019).

No ensaio de citotoxicidade com células de fibroblastos pulmonares humanos
(MRC-5) na concentracdo de 250 ug/mL, o éleo de suas cascas foi considerado
citotdoxico (ELALFI, 2018).

2.7.7 Citrus medica limonum

Conhecido popularmente como lim&o-galego, apresenta-se como um arbusto de
até 2 metros de altura, com espinhos no caule (CAMPBELLO, 2013). Esta espécie
vegetal é rica em vitaminas C e A, niacina e tiamina. Os componentes presentes em
suas folhas exibem efeito sedativo e antiespasmaddico, além das mesmas (folhas)
serem empregadas para combater a insénia e o nervosismo (ONYEYIRICHI, 2014).
Também é amplamente utilizado para o tratamento de problemas respiratorios,
tosses, gripe e dor de garganta, além de manifestar acdo antialérgica (CAMPBELLO,
2013).

A analise do 6leo essencial adquirido comercialmente e analisado por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), revelou a
presenca de: limoneno (50,3%), pB-pineno (14,4%) e y-terpineno (11,7%)
(VINTURELLI, 2017). Porém, no estudo conduzido por Lou (2017), foram
encontrados: limoneno (50,04%), terpineno (32,11%), a-pineno (2,75%) e 1,3,6-
octatrieno, 3,7-dimetil-, (Z)- (1,64%). Como principais componentes, o 6leo essencial
obtido de suas folhas extraido por hidrodestilacdo e analisado por CG-EM identificou
citronelal (29,31%), limoneno (17,59%), citral (12,71%), 1,6-octadieno-3-ol,3,7-dimetil
(10,91%), segundo Onyeyirichi (2014).

Outros autores também ressaltam as atividades biolégicas do 6leo essencial
dessa planta: antioxidante e antibacteriana contra S. aureus (LOU, 2017), bem como
a atividade repelente (FRANCA, 2012).
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2.7.8 Citrus aurantium dulcis

Popularmente conhecido como laranja doce, seu fruto € amplamente utilizado na
produgao de sucos, gerando subprodutos industriais com propriedades bioativas,
como as cascas que se podem extrair os 6leos essenciais (ARAUJO, 2020).

Os componentes quimicos vedrificados por cromatografia gasosa do oleo
essencial da Citrus aurantium dulcis foram: limoneno (96,25%), mirceno (1,81%),
linalol (0,49%), a-pineno (0,49%), sabineno (0,32%), pB-felandreno (0,27%)
(ANDRADE, 2014).

Microesferas de 6leos essenciais de Citrus aurantium dulcis apresentam

atividade antioxidante e antibacteriana contra E. coli e S. aureus (ARAUJO, 2020).

2.7.9 Citrus reticulata

Popularmente conhecida como pokan, tangerina ou mandarina. O 6leo essencial
extraido da casca do fruto apresentou predominantemente as substancias quimicas:
limoneno (26,5%), y-terpineno (17,2%), linalol (11,1%), octanal (8,0%), mirceno (6,2%)
e capraldeido (3,9%) (CHEN, 2020).

Chen (2020) avaliou a capacidade antioxidante da casca, do fruto e do suco da
C. reticulata, utilizando o método de sequestro de espécies reativas, através da
reducdo do DPPH, encontrando a casca do fruto com maior atividade antioxidante
frente as 27 espécies de Citrus testadas.

Nos ensaios de citotoxicidade em células de fibroblastos sadios, oriundos de
pulmdo humano (GM07492-A), observou-se que o 6leo essencial da casca do fruto
de C. reticulata nas concentragbes = 1250 pg/mL reduziram significativamente a
viabilidade celular (MARTINS, 2017).

Observando os ensaios de citotoxicidade de Elalfi (2018) em linhagens celulares
de fibroblastos de pulmdo humano (MRC-5), a concentragao letal do 6leo essencial
de C. reticulata foi de 300 ug/mL. Com relagéo a C. albicans, a concentragéo do 6leo
essencial de Citrus reticulata para inibir 50% do crescimento do biofilme foi de 0,90

mg/mL.
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2.8 VIABILIDADE CELULAR E ATIVIDADES BIOLOGICAS

2.8.1 Métodos alternativos ao uso de animais

A utilizagdo de animais, em ciéncias, é reportada desde a Grécia antiga. No
século XIX, iniciou-se um aumento na utilizagado de seres vivos devido a ascenséo da
pesquisa cientifica (GUIMARAES, 2016). Em 1959, William Russel e Rex Burch
publicaram o livro Principles of Human Experimental Technique dando inicio ao
movimento de protegdo animal na avaliacdo de toxicidade e estabelecendo, na
pesquisa, o principio dos 3Rs: Reduction, reduzir o numero de animais através de
planejamento experimental; Refinement, diminuir o sofrimento, estresse e dor dos
animais e Replacement, substituir o uso de animais vertebrados vivos por uma
metodologia in vitro ou modelos computacionais sem a utilizagdo de animais.

Nas décadas seguintes, esforgos foram feitos para estimular, desenvolver e
validar métodos alternativos que utilizam células, tecidos, bactérias, fungos e fragdes
de sistemas biolégicos em detrimento a utilizagao animal (BEDNARCZUK, 2010).

No Brasil, em 2008, foi idealizado o Centro Brasileiro para Validagao de Métodos
Alternativos (PRESGRAVE, 2008) recebendo apoio da comunidade cientifica e 6rgéos
internacionais (ESKES, 2009; PRESGRAVE, 2010). A criagdo do centro se deu em
2013, resultado da cooperacgao técnica entre a Fundagao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ)
e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Atualmente a maioria da populagao brasileira € favoravel a utilizagdo de animais
em pesquisas, principalmente para fins médicos, porém a opinido dos brasileiros ainda
esta dividida em relagcédo ao uso animal em pesquisa e ensino cientifico. Nesse sentido,
ha a necessidade de uma melhor comunicagao entre a comunidade cientifica e a
populacdo em geral sobre os beneficios e prejuizos dessa técnica (ANDERSEN,
2020).

Em 03 de julho de 2012, através da portaria do Ministério Ciéncia, Tecnologia e
Inovagao (MCTI) n° 491, o ministro cria a Rede Nacional de Métodos Alternativos ao
Uso de Animais — RENAMA, que visa promover a implementacéo, o desenvolvimento
e a validagcdo de métodos alternativos ao uso de animais; promover a adog¢ao de
meétodos alternativos ao uso de animais nas atividades de ensino e pesquisa;
estimular a implantagcdo de métodos alternativos ao uso de animais por meio de

treinamento técnico e implementagcdo de metodologias validadas; monitorar
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periodicamente o desempenho dos laboratoérios associados por meio de comparagdes
interlaboratoriais; promover a qualidade dos ensaios usando-se do desenvolvimento
de materiais de referéncia quimicos e bioldgicos certificados, quando aplicavel,
incentivar a implementacao do sistema de qualidade laboratorial e dos principios das
boas praticas de laboratorio (BPL); disseminar o conhecimento na tematica de
métodos alternativos ao uso de animais; ofertar, no ambito dos laboratorios
integrantes da rede, servigos para ensaios toxicolégicos utilizando metodologias
alternativas ao uso de animais (BRASIL, 2012).

Em seguida em 19 de maio de 2021 através da resolu¢gdo normativa n° 53, de
19 de maio de 2021, defende as restricdes ao uso de animais em ensino, em
complemento a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais em
Atividades de Ensino ou de Pesquisa Cientifica (BRASIL, 2021).

2.8.1.1 Cultura de células

A cultura de células € um método alternativo ao uso de animais na pesquisa
cientifica. Consiste no cultivo de células em meio de cultura, com fornecimento de
nutrientes e fatores de crescimento. Variaveis como assepsia, umidade, temperatura,
conhecimento técnico cientifico influenciam no cultivo celular (RAJARAM, 2020;
ZHANG, 2020).

Entre suas vantagens, pode-se destacar: preservacdo (capacidade de
armazenar as células em sistemas de congelamento como o nitrogénio liquido),
credibilidade, replicagdo, economia dos reagentes, melhor controle do microambiente,
entre outros (ASSIS, 2007).

Atualmente, o estudo em cultura de células é ferramenta essencial nos campos
da saude, possui inumeras aplicagdes como método in vitro de avaliagcdo da
citotoxicidade de substancias de interesse (CAMPANER, 2020; GAUDIN, 2020,
SELENIUS, 2019).

2.8.2 Avaliacao da citotoxicidade in vitro
Substancias utilizadas na saude de seres vivos devem passar por avaliagao de

citotoxicidade, na qual sera mensurada a replicagao, crescimento e a morfologia da

célula, ou seja, a viabilidade celular (LIU, 2018).
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A citotoxicidade pode ser avaliada por métodos colorimétricos, como o ensaio
de reducdo do brometo de 3- (4,5-dimetil-2tiazolil)-2,5-difenil-2H tetrazélio (MTT), no
qual as células metabolicamente viaveis apresentam desidrogenases mitocondriais
clivadoras do anel tetrazdlio, alterando o espectro colorimétrico do amarelo ao azul,
devido ao produto da reagcdo — formazana. De acordo com alguns autores
(ALESSANDRO, 2018; GRELA, 2018; KUMAR, 2018), este ensaio colorimétrico é

considerado padrao-ouro para avaliagao da viabilidade e proliferacéo celular.

2.8.3 Atividade antioxidante

Espécies reativas sao produzidos diariamente no organismo humano e sao
fundamentais para a homeostase celular e o funcionamento adequado dos
organismos vivos (MARTELLI, 2014). Sdo moléculas ou atomos instaveis que
apresentam numero impar em sua camada de valéncia. Sdo formados em reagoes
oxi-redutoras (RAKHIT, 2013) podendo ser espécies reativas de nitrogénio (ERNs) e
espécies reativas de oxigénio (EROs). AS EROs podem ser divididas em dois grupos:
os radicais (hidroxila, superéxido, peroxila e alcoxila) e os ndo radicalares (oxigénio,
peroxido de hidrogénio e acido hipocloroso) (MARTELLI, 2014, BARREIROS, 2006).

Apresentam papel essencial na homeostase, com producdo na cadeia
respiratéria mitocondrial e regulagdo no sistema de defesa antioxidante celular
(MARTELLI, 2014).

Quando o sistema de defesa antioxidante ndo consegue metabolizar as EROs
e ERNSs, tem-se o estresse oxidativo (SOUSA, 2020). As espécies reativas, quando
em maiores quantidades, sao prejudiciais ao organismo e participes da etiologia e
fisiopatologia de diversas doencas (XU, 2019).

Os antioxidantes podem ser enzimaticos ou nao enzimaticos. Entre os
enzimaticos temos: glutationa (GSH), catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD),
glutationa redutase (GR), glutationa peroxidase (GPx) (BENKHALIFA, 2014,
RHEDER, 2018). E os ndo enzimaticos, as vitaminas C e E, o resveratrol, o selénio,
entre outros (TREMELLEN, 2008, WELCH, 2020).



37

2.8.3.1 Método de sequestro de espécies reativas pelo 2,2-difenil-1picril-hidrazil
(DPPH)

O DPPH é um composto altamente reativo que simula a espécie reativa do
oxigénio ou nitrogénio. O método se baseia na capacidade da substéncia testada em
reduzir o DPPH formando a hidrazina. Quanto maior a capacidade antioxidante da
substancia, maior sera a formacao da hidrazina. Inicialmente, o DPPH apresenta-se
com coloragao violeta que modificara a cor para amarelo palido ao ser reduzido. O
nivel de absorvancia da substancia € medido através do espectrofotémetro. Quanto
maior a capacidade antioxidante, menor a absorvancia (ALVES, 2010, OLIVEIRA,
2015). Este método é considerado facil, preciso, rapido, simples e econémico, sendo
adequado para a determinagao da capacidade antioxidante de substancias puras e
misturas (OLIVEIRA, 2015).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar a efetividade e a seguranga de 10 Oleos essenciais pertencentes ao

género Citrus como alternativa aos solventes endodénticos convencionais.

3.2 ESPECIFICOS

e Caracterizar o perfil quimico dos Oleos essenciais do género Citrus de
interesse: Citrus aurantium var. amara, Citrus deliciosa, Citrus limonia, Citrus
sinensis, Citrus grandis, Citrus medica limonum, Citrus aurantium dulcis e
Citrus reticulata.

e Avaliar a desintegragdo e a dureza dos cones de guta percha pos-exposi¢cao
as substancias-teste.

¢ Analisar a superficie dos cones de guta percha pos-exposi¢cao as substancias-
teste.

e Estimar os potenciais biolégicos (atividades antimicrobiana frente aos
microrganismos: Candida albicans ATCC 10231 e Enterococcus faecalis -
ATCC 51299 e antioxidante) dos 6leos essenciais.

e Avaliar in vitro a citotoxicidade dos 6leos essenciais empregando fibroblastos
murinos (L929).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAS

Neste estudo comparativo laboratorial foram avaliadas a capacidade solvente
e atividade bioldgica de 13 substancias, sendo 10 6leos essenciais do género Citrus

e 3 controles, adquiridos comercialmente, conforme Quadro 1.

Quadro 1: Informagdes sobre as substancias-teste avaliadas neste estudo.

Caédigo Substancia Nome popular Parte da Fabricante
planta
Oleo 1 Citrus Laranja amarga Casca Grupo Laszlo
aurantium Laranja da terra
var.amara
Oleo 2 Citrus Petitgrain Madarina Folha Grupo Laszlo
deliciosa
Oleo 3 Citrus Petitgrain Folha Grupo Laszlo
limonia Limao Capeta
(CRAVO)
Oleo 4 Citrus Laranja Valéncia Casca Grupo Laszlo
sinensis Laranja Doce
Oleo 5 Citrus Grapefruit Casca WNF*
grandis
Oleo 6 Citrus Lim&o Siciliano Casca WNF*
medica
limonum
Oleo 7 Citrus Laranja doce Casca WNF*
aurantium
dulcis
Oleo 8 Citrus Tangerina var. Casca Grupo Laszlo
reticulata “‘POKAN”"
Oleo 9 Citrus Laranja Doce Casca Grupo Laszlo
sinensis Var. “PERA”
Oleo 10 Citrus Laranja-lima Casca Grupo Laszlo
sinensis “Laranja doce”
Controle 1 (C1) Eucaliptol® NA NA Biodinamica
Controle 2 (C2) Endosolv NA NA Septodont
®E
Controle 3 (C3) Cloroférmio NA NA Synth

* WNF Industria e Comercio Ltda, NA = ndo se aplica. Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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As amostras foram submetidas as analises laboratoriais, conforme Esquema 1.
O perfil quimico dos 6leos essenciais foi avaliado por meio da cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM); a efetividade dos 6leos essenciais
na remog¢ao da guta percha, por meio dos testes de desintegracédo; dureza por
penetracdo e analise da superficie da guta percha, através de microscopia eletronica
de varredura. Com relagdo aos potenciais biologicos foi avaliado a atividade
antimicrobiana por meio da analise turbidimétrica contra E. faecalis e C.albicans e a
atividade antioxidante pelo do método de sequestro de espécies reativas de oxigénio.
A toxicidade aguda foi avaliada pelo ensaio com 3-(4,5-dimetil-2tiazolil)-2,5-difenil-2H

tetrazolio (MTT) empregando fibroblastos murinos (L929).

Esquema 1: Testes laboratoriais realizados:

Metodologia
|
[ | |
A Efetividade dos Potenciais
Perfil quimico , .. .
Oleos essenciais biolégicos
t Cromatografia | |  Testede | Atividade
gasosa (CG-EM) desintegracgdo antimicrobiana
Durezapor | | Atividade
penetragao antioxidante
Analise da -
~ superficie (MEV) fexicidade

4.2 PERFIL QUIMICO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Considerando a necessidade de anadlise e de caracterizagdo da composigcao
quimica de cada 6leo essencial, optou-se pelo método de analise por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas. Foi utilizado o sistema analitico
composto por cromatégrafo QP2010 Ultra com amostrador automatico AOC -5000

Plus (Shimadzu) e uma coluna cromatografica de 30 metros (SH-Rtx-5MS Shimadzu).
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Para o preparo das amostras, 20 pyL do dleo essencial ou padrao foram
adicionados a 980 L de acetato de etila grau HPLC (do inglés High performance liquid
chromatography) em frascos proprios para o injetor. Foi utilizado padrdo de
hidrocarbonetos C7-C30 (Sigma-Aldrich).

As condigdes cromatograficas de analise foram: temperatura do forno 60°C,
temperatura do injetor 220°C, gradiente linear 60 - 240°C com variagao de 3°C/minuto,
fluxo do gas de arraste de 8,5 mL/minuto, injecdo de 1 uL e split de 1:5. As condigdes
analiticas foram: temperatura da fonte 290°C e da interface 280°C, ganho do detector
de 1,05 kV e varredura de 20 a 500 m/z.

Os dados obtidos foram analisados comparando o perfil de fragmentagédo da
molécula no espectro de massas, com os dados depositados na biblioteca NIST e a
similaridade calculada pelo software GC-MS Postrun Analysis. Padrbes de
fragmentacdo também foram comparados aos padrdes da literatura internacional - o
ADAMS (2007).

Foram utilizados o calculo do indice de Kovatz e o indice de retencdo com
programacao linear de temperatura e, posteriormente, comparados com a literatura.

O indice de Kovatz foi calculado conforme expressdo matematica (Equacgéo 1),
onde t’r é o tempo de retencéo ajustado (tempo de retengcédo do pico menos o tempo
de eluigdo do pico de um composto ndo retido pela coluna cromatografica), i é o
analito, n — numero de carbonos do padrao adjacente menos retido e n + 1 € 0 numero

de carbonos do padréao adjacente mais retido (MUHLN, 2009).

lOg t’R(i) — IOg t’R(n)
logt'grn+1) — 108t r(n)

KI =100n + 100(

(Equacéao 1)
O calculo do indice de retencdo com programacao linear de temperatura (Linear
Temperature Programmed Retention Indexes, LTPRI) foi obtido conforme expressao

matematica abaixo (Equacgao 2).

t' neiy —t
LTPRI = 100n + 100 R® ~ ¢ R

Rm+1) — t'Rm)

(Equacao 2)
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4.3 TESTE DE DESINTEGRAGCAO

A desintegracgao é o ato de desintegrar-se, separando-se de um todo, resultando
na liberagcao de particulas do corpo de prova que ficam em suspensao no solvente
tornando-se turvo (ESTRELA, 2005).

A amostra total foi composta por 234 cones de guta percha (tamanho M, com 28
mm de comprimento, marca Meta biomed, importado por GN INJECTA IND E COM
LTDA, lote: GE17070735). Cada amostra foi composta de 3 cones de guta percha,
para cada oOleo testado, sendo o teste realizado em ftriplicata.

Conforme metodologia modificada de Ramos, Camara e Aguiar (2016), os cones
de guta percha inicialmente foram pesados em uma balanca analitica de 4 casas
decimais. Em seguida, foram colocados em um tubo de vidro cilindrico (37 mm de
altura e 10 mm de didmetro) ficando imersos em 2 mL das substancias-teste. Metade
da amostra ficou submergida por um tempo de 5 minutos e a outra por 15 minutos.

Posteriormente, os cones foram lavados com agua destilada (100 mL), com
auxilio de seringa, cujo conteudo foi dispensado em jatos continuos (5 vezes de 20
mL). Em seguida, os cones foram secos em temperatura ambiente por 72 horas, em
peneiras granulométricas de aco inox (tamis), com a finalidade de que n&o ocorresse
acumulo de agua e ndo houvesse interagdo com a substancia testada.

Apos a secagem, os cones de guta percha foram pesados novamente para
avaliar a perda de massa. A massa perdida (Mp) foi calculada pela massa inicial (Mi)

dos cones menos a massa final (Mf), sendo dada pela Equac¢do 3 (RAMOS, 2016).

Mp = Mi — Mf
(Equacéo 3)

4.4 ENSAIO DE DUREZA

Inicialmente, foram confeccionados 52 corpos de prova, divididos em 13 grupos
distintos, cada qual contendo 4 espécimes. Conforme metodologia realizada por
Jantarat, Malhotra e Sutimuntanakul (2013), confeccionou-se um tubo cilindrico de 33
mm de altura com 10 mm de didmetro, o qual foi dividido em trés partes iguais (Figura
2A) de 10 mm. Na porcéo inferior foi colocado restaurador temporario Obtur (marca:

Maquira, lote: 398917). Em seguida, foram acrescentados 10 mm de guta percha
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bastdo (Odahcam, marca: Dentsply sirona, lote: 360770L), plastificada através de uma
seringa metalica em alta temperatura.

Os corpos de prova foram submetidos ao banho-maria por 1 hora na temperatura
de 37 °C, simulando o ambiente oral. Posteriormente, foram adicionados 0,1 mL da
substancia-teste na porcao superior do corpo de prova, com tempo de atuacao de
cinco minutos e mantidos em banho-maria (Figura 2B).

Apods esta etapa, foi realizado o teste de forga de compressao com auxilio da
maquina de ensaio universal (EMIC, fabricante: Instron) (Figura 2C). Foi calculada a
forca maxima, aplicada perpendicularmente ao plano do corpo de prova, com
velocidade igual a 5 mm/minuto, necessaria para que ocorresse o deslocamento de

um espacgador C endoddntico por 5 mm através da guta percha (Figura 2D).

Figura 2 — Etapas do ensaio de dureza por penetracéo.

2 | . ; ;
i E"%‘ 3
g ' ~.\ U .

EE g :
A = porg¢ao inferior com obtur com 10 mm seguido de 10mm de guta percha, B = 0,1mL
de substancia-teste acima da guta percha , C = o teste sendo realizado na EMIC e D=
perfuracdo do corpo de prova sendo realizado com o espacador. Fonte: Elaborado pela
autora (2022).

O programa utilizado para a analise da EMIC foi o Test Script (TESC) que definiu
o procedimento de ensaio, desde a sequéncia de aplicagdo de cargas até a analise

dos resultados e emissao do relatorio.
4.5 ANALISE DE SUPERFICIE DOS CONES DE GUTA PERCHA

Conforme metodologia modificada de Vitali (2015), a fim de avaliar as alteragdes
superficiais do cone de guta percha, foram selecionados 13 cones de guta percha
(tamanho M, com 28 mm de comprimento, marca Meta biomed, importado por GN
INJECTAIND E COM LTDA, lote: GE17070735). Os mesmos foram colocados em um
tubo de vidro cilindrico e a eles foram adicionados 2 mL das substancias-teste, ficando

submersos por 5 minutos.
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Posteriormente, os cones foram lavados com agua destilada (100 mL), com
auxilio de uma seringa de 20 mL. Em seguida, os cones foram secos em temperatura
ambiente por 72 horas, em uma placa de vidro lisa.

Apods a secagem, foi padronizada a regido apical do cone para a analise, sendo
seccionada e fixada em base cilindrica de metal (stubs). A porg¢ao apical foi analisada
em microscopio eletrbnico de varredura (MEV) de bancada (TM3000, Hitachi),
operando de 5 KV e 15 KV modo EDX. As eletromicrografias foram realizadas e as
imagens capturadas empregando aumentos de 50, 500 e 1000 vezes para a analise

topografica.

4.6 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O ensaio laboratorial seguiu padrées de qualidade em pesquisa microbioldgica,
sendo realizados procedimentos rigidos de esterilizagdo e manutengdo da cadeia
asséptica (NCCLS, 2003).

O material microbiolégico foi proveniente da American Type Culture Collection
(ATCC). As cepas utilizadas foram Candida albicans (ATCC 10231) e Enterococcus
faecalis (ATCC 51299).

O teste de atividade antimicrobiano sucedeu-se através da técnica de
microdiluicdo com determinagao de concentragao inibitéria minima (CIM) por meio da
analise turbidimétrica.

Preparou-se uma suspensao microbiana com soro fisiologico estéril (cloreto de
sédio 0,9%), com 25% de transmitancia, para o E. faecalis, e 10 % de transmitancia
para a C. albicans, medidas com o emprego do espectrofotdmetro. Apds a
padronizagao, realizou-se a diluigdo seriada com soro fisiolégico estéril.

Posteriormente, realizou-se a incubagao da suspensao microbiana, em duplicata
em placas de Petri, nas diluigbes de 107 a 10" por periodo de 24 horas para E.
faecalis, em meio de cultivo Tryptone Soy Agar (TSA) e diluicdes de 10 a 106, por
48 horas para C. albicans, em Sabouraud Dextrose Agar (SDA), visando a contagem
das unidades formadoras de colénias (UFCs) para preparo da solu¢gdo padronizada
na concentragdo de 3x103 UFC/mL em meio Brain Heart Infusion Broth (BHI) estéril
para E. faecalis e Meio do Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI) para C.

albicans.
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Em placa de 96 pocos, de fundo chato e estéril, foram adicionados 100 yL do
indculo e 100 pL das substancias-teste (6leos e controles: eucaliptol, endosolv®E,
cloroférmio) em diferentes concentragdes (1,9 pg/mL a 1000 pg/mL).

O antibiético empregado como referéncia para as cepas do E. faecalis foi o
cloranfenicol (nas concentragbes de 250 pg/mL a 1,95 pg/mL. O antifungico
empregado como referéncia para as cepas de C. albicans foi a nistatina, em dilui¢gdes
seriadas nas concentracdes de 64 Ul a 0,125 Ul.

Como controle negativo foram utilizados os meios de cultura BHI e RPMI em
triplicata, sem inéculo microbiano, respectivamente para E. faecalis e C. albicans. E
como controles positivos, foram empregados os indculos sem adi¢cao de substancias-
teste, também em triplicata. As placas foram incubadas a temperatura de 37°C por 24
horas para E. faecalis e 48 horas para C. albicans em ambiente aerdbico.

A CIM é a menor concentragao que nao apresentou crescimento microbiano,
este detectado pela turvagdo do meio. Com objetivo de diferenciar a atividade
antimicrobiana em bactericida ou bacteriostatica e entre fungicida ou fungistatica,
foram pipetados 20 pL do conteudo do pogo que nao apresentou turvagdo em 4 mL
de meio de cultura Brain Heart Infusion Broth (BHI) para E. faecalis e 5 uL de cada
poco para 1 mL de meio Sabouraud Dextrose Broth (SDB) para C. albicans. Todos os
procedimentos foram realizados em triplicata (CANDAN, 2003).

No teste com o E. faecalis como houve turvacido em todos os pocos para 0s
Oleos testados, ou seja, houve proliferagdo microbiana em todas as concentragdes
testadas, optou-se por realizar a leitura em espectrofotdmetro no leitor de placa para
determinar a porcentagem de crescimento (ou inibicdo) na presenga das substancias

testadas.

4.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante foi avaliada pelo método de sequestro de espécies
reativas de oxigénio, através da redugao do DPPH, conforme metodologia proposta
por Sreejayan e Rao (1996), com algumas modificagdes. Iniciou-se com o preparo da
solucdo de DPPH na concentracdo de 0,05 mM. Em um baldo volumétrico, foram
transferidos 1 mg de DPPH e 50 mL de etanol absoluto, em seguida, o baléo foi

mantido em banho de ultrassom por 2 minutos.
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As amostras dos 6leos testados foram preparadas a partir de 10 yL de 6leo e 10
ML de dimetilsulfoxido (DMSO), solubilizados em 1980 pL de etanol para analise (PA)
obtendo uma solugéao inicial de 5000 ug/mL. Dessa, foram aliquotados 200 uL aos
quais se adicionou 800 pL de etanol PA, obtendo uma solugédo com concentragao de
1000 pg/mL. Foram realizadas diluigbes seriadas utilizando o etanol PA como diluente.
Em microplaca de 96 pocos, foram adicionados 50 yL da amostra, em diferentes
concentracdes, e 150 uyL de DPPH. Ao término do processo, foram obtidas
concentragbes-teste na faixa de 0,122 a 250 ug/mL. As placas foram levadas para
homogeneizagc&o no agitador de microplaca por 3 minutos, e mantidas ao abrigo da
luz por 30 minutos. Apos esse tempo, foi realizada a leitura da placa com o
espectrofotdmetro (Multiskan GO, Datamed, Brasil) no comprimento de onda fixo de
510 nm. A fim de excluir possiveis interferéncias da coloragdo da amostra, um branco
foi preparado a partir de 150 pyL de etanol absoluto que foi adicionado a 50 pL da
solugdo-teste. O padrdo de referéncia utilizado no ensaio foi o acido ascoérbico
(DUARTE-ALMEIDA, 2006). O ensaio foi realizado em triplicata.

A atividade antioxidante foi calculada por meio da Equacéo 4.

Aamostra—Acontrole

Atividade antioxidante (%) = —DPPH x 100

(Equacéo 4)

na qual, Aamostra representa o valor da absorbancia para a solugdo que contém a
amostra mais o DPPH; Acontrole é referente ao valor de absorbancia da amostra mais o etanol
PA; e ADPPH representa a absorbancia da solu¢cdo de DPPH.

4.8 CITOTOXICIDADE

4.8.1 Linhagem celular

Empregou-se para o ensaio de citotoxicidade a linhagem celular de fibroblasto
murino (L929) cultivada em meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, Sigma-
Aldrich) complementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Sigma Aldrich), 1% de
penicilina e estreptomicina (100 pg/mL, Sigma-Aldrich) e tamp&o 4-(2-HidroxiEtil)-1-
PiperazinEtanolSulfénico (HEPES, 10mM - Sigma-Aldrich) sob condi¢cbes controladas
de temperatura 37 °C, pH=7,2, em incubadora de CO2 a 5%.
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4.8.2 Preparo das substancias-teste

Com relagéo a cada dleo testado, foi preparada uma solugao-estoque composta
de 10 yL de dleo, 10 uyL de DMSO, 1980 pyL de meio de cultura suplementado,
conforme descrito acima. Em seguida, realizou-se a segunda solugdo composta por
400 uL da primeira solugao acrescida de 1600 uL de meio suplementado, obtendo-se
uma concentragado de 0,1% de o6leo (1000 ug/mL), ou seja, a maior concentragao
testada. Posteriormente, foram realizadas diluicdes seriadas, de modo a obter

concentragdes de 7,81 a 1000 pg/mL.

4.8.3 Viabilidade celular

Este estudo se baseou na metodologia de Mosmann (1983), a qual emprega o
ensaio com MTT para a analise da viabilidade celular. Para esta tese foram
empregadas células de fibroblastos murinos (L929). Em cada pogo da placa de 96
pocos, foram plaqueados 100 pL de meio de cultivo supracitado (item 4.8.1),
equivalendo a uma densidade celular de 5x103 células por poco, incubando-as por 24
horas (periodo suficiente para que ocorresse a adesdo da célula na placa). Em
seguida, o meio suplementado foi retirado e 100 yL das substéncias-teste foram
pipetadas em cada poco. O ensaio foi realizado em quintuplicata. Realizaram-se dois
controles: o primeiro foi preparado com 10 yL de DMSO e 1990 uL de meio
suplementado (avalia o efeito do solvente sobre a célula), ja o segundo apenas com
o meio suplementado (avalia o efeito do meio de cultivo).

As placas foram levadas a estufa na temperatura de 37 °C e 5% de CO2 por 48
horas. Posteriormente, os tratamentos foram removidos, os pogos lavados com 100
ML de tampéo fosfato-salino — PBS (phosphate buffered saline), em seguida colocados
100 yL de MTT a 10% (10 pL de MTT e 90 yL de DMEM). As placas foram incubadas
por 3 horas, a posteriori foi retirado o MTT, acrescidos 100 yL de DMSO para
solubilizar os cristais de formazana. A absorvancia foi medida com auxilio de
espectofotbmetro em comprimento de onda de 540nm.

Os resultados foram expressos em porcentagem (%) de viabilidade celular por

meio da Equacgao 5.
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Aamostra

Viabilidade celular(%) = x 100

Acontrole

(Equagéo 5)

onde, Aamostra € O valor da absorvancia obtida apés a reacdo com MTT
referente as células tratadas com diferentes concentragdes de 6leo; Acontrole
é referente ao valor de absorvancia apds reagcao com MTT de células nao
tratadas.

Subsequentemente, realizou-se a analise estatistica com auxilio do programa

Graphpad Prism, versao 5.
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5.1 PERFIL QUIMICO DOS OLEOS ESSENCIAIS
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Na Tabela 1 encontram-se os principais constituintes quimicos presentes nos

Oleos essenciais analisados por CG-EM e a comparacgéo ao descrito nas normas ISO
(do inglés, International Organization for Standardization). Picos com valores menores

que 1% nao foram computados para o perfil dos 6leos essenciais. Vale ressaltar que

para os 6leos 2, 3 e 5 ndo foram encontrados registros na Farmacopeia Europeia e

nem nas normas ISO.

Tabela 1: Perfil fitoquimico dos 6leos essenciais obtidos por CG-EM e aqueles

encontrados nas normas ISO correspondentes.

Amostra Componente ISO (min a max) No ensaio
Oleo 1 Tunisia e Egito
Citrus aurantium a-Pineno Marrocos 1,81
var.amara até 2,0 até a 2,0
B-Pineno 50a17,0 2,0a8,0 1,49
B-Mirceno 1,0a4,0 1,0a4,0 4,92
D-Limoneno 9,0a18,0 7,0a17,0 81,71
Oleo 4 a-Pineno 0,4a0,8 1,5
Citrus sinensis B-Mirceno 1,5a3,5 4,64
D-Limoneno 93,0 2 96,0 73,41
n- Decanal 0,1a0,7 1,71
Linalol 0,15a0,7 1,93
Oleo 6 a-Pineno 1,5a2,5 3,74
Citrus medica limonum
Sabineno 1,5a2,5 4,15
B-Pineno 9,0a14,0 12,33
D-Limoneno 63,0a 70,0 52,03
y- terpineno 8,3a9,5 11,05
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continuagao
Amostra Componente ISO (min a max) No ensaio
Oleo 7 Tunisia e Egito
Citrus aurantium dulcis a-Pineno Marrocos 216
-a2,0 -a2,0 ’
Sabineno -a3,0 -a3,0 1,52
B-Pineno 5,0a17,0 2,0a8,0 4,10
B-Mirceno 1,0a4,0 1,0a4,0 4,65
D-Limoneno 9,0a18,0| 7,0a17,0 74,44
Oleo 8 a-Pineno 1,6a2,7 1,81
Citrus reticulata
B-Pineno 1,0a2,0 1,68
Mirceno 1,4a2,0 3,94
y- terpineno 16,0 a 22,0 6,93
D-Limoneno 65,0a 75,0 72,53
Oleo 9 a-Pineno 0,4a0,8 1,81
Citrus sinensis
B-Pineno 0,02a0,15 1,07
Sabineno 0,2a1,0 1,09
B-Mirceno 1,5a3,5 4,60
D-Limoneno 93,0 a 96,0 81,39
Linalol 0,15a0,7 1,44
Oleo 10 B-Pineno 0,02a0,15 4,45
Citrus sinensis
B-Mirceno 1,5a3,5 3,35
D-Limoneno 93,0 a 96,0 67,66

CG-EM = cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
ISO = International Organization for Standardization)
ISO 3517 (Citrus aurantium), 855 (Citrus medica limonum), 3140 (Citrus sinensis) e 3528

(Citrus reticulata).

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Para os ¢6leos 1 e 7 (Citrus aurantium var.amara, Citrus aurantium dulcis,

respectivamente), ambos extraidos da casca da laranja, utilizou-se a I1ISO 3517

referente ao 6leo essencial, extraido das flores secas da Citrus aurantium cultivadas

na Tunisia, Marrocos e Egito, visto que ndo ha ISO especifica para oleos extraidos da
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casca da fruta de plantas brasileiras. A diferenca expressiva na concentragao do
composto D-limoneno do experimento (81,71% e 74,44%, respectivamente para os
Oleos 1 e 7) se deve ao fato da extragédo ser da casca, enquanto na ISO 3517 o valor
de D-limoneno é expressivamente menor, devido ao 6leo ter sido extraido das flores
secas, ou seja, a matriz de obtengéo dos d6leos é distinta. No entanto, o percentual de
D-limoneno encontrado aqui € concordante com o demonstrado por Sarrou (2013)
(94,67%) que também utilizou a casca da fruta.

Para a analise dos 6leos 4, 9 e 10 extraidos da casca da laranja Citrus sinensis,
recorreu-se a ISO 3140. Para o 6leo 6, a referéncia foi a ISO 855 relativa ao 6leo
extraido da casca do limoeiro Citrus limon tipo americano. No caso do 6leo 8 foi usado
como modelo para comparagao a ISO 3528, redigida para o 6leo essencial da casca
do limoeiro Citrus limon yellow.

De acordo com Martins (2011), as plantas do género Citrus exibem uma
variabilidade quimica intra-especifica (polimorfismo quimico), devido aos fatores
ambientais extrinsecos a biologia vegetal, outros dependentes da fisiologia das
plantas, como do genoma, o tipo de 6rgéo e os quimiotipos, resultando em oleos
essenciais com composi¢gdes muito distintas no mesmo taxon. Esta variabilidade pode
ser notada também nas amostras aqui analisadas (Tabela 2), na qual também podem
ser visualizados o indice de retencédo linear obtido no experimento e o valor
encontrado na literatura. Destaque em vermelho para a predominancia do composto

D-limoneno (47,66% a 82,10%) nos 6leos avaliados.
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Tabela 2: Constituintes quimicos dos 6leos essenciais de interesse.

Concentragdo da substincia em cada oleo essencial
Substancias LRl | LRI | O1 02 03 04 05 06 o7 08 09 010

a-pineno 936 932 | 181 225 257 15 158 374 216 222 181
Sabineno 977 969 3,13 415 152 1.09
B-pineno 981 974 | 149 399 635 153 1233 41 168 107 445
B-mirceno 9ob | 088 | 409 240 343 464 490 304 465 2304 45 330
D-limoneno 1041 | 1024 | 81,71 4766 648 7341 821 5203 7444 7253 8139 6766
Y- terpineno 1063 | 1054 109 3,06 1105 482 693
Linalol 1110 | 1095 193 144
COxido de limoneno
(ci) 1146 | 1132 217
Oxido de limoneno 1145 | 1137 1,63
Oxido de limoneno
(trans) 1150 | 1137 2,16
u-terpineol 1205 | 1205 1,27 208
N-decanal 1214 | 1201 1,7
Acetato de linalila 1265 | 1254 1,49
N-metil antranilato
— 1427 | 1405 18,22

LRIexp: indice de retencdo do experimento, LRI lit.: indice aritmético encontrado na literatura
(Adams, 2007).
Fonte: Elaborada pela autora (2022).

O composto quimico D-limoneno, um hidrocarboneto monoterpénico (JIANG,
2011), apresentou indice de similaridade de 94,00%. Componente maijoritario em
todos os oleos analisados, variando de 47,66% no 6leo essencial das folhas de Citrus
deliciosa (petitgrain madarina) a 82,10% no 6leo essencial da casca do Citrus grandis
(grapefruit). O D-limoneno foi encontrado por diversos autores: nos 6leos essenciais
obtidos de Citrus aurantium var. amara (ADAMS, 2007; SARROU, 2013; SHEN, 2007,
YANG 2017), de Citrus deliciosa (ADAMS, 2007; DUGO, 2010; FRIZZO, 2004
MINTEGUIAGA, 2017), de Citrus limonia (AMORIM, 2016; MARTINS, 2017), de Citrus
sinensis (ADAMS, 2007; LIU, 2014; NAIR, 2018; NAJAR 2020; OYEDDEJI,2020;
TIRADO, 1995; TAO, 2009), de Citrus grandis (ADAMS, 2007, CHEN, 2018), de Citrus
medica limonum (ADAMS, 2007; BHUIYAN, 2009; LOTA, 2001; LOU, 2017), de Citrus
aurantium dulcis (ADAMS, 2007, ANDRADE, 2014; ARAUJO, 2020; YOO, 2004) e de
Citrus reticulata (ADAMS, 2007, DIAS, 2020; MARTINS, 2017; TU, 2002).

Diversas propriedades farmacolégicas ja foram atribuidas ao D-limoneno:
antitumoral (ELSON, 1988; TRAPASSO, 2013), antinociceptiva (PICCINELI, 2017),

gastroprotetora e cicatrizante de ulcera gastrica (MORAES, 2009), antioxidante
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(ROBERTO, 2010, BACANLI, 2015) e antiinflamatéria (D’ALESSIO, 2010; PATEL,
2020).

Ainda, Mufioz (2020) observou que o D-limoneno (600 uM) apresentou atividade
contra a Candida albicans. Ja Meeran (2020) demonstrou o potencial deste composto
para limitar a gravidade e a progressdo do COVID-19, devido as suas propriedades
imunomoduladoras, antiinflamatérias e antivirais. Segundo Kumar (2020), o D-
limoneno apresenta acao antiviral contra COVID-19, pois atua no receptor da enzima
conversora de agiotensina 2, o qual parece atuar na entrada do virus SARS-CoV-2 na

célula hospedeira.

5.2 TESTE DE DESINTEGRAGAO

Foi realizada analise exploratoria (avaliagdo da distribuicdo) do conjunto dos
dados encontrados para investigar os pressupostos estatisticos, visando o adequado
uso das técnicas de analise. Foram realizados dois testes estatisticos, sendo eles
Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk. Ao observar os resultados, foi possivel concluir
gue os mesmos nao apresentaram uma distribuicdo normal (ao nivel de significancia
de 95%), visto que para o teste de Kolmogorov-Smirnov no tempo de 5 minutos
apurou-se com significancia (sig) =0,12 e para de 15 minutos o sig = 0,00. Para o teste
de Shapiro Wilk, o resultado apresentado em ambos os tempos foi de sig = 0,00
(Tabela 3).

Tabela 3: Avaliagdes preliminares para verificagao de atendimento do pressuposto
estatistico de Normalidade.

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Graus de Graus de
Estatistica liberdade Sig Estatistica liberdade sig
5 minutos ,161 39 ,012 ,850 39 ,000
15 minutos ,287 39 ,000 , 729 39 ,000

sig = significancia
Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Em seguida, foi aplicado o teste de Levene, com base na média dos resultados
encontrados. Foi identificado que a distribuicdo ndo apresenta homogeneidade, ou

seja, a variancia da perda de peso é diferente entre os grupos ao nivel de confianga
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de 95%, uma vez que para 5 minutos resultou no sig=0,001 enquanto para 15 minutos
deu-se o sig=0,023 (Tabela 4).

Tabela 4: Avaliagdes preliminares para verificagao de atendimento do pressuposto
estatistico de Homogeneidade.

Estatistica  Graus de Graus de
de Levene liberdade 1 liberdade 2 Sig

5 minutos Com base em média 4,230 12 26 ,001
Com base em média 3,770 12 26 ,002
aparada

15 minutos Com base em média 2,527 12 26 ,023
Com base em média 2,279 12 26 ,038
aparada

sig = significancia
Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Devido a distribuicdo dos dados nao ser normal e tampouco homogénea, optou-
se pelo teste de Kruskal-Wallis. A partir desse teste, € possivel evidenciar que existem
diferencas estatisticas entre as substancias-teste na desintegragdo da guta percha,
tanto no tempo de 5 minutos, com o valor de sig=0,02 (X?(12)=31,250; p= 0,002<0,05)
quanto no de 15 minutos [sig=0,01 (X?(12)=33,387; p= 0,001<0,05] (Tabela 5).

Tabela 5: Avaliagao estatistica dos dados pelo teste Kruskal-Wallis2?

5 minutos 15 minutos
H de Kruskal-Wallis 31,250 33,387
Graus de liberdade 12 12
Significancia Sig. ,002 ,001

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Apos 5 minutos de exposicdo, as substancias testadas que demonstraram
melhores resultados e mesmo grau de efetividade estatisticamente foram: Citrus
aurantium dulcis (6leo 7), Citrus reticulata (6leo 8), Citrus sinensis (6leo 9), Endolsov
(C2) e Cloroférmio (C3), todos ao nivel de significancia de 5%. Ressalta-se que esses
Oleos supracitados apresentaram resultados estatisticos semelhantes aos controles

Endosolv® E e cloroférmio e superiores ao controle eucaliptol (C1) (Tabela 6). Ja os
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oleos 10 (Citrus sinensis), 1 (Citrus aurantium var.amara) e 2 (Citrus deliciosa) s&o
estatisticamente semelhante ao Endosolv® E (C2) e superior ao eucaliptol (C1).

Tabela 6: Subconjuntos homogéneos, no tempo de 5 minutos, pelo teste de Kruskall

Wallis.
Subconjunto
1 2 3 4 5 6

c1 6,667

4 6,667

3 8,000 8,000

5 12,833 12,833 NEEdREE

6 13,500 13500 13,500

10 14,000 14,000 14,000
Amostra’ 1 19,833 19833 18,833

2 21 167 21,167 21,167

7 27,333 | 27,333

8 29,667

c2

9

Cc3
Estatistica de teste 12,488 11,530 12,120
Sig. (teste de 2 lado(s)) 08s 073 059
Sig. Ajustada (teste de 2 lado(s]) 135 13z Ja07

Subconjuntos homogéneos sdo baseados em significancias assintéticas. O nivel de
significancia foi de 0,05. 'Cada célula mostra o posto médio de amostra de 5 minutos.
C1- eucaliptol, C2- endolsolv® E, C3-cloroférmio.

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Apods o tempo de 15 minutos de exposicao, o cloroférmio (C3) foi superior a todas
as substancias-teste, 0 que ja era esperado pois este € o padrdo ouro na dissolugéo
de guta percha. Em seguida, as substancias mais efetivas sem diferencgas estatisticas
entre si foram: o controle Endosolv® E (C2) e os oleos Citrus sinensis (9), Citrus

reticulata (8), Citrus aurantium dulcis (7) e Citrus aurantium var. amara (1). Ressalta-
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se que os 6leos menciados anteriormente foram superiores ao controle 1 - eucaliptol
(Tabela 7).

Tabela 7: Subconjuntos homogéneos, no tempo de 15 minutos, pelo teste de

Kruskall Wallis.
Subconjunto
1 2 3 4 5 6
3 2,667
625 5,000 5,000
5 8,500
4 11500 11,500
6 17,000
10 ﬁ'm
Amostra' 2
1 22,333
7 24,000
8 27,333
9 30,000
c2 35,000
c3 38,000
Estatistica de teste 7,268 8,857 8,833 =
Sig. (teste de 2 lado(s)) 064 OG5 065
Sig. Ajustada (teste de 2 lado(s)) 1493 160 161

Subconjuntos homogéneos sdo baseados em significancias assintéticas. O nivel de
significancia foi de 0,05. 'Cada célula mostra o posto médio de amostra de 15
minutos. ?N&o é possivel calcular, pois apresenta uma amostra apenas.

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Ao analisar os resultados nos diferentes tempos de exposicao (5 e 15 minutos),

€ possivel observar que os 6leos 1 (laranja amarga - Citrus aurantium var. amara), 7
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(laranja doce - Citrus aurantium dulcis), 8 (tangerina Pokan - Citrus reticulata) e 9
(laranja doce var, pera - Citrus sinensis) apresentaram os melhores resultados, sendo
estes superiores ao controle 1 (eucaliptol) e estatisticamente semelhantes ao controle
2 (Endosolv®E).

Em relagdo ao controle 3 (cloroformio), € possivel afirmar que no tempo de 5
minutos este foi semelhante aos 6leos supracitados, exceto o 6leo 1. Apds 15 minutos
de exposicao, o cloroféormio apresentou superioridade quando comparado a todas as
substancias testadas, situagdo compreensivel, visto que ele € o composto padréo ouro
na dissolugéo de guta percha.

Magalhdes (2007), empregando condi¢cdes analiticas semelhantes a nossa
(pesagem antes e apds exposicao ao solvente e tempo de 5 minutos de exposigéo),
demonstrou que os resultados do 6leo de Citrus aurantium, eucaliptol e cloroférmio
foram semelhantes, concordando parcialmente com os nossos, ja que o 6leo 7
apresentou resultado semelhante ao cloroférmio; porém discorda ao comparar com
eucaliptol que apresentou baixa efetividade.

Martos (2011) avaliou o 6leo essencial de laranja doce (sem especificacdo do
género), o eucaliptol e o cloroférmio na dissolugado de varios cimentos endoddnticos
(RoekoSeal®, Sealer 26®, Epiphany®, EZ-Fill® e Endomethasone®) de canais
radiculares e demonstrou que as substancias testadas foram estatisticamente
semelhantes, discordando do presente estudo, pois os 6leos 7-9 foram superiores ao
eucaliptol em ambos os tempos. Quando comparado ao cloroférmio, o estudo
corrobora no tempo de 5 minutos se comparado aos 6leos 7-9 e discorda se
comparado aos 6leos 1, 4 e 10. No tempo de 15 minutos, nenhum 6leo foi superior
ao cloroférmio no nosso estudo.

A metodologia empregada neste estudo foi semelhante aquela realizada por
Ramos (2016), porém os resultados diferem, ja que o oleo essencial de laranja e o
eucaliptol ndo apresentaram diferengas estatisticas entre si, discordando do nosso
estudo, em que o eucaliptol apresenta uma capacidade solvente inferior aos 6leos 7-
9 em ambos os tempos de exposi¢cao. O presente estudo esta de acordo quando
comparado aos 6leos de 3-5, 0os quais sdo estatisticamente semelhantes ao eucaliptol
em todos os tempos avaliados. Entretanto, ressalta-se que o autor nao identificou a
espécie vegetal da qual foi extraida o 6leo essencial.

Tanomaru-Filho (2010) demonstrou que o 6leo de laranja e o eucaliptol exibiram

efeitos semelhantes frente a guta percha, discordando do presente estudo, no qual
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os Oleos 7-9 foram superiores ao eucaliptol. Observando-se os 6leos 3-5, em ambos
os tempos de avaliagdo (Tabela 1), percebemos que eles sao estatisticamente
semelhantes ao eucaliptol, corroborando com o autor supra-citado.

Ao avaliar a Figura 3, todos os dleos testados, assim como o controle 1,
apresentaram acdes semelhantes tanto no tempo de 5 minutos quanto em 15
minutos. Porém, é possivel perceber que no tempo de 15 minutos ha uma
desintegracéo da guta percha maior nos controles 2 e 3, sendo essas mais evidentes
do que no tempo de 5 minutos. Reitera-se que o atendimento clinico ao paciente
deve, se possivel, ser realizado no menor tempo, tanto para o conforto do paciente
quanto financeiramente (VIOLA, 2011), por conta também da saturagédo do solvente,

existe a necessidade de renovagao do produto (TREVISAN, 2017).

Figura 3: Desintegracao da guta percha nos periodos de tempo de 5 e 15 minutos.

TMP

L mindos

X

Perda média de peso

Substancias

TMP: Tempo médio de perda

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

5.3 ENSAIO DE DUREZA

Ao analisar os dados coletados, em relacdo a normalidade, através dos testes
de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk, € possivel observar que eles apresentaram

uma distribuigdo normal ao nivel de significancia de 95% - p > 0,05, sendo o sig=0,200
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para o teste Kolmogorov-Smirnov e sig = 0,056 para o teste de Shapiro-Wilk (Tabela

8).

Tabela 8: Avaliagdes preliminares para verificagdo de atendimento do

pressuposto estatistico de Normalidade.

Tempo Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
5 min
Estatistica | Graus de Sig. Estatistica Graus de Sig.
liberdade liberdade
Forga ,081 52 ,200° ,957 52 ,056
(N)

*. Este € um limite inferior da significancia verdadeira.
a- Correlagao de Significancia de Lilliefors
sig.= significéncia
N- Newtons

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Para avaliar a homogeneidade de varidncias dos dados, tendo como base a
meédia dos dados encontrados, utilizou-se o teste de Levene. A partir dele, foi possivel
afirmar que, ao nivel de confianga de 95% p > 0,05, a variancia das médias dos dados

apresentados foi homogénea, devido ao sig = 0,496 (Tabela 9).

Tabela 9: Avaliagcbes preliminares para verificagdo de atendimento do pressuposto
estatistico de Homogeneidade.

Estatistica Graus de Graus de
de Levene liberdade 1 liberdade 2 Sig.
Forca(N) = Com base em média ,967 12 39 ,496
Com base em média ,964 12 39 ,498

aparada
sig.= significancia

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Devido a normalidade dos dados e a homogeneidade das variancias, optou-se
pelo teste ANOVA, que visa verificar se existem diferengas entre as médias das forgas
de penetracdo aplicadas em relacdo a substancia teste utilizada. A partir do teste

mencionado acima, foi possivel afirmar que existem diferencas estatisticas nas
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meédias das forgas entre os grupos analisados, visto que apresentou sig = 0,018 ( Z
(12,39) = 2,422; p < 0,05) (Tabela 10).

Tabela 10: Teste ANOVA em relacédo a média das forgas de penetracéo aplicadas
dependente do tratamento de superficie realizado.

Soma dos Graus de Quadrado

Quadrados liberdade Médio Sig.
Entre Grupos 61,436 12 5,120 ,018
Nos grupos 82,427 39 2,114
Total 143,863 51

Fonte: Elaborada pela autora, 2022

O teste post-hoc de Duncan (Tabela 11) realizado apos o teste ANOVA, para
identificar quais os grupos que diferem entre si estatisticamente com intervalo de
confianga de 95%, mostrou que em média o grupo que apresentou melhor resultado,
ou seja, menor forga necessaria para deslocar o espagador por 5 mm (JANTARAT,
MALHOTRA e SUTIMUNTANAKUL, 2013), foram os 6leos Citrus aurantium dulcis (7),
Citrus deliciosa (2), Citrus aurantium var. amara (1), Citrus medica limonum (6), Citrus
sinensis (9), Citrus grandis (5), Citrus reticulata (8), Citrus sinensis (4), Citrus limonia
(3) e os controles cloroférmio (C3) e Endosolv® E (C2). O controle 1 (eucaliptol)
apresentou apresentou menor efetividade quando comparado a todas as substancias
testadas. Com relacdo aos o6leos testados, o 6leo 7 (Citrus aurantium dulcis) se
destacou sendo estatisticamente semelhante ao controle 3 (cloroférmio) e ao controle

2 (Endosolv® E) e muito superior ao controle 1 (eucaliptol).
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Tabela 11: Subconjuntos das substancias-teste pelo teste post-hoc de Ducan para o
ensaio de dureza.

Forga (N)
Teste de Duncan?
Amostra Subconjunto para alfa = 0,05

Substancia Testada (n) 1 2 3

7 4 1,5075

2 4 1,9200

1 4 2,2400 2,2400

6 4 2,2400 2,2400

9 4 2,2400 2,2400

5 4 2,3275 2,3275

8 4 2,6725 2,6725

C3 4 3,0150 3,0150

4 4 3,2750 3,2750 3,2750
C2 4 3,56325 3,56325 3,56325
3 4 3,7475 3,7475 3,7475
10 4 4,4850 4,4850
C1 4 5,5600
Sig. ,073 ,071 ,052

S&o exibidas as médias para os grupos em subconjuntos

homogéneos.

a. Usa o Tamanho da Amostra de Média Harmonica = 4,000.

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Resumidamente, os controles comercializados atualmente,

tais como

cloroférmio, Endosolv®E e o eucaliptol necessitaram de uma forga média para

deslocar o espacador por 5 mm de 3,01N; 3,53N e 5,56N, respectivamente. O

eucaliptol foi o composto que exibiu a menor efetividade dentre todas as testadas. Os

oleos 1, 2, 5-9 apresentaram melhores resultados em relagdo aos controles. Dentre

todas as substancias testadas, o 6leo essencial 7 foi o que modificou de forma mais

intensa a estrutura da guta percha, sendo necessaria uma forgca média de apenas 1,5

N para deslocar o espacgador (Figura 4).



62

Figura 4: Avaliagao da dureza para as substancias-teste. O cloroférmio (C3 - a linha

vermelha) apresentou melhor resultado entre os controles. Observam-se dentro dos

retangulos azuis os 6leos que apresentaram melhor resultado quando comparado ao
C 3.

Méadia Forga{l)

Substincia Testada

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

No estudo conduzido por Faria-Junior (2011) para remoc¢ao de guta percha, o
Oleo de laranja e o eucaliptol apresentaram efetividade semelhante, discordando em
parte do nosso experimento ja que o 6leo 7 foi estatisticamente superior ao eucaliptol.
Porém, se avaliarmos os o6leos 4 e 10, ambos extraidos da casca de plantas
popularmente chamadas de laranja doce, esses sdo semelhantes ao eucaliptol. A falta
de identificacdo do género da planta dificulta a comparagédo dos estudos, ja que o
autor analisou o 6leo de laranja comercial da Biodinadmica (Ibipora, PR, Brasil), cuja
bula apenas cita a presencga de terpenos de laranja.

Jantarat e colaboradores (2013) também empregaram metodologia similar a do
nosso estudo para o teste de dureza e também utilizou éleo essencial de fonte
comercial (Industria de Sabores e Fragrancias Thai—-China, Nonthaburi, Thailandia).
No entanto, o autor ndo forneceu a identificagdo do género da planta e nao foi
identificado o perfil fitoquimico do 6leo. Segundo o autor, o solvente mais eficiente foi
o cloroférmio, seguido pelos oOleos de grapefruit e tangerina, enquanto os piores
resultados foram os dos 6leos de lima e de lim&o. Tais resultados discordam do atual
estudo em que o cloroféormio apresenta resultados estatisticos semelhantes aos 6leos
de grapefruit (5), tangerina (8), limao (3 e 6) e corrobora com o estudo quando
comparado ao 6leo essencial de lima (10), o qual também apresentou baixa eficiéncia.
Essa diferenca poderia ser explicada devido a composi¢ao quimica dos 6leos, porém

a falta dessa informagéo no artigo analisado, o que limita o comparativo. Destaca-se
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que o autor ndo avaliou o 6leo 7 (laranja doce) que apresentou 6timo resultado no
NOSSO ensaio.

No estudo conduzido por Martos e colaboradores (2011), o 6leo de laranja
comportou-se de maneira semelhante ao eucaliptol, corroborando com o presente
estudo se comparado aos 6leos 4 (laranja valéncia) e 10 (laranja-lima) e discordando
se comparado aos Oleos 7 (laranja doce), 1 (laranja amarga) e 9 (laranja doce). De
novo, a falta ndo s6 da identificagdo do género da planta, mas também da composigao
quimica dificultam a analise comparativa dos resultados, visto que no artigo foi apenas
citado que o 6leo de laranja utilizado foi comercial (Orangeform, Férmula e Agéo, Sao
Paulo, SP, Brasil).

O presente estudo corrobora com a pesquisa realizada por Rehman, Khan e
Aman (2013) em que nao houve diferenca estatistica entre o cloroférmio e o dleo de
laranja na remogao da guta percha do canal, pois o 6leo 7 apresentou efetividade
semelhante ao cloroférmio. Destaca-se que a origem do 6leo essencial, a identificagéo
botanica e a composicao fitoquimica nao foram descritas pelos autores.

Trevisan e colaboradores (2017) avaliaram a efetividade do eucaliptol e do dleo
de laranja comercial da Biodinamica (lbipora, PR, Brasil), em que ndo ha identificagdo
da espécie vegetal, na dissolucdo do cimento de oxido de zinco e eugenol (ZOE) e
observou que o 6leo de laranja foi mais eficiente que o eucaliptol. No presente estudo
foi realizada a dissolugdo em relagao a guta percha e o resultado foi semelhante se
comparado aos o6leos 7 (laranja doce), 1 (laranja amarga) e 9 (laranja doce), ja que o
cimento a base de éxido de zinco e eugenol € muito utilizado na pratica clinica devido
ao seu custo-beneficio. Ja o estudo conduzido por Yadav et al. (2016), também sem
identificacdo da origem do 6leo e da espécie vegetal, demonstrou que o 6leo de laranja
e o eucaliptol ndo apresentaram diferenga significativa quanto solventes de cimento
ZOE, corrobora com o estudo atual, se comparado aos 6leos 4 (laranja valéncia) e 10
(laranja-lima).

Para realizar uma analise comparativa mais fidedigna € necessaria a
identificacdo da planta e também a composicao fitoquimica do 6éleo, visto que a
mesma modifica quantitativamente em diferentes condicbes de extracdo, parte da
planta empregada, maturagdo do fruto e tempo de colheita (MINTEGUIAGA, 2017,
NAWAZ, 2020). Os o6leos essenciais de laranja sdo uma alternativa a utilizacdo de
solventes organicos (SCELZA, 2006), porém ainda sdo escassas na literatura

cientifica informacbdes sobre a composi¢cdo quimica e a identificacdo da espécie
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vegetal utilizada (FARIA-JUNIOR, 2011; JANTARAT, 2013; MARTOS, 2011; RAMOS,
2016; REHMAN, 2013; TANOMARU-FILHO, 2010; TREVISAN, 2017; YADAYV, 2016).
Essa foi uma das grandes dificuldades no comparativo dos resultados, pois é notdria
a quantidade de trabalho que nao informa essa origem.

Observando os dois testes mecanicos efetuados (desintegragdo e dureza por
penetracao) o 6leo 7 (Citrus aurantium dulcis — laranja doce) se destaca em ambas
metodologias.

Além de apresentar elevada efetividade quanto a plastificagdo da guta percha,
os Oleos essenciais apresentam efetividade sobre cimentos endoddnticos AH Plus®,
Apexit Plus® e Endoflas FS® (MUSHTAQ, 2012); ndo apresentam efeitos adversos
sobre a resisténcia de unido dos adesivos (DEMIBUGA, 2016); nao influenciam a
unido de pinos de fibra de vidro a dentina (GUEDES, 2014); ndo diminuem a
microdureza da dentina radicular (KHEDMAT, 2015) e, assim como o cloroférmio e o
eucaliptol, ndo resultam em paredes radiculares completamente livres de material
obturador (CASTRO, 2018).

5.4 ANALISE DE SUPERICIE DOS CONES DE GUTA PERCHA

Os resultados das analises das imagens obtidas por MEV sobre as alteragdes
superficiais nos cones de guta percha submetidos ao tratamento com os diferentes
Oleos essenciais e controles estao dispostos na Figura 5, bem como na Figura 6 &

possivel observar a superficie do cone de guta percha sem tratamento.
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Figura 5: Fotomicrografias, representativas de cada grupo experimental, mostradas
apos a imersao do cone de guta percha nas substéncias-teste por 5 minutos.

NEEM-UFJF 2018/02/04 2018402125 AL D52 x1.0k 100um NEEM-UFJF 2019/02/04 AL D48 x10k 100 um

o

NEEM-UFJF 2018402125 100um  NEEM-UFJF 2018/02/25 AL D51 x1.0k 100 um

X 340 )
AL D47 x1.0k 100um NEEM-UFJF 2018102408 AL D57 x1.0k 100 um

AL D48 x1.0k 100um NEEM-UFJF

NEEM-UFJF 2018/02/04 2019/02/04

e

R

208 AL DBE xR T03om  NEEWUFSF 20190008 AL DE0 x10r 000 |4 B

NEEM-UFJF 2019/02/08 AL D60 x1.0k 100um
Observa-se no canto superior direito 0 numero que indica a substancia a qual a guta percha
foi exposta (1- Citrus aurantium var.amara, 2- Citrus deliciosa, 3- Citrus limonia, 4- Citrus
sinensis, 5- Citrus grandis, 6- Citrus medica limonum, 7- Citrus aurantium dulcis, 8- Citrus
reticulata, 9- Citrus sinensis, 10- Citrus sinensis, C1- eucaliptol, C2-endosolv® E). E evidente
que a guta percha-percha exposta ao 6leo 7 apresenta uma fratura completa da superficie,

indicado pela seta branca. Aumento de 1000x. Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
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Figura 6: Eletromicrografia da superficie da guta percha sem exposi¢ao aos
solventes.

S

NEEM-UFJF 2019/01/30 AL D49 x1.0k 100um

Aumento de 1000x. Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Pela analise das superficies dos cones de guta percha, é notavel a evidente
fratura promovida pelo 6leo 7, alterando a mesma de forma permanente, propiciando
o rompimento completo do cone, e desta forma, demonstrando sua efetividade como
solvente endodédntico. Este dado é concordante com o obtido por Almeida e Freitas
(2022), em que o 6leo de laranja (citrol) auxiliou a remogao de guta percha do canal
radicular.

Camades e colaboradores (2010) demonstraram, por meio de MEV, que dleo de
laranja (Orange form — Férmula e Agao laboratério farmacéutico, SP) e eucaliptol (SS
White — RJ) apresentaram efetividade semelhante na remogédo de guta percha do
canal radicular. Nossos resultados sao discordantes, visto que o 6leo de laranja doce
(6leo 7) foi superior na remogao da guta percha quando comparado ao eucaliptol.
Essa diferenga pode ser justificada pela diferenga nas condi¢ées do procedimento

analitico.
5.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
Apenas os 6leos essenciais (6leo 1 - Citrus aurantium var. amara, 6Oleo 4 - Citrus

sinensis e 6leo 5 - Citrus grandis) apresentaram eficacia contra a Candida albicans
ATCC 10231, conforme demonstrado na Tabela 12.
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Tabela 12: Atividade antifugica contra a Candida albicans das substancias-teste
avaliadas.

Substancia Testada CIM (ug/mL) CFM (ug/mL)

Oleo 1 250 500
Oleos 2, 3,6,7,8¢e 9 >1000 >1000
Oleos 4 e 5 1000 1000
C1 - Eucaliptol >1000 >1000
C2 - Endosolv® E >1000 >1000
C3 - Cloroférmio >1000 >1000
Nistatina 8Ul 32U1

CIM = Concentragao inibitéria minima; CFM = Concentracao
fungicida minima. Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

O dleo 1 demonstrou acdo fungicida frente a Candida albicans ATCC10231
(CFM = 500 pg/mL), sendo o 6leo com melhor atividade antimicrobiana. Este dado é
concordante com resultados de Oliveira (2014) e Nidhi e colaboradores (2020), no
qual o 6leo essencial da mesma espécie vegetal exibiu a mesma agéao.

O presente estudo concorda parcialmente com os resultados obtidos Oikeh
(2020) em que o dleo da semente da fruta de Citrus sinensis também exibiu agéo
fungicida (CFM = 100 pg/mL) contra a cepa de Candida albicans; contudo o valor de
CFM obtido pelo autor foi menor que o demonstrado pelo éleo da casca da fruta que
analisamos. Esta diferenga possivelmente pode ser explicada pela parte da planta da
qual foi extraido o 6leo.

O dleo essencial da casca de C. grandis apresentou CIM e CFM de 1000 ug/mL,
corroborando com o estudo de Tsai (2017), embora o autor tenha avaliado o 6leo
extraido da folha e ndo da casca da fruta. Ja Elalfi (2018) demonstrou que o 6leo da
casca de C. grandis (1,42 mg/mL) inibiu 50% o biofilme de C. albicans.

A atual pesquisa concorda com pesquisa desenvolvida por Saleem (2020), ja
que ambos encontraram o valor da CIM maior que 1000 ug/mL para C. limonia (6leo
3).

Com relacao a bactéria Entecoccus faecalis, nenhum 6leo essencial ou controle
teve efeito bactericida. Porém, as substancias testadas apresentaram efeito
bacteriostatico, ocorreu inibigdo do crescimento bacteriano, quando comparado ao

controle positivo da metodologia (indculos sem adigao da substancia-teste).
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As maiores taxas de inibicdo de crescimento variaram de 58,20% no 6leo 9

(Citrus sinensis) e 77,88% no 6leo 1 (Citrus aurantium), conforme Figura 7.

Figura 7: Taxa de inibigao de crescimento de E. faecalis por substancia testada.

Ml Menor inibigdo
[ Maior inibiggo
80,00

Taxa de inibigdo (%)

2 B 7 g g

Substincia testada

A barra azul indica a menor taxa de inibicdo de crescimento encontrada em relagcéo ao controle
positivo da metodologia (indculos sem adigdo de substancia-teste), a barra verde indica a
maior taxa de inibigdo de crescimento em relagdo controle positivo (indculos sem adigao de
substancia-teste).

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

O dleo1 (Citrus aurantium var. amara) apresentou maior taxa de inibigcdo de
crescimento do microrganismo E. faecalis, atingindo 77,88%. Todas as substancias
testadas na maior taxa de inibigdo (coluna verde do Grafico 3) inibiram mais de 50%
do crescimento bacteriano. Continuando observando a maior taxa de inibigdo (coluna
verde do Grafico 3) observa-se que os 6leos 1, 2, 4, 5, 6 e 10 apresentaram uma maior
inibicdo do crescimento bacteriano que os controles dos solventes C1 (eucaliptol), C2
(Endosolv®E) e C3 (cloroférmio). Na Tabela 13 é possivel encontrar qual foi a menor

€ a maior taxa de inibicdo de crescimento e a concentracao referente.
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Tabela 13: As menores e maiores taxas de inibicao de crescimento (%) do E.
faecalis em relacédo a concentracdo encontrada.

Substancia Inibigao min./ Concentragao
Testada max.(%) referente a inibigao
. (Hg/mL)
Oleo 1 35,00 15,62
77,88 1000
Oleo 2 23,58 500
64,29 62,5
Oleo 3 33,74 125
61,66 3,9
Oleo 4 41,38 125
71,04 15,62
Oleo 5 49,99 15,62
75,34 1000
Oleo 6 47,88 1,95
77,35 7,81
Oleo 7 42,81 250
60,54 3,9
Oleo 8 12,78 3,9
60,13 7,81
Oleo 9 44,52 1000
58,20 7,81
Oleo 10 43,60 31,25
62,93 1,95
C1- 38,17 3,9
eucaliptol 62,89 7,81
C2- 42,59 500
endosolv E 61,24 3,9
C3- 48,16 125
cloroférmio 61,74 1000

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

O dleo 7 (C. aurantium dulcis) além de apresentar boa atividade solvente, como
visto nos testes anteriores, demostra uma taxa de inibicdo de crescimento do E.
faecalis variando de 42% a 60%, observa-se que essa atividade ndo é a principal
buscada para um solvente, porém a eliminagao do E. faecalis auxilia extremamente
no sucesso do retratamento. Ja para o 6leo essencial 1 (C. aurantium var. amara),
apresentou variacao de inibicao de 35% a 77%. Tais resultados de efetividade estao
de acordo com o trabalho desenvolvido por Silva (2019), que encontrou atividade do
oleo de Citrus aurantium bregamia contra E. faecalis, porém Silva (2019) conseguiu
encontrar a CIM no valor de 219250 ug/mL e CBM= 219250 ug/mL, concentragdes

muito acima das testadas no presente estudo.
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O dleo essencial 3 (Citrus limonia) variou de 33% a 61% de inibicdo de
crecimento bacteriano, enquanto o 6leo 6 (Citrus medica limonum) variou de 47% a
77% de inibicdo, corroborando com o estudo de Oliveria (2014), que também
encontrou atividade antibacteriana do C. limonum chegando a uma reducdo do
crescimento de E. faecalis em torno de 49,3%.

Os ¢6leos essenciais 4, 9 e 10 (Citrus sinensis) demonstrou agao inibindo o
crescimento bacteriano do E. faecalis, variando a taxa de inibicdo de 41,38% a
71,04%. Corroborando com o estudo Fisher (2009a) que demonstrou que o blend dos
Oleos essenciais de Citrus sinensis associado ao de C. bergamia exibiu atividade
contra o E. faecalis resistente a vancomicina.

O dleo 8 (Citrus reticulata) apresentou inibicdo de crescimento bacteriano (E.
faecalis) variando de 12% a 60%. Concordando com o estudo de Ayoola (2008) o qual
também demostrou a eficacia do éleo de Citrus reticulata. Gerhardt (2012) mostrou
que além do dleo, o extrato de Citrus reticulata Blanco também apresentou atividade
antimicrobiana contra E. faecalis.

A atividade antimicrobiana encontrada se deve ao fato dos éleos essenciais do
género Citrus afetar diretamente a permeabilidade da membrana, a homeostase
celular e reduzir a sintese de ATP no Enteroccus faecalis, resultando na inibicao do
crescimento ou morte celular (2009a). Nosso estudo corrobora com o experimento de
Villa-Ruano (2018) que avaliou os compostos isolados (D-limoneno, B-pineno e o a-
terpineol) contra o E. faecalis e constatou que o D-limoneno, 3-pineno e o a-terpineol
apresentaram atividade bacteriostatica na concentragdo de 189, 203 e 149 ug/mL,
respectivamente. Destaca-se que em nosso estudo o D-limoneno esta presente em
todos os 6leos essenciais, 0 B-pineno apenas nao foi encontrado no o6leo 4 (C.
sinensis) e o a-terpineol foi identificado somente nos 6leos 4 (C. sinensis) e 10 (C.

sinensis).

5.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os dleos essenciais avaliados exibiram atividade antioxidante (Tabela 14) nas
condi¢gdes analiticas, porém essa nao foi dose-dependente, ou seja, ndo apresentou
uma relagao linear entre a atividade biolégica e a concentragao testada. Portanto, ndo
foi possivel calcular a concentracao inibitéria 50% (Clso), ou seja, a concentragao

necessaria para consumir 50% dos radicais livres presentes no DPPH.
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Ao comparar com a maior atividade antioxidante encontrada nos controles: 19%
para o Endosolv®E (C2), diversos oleos (1 a 4, 6, 7 e 9) apresentaram maior atividade
(Figura 8).

A faixa de inibicao para os 6leos essenciais foi de 11 a 50% e para os controles
de 13 a 19%, nas condic¢des analiticas. Dentre todas as substancias-teste, o 6leo 7 se
destacou atingindo um maior percentual de inbicdo (50%). Apesar de o efeito
antioxidante encontrado nao ter sido elevado, vale ressaltar que essa atividade nao é
a principal pretendida para os 6leos. No entanto, pode ser uma atividade adjuvante
interessante para o retratamento endoddntico, visto que na maioria dos casos de

retratamento a regido do periapice encontra-se inflamada (BERGENHOLTZ, 2016).

Tabela 14: Atividade antioxidante das substancas-teste pelo médodo de DPPH.

Substancia Atividade antioxidante
teste (minima e maxima)
, (%)
Oleo 1 17 e 23
Oleo 2 20 e 37
Oleo 3 16 e 22
Oleo 4 16 e 24
Oleo 5 12e 18
Oleo 6 14 € 22
Oleo 7 14 e 50
Oleo 8 13e19
Oleo 9 16 e 26
Oleo 10 14 e 17
Eucaliptol (C1) 13e18
Endosolv®E 14e19
(C2)
Ac. ascérbico 11 e 64*

*Os resultados do ac. Ascorbico apresentaram uma relagao de dose dependéncia.
Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
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Figura 8: Atividade antioxidante das substancias-teste pelo método de DPPH.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Todos os oOleos de Citrus aurantium apresentaram atividade antioxidante, tanto
o Citrus aurantium dulcis (6leo 7) quanto Citrus aurantium var. amara (6leo 1),
concordando com diversos autores (ARAUJO, 2020; HSOUNA, 2013; SARROU,
2011; SHEN, 2017).

O dleo essencial 7 (Citrus aurantium dulcis) apresentou atividade antioxidante
maxima de 50% na concentragdo de 1,95 ug/mL, concordando com o estudo de
Hsouna (2013) em que o dleo essencial da casca do fruto de C. aurantium apresentou
atividade de 50% numa concentragédo muito proxima de 1,8 pg/mL. Outro estudo
desenvolvido por Araujo (2020) com micro capsula de éleo essencial da casca do fruto
de Citrus aurantium dulcis, concorda com o presente estudo, ja que também encontrou
atividade antioxidante.

A atividade antioxidante do 6leo essencial 1 da casca de Citrus aurantium var.
amara variou de 17% a 23%, concordando com Sarrou (2011) e discordando de Shen
(2017). No estudo de Sarrou (2011), o 6leo essencial da casca do fruto de Citrus
aurantium apresentou a atividade antioxidante de 19,29% valor bem préximo ao
encontrado em nosso experimento, porém nao houve identificagdo da espécie vegetal.
Shen (2017) ndo conseguiu demonstrar a atividade antioxidante dos 6leos essenciais
de Citrus aurantium var. amara, pois ele testou o 6leo extraido das flores secas e néo

da casca do fruto, provavelmente esse é o motivo da discordancia entre os trabalhos.
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O dleo essencial 2 (C. delicosa) teve sua atividade antioxidante variando de 20%
a 37%. Diversos autores defendem que a casca contém grande quantidade de
compostos fendlicos, os quais podem ser responsaveis pela elevada atividade
antioxidante (ATES, 2017; BALASUNDRAM, 2006; SAHIN, 2015).

Os oleos essenciais 3 (Citrus limonia) e o 6 (Citrus medica limonum)
apresentaram atividade antioxidante maxima de 22%, nas concentragdes de 62,5
Mg/mL e 250 pg/mL, respectivamente. Tais resultados concordam com aqueles
demonstrados por Menezes Filho (2020) que encontrou atividade antioxidante no 6leo
essencial da casca da fruta de Citrus limonia de 49,82% a 100% e 21,23% a 96,39%
para frutos verdes e maduros, respectivamente. No entanto, para as maiores
atividades, o 6leo essencial foi avaliado puro (sem diluicdo). Chen (2020) também
avaliou a capacidade antioxidante do C. limonia, porém utilizou o suco e a casca da
fruta e encontrou maior atividade em sua casca.

Os oleos essenciais 4, 9 e 10 foram todos extraidos da casca do C. sinensis e
apresentaram atividade antioxidante que variou de 16% ao maximo de 26%, sendo a
maior atividade antioxidante observada no 6leo 9. Tais resultados concordando com
diversos estudos que demonstraram o potencial antioxidante dos 6leos essenciais da
casca de C. sinensis (EVRENDILEK, 2015; FARAHMANDFAR, 2019; LIN, 2021;
YANG, 2017). Apesar do presente estudo nado ter encontrado uma relagdo de dose
dependéncia e consequentemente nao sendo possivel calcular a Clso, 0 estudo de
Farahmandfar (2019), a Clso foi encontrada na concentracdo de 7,86 mg/mL, ja para
Yang (2017) foi de 2,19 mg/mL e para Lin (2021) 29,70 mg/mL ressalta-se que as
concentragcdes encontradas na literatura para a Clso sdo bem maiores que as testadas
no experimento, onde a maior concentragao testada foi de 0,25 mg/mL (250 pg/mL).
Observa-se que mesmo sendo testado em baixas concentragdes, o 6leo essencial de
C. sinensis apresenta atividade antioxidante. Pesquisadores atribuem a agao
antioxidante da C. sinensis aos componentes fendlicos e flavonoides (GERACI, 2016,
SOMMELLA, 2017).

O dleo essencial 5, da casca da Citrus grandis, apresentou atividade antioxidante
maxima de 18 % na concentragao de 250 pg/mL, concordando com o estudo de Tsai
(2017) que encontrou atividade antioxidante no 6leo essencial de Citrus grandis,
porém ele utilizou o 6leo essencial da folha e ndo da casca. Concordou parcialmente
com o estudo de Ou (2015), pois na concentracdo de 40 mg/mL apresentou uma

discreta atividade antioxidante de 2,32%.
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O Odleo essencial 8, da casca da Citrus reticulata, apresentou atividade
antioxidante concordando com o estudo de Ishfaq (2021) e Lin (2021) em que esses
Oleos também apresentaram o mesmo potencial. No presente estudo, as inibi¢cdes
variaram de 13% e 19% para as concentragbes 0,122 pg/mL e 31,25 pg/mL,
respectivamente. Porém, no estudo realizado por Lin (2021), foi possivel atingir uma
inibicdo de 50%, devido a concentragbes mais elevadas avaliadas para o 6leo da
casca do Citrus reticulata Blanco cv. Kibokuni (15,20 mg/mL) e para o Citrus reticulata
Blanco (18,25 mg/mL).

De acordo com Farahmandfar (2019), o 6leo essencial da mesma espécie
vegetal pode apresentar diferentes capacidades antioxidantes, devido aos diversos
fatores influenciam na mesma, tais como: composigéao do 6leo ou fatores extrinsecos,
como o método de secagem. Segundo Lin (2021), a atividade antioxidante do género
Citrus esta atrelada a concentragdo de timol e y-terpineno, porém para Evrendilek
(2015), a atividade antioxidante se deve aos componentes fendlicos. Sonbol (1992)
defende que a atividade antioxidante dos 6leos essenciais de Citrus se deve a maiores
quantidades de geraniol, terpinoleno e y-terpineno.

O dleo 7 que apresentou maior atividade antioxidante e tem em sua composicao
0 B-pineno, B-mirceno e o y-terpineno. Os dleos 2 e 9 que também dispde de alta
atividade, porém menor que o dOleo 7, apresentam [3-pineno e (3-mirceno, linhas de
pesquisa sobre o composto y-terpineno e a atividade antioxidante devem ser
investigas em pesquisas futuras.

Observando a inibicao maxima de DPPH, os Oleos essenciais 1 a 9
apresentaram atividade antioxidante semelhante ao controle 1 (eucaliptol), ja os 6leos
1 a4, 6,7 e9 apresentaram melhor atividade que o controle 2 (Endosolv®E), sendo

que o Oleo 8 apresentou mesma atividade antioxidante que o controle 2.

5.7 CITOTOXICIDADE

A viabilidade celular foi avaliada frente a linhagem celular sadia de fibroblastos
murino (L929). Conforme a ISO 10993-5/2009, a substancia-teste € considerada
citotoxica se a viabilidade celular for menor que 70%. Nas concentragdes de 7,81
Mg/mL a 62,50 ug/mL, nenhum dos 6leos avaliados e nem os controles foram

considerados citotoxicos para esta linhagem celular (Figura 9).
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Figura 9: Viabilidade celular de fibroblastos murino (L929) em fung¢ao dos

tratamentos.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Conforme classificagdo da ISO 10993-5/2009, apenas o controle 1 (eucaliptol)
nao apresentou citotoxicidade em nenhuma das concentragdes testadas, nem mesmo
para a maxima concentragao testada (1000 pg/mL). Dentre os 6leos, o 2 foi 0 menos
citotoxico e 0 5 0 que exibiu maior citotoxicidade. Na Tabela 15, € possivel observar o
percentual de viabilidade celular para cada substancia de interesse, nas diversas

concentracdes testadas.
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Tabela 15: Viabilidade celular (%) para cada substancia-teste para a linhagem
celular de fiblrobasto murinho (L929) com sua respectiva concentragédo. Destaca-se
as substancias que apresentaram viabilidade menor que 70% conforme a ISO
10993-5/2009

Viabilidade Celular (%) para cada élec testado

Concentragdo | Oleo1 Olee2 Olec3 Olec4 Oleod Olec6 Olec7 Olec8 Olec9 Oleo10 C1 c2
testada
(ng/mL)
7.813 81569 9589 814 86,11 9191 9452 92986 9719 9808 90,9 9507 983
15,625 9526 9886 9657 9554 8025 B6OT 9235 94 2 98,6 98,06 9931 8804
31,25 9816 9837 90,4 9502 7816 8692 9078 9166 9955 9705 96,77 9865
62,5 82 86 98,5 9296 9979 7361 8155 B464 9116 9676 97,01 96,13 99,64
125 4.1 95,8 9485 8346 6404 7535 6926 8972 91,07 85,67 9463 9262
250 6414 9382 8263 7252 5082 6615 6655 7859 76,5 7342 9538 0845
500 4893 a5 5474 G556 3644 3852 3079 6984 6938 66,03 9277 9172
1000 3043 2519 1833 19,9 1677 1746 1409 3043 2906 2503 9392 3526

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Analisando a concentragao de 500 ug/mL, apenas o 6leo 2 e os controles 1 e 2
nao foram citotoxicos. Na concentragao de 250 ug/mL, os 6leos 1 (Citrus aurantium
var.amara), 5 (Citrus grandis), 6 (Citrus medica limonum) e 7 (Citrus aurantium dulcis)
demonstraram suas citotoxicidades. Da mesma forma, na concentracido de 125
pg/mL, os 6leos 5 (Citrus grandis), e 7 (Citrus aurantium dulcis) exibem citotoxicidade
conforme a ISO 10993-5/2009.

Nao foram encontrados, na literatura cientifica, dados referentes a citotoxicidade
de dleo de Citrus grandis frente a fibroblastos murinos (L929). No entanto, Elalfi (2018)
avaliou a citotoxicidade do 6leo essencial obtido da casca de Citrus grandis em
linhagens celulares de fibroblastos pulmonares humanos e a concentragdo que
permitiu a viabilidade celular maior que 70% foi de 250 ug/mL. No presente estudo, o
valor encontrado para o 6leo essencial da casca da fruta em questao foi de 62,5 ug/mL
frente a fibroblastos murinos (L929).

O dleo essencial da folha do C. limonia (6leo 3) apresentou viabilidade celular
até a concentragao de 250 pg/mL com disponibilidade 82,36% das células, porém no
estudo realizado por Najar (2020) na concentracao de 43,9 pg/mL havia viabilidade
em apenas 50% das células. Essa diferenca pode ser explicada pela linhagem celular
ja que no estudo de Najar (2020) a célula utilizada foi de neuroblastoma. Ja no estudo
realizado por Martins (2017) observou-se que concentra¢gdes maiores ou iguais a

156,3 pg/mL reduziram significativamente a viabilidade celular, porém o estudo foi
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conduzido com outra linhagem celular utilizando células de fibroblastos sadios
oriundos de pulm&o humano (GM07492-A). Segundo Lee (2017), a esculetina um
composto fendlico isolado da C. limonia apresenta atividade antiproliferativa potente
em linhas celulares de carcinoma pulmonar.

O dleo essencial da casca da fruta do C. reticulata (6leo 8) a concentragao que
permitiu viabilidade celular maior que 70% foi de 250 ug/mL, concordando com o
estudo desenvolvido por Elalfi (2018) que encontrou mesma concentragdo de 250
Mg/mL. Ja no estudo conduzido por Martins (2017), concentragdes maiores ou iguais
a 1250 pg/mL reduziram significativamente a viabilidade celular, porém a linhagem
celular era de células de fibroblastos sadios oriundos de pulmao humano (GM07492-
A).

Todos os trés 6leos da casca do C. sinensis (6leos 4, 9 e 10) apresentaram
viabilidade celular acima de 70% até a concentragcdo de 250 ug/mL. Corroborando
com os estudos de Souza (2021) e Keerthana (2021) que testaram os o6leos nas
concentragdes de 150 ug/mL e 200 ug/mL, respectivamente, em ambos os estudos o
6leo néo foi citotoxico.

O presente estudo discorda da pesquisa desenvolvida por Najar (2020) em que
o 6leo essencial de C. sinensis foi citotdxico na concentragao de 87,9 ug/mL, com
mortalidade de 50% das células, essa diferenca na concentracdo pode ser explicada
devido a linhagem celular que neste caso foi com células de neuroblastoma. Para
Garcia (2017), o extrato de folhas secas da C. sinensis (35,75 pug/mL) matou 50% das
células macrofagos (J774.G8).

Os 6leos essenciais da casca de Citrus aurantium variagdo amara (1) e dulcis
(7) na concentracao de 250 pg/mL, apresentaram respectivamente viabilidade celular
de 64% e 66%. Discordando do estudo de Najar (2020), em que no valor de 82,81
pMg/mL ja apresentava mortalidade de 50% das células, essa diferenca pode ser
explicada devido as linhagens celulares, pois no trabalho do referido autor, foram
empregadas células de adenocarcinoma mamario humano.

O dleo essencial 7 (Citrus aurantium variagdo amara) apresentou melhor
resultado como solvente de guta percha nos testes mecanicos. Conforme a
1ISO10993-5/2009, o dleo essencial ndo apresentou citotoxicidade até a concentragao
de 62 pg/mL.
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6. CONCLUSAO

A anadlise conjunta dos resultados sugere que o 6leo essencial 7 (Citrus
aurantium dulcis) € uma alternativa natural, viavel e segura a utilizagdo de solventes
organicos convencionais, pois em 5 minutos apresentou os melhores resultados de
desintegracdo, dureza e ainda exibiu atividades complementares desejaveis, como
antioxidante, bacteriostatica contra o E. faecalis ATCC 51299 e apresentou baixa
citotoxicidade frente aos fibroblastos murinos (L929). Desta forma, preenche critérios
técnicos para seu uso na Endodontia, em especial neste cenario de pandemia de
COVID-19 que ainda estamos vivendo, reduzindo o tempo para realizar o retratamento

endodéntico por meio de maior eficiéncia dos solventes empregados.
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