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ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E ANTIADERENTE in vitro DO OLEO ESSENCIAL
DE Rosmarinus officinalis LINN CONTRA Enterococcus faecalis

Vanéssa Lacerda Gongalves®
vanessalacerda-15@hotmail.com

RESUMO

A capacidade de formagao de biofilme nos canais radiculares pelo Enterococcus faecalis, bem
como sua resisténcia antimicrobiana, estimulam o desenvolvimento de alternativas
terapéuticas, como solucdes irrigadoras, a partir de plantas medicinais, para o controle de
infeccdes causadas por essa espécie. O presente estudo avalia a atividade antimicrobiana e
antiaderente /n vitro do 6leo essencial de Rosmarinus officinalis Linn contra o Enterococcus
faecalis (ATCC 29212), utilizando os testes de Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e
Concentracdo Inibitoria Minima de Aderéncia (CIMA), através do método da microdiluicao
seriada. Para determinac¢do da CIM, utilizou-se uma microplaca esterilizada de 96 pocos em
que foram depositadas 100 uL. do meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion), mais 100 puL
do 6leo essencial de alecrim realizando a microdilui¢do, partindo da concentragdo de 1000
pug/mL até 7,81ug/mL, em seguida, foram adicionados 100 uL do indculo ajustado, incubando
as placas a 37 °C durante 24 horas. Para a leitura dos resultados, foram adicionados 50 pL de
corante resazurina 0,01%. A CIMA do Enterococcus faecalis foi determinada empregando-se
o meio de cultura citado acima, contendo sacarose a 5%. Foi realizada a microdilui¢do da
solucdo testada e as placas foram incubadas por 48 horas a 37 °C. A solugao de cristal violeta
(4%) foi usada para corar o biofilme formado, finalizando com a leitura em
espectrofotometria. Os testes foram realizados em triplicata. Os resultados mostraram CIM de
500 pg/mL e CIMA de 250 pg/mL. O oleo essencial de Rosmarinus officinalis apresentou
efeito antibacteriano e a¢do antiaderente contra o Enterococcus faecalis.

Palavras-Chave: Plantas medicinais. Rosmarinus officinalis. Enterococcus faecalis.
Biofilme.

1 INTRODUCAO

Os biofilmes sdo comunidades bacterianas envolta em uma matriz hidratada de
substancias exopolimeras, proteinas, polissacarideos e acidos nucléicos (COSTERTON,
2001), que se desenvolvem em superficies abidticas e bioticas, possuindo formagao dinamica
e complexa. Na cavidade bucal sdo encontrados diversas espécies bacterianas, que necessitam

de uma superficie solida e um meio fluido provido de nutrientes para o desenvolvimento de
biofilmes (COSTERTON et al, 1987).

" Aluna de Graduagdo em Odontologia na Universidade Estadual da Paraiba — Campus VIII.
Email: vanessalacerda-15@hotmail.com
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O género Enterococcus sp. pertencente a familia Enterococcaceae, sdo cocos
fermentativos, ndo esporulados, facultativamente anaerdbios, Gram-positivos, organizados em
pares ou cadeias, possuem coloragdo violeta na técnica de Gram, além de serem catalase-
negativos (CRISPIM, LACERDA, 2014) e tolerarem condi¢des extremas de temperatura e
variagdes de pH (CRISPIM, FOGGIATTO, 2013). Sdo encontrados comumente no trato
gastrointestinal, cavidade oral, na vesicula biliar, embora com menos frequéncia no trato
genital feminino e uretra masculina (WANG et al, 2012). Sdo isolados em outros ambientes,
como solo, agua e vegetacao aquatica e terrestre (CRISPIM, FOGGIATTO, 2013).

Em odontologia, o Enterococcus faecalis é o patdogeno bacteriano mais
frequentemente isolado nos casos de infec¢des endodonticas primarias (LANA et al, 2001),
persistentes (PINHEIRO et al, 2003). Localizam-se em areas de dificil acesso como lacunas
de reabsor¢ao, cementos, canais laterais e deltas, tubulos dentinarios e lesdes perirradiculares
(SIQUEIRA et al, 1998). Esses locais favorecem a colonizagdo pelo microrganismo por
dificultar ou impedir a a¢do de solucdes irrigadoras e instrumentos endodonticos, induzindo
desta forma, infecgoes de dificil tratamento (KREFT, 1992).

A sobrevivéncia do Enterococcus faecalis nos canais radiculares esta relacionada a
alguns mecanismos de viruléncia, como aderéncia as células do hospedeiro, expressdo de
proteinas como resultado da alteracdo nutricional e ambiental, capacidade de competir com
outras bactérias e alterar a resposta imune do hospedeiro (KAYAOGLU, ORSTAVIK, 2004).
Outros fatores de viruléncia sao relatados na literatura, tais como substancia de agregagao,
feromonios sexuais, acido lipoteicoico, superoxido extracelular, gelatinase, hialuronidase e
citolisina (LEE et al, 2004; KAYAOGLU, @RSTAVIK, 2004; ROCAS, SIQUEIRA,
SANTOS, 2004).

A utilizacdo de substancias quimicas auxiliares no interior dos canais radiculares,
desempenham papel fundamental no tratamento endodontico, pois promovem a dissolugdo de
tecidos organicos vivos ou necrosados, a lubrificacdo dos canais radiculares, contribuem para
remocdo do biofilme bacteriano encontrado em superficies ndo instrumentadas, além de
manterem os detritos oriundos da instrumentacdo em suspensao (NAVARRO-ESCOBAR,
GONZALEZ-RODRIGUEZ, FERRER-LUQUE, 2010).

As solugdes irrigantes mais utilizadas no tratamento dos canais radiculares sdo o
hipoclorito de sodio e a clorexidina. O hipoclorito de sodio é encontrado em diferentes
concentragdes que variam de 0,5 % a 6% (BERBER et al, 2006), apresenta excelente
atividade antibacteriana (ZEHNDER, 2006), no entanto, esse agente quimico em altas

concentragdes ¢ toxico aos tecidos vitais (JHAJHARIA et al, 2015). A clorexidina esta
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indicada em casos de alergia ao hipoclorito ou em dentes com polpa necrosada associado a
risogénese incompleta (BORZINI et al, 2016). Comercialmente estd disponivel em solucdo
aquosa ou em gel, nas concentracdes que variam de 0,2% a 2% (ZEHNDER, 2006), possui
efeito antibacteriano de amplo espectro, além de substantividade e biocompatibilidade, sendo
menos toxica quando comparado ao hipoclorito de sodio.

Nas ultimas décadas, ¢ crescente a busca por terapias alternativas menos agressivas,
por meio do uso terapéutico de plantas naturais (YUNES, PEDROSA, FILHO, 2001). Vérias
plantas medicinais tém sido utilizadas em decorréncia de suas propriedades antimicrobianas,
resultante dos compostos sintetizados pelo metabolismo secundario das mesmas (JANSEN,
CHEFFER, SVENDSEN, 1987).

Rosmarinus officinalis Linn, comumente conhecido como alecrim, pertence a familia
Lamiaceae, ¢ nativo da regido mediterranea da Europa, e se desenvolve em varios paises de
clima temperado como Australia, Italia, Grécia, Portugal, Brasil entre outros (CRISPIM,
FOGGIATTO, 2013).

As propriedades biologicas do oOleo essencial de alecrim estdo diretamente
relacionadas aos seus compostos fitoquimicos. A composi¢do quimica ¢ o teor dos
constituintes presentes no 6leo essencial de alecrim podem variar dependendo da regido de
cultivo, clima, solo, tempo, da origem do material da planta (fresco ou seco), colheita, da
variacdo geografica (latitudes e longitudes), e do método de extracdo (SEFIDKON et al,
2007).

O Brasil possui uma ampla biodiversidade como fonte sustentdvel para novos
farmacos. Esse fato, atrelado ao interesse pelo uso de medicamentos fitoterapicos impulsiona
a realizacdo de estudos sobre as propriedades antimicrobianas dos 6leos essenciais que podem
promover o desenvolvimento de substidncias quimicas auxiliares, importante para a
odontologia, por constituirem uma alternativa terapéutica para o tratamento dos canais
radiculares.

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade
antimicrobiana e antiaderente /in vitro do 6leo essencial de Rosmarinus officinalis Linn contra

o Enterococcus faecalis.

2 METODOLOGIA

Estudo com abordagem indutiva e procedimento estatistico-comparativo, com técnica

de observacao direta intensiva em laboratorio (MARCONI, LAKATOS, 2011).
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2.1 DELINEAMENTO GERAL DO ESTUDO

O oleo essencial de Rosmarinus officinalis Linn foi obtido em farmacia de
manipulacao local, submetido a andlise quimica e, posteriormente, preparado para avaliagdo
da Concentrag¢do Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Inibitéria Minima de Aderéncia
(CIMA) no Laboratorio de Desenvolvimento e Ensaios de Medicamentos (LABDEM) da
Universidade Estadual da Paraiba. A CIM encontrada foi utilizada como parametro para

avaliacdo do efeito antiaderente.
2.2 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

O efeito antimicrobiano do o6leo essencial foi avaliado sobre a cepa padrio de
Enterococcus faecalis ATCC 29212. Os indculos foram preparados no dia anterior e ajustados
no dia do experimento, por meio de espectrofotometria. A determinagdo da CIM ocorreu por
meio da técnica de microdiluicdo seriada, acrescentando-se aos pocos das placas 100uL de
meio de BHI (Becton Dickinson GmbH - Heidelberg, Alemanha), mais 100 uL da diluicdo do
insumo farmaceéutico ativo vegetal em teste de forma seriada (partindo da concentracdo de
1000 pg/mL até 7,81 pg/mL) e finalizando com 100 pl do inéculo ajustado, com
concentracdo final de 1,5x10® UFC/mL, restando em cada poco 200 pL. Os ensaios foram
conduzidos em triplicata e as placas incubadas a 37 °C durante 24 horas. Apos esse periodo,
50 pL de corante resazurina 0,01% foram colocados nos pogos das placas de microdiluigdo,
que novamente foram incubadas por 2 horas a 37 °C. Foram realizados controles da
viabilidade da cepa testada (meio apenas com indculo), bem como controle positivo (meio

com in6culo e clorexidina 0,12%).
2.3 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA DE ADERENCIA

Para determinacdo do efeito antiaderente foi empregada a cepa padrdo Enterococcus
faecalis ATCC 29212. Foram utilizadas microplacas de 96 pogos, as quais foram depositadas
100 pL do meio de cultura BHI (Becton Dickinson GmbH - Heidelberg, Alemanha)
enriquecido com 5% de sacarose. A seguir, foram adicionadas aos pocos das placas 100 pL da
solucdo a ser testada, de forma seriada, utilizando concentragdes partindo de 1000 pg/mL até
7,81 pg/mL, finalizando com 100 uL do inoculo ajustado, com concentragio final de 1,5x10®

UFC/mL. Os ensaios foram conduzidos em triplicata e as placas incubadas a 37 °C durante 48
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horas, com posterior lavagem dos pogos e preparo para leitura em espectrofotometria, em
leitor de placas (BIOCHROM EZ Read 2000 — Cambridge, Reino Unido).

Apos transcorridas as 48 horas, o contetdo dos pogos foi esvaziado e as placas foram
lavadas 3 vezes com solucdo tampao fosfato e colocadas para secar em estufa, a 37 °C, por 45
minutos. Secas, recebiam 110 puL de solugdo cristal violeta (4%), aguardando-se 45 minutos
para corar o biofilme formado nos pogos das placas. Decorrido o periodo de coloragdo, as
placas foram lavadas 4 vezes com dagua destilada e recebiam 200 uL de alcool 95%,
aguardando-se mais 45 minutos, finalizando-se com a transferéncia de 100 pL do contetido
presente nos pogos para uma nova placa de fundo chato, a qual foi levada para leitura em
comprimento de onda de 525 nm. Foram realizados controle de crescimento (meio apenas
com inoculo) e controle negativo (meio sem indculo), além do controle positivo (meio com

inoculo e clorexidina) e a porcentagem de inibi¢do de biofilme foi calculada pela formula:

absorbincia encontroda = absorbincla do controle de crescimento

= abzorbincia do conirele negative — absorbincia do contrele de crescimento » 100

Y%

ApOs definidas as porcentagens, os grupos foram classificados quanto ao grau de

inibi¢ao de biofilme como proposto por Peixoto et al (2017):

QUADRO 1 - CLASSIFICACAO DE INIBICAO DE BIOFILME

ESCORE | VALOR DE REFERENCIA | CATEGORIA

0 <25% ndo inibi¢ao

1 >25% a>50% fraca inibigdo

2 >50% a >75% inibi¢do moderada
3 >75% a >100% forte inibicdo

FONTE: PEIXOTO et al (2017).

3 RESULTADOS

Os dados obtidos na avaliagdo antimicrobiana permitem definir o 6leo essencial como
antibacteriano, com CIM 500 pg/mL, como pode ser visto na tabela 1. Na avaliacdo
antiaderente, como mostrado na Tabela 2, o 6leo essencial em teste apresentou efeito inibidor
da formagdo de biofilme, com CIMA de 250 pg/mL, apresentando forte inibicdo até a
concentracdo de 500 pg/mL, a partir de 250 pg/mL o grau de inibigdo passa a classificagao de

moderado, atingindo fraca inibi¢cdo nas concentragdes menores.
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TABELA 1- DETERMINACAO DA CIM

Concentracoes (ug/mL)  E. faecalis
1000 +
500 +
250 -
125 -
62,5 -
31,25 -
15,62 -
7.81 -
Fonte propria

TABELA 2- DETERMINACAO DA CIMA

Conc. do OE  Valor de absorbancia  %inibicao

1000pg/ml 0,050 110,2

500pug/ml 0,175 78,2
250ug/mL 0,250 58,9
125ug/mL 0,450 7,6

Fonte propria
4 DISCUSSAO

Na microbiologia existem varias técnicas de difusdo e diluicdo para avaliar a atividade
antimicrobiana de produtos derivados das plantas medicinais. Alguns aspectos intervém na
sensibilidade destes métodos, a serem considerados, como meios de cultura, pH, taxa de
oxigénio, inodculo, condi¢des de incubagdo e meios aplicados para aperfeicoamento da analise
do didmetro do halo no método de difusdao em agar (OSTROSKY et al, 2008).

Além disso, os 6leos essenciais sdo produtos volateis, insoliveis em agua, viscosos, €
que possuem uma vasta composicdo quimica, caracteristicas que também influenciam
diretamente nos valores obtidos pelos testes antimicrobianos /in vitro (VERGIS et al, 2015).

O método da microdiluigdo foi utilizado para avaliar a atividade antimicrobiana e o
efeito antibiofilme através da determinagdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e da
Concentragdo Inibitoria Minima de Aderéncia (CIMA), respectivamente. E muito empregado
em razdo do seu baixo custo, sensibilidade, reprodutibilidade, utilizacdo para muitos isolados,
obtengdo de resultados quantitativos, necessidade de pequena quantidade de amostra, o que
proporciona vdarias réplicas e aumenta a confiabilidade dos resultados (OSTROSKY et al,
2008).

Lugman et al (2007) avaliou a atividade antimicrobiana do o6leo essencial de

Rosmarinus officinalis contra varias bactérias gram-positivas ¢ gram-negativas resistentes a
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drogas, utilizando o método de difusdo de disco. Foi verificado que, a solugdo testada
mostrou-se eficaz contra varias espécies bacterianas gram-positivas, exceto para o
Enterococcus faecalis, o que estd de acordo com o estudo de Martac, Podea (2012) que
também observou fraca atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Rosmarinus officinalis
contra o E. faecalis através do teste de difusdo em disco.

Em estudo realizado por Filho et al (2015), foi empregado o método de difusdao em
disco para avaliar a agdio antibacteriana da tintura hidroalcoolica de Rosmarinus officinalis,
que foi adquirida no comércio, com diluicao industrial de 20% em alcool 70%, adotada no
estudo, como concentracdo pura e em decorréncia do dlcool estar contido na formulagdo
comercial, foi realizada a diluicdo das tinturas de (1:1) forma pura até (1:64) (D6 — sexta
dilui¢do). A tintura apresentou agdo antimicrobiana contra o E. faecalis com formacdo de
halos de inibigdo em (1:1) de 9 mm de didmetro, na concentragcdo de 900 mg/mL ¢ de 7 mm
em (1:64), na concentracdo de 14,0625 mg/mL.

Diante do exposto, torna-se dificil a comparagdo entre os resultados citados com os
encontrados nesse estudo, pois os testes de susceptibilidade antimicrobiana possuem variantes
¢ isso resulta em alteracdes sobre os resultados encontrados, evidenciando a necessidade da
instituicdo de diretrizes para padronizacdo das metodologias existentes (OSTROSKY et al,
2008).

Diferencas na composi¢do quimica e atividade antimicrobiana dos produtos naturais
(extratos hidroalcoolicos, tinturas e 6leos essenciais) sdo motivados por fatores ambientais € o
manuseio da planta, além da forma de extracdo, armazenamento (NASCIMENTO et al,
2007), método de andlise, parte da planta utilizada (folha ou planta inteira) e preparo da
matéria prima (/n natura ou seca) (DELLACASSA et al, 1999).

Nesse estudo, o oOleo essencial de Rosmarinus officinalis mostrou atividade
antimicrobiana Jin vitro contra o Enterococcus faecalis, porém ¢é importante realizar a
caracterizacdo quimica deste composto natural, a fim de identificar os metabolitos
secundarios e determinar os compostos que podem estar relacionados a atividade
antibacteriana, evidenciando assim, a necessidade de aprofundamento desta pesquisa.

Na literatura, sdo encontrados alguns estudos (MORENO et al, 2006; DALMARCO,
2012; BERNARDES et al, 2010; MARTAC, PODEA, 2012; DAFERERA, ZIOGAS,
POLISSIOU, 2003; JORDAN et al, 2012; BUBONJA-SONJE, GIACOMETTI, ABRAM,
2011), que associam a propriedade antimicrobiana, dos diferentes produtos derivados da
espécie Rosmarinus officinalis, a varios isolados presentes em sua composi¢do fitoquimica,

identificados através de métodos cromatograficos. No entanto, o 4cido carndsico e o carnosol
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sdo os mais citados, como principais responsaveis pela atividade antimicrobiana (MORENO
et al, 2006; BERNARDES et al, 2010; JORDAN et al, 2012; BUBONJA-SONIJE,
GIACOMETTIL, ABRAM, 2011).

Porém, ¢ dificil associar a um ou mais compostos principais, a agdo antimicrobiana de
6leos essenciais e extratos hidroalco6licos, pois 0s mesmos possuem uma vasta composi¢ao
quimica, na qual, existe a possibilidade dos componentes que se encontram em menores
quantidades poderem contribuir de forma significativa para essa propriedade biologica,
sugerindo assim, que o efeito antimicrobiano dos produtos derivados de plantas medicinais
ocorra através do sinérgismo entre os compostos quimicos (JIANG et al 2011).

O  Enterococcus faecalis apresenta resisténcia elevada a  antibioticos
(NALLAPAREDDY et al, 2006), e representa o principal patogeno encontrado nos biofilmes
endodonticos e nas patologias perirradiculares, resistentes ao tratamento endodontico dos
canais radiculares. Baseado nessas informagdes, a espécie foi escolhida para ser usada no
presente estudo.

A atividade antiaderente dos produtos de origem natural é avaliada através da
Concentracao Inibitoria Minima de Aderéncia (CIMA) que determina a menor concentragao
da solucdo capaz de inibir a aderéncia bacteriana. As variagdes relacionadas 8 CIMA podem
ser atribuidas a escolha do substrato, meio de cultura, quantidade de sacarose e tempo
empregado para adesdo (BARBIERI et al, 2007). Além disso, existem diferentes formas de
leitura, como a contagem em UFCs, a observagdo em microscopia eletronica de varredura,
avaliagdo em espectofotometria e analise visual da formacdo de pelicula de adesdo
(BARBIERI et al, 2007).

A auséncia de publicacdo, utilizando o método da concentragao inibitéria minima de
aderéncia do oleo essencial de Rosmarinus officinalis Linn, sobre a espécie bacteriana
Enterococcus faecalis, sugere que esse ¢ um dos primeiros estudos com esta abordagem,
impedindo maiores discussdes sobre os achados obtidos nesse trabalho.

Os resultados encontrados nesse estudo sao favordveis para o desenvolvimento de
novas solugdes irrigadoras, a partir das substancias ativas do vegetal Rosmarinus officinalis
Linn. Entretanto, nossos achados ndo podem ser extrapolados para situagdes in vivo. Contudo,
impulsionam a realizacdo de outras pesquisas que simulem as condi¢des encontradas na

cavidade bucal, para comprovar sua eficacia e aplicagao clinica.
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5 CONCLUSAO

O oleo essencial de Rosmarinus officinalis Linn apresentou efeito antibacteriano e
acdo antiaderente contra o Enterococcus faecalis. Estudos complementares sdo necessarios
para o desenvolvimento de uma substancia alternativa de origem natural que atue no combate

as bactérias contidas nos canais radiculares.

ANTIMICROBIAL ACTIVITY AND ANTIADHERENT in vitro OF ESSENTIAL OIL
Rosmarinus officinalis LINN AGAINST Enterococcus faecalis.

ABSTRACT

The capacity of biofilm formation in the root canals by Enterococcus faecalis, as well as its
antimicrobial resistance, stimulate the development of therapeutic alternatives, as irrigating
solutions, from medicinal plants, for the control of infections caused by this species. The
present evaluate the antimicrobial activity and antiadherent in vitro of essential oil of
Rosmarinus officinalis Linn against Enterococcus faecalis (ATCC 29212), using the tests on
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Inhibitory Concentration of
Adherence (MICA), through of method of serial microdilution. For determination of MIC,
was used a sterilized microplate in 96-well where they were deposited 100 pL of medium of
culture BHI (Brain Heart Infusion), more 100 ul of essential oil of rosemary performing the
microdilution, starting from the concentration of 1000 pg/mL up until 7,81pg/mL, then, was
added 100 pL of inoculum adjusted, incubating the plates at 37 °C for 24 hours. For reading
the results, were added 50 pL of dye resazurin 0,01%. The MICA of Enterococcus faecalis
was determined employing the medium of culture above mentioned, containing sucrose at
5%. Was performed the microdilution of tested solution and the plates were incubated for 48
hours at 37 °C. The crystal violet solution (4%) was used to blush the formed biofilm,
finishing with the reading in spectrophotometry. The tests were performed in triplicate. The
results showed MIC of 500 ug/mL and CIMA of 250 pg/mL. The essential oil of Rosmarinus
officinalis Linn presented antibacterial effect and antiadherent action against Enterococcus
faecallis.

Keywords: Medicinal plants. Rosmarinus officinalis. Enterococcus faecalis. Biofilm.
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