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RESUMO

Introducao: A utilizacdo de produtos de origem vegetal na odontologia constitui uma
alternativa na prevencdo e combate de diversas patologias que acomentem 0s seres
humanos. A Klebsiella pneumoniae é uma bactéria gram-negativa que estd intimamente
relacionada com a pneumonia nosocomial e que possui a capacidade de intaivar um
grande numero de agentes antimicrobianos. A Lavandula Hibrida € uma espécie derivada
da unido da Lavandula angustifélia Miller com a Lavandula latifélia Linn. Essa espécie
apresenta as variedades Abrialli, Grosso, Provence, Impress purple, e Super, sendo a
variedade Grosso como a que mais demonstrou atividade antimicrobiana. Objetivo
avaliar a atividade antibacteriana e antiaderente do 6leo essencial de Lavandula Hibrida
Grosso contra cepas de K. pneumoniae. Metodologia: Os ensaios foram realizados
utilizando as técnicas de microdiluicio em caldo em placas de 96 pogos para
determinacdo da CIM e CBM e técnica de tubos inclinados para determinacdo da CIMA
ao vidro, na presenga de 5% de sacarose. Resultados: obteve-se que o 6leo essencial de
Lavandula hibrida Grosso possui uma moderada atividade antibacteriana contra as cepas
de K. pneumoniae visto pela CIMso = 1.024 ug/ml, possuindo também um potencial
bacteriostatico. Quanto a sua atividade antiaderente, observou-se que a concentragao do
Oleo capaz de inibir a adesdo do microrganismo a parede do tudo foi de 1:32 enquanto
que para o digluconato de clorexidina 0,12% foi de 1:8. Conclusao: a Lavandula Hibrida
demonstra ser eficaz como agente antimicrobiano e antiaderente para o controle e
prevencao da infeccdo por Klebseilla pneumonia.

Palavras chave: Plantas Medicinais. Acdo Antimicrobiana. Aderéncia Bacteriana.



ABSTRACT

Introduction: The use of products of plant origin in dentistry is an alternative in the
prevention and combat of several pathologies that accompany humans. Klebsiella
pneumoniae is a gram-negative bacterium that is closely related to nosocomial pneumonia
because it has the ability to inactivate a large number of antimicrobial agents. Lavandula
Hibrida, also known as Lavandin is a species derived from the union of Lavandula
angustifolia Miller with Lavandula latifolia Linn. This species presents the varieties
Abrialli, Grosso, Provence, Impress purple, and Super. Among them, the species that
most demonstrated antimicrobial potential was the Grosso variety. Objective: to evaluate
the antibacterial and nonstick activity of Lavandula Hybrid Grosso essential oil against
strains of Klebsiella pneumoniae. Method: The assays were carried out using broth
microdilution techniques in 96-well plates for determination of Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC) and sloped tube
technique for the determination of Minimum Inhibitory Adherance Concentration
(MICA) to the glass, in the presence of 5% sucrose. Results: It was obtained that the
essential oil of Lavandula hybrida Grosso has a moderate antibacterial activity against the
strains of K. pneumoniae seen by the MICso equal to 1024 pg/ml, also possessing a
bacteristatic potential. As to its anti-adherent activity, it was observed that the
concentration of oil capable of inhibiting the adhesion of the microorganism to the wall
of the whole was 1:32 whereas for the chlorhexidine digluconate 0,12% was 1:8.
Conclusion: In accordance with the results of the present study, Lavandula Hybrid
demonstrated to be effective as an antimicrobial and anti-adherent agent for the control
and prevention of Klebseilla pneumoniae infection.

Keywords: Medicinal Plants. Antimicrobial Action. Bacterial Adhesion.
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1 INTRODUCAO

A cavidade bucal € hospedeira de diversos microrganismos, abrigando cerca de metade
de toda a microflora existente no corpo humano o que inclui vérias espécies de fungos, virus e
bactérias (LOTUFO et al., 2005; ASS et al., 2005; DEWHIRST et al., 2010; PALMER, 2014).
A descamacdo fisioldgica das superficies corporais dificulta o actimulo desordenado de
microrganismos no corpo, porém, devido a presenca de superficies ndo descamativas na
cavidade bucal, tal controle é possivel apenas com a higienizagdo oral regular, prevenindo as
doencas que acometem a cavidade oral (MORALIS et al., 2010).

O biofilme dental, chamado também de placa bacteriana compreende o principal fator
relacionado com o surgimento de cérie dentdria e doengas periodontais (PINA-VAZ, 2011).
Sua formacgdo se da por intermédio de um processo ordenado e dindmico que vao desde a
formagdo da pelicula adquirida, adesdo microbiana inicial e maturagdo da placa bacteriana
(SILVA et al., 2008; LEITES et al., 2006; SONCINI-JR et al., 2003; BATISTA et al., 2015;
PADOVANTI et al., 2012). Como métodos para o controle do biofilme pode-se citar a escovagdo
mecanica e uso de colutérios, como o Digluconato de clorexidina a 0,12%, entretanto, os efeitos
colaterais advindos da utilizacdo prolongada da clorexidina estimulam a busca por outros
métodos quimicos de controle do biofilme (GANDOLFO et al., 2018; DE ANDRADE et al.,
2010; MUNIS et al., 2014).

Oliveira et al. (2012) relata que patégenos envolvidos em infec¢Oes respiratorias nao
sdo comumente encontrados na microbiota bucal de individuos sauddveis, contudo pacientes
hospitalizados estdo predispostos a coloniza¢do do biofilme oral por esses microrganismos.
Além disso, os componentes do biofilme podem prevenir a penetragdo de agentes antibidticos
no biofilme, tornando esses patdgenos mais resistentes aos antimicrobianos, dificultando sua
eliminacdo (SMITH et al., 2001; MORALIS et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2012). Somado a
isso, os pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) constantemente
apresentam uma ma higiene bucal, com aumento substancial do biofilme bucal e isso, associado
ao uso constante de medicamentos capazes causar hipossalivacdo aumenta as chances de
estabelecimento e manuten¢do desse biofilme (SACHDEYV et al., 2013).

A pneumonia nosocomial, pneumonia hospitalar ou pneumonia associada a ventilagao
mecanica (PAVM) representa uma infec¢do no parénquima pulmonar nas vias aéreas inferiores,
sendo diagnosticadas 48 horas apos a internacdo do paciente, ndo estando presentes nem
incubadas anteriormente a data de internacdo (ALOATABI et al.,, 2014). Entre os

microrganismo associados ao desenvolvimento dessa infeccdo pode-se citar: Acinetobacter,



12

Staphylococcus aureus, Esherihia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacter e Proteus mirabiis sendo que tais organismos foram achados tanto na microbiota
oral quanto pulmonar em varios estudos, reforcando a correlagdo entre o biofilme bucal com o
desenvolvimento de infeccoes respiratérias (COPPADORO et al., 2012; .CRUZ et al., 2014;
ALOATABI et al., 2014).

A Klebsiella pneumoniae é uma bactéria gram-negativa, pertencente a familia das
Enterobacteriaceae, encapsulada, que cresce frequentemente em meio aerobio, com forma de
bastao, nao esporulado e ndo madvel, cujo tamanho pode variar de 0,3 a 1 p de didmetro e 0,6 a
6p de comprimento e que estd intimamente relacionada com a pneumonia nosocomial. Por
produzir a enzima Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), que possui a capacidade de
inativar um grande nimero de agentes antimicrobianos, € atualmente dita como a principal
causadora de certas infecgdes devido a resisténcia que confere aos medicamentos (MARTINEZ
et al., 2004; OLIVEIRA, 2010; ANVISA, 2011).

Saigg e Silva (2009) fundamentam que a utilizacdo de plantas medicinais, que sdo ricas
em substancias biologicamente ativas, € capaz de estimular reacdes metabdlicas que contribuem
para a prevencdo e tratamento de diversas doengas. Os Oleos essenciais, assim como seus
componentes majoritarios (terpenos, flavonodides, taninos, etc), possuem diversas propriedades
farmacoldgicas documentadas tornando-os também importantes fontes de novos farmacos
(SANTOS et al., 2015; K MAURYA et al.,2014; FRIKECHE et al., 2015; JUNIOR et al.,
2014). Assim, o potencial antimicrobiano dos o¢leos essenciais € seus componentes tem
despertado interesse por serem compostos, em sua maioria, com baixa toxicidade, boa eficdcia
e baixo custo (AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007; BADUY, 2013)

A Lavandula hibrida, também conhecida como Lavandin é uma espécie derivada da
unido da Lavandula angustifélia Miller com a Lavandula latifélia Linn. Essa espécie apresenta
as variedades Abrialli, Grosso, Provence, Impress purple, e Super. Entre eles, a espécie que
mais demostrou potencial antimicrobiano foi a variedade Grosso. A Lavandula hibrida, é
caracterizada por um contetdo elevado de linalol, acetato de linalol, borneol, canfora, 3-pineno,
a-pineno e 1,8-cineol. Entre estes, a canfora, o linalol e o acetato de linalol sdo os principais
determinantes da qualidade do 6leo essencial. (UPSON et al., 2004; LIS-BALCHIN, 2002;
MACHADO et al., 2013; RODRIGUEZ FLORES et al., 2014).

Apesar de nao ser bem visto pela industria de perfumes pelo seu elevado conteido de
1-8 cineol e de canfora, o 6leo essencial de Lavandula hibrida desperta interesse da industria
farmaceéutica por apresentar-se como um bom agente antimicrobiano visto em estudos contra

bactérias gram+ e gram-. Entretanto, a falta de estudos sobre suas atividades e seu mecanismo
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de acdo, principalmente contra outros patdgenos instiga a necessidade de se realizar mais
pesquisas (TARDUGNO et al., 2018).

Sendo assim, o objetivo do presente trabalho é avaliar a atividade antibacteriana e
antiaderente do 6leo essencial de Lavandula hibrida Grosso contra cepas de Klebsiella
pneumoniae usando para isso a andlise da sua Concentra¢do Inibitéria Minima (CIM),
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e Concentracdo Inibitéria Minima de Aderéncia

(CIMA).
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Biofilme Oral

O corpo humano é didria e constantemente exposto a colonizagdo por muitos
microrganismos vivendo geralmente em uma relacdo simbidtica. Todavia, a descamagdo
fisiolégica que ocorre na superficie corporal dificulta o actimulo desordenado de
microrganismos (LOTUFO et al., 2005). Praticamente a metade da microbiota presente no
corpo humano encontra-se na cavidade oral, que também sofre colonizacdo por esses
microrganismos, onde nela se encontram vérias espécies de bactérias, fungos e virus (LOTUFO
etal., 2005; ASS et al., 2005; DEWHIRST et al., 2010; PALMER, 2014). Entretanto, a presenca
de superficies ndo descamativas como esmalte, cemento, préteses, entre outros, aliado a falta
de higienizagdo oral facilita o desenvolvimento de grandes depdsitos de microrganismos na
cavidade oral, denominadas de placa bacteriana ou biofilme oral (MORALIS et al., 2010).

A placa bacteriana compreende um aglomerado de microrganismos que formam uma
matriz complexa e organizada, com potencial de resisténcia a agentes antimicrobianos € a
eventos imunoldgicos (BATISTA et al., 2014; PADOVANI et al., 2012). Sua formacdo se da
basicamente por cinco etapas distintas IMAGEM 1):

1. Aderéncia de bactérias nas superficies duras da cavidade oral formado a pelicula
adquirida (minutos apds a higienizacdo). A primeira fase de formac¢do do biofilme compreende
na fixagcdo de microrganismos nas superficies ndo descamativas da cavidade oral produzindo
uma fina pelicula. Essa pelicula se forma logo apds o surgimento do elemento dentdrio na
cavidade oral (erupcao dentdria) bem como apds a sua higienizacao. Apds a fixagao, as bactérias
sintetizam exopolissacarideos (EPS) insoluveis, processo esse que garante a aderéncia delas em
uma matriz organica tridimensional, que amadurece rapidamente pela constante deposi¢do e
acimulo de EPS e pela reproducdo bacteriana. Essa matriz de EPS possui a capacidade de
armazenamento de nutrientes e de d4gua e pode defender os microrganismos da resposta imune,
predadores e agentes antimicrobianos que estivessem na boca. (MARINHO E ARAUJO, 2007;
KOLENBRANDER et al., 2005; STOODLEY et al., 2002; CULLER et al., 2014)

Diversos autores ressaltam que tal mecanismo de resisténcia revela a importancia da
remog¢ao mecanica do biofilme por meio da escovagdo, visando impedir ou reduzir a0 maximo
a adesdo de microrganismos na superficie dentaria, visto que sua manutengdo e maturagdo pode
promover a fixacdo de bactérias causadoras de diversas patologias, entre elas, as causadoras de

infeccdes de origem respiratéria (MARINHO E ARAUJO, 2007; KOLENBRANDER et al.,
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2005; BATISTA et al., 2014; PADOVANI et al., 2012; STOODLEY et al., 2002; CULLER et
al., 2014)

2. Aderéncia fisico-quimica dos microrganismos isolados com a placa bacteriana inicial
(0 — 4h). Os microrganismos presentes na cavidade oral possuem diversos tipos de proteina de
adesdo em sua membrana celular (adesinas) e possuem a capacidade de interagir com moléculas
presentes na cavidade oral assim como com receptores de outros microrganismos (SILVA et
al., 2008; LEITES et al., 2006; SONCINI-JR et al., 2003).

3. Aumento da densidade do biofilme pela adesdo de microrganismos por receptores
especificos e multiplicagdo das bactérias formando microcolonias (4 — 24h). Quanto maior o
contato entre os microrganismos maior a eficiéncia das interagdes metabdlicas entre elas. Com
o tempo, a constante adesdo de microrganismos causa importantes mudancas no metabolismo
bacteriano e na flora da cavidade oral. Diferentes tipos de microrganismos assim como as
diferentes partes do biofilme levam a com eventos fisioldgicos distintos, fazendo com que o
biofilme atue como um sistema complexo e altamente organizado. (SILVA et al., 2008; LEITES
et al., 2006; SONCINI-JR et al., 2003; STOODLEY et al., 2002; CULLER et al., 2014).

4. Biofilme maduro. Nessa fase, ocorre a produ¢do de uma matriz tridimensional
funcionamente organizada com sucessio e co-agregacdo microbiana (1 — 14 dias). A constante
reproducdo e acumulo de microrganismos leva a formagcdo de uma complexa matriz
extracelular, constituindo glucanos soliveis e insoldveis, frutanos e heteropolimeros.
Estruturalmente, o biofilme apresenta-se em forma de cogumelo, com sua superficie sendo
rodeada por canais de agua, facilitando a troca do subtincias (oxigénio, nutrientes e
metabodlitos) com o meio externo. (ROMEIRO et al., 2009; SILVA et al., 2008; ALMEIDA et
al., 2002).

5. Os microrganismos podem reagir a sinais do meio e migrar para outros locais,
podendo causar diversas doencas. A ultima fase da formagdo do biofilme consiste no
descolamento do biofilme maduro em forma de agregados celulares ou células
planctonicas. Apds a sua dispersdo, os microrganismos livres podem migrar e colonizar novos
ambientes, reiniciando a formac@o de novos biofilmes (ROMEIRO et al., 2009; SILVA et al.,
2008; ALMEIDA et al., 2002; STOODLEY et al., 2002; CULLER et al., 2012).
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Imagem 1: Formacdo do biofilme.

Fonte: http://knoow.net/ciencterravida/biologia/biofilme/ Adaptado de Tremblay et.al., 2012.

Gandolfo et al. (2018), Munis et al. (2014) e de Andrade et al. (2010) relatam que o
método mais aceito para o seu controle compreende a remocao mecanica do biofilme através
da escovacgdo dentdria, entretanto, varios autores relatam que a utilizacdo de agentes quimicos
que atuem como coadjuvantes para o controle do biofilme, como o Digluconato de Clorexidina
0,12% (forma mais utilizada na odontologia ja que apresenta maior solubilidade a substancia),
sdao bons métodos complementares de assepsia.

A clorexidina consiste no agente antimicrobiano de origem sintética mais potente e
estudado, apresentando uma 6tima eficécia e utilizado como padrio ouro pata testar a poténcia
de outros agentes antimicrobianos (HORTENSE et al., 2017). Dentre as propriedades
apresentadas por essa substancia, pode-se citar a substantividade, ou seja, a capacidade de
permanecer no local de acdo e ser liberado lentamente; eficidcia como agente antimicrobiano;
seguranca, ja que diversos estudos revelam uma baixa evidéncia de toxicidade sist€émica em
seres humanos; e um amplo espectro de acdo, sendo capaz de atuar tanto em microrganismos
gram- quanto gram+ (MARION et al., 2013; OLIVEIRA, 2013; VASCONCELOS, 2015).

Entretanto, os diversos efeitos colaterais causados pelo uso prolongado do Digluconato
de Clorexidina 0,12% como a precipitagdo de célculo dentdrio, a perda do paladar e o
manchamento dentdrio estimulam a buscar por outros agentes antimicrobianos (BOHNER,
2013; HOFFMANN, 2008; MOREIRA et al., 2008).

Castro (2001) acrescenta também que na presenca de inconvenientes para realizacdo de
uma adequada higienizacdo da cavidade oral, como a falta de motivagdo dos individuos ou em
situagdes que o individuo apresente limita¢cdes locomotoras, como no caso de pacientes

internados em UTTs, e tendo como objetivo primdrio controlar o biofilme dental € oportuno e



17

essencial a associacdo de métodos quimicos (colutdrios) aos métodos mecanicos (escovagao)

para o controle da microbiota oral.

2.2 Pneumonia nosocomial e interrelacio cavidade oral e doencas respiratorias

Recentemente, varios estudos mostraram que a quantidade de depdsitos microbianos
presentes na cavidade oral de pacientes internados em UTIs aumenta com o periodo de
internacdo e que, paralelamente a isso, aumenta também o nimero de patégenos respiratdrios
que colonizam o biofilme bucal. Por esses patdgenos terem a capacidade de se aderir ao
biofilme e pelo biofilme formar uma barreira de protecio para as bactérias, sua remog¢ao € mais
dificil, tornando esses microrganismos mais resistentes aos medicamentos antibidticos
(MORAIS et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2014).

Além disso, pacientes internados em UTIs apresentam um défice imunoldgico, sdao
acometidos por doencas mais graves, utilizam antibiéticos por um longo periodo de tempo e
em grande quantidade, apresentam uma nutricdo insuficiente e, quando necessitam de
ventilacdo mecanica o risco de contrairem pneumonia aumenta de 10 a 20 vezes, o que pode
levar o paciente a 6bito (OLIVEIRA et al., 2014). Somado a isso, o tratamento médico em UTI
pode causar diversas complicacdes orais, pois a frequéncia com que os pacientes permanecem
com a boca aberta, devido a intubacao traqueal, causa desidratag¢do oral podendo causar lesoes
nos tecidos e diminui¢do da amplitude de abertura bucal, dificultando a sua higienizacao
(JONES et al., 2004).

Martins (2009) relata que os medicamentos utilizados para tratamento de pacientes
internados em UTIs podem causar uma reducdo no fluxo salivar facilitando a formacdo e
manutencdo de biofilme bucal. Relata também que nos casos de hipossalivacdo ocorre o
aumento biofilme lingual presente na superficie dorsal da lingual favorecendo o mal hélito
devido a presenca de derivados do enxofre e servindo de reservatdrio para bactérias causadoras
de infeccdes a distancia.

Um estudo realizado por Cruz et al. (2014), buscou investigar o estado de saude oral de
35 pacientes internados em UTIs. Para isso, realizou-se a avaliacdo da cavidade oral em dois
momentos distintos, um 48 horas apés a admissao e outro 72 horas apds a primeira avaliacdo
clinica. Como parametros utilizados para descrever a condicao oral utilizou-se o indice de placa,
a condi¢do da mucosa, a presenca ou auséncia de prétese dentdria, o nimero de dentes presentes
e o indice de saburra lingual. Os resultados obtidos demonstraram que 33% dos pacientes foram
entubados, prevaléncia de infeccdo hospitalar em 22%, 50% de infecc¢des respiratorias e 50%

das infec¢Oes na corrente sanguinea, tlceras em 17% e candidiase em 5% dos pacientes. Ainda
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obtiveram como resultado que entre os microrganismos encontrados na boca dos pacientes estao
a Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Stenotrophomas
maltophilia, Candida  albicans,  Acinetobacter  calcoaceticus,  Candidatropicalis,
Staphylococcus ssp, Corynebacterium sp., Escherichia coli e Streptococcus pneumoniae. Sendo
que 70% das bactérias pesquisadas foram encontradas apenas no biofilme dental.

As periodontopatias sdo conhecidas atualmente como doencas infectocontagiosas e de
natureza inflamatdria decorrente da interacao entre a placa bacteriana e os tecidos periodontais,
que causa uma série de respostas vasculares e celulares. O inicio e progressdo da doenca
periodontal envolve diversos eventos inflamatérios e imunopatoldgicos onde fatores
modificadores locais e sistémicos participam ativamente, estando entre elas, varios
microrganismos gram-negativos (MORAIS et al., 2010). Estudos recentes demonstraram que a
uma relacdo direta entre doengas periodontias, causadas principalmente pela presenca de
biofilme, e doencas respiratdrias, evidenciando que as periodontopatias podem influenciar na
progressao de infec¢des respiratdrias (MORALIS et al., 2010; SOUZA et al., 2017).

Alotaibi et al., (2014) define a pneumonia hospitalar como infeccdo do parénquima
pulmonar que ocorre depois de aproximadamente 48 horas de internacdo. Os principais
microrganismos envolvidos nessa infec¢io sdo bastonetes Gram-negativos como Acinetobacter
spp, Staphylococcus aureus, Esherihia coli, Klebsiella spp, Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacter spp e Proteus mirabiis que invadem as vias aéreas inferiores (traqueia, pulmoes,
bronquios, bronquiolos e alvéolos). Tal infec¢do pode ser originada pela inalagdo de aerossois
contaminados ou por disseminacdo hematogénica originada de um foco a distancia, muitas
vezes, da cavidade oral (MORAIS et al., 2010; SOCIEDADE BRASILEIRA DE
PNEUMOLOGIA E TISIOLOGIA, 2001).

A pneumonia nosocomial € a complicagdo mais comum que ocorre entre 0s pacientes
internados em UTIs (SOH et al., 2012), sendo responsavel por altas taxas de mortalidade em
pacientes de todas as idades. Estima-se que a pneumonia nosocomial englobe 10% a 15% das
infeccdes hospitalares, sendo que de 20% a 50% dos pacientes acometidos por este tipo de
pneumonia vem a 6bito (SANNAPIECO, 2002; ANVISA, 2011).

Ainda que a higiene oral seja uma pratica indispensdvel para os pacientes
hospitalizados, sua execugao por parte dos enfermeiros em UTIs pode ser prejudicada por varios
motivos. Entre os diversos fatores que podem estar relacionados ao risco de desenvolvimento
da pneumonia nosocomial, Batista et al. (2015) e Padovani et al. (2012) citam a dificuldade de

degluticdo e a higiene oral inadequada como os principais.
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Aloatabi et al. (2014), avaliou o impacto das diretrizes de higiene bucal na assisténcia
bucal prestada a pacientes ventilados mecanicamente por enfermeiros da UTI. Participaram do
estudo 215 enfermeiros e os hdbitos de higiene oral praticados em seus pacientes foram
catalogados através de questiondrios auto aplicados. Como resultados, observou-se que em
quase 65% dos pacientes entubados foram encontrados patégenos da mucosa oral e biofilme
dentdrio responsdvel  pela pneumonia nosocomial e que os pacientes que receberam
higienizacdo oral pelo enfermeiro tiveram pontuacdes em préaticas de higiene oral, traduzidas
como menor quantidade de biofilme e inflamacgado gengival mais baixas que os que ndo recebiam
a higienizacdo. Observou-se também que os pacientes que recebiam a higienizacdo bucal
tinham menos chances de desenvolvimento de pneumonia nosocomial. Tal estudo concluiu que
aimplantacdo e aplicacdo de diretrizes de higiene oral em UTIs podem contribuir para a reducio

da morbimortalidade causada por pneumonia associada a ventilacdo mecanica.

2.3 Klebsiella pneumoniae

A Klebsiella pneumoniae é uma bactéria gram-negativa, pertencente a familia das
Enterobacteriaceae, encapsulada, que cresce frequentemente em meio aerobio, com forma de
bastdo, ndo esporulado e ndo moével, cujo tamanho pode variar de 0,3 a 1 p de didmetro e 0,6 a

6p de comprimento (MARTINEZ et al., 2004). IMAGEM 2)

Imagem 2: Constitui¢do microscopica da Klebsiella pneumoniae.

Jers

Fonte: TRIVEDI, Mahendra et al. Antibiogram typing and biochemical characterization of Klebsiella pneumoniae
after biofield treatment. 2015.
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Quando sado cultivadas em meio de cultura, forma colonias grandes e gomosas. Tais
colOnias sdo rosadas, com aparéncia luminosa e de consisténcia mucoide, quando inoculado no

dgar MacConkey (MARTfNEZ et al., 2004) IMAGEM 3).

Imagem 3: Klebsiella pneumoniae no meio de cultura 4gar MacConkey

Fonte: https://www.researchgate.net/figure/Klebsiella-pneumoniae-showing-non-hemolytic-grey-white-mucoid-
colonies-on-sheep-blood_figl_271203099.

Entre as caracteristicas bioquimicas que permitem a sua identificacdo, podem ser
citados a fermentacao da glicose, metaboliza¢do da lactose, reacdo de oxidase negativa, nitrato
reduzido, citrato,indol e ornitina negativos, lisina e triplice acucar ferro (TSI) positivo com
producdo de gas, utilizacdo do citrato como fonte de carbono e também a capacidade de
hidrolizar a uréia, apresentando gds ou nao (KONEMAN et al., 2008; GRUNDMANN et al.,
2010).

Sua patogenicidade, segundo Davies et al. (2016), pode ser associada a diversos fatores
de viruléncia como sua cdpsula de polissacarideo, que protege o microrganismo da morte no
soro e que lhe confere um fator de viruléncia; exopolissacarideos associados a hiperviscosidade,
lipopolissacarideos; as adesinas, que auxiliam na sua fixacao as mucosas das células epiteliais
do trato urogenital, respiratorio e intestinal para causar o processo infeccioso; sistemas de
aquisicdo de ferro; e outros fatores que interferem na ligacdo do sistema complemento a
bactéria e que, portanto, impedem a eliminacdo da bactéria mediada pelo sistema complemento.

A Klebsiella pneumoniae produz uma enzima chamada Klebsiella pneumoniae
carbapenemase (KPC), que possui a capacidade de inativar um grande numero de agentes
antimicrobianos e € atualmente dita como a principal causadora de certas infec¢des devido a

resisténcia que confere aos medicamentos (ANVISA, 2011). Por se localizar no plasmidio da
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célula bacteriana, o grupo KPC possui um alto potencial de dissemina¢do, sendo mais frequente
em bactérias Klebsiella pneumoniae por essa bactéria ter uma grande capacidade de acumular
e transferir genes que dao a ela resisténcia microbiana, o que dificulta o controle de epidemias
proporcionando a elevagdo das taxas de mortalidade (ANVISA, 2011).

Oliveira (2010) relata que os principais sinais e sintomas caracteristicos da infec¢do por
Klebsiella sao: febre ou hipotermia, taquicardia, agravamento do quadro respiratorio € nos casos
mais sérios, hipotensao, inchago e até faléncia de miltiplos 6rgaos. O mesmo autor ainda revela
que, em relacdo ao sitio de infec¢do a bactéria produtora de KPC pode causar pneumonia
associada a ventilagdo mecanica que envolve a destrui¢do necrética dos espacos alveolares,
infeccdo urindria, infec¢do de corrente sanguinea, infec¢do de partes moles que tenham sido
lesadas e outros tipos de infec¢do.

Virios métodos bioquimicos sdo utilizados para detec¢io das infeccdes causadas pela
Klebsiella pneumoniae carbapenemase. O meio de CHROMagar KPC é um meio cromogénico
seletivo destinado a deteccdo de bactérias gram-negativas do tipo Klebsiella pneumoniae
produtoras da enzima Carbapenemase. Outro método eficiente de detec¢cdo de cepas de KPC se
da através do teste de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), amplamente utilizado para o
sequenciamento de genes e no diagndstico de doencas hereditirias e infecciosas.
(ERRECALDE et al., 2012). Outros métodos relatados na literatura por Bradford et al. (2004)
e Anderson et al. (2007) para deteccao da enzima KPC sdo a focalizacdo isoelétrica, disco-
difusdo, E-test e e teste de Hodge modificado.

Devido ao dificil tratamento, o principal método de controle e combate das infec¢des
por Klebsiella pneumoniae se da através da implantacdo de medidas profiléticas. Estudos tem
relatado que pacientes internados em hospitais tem uma maior probabilidade de infeccao pela
KCP, uma das bactérias causadoras da pneumonia nosocomial, sendo que tal risco € de 10 a 20
vezes maior em pacientes internados nas UTIs (COTRIM; ROCHA; FERREIRA, 2012). Tal
fato pode ser explicado pela utilizacdo de grandes quantidades de antibidticos por tempo
prolongado, higienizagdo oral inadequada, uso de dispositivos invasivos como cateter € sonda
ou situacOes que favorecam o estabelecimento da infeccio (MARCHAIM, et al., 2008). Assim,
torna-se imprescindivel a antissepsia do ambiente, dos materiais utilizados, uma correta
higienizacdo oral e lavagem das maos para que se possa conter e deter a disseminagdo da

infeccdo (COTRIM; ROCHA; FERREIRA, 2012).
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2.4 Potencial antimicrobiano dos dleos essenciais e utilizacao na odontologia

As plantas que apresentam potencial terapéutico utilizadas no cuidado da saide
tradicional compreendem uma importante fonte de novos compostos biologicamente ativos.
Estima-se que atualmente existem entre 350.000 a 550.000 espécies de plantas no mundo das
quais, a grande maioria ndo tem estudos quimicos, analiticos e farmacoldgicos apesar de que
muitas destas sejam utilizadas de forma empirica na medicina popular, muitas vezes, sem
respaldo cientifico que comprove sua seguranca e eficicia (SIMOES et al., 2001; CARVALHO
et al., 2007).

Carvalho et al., (2007) menciona que aproximadamente 48% dos medicamentos
atualmente utilizados na terap€utica derivam-se direta ou indiretamente de produtos de origem
vegetal, sobretudo a partir de plantas medicinais. Tal fato, fortalece a capacidade de desenvolver
novos medicamentos a partir de plantas medicinais e seus derivados que tragam a mesma
eficacia, seguranca e biocompatibilidade (CRAGG et al., 1999; MONTANARI, 1995;
SAMUELSSON et al., 2017) assim como motivam os estudos com plantas e seus derivados,
visando seu emprego como fonte de recursos terapéuticos e como um imenso provedor de
biomoléculas (FOGLIO et al., 20006).

As plantas podem sintetizar cerca de 200.000 metabdlitos secundérios podendo ser
denominados também de fitoquimicos. Dentro desses metabdlitos secundarios, os compostos
aromdticos compdem um importante grupo e engloba principalmente os terpendides,
fenilpropandides, indol e compostos sulfurados (SHARMA et al., 2013).

Dentre eles, os 6leos essenciais, conhecidos também como Oleos volateis, 0leos etéreos
ou esséncias estdo presentes nas plantas como produto natural, derivados do metabolismo
secundério das plantas e que contém compostos aromaticos voléateis, estando envolvidos no seu
mecanismo de defesa (SIMOES et al., 2001). Segundo a International Standart Organization
(ISO), os 6leos essenciais sdo definidos como produtos obtidos de parte de plantas — flores,
botdes, folhas, caule, raiz, sementes, frutas, rizomas — ou da planta como um todo através de
destilacdo por arraste de vapor, sendo combinagdes complexas de substancias volateis,
lipofilicas, liquidas e odoriferas (PEREIRA, 2006), podendo a sua quantidade, qualidade e
composi¢do ser influenciados por diversos fatores, segundo Andrade et al. (2014) e Simdes et
al. (2001), entre eles: a época do ano, periodo do dia, temperatura, radiacdo UV, estagio de
desenvolvimento e idade da planta, disponibilidade de dgua, nutrientes do solo, altitude,
composi¢ao atmosférica e danos a tecidos causados por herbivoros ou por agentes patogénicos

além da parte da planta utilizada.
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Os dleos essenciais podem existir sob a forma de hidrocarbonetos, dlcoois, aldeidos,
cetonas, ésteres, aminas, entre outros. Todavia, sua complexidade na composi¢ao quimica dos
Oleos essenciais, as substancias de natureza terpénica (mono-, sequi- e diterpenos) sdo os
constituintes majoritdrios. Os demais compostos dividem-se em fenilpropandides, dcidos
gordos e ésteres (SIMOES et al., 2001; BASER, 2003).

O potencial farmacoldgico e as propriedades organolépticas dos 6leos essenciais, se
devem, geralmente, a presenca de terpenos, destacando os mono e os sesquiterpenos e de
fenilpropanoides e pela presenca de compostos volateis (OLIVEIRA, 2012). Os dleos
essenciais sdo largamente empregados na industria farmacéutica, cosmética, alimenticia e
agrondmica por suas propriedades observadas na natureza, dentre as quais pode-se citar sua
acdo antibacteriana, atividades antifungica e inseticida. (BAKKALI et al., 2008).

Tanto na medicina popular quanto em pesquisas cientificas, vdarias atividades
terapéuticas provenientes da utilizacao de 6leos essenciais ou seus derivados sdo conhecidas.
Dentre estas, pode-se citar: acdo carminativa, antiespasmodica, estimulante sobre secre¢des do
aparelho digestivo, cardiovascular, irritante topica ou revulsiva, secretolitica, sobre o sistema
nervoso central (SNC), analgésica local, anti-inflamatoria, antisséptica, inseticida, entre outras
(SIMOES et al., 2001; JUNIOR et al., 2014).

Os compostos presentes nos Oleos essenciais, combinados ou ndo com outros
constituintes presentes em menores quantidades, sdo responsdveis pelas atividades
antimicrobianas do 6leo ainda que a sua composicdo quimica possa ser alterada por aspectos
bidticos e abidticos. De acordo com Kalemba et al. (2003), a atividade antimicrobiana
conferida pelos 6leos essenciais pode se dar por trés maneira: danos na dupla camada
fosfolipidica da parede celular da bactéria, pelo aumento da permeabilidade e perda dos
constituintes celulares, e por modificacao de diversos sistemas enzimaticos como os envolvidos
na producido ATP e sintese de componentes estruturais ou eliminacdo do DNA. Eles também
podem atuar mutuamente em diversos locais da célula microbiana, ocasionando prejuizo de
elementos celulares, degradacdo da estrutura da membrana plasmética e apoptose (BARBOSA
et al., 2009; BURT, 2004; SACCHETTI et al., 2004; SARTORATTO et al., 2004).

Em seu estudo intitulado “Efeito Antibacteriano de Oleos Essenciais sobre Bactérias
Formadoras do Biofilme Dentario *, Alves et al. (2011) analisou o potencial bacteriano in vitro
dos 6leos essenciais de Eucalyptus globulus, Eugenia uniflora Linn e Mentha piperita sobre
bactérias cariogénicas. A Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) dos Oleos essenciais foi
determinada pela técnica da microdilui¢cao e os microrganismos estudados foram Streptococcus

mutans, S. salivarius e S. mitis. Utilizou-se placa com 96 orificios, onde foram inseridos em
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cada um 10 pg/ml do inéculo (108 UFC/ml), 100 pg/ml de caldo Brain Heart Infusion
duplamente concentrado e 100 iL. dos 6leos essenciais em concentracdes que variaram de 5 a
0,039 mg/ml. Como controle positivo foi utilizada Clorexidina a 60 pg/ml. Ainda foram
realizados os controles de crescimento bacteriano e de esterilidade do meio de cultura utilizado.
A leitura foi feita apds 24 horas pelo método visual, sendo observada a formacdo ou nao de

NAY

aglomerados de células (“botdo”) no fundo da cavidade da placa. Os resultados obtidos
demonstraram que o 6leo essencial de Eucalyptus globulus inibiu visivelmente o crescimento
bacteriano na concentragdo de 5 mg/ml-1 sobre as trés bactérias; O 6leo essencial de Eugenia
uniflora Linn mostrou CIM de 0,625 mg/ml e 3,75 mg/ml sobre S. mitis e S. salivarius,
respectivamente. O 6leo essencial de Mentha piperita exibiu CIM de 0,625 mg/ml, 0,312 mg/ml
e 1,25 mg/ml sobre S..mutans, S. mitis e S. salivarius, respectivamente, comprovando que 0s

Oleos essenciais testados apresentaram atividade antibacteriana sobre as espécies cariogénicas

ensaiadas.
2.5 Lavandula Hibrida Grosso

2.5.1 Género Lavandula

Aproximadamente 28 géneros e 350 espécies fazem parte da familia Lamiaceae
(LORENZI E MATOS, 2008; SOUZA E LORENZI, 2008). Como caracteristicas encontradas
nas espécies dessa familia pode-se citar o aspecto arbustivo ou herbdceo, conhecidas
principalmente pelo seu odor, produtoras de leos essenciais e outros compostos fitoquimicos
como terpenos, flavondides e taninos, além de serem utilizadas como pecas ornamentais e
decorativas (PLATT, 2009).

A lavanda, como é chamada popularmente, ¢ uma planta que apresenta ampla
distribuicado ambiental, sdo cosmopolitas e mais frequentes nas regides do Mediterraneo e
Oriente Médio, além disso, o género Lavandula apresenta aproximadamente 30 espécies
diferentes e seu habitat natural € na Europa, Africa e Asia (MENDES, 2007).

Segundo o Angiosperm Phylogeny Group (2009), a Lavanda pertence a Ordem
Lamiales, Familia Lamiaceae e ao género Lavandula. O género Lavandula, conta com mais de
30 espécies que abrangem seis secdes: Lavandula, Stoechas, Dentata, Pterostoechas,
Chaetostachys, e Subnuda. Possui ainda uma grande variedade de espécies hibridas que também
sdo cultivadas no paisagismo ou de forma comercial, contudo a qualidade do 6leo das espécies
originais de Lavandula sao superiores em comparagdo com suas variedades hibridas (BIAZI et

al., 2009; PLATT, 2009).
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As principais espécies utilizadas devido as suas propriedades medicinais sdo L.
angustifolia (L. officinalis), L. stoechas, L. latifolia e L. x intermedia (Lavandula hibrida),
sendo esta dltima um cruzamento estéril entre L. latifolia e L. angustifolia (BIAZI et al., 2009;
PLATT, 2009).

Do género Lavandula, as espécies pertencentes e ela assemelham-se morfologicamente.
Sao arbustos ou subarbustos eretos e aromaticos, exalam odores caracteristicos, com caules
majoritariamente lenhosos. As folhas sdo simples, inteiras, dentadas, pinadas ou bipinadas. Os
tricomas das suas folhas sdo geralmente ramificados e conectados a glandulas (PLATT, 2009).

Ainda sobre suas caracteristicas morfoldgicas, a inflorescéncia da planta € uma espiga
terminal, simples ou ramificada, densa e compacta ou comprida e larga com pedinculo
retangular ou quadrado, além disso, podem apresentar-se na cor verde, vermelha, roxa ou
branca. Apresentam também as brécteas férteis sdo opostas, alternas ou espiraladas, imbricadas
ou dispostas em fileiras verticais. As bricteas estéreis formam uma grande pluma ou estrutura
semelhante acima da espiga (PLATT, 2009); contendo normalmente flores com 5 pétalas
(JUDD et al., 2002).

Suas folhas possuem coloracio cinza quando jovens se tornando verde na fase adulta,
medindo cerca de 5 a 6 cm de comprimento por 0,4 a 0,5 cm de largura, peculiarizando suas
folhas. O fruto da lavanda € um aquénio e as sementes sdo pequenas, cor preta, lisas e exalam
o mesmo perfume caracteristico da planta. A lavanda tem altura entre 0,5 a 0,8 metros podendo
ultrapassar 1 metro em algumas espécies. Vale salientar a influéncia da regido e do clima sobre

o desenvolvimento das plantas (MCGIMPSEY E POTTER., 1999).

2.5.2 Lavandula Hibrida Grosso

A Lavandula hibrida (Lavandula x intermedia), espécie derivada da unido estéril dos
géneros Lavandula angustifélia e Lavandula latifélia, possui geralmente um porte maior do
que suas derivagdes e apresenta um caule mais lenhoso (CORAZZA, 2002) (IMAGEM 4). E
popularmente conhecida como lavandin, apresentando um odor fresco, doce, floral e mais
herbal conferida pelas altas concentragdes de linalol, acetato de linalina, canfora, borneol,
acetato de borneila, cineol (MACHADO et al., 2013).

Da espécie Lavandula Hibrida as principais variedades sdo Abrialli, Grosso, Provence,
Impress purple, e Super. Os principais constituintes do 6leo da variedade Grosso sdo
monoterpenos tais como linalol e acetato de linalilo, bem como canfora e 1-8 cineol (PANIZZA

E TOGNONI, 1992).
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Imagem 4: Lavandula latifolia (1), Lavandula angustifolia (2), e sua unido estéril Lavandula

hibrida (3).
é

Fonte:https://aromaterapiafamiliar.wordpress.com/2010/06/22/espliego-lavanda-y-lavandin/

A composi¢do dos 6leos essenciais depende de vdrios fatores, como o gendtipo da
planta, o estdgio de desenvolvimento dela e os fatores ambientais, interferindo positiva ou
negativamente (RASOOLI, 2007). Os 6leos essenciais extraidos de plantas de Lavandula
Hibrida, contém uma mistura de monoterpenos presentes em ambos as linhas, e sdo utilizados
principalmente em produtos de cuidados pessoais e higiene incluindo sabonetes, shampoos,
enxaguantes bucais e produtos industriais e limpeza doméstica (WORONUK et al. 2011).

A Lavandula Hibrida € caracterizada por um conteido elevado de linalol, acetato de
linalol, borneol, canfora, B-pineno, a-pineno e 1,8-cineol. Entre estes, a canfora, o linalol e o
acetato de linalol sdo os principais determinantes da qualidade do 6leo essencial. (UPSON et
al., 2004; LIS-BALCHIN, 2002; MACHADO et al., 2013; RODRIGUEZ FLORES et al.,
2014). (TABELA 1)

Tabela 1: Principais fitoconstituintes da Lavandula Hibrida

Linalol @)

O
W
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B-pineno CH,
HLC” %
Borneol

Fonte: UPSON et al. 2004; LIS-BALCHIN 2002

E uma planta muito valorizada por seus 6leos essenciais que sio utilizados em vérios
produtos de cuidados pessoais, cosméticos, alimentos € medicamentos alternativos (UPSON et
al., 2004). Embora alguns monoterpenos dominem esses Oleos essenciais, sesquiterpenos
também podem compreender uma pequena quantidade (<10%) do 6leo dependendo da espécie

(LIS-BALCHIN, 2002).
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2.5.3 Potencial antimicrobiano da Lavandula Hibrida Grosso

Os o6leos essenciais podem ter um papel importante como antimicrobianos, cumprindo
também os crescentes interesses industriais pela sua aplicagdo como bioconservantes e embora
a composicao quimica e a atividade antioxidante do género Lavandula tenha sido investigada
(ALIZADEH e AGHAEE 2016; PRUSINOWSKA et al., 2016), ha menos dados disponiveis
sobre sua atividade antimicrobiana, particularmente sobre aplicacdo sobre patégenos
(TARDUGNO et al., 2018).

Jianu et al. (2013) em seu trabalho, procurou investigar as propriedades antimicrobianas
de Oleos essenciais isolados de lavanda (L.angustifolia Miller) e de lavandin (Lavandula x
intermedia), assim como determinar as suas composicdes quimicas. Os 6leos foram isolados
utilizando destilag@o a vapor por inflorescéncias, e posteriormente analisadas por cromatografia
gasosa acoplada com espectrometria de massas (CG-EM). O método utilizado para avaliar a
atividade antimicrobiana foi o Kirby-Bauer, no qual foi detectado acdo bactericida dos dois
Oleos essenciais isolados sobre os microorganismos Shigella flexneri, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Salmonella typhimurium, enquanto que o Streptococcus pyogenes nao se
sensibilizou na presenga de nenhum dos dois 6leos essenciais. Com isso, foi possivel determinar
que os Oleos essenciais da lavandula angustifolia e da lavandula x intermedia se apresentaram
com efetiva atividade bactericida mesmo isolados, na auséncia do linalol ou do acetato de
linalina, demonstrando que a acdo antibacteriana das duas plantas medicinais € devida aos seus
diferentes compostos quimicos.

Rodriguez Flores et al., (2014) buscou caracterizar os componentes bioquimicos dos
Oleos essenciais de Lavandula hibrida (variedades Grosso e Provence), Louro e Alecrim assim
como testar sua atividade antimicrobiana contra o Mycobacterium smegmatis e Escherichia
coli. Para a caracterizacdo de seus compostos foi realizado o utilizando uma biblioteca
comercial de espectrometria de massa e o potencial antimicrobiano foi analisado quanto a
suscetibilidade das bactérias testadas a esses Oleos essenciais pelo método de difusdo em agar.
Os resultados obtidos acerca dos componentes bioquimicos das espécies de Lavandula Hibrida
demonstraram que seus principais componentes foram o 1,8-cineol, cis- e trans-f-ocimeno,
terpinen-4-ol, canfora, borneol, linalol e acetato de linalila encontrados tanto na variedade
Provence quanto Grosso, sendo que a variedade Grosso apresentou uma maior quantidade de
Linalol e de acetato de Linalina enquanto a variedade Provence apresentou uma maior
porcentagem de canfora e de 1-8-cineol. Sobre sua atividade antimicrobiana foi relatado que

todos os 6leos estudados tiveram um bom potencial antimicrobiano. Entretanto, a variedade
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Grosso da Lavadula hibrida obteve melhores resultados quando comparado com a Provence

para os dois microrganismos testados.
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RESUMO

Introducao: A utilizacdo de produtos de origem vegetal na odontologia constitui uma
alternativa na preveng¢do e combate de diversas patologias que acomentem 0s seres
humanos. A Klebsiella pneumoniae € uma bactéria gram-negativa que estd intimamente
relacionada com a pneumonia nosocomial e que possui a capacidade de intaivar um
grande numero de agentes antimicrobianos. A Lavandula Hibrida € uma espécie derivada
da unido da Lavandula angustifolia Miller com a Lavandula latifélia Linn. Essa espécie
apresenta as variedades Abrialli, Grosso, Provence, Impress purple, e Super, sendo a
variedade Grosso como a que mais demonstrou atividade antimicrobiana. Objetivo
avaliar a atividade antibacteriana e antiaderente do 6leo essencial de Lavandula Hibrida
Grosso contra cepas de K. pneumoniae. Metodologia: Os ensaios foram realizados
utilizando as técnicas de microdiluicio em caldo em placas de 96 pogos para
determinacao da CIM e CBM e técnica de tubos inclinados para determinacao da CIMA
ao vidro, na presenca de 5% de sacarose. Resultados: obteve-se que o 6leo essencial de
Lavandula hibrida Grosso possui uma moderada atividade antibacteriana contra as cepas
de K. pneumoniae visto pela CIMso = 1.024 pg/ml, possuindo também um potencial
bacteriostatico. Quanto a sua atividade antiaderente, observou-se que a concentracdo do
6leo capaz de inibir a adesdo do microrganismo a parede do tudo foi de 1:32 enquanto
que para o digluconato de clorexidina 0,12% foi de 1:8. Conclusao: a Lavandula Hibrida
demonstra ser eficaz como agente antimicrobiano e antiaderente para o controle e
prevencao da infeccdo por Klebseilla pneumonia.

Palavras chave: Plantas Medicinais. Produtos com Acdo Antimicrobiana. Aderéncia

Bacteriana.
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ABSTRACT

Introduction: The use of products of plant origin in dentistry is an alternative in the
prevention and combat of several pathologies that accompany humans. Klebsiella
pneumoniae is a gram-negative bacterium that is closely related to nosocomial pneumonia
because it has the ability to inactivate a large number of antimicrobial agents. Lavandula
Hibrida, also known as Lavandin is a species derived from the union of Lavandula
angustifolia Miller with Lavandula latifolia Linn. This species presents the varieties
Abrialli, Grosso, Provence, Impress purple, and Super. Among them, the species that
most demonstrated antimicrobial potential was the Grosso variety. Objective: to evaluate
the antibacterial and nonstick activity of Lavandula Hybrid Grosso essential oil against
strains of Klebsiella pneumoniae. Method: The assays were carried out using broth
microdilution techniques in 96-well plates for determination of Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC) and sloped tube
technique for the determination of Minimum Inhibitory Adherance Concentration
(MICA) to the glass, in the presence of 5% sucrose. Results: It was obtained that the
essential oil of Lavandula hybrida Grosso has a moderate antibacterial activity against the
strains of K. pneumoniae seen by the MICso equal to 1024 pg/ml, also possessing a
bacteristatic potential. As to its anti-adherent activity, it was observed that the
concentration of oil capable of inhibiting the adhesion of the microorganism to the wall
of the whole was 1:32 whereas for the chlorhexidine digluconate 0,12% was 1:8.
Conclusion: In accordance with the results of the present study, Lavandula Hybrid
demonstrated to be effective as an antimicrobial and anti-adherent agent for the control
and prevention of Klebseilla pneumoniae infection.

Keywords: Medicinal Plants. Products with Antimicrobial Action. Bacterial Adhesion.
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INTRODUCAO

A cavidade bucal € hospedeira de diversos microrganismos, abrigando cerca de
metade de toda a microflora existente no corpo humano o que inclui vérias espécies de
fungos, virus e bactérias!*>* A descamacio fisiolégica das superficies corporais dificulta
o actimulo desordenado de microrganismos no corpo, porém, devido a presenca de
superficies ndo descamativas na cavidade bucal, tal controle é possivel apenas com a
higienizacdo oral regular, prevenindo as doencas que acometem a cavidade oral®.

O biofilme dental, chamado também de placa bacteriana compreende o principal
fator relacionado com o surgimento de cérie dentiria e doencas periodontais®. Sua
formacgdo se d4 por intermédio de um processo ordenado e dindmico que vao desde a
formacdo da pelicula adquirida, adesdo microbiana inicial e maturacdo da placa
bacteriana’3*1%!!. Como métodos para o controle do biofilme pode-se citar a escovacio
mecanica e uso de colutdrios, como o digluconato de clorexidina a 0,12%, entretanto, os
efeitos colaterais advindos da utilizacdo prolongada da clorexidina estimulam a busca por
outros métodos quimicos de controle do biofilme!*!314-

Oliveira et al. (2012)" relata que patégenos envolvidos em infeccdes respiratérias
ndo sdo comumente encontrados na microbiota bucal de individuos saudaveis, contudo
pacientes hospitalizados estdo predispostos a colonizacdo do biofilme oral por esses
microrganismos. Além disso, os componentes do biofilme podem prevenir a penetracao
de agentes antibidticos, tornando esses patdgenos mais resistentes aos antimicrobianos,
dificultando sua eliminagio®!*!%, Somado a isso, os pacientes internados em Unidades de
Terapia Intensiva (UTIs) constantemente apresentam uma md higiene bucal, com
aumento substancial do biofilme bucal e isso, associado ao uso constante de
medicamentos capazes causar hipossalivacdo aumenta as chances de estabelecimento e
manutengio desse biofilme!”.

A pneumonia nosocomial, pneumonia hospitalar ou pneumonia associada a
ventilacdo mecanica (PAVM) representa uma infeccao no parénquima pulmonar nas vias
aéreas inferiores, sendo diagnosticadas 48 horas apds a internacdo do paciente, nao

estando presentes nem incubadas anteriormente 2 data de internacdo'®,

Entre os
microrganismo associados ao desenvolvimento dessa infec¢do pode-se citar:
Acinetobacter, Staphylococcus aureus, Esherihia coli, Klebsiella pneumoniae,

Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter e Proteus mirabiis sendo que tais organismos
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foram achados tanto na microbiota oral quanto pulmonar em varios estudos, reforcando

a correlacdo entre o biofilme bucal com o desenvolvimento de infeccdes respiratérias'®

20,18

A Klebsiella pneumoniae € uma bactéria gram-negativa, pertencente a familia das
Enterobacteriaceae, encapsulada, que cresce frequentemente em meio aerébio, com
forma de bastdo, ndo esporulado e ndo movel, cujo tamanho pode variar de 0,3 a 1 p de
diametro e 0,6 a 6 de comprimento e que estd intimamente relacionada com a pneumonia
nosocomial. Por produzir a enzima Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), que
possui a capacidade de inativar um grande nimero de agentes antimicrobianos, €
atualmente dita como a principal causadora de certas infeccdes devido a resisténcia que
confere aos medicamentos®!*>%3. Devido a isso, reforca-se a necessidade de estudos que
busquem métodos alternativos para seu tratamento.

Saigg e Silva (2009)** fundamentam que a utilizacdo de plantas medicinais, que
sdo ricas em substancias biologicamente ativas, € capaz de estimular reacdes metabdlicas
que contribuem para a prevenc¢do e tratamento de diversas doencas. Os 6leos essenciais,
compostos derivados do metabolismo secundarios das plantas assim como seus
componentes majoritirios (terpenos, flavondides, taninos, etc), possuem diversas
propriedades farmacoldgicas documentadas tais como as atividades antibacterianas,
antifingicas, antivirais, antiparasitdrias, antitoxigé€nicas, antissépticas, anestésicas,
anticancerigenas e antioxidantes tornando-os também importantes fontes de novos

25,26,27,28

farmacos Assim, o potencial antimicrobiano que os 6leos esséncias e seus

componentes apresentam tem despertado interesse por serem compostos, em sua maioria,
com baixa toxicidade, boa eficdcia e baixo custo®>°.

A Lavandula Hibrida, também conhecida como Lavandin € uma espécie derivada
da unido da Lavandula angustifélia Miller com a Lavandula latifélia Linn. Essa espécie
apresenta as variedades Abrialli, Grosso, Provence, Impress purple, e Super. Entre eles,
a espécie que mais demostrou potencial antimicrobiano foi a variedade Grosso. A
Lavandula Hibrida, € caracterizada por um contetudo elevado de linalol, acetato de linalol,
borneol, canfora, B-pineno, a-pineno e 1,8-cineol. Entre estes, a cinfora, o linalol e o
acetato de linalol sdo os principais determinantes da qualidade do éleo essencial®!+323334
Apesar de ndo ser bem visto pela industria de perfumes pelo seu elevado contetido

de 1-8 cineol e de canfora, o 6leo essencial de Lavandula hibrida desperta interesse da
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inddstria farmacéutica por apresentar-se como um bom agente antimicrobiano visto em
estudos contra bactérias gram-positivas e gram-negativas. Entretanto, a falta de estudos
sobre seu potencial e seu mecanismo de agdo, principalmente contra outros patogenos
instiga a necessidade de se realizar mais pesquisas®>.

Sendo assim, o presente estudo tem como objetivo avaliar a atividade
antibacteriana e antiaderente do 6leo essencial de Lavandula Hibrida Grosso contra cepas
de Klebsiella pneumoniae usando para isso a andlise da sua Concentragdo Inibitdria

Minima (CIM), Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e Concentragao Inibitdria

Minima de Aderéncia (CIMA).

METODOLOGIA

2.1 Ensaios in vitro

2.1.1 Substancias-teste

O ¢leo essencial de Lavandula Hibrida Grosso foi adquirido da Inddstria Via
Aroma® (Porto Alegre - RS). Para a realizagc@o dos ensaios farmacoldgicos, a substincia
foi solubilizada em DMSO e diluido em &dgua destilada. A concentracio de DMSO

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

2.1.2 Espécies bacterianas e meio de cultura

Foram utilizadas as seguintes bactérias de origem clinica: Klebsiella pneumoniae
(ATCC 13883, Kp 101, Kp 102, Kp 103, Kp 104 e Kp 105). Todas as cepas foram
mantidas em meio Agar Muller Hinton (AMH) a uma temperatura de 4 °C, sendo
utilizados para os ensaios repiques de 24 horas em AMH incubados a 35 °C. No estudo
da atividade antimicrobiana foi utilizado um in6culo bacteriano de aproximadamente 1,5
x 108 UFC/ml padronizado de acordo com a turbidez do tubo 0,5 da escala de

McFarland?®%’.

2.1.3 Determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

A concentragdo inibitéria minima do 6leo essencial foi determinada pela técnica
de microdiluicdo em caldo *% ¥7. Foram utilizadas placas de 96 orificios estéreis e com
tampa. Em cada orificio da placa, foi adicionado 100 pL do meio liquido caldo Muller

Hinton duplamente concentrado. Em seguida, 100 pL da emulsdo do 6leo na concentragdo
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inicial de 2048 pg/ml (também duplamente concentrado), foram dispensados nas
cavidades da primeira linha da placa. E por meio de uma dilui¢do seriada em razdo de
dois, foram obtidas as concentragdes de 1024, 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8 ¢ 4 ug/ml, de
modo que na primeira linha da placa encontra-se a maior concentracio e na ultima, a
menor concentragdo. Por fim, foi adicionado 10 pL do indculo de aproximadamente 1,5
x 108 UFC/ml das espécies bacterianas nas cavidades, onde cada coluna da placa refere-
se a uma cepa de bactéria, especificamente.

Paralelamente, realizou-se o controle positivo com o antibacteriano cloranfenicol.
Um controle de microorganismo foi realizado colocando-se nas cavidades 100 pL do
mesmo caldo Mueller Hinton duplamente concentrado, 100 pL de dgua destilada estéril
e 10 pL do inéculo de cada espécie. Para verificar a auséncia de interferéncia nos
resultados pelos solventes utilizados na preparacdo da emulsdo, no caso o DMSO, foi
feito um controle no qual foram colocados nas cavidades 100 pL do caldo duplamente
concentrado, 100 uL. de DMSO e 10uL da suspensdo bacteriana. Um controle de
esterilidade do meio também foi realizado, onde colocou-se 200 puL do caldo Mueller
Hinton em um orificio sem a suspensao das bactérias.

As placas foram assepticamente fechadas e incubadas a 35°C por 24 horas para
ser realizada a leitura. A CIM para 6leo foi definida como a menor concentracdo capaz
de inibir visualmente o crescimento bacteriano verificado nos orificios quando

comparado com o crescimento controle. Os experimentos foram realizados em duplicata.

2.1.4 Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

A concentracdo bactericida minima (CBM) do 6leo também foi determinada para
as cepas de bactérias. Apds a leitura da CIM em 24 horas, aliquotas de 20 pL foram
retiradas de cada poco da placa de microtitulagdo que ndo apresentaram crescimento
bacteriano, e transferidas para pocos de uma nova placa de microtitulacao contendo 100
puL de caldo Muller Hinton, desprovidas de qualquer antimicrobiano. As placas
inoculadas foram assepticamente fechadas e incubadas a 35 °C, e as CBMs foram
registradas apds 48 h. A CBM foi definida como a menor concentrag@o do 6leo essencial

que resultou em inibi¢do visivel do crescimento do micro-organismo®%.

2.1.5 Determinagdo da Concentracao Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA)



45

A Concentragdo Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA) do 6leo foi determinada
na presenca de sacarose a 5%, de acordo com Gebara, Zardetto e Mayer (1996)*’, usando-
se concentragdes correspondentes do 6leo essencial puro até a dilui¢ao 1:1024. A partir
do crescimento bacteriano, a cepa de Klebsiella pneumoniae 102 foi cultivada a 37°C em
caldo Mueller Hinton (DIFCO, Michigan, Estados Unidos), depois foram distribuidos 0,9
ml do subcultivo em tubos de ensaio e, em seguida, adicionado 0,1 ml da solugdo
correspondente as diluicdes do 6leo essencial. A incubagao foi feita a 37°C por 24 horas
com tubos inclinados a 30°. A leitura foi realizada através da observagdo visual da
aderéncia da bactéria as paredes do tubo, apds a agitacio do mesmo. O ensaio foi
realizado em duplicata. O mesmo procedimento foi realizado para o controle positivo, o
digluconato de clorexidina a 0,12% (Periogard®, Colgate-Palmolive Company, Nova

York, EUA). Foi considerada a CIMA a menor concentragdao do agente em contato com

sacarose que impediu a aderéncia ao tubo de vidro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas tabelas 1 e 2 estdo representados, respectivamente, a Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM) e a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) do 6leo essencial de
Lavandula hibrida grosso contra as cepas de Klebsiella pneumoniae. Com relacdo a esses
resultados, observa-se que o valor de CIMso foi de 1.024 pg/ml e que ndo foi possivel

encontrar o valor de CBM pois os testes demonstraram valores acima de 1.024 pg/ml.

Tabelal - Concentragio inibitoria minima (CIM) em pg/ml do do Oleo essencial de
Lavandula Hibrida Grosso contra diferentes cepas de Klebsiella pneumoniae.

Lavandula Hibrida Grosso

Kp ATCC Kp 101 Kp 102 Kp 103 Kp 104 Kp 105

13883
1.024pg/ml - + + + + -
512 pg/ml - - + - + -
256 pg/ml - - - - - -
128 pg/ml - - - - - -

64 ng/ml - - - - - -
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Controle - - - - - -
negativo
Controle + + + + + +
positivo

Legenda: Autoria propria

(+) Inibi¢do (- ) Sem inibi¢ao

Tabela 2 - Concentracio Bactericida Minima (CBM) em pg/ml do Oleo essencial de
Lavandula Hibrida Grosso contra diferentes cepas de Klebsiella pneumoniae

Lavandula Hibrida Grosso

Kp ATCC Kp 101 Kp 102 Kp 103 Kp 104 Kp 105
13883
1.024 - - - - - -
pg/ml
512 - - - - - -
pg/ml
Autoria Propria.
Legenda:

(+) Inibicdo (- ) Sem inibicao

Os resultados encontrados acerca da atividade antiaderente do 6leo essencial de
Lavandula Hibrida Grosso contra as cepas Klebsiella pneumoniae encontram-se descritos
nas tabelas 3, assim como sua comparagdo com o digluconato de clorexidina 0,12%. Foi
observado que o 6llrro essencial de Lavandula hibrida Grosso apresentou uma CIMA de
1:32, enquanto o digluconato de Clorexidina 0,12% foi de 1:8, ou seja, uma concentragao
4 vezes menor que o principal antimicrobiano utilizado para tratamento de diversas

afeccdes que acometem a cavidade oral.

Tabela 3 — Concentragio Inibitéria Minima de Aderéncia em pg/ml do do Oleo essencial
de Lavandula Hibrida Grosso e do digluconato de Clorexidina 0,12% contra diferentes

cepas de Klebsiella pneumoniae 102.
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Lavandula Hibrida Grosso

Concentragdo  1:1 1:2 1:4 1:8 1:16  1:32 1:64 1:128
em pg/ml

Digluconato de clorexidina 0,12

Concentracdo  1:1 1:2 1:4 1:8 1:16  1:32 1:64 1:128

em pg/ml
- - - - + + + +
Legenda: Autoria propria
(-) Sem adesdo a parede do tudo (+) Com adesao a parede do tubo

As plantas que apresentam potencial terapéutico utilizadas no cuidado da satde
tradicional compreendem uma importante fonte de novos compostos biologicamente
ativos*!. Carvalho et al. (2007)** menciona que aproximadamente 48% dos medicamentos
atualmente utilizados na terapéutica derivam-se direta ou indiretamente de produtos de
origem vegetal, sobretudo a partir de plantas medicinais. Tal fato, fortalece a capacidade
de desenvolver novos medicamentos a partir de plantas medicinais e seus derivados que

434445 a5sim como motivam os

tragam a mesma eficicia, seguranca e biocompatibilidade

estudos com plantas e seus derivados, visando seu emprego como fonte de recursos
~ . . . , 46

terapéuticos € como um imenso provedor de biomoléculas™.

As plantas podem sintetizar cerca de 200.000 metabolitos secundarios podendo
ser denominados também de fitoqufmicos‘”. Dentre eles, os 6leos essenciais, conhecidos
também como 6leos volateis, 6leos etéreos ou esséncia estdo presentes nas plantas como
produto natural, derivados do metabolismo secundédrio das plantas e que contém

. o . . 41
compostos aromdticos voldateis, estando envolvidos no seu mecanismo de defesa™ .

Os Oleos essenciais sdao largamente empregados na indudstria farmacéutica,

cosmética, alimenticia e agrondmica por suas propriedades observadas na natureza,

dentre as quais pode-se citar sua acdo antibacteriana, atividades antiftingica e inseticida*®.

Entretanto, ambora a composi¢do quimica e a atividade antioxidante do género Lavandula
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tenha sido investigada**>°, hd menos dados disponiveis sobre sua atividade

antimicrobiana, particularmente sobre aplicacdo sobre patégenos>>.

De acordo com Sartoratto et al. (2004)°! para uma atividade antimicrobiana ser
classificada como forte para 6leos essenciais, estes devem possuir a CIM de até 500
ug/ml, moderada para CIM de 600 a 1500 pg/ml e fraca para CIM acima de 1500 pg/ml.
Assim, os resultados encontrados no presente estudo demonstram que a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de Lavandula Hibrida Grosso possui uma moderada
inibicdo frente as cepas de Klebsiella pneumoniae testadas observaveis pela CIMso de
1024 pg/ml.

Para um composto ser considerado bactericida ou bacteriostitico de acordo com
seu CBM, segundo Hafidh et al. (201 1)°2, esta deve ser, respectivamente, igual ou duas
vezes maior que o CIM ou o CBM deve ser maior que duas vezes o CIM. Os resultados
obtidos demonstram que o 6leo essencial de Lavandula Hibrida Grosso apresenta um
potencial bacteriostético frente as cepas de Klebsiella pneumoniae..

)3 buscou determinar a atividade

Um estudo realizado por Martins (2018
antimicrobiana dos Oleos extraidos de Lavandula dentata Linn e de Oleos essenciais
comerciais de Lavandula hibrida e Lavandula officinalis, determinando-se a CIM e a
CBM contra as cepas ATCC de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa e isolados clinicos do HC-UFTM, dentre eles, a
Klebsiella pneumoniae. Como resultados obtidos acerca do potencial antimicrobiano da
Lavandula hibrida contra as cepas clinicas de Klebsiela pneumoniae pode-se determinar
que o 6leo essencial demonstrou uma fraca inibi¢cdo frente a cepa testada. Tal resultado
distingue-se do encontrado no presente estudo visto que a Lavandula hibrida Grosso
apresentou uma moderada atividade de inibi¢do visto que com a concentracdo de 1.024
ug/ml foi possivel inibir o crescimento de 4 das 6 cepas clinicas testadas.

O estudo realizado por Bajalan et al., (2017)°* buscando analisar a composicio
quimica e a atividade antibacteriana de Lavandas hibridas cultivadas na regido nordeste
do Iran alguns microrganismos, entre eles a K. pneumoniae utilizando o método de disco-
difusdo. Os resultados demonstraram que os 6leos essenciais testados apresentaram uma
moderada atividade bacteriana contra K. pneumoniaie e E. coli. Tais resultados entram
em conformidade com os apresentados nesse estudo, onde também foi obtido uma

atividade inibitéria moderada da L. hibrida contra a K. pneumoniae. Os autores também
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concluiram que o potencial antimicrobiano de um Oleo essencial estd intimamente
relacionado a quantidade de compostos presentes, € que, no caso dos compostos testados
no estudo, o 1-8 cineol configura-se como o principal.

Gandolfo et al. (2018)'%, Munis et al. (2014)'* e de Andrade et al. (2010)"? relatam
que o método mais aceito para o controle do biofilme bucal compreende a sua remocao
mecanica através da escovacdo dentdria, entretanto, vdrios autores relatam que a
utilizacdo de agentes quimicos que atuem como coadjuvantes para o controle do biofilme,
como o digluconato de clorexidina 0,12% (forma mais utilizada na odontologia ja que
apresenta maior solubilidade a substincia), sdo bons métodos complementares de
assepsia.

A clorexidina consiste no agente antimicrobiano de origem sintética mais potente
e estudado, apresentando uma 6tima eficédcia e utilizado como padrio ouro pata testar a
poténcia de outros agentes antimicrobianos®. Dentre as propriedades apresentadas por
essa substancia, pode-se citar a substantividade, ou seja, a capacidade de permanecer no
local de ac¢do e ser liberado lentamente; eficdcia como agente antimicrobiano; seguranga,
J4 que diversos estudos revelam uma baixa evidéncia de toxicidade sistémica em seres
humanos; e um amplo espectro de acdo, sendo capaz de atuar tanto em microrganismos
gram negativos quanto gram positivos>%-13-7

Entretanto, os diversos efeitos colaterais causados pelo uso prolongado do
Digluconato de Clorexidina 0,12% como a precipitagdo de calculo dentério, a perda do
paladar e o manchamento dentério estimulam a buscar por outros agentes antimicrobianos
58,59,60.

Castro (2001)%! acrescenta também que na presenca de inconvenientes para
realizacdo de uma adequada higienizacdo da cavidade oral, como a falta de motivacao
dos individuos ou em situacdes que o individuo apresente limitacdes locomotoras, como
no caso de pacientes internados em UTIs, e tendo como objetivo primdrio controlar o
biofilme dental é oportuno e essencial a associacdo de métodos quimicos (colutdrios) aos
métodos mecanicos (escovagdo) para o controle da microbiota oral.

Em relagdo a sua atividade antiaderente, observou-se que o d6leo essencial usado
no presente estudo demonstrou uma melhor propriedade do que o digluconato de

clorexidina 0,12%, visto pela menor concentragcao capaz de inibir a aderéncia de biofilme
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ao tubo, sendo 1:32 para o 6leo essencial de Lavandula hibrida Grosso e 1:8 para o
digluconato de clorexidina 0,12%.

Um estudo realizado por Rajasekharan et al. (2016)%> buscou analisar o
potencial antiaderente do extrato de Arctium lappa (raiz de bardana)e de um de seus
componentes, o dcido clorogénico contra em isolados clinicos de Klebsiella pneumoniae.
Como resultados, pode-se concluir que tanto o extrato quando o acido obteve uma
significativa atividade antiaderente contra as cepas de K. pneumoniae, demonstrando
assim que o extrato de raiz de bardana e seu composto podem seu usados como metodo
alternativo para o controle da presenca de K. pneumoniae no biofilme. Tais resultados
reforcam o pressuposto de que 6leos essenciais podem ser utilizados como método

alternativo para o controle do biofilme.

CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, observa-se um elevado potencial e eficicia como
agente antimicrobiano e antiaderente do 6leo essencial de Lavandula hibrida Grosso. Em
especial sua atividade antiaderente desperta interesse por apresentar-se 4 vezes mais
potente que o digluconato de clorexidina 0,12%, podendo desse modo ser utilizado como
método alternativo de inibi¢do da formacao do biofilme. No entanto, existe a necessidade
de se realizar mais estudos sobre o assunto que venham esclarecer os mecanismos de a¢ao

e ajudar a combater a resisténcia microbiana.
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5 CONSIDERA COES FINAIS

A Lavandula hibrida apresenta diversos efeitos farmacoldgicos documentados, que vao
desde sua atividade ansiolitica até a antimicrobiana. A K. pneumoniae apresenta-se como uma
super bactéria, que tem alta resisténcia a agentes antimicrobiano devido aos seus mecanismos
de defesa e a produgdo da enzima KPC. O presente trabalho demonstrou que os 6leos essenciais
podem ser utilizados como métodos alternativos para o tratamento de infec¢des de origem
respiratoria, como, por exemplo, o 6leo essencial de Lavandula hibrida Grosso, que foi utilizado
no estudo em questao.

Os resultados do presente estudo demonstraram que o 6leo essencial de Lavandula
hibrida Grosso possui uma moderada atividade inibitdria visto pelos valores de 1.024 pg/ml e
que possui atividade bacteriostatica. Acerca da atividade antiaderente, os resultados obtidos
sdo animadores, visto que a concentracao do agente necessdria para que houvesse a inibi¢ao da
aderéncia do microrganismo foi quatro vezes menor que a concentragdo do principal agente
antimicrobiano utilizado, o digluconato de clorexdina 0,12%.

Tais resultados demonstram a efetividade e eficdcia de produtos de origem natural para
a utilizacdo como agentes antimicrobianos, entretanto, a falta de estudos, principalmente in
vivo, demonstra a necessidade de se realizar mais pesquisas sobre o assunto que venham

esclarecer os mecanismos de ac@o e ajudar a combater a resisténcia microbiana.
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identificacdo das obras, dispostas em ordem de aparecimento no texto.
A seguir, alguns modelos de referéncias dos principais tipos de documentos:
3.2.6.1 Artigos em periédicos

Os titulos dos periddicos devem ser abreviados conforme o estilo adotado no Index

Medicus/Medline/PubMed — http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html para os titulos de

periddicos nacionais e latino-americanos recomenda-se o site http://portal.revistas.bvs.br

1. Corley A, Spooner AJ, Barnett AG, Caruana LR, Hammond NE, Fraser JF. End-expiratory
lung volume recovers more slowly after closed endotracheal suctioning than after open
suctioning: a randomized crossover study. J Crit Care 2012;27(6):742-3 doi:
10.1016/j.jcrc.2012.08.019.


http://decs.bvs.br/
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61

2. De Munck J, Shirai K, Yoshida Y, Inoue S, Van Landuyt K, Lambrechts P, er al. Effect of
water storage on the bonding effectiveness of 6 adhesives to Class I cavity dentin. Oper Dent

2006;31(4):456-65.

3. Edmunds DH, Whittaker DK, Green RM. Suitability of human, bovine, equine, and ovine
tooth enamel for studies of artificial bacterial carious lesions. Caries Res 1988;22(6):327-36.

doi: 10.2341/05-07
3.2.6.2 Livros

1. McCabe JF, Walls A. Applied dental materials. 8th ed. ed. Oxford; Malden, MA: Blackwell
Science; 1998.

2. Anusavice KJ, Phillips RWS. Phillips' science of dental materials. 11th ed. ed. St. Louis:
Saunders; 2003.

3.2.6.3 Dissertacoes e teses

1. Nihi FM. Avaliacdo da evaporacdo de solventes a partir dos sistemas adesivos dentindrios e
de misturas experimentais. Londrina. Dissertacao [Mestrado em Odontologia] - Universidade

Norte do Parana; 2006.
Todas as obras que tém DOI deve ter o cédigo identificado na referéncia
3.3 Comité de Etica

Em toda matéria relacionada com pesquisa humana e pesquisa animal, os autores devem incluir
no corpo do artigo, o nimero do processo de aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa -

CEP e/ou pela Comisséo de Etica no Uso de Animais - CEUA, na qual a pesquisa foi realizada.
3.4 Conflito de Interesse

Os autores devem preencher e assinar o formuldrio de Conflito de Interesse.

Autorais

4.1 Artigos publicados no Journal of Health Sciences
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Os direitos autorais dos artigos publicados pertencem ao Journal of Health Sciences. A
reproducdo total dos artigos deste periddico em outras publicagdes, ou para qualquer outra

utilidade, estd condicionada a autorizagao escrita do(s) Editor(es).

4.1.1 Todos os anexos devem ser submetidos com o artigo no Portal e anexados no item 4.

Transferéncia de Documentos Suplementares.
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