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EPIGRAFE

“Ninguém vai bater téo forte como a vida,
mas a questao nao é o quao forte vocé
consegue bater.

E o quéo forte vocé consegue apanhar e
continuar seguindo em frente.

A vitéria é feita assim”

- Rock Balboa



RESUMO

Nos casos de insucesso endoddntico a terapia preferencial deve ser o retratamento
endoddntico nao-cirurgico. Para este procedimento € necessario realizar a remogao do
material obturador dos canais radiculares, sendo indicado o uso de solventes quimicos
para auxiliar no procedimento. Porém, estas substancias geralmente apresentam
toxicidade elevada e nédo preenchem os requisitos de um solvente ideal. Desta forma, tem
se buscado nos 6leos essenciais encontrar substancias com boa atividade dissolutiva da
guta-percha, satisfatoria atividade antimicrobiana contra os patdgenos associados aos
casos de insucesso endodéntico, maior biocompatibilidade, menor toxicidade aos tecidos,
e que gerem menor impacto ambiental. Portanto, neste trabalho avaliou-se a efetividade
na dissolugcao da guta-percha, mensurou-se os potenciais bioldgicos e a seguranga de
seis Oleos essenciais; sendo trés pertencentes ao género Citrus (1-Citrus paradisi, 2-Citrus
limon e 3-Citrus sinensis) e trés ao género Cymbopogon (4-Cymbopogon martinii, 5-
Cymbopogon nardus e 6-Cymbopogon shoenanthus). Os resultados obtidos foram
comparados aos solventes endoddnticos convencionais (cloroférmio, endosolv® E e
eucaliptol). O perfil quimico dos 6leos essenciais foi avaliado por meio da cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas; a efetividade dos 6leos essenciais na
remogao da guta-percha, por meio dos testes de desintegragao; dureza por penetragcéo e
analise da superficie da guta percha, através de microscopia eletrénica de varredura.
Também foram avaliados os potenciais bioldgicos: antimicrobiano por meio da analise
turbidimétrica contra Enterococcus faecalis ATCC 51299 e Candida albicans ATCC
10231, e a atividade antioxidante pelo do método de sequestro de espécies reativas de
oxigénio. A citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio com 3-4,5-dimetil-2tiazolil)-2,5-difenil-
2H tetrazolio (MTT) empregando fibroblastos murinos (L929). Para o género Citrus, o D-
limoneno foi o composto majoritario para todos os 6leos. Ja para o género Cymbopogon,
0s componentes majoritarios foram geraniol, citronelol e citral para os 6leos 4, 5 e 6,
respectivamente. Os 6leos 1 e 3 apresentaram 6tima efetividade na remogao da guta-
percha, sendo mais efetivos que o controle 1 (eucaliptol) e estatisticamente semelhantes
ao controle 2 (endosolv® E) no teste de dureza por penetragéo. No teste de desintegragéo,
o 6leo mais efetivo foi 0 3, sendo superior ao C1 e igual ao C2. Na analise de superficie
(MEV), foi possivel observar as alteragdes causadas pelo 6leo 3. Todos os Oleos

apresentaram atividade bacteriostatica contra Enterococcus faecalis ATCC 51299, sendo



0 Oleo 3 o0 que apresentou maior taxa de inibicdo. Apenas os oleos 1, 3 e 6 demostraram
acao fungicida frente a Candida albicans ATCC 10231, e nenhum controle foi capaz de
inibir o crescimento desta cepa. Todos os 6leos apresentaram maior atividade antioxidante
do que os controles, sendo a maior atividade alcangada pelo 6leo 6, seguido do 6leo 3.
Os dleos 1-3 e 5-6 ndo demonstraram citotoxidade para fibroblastos murinos na
concentracao de 7,81 ug/mL. Pela analise conjunta dos resultados, conclui-se que o 6leo
3 (Citrus sinensis) parece ser uma alternativa natural, viavel e segura quando comparado
aos solventes endoddnticos convencionais, pois apresenta compostos quimicos com
capacidade efetiva de dissolugdo de guta percha, além disto, exibiu atividades
complementares desejaveis como antimicrobiana, antioxidante, além de baixa

citotoxidade.

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



ABSTRACT

In cases of endodontic failure, the preferential therapy should be non-surgical endodontic
retreatment. For this procedure, it is necessary to remove the filling material from the root
canals, and the use of chemical solvents is indicated to assist in the procedure. However,
these substances generally have high toxicity and do not fulfill the requirements of an ideal
solvent. Thus, essential oils have been sought to find substances with good gutta-percha
dissolution activity, satisfactory antimicrobial activity against pathogens associated with
cases of endodontic failure, greater biocompatibility, less tissue toxicity, and that generate
less environmental impact. Therefore, this study aimed to assess the efficacy and safety
of essential oils belonging to the Citrus and Cymbopogon genus as an alternative to
conventional endodontic solvents. It investigated the solvent capacity and the biological
activity in this work the inheritance in gutta-percha was evaluated, the biological heirs and
the safety of six essential oils were measured; three Citrus (1-Citrus paradisi, 2-Citrus limon
and 3-Citrus sinensis) and three Cymbopogon (4-Cymbopogon matrtinii, 5-Cymbopogon
nardus and 6-Cymbopogon shoenanthus) 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 Enterococcus faecalis (ATCC 51299) and
Candida 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-2Htetrazolium (MTT) assay. For the genus Citrus, D-limonene was
the major compound for all oils. As for the genus Cymbopogon, the major components
were geraniol, citronellol and citral for oils 4, 5 and 6, respectively. Oils 1 and 3 showed
excellent effectiveness in removing gutta-percha, being more effective than control 1
(eucalyptol) and statistically similar to control 2 (endosolv® E) in the penetration hardness
test. In the disintegration test, the most effective was oil 3, being superior to C1 and equal
to C2. In surface analysis (SEM), it was possible to observe the changes caused by oil 3.
All oils showed bacteriostatic activity against Enterococcus faecalis ATCC 51299, with oil
3 showing the highest inhibition rate. Only oils 1, 3 and 6 showed fungicidal action against
Candida albicans ATCC 10231, and no control was able to inhibit the growth of this strain.



All oils showed greater antioxidant activity than the controls, with the highest activity shown
by oil 6, followed by oil 3. Oils 1-3 and 5-6 did not demonstrate cytotoxicity for murine
fibroblasts at a concentration of 7.81 pg/mL. By the joint analysis of the results, it is
concluded that oil 3 (Citrus sinensis) seems to be a natural, viable and safe alternative
when compared to conventional endodontic solvents, since it presents chemical
compounds with effective capacity of dissolving gutta percha, in addition, it exhibited

desirable complementary activities such as antimicrobial, antioxidant, and low cytotoxicity.

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

O tratamento endodéntico consiste em um método quimico-mecanico de
desinfecgédo do sistema de canais radiculares (SCR), seguido da obturagdo hermética
tridimensional dos mesmos. O objetivo € eliminar e/ou reduzir os microrganismos
causadores das doengas da polpa e do periapice, bem como aumentar a cicatrizagao e
reparacdo do tecido perirradicular (BASSAM et al., 2021). E indicado para dentes que
sofreram necrose pulpar ou apresentam inflamacao irreversivel da polpa (MANFREDI et
al., 2016). Os materiais mais utilizados para a obturagdo sdo os cones de guta-percha
(GP) em associagdo ao cimento de 6xido de zinco e eugenol (OZE) (MANIGLIA-
FERREIRA et al., 2011; KAUR, et al., 2015; HARGREAVES e BERMAN, 2017;
VISHWANATH e RAO, 2019).

Alguns motivos podem levar a falha do tratamento endoddntico, como infec¢des
persistentes, preparo quimico mecanico insuficiente, obturacao insatisfatéria, infiltracéo
coronaria, canais remanescentes ndo tratados, entre outros (TABASSUM e KHAN, 2016;
PRADA et al., 2019). Destaca-se na literatura a persisténcia de infec¢des intra e extra
radiculares como a causa mais prevalente do insucesso da terapia (PRADA et al., 2019;
ZUBIZARRETA-MACHO, 2019; LEE e SONG, 2022). Os microrganismos mais
frequentemente associados sado Enterococcus faecalis e Candida albicans (PRADA et al.,
2019; SIQUEIRA JR. e ROCAS, 2022).

Nos casos de insucesso endoddntico, sempre que possivel, a terapia preferencial
deve ser o retratamento endoddntico n&o-cirurgico, pois € menos invasivo em comparagao
as cirurgias perirradiculares e apresenta maiores taxas de sucesso (KARAMIFAR,
TONDARI e SAGHIRI, 2020; SIGNOR et al., 2021). O procedimento consiste na remogao
do material obturador, reinstrumentagdo e reobturacdo de canais radiculares, com o
objetivo de superar as deficiéncias da terapia anterior (LOPES e SIQUEIRA JR., 2015).
Casos de retratamento correspondem a aproximadamente 30% da demanda dos
endodontistas (TORABINEJAD et al., 2009).

Para realizar a remogao da GP dos canais radiculares existem diversas técnicas,
tais como a limagem manual, instrumentagéo rotativa, métodos térmicos e o uso aparelhos
ultrassénicos. Estas podem ser aplicadas de forma isolada ou associadas as substancias
solventes, sendo a utilizagao de métodos combinados a forma mais indicada, eficaz e
segura (LOPES e SIQUEIRA JR., 2015; AGRAWAL et al., 2019).



20

O uso de solventes organicos no retratamento endodéntico tem sido um aliado para
a completa remocgao dos materiais obturadores, além de contribuirem para a desinfecgcéo
do SCR (FERREIRA, BRAGA e VAZ, 2021). Esta remogao pode representar um desafio,
principalmente em areas criticas de curvatura de raiz, onde existe risco de perfuragao,
sendo preconizado pela literatura o uso destas substancias para auxiliar no amolecimento
da GP (GOOD e MCCAMMON, 2012; VIRDEE e THOMAS, 2017). Muitas opgbes estao
disponiveis no mercado, e dentre as mais utilizadas estao o cloroférmio, o tetracloroetileno
(endosolv® E) e o eucaliptol (DOTTO et al., 2020, FERREIRA, BRAGA e VAZ, 2021).

Mesmo com a variedade de oferta, a literatura demonstra que nenhuma preenche
os requisitos de um solvente ideal, o qual deve ser ndo tdxico, ndo carcinogénico,
apresentar dissolucéo eficiente de GP, e com tempo de agao viavel clinicamente. Quando
depositadas na porgao apical da raiz, caso apresentem citotoxicidade, as substancias
podem levar a exacerbacao da reacao inflamatdria dos tecidos periapicais cursando em
sintomatologia pds-operatéria e prejuizo a reparagéo tecidual apical (VILLAS BOAS,
2015). Um exemplo é o cloroférmio, que possui potencial carcinogénico e elevada
toxicidade as células humanas (SCHAFER e ZANDBIGLARI, 2002; ALZRAIKAT, TAHA e
HASSOUNEH, 2016). Ja o tetracloroetileno, apresenta acao toxica para o figado e rins, e
é classificado como potencialmente cancerigeno (IARC, 2014; CICHOCKI et al., 2019;
LASH, 2019).

Em 2008, o Conselho Federal de Odontologia (CFO), através da resolugéo n° 82,
reconheceu e regulamentou o uso pelo Cirurgido-Dentista de praticas integrativas e
complementares a saude bucal, incluida nestas, o uso da fitoterapia. Na Odontologia,
muito tem se buscado, especialmente nos 6leos essenciais (OEs), encontrar substancias
com boa atividade dissolutiva da GP, satisfatéria atividade antimicrobiana contra os
patdgenos associados aos casos de insucesso endoddntico, maior biocompatibilidade,
menor toxicidade aos tecidos e baixo custo (CAVALCANTI et al., 2011; NABAVIZADEH
etal., 2014; FERREIRA et al., 2021; ESPIRITO SANTO, 2022; MARINKOVIC et al., 2022).
A tilizacdo de fitoterapicos como alternativa aos solventes convencionais pode
apresentar aspectos interessantes como estimulo a agricultura familiar, reducéo do
impacto ambiental, e descoberta de compostos menos toxicos a saude humana e com
melhor efetividade.

Duas substancias naturais ja sdo utilizadas como solventes: o eucaliptol e o éleo
essencial de laranja. O primeiro apresenta acao lenta e capacidade emoliente inferior em

comparagao a solventes convencionais, como o cloroférmio e tetracloroetileno (KARATAS
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et al., 2016; AMINSOBHANI et al., 2022). Ja o 6leo de laranja (género Citrus) € um
excelente solvente alternativo por apresentar boa agéo dissolutiva e ser biocompativel
(FARIA-JUNIOR et al., 2011; BARRETO et al., 2016). Os OEs advindos do género Citrus
representam uma alternativa natural viavel aos solventes convencionais, porém as
pesquisas existentes na area odontologica ndo especificam de qual planta o dleo foi
extraido, qual parte da planta foi utilizada, e qual a composicado quimica desta matriz
complexa que o 6leo essencial representa (BAYRAM et al., 2017; ESPIRITO SANTO,
2022).

O dleo essencial de Cymbopogon citratus, conhecido como lemongrass ou capim-
limao, € utilizado na odontologia para variados fins, como controle de placa bacteriana,
tratamento de gengivite, halitose e candidiase oral (KUMAR e GURUNATHAN, 2019). O
mesmo mostrou-se como um possivel solvente endodéntico, por sua agao dissolutiva de
GP (GONZALES e IBERICO, 2022). Porém, ndo foram encontrados dados na literatura
relacionados ao uso de outros 6leos do género Cymbopogon para este fim, sendo
necessarias maiores investigagcbes a respeito das atividades de OEs do género
Cymbopogon (ALVARENGA et al., 2022; GONZALES e IBERICO, 2022).

Dentro deste contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a efetividade na
dissolu¢ao da guta-percha, mensurar os potenciais biolégicos e a seguranga de seis 6leos
essenciais; sendo trés pertencentes ao género Citrus (Citrus paradisi, Citrus limon e Citrus
sinensis) e trés ao género Cymbopogon (Cymbopogon martinii, Cymbopogon nardus e
Cymbopogon shoenanthus). Os resultados obtidos foram comparados aos solventes
endodonticos conhecidos e utilizados na Odontologia (cloroféormio, endosolv® E e

eucaliptol).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 TRATAMENTO ENDODONTICO

Popularmente conhecido como “tratamento de canal’, o tratamento endodéntico é
um procedimento rotineiro na pratica odontolégica e consiste em um método quimico-
mecanico de desinfeccdo do sistema de canais radiculares, seguido da obturagéao
hermética tridimensional dos mesmos. E empregado com o objetivo de eliminar e/ou
reduzir os microrganismos causadores das doengas da polpa e do periapice, bem como
aumentar a cicatrizagao e reparagao do tecido perirradicular (BASSAM et al., 2021).

As duas principais indicagdes para realizagéo da terapia endodéntica séo: a pulpite
irreversivel e a necrose pulpar, estas podem ser causadas por lesdes cariosas extensas,
trincas, traumatismo dental, entre outros (MANFREDI et al., 2016).

A obturagdo do canal radicular é feita por meio de um material obturador em
associagdo a um cimento selador. O ultimo age preenchendo os espagos vazios
remanescentes entre o obturador e a dentina radicular (KAUR, et al., 2015). Até os dias
de hoje, a guta-percha (GP) juntamente ao cimento de oxido de zinco e eugenol (OZE)
s&o 0s materiais de eleicdo para tal procedimento (MANIGLIA-FERREIRA et al., 2011;
KAUR, et al., 2015; HARGREAVES e BERMAN, 2017; VISHWANATH e RAO, 2019).

O sucesso endodéntico esta estritamente relacionado a execugao eficiente e
asséptica de todas as fases terapéuticas incluindo o acesso, limpeza, desinfeccgao,
modelagem, obturagéo e posterior selamento (SCHMIDT et al., 2015). Apds a conclusao
do procedimento, a restauracao do dente tratado endodonticamente é necessaria para
reestabelecer ndo s6 a fungdo, mas também a estética e proporcionar selamento coronal
(PATEL e BARNES, 2011).

Infecgbes persistentes (intra e extra canal), preparo quimico mecanico insuficiente,
obturacdo insatisfatéria (aqguém ou além do apice), extravasamento de materiais,
infiltragcdo coronaria, canais remanescentes nao tratados (principais e/ou acessorios),
iatrogenias (como acesso inadequado, perfuragdes e fratura de instrumentos), e fatores
intrinsecos (como calcificagdes) sdo as principais causas do insucesso endodéntico
(TABASSUM e KHAN, 2016; CAMPOS et al., 2017).

Apesar do tratamento de canal ser considerado um procedimento com elevada

previsibilidade clinica, por apresentar taxas de sucesso variando entre 86-98%, o
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insucesso ocorre em um grande numero de casos, e na maioria das vezes, por causas
conhecidas (TABASSUM e KHAN, 2016; LEE e SONG, 2022). Clinicamente, em
decorréncia da falha na terapia, podem-se observar sinais e sintomas de periodontite
apical, como lesao apical persistente e dor (PATEL e BARNES, 2011; LOPES e
SIQUEIRA JR., 2015). Estima-se que casos de retratamentos correspondam a
aproximadamente 30% da demanda dos endodontistas (TORABINEJAD et al., 2009).

Supracitadas as diversas etiologias que podem culminar em falha endodéntica,
destaca-se na literatura a persisténcia de infec¢des intra e extra radiculares como a mais
prevalente (PRADA et al., 2019). Lee e Song (2022) demonstraram que 81,3% dos casos
de falha endoddntica decorrem de infecgéo persistente. De acordo com a pesquisa clinica
de Campos e colaboradores (2017), 63,4% dos casos de insucesso endoddntico se
devem as infecgdes persistentes com presenca de lesao periapical.

Os microrganismos presentes nas infecgbes geralmente se organizam na forma de
biofiilme, comunidades bacterianas coordenadas, que possibilitam um habitat mais
favoravel, diversidade metabdlica, e aumento da patogenicidade. Na maioria das vezes
(77% dos casos), esse biofilme € intra-radicular, enquanto apenas 6% representa a porgéo
extra-radicular (RICUCCI e SIQUEIRA, 2010). Mesmo em terapias endodénticas bem
executadas, os microrganismos colonizadores podem sobreviver devido a complexidade
anatémica do SCR, destacando-se as regides de tubulos dentinarios, istmos, reentrancias,
canais laterais e ramificagdes apicais (EVANS et al., 2002; ZUBIZARRETA-MACHO,
2019).

A literatura cientifica demonstra a forte relagdo entre a infeccéo pela bactéria E.
faecalis e o insucesso do tratamento (SIQUEIRA JR. E ROCAS, 2014; PRADA et al.,
2019). Esta é considerada a espécie bacteriana mais frequente isolada em canais com
necessidade de retratamento, podendo ser encontrada em até 90% dos casos (ALMEIDA
et al., 2015). Pinheiro e colaboradores (2003) destacaram que estatisticamente € o
microrganismo mais prevalente encontrado (45,8%) em canais radiculares tratados.
Siqueira e Rogas (2004), utilizando a técnica de Reagéo em Cadeia da Polimerase (PCR),
observaram prevaléncia de 77%; enquanto que Sedgley e colaboradores (2006) langando
mao do mesmo método, obtiveram 79,5%.

A E. faecalis € um coco Gram-positivo e anaerdbio facultativo (GILMORE et al.,
2020). Trata-se de uma espécie bacteriana oportunista e resistente a variadas medidas
de desinfeccao adotadas na endodontia (NARAYANAN e VAISHNAVI, 2010). Estudos

demonstram suas variadas habilidades de sobrevivéncia: crescimento na presenca ou
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auséncia de oxigénio, sobrevivéncia em temperaturas entre 10 e -60°C; tolerancia a pH
alcalino (até 11,5); formacao de biofilme; ades&o aos tubulos dentinarios; sobrevivéncia
em contato com medicagdes intracanais como o hidroxido de calcio e irrigantes como o
hipoclorito de sodio (NaOCIl) até 6,5%; resisténcia a antibidticos, em particular a
eritromicina e azitromicina, entre outras (PINHEIRO et al., 2003; JHAJHARIA et al., 2015).

Ja a C. albicans assume papel de destaque por ser o fungo mais frequentemente
isolado em canais infectados (MERGONI et al., 2018; YOO et al., 2020). Siqueira Jr. e
Bilge (2004) observaram que €é mais encontrado em infec¢gdes endodoénticas
persistentes/secundarias do que em infec¢gdes primarias, o que demonstra sua
capacidade de tolerancia frente as manobras assépticas empregadas na endodontia.
Segundo estudo de Peerson e colaboradores (2017), a prevaléncia da espécie varia entre
0,5-55% dos casos.

O microrganismo supracitado € dentinofilico, possui capacidade de colonizar e se
aderir profundamente as paredes de dentina dos canais radiculares, formando biofilme.
Apobs 24 horas ocorre a maturagédo do mesmo, e observa-se multiplas camadas de células
polimorficas incorporadas as matrizes extracelulares, o que gera estruturas espessas e
com significativa dureza. A C. albicans em forma de biofiime chega a ser até 100 vezes
mais resistente as respostas imunes do hospedeiro e ao tratamento antifungico (GULATI
e NOBILI, 2016). Estudos demonstram que tanto a C. albicans como o E. faeacalis,
apresentam resisténcia a medicagdes intracanal a base de hidroxido de calcio (TURK,
SEN e OSTURK, 2009; DELGADO et al., 2013).

2.2 RETRATAMENTO ENDODONTICO

Nos casos de insucesso endoddntico, sempre que possivel, a terapia preferencial
deve ser o retratamento endoddntico ndo cirurgico (TORABINEJAD et al., 2009;
SALEHRAB e ROTSTEIN, 2010; SIGNOR et al., 2021). O uso do tratamento conservador
€ preconizado, pois permite uma grande chance de sucesso clinico a longo prazo,
limitando a cirurgia perirradicular apenas aos casos em que a terapia inicial foi
insatisfatoria (BISPO et al., 2021; DIOGUARDI et al., 2022).

No livro “Endodontia: Biologia e técnica”, Lopes e Siqueira Jr. (2015) definem
retratamento endoddntico: “basicamente, consiste em realizar a remogao do material
obturador, a reinstrumentacido e reobturacdo de canais radiculares, com o objetivo de

superar as deficiéncias da terapia endododntica anterior”.
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No que diz respeito a presente dissertagdo, dentre as etapas do retratamento
endoddntico, a remogéo do material obturador assume papel de destaque. A guta-percha
€ o material obturador mais utilizado no tratamento endodéntico. Trata-se de um polimero
extraido de plantas da espécie Palaquium gutta. O cone de GP € composto por particulas
inorganicas (oxido de zinco e sulfato de bario) e organicas (polimero e resina) em
diferentes proporgdes, dependendo do fabricante (SIQUEIRA, 2001; NABESHIMA et al.,
2011).

A guta-percha é muito bem aceita pelos tecidos vivos e nao interfere no processo de
reparagdo apos obturacdo (PACE, 2021). Além da biocompatibilidade, possui outras
diversas propriedades consideradas ideais para um material obturador, incluindo
termoplastificidade, facilidade de remogédo do canal, radiopacidade, e atividade anti-
bacteriana (MANIGLIA-FERREIRA et al., 2005). A ultima se justifica pela presenga do
oxido de zinco na composi¢cao do material, e embora os cones sejam produzidos em
condicdes assépticas, existe a possibilidade contaminacdo microbiana por manipulacao,
aerossol ou condigdes de armazenamento. Variados agentes quimicos s&o utilizados para
descontaminagao dos cones de GP (como diglocunato de clorexidina e NaOCI), porém
Carvalho e colaboradores (2020) relataram que n&o ha consenso sobre o melhor protocolo

de descontaminacao.

2.3 REMOGAO DO MATERIAL OBTURADOR

Para realizar a remogao da guta-percha dos canais radiculares existem diversas
técnicas como a limagem manual, instrumentagéo rotativa, métodos térmicos e o uso de
aparelhos ultrassénicos; estas podem ser aplicadas de forma isolada ou juntamente as
substancias solventes, sendo a utilizacdo de métodos combinados a forma mais indicada,
eficaz e segura (LOPES e SIQUEIRA JR., 2015; HARGREAVES e BERMAN, 2017).

Geralmente, os cones de GP se encontram bem condensados podendo apresentar
resisténcia aos instrumentos, tornando a completa remogdo do material obturador um
desafio, principalmente em areas criticas de curvatura de raiz, onde existe risco de
perfuracdo. Nestes casos a literatura preconiza o uso de solventes para auxiliar no
amolecimento da guta-percha (GOOD e MCCAMMON, 2012; VIRDEE e THOMAS, 2017).
Ademais, solventes possuem atividade antimicrobiana, contribuindo para a desinfecg¢ao
do meio (SIQUEIRA JR. e ROCAS, 2004; EDGAR, MARSHALL e BAUMGARTNER,
2006).
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Apés a retirada da restauragao coronaria da entrada dos canais e da visualizagao do
material obturador, a remocado da GP do ter¢o cervical € realizada por instrumentos
manuais, rotatorios e/ou térmicos. O espaco criado pela remogéo inicial, serve de
reservatorio para o solvente de escolha, que é depositado e deixado agir por alguns
minutos, com o objetivo de dissolver a guta-percha remanescente. Para remogao do tergo
médio, utilizam-se limas tipo Kerr ou Hedstrom, langando méao de manobras progressivas
de penetragéo, rotagcdo a direita e remogao; sempre alternando uso do solvente e
abundante irrigacao, seguido de aspiragao. Ao chegar ao terco apical, o uso de solventes
€ contraindicado pela literatura pelo risco de extravasamento no forame e danos aos
tecidos periapicais. Recomenda-se cautela ao utilizar meios térmicos, pois 0 aquecimento
excessivo, fundindo a GP a temperatura superior a 100°C, pode causar ocasionar injurias
as fibras periodontais e reabsorgdes radiculares cervicais (LOPES e SIQUEIRA JR.,
2015).

Outro aspecto relevante na desobturagdo com o emprego de solventes, € que em
casos que o material obturador esteja bem condensado, as substancias sao depositadas
na porgao apical do canal radicular e podem assim, entrar em contato com os tecidos
apicais. Nesta situacao, caso os solventes apresentem elevada citotoxicidade podem levar
a exacerbagéao da reagao inflamatdria dos tecidos periapicais, cursando em sintomatologia
pds-operatdria e prejuizo a reparagao tecidual apical (VILLAS BOAS, 2015).

Em 11 de Margo de 2020, a COVID-19 foi caracterizada pela Organizagao mundial
da saude (OMS) como pandemia. A doenca é causada por um virus envelopado de RNA,
conhecido como coronavirus (SARS-Cov-2). A principal forma de transmissao da doencga
ocorre a partir da disseminagao de goticulas respiratorias através da tosse ou espirro,
existindo um elevado risco em espacos fechados devido a concentragbes elevadas de
aerossois (HASSAN et al, 2020). Dado o exposto, os Cirurgides-Dentistas sao
considerados um dos grupos de maior risco entre os profissionais de saude. O
retratamento endodéntico é considerado uma urgéncia odontolégica e sendo assim, deve-
se buscar alternativas para diminuigdo do tempo de realizagdo dos procedimentos, como
por exemplo, estudo de substancias mais efetivas (FRANCO, CAMARGO e PERES,
2020).
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2.4 SOLVENTES ENDODONTICOS CONVENCIONAIS

O uso de solventes orgéanicos no retratamento endodéntico representa um recurso
importante para a completa remogédo dos materiais obturadores, além de contribuirem
para a desinfec¢ao do sistema de canais radiculares (ESTRELA e FIGUEIREDO, 1999).
Muitas opgbes de solventes estdo disponiveis no mercado, os mais utilizados sao o
cloroférmio, xilol, tetracloroetileno (endosolve), o eucaliptol e o éleo essencial de casca de
laranja (DOTTO et al., 2020, FERREIRA, BRAGA e VAZ, 2021).

Mesmo com a variedade de oferta, a literatura demonstra que nenhum preenche os
requisitos de um solvente ideal, que deve ser néo tdxico, ndo carcinogénico, apresentar
dissolucao eficiente de GP, com tempo de agao viavel e baixo custo. Um exemplo é o
cloroférmio, que apesar de ser extremamente eficaz na dissolugéo da guta-percha, teve
seu uso clinico banido em 1990 pela Food and Drug Administration (FDA) por possuir
potencial carcinogénico e elevada toxicidade as células humanas (SCHAFER e
ZANDBIGLARI, 2002; ALZRAIKAT, TAHA e HASSOUNEH, 2016). Desde entéo, novas
substancias vem sendo testadas como alternativas aos solventes convencionais, no intuito

de encontrar um solvente eficiente e que atenda aos requisitos almejados.

2.41 Cloroférmio

O cloroférmio (triclorometano) é um solvente orgénico utilizado na Odontologia e
considerado padrao-ouro por possuir a melhor agdo de amolecimento da guta-percha
entre os solventes disponiveis, acdo rapida e possuir atividade antimicrobiana contra E.
faecalis (AMINSOBHANI et al., 2022). Apesar do uso da substancia estar associada ao
sucesso do retratamento endodéntico por sua eficiéncia, estudos demonstram seus
efeitos citotoxicos aos tecidos e potencial cancerigeno (SCHAFER e ZANDBIGLARI,
2002; OLIVEIRA, 2006; VILLAS BOAS, 2015). O cloroférmio é classificado como
cancerigeno do grupo 2B pela Agéncia Internacional de pesquisa sobre o cancer (IARC,
1999) e 0 estudo de Verma, Tordik e Nosrat (2018) alerta para o risco do extravasamento
acidental do cloroférmio durante sua aplicacdo como solvente no retratamento
endodéntico, evidenciando seu efeito citotoxico aos tecidos periapicais, com a
possibilidade de geracao de necrose tecidual e éssea no local do extravasamento.

Além dos efeitos deletérios supracitados, estudos evidenciam o potencial

hepatotdxico, neurotdxico e depressor do sistema cardiovascular do cloroférmio; ademais
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é considerado uma substancia agressora do meio ambiente (SPANO et al., 1995; WANG,
LI e CHEN, 2018). O cloroférmio € altamente volatil e pode evaporar completamente
dentro de um minuto em contato com o ar, podendo ocorrer risco de toxicidade por
inalacdo do solvente durante seu uso, seja pelo profissional cirurgido-dentista ou pelo
paciente (BARBOSA, BURKARD e SPANBERG, 1994).

Desde a descoberta dos efeitos negativos do cloroférmio, substancias vém sendo
testadas (principalmente 6leos essenciais) para identificagdo de um solvente endodontico
alternativo, eficaz e que ndo apresente tantos efeitos nocivos aos individuos e ao meio

ambiente.

2.4.2 Eucaliptol

O eucaliptol (constituinte majoritario do 6leo essencial de eucalipto), advindo do
género Eucalyptus da familia Myrtaceae (SANTOS, 2021), € um solvente organico natural
amplamente utilizado na pratica odontologica. Possui capacidade dissolutiva de guta-
percha, apresenta baixa toxicidade e possui atividade anti-inflamatdria, antisséptica e
antibacteriana (WENNBERG e OSTARVIK, 1989; MAGALHAES et al., 2007). A atividade
antimicrobiana do eucaliptol contra cepas de E. faecalis e C. albicans é relatada como
dose dependente (MARTINEZ-PABON e ORTEGA-CUADROS, 2020). A principal
desvantagem do solvente é sua lentiddo para dissolver a GP (WOURMS et al., 1990;
CAMOES, 2010). Caso a substancia seja aquecida, seu tempo de acdo diminui,
dissolvendo a guta-percha mais rapidamente (OYAMA, SIQUEIRA e SANTOS, 2002).

Estudos demonstram que o eucaliptol apresenta menor acdo emoliente de GP que
o cloroférmio e o tetracloroetileno (PECORA, SPANO e BARBIN, 1993; KARATAS et al.,
2016). E em relacao ao 6leo essencial de laranja, o eucaliptol apresenta agao dissolutiva
semelhante (MAGALHAES et al., 2007; CAMOES et al., 2010; RAMOS, CAMARA e
AGUIAR, 2016; KARATAS et al., 2016).

2.4.3 Endosolv® E

Endosolv® E é um solvente para desobturagdo endoddntica fabricado pela
SEPTODONT (Paris, Franga), com composigao de 92,30 g de tetracloroetileno e 100 g de
excipientes, sendo apresentado em um frasco de 13 mL. Esse solvente apresenta boa

acao dissolutiva sobre cones de guta-percha e cimentos a base de OZE (VILLAS BOAS,
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2015). Dentre suas vantagens, destaca-se o curto tempo de utilizagdo do solvente para
sua agéo emoliente (2 minutos) (HWANG et al., 2015).

O tetracloroetileno € um composto quimico com agao comprovadamente toxica para
o figado e suas vias metabdlicas, incluindo os rins (CICHOCKI et al., 2019). O estudo de
Luo e colaboradores (2019) demonstraram alteragdes renais e hepaticas em
camundongos relacionadas ao uso da substancia. O tetracloroetileno é classificado pela
IARC, como grupo 2A, ou seja, potencialmente cancerigeno para seres humanos (IARC,
2014). Com evidéncias sugestivas, mas limitadas, para cancer de figado e mais fortes
para cancer de bexiga associados ao uso do composto quimico (LASH, 2019). A literatura
alerta ainda para o risco de neurotoxicidade apds exposicao oral ou inalagdo do

tetracloroetileno, podendo gerar, principalmente alteragdes visuais e letargia (EPA, 2012).

2.5 FITOTERAPIA NA ENDODONTIA

A fitoterapia, ciéncia que estuda as plantas medicinais e seu uso para o tratamento
de doencgas, € uma vertente crescente no mundo atual por apresentar menor toxicidade,
maior biocompatibilidade e custos mais acessiveis a populagdo em comparagao a
farmacologia convencional (BETTEGA et al., 2011). Em 2008, o CFO através da resolugcao
n°® 82, reconheceu e regulamentou o uso pelo Cirurgido-Dentista de praticas integrativas
e complementares a saude bucal, incluida nestas, o uso da fitoterapia.

Na Odontologia, muito tem se buscado dos farmacos fitoterapicos, especialmente
nos Oleos essenciais, encontrar substancias com boa atividade dissolutiva de guta-percha,
satisfatoria atividade antimicrobiana contra os patdégenos associados aos casos de
insucesso endoddntico, maior biocompatibilidade, menor toxicidade aos tecidos e baixo
custo (CAVALCANTI et al., 2011; NABAVIZADEH et al., 2014; FERREIRA, BRAGA e
VAZ, 2021; ESPIRITO SANTO et al., 2022; MARINKOVIC et al., 2022).

O uso dos OEs se fundamenta em suas propriedades fisico-quimicas,
organolépticas (sabor) e aromaticas. Eles servem de matéria-prima para uma grande
variedade de industrias: téxteis, desengraxantes, inseticidas, antissépticos, produtos
farmacéuticos, perfumaria, alimentos e medicamentos (WOLFFENBUTTEL et al., 2014).

Os dleos essenciais podem ser extraidos de variados géneros, como por exemplo o
Citrus, advindo da familia de plantas Rutaceae, muito utilizado nos mais diversos setores

por ser considerado seguro e apresentar amplo espectro de atividade antimicrobiana,
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antioxidante e antifungica, principalmente devido aos terpenos, flavonoides, carotenoides
e cumarina presentes em sua composigéo (VIUDA-MARTOS et al., 2008; ALl et al., 2017).
Dentro deste género, destaca-se o uso do 6Oleo essencial de laranja como solvente
endodontico.

Outro género ao qual cabe destaque, € o Cymbopogon, pertencente a familia
Poaceae, e que também apresenta grande importancia comercial nas mais diversas
areas. Estudos confirmam suas propriedades anti-inflamatérias e antimicrobianas
(OLIVEIRA et al., 2011; BOUKHATEM et al., 2014).

O Brasil € um pais rico em plantas medicinais, pertencendo a seu territorio, a
floresta Amazdnia, considerada a maior reserva de biodiversidade terrestre existente no
planeta (ARAGON, 2018). O pais se destaca por ser o maior produtor de frutas citricas do
mundo, com produgéo anual estimada em 20 milhdes de toneladas de laranja (COSTA,
NEVES e TELLES, 2020).

Sendo assim, a utilizacdo de substancias fitoterapicas, principalmente oleos
essenciais, como alternativa aos solventes endoddnticos convencionais podem
apresentar aspectos interessantes como estimulo a agricultura familiar, reducédo do
impacto ambiental, e descoberta de compostos menos toxicos a saude humana e com

melhor efetividade.

2.5.1 Geénero Citrus: alternativa aos solventes endodonticos convencionais

O ¢dleo essencial de laranja, advindo do género Citrus, € um € um excelente solvente
alternativo empregado na endodontia em comparagdo com solventes potencialmente
toxicos, este apresenta capacidade satisfatéria de dissolugdo de guta-percha e cimentos
a base de OZE; além de ser biocompativel, possui odor agradavel e ndo apresentar efeitos
nocivos & saude (FARIA-JUNIOR et al., 2011; BARRETO et al., 2016). Ademais,
apresenta agao citotoxica menor em comparagao ao cloroférmio e ao eucaliptol (VILLAS
BOAS, 2015). O uso de dleos essenciais em endodontia esta crescendo devido a sua
comprovada seguranga, biocompatibilidade e ndo carcinogenicidade (VAJRABHAYA et
al., 2004).

O D-limoneno ou 4-isopropenil-1-metilciclohexeno (C10H16) € um monoterpeno
monociclico abundante em plantas citricas como lim&o, laranja e uva. Esta substéncia

esta presente em 6leos essenciais citricos e especiarias, mas a fonte mais comum € o
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Oleo de casca de laranja, que contém cerca de 90% a 95% de D-limoneno, podendo esta
substancia ser extraida e refinada (ANANDAKUMAR, KAMARAJ e VANITHA, 2021).

O D-limoneno apresenta fragrancia citrica fresca, sendo utilizado principalmente
como aromatizante, flavorizante de alimentos, e na area médica, como solvente de
calculos biliares (SUN, 2007). E classificado pela Food and Drug Administration como um
material seguro para uso humano (FDA, 2023). Destaca-se na literatura por seus efeitos
benéficos, principalmente pela agdo anti-inflamatéria e antioxidante (ALMEIDA et al.,
2015; YU, YAN e SUN, 2017). A substancia possui capacidade de dissolugcao de guta-
percha similar ao eucaliptol e ao éleo de laranja (VILLAS BOAS, 2015). Nos ultimos anos,
produtos naturais contendo D-limoneno tém sido investigados por sua seguranca e
eficacia na remogao de GP (JANTARAT, MALHOTRA e SUTIMUNTANAKUL, 2013).

Oleos essenciais advindos do género Citrus representam uma alternativa natural
viavel aos solventes convencionais, porém na literatura as pesquisas existentes na area
odontolégica ndo especificam de qual planta o éleo foi extraido, qual parte da planta foi
utilizada, e qual a composicdo quimica da substancia (BAYRAM et al., 2017; ESPIRITO
SANTO, 2022).

A andlise por cromatografia a gas é muito empregada com o objetivo de conhecer
os constituintes quimicos dos OEs, devido as suas caracteristicas de elevado numero de
constituintes com baixo peso molecular, elevada volatilidade, solubilidade em solventes
organicos, entre outras (WOLFFENBUTTEL et al., 2014). Por este motivo, sera realizada
analise da composicdo quimica dos Oleos essenciais deste estudo por meio da

Cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (CG-EM).

2.5.1.1 Citrus paradisi

Conhecido popularmente como toranja ou grapefruit, o 6leo essencial Citrus paradisi
€ muito utilizado como agente anti-obesidade e redutor de apetite, esta acao ocorre pela
ativacdo da atividade do sistema nervoso simpatico, que favorece a lipdlise, e
consequentemente auxilia na redugao dos triglicérides (NAGAI et al., 2014). Pesquisas
sobre o Oleo essencial comprovam atividade larvicida contra ovos de Aedes aegypt
(IVOKE et al., 2013) e sua potente atividade antimicrobiana contra E. faecalis e C. albicans
(DOSOKY e SETZER, 2018).

Segundo estudo de Okunowo e colaboradores (2013), por meio de analise

cromatografica, os principais componentes identificados no 6leo foram D-limoneno
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(75,05%), seguido de B-mireno (7,25%), a-pineno (2,11%), cariofileno (1,88%), octanal
(1,68) e B-felandreno (1,18%). Alguns dos componentes menores incluiram d-cadineno,
linalol e 3-careno. No estudo citado, o 6leo analisado foi proveniente da Nigéria, podendo
acontecer diferengas na composicao a depender do local do cultivo, clima, horario de

colheita e outras variaveis.

2.5.1.2 Citrus limon

Popularmente conhecido como lim&o, é extraido da fruta, e rico principalmente em
vitamina C, o que auxilia na prevencgéo de infecgbes. Na medicina tradicional romena,
administra-se 6leo essencial de C. limon com agucar para suprimir a tosse (PAPP et al.,
2011). O produto natural também é utilizado para tratamento de dores de garganta, febre,
reumatismo e hipertensao arterial (BALOGUN e ASHAFA, 2019).

As acdes farmacologicas de C. limon sdo amplas, e incluem atividade
antimicrobiana, anti-inflamatdria, antioxidante, anticancerigena, e efeito neuroprotetor (LI
et al., 2022). O potencial farmacolégico do dleo é determinado por sua rica composicao
quimica, como flavonoides, acidos fendlicos, cumarinas, acidos carboxilicos, aminoacidos
e vitaminas. Os principais compostos do dOleo essencial sdo os monoterpenos,
especialmente o D-limoneno. Devido as suas atividades, C. limon ocupa papel de
destaque nas industrias de alimentos e cosméticos (KLIMEK-SZCZYKUTOWICZ, SZOPA
e EKIERT, 2020).

Siddique e colaboradores (2020) realizaram um ensaio clinico randomizado, duplo
cego, envolvendo a participagdo de 30 pacientes para comparar o potencial
antimicrobiano do extrato etandlico de alho e limao (extraido de C.limon) 1,8% com a
solugdo de NaOCI 3% em canais radiculares de elementos dentarios com periodontite
apical assintomatica, utilizando PCR para quantificacdo bacteriana. Como resultado a
solugao proposta foi tdo eficaz quanto a solugdo de hipoclorito, ndo apresentando
diferengas estatisticas.

2.5.1.3 Citrus sinensis

C. sinensis representa o maior grupo de cultivo citrico em todo o mundo,
respondendo por cerca de 70% da produgédo anual total de espécies do género Citrus

(SHARMA et al., 2017). Popularmente conhecida como laranja, esta espécie vegetal
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possui diversas variantes. O 6leo essencial de laranja pode ser extraido de todo tecido
vivo da planta, estando concentrado principalmente das cascas, folhas e caule. Dentre os
principais metabolitos presentes no OE, destacam-se os flavonoides, alcaloides,
saponinas, cumarinas e carotenoides (WOLFFENBUTTEL et al., 2014).

Estudos com analise de CG-EM apontam o D-limoneno como o principal constituinte
do dleo (94%), seguido do mirceno (2%), outros compostos identificados aparecem com
menos de 1% de area da composigdo (O'BRYAN et al., 2008; FAVELA-HERNANDEZ et
al., 2016).

C. sinensis é rico em vitamina C e apresenta significativa atividade antioxidante
(FAVELA-HERNANDEZ et al., 2016). Rauf, Uddin e Ali (2014) demonstraram que o OE
apresentou 84,81% de efeito antirradical DPPH a 100 pg/mL, enquanto o acido ascdrbico,
utilizado como controle positivo, demonstrou 96,36%.

A atividade antimicrobiana do oleo essencial assume papel de destaque por seu
amplo espectro. Este apresenta atividade antimicrobiana contra Escherichia col,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus (KAVIYA et al., 2011), Bacillus subtilis,
Shigella (AROOJ, DAR e SAMRA, 2014), Salmonella (O'BRYAN et al., 2008), e E. faecalis
(FISHER e PHILLIPS, 2009). Estudos demonstram atividade antifungica contra
Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, Trichoderma viridea (SINGH et al., 2010) e C.
albicans (TROVATO et al., 2000).

No estudo in vitro conduzido por Saleem e Saeed (2020) o extrato de C. sinensis
(obtido a partir da casca da laranja) demonstrou atividade contra E. faecalis com
Concentragéao inibitéria minima (CIM) de 400 ug/mL e contra C. albicans (> 1000 pg/mL).

Lehrner e colaboradores (2000) demonstraram as agdes calmante e ansiolitica do
Oleo de laranja, por via inalatéria sobre pacientes do sexo feminino expostas ao 6leo no
consultério odontolégico, através de difusor de odores na sala de espera, quando

comparadas com o grupo controle, exposto ao ar puro.

2.5.2 Género Cymbopogon

O género Cymbopogon, pertencente a familia Poaceae, € amplamente distribuido
nas regides tropicais e subtropicais da Africa, Asia e América. Composto por 144 espécies,
este género é muito utilizado por seu alto teor de dleos essenciais que tém sido usados

em aplicagdes cosméticas, farmacéuticas, e de aromaterapia (OLIVEIRA et al., 2011). A
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importancia comercial de algumas espécies do género Cymbopogon se deve a sua 6tima
capacidade de adaptacao, crescendo em condi¢des climaticas moderadas e até mesmo
extremamente severas (AVOSEH et al., 2015).

As propriedades benéficas da espécie, tais como atividade antioxidante,
antimicrobiana e anti-inflamatéria, sdo decorrentes da presenga de compostos como
alcaloides, terpenoides volateis e ndo volateis, flavonoides, carotenoides e taninos, que
podem ser encontrados em todas as partes das plantas da espécie (GRICE, ROGERS e
GRIFFITHS, 2011; AVOSEH et al., 2015).

Na Odontologia, dentre todas as espécies do género, destaca-se o uso do 6leo
essencial de Cymbopogon citratus (lemongrass ou capim-limao) para variados fins, como
controle de placa bacteriana, tratamento de gengivite e doengas periodontais, halitose e
candidiase oral (KUMAR e GURUNATHAN, 2019).

Wright, Maree e Sibanyoni (2009) avaliaram a eficacia e seguranga do uso de C.
citratus para tratamento de candidiase oral (causada pelo fungo C. albicans) em pacientes
portadores de HIV/AIDS residentes na Africa do Sul, e o lemongrass apresentou
resultados superiores em comparagao ao grupo controle (solugdo aquosa de violeta
genciana 0,5%).

Em 2015, Dany e colaboradores, demonstraram durante uma investigacdo com
colutério contendo 6leo essencial de lemongrass a 0,25% que houve uma maior redugao
no indice médio de periodontite e gengivite apos 21 dias de uso, em comparagao ao grupo
controle (colutdrio de clorexidina 0,012%).

Alvarenga e colaboradores (2022) realizaram uma revisédo integrativa acerca das
aplicacbes terapéuticas do C. citratus na Odontologia, € concluiram que: apesar da
existéncia de diversas pesquisas que demonstram a eficacia e seguranga desta
substancia, atualmente, a maior parte de sua aplicacdo na area odontolégica ainda
persiste de maneira in vitro, com destaque as suas propriedades antibacterianas e
antifungicas, considerando a microbiota patogénica presente no biofilme da cavidade oral
e no interior dos canais radiculares. Nota-se que ha poucos protocolos especificos que
orientem o profissional cirurgido-dentista para o uso de terapias a base de plantas
medicinais e/ou fitoterapicos, como no caso do C. citratus. As plantas medicinais séo
pouco exploradas por cirurgides-dentistas, o que se deve geralmente a falta de
conhecimento, interesse, confianga ou de capacitacdo durante a graduagao. Assim, deve-
se buscar combater a deficiéncia das grades curriculares dos cursos de Odontologia, bem
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como realizagdo de mais estudos para explicar e fundamentar melhor os efeitos das
substancias naturais advindas do género Cymbopogon na pratica odontolégica.

Gonzales e Iberico (2022) demonstraram que o 6leo essencial de laranja, o eucaliptol
e 0 Oleo de “erva luisa” ou “erva de limao” (Cymbopogon citratus) dissolveram de maneira
estatisticamente semelhante os cones de GP apds os tempos de exposi¢cdo de 5 e 10
minutos.

Em relacdo a atividade dissolutiva de guta-percha, embora exista varias pesquisas
utilizando 6leos essenciais, ndo foram encontrados dados na literatura relacionados ao
uso de outros 6leos do género Cymbopogon para este fim, sendo necessaria a realizagao
de pesquisas a respeito desta possivel atividade, fato que motivou a selecao de 3 6leos

deste género para o presente estudo.

2.5.2.1 Cymbopogon martinii

Popularmente conhecido como palmarosa, este 6leo essencial possui importancia
comercial principalmente por sua agao antifungica, atribuida ao seu elevado teor de
geraniol - componente majoritario (PRASHAR et al., 2003; ANDRADE et al., 2014).

Almeida e colaboradores (2011) demonstraram satisfatéria atividade antifungica do
Oleo essencial de palmarosa (C. martinii) frente as oito cepas de C. albicans isoladas de
pacientes HIV soropositivos por meio da técnica da disco-difusdo em Agar, com média
do halo de inibicdo (30 mm) considerado maior em relagédo ao controle positivo - o
miconazol (9 mm).

Em 2019, Oliveira e Moraes avaliaram a atividade do o6leo essencial de
palmarosa em forma de emulsdo e sua estabilidade para formulagdo de
dermocosméticos. Os autores demonstraram que o OE inibiu a peroxidagao lipidica,
possui excelente atividade antioxidante, acao hidratante e regeneradora, sendo portanto,
indicado para uso em produtos antienvelhecimento.

Cavalcanti e colaboradores (2011) testaram o efeito inibitério de dleos essenciais
sobre microrganismos do canal radicular (C. albicans e E. faecalis) por meio da triagem
da atividade antimicrobiana e da determinagé&o da Concentracgao Inibitoria Minima (CIM).
As solugdes de digluconato de clorexidina (0,012%) e NaOCI (1%) serviram de controle.
O Odleo essencial de palmarosa (C. martinii) apresentou atividade antimicrobiana
satisfatoria contra as duas cepas, e frente ao E. faecalis apresentou atividade

estatisticamente semelhante aos controles empregados. Os autores concluiram que
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apenas a inibicao dos microrganismos envolvidos na infec¢do endodéntica nao justifica o
emprego desses produtos na pratica clinica; a biocompatibilidade e a citotoxicidade sao
aspectos que devem ser considerados quando da perspectiva de uso clinico dos produtos
naturais. Assim, sugere-se que novos estudos sejam realizados de modo a avaliar as
possibilidades de emprego dos dleos essenciais como constituintes de materiais dentarios

e produtos odontolégicos com atividade antimicrobiana.

2.5.2.2 Cymbopogon nardus

Conhecido popularmente como citronela, este 6leo essencial apresenta grande
importancia comercial principalmente como repelente natural, devido a sua elevada
eficacia e baixa toxicidade (BRAGA et al., 2020). Seus componentes principais incluem
citronelal, citronelol e geraniol, e contribuem para varias atividades (antimicrobiana,
antioxidante, anti-inflamatéria, e cicatrizante), além da acdo repelente de mosquitos
(SHARMA et al., 2019; BORGES et al., 2021).

Trindade (2021) avaliou a atividade biolégica do 6leo essencial de Cymbopogon
nardus e do fitoconstituinte citronelal sobre o fungo Candida albicans. Como resultados,
tanto o OE quanto o fitoconstituinte apresentaram atividade antifungica inibindo 100% das
cepas nas concentragdes de 256 ug/mL.

Devido as propriedades antissépticas, C. nardus é muito utilizado para formulagéo
de sabdes e desinfetantes domésticos. Sendo assim, destaca-se sua indicagdo como
agente desinfetante de proteses dentarias (GUIOTTI et al.,, 2016). Catazone (2022)
avaliou in vitro formulagdes contendo 6leo essencial de citronela (Cymbopogon nardus)
em relacdo a propriedades bioldgicas, fisicas e mecanicas de proteses dentarias
(confeccionadas em resina acrilica). As formulagdes fitoterapicas a base de citronela
apresentaram efeito antifungico satisfatério sobre Candida albicans em superficies de
resina acrilica, ndo apresentaram efeito citotoxico sobre células da linhagem epitelial, e
nao causaram alteracdes na superficie de resina acrilica, sendo potencialmente

promissoras para serem indicadas como solug¢des desinfetantes para préteses dentarias.

2.5.2.3 Cymbopogon schoenanthus

Cymbopogon schoenanthus € uma das espécies do género, conhecido como

“‘capim-limao” ou “lemongrass”. Pertencente a familia das gramineas (Poaceae) esta
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espécie é originaria da india, e foi introduzida no Brasil durante o periodo colonial.
Apresenta propriedades digestivas, sedativas, agéo no controle biolégico contra parasitas,
além de ser usada em perfumaria (SOUSA et al., 2005). Também é utilizada para
tratamento de infecgao urinaria (MALTI et al., 2020).

Os dleos essenciais do género Cymbopogon sao conhecidos pela presenga do
citral (neral e geranial) e do geraniol, os quais tem se destacado pela atividade
antimicrobiana (GANJEWALA e LUTHRA, 2010; PIASECKI et al., 2021). E importante
citar que a composicao quimica dos OEs podem variar de acordo com o local de plantio e
o tempo de colheita (MALTI et al., 2020), o que influencia nas atividades biolégicas,
podendo resultar em diferentes ac¢des terapéuticas de OEs extraidos de uma mesma
planta que foi cultivada e colhida em uma regido distinta. Katiki e colaboradores (2011)
analisaram a composi¢ao quimica do OE de C. shcoenanthus por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) e o componente majoritario identificado
foi o geraniol (62,5%).

Hashim e colaboradores (2017) analisaram a atividade bioldgica do 6leo essencial
e demonstraram atividade antibacteriana satisfatoria contra Staphylococcus aureus,
Staphylococcus saprophyticus, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae. Outro estudo
demonstrou antimicrobiana contra S. aureus (YAGI et al., 2016). Porém, estudos com o
OE de capim-limao (C. schoenanthus) sao escassos no que tange a avaliacdo de sua

acao sobre microrganismos de interesse odontoldgico (LIMA, 2022).
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3 PROPOSICAO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a efetividade na dissolug¢do da guta-percha,
mensurar os potenciais bioldgicos e a seguranga de seis 6leos essenciais; sendo trés
pertencentes ao género Citrus (Citrus paradisi, Citrus limon e Citrus sinensis) e trés ao
género Cymbopogon (Cymbopogon martinii, Cymbopogon nardus e Cymbopogon
shoenanthus). Os resultados obtidos foram comparados aos solventes endodénticos

conhecidos e utilizados na Odontologia (cloroférmio, endosolv® E e eucaliptol).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAS

Neste estudo experimental foram avaliadas a capacidade solvente, a seguranga e a
atividade biolégica de nove substancias, sendo seis 6leos essenciais, dos quais trés sao
pertencentes ao género Citrus e trés ao género Cymbopogon, além de trés controles
(cloroformio, endosolv® E e eucaliptol). Todas as amostras foram adquiridas

comercialmente, conforme mostrado no Quadro 1.

Quadro 1 - Informagdes sobre as substancias de interesse avaliadas neste estudo.

Caddigo Substancia Nome popular Parte da Fabricante
planta
Oleo 1 Citrus paradisi Grapefruit rosa Cascas dos Grupo Laszlo
frutos
Oleo 2 Citrus limon Lima&o siciliano Cascas Grupo Laszlo
Oleo 3 Citrus sinensis Laranja sanguinea Cascas Grupo Laszlo
Oleo 4 Cymbopogon Palmarosa Capim WNF Industria e
martinii Comercio Ltda
Oleo 5 Cymbopogon Citronela Folhas WNF Industria e
nardus Comercio Ltda
Oleo 6 Cymbopogon Capim-limao Folhas WNF Industria e
schoenanthus Comercio Ltda
Controle 1 (C1) Eucaliptol® NA NA Biodindmica Quimica
e Farmacéutica Ltda
Controle 2 (C2) Endosolv® E NA NA Septodont*
Controle 3 (C3) Cloroférmio NA NA Labsynth produtos
para laboratério Ltda

NA = ndo se aplica; *Importado e distribuido no Brasil por TDV Dental Ltda.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

As amostras foram submetidas as analises laboratoriais, conforme demostrado
abaixo (Esquema 1). O perfil quimico dos dleos essenciais foi avaliado por meio da
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM); a efetividade dos
Oleos essenciais na remogao da guta-percha, pelos testes de desintegragéo, dureza por
penetracdo e analise da superficie (microscopia eletrbnica de varredura — MEV). Em
relagdo aos potenciais biolégicos, a atividade antimicrobiana foi avaliada por meio da
analise turbidimétrica contra E. faecalis e C. albicans e a atividade antioxidante foi medida

pelo método de sequestro de espécies reativas de oxigénio; a toxicidade aguda foi
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estimada pelo ensaio com 3-(4,5-dimetil-2tiazolil)-2,5-difenil-2Htetrazélio (MTT) utilizando

fibroblastos murinos (L929).

Esquema 1 - Fluxograma dos protocolos experimentais executados.

METODOLOGIA

.

PERFIL QUIMICO

EFETIVIDADE

\

Cromatografia
gasosa (CG-EM)

Teste de
desintegracao

Dureza por
penetracao

Analise da
superficie (MEV)

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
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4.2 PERFIL QUIMICO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Considerando a necessidade de analise e caracterizacdo da composigdo quimica
de cada 6leo essencial, optou-se pelo método padrao-ouro de analise por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Empregou-se o sistema analitico
composto por cromatografo QP2010 Ultra com amostrador automatico AOC - 5000 Plus
e coluna cromatografica de 30 metros (SH-Rtx-5MS), ambos da Shimadzu.

Para o preparo das amostras, 20 pL do 6leo essencial ou padréo n-alcanos (C7 a
C30 — Sigma-Aldrich) foram adicionados a 980 pL de acetato de etila (grau HPLC - do
inglés high performance liquid chromatography) em vials apropriados para o injetor.

As condigdes analiticas incluiram: temperaturas do forno 60°C e do injetor 220°C,
gradiente linear 60°C - 240°C com variagao de 3°C/minuto, fluxo do gas de arraste (hélio)
de 8,5 mL/minuto, injegéo de 1 pL e operagdo em modo split de 1:5; ionizagao eletrénica
de 70 eV. O detector foi programado para registrar taxas de massas (varredura) entre
20 e 500 m/z. A temperatura da fonte foi de 290°C e da interface de 280°C, e o ganho
do detector de 1,05 kV.

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

O indice de Kovatz (Equacao 1) e o indice de retengdo com programacao linear de
temperatura (LTPRI, do inglés Linear Temperature Programmed Retention Indexes)

(Equacao 2) foram calculados e, posteriormente, comparados com a literatura.

1 ]
R(G) log t R(n)

log ¢
KI =100n + 100( g' '
Uog Ureny ™~ log ¢ R(n) )

Equacdo 1 - Calculo do indice de Kovatz.

Kl= indice de Kovatz; tR = tempo de retencao ajustado; i = analito; n = nimero de
carbonos do padrédo adjacente menos retido; n+ 1 = numero de carbonos do padrao
adjacente mais retido.

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
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Onde tr é o tempo de retencdo ajustado (tempo de retengéo do pico menos o
tempo de eluigdo do pico de um composto nao retido pela coluna cromatografica), i € o
analito, n — numero de carbonos do padrao adjacente menos retido e n + 1 € o numero de

carbonos do padrao adjacente mais retido (MUHLEN, 2009).

t,.. —1
LTPRI = 100n +100—22___X®

{ !
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Equaco 2 - Célculo do indice de retengdo com programacao linear de temperatura.

LTPRI= indice de retencdo com programacao linear de temperatura; tR = tempo de
retencéo ajustado; j = analito; n = nimero de carbonos do padrdo adjacente menos retido;
n+ 1 =numero de carbonos do padrao adjacente mais retido.

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

4.3 TESTE DE DESINTEGRACAO

A quantidade total de amostra para este teste compreendeu 81 cones de guta percha
(tamanho M, 28 mm, ENDOPOINTS®, lote: 091606G). Cada grupo de interesse a ser
testado foi composto de 3 cones de guta-percha.

O ensaio foi realizado em ftriplicata € em conformidade com o descrito por Ramos,
Camara e Aguiar (2016), a saber: os cones de GP foram pesados em uma balanga
analitica (4 casas decimais). Em seguida, foram colocados em um tubo de vidro cilindrico
(37 mm de altura e 10 mm de didmetro) e permaneceram submersos em 2 mL das
substancias-teste por 5 minutos.

Posteriormente, os cones foram lavados com agua destilada (100 mL) com auxilio
de uma seringa de 20 mL, cujo conteudo foi dispensado manualmente em jatos continuos
(5 vezes de 20 mL). Em seguida, os cones foram mantidos em temperatura ambiente por
72 horas para secagem em peneiras granulométricas de ago inoxidavel. Apds 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 Equagédo 3 (RAMOS, CAMARA e AGUIAR, 2016). Imagens

representativas das etapas do teste de desintegracdo podem ser vistas na Figura 1.
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Mp = Mi — Mf

Equacéao 3 - Calculo da massa perdida.

Mp= massa perdida; Mi= massa inicial; Mf= massa final.
Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Figura 1 - Etapas do teste de desintegracao.

A= pesagem dos cones de guta-percha; B= preparagéo dos tubos de ensaio; C= secagem
dos cones em tamis de ago inoxidavel.

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

4.4 TESTE DE DUREZA

Para este teste foi utilizada metodologia adaptada de estudos semelhantes
(JANTARAT, MALHOTRA e SUTIMUNTANAKUL, 2013; OYAMA, SIQUEIRA e
SANTOS, 2002). Trinta e seis corpos de prova foram confeccionados e divididos em 9
grupos, cada qual contendo 4 espécimes. Um tubo cilindrico (33 mm de altura com 10 mm
de diametro) foi dividido em trés partes iguais de 10 mm (Figura 2-A). Na porgao inferior
foi colocado o restaurador temporario Obtur (marca: Maquira, lote: 398917). Em seguida,
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foram acrescentados 10 mm de guta-percha bastao (Ohdacam, marca: Dentsply sirona,

lote 360770L), plastificada através de uma seringa metalica em alta temperatura.

Figura 2 - Preparacao dos espécimes e etapas do teste de dureza.

A= tubos cilindricos (espécimes) contendo na por¢éo inferior 10 mm de Obtur seguido de
10 mm de guta-percha; B= aparelho de banho ultratermostatico; C= 0,1 mL da substancia
teste adicionada acima da guta-percha com emprego de pipeta eletrénica.

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Os corpos de prova foram submetidos ao banho ultratermostatico (SL 152, SOLAB,
Figura 2-B) por 1 hora na temperatura de 37°C + 0,2°C, simulando o ambiente oral.
Posteriormente, foram adicionados 0,1 mL da substancia-teste (Figura 2-C) na porgao
superior do corpo de prova, com tempo de atuagao de 5 minutos e mantidos em banho
ultratermostatico nas mesmas condicdes.

Apos este intervalo de tempo, foi realizado o teste de forca de compresséo por meio
da maquina de ensaio universal (EMIC DL 20KN, Instron). 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 espagador C
endoddntico por 5 mm através da guta-percha (Figura 3-A).

O programa utilizado para a analise destes resultados foi o Test Script (TESC) que
definiu o procedimento de ensaio, desde os detalhes da sequéncia de aplicagao de cargas
até a analise dos resultados e emissao do relatério. O teste foi realizado em triplicata.
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Figura 3 - Etapas do teste de dureza.

A= Teste em realizacdo na maquina de ensaio universal EMIC; B= perfuragao do corpo de
prova pelo espagador endoddntico acoplado ao aparelho.
Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

4.5 ANALISE DE SUPERFICIE DOS CONES DE GUTA-PERCHA

Conforme metodologia modificada de Vitali (2015) e, com a finalidade de avaliar as
possiveis alteragdes superficiais produzidas pelas substancias-teste sobre o cone de guta-
percha, foram avaliados 9 cones de GP (tamanho M, com 28 mm de comprimento, marca
Meta biomed, lote GE17070735). Os mesmos foram colocados em um tubo de vidro
cilindrico e a eles foram adicionados 2 mL das substancias-teste, ficando submersos nas
mesmas por 5 minutos.

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

Apbs a secagem, foi padronizada a regidao apical do cone para analise, sendo
seccionada e fixada em base cilindrica de metal (stubs). A porgéo apical foi analisada em
microscopio eletronico de varredura (MEV) de bancada (TM3000, Hitachi), operando de 5
KV a 15 KV e no modo EDX. As eletromicrografias foram realizadas e as imagens

capturadas em aumento de 1000x para a analise topografica de superficie.
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4.6 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O teste de atividade antimicrobiana seguiu padrdes de qualidade em pesquisa
microbiolégica, sendo realizados procedimentos rigidos de esterilizagdo e manutengao da
cadeia asséptica (NCCLS, 2003).

As cepas empregadas foram provenientes da American Type Culture Collection
(ATCC), a saber: Candida albicans (ATCC 10231) e Enterococcus faecalis (ATCC 51299).
O protocolo analitico se deu através técnica de microdiluigho com determinagéo de
concentracgao inibitéria minima (CIM) por meio da analise turbidimétrica.

Preparou-se uma suspenséo microbiana com soro fisioldgico estéril (cloreto de sédio
0,9%), com 25% de transmitancia, para o E. faecalis, e 10 % de transmitancia para a C.
albicans, medidas com auxilio do espectrofotobmetro. Apds a padronizacao, realizou-se a
diluicdo seriada com soro fisiolégico estéril.

Posteriormente, realizou-se a incubagéo da suspensao microbiana, em duplicata em
placas de Petri, nas diluicbes de 107 a 10° por um periodo de 24 horas para E. faecalis,
em meio de cultivo Tryptone Soy Agar (TSA) e diluicdes de 10 a 10, por 48 horas para
C. albicans, em Sabouraud Dextrose Agar (SDA), visando a contagem das unidades
formadoras de colbnias (UFCs) para preparo da solugéo padronizada na concentragao de
3x10% 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.

Em placa de 96 pogos estéril, de fundo chato, foram adicionados 100 pL do in6éculo
e 100 pL das substancias-teste (6leos e controles: eucaliptol, endosolv® E e cloroférmio)
em diferentes concentragdes (1,9 pg/mL até 1000 ug/mL).

Os farmacos de referéncia utilizados foram: o antiobidtico cloranfenicol (250 ug/mL
a 1,95 pg/mL, para E. faecalis) e o antifungico nistatina (64 Ul a 0,125 UI, para C. albicans).

Como controles negativos foram utilizados os meios de cultura BHI e RPMI em
triplicata, sem indculo microbiano, respectivamente para E. faecalis e C. albicans. E como
controles positivos, foram empregados os in6culos sem adicdo de substancias-teste,
também em ftriplicata. 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 considerada a menor concentracdo que nao apresenta 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 poco que nao apresentou turvagcao em 4 mL de meio de
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cultura Brain Heart Infusion Broth (BHI) para E. faecalis e 5 uL de cada pogo 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 turvacdo em todos os pocos para os oleos
testados, ou seja, houve proliferacdo microbiana em todas as concentragbes testadas,
optou-se por realizar a leitura em espectrofotdmetro no leitor de placa para determinar a

porcentagem de crescimento (ou inibigdo) 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 reducdo do DPPH, conforme metodologia proposta por Sreejayan
e Rao (1996), com algumas modifica¢des. Iniciou-se com o preparo da solugédo de DPPH
na concentragao de 0,05 mM. Em um bal&o volumétrico, foram transferidos 1 mg de DPPH
e 50 mL de etanol absoluto, em seguida, o baldo foi levado ao ultrassom por 2 minutos.

As amostras dos 6leos testados foram preparadas a partir de 10 yL de éleo e 10 L
de dimetilsulfoxido (DMSOQ), solubilizados em 1980 uL de etanol para analise (PA) obtendo
uma solugao inicial de 5000 pg/mL. Dessa, foram aliquotados 200 pyL aos quais se
adicionou 800 uL de etanol PA, obtendo uma solugdo com concentragcao de 1000 ug/mL.
Foram realizadas diluicbes seriadas utilizando o etanol PA como diluente. Em uma
microplaca de 96 pocos, foram adicionados 50 pL da amostra, em diferentes
concentracgoes, e 150 uL de DPPH. Ao término do processo, foram obtidas concentracdes-
teste na faixa de 0,122 a 250 ug/mL. As placas foram levadas para homogeneizagéo no
agitador de microplaca por 3 minutos, e mantidas ao abrigo da luz por 30 minutos. Apés
esse intervalo, foi realizada a leitura de absorvancia na placa com emprego do
espectrofotdmetro (Multiskan GO, Datamed) 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 pL de etanol absoluto que foi adicionado a 50 pL da solucao-teste. O padrao
de referéncia utilizado no ensaio foi o acido ascérbico (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).
O ensaio foi realizado em ftriplicata. A atividade antioxidante foi calculada por meio da
Equacao 4.
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Aamostra—Acontrole

Atividade antioxidante (%) = ~DPPH x 100

Equacao 4 - Calculo da atividade antioxidante.

Aamostra= valor da absorbancia para a solugdo que contém a amostra mais o DPPH,;
Acontrole= valor de absorbancia da amostra mais o etanol PA; ADPPH= absorbancia da
solucao de DPPH. Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

4.8 CITOTOXIDADE

4.8.1 Linhagem celular

Para esta analise, fibroblastos murinos (L929) foram cultivados 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 pug/mL, Sigma-
Aldrich) e tampao 4-(2-HidroxiEtil)-1- PiperazinEtanolSulfénico (HEPES, 10mM - Sigma-
Aldrich) sob condi¢gdes controladas de umidade, temperatura 37°C, pH= 7,2, em
incubadora de CO2 a 5% .

4.8.2 Preparo das substancias-teste

Com relagao a cada ¢6leo testado, foi preparada uma solugéao-estoque composta de
10 uL de dleo, 10 yL de DMSO, 1980 uL de meio de cultura suplementado, conforme
descrito acima. Em seguida, realizou-se a segunda solugdo composta por 400 pL da
primeira solugdo acrescida de 1600 pyL de meio suplementado, obtendo-se uma
concentragcao de 0,1% de dleo (1000 pg/mL), ou seja, a maior concentragéo testada.
Posteriormente, foram realizadas diluicbes seriadas, de modo a obter concentracdes de
7,81 a 1000 pg/mL.
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4.8.3 Viabilidade celular

O ensaio MTT é baseado na reduc&o do amarelo sal de tetrazolio (MTT), para formar
um produto formazana azul soluvel por enzimas mitocondriais. A quantidade de
formazana produzida é diretamente proporcional ao numerode células vivas.

Para esta etapa, empregou-se a metodologia descrita por Mosmann (1983), o qual
emprega o ensaio com MTT para analise da viabilidade celular. Em cada pogo da placa
de 96 pocos, foram plaqueados 100 uL do meio de cultivo supracitado, equivalendo a uma
densidade celular de 5x102 fibroblastos murinos por pogo, incubando-as por 24 horas
(periodo suficiente para que ocorresse a adesao da célula na placa). Em seguida, o meio
suplementado foi removido e 100 uL das substancias-teste foram pipetadas em cada
poco. O ensaio foi realizado em quintuplicata. Dois controles foram realizados: o primeiro
com 10 puL 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 mantidas em estufa na temperatura de 37 °C e 5% de CO2 por 48
horas. Posteriormente, os tratamentos foram removidos, os pocos lavados com 100 L de
tampao fosfato-salino — PBS (phosphate buffered saline), em seguida colocados 100 uL
de MTT a 10% (10 yL de MTT e 90 pL de DMEM). As placas foram incubadas por 3 horas,
apos isso, foi removido o MTT, e acrescidos 100 uL de DMSO para solubilizar os cristais
de formazana. A absorvancia foi medida com espectrofotdmetro em comprimento de onda
de 540nm. Os resultados foram expressos em porcentagem (%) de viabilidade celular por

meio da Equacgao 5.

Aamostra

Viabilidade celular(%) = x 100

Acontrole

Equacao 5 — Caélculo da viabilidade celular.

Aamostra= valor da absorvancia obtida apds a reagdo com MTT referente as células
tratadas com diferentes concentragdes de 6leo; Acontrole= valor de absorvancia apos
reacdo com MTT de células n&o tratadas. Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
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Na Tabela 1 encontram-se os principais constituintes quimicos presentes nos 6leos

essenciais analisados por CG-EM e a comparagao ao descrito nas normas ISO (do inglés,

International Organization for Standardization). Picos com valores menores que 1% nao

foram computados para o perfil dos dleos essenciais.

Tabela 1 - Composicéo dos OEs obtidos por CG-EM e normas ISO correspondentes.

Amostra Componentes ISO (% min. A max.) Valores do
ensaio (%)
a-pineno 0,2a0,6 217
OLEO 1 B-pineno 0,05a0,2 3,94
Citrus paradisi Mirceno 1,5a25 4,16
(Grapefruit rosa) D-limoneno 92 a 96 70,04
y-terpineno - 5,05
a-terpineno - 2,10
Espanha Italia Brasil
a-pineno 3,75
OLEO 2 15a3 15a3 14a3
Citrus limon
(Lim&o siciliano) B-felandreno - - - 4,34
B-pineno 10a16,5 10a16,5 7a16 13,65
Mirceno - - - 2,85
D-limoneno 60a70 60 a 68 59a75 53,83
y-terpineno 8a12 8a12 6a12 9,72
a- bergamoteno - - - 1,46
B-bisaboleno 0,45a0,9 0,45a0,9 0,2a0,9 2,06
a-pineno 04a0,8 1,14
Sabineno 02a1 1,16
OLEO3 Mirceno 15235 2,97
Citrus sinensis D-limoneno 93a 9% 71,07
(Laranja sanguinea) Linalol 0.15a0,7 173
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(E)-B-ocimeno 0,2a2 2,62
Linalol 1,5a4 2,86
OLEO 4 Geraniol 77a85 59,91
Cymbopogon Martinii Geranial 01a06 1.06
(Palmarosa) Acetato de geranil 5a13 23,24
B-Cariofileno 1a25 2,8
Farnesol até 1,5 1,2
Linalol - 1,25
) Citronelal 3a6 19,11
OLEO 5
Cymbopogon nardus Citronelol 3a85 19,16
(Citronela) Geraniol 15a23 16,8
Geranial 15a23 1,2
Acetato de geranil - 5,36
Eugenol 7a11 1,12
Acetato de neril - 4,89
B-Elemeno - 2,26
y-Cadieno - 3,70
a-muroleno - 1,21
8-cadieno - 3,57
a-cadinol - 2,11
Elemol - 3,36
B-pineno - 242
OLEO 6 Linalol - 1,44
Cymbopogon Cis-verbenol - 2,03
schoenanthus Trans-verbenol - 297
(Capim-limao) Nerol - 2,37
Neral A partir de 70% de Citral 24,56
Geranial (neral + geranial) 8.75
Geraniol - 2,63
Formato de geranil - 31,40
Acetato de geranil - 6
Cariofileno - 2,10

CG-EM= Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.

ISO= International Organization of Standardization.

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Para o 6leo 1 (Citrus paradisi), extraido da casca da laranja, utilizou-se a ISO 3053,

referente ao 6leo essencial obtido por processamento mecanico, sem aquecimento. As

principais areas de producao do OE sao Estados Unidos, Isarel, Argentina, Chipre e Brasil.
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Em relagdo ao composto majoritario (D-limoneno) a ISO aponta como padréo os valores
de 92 a 96%. No OE utilizado no estudo obtivemos a concentracdo de 70,04%. Essa
diferenca pode ser decorrente do protocolo de extracdo ser da casca, enquanto na ISO
3053 o OE ¢ extraido da parte externa do pericarpo do fruto da Citrus paradisi, ou seja, a
matriz de obtencéo dos dleos é distinta.

Para o 6leo 2 (Citrus limon), extraido da casca, utilizou-se a ISO 855, referente ao
Oleo essencial obtido por expresséo, sem auxilio de calor a partir da polpa e da casca do
fruto fresco. As principais areas de producdo do OE s&o Brasil, Italia e Espanha. Em
relagdo ao componente majoritario (D-limoneno) a ISO aponta como padrao os valores de
59 a 75% para OE cultivo no Brasil, enquanto que para o OE do estudo obtivemos a
concentracdo de 53,83%. Fato que concorda com os dados de Gonzalez-mas e
colaboradores (2019), os quais demonstraram que o D-limoneno também foi o composto
maijoritario de C. limon (48 a 70%).

Para o dleo 3 (Citrus sinensis), extraido da casca, utilizou-se a ISO 3140, referente
ao Oleo essencial obtido sem aquecimento, por extracao fisica da casca do pericarpo do
fruto. A norma ISO supracitada ndo especificou locais de cultivo. Em relacdo ao
componente majoritario (D-limoneno) a ISO aponta como padréo os valores de 93 a 96%.
No entanto, para o OE do estudo foi verificado o valor de 71,07%. Esta diferenca pode ser
justificada pelo local de cultivo do 6leo (n&o especificado na ISO), temperatura, método de
extragao, entre outras variaveis. Chen e colaboradores (2014) identificaram o D-limoneno
como componente majoritario (64%) do OE de Citrus limon cultivado na China.

Devido a sua grande importancia econdémica, inumeros estudos tém investigado a
composigao quimica dos O6leos essenciais de cascas, folhas e flores de diferentes
espéecies de Citrus. Vale ressaltar que existe uma grande variagdo na composi¢ao quimica
dos dleos citricos devido as diferengas de origem de cultivo, genética, idade e estagio de
maturagdo da planta, estacdo do ano, clima (indice pluviométrico), método de extragao,
entre outras variaveis (DOSOKY e SETZE, 2018). Esta variabilidade pode ser notada
também nas amostras analisadas neste estudo (Tabela 2), na qual podem ser visualizados
o indice de retencgio linear obtido no experimento e o valor encontrado na literatura.
Destaque colorido para a predominancia do composto D-limoneno (53,83 a 71,07%) nos
Oleos Citrus analisados.

Oleos essenciais obtidos a partir de cascas de Citrus geraimente apresentam o D-
limoneno, um hidrocarboneto monoterpeno, como o composto mais abundante, com

concentracoes entre 60 a 95% do dleo (JING et al., 2014). O composto foi majoritario em
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todos os 6leos Citrus avaliados neste estudo. O D-limoneno foi encontrado por diversos
autores nos 6leos essenciais obtidos de C. paradisi (ADAMS, 2007; DEHKORDI et al.,
2016; DENKOVA-KOSTOVA et al., 2021), de C. limon (ADAMS, 2007; CANON et al.,
2015; MARTINS et al., 2017), e de C. sinensis (ADAMS, 2007; GERACI et al., 2017;
OYEDEJI et al., 2020).

Tabela 2 - Constituintes quimicos presentes nos 6leos essenciais do género Citrus.

Substancias LRIexp | LRIIit O1 02 03
a-pineno 941 939 2,17 3,75 1,14
B-pineno 985 979 3,94 13,65
Mirceno 996 990 4,16 2,85 297

D-limoneno 1047 1029 70,04 53,83 71,07

y—-terpineno 1068 1059 5,05 9,72

a-terpineno 1205 1188 2,10

B-felandreno 982 964 4,34

a- bergamoteno 1443 1430 1,46

B-bisaboleno 1516 1500 2,06

Sabineno 980 975 1,16
Linalol 1111 1096 1,73

O1= Citrus paradisi; O2= Citrus limon; O3= Citrus sinensis.
LRI exp: indice de retencdo do experimento.

LRI lit: indice de retenco da literatura (Adams, 2007).
Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Para o dleo 4 (Cymbopogon martinii), extraido do capim, utilizou-se a ISO 4727,
referente ao 6leo essencial obtido por destilagdo a vapor da erva de Cymbopogon martinii
(var. motia) da familia Poaceae, coletadas na fase de floragdo. A norma ndo especificou
locais de cultivo. Em relagdo ao componente majoritario (geraniol), a ISO aponta como
padrao os valores de 77 a 85%, enquanto para o OE utilizado no estudo obtivemos a
concentracao de 59,91%. Como ja mencionado anteriormente, esta diferenca pode ser
justificada por uma série de fatores, como local de cultivo, visto que nao foi encontrada
norma especifica para este OE cultivado no Brasil. No estudo de Andrade e colaboradores
(2014) foi realizada a CG-EM do 6leo essencial destilado da erva de C. martinii e adquirido

da By Samia Aromaterapia (Sao Paulo, SP, Brasil), e os autores detectaram o geraniol
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como composto majoritario (57,49%), seguido pelo acetato de geranil (13,56%), linalol
(1,71%), B-cariofileno (1,07%) e ocimeno (0,27%). Tais dados se aproximam daqueles
encontrados neste estudo e ratificam a importancia de se informar a origem do OE, neste
caso, provenientes do Brasil. Cabe ressaltar, no entanto, que nosso pais apresenta
dimensdes continentais e ocupa duas zonas climaticas: zona Intertropical (entre os
Tropicos de Cancer e o de Capricornio) e a Zona Temperada do Sul (entre o Trépico de
Capricornio e o Circulo Polar Artico). Essa caracteristica faz com que o pais apresente
uma variedade climatica, o que também pode influenciar na composi¢ao quimica dos
Oleos de mesma espécie (CARVALHO et al., 2022). Portanto, quanto mais completa for
informagéo sobre o 6leo de trabalho, mais adequada sera a comparagao com os dados
da literatura potencialmente disponiveis.

Para o déleo 5 (Cymbopogon nardus), extraido das folhas, utilizou-se a ISO 3849,
referente ao Oleo essencial obtido por destilagdo a vapor de partes aéreas frescas ou
parcialmente secas de Cymbopogon nardus (var. lenabatu Stapf.), da familia Poaceae,
cultivada principalmente no Sri Lanka. Em relagdo ao componente majoritario (citronelol),
a ISO aponta como padrao os valores de 3,0 a 8,5%. Ja para o OE utilizado no estudo
obtivemos a concentragéo de 19,16%. Esta diferenca pode ser justificada por ndo existir
norma especifica para este OE cultivado no Brasil. No entanto, o percentual de citronelol
encontrado no presente estudo € concordante com o demonstrado por Sawadogo e
colaboradores (2022) para o OE de C. nardus extraido das folhas (20,08%).

Para o 6leo 6 (Cymbopogon schoenanthus), um tipo de OE de capim-limao, nao foi
encontrado registro especifico nas normas ISO. De acordo com Gomes e Negrelle (2003),
C. schoenanthus é considerado sinonimia do OE de capim-limao C. citratus. Dado o
exposto, utilizamos a ISO 3217 (C. citratus), relativa ao OE de capim-limao obtido por
destilagéo a vapor da grama. A ISO supracitada nao faz referéncia aos locais de cultivo e
em relacdo aos componentes, menciona apenas a presenca minima de 75% de
compostos de carbonil (expressos como citral). Sabe-se que OEs deste género sao ricos
em citral (isdbmero duplo composto por neral e geranial) (PIASECKI et al., 2021),
principalmente C. schoenathus (CAPETTI et al., 2021). Sendo assim, somaram-se 0s
percentuais de neral e geranial encontrados na CG-EM, e obteve-se 33,31% de citral para

o OE do estudo, sendo este o composto majoritario.
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Tabela 3 - Constituintes quimicos presentes nos 6leos essenciais do género Cymbopogon.

Substancias LRIexp | LRIt | O4 05 06
Linalol 1111 1095 | 2,86 | 1,25 | 1,44
Citronelal 1170 1153 19,11
(E)-B-ocimeno 1054 | 1050 | 2,62
Geraniol 1285 1252 | 69,91 | 16,80 | 2,63
Geranial 1287 1267 | 1,06 | 1,20
Acetato de geranil 1401 1381 | 23,24 | 5,36 | 6,00
B-Cariofileno 1429 1419 | 2,80
Farnesol 1765 1743 | 1,20
Citronelol 1251 1225 19,16
Eugenol 1373 1359 | 1,12
Acetato de neril 1397 1361 4,89
B-Elemeno 1399 1390 2,26
y-Cadieno 1490 1513 3,70
a-muroleno 1508 1500 1,21
8-cadieno 1533 1523 3,57
a-cadinol 1671 1652 2,11
Elemol 1565 1549 3,36
B-pineno 995 979 2,42
Cis-verbenol 1176 1141 2,03
Trans-verbenol 1193 1144 2,97
Nerol 1250 1229 2,37
Citral (Neral+ Geranial) 1195 1189 33,31
Formato de geranil 1295 1298 31,40
Cariofileno 1429 1419 2,10

04 = Cymbopogon martinii; O5= Cymbopogon nardus; O6= Cymbopogon schoenathus.
LRI exp: Indice de retengéo do experimento.

LRI lit: indice de reteng&o da literatura (Adams, 2007).
Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Os componentes de OEs Cymbopogon variam de acordo com a origem geografica

e a época de colheita, mas eles concordam na presenca de alguns componentes:
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terpenos hidrocarbonetos, terpenos oxigenados, alcoois, cetonas, ésteres, aldeidos e
flavonoides (ALAMEEN, 2020).

Esta variabilidade pode ser notada nas amostras analisadas no presente estudo
(Tabela 3), o geraniol foi o composto majoritario para o éleo obtido da espécie vegetal C.
martinii, o citronelol para a espécie C. nardus e o citral para a espécie C. schoenanthus. E
possivel observar os constituintes quimicos identificados em cada OE na Tabela 3, com
destaque colorido para os compostos majoritarios.

A composicao dos 6leos essenciais € especifica para cada espécie, apresentando
compostos especificos ou propor¢des comuns de compostos. Diversos fatores
influenciam as variagées na composigéo e rendimento dos dleos essenciais, bem como
sua atividade bioldgica. Esses fatores incluem a variabilidade genética, o 6rgao da planta,
o estagio de maturagao do fruto, a umidade, a altitude, a luminosidade, a temperatura, as
condi¢cdes do solo e os nutrientes disponiveis, a quantidade de chuva, a radiacao
ultravioleta, a sazonalidade, o0 método de coleta, a secagem e a parte da planta utilizada
(SILVA, 2021).

5.2 TESTE DE DESINTEGRAGAO

Foi realizada a analise exploratoria (avaliagao da distribuicao) do conjunto dos dados
encontrados para investigar os pressupostos estatisticos, visando o adequado uso das
técnicas de analise, e apds andlises de normalidade e homogeneidade, optou-se pelo
teste ANOVA, que visa verificar se existem diferengas entre as médias da perda de massa
em relagédo a substancia utilizada. A partir do teste supracitado, é possivel afirmar que
existem diferengas estatisticas entre as substancias analisadas, visto que apresentou sig
= 0,000 (Tabela 4).

Tabela 4 - Teste estatistico ANOVA para verificagao de diferenga entre as médias da perda

de massa.
Soma dos
Quadrados Df Quadrado Médio | F Sig.
Entre Grupos 0,039 8 0,005 141,645 0,000
Nos grupos 0,001 18 0,000
Total 0,040 26

Df= Graus de liberdade; F= estatistica de Fischer.
Sig. = Significancia. Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
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A Tabela 5 demonstra o relatério com dados da média de perda de massa e desvio

padrao.

Tabela 5 — Média e desvio padrao em relagdo a perda de massa de cada grupo.

MEDIA

MINIMO

MAXIMO

GRUPOS DESVIO n
PADRAO

1 -,041500 | ,0080876 -,0504 -,0346 3

2 -,025833 | ,0036088 -,0300 -,0237 3

3 -,063833 | ,0121253 -,0742 -,0505 3

4 -,000800 | ,0006083 -,0012 -,0001 3

) -,000300 | ,0000000 -,0003 -,0003 3

6 -,000833 | ,0001528 -,0010 -,0007 3

C1 -,020733 | ,0072666 -,0288 -,0147 3
C2 -,073133 | ,0050895 -,0790 -,0699 3
C3 -,119267 | ,0029569 -,1225 -,1167 3

TOTAL | -,038470 | ,0392591 -,1225 -,0001 27

1= Citrus paradisi; 2= Citrus limon; 3= Citrus sinensis; 4= Cymbopogon martinii; 5=
Cymbopogon nardus; 6= Cymbopogon schoenathus; C1= Eucaliptol; C2= endosolv® E;
C3= Cloroférmio; n= nUmero de amostras.

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Apos a analise ANOVA, optou-se por verificar a existéncia de diferenca estatistica
entre os grupos utilizando o teste post-hoc Tukey-HSD, com intervalo de confianga de
95% (Tabela 6). Constatou-se que a maior perda de massa dos cones de guta-percha foi
obtida pelo uso do cloroférmio (C3). A segunda substancia que provocou a maior perda
de massa foi o endosolv® E (C2), seguido do dleo 3 (Citrus sinensis). Destaca-se que o
Oleo 3 (laranja sanguinea) teve agao superior ao eucaliptol (C1), e se apresentou com
resultado estatisticamente igual ao C2. Vale ressaltar também a agéo do éleo 1 (Citrus
paradisi), visto que seus resultados de perda de massa mostraram-se superiores aos do
eucaliptol (C1). O O2 mostrou-se estaticamente semelhante ao C1. Todos os dleos do
género Cymbopogon foram estatisticamente iguais entre si. De todas as substancias

testadas, o dleo 5 provocou a menor perda de massa nos cones de guta-percha.
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Tabela 6 — Avaliacéo estatistica dos dados de desintegragao pelo teste post-hoc Tukey-

HSD.
Subconjunto para alfa = 0.05
subs.teste N 1 2 3 4 5
5 3[ 0,000300
4 3[ 0,000800
6 3| 0,000833
C1 3 0,020733
2 3 0,025833| 0,025833
1 3 0,041500
C2 3 0,063833
3 3 0,073133
C3 3 0,119267
Sig. 1,0000 0,973 0,081 0,604 1,000

1= Citrus paradisi; 2= Citrus limon; 3= Citrus sinensis; 4= Cymbopogon martinii; 5=
Cymbopogon nardus; 6= Cymbopogon schoenathus; C1= Eucaliptol; C2= endosolv® E;
C3= Cloroférmio; n= numero de amostras; Sig. = Significancia.

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Através do Grafico 1 podemos observar claramente a perda média de massa de

todas as substancias de interesse.

Grafico 1 — Representagao da perda de massa (%) dos cones de guta-percha apds a
exposi¢cao aos solventes.
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Oleo 1 = Citrus paradisi; Oleo 2 = Citrus limon; Oleo 3 = Citrus sinensis; Oleo 4 =
Cymbopogon martinii; Oleo 5= Cymbopogon nardus; Oleo 6 = Cymbopogon schoenathus.
C1 = Eucaliptol; C2 = endosolv® E; C3 = Clorofdrmio. Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
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O OE de laranja (6leo 3 — laranja sanguinea) apresentou agao superior ao eucaliptol
no tempo de 5 minutos. Ja no estudo de Ramos, Camara e Aguiar (2016), utilizado como
modelo de metodologia de perda de massa para o pressente estudo, o OE de laranja e o
eucaliptol ndo apresentaram diferengas estatisticas entre si em nenhum tempo de
exposicao a substancia. Ademais, é cabivel destacar que os autores nao especificaram a
especie vegetal da qual foi extraida o 6leo essencial de laranja.

Magalhaes (2007) empregou metodologia com pesagem dos cones de guta-percha
antes e apds exposicao aos solventes de escolha pelo tempo de 5 minutos; o cloroférmio,
o eucaliptol e o OE de laranja apresentaram resultados estatisticamente similares, com
satisfatéria acao dissolutiva. Ja no presente estudo, o cloroférmio mostrou-se superior a
todas as substancias-teste, e o OE de laranja apresentou agao dissolutiva superior ao
eucaliptol.

Karatas e colaboradores (2016) compararam in vitro a eficiéncia da remogao de
guta-percha pelos solventes cloroférmio, 6leo de laranja e eucaliptol durante o
retratamento endoddntico. Os resultados dos referidos autores corroboram com o
encontrado no presente estudo, pois o cloroférmio apresentou maior eficiéncia na
remogao da guta-percha em comparagao aos outros solventes.

De todos os OEs testados, Citrus sinensis (O3) apresentou maior média de perda
de massa e mostrou-se superior ao eucaliptol e estatisticamente semelhante ao endosolv®
E. Ao analisar o perfil quimico, observamos que C. sinensis € o OE do estudo que
apresenta maior percentual de D-limoneno (71,07%), seguido do C. paradisi (70,04%).

Dado o exposto, podemos sugerir que um maior percentual de D-limoneno pode
resultar em uma maior dissolugado de GP, visto que o D-limoneno (refinado do 6leo de
laranja) é utilizado como um solvente endodéntico alternativo, chamado GP-solvent
(Nippon Shika Yakuhin, Shimonoseki, Japan), cuja composicao € de 97% de D-limoneno
e apresenta eficiéncia no amolecimento do material obturador (VILLAS BOAS, 2015;
MORAIS et al., 2017). Porém, foi demonstrado que o solvente pode ser toxico para
algumas linhagens celulares (VAJRABHAYA et al., 2004). Sendo assim, produtos naturais
contendo D-limoneno, especialmente 6leos citricos, vém sendo investigados por sua
seguranga e eficacia na remocado de guta-percha (JANTARAT, MALHOTRA e
SUTIMUNTANAKUL, 2013; ESPIRITO SANTO, 2022).
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5.3 TESTE DE DUREZA

Os controles empregados neste estudo, a saber: eucaliptol (C1), endosolv® E (C2) e
cloroférmio (C3) apresentaram uma forga média necessaria para deslocar o espagador
por 10 mm de 7,24 N; 4,14 N e 3,79 N, respectivamente. Nota-se que o controle com
melhor resultado foi o cloroférmio, ou seja, amoleceu de forma mais intensa a guta-percha,
sendo necessaria menor forca para deslocar o espagador.

Os oleos essenciais do género Citrus: Citrus paradisi (6,03 N), Citrus limon (6,21 N)
e Citrus sinensis (6,04 N) apresentam resultados médios melhores do que o controle 1
(Eucaliptol) no ensaio de dureza por penetragdo. Ja os Oleos essenciais do género
Cymbopogon: Cymbopogon martinii (8,86 N), Cymbopogon nardus (8,27 N) e
Cymbopogon schoenanthus (8,34 N) apresentam resultados médios piores que todos os

controles avaliados no ensaio de dureza por penetracao (Tabela 7).

Tabela 7 - Forca média necessaria para mover o espagador endoddntico.

Substancia-teste Forga (Newton)
(média * desvio padrao, n=3)
Eucaliptol (C1) 7,24 +1,12
Endosolv® E (C2) 4,14 +0,10
Cloroférmio (C3) 3,79+£0,59
Citrus paradisi (O1) 6,03+£0,35
Citrus limon (O2) 6,21 +£0,28
Citrus sinensis (O3) 6,04 + 0,41
Cymbopogon martinii (O4) 8,86 + 0,85
Cymbopogon nardus (O5) 8,27 + 1,03
Cymbopogon schoenanthus (O6) 8,34 + 0,58

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Em relagdo a analise estatistica, foi verificada a normalidade da amostra por meio
dos testes de Kolgomorov-Smirnov e Shapiro-Wilk. Foi constatada uma distribuicao
normal ao nivel de significancia de 95% - p > 0,05, sendo o sig=0,200 para o teste de

Kolgomorov-Smirnov e sig=0,464 para o teste de Shapiro-Wilk (Tabela 8).



61

Tabela 8 — Avaliagcbes preliminares para verificagao do pressuposto estatistico de

Normalidade.
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
5 min Estatistica df Sig. Estatistica Df Sig.
F AX .
(,\T)rga maxima 0,117 27| 0,200 0,964 27| 0464

N= Newton; Df= graus de liberdade; Sig. = significancia.
Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Apés a verificagdo da normalidade, a homogeneidade de varidncia dos dados foi
analisada pelo teste estatistico de Levene. Ao nivel de confianga de 95% p > 0,05, foi
constatada a homogeneidade dos dados, sendo o valor de sig=0,185 (Tabela 9).

Tabela 9 - Avaliagdes preliminares para verificagao do pressuposto estatistico de
Homogeneidade.

Estatistica de
Levene df1 df2 Sig.
1,630 8 18 ,(185

df1= graus de liberdade 1; df2= graus de liberdade 2; Sig. = significancia.
Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Devido a constatacdo da normalidade e homogeneidade dos dados, optou-se pelo
teste estatistico ANOVA. O mesmo tem como objetivo verificar a existéncia de diferenca
estatistica entre as médias das forgas (N) e as substancias utilizadas. Apds analise,

verificou-se que houve diferenga estatistica entre os grupos, sendo o valor de p<0,05
(Tabela 10).

Tabela 10 - Teste estatistico ANOVA para verificagcao de diferenca entre as médias das

forcas (N).
Soma dos Quadrado
Quadrados Df Médio F Sig.
Entre Grupos 59,355 8 7,419 16,128 0,000
Nos grupos 8,281 18 0,460
Total 67,636 26

Df = graus de liberdade; F = estatistica de Fischer;
Sig. = significancia.
Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
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Apos a analise ANOVA, optou-se por verificar a existéncia de diferenca estatistica
entre os grupos utilizando o teste post-hoc Tukey-HSD, com intervalo de confianga de
95% (Tabela 11). Constatou-se que o grupo 1 apresentou os melhores resultados, ou seja
utilizou as menores forgas para deslocar o espagador por 10 mm. Dentro do grupo citado
temos as substancias controle cloroférmio (C3) e endosolv® E (C2), estatisticamente
semelhantes. O OE 4 (Cymbopogon martinii) apresentou a menor efetividade entre todas

as substancias-teste.

Tabela 11 — Avaliagéo estatistica dos dados de dureza pelo teste post-hoc Tukey-HSD.

Substancia Subconjunto para alfa = 0.05
teste 1 2 3 4 5
Tukey C3 3| 3,4467
HSD? C2 3| 4,0200| 4,0200
3 3 5,6467| 5,6467
1 3 5,7433| 5,7433| 5,7433
2 3 6,0133] 6,0133
C1 3 6,0900| 6,0900
5 3 7,2967| 7,2967| 7,2967
6 3 7,6733| 7,6733
4 3 8,1600
Sig. 0,977 0,105 0,134 0,052 0,814

1 = Citrus paradisi; 2 = Citrus limon; 3 = Citrus sinensis; 4 = Cymbopogon martinii; 5=
Cymbopogon nardus; 6 = Cymbopogon schoenathus; C1 = Eucaliptol; C2 = endosolv® E;

C3 = Cloroférmio; n = numero de amostras.
Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Os resultados obtidos no teste de dureza corroboram com o encontrado no teste de
desintegracao, visto que dentre os OEs testados, o O1 (Citrus paradisi) e o O3 (Citrus
sinensis) também apresentaram os melhores resultados, sendo estes estatisticamente

semelhantes ao C2 (endosolv® E) e superiores ao C1 (eucaliptol) no teste de dureza.

Jantarat, Malhotra e Sutimuntanakul (2013) empregaram metodologia similar a do
presente estudo, foi avaliada a dureza por penetragéo de quatro OEs do género Citrus
adquiridos comercialmente (6leos de grapefruit, tangerina, lima, e limao) e estes foram
comparados ao controle cloroférmio. Vale destacar que os autores nao informaram o tipo
de oleo (nome completo da substancia), de qual parte da planta estes dleos foram

extraidos, e também ndo houve analise da composicédo dos 6leos (perfil fitoquimico).
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Como resultado, os autores demonstraram que o solvente mais eficaz foi o cloroférmio,
seguido pelos 6leos de grapefruit e tangerina, enquanto que os OEs menos efetivos foram
os de lima e limao. Fato este, que concorda com os resultados obtidos no presente estudo,
visto que o cloroférmio também demonstrou a melhor efetividade, e o éleo de grapefruit
(O1) e o dleo de laranja (O3) foram os OEs mais efetivos nesta analise. Dentre os 6leos
do género Citrus avaliados no presente estudo, 0 menos efetivo foi 0 éleo de liméo (02),

corroborando com o resultado obtido pelos autores.

Espirito Santo (2022) realizou estudo semelhante ao nosso no que diz respeito a
metodologia, porém, avaliou apenas oOleos essenciais do género Citrus, enquanto que
para o presente estudo foram avaliados OEs provenientes de dois géneros (Citrus e
Cymbopogon), os controles utilizados foram os mesmos. Os resultados obtidos pela
autora no teste de dureza discordam do presente estudo, visto que o OE de laranja (Citrus
aurantium dulcis) se mostrou estatisticamente semelhante ao C3 (cloroférmio) e ao C2
(endosolv® E), e superior ao C1 (eucaliptol). No presente estudo o OE de laranja (Citrus
sinensis) nao foi tdo efetivo quanto o C3, porém concorda sendo estatisticamente
semelhante ao C2 e superior ao C1. Mesmo se tratando de 6leos de laranja, estes sdo de
tipos distintos, e consequentemente apresentam agbes distintas, bem como, perfil
fitoquimico distinto (demonstrado por CG-EM), justificando a diferenga nos resultados
encontrados. Fato este que reforca a necessidade de informagdes completas (género,
variagdo, parte da planta, local de cultivo, perfil fitoquimico, etc.) acerca dos Odleos

essenciais analisados.

5.4 ANALISE DE SUPERFICIE DOS CONES DE GUTA-PERCHA

Os resultados das analises das imagens obtidas por MEV (aumento de 1000x)
sobre as alteragdes superficiais nos cones de guta-percha submetidos ao tratamento com
os diferentes 6leos essenciais e controles estao dispostos na Figura 4. Na Figura 5 pode-

se observar a superficie do cone de guta-percha sem exposicao a agentes quimicos.
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Figura 4 - Eletromicrografias de cada grupo experimental pos exposi¢ao do cone de guta-
percha as substancias-teste por 5 minutos. Aumento de 1000x.
Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Nas figuras 4 e 5 observa-se no canto superior direito o numero que indica a
substancia a qual a guta-percha foi submetida (1-Citrus paradisi, 2- Citrus limon, 3- Citrus
sinensis, 4- Cymbopogon martinii, 5- Cymbopogon nardus, 6- Cymbopogon
schoenanthus, 7- eucaliptol, 8- endosolv® E, 9- cloroférmio, 10 — cone sem exposigido a
agentes quimicos). Evidencia-se que o cone de guta-percha exposto ao éleo 3 (Citrus
sinensis- laranja sanguinea) apresenta uma rachadura (gap) parcial da superficie, com

perda de continuidade do material, indicado pela seta branca.
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Figura 5 - Eletromicrogafia de cone de guta-percha sem exposi¢ao a agentes
quimicos. Aumento de 1000x.
Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

As amostras do presente estudo foram analisadas em Microscopia Eletrénica de
Varredura, visto que este equipamento é capaz de reproduzir imagens tridimensionais de
alta resolugéao da superficie das amostras (SLONGO et al., 2016), possibilitando desta
forma visualizar as alteracbes causadas no material obturador apds acao das substancias
solventes.

Dentre os dleos, destaca-se a agao dissolutiva apresentada pelo 6leo 3 (Citrus
sinensis), um tipo de 6leo de laranja (popularmente conhecido como laranja sanguinea),
evidenciada pelas rachaduras observadas na Figura 4 (eletromicrografia 3). O dleo de
laranja € amplamente utilizado como solvente endoddntico, por apresentar capacidade
satisfatéria de dissolucao, ser natural, biocompativel, ter baixa citotoxidade, possuir odor
agradavel e ndo apresentar efeitos nocivos a saude (FARIA-JUNIOR et al., 2011;
BARRETO et al., 2016). Oleos essenciais advindos do género Citrus representam uma
alternativa natural viavel aos solventes convencionais, porém na literatura as pesquisas
existentes na area odontologica ndo especificam de qual planta o éleo foi extraido, qual
parte da planta foi utilizada, e qual a composi¢gdo quimica da substancia. Como
mencionado anteriormente, estes sao fatores importantes ndo s6 para a
padronizagao/normatizagdo, mas também para o reconhecimento dos ativos
responsaveis pela agao de interesse.

Peruchi e colaboradores (2013) realizaram um estudo in vitro no qual demonstraram
que o Oleo de laranja dissolveu de maneira satisfatéria e rapida os cones de GP,

corroborando os nossos achados para o 6leo da mesma fruta (O3).



66

Slongo e colaboradores (2016) avaliaram através de MEV a remogéo de material
obturador das paredes dos canais radiculares, utilizando eucaliptol como solvente e
obtiveram resultados satisfatorios. Camdes e colaboradores (2010) demonstraram através
de MEV, que tanto o éleo de laranja quanto o eucaliptol foram igualmente eficientes na
dissolugéo da GP dos canais radiculares. Dado este que conflita com o apresentado nesta
dissertacdo, visto que o oOleo 3 (laranja sanguinea) apresentou resultado superior ao
eucaliptol tanto evidenciado nas eletromicrografias, quanto pelo teste de perda de massa
e de dureza.

Ramzi e colaboradores (2010) avaliaram 3 diferentes métodos de remogéo do
material obturador e demonstraram suas eficiéncias através da analise de imagens
obtidas por MEV. No primeiro grupo, o material foi removido sem uso de solvente, no
segundo grupo foi utilizado cloroférmio, e no terceiro grupo empregou-se auxilio do
solvente endosolv® R. Todos os grupos apresentaram diferenga estatistica entre si, e o
grupo 3 obteve o melhor resultado, sendo assim, a combinagéo de instrumentacdo com o
uso do endosolv® R mostrou, através da eletromicrografia, a menor presencga de detritos
residuais ao longo dos canais radiculares. Nossos resultados s&o discordantes, visto que
em relagdo a perda de massa, o cloroformio apresentou o melhor resultado, seguido do
oleo 3 e endosolv® E. Em relagéo as imagens obtidas por MEV, é possivel observar as
deformagdes causadas na superficie do cone de guta-percha, tanto pela agcdo do
endosolv® E, quanto pela agdo do cloroformio. Porém a deformagéo causada pelo

cloroférmio e pelo dleo 3 se mostra mais evidente do que a causada pelo endosolv® E.

5.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Foram realizados a CIM e CFM para a cepa de Candida albicans ATCC 10231.
Apenas os 6leos essenciais (0leo 1 - Citrus paradisi, 6leo 3 — Citrus sinensis, 6leo 5 —
Cymbopogon nardus e 6leo 6 — Cymbopogon schoenathus) apresentaram eficacia contra
o fungo testado. Nenhum dos controles avaliados apresentou eficacia contra esta cepa

nas condi¢des experimentais, conforme observado na Tabela 12.
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Tabela 12 - Atividade antifungica das substancias de interesse frente a Candida albicans

ATCC 10231.
Substancia-teste CIM (pg/mL) CFM (pg/mL)
Oleos 1,3e6 250 500

Oleos 2 e 4 >1000 >1000

Oleo 5 500 1000

C1 — Eucaliptol >1000 >1000

C2 — Endosolv® E >1000 >1000

C3-Cloroférmio >1000 >1000

Nistatina 8 Ul 32 Ul

Oleo 1= Citrus paradisi: Oleo 2= Citrus limon; Oleo 3= Citrus sinensis; Oleo 4=
Cymbopogon martinii; Oleo 5= Cymbopogon nardus; Oleo 6= Cymbopogon
schoenathus. CIM= concentragdo inibitéria minima; CFM= Concentragéo
fungicida minima; Ul= unidades internacionais; pg/mL= micrograma por
mililitro. Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Os oleos 1 (Citrus paradisi), 3 (Citrus sinensis) e 6 (Cymbopogon schoenathus)
demostraram agao fungicida frente a Candida albicans ATCC 10231 (CFM = 500 ug/mL),
sendo, portanto, os 6leos com melhor atividade antimicrobiana.

Delgado e colaboradores (2020) avaliaram o 6leo essencial de Citrus paradisi
extraido da casca como um tratamento alternativo frente a Candida albicans e obtiveram
resultados satisfatérios (CIM = 2,5 ug/mL). Ruiz-Pérez e colaboradores (2016) avaliaram
a inibicdo da C. albicans utilizando o 6leo essencial de Citrus sinensis pelo método de
difusdo em agar e o 6leo foi capaz de inibir o fungo, porém nao foi tdo eficaz quanto o
controle utilizado (anfotericina B). Lima (2022) avaliou através de microdiluicdo em caldo
a acao antimicrobiana do 6leo essencial de Cymbopogon schoenathus obtido da mesma
empresa do OE do presente estudo (WNF Oleos essenciais) frente aos microrganismos
de interesse odontolégico (S. mutans, S. aureus, C. albicans, C. krusei e C. dubliniensis)
e obtiveram a CMM (concentragdo microbicida minima) de 0,06% para C. albicans, sendo
o OE efetivo para este fungo.

Os 6leos 1 e 3 apresentaram agao fungicida frente a C. albicans (CFM = 500 pg/mL),
e foi demonstrado no presente estudo através de CG/EM que estes foram os 6leos citricos
com os maiores percentuais de D-limoneno (70,04% e 71,07%, respectivamente). Ja o
Oleo 2 apresentou menor percentual de D-limoneno (53,83%), e este ndo demonstrou
acao fungicida frente a C. albicans (CFM > 1000 ug/mL). Diversos estudos demonstraram
a atividade fungicida do D-limoneno frente a C. albicans (THAKRE et al., 2018; MUNOZ
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et al., 2020; DENKOVA-KOSTOVA et al., 2021). Mundz e colaboradores (2020)
demonstraram que o D-limoneno é capaz de gerar danos na parede celular das leveduras
de C. albicans, podendo causar a ruptura desta estrutura. O estudo de Thakre e
colaboradores (2018) sugere que o D-limoneno atua inibindo o crescimento de C. albicans
por estresse oxidativo induzido por danos na parede celular, consequentemente gerando
danos no DNA e apoptose.

Verificou-se na analise por CG/EM que o Citral foi o componente maijoritario
(33,31%) para oleo 6 (Cymbopogon schoenathus). Freire e colaboradores (2022)
realizaram uma reviséo de literatura sobre a atividade antimicrobiana e efeitos do Citral
em espécies causadoras de doencas bucais, e concluiram que o Citral apresenta atividade
antibacteriana e antifungica satisfatoria sobre microrganismos de interesse odontoldgico,
como Candida albicans, Staphylococcus aureus e Streptoccocus mutans, porém 0s
autores sugerem pesquisas que avaliem a toxicidade da substancia.

O Citral (3,7-dimetil-2,6-octadienal) € um composto ativo presente em diversos 6leos
essenciais, como o 6leo essencial de Capim-limao, e possui propriedades biolédgicas, que
incluem atividades antibacteriana, antifungica, antiinflamatéria, antialérgica, antiviral e
antioxidante (SHI et al., 2016; MARTINS et al., 2017; LASKAR et al., 2020).

Freire e colaboradores (2022) demonstraram a satisfatéria atividade antifungica in
vitro do Citral contra cepas de Candida albicans isoladas de usuarios de proteses
dentarias, através da microdiluicado em caldo (CIM = 32 pg/mL e CFM = 64 ug/mL).

Em relagéo a bactéria Enterococcus faecalis ATCC 51299, nenhum 6leo essencial
ou controle apresentou efeito bactericida. Porém, as substancias testadas apresentaram
efeito bacteriostatico, ou seja, ocorreu inibigdo do crescimento bacteriano, quando
comparado ao grupo controle da metodologia (indculos sem adigao da substancia-teste).

As maiores taxas de inibicdo de crescimento variaram de 26,34% no d6leo 4

(Cymbopogon martinii) e 69,19% no 6leo 3 (Citrus sinensis), conforme Grafico 2.
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Gréfico 2 - Taxa de inibicdo de crescimento de Enterococcus faecalis ATCC 51299
demonstrada para cada substancia testada.
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Oleo 1= Citrus paradisi; Oleo 2= Citrus limon; Oleo 3= Citrus sinensis; Oleo 4= Cymbopogon
martinii; Oleo 5= Cymbopogon nardus; Oleo 6= Cymbopogon schoenathus; C1= Eucaliptol;
C2= endosolv® E; C3= Cloroférmio.

A barra rosa indica a menor taxa de inibicdo de crescimento encontrada em relagcao ao grupo
controle (inéculos sem adigdo da substancia-teste) da metodologia. A barra verde indica a
maior taxa de inibicdo de crescimento em relacdo ao mesmo grupo controle.

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

O dleo 3 (Citrus sinensis) apresentou a maior taxa de inibigdo de crescimento do
microrganismo E. faecalis, atingindo 69,19%. Observa-se que os Oleos 2, 3 e 6
apresentaram uma maior inibicao do crescimento bacteriano que os controles. Na Tabela
13 é possivel visualizar as taxas de inibicado minima e maxima e a concentracao referente.

Ramesh e Keerthana (2021) demonstraram a efetividade do 6leo extraido da casca
de Citrus sinensis frente ao E. faecalis (CIM = 37,5 yg/mL e CBM = 59,42 ug/mL),
corroborando com a atividade satisfatoria do OE no presente estudo. Os autores sugerem
que sejam realizados testes de citotoxidade para que o OE possa ser utilizado in vivo.

Como ja mencionado anteriormente, o D-limoneno é o composto majoritario do OE
de C. sinensis (71,07%) e este é o 6leo do estudo com o maior percentual do referido
composto. O D-limoneno apresenta potencial antimicrobiano frente ao E. faecalis
demonstrado pela literatura, fato este que pode justificar a inibigdo do microrganismo
encontrada no presente estudo. Bogojevic e colaboradores (2016) demonstraram a

satisfatéria atividade antimicrobiana do composto isolado D-limoneno frente ao E. Faecalis
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(CIM <200 pg/mL). Villa-ruano e colaboradores (2018) também demonstraram a atividade
bacteriostatica do composto frente ao microrganismo, e este exibiu atividade bacteriostica
na concentracdo de 189 ug/mL, concordando com os resultados obtidos no presente
estudo.

O segundo 6leo que apresentou a maior taxa de inibigao contra E. faecalis foi o 6leo
6 (Cymbopogon schoenathus), atingindo 68,76%. Chaves-Quirds e colaboradores (2020)
avaliaram a atividade antimicrobiana dos compostos Citral e Mirceno frente as bactérias
Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans e Lactobacillus rhamnosus. O mirceno nao
demonstrou atividade bacteriostatica contra as bactérias. Ja o citral exibiu atividade
bacteriostatica para todas as cepas na concentracdo de 1 mg/mL. O citral € um dos
principais constituintes de Oleos essenciais com atividade antimicrobiana contra
Enterococcus faecalis (FISHER e PHILLIPS, 2009; PANT et al., 2012; SILVA, 2014).
Pode-se sugerir, que a satisfatéria atividade bacteriostatica frente a E. faecalis exibida pelo
Oleo 6 no presente estudo, tenha relacdo com a presenga do Citral (componente

maijoritario do 6leo).
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Tabela 13 - Inibicdo minima e maxima do Enterococcus faecalis ATCC 51299 para as
substancias de interesse.

Substancia-teste Inibicdo minima/ Concentracéo referente a inibicao
maxima (%) (ug/mL)
Oleo 1 13,07 62,5
27,98 250
Oleo 2 14,26 15,62
67,05 1000
Oleo 3 27,03 15,62
69,19 500
Oleo 4 7,16 62,5
26,34 250
Oleo 5 8,57 62,5
34,56 250
Oleo 6 16,58 15,62
68,76 500
C1- eucaliptol 38,17 3,9
62,89 7,81
C2- endosolv® E 42,59 500
61,24 3,9
C3- cloroférmio 48,16 125
61,74 1000

Oleo 1= Citrus paradisi; Oleo 2= Citrus limon; Oleo 3= Citrus sinensis; Oleo 4= Cymbopogon
martinii;, Oleo 5= Cymbopogon nardus; Oleo 6= Cymbopogon schoenathus; %=
porcentagem; pg/mL= micrograma por mililitro.

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

5.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os OEs do género Citrus e do género Cymbopogon foram avaliados e apresentaram
atividade antioxidante nao considerada dose-dependente, ou seja, ndo houve uma relagéo
linear entre a atividade biolégica e a concentragdo testada. Dado o exposto, ndo foi
possivel realizar o calculo da concentragao inibitéria 50% (Clso), ou seja, a concentragéo
necessaria para consumir metade (50%) dos radicais livres presentes no DPPH. Os

resultados estdo demonstrados na Tabela 14.
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Tabela 14 - Atividade antioxidante das substancias-teste pelo método de DPPH.

Substancia-teste Atividade antioxidante

(% minima e maxima)
Oleo 1 17 e22
Oleo 2 18 €22
Oleo 3 21e33
Oleo 4 18 €22
Oleo 5 15 e 27
Oleo 6 2e34
Eucaliptol (C1) 13e18
Endosolv® E (C2) 14e19
Acido ascorbico (farmaco de referéncia) 11 e 64~

Oleo 1= Citrus paradisi; Oleo 2= Citrus limon; Oleo 3= Citrus sinensis; Oleo 4= Cymbopogon
martinii; Oleo 5= Cymbopogon nardus; Oleo 6= Cymbopogon schoenathus.

*O acido ascérbico apresentou relacdo de dose dependéncia (Clsp= concentracgao inibitéria
50%). Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

A faixa de inibicao dos 6leos essenciais variou de 17 até 34%; e para os controles
testados (eucaliptol e endosolv® E) foi de 13 % (atividade antioxidante minima) até 19%
(atividade antioxidante maxima). Todos os OEs apresentaram maior atividade
antioxidante (minima e maxima) do que os controles (C1 e C2). Dentre todas as
substancias, o 6leo 6 (Cymbopogon schoenanthus), apresentou a maior atividade
antioxidante absoluta (minima e maxima), seguido do 6leo 3 (Citrus sinensis).

Dentre os controles testados, o endosolv® E apresentou a maior porcentagem de
atividade antioxidante maxima, no valor de 19%. Todos os 6leos essenciais testados
apresentaram maior atividade antioxidante maxima do que o controle supracitado (Grafico
3).
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Grafico 3 - Percentual antioxidante minimo e maximo das substancias de interesse.
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Oleo 1= Citrus paradisi; Oleo 2= Citrus limon; Oleo 3= Citrus sinensis; Oleo 4= Cymbopogon
martinii; Oleo 5= Cymbopogon nardus; Oleo 6= Cymbopogon schoenathus; C1= Eucaliptol;
C2= endosolv® E. Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Ainflamagao é uma série complexa de reagdes que sao executadas pelo hospedeiro
para prevenir danos teciduais continuos e ativar processos de reparo, sendo que o
processo inflamatorio € geralmente acompanhado de estresse oxidativo (DALLA VECHIA,
GNOATTO e GOSMANN, 2009). A agresséo celular e molecular resultante da falta de
equilibrio entre a formagao de radicais livres e a resposta fisioldgica de defesa antioxidante
€ conhecida como estresse oxidativo, o qual compromete a funcionalidade adequada das
células (BARBOSA et al., 2010).

O estresse oxidativo acontece quando ha um desequilibrio entre compostos
oxidantes e antioxidantes, culminando em geracédo excessiva de radicais livres e/ou
espécies reativas nao radicais. Este processo favorece a oxidagdo de moléculas com
consequente perda de suas fungdes bioldgicas, cuja manifestacdo € o dano oxidativo
contra células e tecidos, ameagando suas fungbes normais (KARLSEN et al., 2007;
BARBOSA et al., 2010). A acdo de radicais livres mostra um importante papel na
contribuicdo do desenvolvimento de diversas doengas, como por exemplo cancer,
diabetes e doencas degenerativas (HALLIWELL e WHITEMAN, 2004). Os antioxidantes
sao definidos como qualquer substancia que, presente em menores concentragdes que
as do substrato oxidavel, seja capaz de atrasar ou inibir a oxidacdo deste de maneira
eficaz (LOBO et al., 2010).
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A presenca de satisfatoria atividade antioxidante nos solventes pode se mostrar
interessante para o retratamento endoddntico, visto que na maioria dos casos de
insucesso observa-se presenga de infecgdo e/ou inflamacgéo dos tecidos perirradiculares
(PATEL e BARNES, 2011; LOPES e SIQUEIRA JR., 2015).

A atividade antioxidante do 6leo essencial 1 extraido da casca de Citrus paradisi
variou de 17% a 22%, concordando com o estudo de Ou e colaboradores (2015) em que
0 Oleo essencial de C. paradisi (também extraido da casca do fruto) apresentou atividade
de 20%, sendo um valor bem préximo ao encontrado em nosso experimento. Ja o estudo
de Pellicano e colaboradores (2018) discorda do presente estudo, pois C. paradisi
apresentou atividade antioxidante maxima de aproximadamente 35% pelo método de
DPPH. Esta diferenca pode ser justificada pelo fato do presente estudo ter avaliado o éleo
essencial, enquanto que o estudo realizado em 2018 avaliou o suco extraido do fruto de
C. paradisi.

A atividade antioxidante do 6leo essencial 2 extraido da casca de Citrus limon variou
de 18% a 22%, concordando com o estudo de Moosavy e colaboradores (2017), que
também encontrou atividade antioxidante para o 6leo extraido da casca de C. limon. Ja
no estudo de Luzia e Jorge (2010) obteve-se 70% de atividade antioxidante maxima,
porém foi utilizado extrato obtido das sementes de C. limon, sendo este o provavel motivo
da discordancia entre os trabalhos.

A atividade antioxidante do 6leo essencial 3 extraido da casca de Citrus sinensis
variou de 21% a 33%, concordando com o estudo de Farahmandfar e colaboradores
(2020), que encontrou atividade antioxidante de 30% utilizando 6leo essencial obtido da
casca de C. sinensis na concentracao de 5 mg/ mL. Apesar de nao ser possivel o calculo
da Clso no presente estudo (ndo houve relagéao dose dependéncia), na pesquisa dos
autores supracitados a Clso foi encontrada na concentragao de 7,8 mg/ mL. Ja o estudo
de Chalova, Crandall e Rickie (2010) discorda desta pesquisa, visto que os autores
demonstraram a atividade antioxidante maxima de 18% utilizando 6leo essencial de C.
sinensis pelo método de DPPH, porém nao foi especificado de qual parte da planta o 6leo
foi extraido, e os autores nao realizaram a analise do perfil fitoquimico do referido 6leo,
nao sendo possivel identificar os compostos presentes no mesmo.

A atividade antioxidante do 6leo essencial 4 extraido do capim de Cymbopogon
martinii variou de 18% a 22%, corroborando com outros estudos que também encontraram
presenca de atividade antioxiodante para o referido 6leo (LAWRENCE et al., 2012;

JUMMES et al., 2020). A atividade antioxidante apresentada pelo 6éleo essencial 5 extraido
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das folhas de Cymbopogon nardus variou de 15% a 27%, sendo também concordante
com estudos que demonstraram o potencial antioxidante do OE supracitado (KACANIOVA
etal.,, 2017; BAYALA et al., 2020).

A atividade antioxidante do 6leo essencial 6 extraido das folhas de Cymbopogon
schoenathus variou de 22% a 34%. O estudo de Kadri e colaboradores (2017) obteve
percentual maximo antioxidante de 31%, sendo préximo ao encontrado no presente
estudo para C. schoenathus, porém os autores utilizaram o extrato metandlico da planta.
Oliveira e Colaboradores (2019) demonstraram a satisfatéria atividade antioxidante de C.
schoenathus, sendo esta dose dependente, e a Clso encontrada foi de 99 pg/mL. Esta
diferenga pode ser justificada pelo fato do estudo supracitado ter utilizado o extrato bruto

hidroalcodlico, enquanto que no presente estudo foi utilizado o 6leo essencial da planta.

5.7 CITOTOXIDADE

Avaliou-se a viabilidade celular frente a células saudaveis de fibroblastos murinos
(L929). De acordo com a ISO 10993-5/2009, relativa a avaliacdo da citotoxidade in vitro
para dispositivos meédicos, a substancia testada € considerada citotdxica se a viabilidade
celular for menor que 70%. Na Tabela 15, € possivel observar os valores médios de
viabilidade ceulualr encontrados para cada substancia de interesse de acordo com a
concentracdo. Destaque colorido para as substancias que nao se apresentaram

citotéxicas (> 70%).

Tabela 15 - Viabilidade celular (%) das substancias de interesse em cultura de fibroblastos

murinos (L929).
CONCENTRACAO | O1 02 O3 04 05 06 C1 C2

(ug/mL)
7,813 109,3 | 118,9 | 77,34 | 46,03 | 86,3 | 90,28 | 95,07 | 98,3
15,625 132,8 | 135 | 57,14 | 43,68 | 83,88 | 103,3 | 99,31 | 98,04
31,25 126,2 | 127,4 | 55,11 | 42,27 | 77,51 | 88,87 | 96,77 | 98,65
62,5 122,51 128,7 | 51,19 | 41,96 | 73,08 | 79,93 | 96,13 | 99,64
125 145,3 | 100,8 | 48,38 | 42,27 | 55,36 | 59,01 | 94,63 | 92,62
250 140,6 | 1154 | 41,17 | 39,14 | 39,46 | 37,46 | 95,38 | 98,45
500 158,5 | 99,87 | 43,37 | 37,89 | 29,73 | 37,61 | 92,77 | 91,72
1000 118,5 | 96,05 | 38,36 | 37,26 | 20,29 | 37,18 | 93,92 | 35,26

O1= Citrus paradisi; O2= Citrus limon; O3= Citrus sinensis; O4= Cymbopogon martinii; O5=
Cymbopogon nardus; O6= Cymbopogon schoenathus; C1= eucaliptol; C2= endosolv® E;
pMg/mL = micrograma por mililitro. Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
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Dentre as substancias testadas, o C1 (eucaliptol), o O1 (Citrus paradisi) e o O2
(Citrus limon) foram as unicas que nao apresentaram citotoxicidade em nenhuma das
concentragoes testadas, nem mesmo para a maxima concentragao (1000 pg/mL). Dentre
os 6leos, 0 O1 e o O2 foram os menos citotdxicos, e o O4 (Cymbopogon martinii) o que
exibiu maior citotoxicidade. E possivel observar as representacdes graficas da viabilidade

celular dos OEs avaliados na Figura 6.

Figura 6 - Representacdes graficas da viabilidade celular para os OEs frente aos
fibroblastos murinos (L929).
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micrograma por mililitro.

* = Presenca de diferenca estatistica dos valores de viabilidade celular do OE em relagéo ao
controle do meio e ao DMSO. Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

O 04 (Cymbopogon martinii) exibiu citotoxicidade para todas as concentra¢des do
ensaio (viabilidade celular <70%). Andrade e colaboradores (2014 ) discordam do presente
estudo, os autores avaliaram a citotoxicidade do OE de C. martinii e de seu componente
majoritario geraniol através do método de MTT frente & mondcitos. Nenhum efeito
citotoxico foi observado para o geraniol e para o OE, nas concentragdes de 0,1 até 10

pg/mL, e a viabilidade celular foi de aproximadamente 100% em comparagdo com o
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controle. Esta diferenca pode ser explicada devido as diferentes concentragdes testadas
e as diferentes linhagens celulares utilizadas.

Sinha e colaboradores (2014) avaliaram o potencial citotoxico do OE de palmarosa
(C. martinii) e do monoterpendide geraniol (componente majoritario do 6leo) frente a
linfécitos humanos utilizando o método de MTT. Tanto o OE quanto o geraniol foram
citotoxicos em concentragbes mais elevadas (1500 e 2000 pg/mL), demonstrando
reducdo na viabilidade de linfocitos humanos. Ja no presente estudo C. martinii
demonstrou citotoxidade nas concentragdes de 7,813 a 1000 pg/mL, e a linhagem celular
utilizada foi a de fibroblastos murinos (L929).

O O1 (Citrus paradisi) nao se mostrou citotéxico em nenhuma concentragao testada
(7,813 a 1000 ug/mL). Nao foram encontrados na literatura dados referentes a citotoxidade
de C. paradisi frente aos fibroblastos murinos (L929). No entanto, Zanganeh e
colaboradores (2021) demonstraram a atividade inibitoria do crescimento de linhagens de
células HT29 (cancer de célon) utilizando o OE de C. paradisi, sendo a citotoxidade dose-
dependente, com 7,96% de viabilidade celular na concentracdo de 200 mg/mL. Esta
diferenca pode ser justificada pelas diferentes linhagens celulares analisadas.

O 02 (Citrus limon) nao se mostrou citotdxico em nenhuma concentragao testada
(7,81 a 1000 pg/mL). Li e colaboradores (2022) avaliaram pelo ensaio de MTT a
citotoxidade de dois 6leos essenciais do género Citrus (C. limon e C. paradisi) € nenhum
se mostrou citotoxico até a concentragédo de 1558 ug/L, corroborando com os resultados
obtidos no presente estudo.

O O3 (Citrus sinensis) nao apresentou citotoxidade na concentracao de 7,81 ug/mL
conforme a ISO 10993-5/2009, porém, foi citotéxico nas demais concentragdes (15, 62 a
1000 pg/mL). Gomes (2014), utilizando células Vero (fibroblastos de rim de macaco-verde
da Africa) demostraram que a citotoxicidade do OE de C. sinensis foi dose dependente,
ou seja, quanto maior a concentragéo, maior o efeito citotoxico do 6leo, corroborando com
o presente estudo. Na concentracao de 173,7 ug/mL havia viabilidade em apenas 50%
das células. O autor também avaliou a citotoxicidade do padréo de D-limoneno (composto
majoritario do OE) e na concentragdo de 23 ug/mL, apenas 50% das células estavam
viaveis. Esta diferenga pode ser justificada pelo fato do padrdo ser uma molécula unica e
os OEs uma mistura, e também pelas diferentes linhagens celulares utilizadas no presente
estudo e na referida pesquisa. Outro estudo conduzido por Najar e colaboradores (2020)
demonstrou a citotoxidade do OE supracitado na concentragao de 87,9 ug/mL utilizando

células de neuroblastoma.
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Estudos demonstram que a molécula D-limoneno pode ser citotoxica para algumas
linhagens celulares humanas, destacando-se sua agé&o citotoxica frente a células tumorais
(VAJRABHAYA et al., 2004; JOOMA et al., 2012; MAURO et al., 2013; NAJAR et al,,
2020). Fato este que pode justificar o O3 ter se apresentado como o mais citotdxico dentre
o género Citrus, pois este € o OE com maior percentual de D-limoneno (71,07%). Porém
para o presente estudo o OE n&o foi citotoxico na concentragdo de 7,81 pg/mL exibindo
viabilidade celular de 77,34%. Souza e colaborades (2021) também ndo demonstraram a
citotoxidade do OE de C. sinensis na concentragdo de 150 yg/mL. A presenga da maior
porcentagem do composto majoritario também pode ser utilizada como justificativa para
os melhores resultados mecanicos apresentados por Citrus sinensis, uma vez que o
composto D-limoneno ja é utilizado e reconhecido na odontologia por sua satisfatoria
atividade dissolutiva de guta percha (VILLAS BOAS, 2015; MORAIS et al., 2017).
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

A analise conjunta dos resultados demonstrou que o 6leo 3 (Citrus sinensis) parece
ser uma alternativa natural, viavel e segura quando comparado aos solventes
endoddnticos convencionais, pois em relagao a todos os Oleos essenciais testados exibiu
os melhores resultados de desintegracéo, dureza, foi capaz de causar alteracdes na
superficie dos cones de guta percha (observadas através de MEV) e ainda exibiu
atividades complementares desejaveis como antioxidante, bacteriostatica contra
Enterococcus faecalis ATCC 51299, fungicida frente a Candida albicans ATCC 10231 e

mostrou baixa citotoxidade frente a fibroblastos murinos (L929).
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