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RESUMO

As pesquisas em Endodontia visam aprimorar o tratamento de canal dentério,
buscando também substancias intracanais entre sessdes, sendo a recolonizacao do
canal por microrganismos como Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,
Streptococcus sp. e Candida albicans um desafio na prevencao de reinfeccédo
endodoOntica e manutencao de lesdes periapicais. O Carvacrol, extraido de 6leos
essenciais, é estudado por suas propriedades antimicrobianas e antioxidantes. Este
estudo desenvolveu um gel intracanal a base de quitosana com carvacrol. Foram
realizados ensaios MTT para citotoxicidade, espécies reativas de oxigénio (eROS) e
dosagem de o6xido nitrico (NO) para potencial antioxidante, concentragéao inibitoria
minima (CIM) para atividade antimicrobiana, curva de crescimento microbiano, acao
em envoltério celular e antibiofilme em diferentes fases do biofilme. A amoxicilina foi
o controle positivo. Os resultados mostraram que carvacrol nao foi citotoxico em
macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c e fibroblastos L929, exceto na
concentragédo 300 pg/mL, mostrando atividade antioxidante a partir de 150 pg/mL pelo
teste de dosagem de eROS e NO. A CIM de carvacrol foi entre 100 e 200 pg/mL,
demonstrando eficacia antibiofilme mais acentuada em biofilmes pré-formados, com
menor eficacia na fase de adeséo. Na dosagem de NO, carvacrol demonstrou eficacia
estatisticamente significativa a partir de a partir de 75ug/mL, propiciando uma queda
de 33%. Carvacrol alterou as fases de crescimento bacteriano e aumentou a
permeabilidade da membrana celular, promovendo maior liberacéo de nucleotideos e
proteinas em comparacao a nistatina e amoxicilina. Nos testes de estabilidade, DMSO
a 20% foi o solvente mais adequado pos-centrifugacdo. No ensaio de FTIR, foram
identificadas interacdes intermoleculares entre o polimero e carvacrol. A analise
antimicrobiana por difusdo em disco mostrou formacdo de halos inibitérios, com
didmetros maiores conforme a concentracao de carvacrol aumentava, aproximando-

se do controle positivo na concentragcdo mais alta.

Palavras-chave: Medicacdo intracanal. Carvacrol. Biofilme endodéntico.
Enterococcus sp.



ABSTRACT

Endodontic research aims to improve root canal treatment, focusing on strategies such
as intracanal medication between sessions. The recolonization of the root canal
system by microorganisms such as Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,
Streptococcus sp., and Candida albicans presents a challenge in preventing
endodontic reinfection and maintaining periapical lesions. Carvacrol, extracted from
essential oils, is studied for its antimicrobial and antioxidative properties. This study
develops a chitosan-based intracanal gel containing carvacrol. MTT assays for
cytotoxicity, reactive oxygen species (eROS) assays, and nitric oxide (NO)
quantification for antioxidant potential, minimum inhibitory concentration (CIM) for
antimicrobial activity, microbial growth curves, cell envelope action, and antibiofilm
activity at different stages of biofilm formation were performed. Amoxicillin was used
as the positive control. The results showed that carvacrol was not cytotoxic to BALB/c
mice peritoneal macrophages and L929 fibroblasts, except at a concentration of 300
pg/mL. Carvacrol demonstrated antioxidant activity starting at 150 pg/mL, as
measured by ROS and NO assays. The MIC of carvacrol ranged from 100 to 200
pg/mL, with more pronounced antibiofilm activity in pre-formed biofilms and less
efficacy during the adhesion phase. In the NO assay, carvacrol showed statistically
significant efficacy starting at 75 pg/mL, resulting in a 33% reduction. Carvacrol altered
bacterial growth phases and increased membrane permeability, leading to higher
release of nucleotides and proteins compared to nystatin and amoxicillin. In stability
tests, 20% DMSO was the most suitable solvent post-centrifugation. FTIR analysis
identified intermolecular interactions between the polymer and carvacrol. Antimicrobial
analysis by disk diffusion showed the formation of inhibitory halos, with larger
diameters as the carvacrol concentration increased, approaching the positive control
at the highest concentration.

Keywords: Intracanal medication. Carvacrol. Endodontic biofilm. Enterococcus sp.
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1 INTRODUCAO

A endodontia € um ramo da odontologia dedicado ao estudo e tratamento do
sistema de canais radiculares e, tem evoluido consideravelmente ao longo dos anos.
A microbiota presente no interior dos canais radiculares infectados representa um
desafio significativo, sendo importante o desenvolvimento de estratégias eficazes para
seu controle. Neste sentido, a medicacao intracanal (MIC) desempenha um papel nao
apenas na contribuicdo para eliminagdo de microrganismos, mas também a
prevencao de complicagcbes associadas, como inflamacao e dor (Prada et al., 2019).

Infeccbes endodbnticas possuem elevada prevaléncia, sendo considerada uma
preocupacao global que acomete milhées de individuos (Tiburcio-Machado et al.,
2021). Dessa maneira, estudos epidemiolégicos destacam a diversidade
microbioldgica encontrada nos canais radiculares, incluindo bactérias gram-positivas
e gram-negativas, fungos e virus. Essa variabilidade demanda abordagens
terapéuticas abrangentes e eficientes (Tiburcio-Machado et al., 2021).

No contexto da instrumentacdo mecanica e da irrigacao durante a terapéutica,
limitac6es s&o encontradas na erradicagéo total da microbiota, apresentando cerca de
40 a 60% dos canais infectados mesmo apds esses procedimentos. Assim, preconiza-
se a utilizacao de MIC dotadas de propriedades antimicrobianas entre as sessoes para
melhorar a eficacia do processo de infeccdo (Memon et al., 2013; Escobar et al.,
2023). Hidréxido de célcio (HC) destaca-se como o agente tradicional utilizado ha
décadas e fortemente respaldado na literatura, sendo ainda reconhecido por suas
propriedades anti-inflamatérias e para controle de dor (Ilbrahim et al., 2020). Embora
seus efeitos benéficos sejam significativos, existem limitacdes a serem consideradas.
Dentre elas, destaca-se a capacidade limitada de controle do biofiime e
preenchimento tridimensional limitado de irregularidades da anatomia interna,
necessitando de altas concentracdes por tempo prolongado para a bioatividade ser
avaliada (Cosan et al., 2022; Barbosa-Ribeiro et al. (2018).

Além do HC, outras substdncias sdo utilizadas como MIC mediante suas
respectivas indicagdes, como o paramonoclorofenol canforado (PMCC), formocresol
e tricresol formalina, podendo ser utilizado em associagdo com o HC como veiculos
biologicamente ativos. Entretanto, seus potenciais efeitos mutagénicos,
carcinogénicos, citotoxicos, bioatividade limitada e tempo de atividade curto sdo alvos
de debates constantes (Subramanyam et al., 2017; Somasundaram et al., 2020).
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A utilizagdo de produtos naturais bioativos com possivel aplicabilidade na
endodontia tem sido alvo de pesquisas, demonstrando resultados satisfatorios nas
avaliacbes de potencial antimicrobiano a anti-inflamatério, contribuindo com a
remissao de lesdes periapicais, controle microbiolégico intracanal no intervalo entre
as sessoes e dispondo de baixa citotoxicidade (Subramanyam et al., 2017; Almadi et
al., 2018). Dentre eles, destaca-se o carvacrol e a quitosana (El-Hack et al., 2020).

O carvacrol é um monoterpeno encontrado, dentre outras espécies, no 6leo
essencial do Origanum vulgare, Nigella sativa, Corido thymus e Lippia sidoides, com
estudos relatando atividades antimicrobianas e anti-inflamatérias promissoras,
possuindo baixa citotoxicidade. (Alvarenga et al., 2016; Mechmechani et al., 2022).
Em contrapartida, a quitosana é um copolimero obtido através da desacetilacdo
alcalina da quitina, podendo ser utilizada, dentre outras formas, como veiculo gel,
possuindo propriedades antimicrobianas, anti-inflamatérias e antioxidantes, podendo
ser incorporado com outras substancias (Bedian et al., 2017; Muxika et al., 2017).

A literatura consultada permite afirmar que a utilizacdo concomitante do carvacrol
associado a quitosana, especialmente na confeccao de nanoestruturados e filmes
com fins bioativos, evidenciando resultados satisfatérios e sinérgicos na otimizacéo
de suas propriedades (Bernal-Mercado et al., 2022; Akhlaq et al., 2023a; Akhlaq et al.,
2023b). Entretanto, ainda ndo ha na literatura estudos publicados que avaliaram a
bioatividade e potencial aplicabilidade da associacdo entre as substancias
supracitadas na forma de gel a otimizacao da terapia endoddntica.

Diante disso, sabendo da complexidade do processo de cura de infeccdes
persistentes endodénticas e do potencial farmacoldgico do carvacrol e quitosana, a
hip6tese do presente trabalho é de que géis de quitosana incorporados com carvacrol,
que detém multifuncionalidades bioativas, podem ser utilizados no tratamento
endoddntico devido a sua agao antimicrobiana, tanto do composto sintético, quanto

dos biopolimeros géis.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ENDODONTIA E CONCEITOS GERAIS

A endodontia, um ramo da odontologia, dedica-se ao estudo detalhado da
morfologia, fisiologia e patologia da polpa dentaria humana, incluindo os tecidos
adjacentes a raiz. Sua atuagédo é profunda, combinando ciéncia e pratica clinica,
concentrando-se na compreensao da fisiologia e biologia da polpa. O objetivo
primordial é estabelecer a causa, realizar diagnésticos precisos e implementar
medidas preventivas e tratamentos adequados para lesdées que possam afetar a polpa
e os tecidos perirradiculares (AAE, 2020).

Resumidamente, o tratamento endodéntico inicia-se apds a confirmagéo
radiografica e clinica da colonizacao bacteriana ou agressao a polpa, sendo sintomas
clinicos mais comuns a sensacao de aumento do dente, dor intermitente que pode ser
desencadeada por estimulos térmicos. Em alguns casos, pode nao haver
manifestacédo sintomatica aparente (Karamifar, 2020).

Em termos histolégicos, a polpa dentaria é categorizada como um tecido
conjuntivo desprovido de microbiota comensal, sendo protegida por camadas
minerais. E importante notar que lesdes e agressbes que afetam partes mais
profundas do dente, como cdérie ou trauma, e exposi¢cdes da camara pulpar por
diversos motivos, resultam em inflamacado e quebra da esterilidade, elevando as
chances de necrose do tecido vasculonervoso pulpar e facilitando a colonizacéao
microbiana, especialmente com a perda do suprimento sanguineo (Xie et al., 2021).

Em resposta a agressdes microbioldgicas, sinais inflamatorios contribuem para a
necrose tecidual (Duncan, 2022). Nos canais infectados, microrganismos Gram-
positivos e anaerdbios facultativos desempenham papel importante para a
manuteng¢ao da doenca, juntamente com subprodutos metabdlicos (Cardoso et al.,
2019). Evidéncias indicam que o tratamento mais eficaz contra a progressao € o
tratamento endoddntico ndo cirdrgico, destacando que a resposta autbnoma e/ou o
uso de antibiéticos sistémicos ndo sao suficientes (Leonardo et al., 2012; Duncan,
2022).

Na terapia endodéntica, a remocado completa da polpa contaminada é um
destaque, tornando-se desafiador em polpas necrosadas com lesdes, como a
periodontite apical, uma doenca inflamatéria de progressao lenta ao redor do apice
dentério. A presencga dessa condicdo é determinante para o sucesso apés a terapia
endodéntica, tendo em vista que elementos sem periodontite apical alcangam taxas
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de sucesso entre 85% e 94%, enquanto elementos com periodontite apical
apresentam taxas de sucesso entre 74% e 82% (NG et al., 2008; Karamifar, 2020).
Doencas periapicais de maior maturagéo infecciosa incluem lesées com didmetro
igual ou superior a 5mm, acometimento do trato sinusal e perfuragdes no terco médio
e/ou coronal da raiz (Baseri et al., 2023; Estrela et al., 2014).

Com menor prevaléncia, os cistos periapicais, identificados radiograficamente,
sado caracterizados por estar ao redor do apice dentario, exibindo borda cortical
definida, formato circular ou curvo, estrutura interna radiolicida, e possivel
deslocamento ou reabsorcédo das raizes (Karamifar, 2020; Venskutonis et al., 2015).
Em contraste, abcessos periapicais compartiiham semelhangas com granulomas e
cistos, tornando a diferenciacao desafiadora. A tomografia computadorizada de feixe
cbnico (TCFC) fornece informacdes adicionais, especialmente em casos de cirurgia
ou perfuragao cortical evidentes, detectando edema, embora as fases iniciais dos
abscessos periapicais possam nao exibir caracteristicas distintivas (Karamifar, 2020;
Venskutonis et al., 2015). Além disso, a analise radiogréfica inicial permite um
planejamento preciso, avaliando variabilidades anatémicas em duas dimensdes,
didametro pulpar, nédulos e a distancia entre a corno da camara pulpar e a cuspide
como referéncia (Karamifar, 2020).

A andlise histopatoldgica, embora seja a abordagem definitiva para distinguir
radiolucéncias periapicais de origem endodontica, € raramente realizada, ja que, em
geral, essas condicdes podem ser resolvidas por tratamento endoddéntico nao
hospitalar. A diferenciacdo entre granulomas e cistos nem sempre é crucial, pois 0
tratamento para essas lesbes envolve abordagem do canal radicular, cirurgia
perirradicular ou terapéutica, podendo incluir uma combinacdo dessas modalidades
(Karamifar, 2020; Venskutonis et al., 2015).
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Figura 1: Representagao tomografica de lesdo endodéntica

1.03 mm
‘ P

Fonte: Adaptado de Venskutonis et al., 2014.
Legenda: As setas representam a localizagdo tomografica e o
didmetro da lesé@o

No estagio denominado "acesso endodéntico", realizado apds avaliagao
radiografica, utilizam-se brocas acopladas a motores para remover o tecido mineral
e/ou infectado que reveste a camara pulpar, permitindo a identificacdo dos canais
radiculares. Durante esta etapa, a execugado correta proporciona uma visualizagao
clara dos canais radiculares, permitindo ao profissional tratar adequadamente
estruturas como tecido pulpar infectado, realizar a higienizacdo, desinfeccao e
modelagem dos canais, prevenindo complica¢ées futuras (Shabbir et al., 2021).

Esta etapa deve garantir uma visualizagao clara, controle preciso e prevengao
de danos a estruturas vizinhas, especialmente pela presenca de complexidades
anatdmicas nos canais e a necessidade da remocao completa do tecido infectado,
que sao desafios a serem considerados (Shabbir et al., 2021; Connert et al., 2022;
Ricucci et al., 2019).

Figura 2: Representacao de acesso endodontico em
elemento molar inferior com vista axial e sagital

Sagittal
View

Fonte: Adaptado de Connert et al., 2022.
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Apobs a conclus@o do acesso endoddntico, inicia-se a fase de instrumentacao
dos canais, que engloba o pré-alargamento. Nessa etapa, alargadores ou limas sé&o
utilizados, variando sua conicidade a cada milimetro linear, para promover o desgaste
controlado da dentina interna dos canais, especialmente no terco médio-cervical dos
dentes (Kwak et al., 2021).

Na fase de instrumentacdo, ocorre o preparo quimico-mecéanico dos canais,
utilizando limas e substancias antimicrobianas, desempenhando um papel crucial ao
remover detritos, reduzindo a carga bacteriana nos canais. A substancia utilizada deve
apresentar propriedades como capacidade de dissolver tecidos organicos, eliminar
microrganismos, lubrificar o canal, quelar ions e suspender detritos, propriedades que
podem ser oferecidas pelo Hipoclorito de Sédio (NaOCI) e/ou Clorexidina (CHX)
(Boutsioukis et al., 2022).

A irrigacdo do canal radicular para remocado de detritos e erradicagdo de
bactérias € influenciada por varios fatores, incluindo a profundidade de penetracéo da
agulha, diametros do canal radicular e da agulha, pressao da irrigacao, viscosidade
do irrigante, velocidade do fluxo do irrigante e tipo de bisel da agulha (Boutsioukis et
al., 2022). Em casos complexos, como anatomia apical complicada, a limpeza efetiva
pode exigir adjuvantes quimicos, como o NaOCI, normalmente utilizado como padrao
de referéncia na concentracéo de 2,5% ou 5,25 na irrigacdo endoddntica (Gongalves
et al., 2016).

O NaOCI possui diversos efeitos durante a irrigacdo endodéntica, atuando
como solvente ao reagir com tecidos organicos, liberando cloro que forma cloraminas,
degradando aminoacidos e promovendo saponificagdo. Sua estabilidade e atividade
dependem do pH, sendo mais ativo em meio acido, possuindo também efeito
antimicrobiano pela oxidacdo e rompimento de membranas celulares, levando a
peroxidacéo lipidica e danos a integridade celular do microrganismo (Petridis et al.,
2019; Lima et al., 2020).

Em contrapartida, a CHX também €& amplamente utilizada na endodontia,
especialmente o gel a 2%, que oferece beneficios como lubrificagdo, reducao do atrito
e remocao de residuos (Gongalves et al., 2016). Com pH estavel entre 5 e 8, sua
eficdcia antimicrobiana é otimizada entre 5,5 e 7 (Bernardi et al., 2015), sendo
considerada uma alternativa ao NaOCI por sua baixa citotoxicidade, preservacao
periapical e aderéncia tecidual, além de sua acao antimicrobiana (Bernardi et al.,
2015).
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A interacdo da CHX com membranas celulares envolve ligagao a fosfolipidios,
aumentando a permeabilidade e inibindo enzimas bacterianas, enquanto as limas
desempenham papel crucial na remocao de tecido pulpar, detritos e calcificacdes dos
canais, além de modelar e preparar os canais para o preenchimento subsequente com

material obturador (Pirani et al., 2022).

Figura 3: Representacao de lima endodéntica
em trabalho mecanico no interior do leito do
canal radicular

Fonte: Adaptado de Bhuva et al., 2020.
Legenda: As setas representam uma lima
endodbntica em preparo mecanico no interior
do canal radicular

Aprimorar a desinfeccdo de canais secundarios durante e/ou apds a
instrumentacao endoddntica é alcangado com terapia fotodinamica, agitacdo do
liquido irrigante e gestao precisa do tempo de contato com a superficie dentinéria. A
terapia  fotodindmica, combinada com luz apropriada e substancia
fotossensibilizadora, gera eROS com propriedades antimicrobianas (Plotino et al.,
2018), enquanto a agitacdo do liquido irrigante, seja por ultrassom ou dispositivos
ultrassbnicos, melhora a disseminacdo nos canais, removendo biofiime e
microrganismos (Urban et al., 2017). O gerenciamento adequado do tempo de contato
do liquido também otimiza o efeito antimicrobiano, assegurando interacao suficiente

com os microrganismos (Virdee et al., 2020).
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Figura 4: Etapas do preparo e realizacao da terapia fotodinamica
em dente extraido

Fonte: Adaptado de Stajer et al., 2020.
Exemplificacdo de algumas das etapas da terapia fotodindmica na
endodontia em elemento dentario extraido.

Para finalizar o tratamento endodéntico, realiza-se a obturacao, preenchendo o
interior do dente apds a remoc¢ao da polpa infectada ou inflamada. A técnica visa
preencher o sistema de canais radiculares para manutengdo do preparo quimica-
mecanico, utilizando materiais como a guta-percha e os cimentos endodénticos
(Siqueira et al., 2015). A guta-percha, flexivel e biocompativel, adapta-se as paredes
do canal, enquanto os cimentos endoddénticos preenchem os espacos entre a guta-
percha e as paredes do canal, garantindo uma vedagao adequada (Pirani et al., 2022).

A guta-percha é essencial na endodontia devido a suas propriedades
vantajosas, como biocompatibilidade, baixa solubilidade e estabilidade ao longo do
tempo, além de sua plasticidade permitir adaptacdo as paredes do canal,
preenchendo irregularidades e fissuras, enquanto sua radiopacidade facilita a
visualizacao em radiografias (Cheng et al., 2014; Yildirim et al., 2016).

Na obturacdo endodbntica, a guta-percha desempenha um papel central,
garantindo um selamento eficaz dos canais radiculares. O processo envolve 0 uso de
cones pré-fabricados, aquecimento da guta-percha para torna-la maleavel e sua
insercdo no canal por meio de técnicas como condensacao lateral ou compactacéao
vertical, assegurando um selamento tridimensional (Camilleri, 2015).

Por outro lado, o cimento obturador endoddntico apresenta diversas funcoes
associados e caracteristicas benéficas pois, além de promover o selamento dos
canais, evitando a entrada de bactérias e a contaminacao, também contribui para a
manutengao da saude periapical devido as propriedades antimicrobianas, auxiliando
no controle da infeccao endodéntica (Kelmendi et al., 2022). Uma fungao adicional do
cimento obturador € sua habilidade de preencher os espacgos vazios dentro do dente
apds a remocgao da polpa dentaria, criando uma barreira fisica que impede a
penetracdo de fluidos e microrganismos, contribuindo assim para a longevidade e
estabilidade do tratamento endodontico (Cheng et al., 2014).
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O cimento utilizado como obturador endodéntico deve possuir propriedades
fisicas e quimicas adequadas, incluindo consisténcia para facilitar a manipulacao e
insercao no canal radicular, assegurando distribuicao uniforme (Candeiro et al., 2019).
Quanto a composicao, pode variar, incorporando materiais como resinas, ceramicas
ou bioceramicas, conferindo propriedades adicionais como resisténcia mecanica e
adeséao a dentina (Candeiro et al., 2019; Camilleri et al., 2015).

Durante este processo é imprescindivel adotar precaugdes para assegurar a
exceléncia do resultado obtido, como por exemplo, realizar uma limpeza minuciosa do
canal radicular, removendo devidamente todo o tecido pulpar e quaisquer residuos
existentes durante a instrumentagédo. Além disso, assegurar uma adaptacao precisa
da obturacado as paredes do canal, evitando a formagcdo de espacos vazios que
poderiam possibilitar a entrada de bactérias patogénicas (Kalantar Motamedi et al.,
2021).

Figura 5: Representacao ilustrativa e radiografica de obturacdao endodoéntica

Fonte: Adaptado de Kalantar Motamedi et al., 2021 e Bhuva et al., 2020.

2.2 PERIAPICOPATIAS

As lesdes ao redor do 4pice dentario sao resultado de um processo defensivo
do corpo para conter a disseminagao e instalacdo de microrganismos nos tecidos
adjacentes, podendo os microrganismos induzirem a periodontite de forma primaria
ou secundaria, resistindo a tratamentos iniciais. A penetracdo dessas barreiras por
patdgenos endoddnticos é limitada, mas produtos microbianos e toxinas podem iniciar
e estabelecer a patose perirradicular (Karamifar et al., 2020), fazendo com que haja
reabsorcdo da cortical 6ssea, e promovendo substituicdo da mesma por tecido
granulomatoso com uma parede densa de leucocitos polimorfonucleares. De forma
menos comumuma camada epitelial pode estar presente no forame apical, impedindo
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a penetragdo de microrganismos nos tecidos extra-radiculares (Kirchhoff; Viapiana et
al., 2013).

Radiograficamente, a radiolucidez ao redor do 4pice é o sinal clinico mais
comum dessas lesdes, que podem ser definidas como granulomas, cistos ou
abscessos, todos radiolucidos em exames de imagem (Karamifar, 2020). Apos
tratamentos endodénticos minuciosos e nao cirurgicos, a maioria das lesdes
periapicais tende a se recuperar, sendo recomendado um periodo de observacédo de
pelo menos 6 a 12 meses para avaliar o potencial de cicatrizagcao (Baseri et al., 2023).
Estudos indicam que, na consulta de 6 meses, apenas metade dos casos que
eventualmente se curam mostra sinais de cicatrizagdo avangada e completa; no
intervalo de 12 meses, cerca de 88% dessas lesdes exibem sinais de cicatrizacao,
embora a cicatrizacdo completa possa levar até quatro anos em alguns casos
(Karamifar, 2020).

Do ponto de vista morfoldgico, o sistema de canais radiculares possui uma
estrutura complexa, impondo limitacdes significativas no combate ao biofilme quando
ndao estd no canal principal, pois essas limitacdes sdo impostas pelo uso de
instrumentos mecanicos, como limas durante o tratamento (Siqueira Junior et al.,
2018). Contudo, a presenca de ramificagdes e canais acessoérios representam uma
questéo clinica relevante, pois essas areas podem abrigar substratos organicos e
microrganismos, contribuindo para a manutengcédo de um processo inflamatério apés o
tratamento endodéntico. A melhor limpeza possivel seguida de vedacao adequada
dos canais acessorios é essencial para controlar o crescimento bacteriano e evitar a
difusdo de subprodutos através do apice (Siqueira Junior et al., 2018).

A complexidade anatdmica do sistema de canais radiculares dificulta o controle
da infeccdo microbiana durante o preparo, exigindo uma abordagem que combine a
acao mecanica dos instrumentos com a agao antimicrobiana de substancias quimicas
auxiliares e medicacoes intracanais, que podem ser utilizadas entre as sessdes do

tratamento (Duque et al., 2018).

2.3 INFLAMACAO E ENDODONTIA

Os odontoblastos desempenham um papel crucial no combate a invasao
bacteriana e na ativagdo da imunidade na polpa dentéaria, reconhecendo patégenos
por meio de receptores de reconhecimento de padroes (PRRs) e padrées moleculares
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associados a patégenos (PAMPs) (Farges et al., 2015; Galler et al., 2021). Os
receptores TLR2 e TLR4, presentes nos odontoblastos, reconhecem bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, respectivamente, ativando a imunidade inata e regulando
a expressao de antimicrobianos, citocinas pro-inflamatérias e quimiocinas (Yumoto et
al., 2018; Galler et al., 2021; Farges et al., 2015).

Os odontoblastos também produzem agentes antibacterianos, como as beta-
defensinas (BDs) e o 6xido nitrico (NO). As BDs, especialmente o BD-2, tém amplo
espectro antimicrobiano e efeito pré-inflamatdrio, regulando a expressao de citocinas
como IL-6 e IL-8 e atraindo células do sistema imunol6gico, como células dendriticas,
macréfagos, células T CD4+ de memdria e células natural killer (Farges et al., 2015;
Galler et al, 2021; Yumoto et al., 2018). Essa interacdo pode resultar em um
mecanismo de feedback positivo entre as citocinas inflamatérias e as BDs,

contribuindo para a resposta imunoldgica na polpa dentaria.

Figura 6: Esquema representativo de mecanismo de acdao de células
odontoblasticas em resposta a agressao microbioldgica

Carie dental
Bactérias relacionadas a
carie PAMPS

Mata microrganismos

Antimicrobiano, peptideos,
B-defensinas, NO etc.

Odontoblastos

Citocinas Quimiocinas

| |

Recrutamente de células
inflamatorias

Reacdes inflamatdrias

Fonte: adapatado de Yumoto et al., 2018.

A compreensao atual da fisiopatologia da polpa dentaria e seus mecanismos
de defesa valida estudos iniciais que evidenciaram sua capacidade de recuperagao
quando a agressdo € removida em estagios iniciais reversiveis. As células

fibroblasticas, abundantes na polpa, desempenham um papel importante nesse
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processo, sendo as unicas células ndao imunes capazes de ativar o sistema
complemento (Yumoto et al., 2018; Galler et al., 2021).

Além dos fibroblastos, as células-tronco da polpa dentaria adulta também
contribuem significativamente para o potencial regenerativo, especialmente em
dentes permanentes maduros. A ativagdo do complemento pelos fibroblastos pulpares
nao apenas possui um notavel potencial anti-inflamatério, mas também contribui para
a regeneracao tecidual ao recrutar progenitores pulpares (Yumoto et al., 2018).

Os fibroblastos pulpares também induzem a lise direta de bactérias
cariogénicas em estagios iniciais, e as quimiocinas liberadas do tecido pulpar
lesionado desempenham um papel crucial ao atrair células-tronco mesenquimais da
polpa dentaria. Estas células podem diferenciar-se em células semelhantes a
odontoblastos, promovendo a formacao de dentina reparadora. As células-tronco da
polpa dentéria também sintetizam e liberam peptideos antimicrobianos, contribuindo
para a defesa eficaz contra agentes patogénicos (Farges et al., 2015; Yumoto et al.,
2018; Galler et al., 2021).

Durante o tratamento, ocorre a deterioracao dos odontoblastos, resultando no
fechamento dos tubulos dentinarios e na formagéo de uma dentina mais rigida e seca.
Isso interrompe a funcao vital dos odontoblastos, reduzindo a resposta a estimulos
prejudiciais, uma vez que essas células ndo estdo mais ativamente envolvidas na
sintese de colageno para reparo e protecao do tecido dentinario (Lopes et al., 2015).

Microvascularmente, em reacdo a um estimulo nocivo na dentina (tecido
mineralizado nos dentes, situado entre 0 esmalte e a polpa, compreendendo a maior
parte da estrutura dentaria), como contaminagdo, os odontoblastos aumentam a
producdo de colageno para compensar a perda. Simultaneamente, as mitocdndrias
dos odontoblastos requerem mais energia (oxigénio) para esse processo,
desencadeando vasodilatacdo em arteriolas e vénulas, mediada por elementos do
controle neural intrinseco que geram essa resposta. A inflamacao resultante amplifica
o influxo de agua para a substancia amorfa da polpa, exercendo pressado sobre a
parede externa das arteriolas e vénulas. Importante observar que as paredes das
arteriolas, sendo mais rigidas que as das vénulas, podem restringir a capacidade das
vénulas de captar e redirecionar o didxido de carbono aos pulmdes, contribuindo para
0 aumento da acidez interna, intensificando a nocicepcao e a inflamacéao no tecido
pulpar (Lopes et al., 2015; Farges et al., 2015).
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2.4 BIOFILME E ENDODONTIA

Um biofilme representa uma estrutura altamente organizada que engloba
células bacterianas envolvidas por uma matriz polimérica extracelular autoproduzida,
aderida a uma superficie, podendo ser interpretado como uma camada de
aglomeragdo da microbiota ou uma comunidade originada de microrganismos. E
constituido por células permanentemente ligadas a um substrato ou interface, imersas
em uma matriz composta por polissacarideos, eDNA e proteinas extracelulares. A
composigao especifica do biofilme varia conforme os microrganismos e os nutrientes
disponiveis, resultando em organismos que apresentam um fendtipo modificado em

termos de taxa de crescimento e transcricdo génica (Neelakantan et al., 2017).

Figura 7: Imagem de MEV de biofilme em relacao ao tempo

Fonte: Neelakantan et al., 2017.
Legenda: Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) de biofilmes de
comunidades bacterianas diferentes apés cerca de 3 semanas de sua instalagdo

As células bacterianas fixas (sésseis), encontradas em biofilmes, apresentam
notaveis diferencas em relacdo as células bacterianas méveis em estado plancténico,
principalmente no que tange as propriedades fisiolégicas distintas das bactérias em
biofilmes, destacando-se a protecédo conferida pela matriz circundante. Essa matriz
resguarda-os contra estresses ambientais (Caggianiello et al., 2016).

E relevante observar que os microrganismos constituintes dos biofilmes podem
ser até 1000 vezes mais resistentes a agentes antimicrobianos e aos mecanismos de
defesa do hospedeiro em comparagédo com as células planctonicas. Adicionalmente,
as células bacterianas apresentam um crescimento mais lento nos biofilmes, quando
comparadas ao estado plancténico, resultando em uma absorcdo mais gradual de
agentes antimicrobianos. Além disso, o ambiente do biofilme propicia a acumulacéao
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de mutagdes nas células microbianas, contribuindo ainda mais para a sobrevivéncia
e persisténcia desses microrganismos (Neelakantan et al., 2017).

A composicdo bacteriana inicial do canal radicular é predominantemente
composta por aerdbios e anaerdbios facultativos (Antunes et al., 2015). E possivel
observar que a medida que a doencga avancga, a ecologia dentro do sistema de canais
radiculares se transforma, podendo essas alteragbes estarem relacionadas a
exposi¢ao ao oxigénio quando os canais radiculares sdo abertos durante o tratamento,
ao uso de agentes de irrigacao do canal radicular e as variacées no pH do canal devido
a diferentes materiais introduzidos. Isso resulta em mudangas fenotipicas
impulsionadas por modificagdes genéticas na populacao (Provenzano et al., 2013).

As infeccoes endodOnticas podem ser classificadas como primarias ou
secundarias. Em geral, a infeccao primaria envolve a inflamacgéo da polpa e a infeccao
do canal radicular apés a invasdo por microrganismos ou seus subprodutos,
eventualmente resultando na inflamagéo dos tecidos de suporte, enquanto a infecgéo
secundaria (ou infeccao pods-tratamento) ocorre como reinfeccdo (adquirida ou
emergente), infeccdo remanescente (persistente) ou infeccdo recorrente
(reaparecimento em dentes apds aparente cicatrizacdo) em dentes previamente
submetidos a tratamento endodéntico (Lacerda et al., 2016).

As infeccdes endoddnticas s&o polimicrobianas, sendo alguns dos principais
microrganismos encontrados em dentes com tratamento endoddntico prévio com
insucesso constatado o E. faecalis, espécies enterocOcicas, espécies de
streptocdcicas e, correlacionado a fungos, Candida albicans (Provenzano et al., 2013;
Neelakantan et al., 2017).

Acredita-se que a persisténcia de microrganismos dentro do sistema de canais
radiculares apds o tratamento é a principal causa de falha do tratamento (Prada et al.,
2019). As proporcdes dos microrganismos em infec¢des primarias podem ser
diferentes apdés o tratamento do canal radicular, bem como uma mudanga na
propagacdo e quantidade de espécies. A microbiota encontrada em infeccdes
secundarias, normalmente, é capaz de sobreviver a condi¢gdes adversas, como uma
ampla faixa de pH e condi¢ées limitadas de nutrientes, sendo possivel analisar um
contraste definido nos fendtipos microbianos em infec¢des primarias em comparacao
com infecgdes secundarias, sendo esta ultima predominante por bactérias gram-
positivas (Neelakantan et al., 2017).
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Estudos tém mostrado a prevaléncia de algumas espécies em dentes com
infeccdo  pos-tratamento, como Enterococos, Estreptococos, Lactobacilos,
Actinomyces e fungos (como Candida). Em particular, uma alta proporcdo de
Enterococcus faecalis em casos com periodontite apical persistente foi observada (Hu
et al., 2022).

Figura 8: Cortes histolégicos evidenciando microrganismos residuais apos preparo
quimico-mecanico

Fonte: Neelakantan et al., 2017.

Legenda: Corte histolégico da area do istmo entre dois canais em um molar inferior
mostrando a presenga de numerosas massas bacterianas com tecido. Revela a presenca de
bactérias residuais e detritos nas comunicagdes entre canais apds limpeza e instrumentacao
dos sistemas de canais radiculares

Infeccdes mistas sdo mais comuns do que isolados de um Unico organismo.
Além disso, a grande variedade de organismos encontrados nos canais radiculares
pode ser parcialmente relacionada aos principais interesses e técnicas de cultura de
diferentes investigadores. Os isolados da polpa exposta sdo semelhantes a microbiota
oral na qual predominam 0s cocos gram-positivos, e aproximadamente 25% dos
isolados sao anaerodbios. Organismos associados a surtos (que sao condigdes de
emergéncia caracterizadas por dor e/ou inchago) parecem compartilhar uma
composi¢do semelhante aquelas de canais radiculares assintomaticos. Essas sao
geralmente mudangas fenotipicas devido a mudangas ecolégicas. Organismos
cultivados de canais infectados elaboram uma variedade de enzimas invasivas, mas
nao esta claro se isso pode ser equiparado a patogenicidade (Guo et al., 2014).

O wuso prolongado de drogas, especialmente antibidticos, leva ao
desenvolvimento de resisténcia entre os microrganismos devido a expressao génica
alterada e a transferéncia de genes de resisténcia, tornando o agente antimicrobiano

ineficaz (Barbosa-Ribeiro et al., 2016; Segura-Egea et al., 2017). Em acréscimo, a
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presenca da matriz substancias poliméricas extracelulares (EPS) nas células
bacterianas atua como uma barreira, aprisionando enzimas extracelulares, como a f3-
lactamase, que inativa os antibiéticos 3-lactamicos (Hall et al., 2017).

Outro mecanismo de tolerdncia antimicrobiana € a formagdo de nichos
anaerdbios profundos no biofilme, onde o oxigénio é completamente esgotado pelas
bactérias da superficie (Gerdes et al.,, 2016), resultando em uma subpopulacdo
conhecida como persistente, que exibe um estado fenotipico altamente resistente a
varios agentes antimicrobianos (Kaldalu et al., 2016).

A deteccao de quorum, um sistema bacteriano de comunicagao célula a célula,
ocorre por meio de moléculas de sinalizacao quimica, como o peptideo estimulante
de competéncia (CSP) (Majumdar et al., 2017). Esse mecanismo permite que as
bactérias se comuniquem umas com as outras e coordenem a expressao génica,
fazendo com que, dessa forma, as bactérias monitorem o ambiente para detectar a
presenca de outras bactérias e possam alterar seu comportamento em escala
populacional. Essa comunicacdo em grupo melhora a persisténcia bem-sucedida das
mesmas (Mangwani et al., 2016).

Esta deteccdo também desempenha uma funcao significativa na formacao de
biofilmes e na reacdo ao estresse ambiental (Lillicrap et al., 2016). A habilidade de
coexisténcia entre distintas cepas microbianas, como E. faecalis, Streptococcus
gordonii e Lactobacillus salivarius, esta associada a caracteristicas especificas de
cada micrébio (Chavez de Paz et al., 2015). A resisténcia variada a escassez de
nutrientes e a producdo de proteases em ambientes de biofilme influenciam a
capacidade de coexisténcia e a viruléncia das bactérias (Chavez de Paz et al., 2015).
Além disso, genes especificos envolvidos na deteccao de quorum, como o luxS, foram
apontados como contribuintes para a capacidade de formacao de biofilme por E.
faecalis (He et al., 2016).

Apesar desses avangos, a deteccdo de quorum e sua inibicdo no contexto dos
canais radiculares ainda sao pouco exploradas. Portanto, futuras pesquisas devem se
concentrar no uso de inibidores de deteccao de quorum como estratégias antibiofilme

para esses can ais.
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2.4.1 Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis € parte da microbiota normal do trato gastrointestinal
humano, especialmente no intestino grosso, todavia, apesar de ser comum nesse
orgao, este microrganismo pode causar infeccoes em varios locais, como o trato
urindrio, regides intra-abdominais, endocardite e em dispositivos médicos, como
cateteres intravenosos e urinarios (Ceci et al., 2015; Tien et al., 2017).

E. faecalis € um coco Gram-positivo, podendo crescer em meios comuns,
formando col6nias circulares, brilhantes e opacas, com crescimento em uma ampla
faixa de temperatura (15-45°C) e pH (4,5-9,6). Como organismo facultativo anaerobio,
pode crescer tanto na presenga quanto na auséncia de oxigénio, realizando
fermentacao de carboidratos para produzir acido latico, um dos principais metabdlitos
desse processo (Garcia-Solache et al., 2019).

Na endodontia, a erradicacao de E. faecalis é crucial devido a seus varios
fatores de viruléncia, incluindo aderéncia as células epiteliais, formagéo de biofilmes,
producéo de substancias téxicas como citolisina e gelatinase, e resisténcia a multiplos
antibiéticos (Sakko et al., 2016; Kart et al., 2019). A formagcdo de biofilmes é
especialmente relevante, conferindo protecdo contra o sistema imunolégico e
dificultando a acdo de agentes antimicrobianos (Van Tyne et al., 2013; Neelakantan
etal., 2017; Ali et al., 2017).

A capacidade de aderir e colonizar superficies, como tecidos epiteliais e
dispositivos médicos, € mediada por proteinas de ancoragem na superficie bacteriana,
como fimbrias e proteinas de adesado a matriz extracelular, permitindo a formacao de
biofilmes. Além disso, o microrganismo produz citolisina e gelatinase, danificando
células hospedeiras e degradando a matriz extracelular. E. faecalis também secreta
substancias que interferem na resposta imune do hospedeiro, evitando a acao dos
fagocitos e suprimindo a resposta inflamatéria (Kao et al., 2019).

Relevante é a capacidade de E. faecalis de adquirir e transferir genes de
resisténcia a antibidticos e outros fatores de viruléncia para outras bactérias,
contribuindo para a disseminagdo da resisténcia e o surgimento de cepas mais
virulentas (Schroeder et al., 2017; Ali et al., 2017).

Na endodontia, a erradicacao de E. faecalis é desafiadora, envolvendo agentes
irrigantes antimicrobianos, como NaOCI e CHX, medicacdes intracanais com pastas
de HC, e medidas rigorosas de biossegurancga para prevenir a contaminacao cruzada
durante os procedimentos (Prada et al., 2019).
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2.4.2 Streptococcus oralis

Streptococcus oralis, uma bactéria Gram-positiva anaerdbia facultativa,
desempenha um papel central na complexa ecologia da microbiota oral humana. Sua
versatilidade biolégica permite ndo apenas a sobrevivéncia em ambientes dinamicos
da cavidade oral, mas também exibe habilidades adaptativas que influenciam sua
dindmica populacional e interagdes com outros microrganismos (Choo et al., 2021). A
diversidade genética, como nos subgrupos S. oralis mitis e S. oralis subsp. dentisani,
contribui para uma heterogeneidade funcional que enriquece a comunidade
microbiana oral (Jansen et al, 2016; Wei et al., 2023), conferindo a S. oralis
versatilidade evolutiva e plasticidade fenotipica cruciais para sua sobrevivéncia.

No aspecto metabdlico, o destaque deste microrganismo esta em sua notavel
capacidade de utilizar diversos substratos, adaptando-se as condi¢ées heterogéneas
da cavidade oral (Kim et al., 2022). Além de metabolizar carboidratos, estudos
recentes aprofundaram a compreensao de suas vias metabdlicas, evidenciando sua
flexibilidade diante das condicdes variaveis (Choo et al., 2021; Okahashi et al., 2022).
Sua habilidade de usar uma variedade de fontes de carbono, incluindo produtos do
metabolismo de outros microrganismos, contribui para sua competitividade ecoldgica
e exploragao de nichos na boca.

As interac6es complexas de S. oralis com outros microrganismos vao além da
competicao por recursos, incluindo influéncia na expressao génica e comportamento
metabdlico de microrganismos vizinhos (De Grandi et al., 2019). Sua capacidade de
aderir e coagregar com outras espécies bacterianas contribui para a formagéao de
biofilmes dentarios, crucial na colonizacdo de novos sitios dentarios e resisténcia a
agentes antimicrobianos. Esta bactéria ndo € apenas um consumidor de recursos,
mas um modulador ativo da ecologia microbiana oral, desempenhando um papel vital
na homeostase bucal (Cavalcanti et al., 2016).

Fatores de viruléncia, como adesinas, toxinas e enzimas, contribuem para a
formagéo de biofilmes, influenciando sua viruléncia em ambientes orais distintos e
implicando em implicagdes clinicas, desde infecgbes orais até endocardite. A
transferéncia horizontal de genes de resisténcia a antibidticos, impulsionada pela
plasticidade genémica, é uma preocupacao significativa, sendo elementos genéticos
mdoveis cruciais nesse processo. Frente aos desafios da resisténcia a antibidticos,

estratégias terapéuticas emergentes, como bacteridfagos, sdo exploradas para
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combater cepas resistentes de S. oralis, oferecendo abordagens altamente
direcionadas (Van Der Ploeg et al., 2010; Giovanetti et al., 2015).

No contexto da homeostase oral, S. oralis desempenha um papel multifacetado,
contribuindo para a formagédo de biofilmes dentarios, modulagédo do pH local e
regulacao do equilibrio acido-base. Sua producdo de acidos organicos, como acido
lactico, influencia a dindmica da comunidade microbiana oral, promovendo um
ambiente favoravel para microrganismos benéficos e inibindo patdégenos. A
capacidade de metabolizar lactato € essencial para manter o pH salivar ideal,
prevenindo desmineralizacdo e carie dentaria, aléem de contribuir para a
remineralizacdo e promoc¢ao da saude bucal a longo prazo (Ferrer et al., 2021).

No que tange a endodontia, este microrganismo participa ativamente na
formacao de biofilmes intracanais, contribuindo para a persisténcia e agravamento de
infecgdes endodonticas em condigcbes de necrose pulpar (Pandey et al., 2016; Zandi
et al., 2018). Estudos previamente realizados disponiveis reconhecem espécies de
Streptococcus e o grupo mitis como consideravelmente prevalentes em infeccoes
endoddnticas, bem como sua colaboracado fenotipica para o estabelecimento do
biofilme intracanal, utilizando-as para realizacdo de analises de potencial
antimicrobiano (Tawakoli et al., 2016; Choi et al., 2021; Retsas et al., 2022)

2.4.3 Enterococcus faecium

O Enterococcus faecium, um componente da microbiota gastrointestinal,
destaca-se pela resisténcia a condicdes desfavoraveis. Pertencente ao género dos
Enterococcus, esse microrganismo possui uma parede celular rica em
peptideoglicano, conferindo-lhe a classificacdo de Gram positiva, que atua como um
escudo protetor contra desafios ambientais (Gok et al., 2020; Krawczyk et al., 2021).

A capacidade de colonizacdo deste microrganismo envolve expressao de
fimbrias e producao de substancias bioativas, como as enterocinas, que apresentam
efeito antimicrobiano (Krawczyk et al., 2021). Sua resisténcia antimicrobiana envolve
cédigos genéticos complexos, incluindo mecanismos de transferéncia horizontal de
plasmideos associados ao aumento da expressdo de bomba de efluxo (Krawczyk et
al., 2021; Guzman Prieto et al., 2016).

Seus fatores de viruléncia sdo complexos, com adesinas desempenhando um
papel crucial na colonizacéo persistente e formacao de biofilmes (Gok et al., 2020). A
producédo de enterocinas oferece uma resposta aos desafios ambientais, conferindo
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ao microrganismo uma vantagem competitiva (Krawczyk et al, 2021), todavia,
enzimas como hialuronidase, substancia de agregagao e gelatinase, junto com
propriedades de adesdo a colageno, contribuem para suas propriedades de
sobrevivéncia (Enayati et al., 2015).

Quanto a resisténcia a dessecacdo, o E. faecium desenvolve estratégias
moleculares, como a produgao de substancias que retém agua intracelular e detecgao
de quorum-sensing (Salazar et al., 2021), além de apresentar alta tolerancia a
salinidade, o que sugere a existéncia mecanismos eficazes de transporte i6nico e
regulacdo osmotica (Papadopoulou et al., 2023). Sua capacidade de prosperar em
ampla faixa de pH revela adaptagdes metabdlicas complexas (Ghattargi et al., 2018).
Sua resisténcia intrinseca a antibiéticos inclui bombas de efluxo e modificacdo dos
sitios de ligacao alvo (Guzman Prieto et al., 2016; Premetis et al., 2023).

Considerado um comensal inofensivo, E. faecium pode emergir como patdgeno
oportunista, especialmente em ambientes hospitalares (Arshadi et al., 2018). Em
ambientes anaerdbicos de canais radiculares, E. faecium demonstra alta
adaptabilidade, viruléncia, alteracées genotipicas e fenotipicas destacando sua
relevancia clinica em infecgdes endodénticas resistentes (Sedgley et al., 2005; Stuart
et al., 2006; Jeong et al., 2019). Sua capacidade de metabolizar substratos contribui
para a complexa teia tréfica desses ambientes, influenciando dinamicamente a
composicao da microbiota endodéntica. Em condicdes de necrose pulpar, E. faecium
encontra oportunidades de colonizagdo favoraveis, desafiando a eficacia dos

procedimentos terapéuticos convencionais (Prada et al., 2019; Sun et al., 2022).

2.4.4 Candida albicans

A Candida albicans, um fungo pleomérfico patogénico em infecgdes fungicas
humanas, pertence a classe Saccharomycetes, apresentando caracteristicas
morfoldgicas distintas em meio de cultura &gar Sabouraud (Santana et al., 2013). Com
a capacidade de assumir formas de levedura ou hifa, essa espécie exibe uma
plasticidade morfoldgica influenciada por condigcdes ambientais como temperatura e
pH (Arkowitz et al., 2019). A transi¢éo entre formas leveduriformes e filamentosas é
preponderante para sua viruléncia, permitindo a invasdo de tecidos hospedeiros,
formacao de estruturas como pseudohifas, blastoconidios, e colonizacao eficaz
(Mayer et al., 2013).
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Do ponto de vista genbmico, este fungo possui um genoma haploide extenso,
com diversidade genética entre cepas influenciando sua viruléncia e resposta a
tratamentos antifungicos (Mba et al., 2022). Sua interacdo com células hospedeiras
durante infecgbes envolve adesinas e um sistema de sinalizagdo complexo, incluindo
quorum-sensing (Witchley et al., 2019). No metabolismo, a espécie € heterotrdfica e
fermenta glicose para produzir energia, gerando metabdlitos como acido latico e
etanol (Lok et al., 2020).

A resisténcia a antifungicos é desafiadora e multifacetada, envolvendo
mecanismos como a alteragdo da expressao de genes-alvo, redugcéo da entrada dos
antifungicos e aumento de bombas de efluxo (Niimi et al., 2022), enquanto fatores de
viruléncia, como a producdo de enzimas extracelulares, contribuem para danos
teciduais e invasao, enquanto a formacao de biofilmes protege contra o sistema
imunoldgico e dificulta a agdo dos antifungicos (Lim et al., 2021).

Na resposta imune, a interacdo com receptores de padrbes moleculares
associados a patégenos desencadeia respostas inflamatérias, mas Candida albicans
também possui mecanismos de evasdo imunolégica (Bojang et al, 2021). Em
contextos endodénticos, considerada o fungo de maior prevaléncia associado a
infecgdes primarias e secundarias com microbiota complexa, sua presenga em canais
radiculares, associada a formacdo de biofilmes resistentes e refratarios, pode
complicar o tratamento e contribuir para a progressao da doenca (Kumar et al., 2015;
Yoo et al., 2020).

Estratégias terapéuticas em infeccbes endodbnticas devem considerar a
combinacdo de antifungicos especificos, como MIC e irrigantes endodénticos
eficazes, junto com procedimentos convencionais de desinfeccdo e obturacdo dos
canais radiculares (Ahangari et al., 2017; Zancan et al., 2018).

2.5 HIDROXIDO DE CALCIO NO AMBITO DA ENDODONTIA

O HC é amplamente empregado na pratica endodéntica devido a sua acao
multifacetada. Para além de suas propriedades antimicrobianas, essa substancia
apresenta caracteristicas significativas que contribuem para a eficacia do tratamento
endoddntico. Quando utilizado durante as sessdes de endodontia, sua alta
alcalinidade (pH 12,8) estabelece um ambiente hostil para a sobrevivéncia de
microrganismos patogénicos, pois seu elevado pH atua como inibidor do crescimento

e da proliferacao de bactérias, fungos e outros microrganismos presentes no sistema
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de canais radiculares (Lopes & Siqueira, 2015; Momenijavid et al., 2022). A
disseminacgao de ions hidroxila (OH") nas ramificagdes dos tubulos dentinarios e sua
permanéncia por um periodo adequado de contato direto sdo requisitos
indispensaveis para promover uma destruicdo eficaz dos microrganismos envolvidos
(Estrela, 2023).

Esta agdo antimicrobiana € particularmente benéfica na reducado da carga
bacteriana em areas onde a substancia consiga entrar em contato com a superficie,
como canais principais, ramificacdes e canais acessorios (caso haja penetrabilidade),
que séao locais propicios para a persisténcia de infec¢des endoddnticas. No processo
de dissociagdo, o HC libera ions célcio (Ca?*) e ions OH-, desempenhando um papel
crucial sobre os tecidos e microrganismos (Lopes, Siqueira, 2015; Momenijavid et al.,
2022).

Além disso, esta substancia atua como um agente alcalinizante, neutralizando
a acidez do biofilme e dos subprodutos metabdlicos produzidos pelas bactérias,
contribuindo para a desorganizacdo e remocao do biofilme bacteriano aderido as
paredes do canal radicular e auxiliando na desinfeccdo do sistema de canais
radiculares (Momenijavid et al., 2022).

Outro beneficio do HC na endodontia é sua capacidade de estimular a
formacao de dentina reparadora através do estimulo aos odontoblastos adjacentes
(células responsaveis pela producdo de dentina), estimulo este que resulta na
deposicao de uma camada de dentina reparadora nas areas afetadas, auxiliando na
selagem do sistema de canais radiculares por capeamento indireto. (Alfadda et al.,
2021).

Dessa forma, o HC demonstra eficacia contra as bactérias localizadas nos
tubulos dentinarios, uma vez que os ions OH" tém a habilidade de se difundir através
da dentina e atingir concentragdes idnicas suficientemente elevadas para exercer um
efeito letal sobre os microrganismos. Entretanto, é importante enfatizar que o HC
demanda cerca de uma semana apds deposicao para efetivamente realizar sua
atividade antimicrobiana no interior dos tubulos dentinarios, demanda concentracao
elevada para promover efeito bacteriostatico sobre grande parte dos microrganismos
resistentes, bem como tem demonstrado ter capacidade limitada para modular
determinados biofilmes bacterianos (Lopes & Siqueira, 2015; Barbosa-Ribeiro et al.,
2018; Cosan et al., 2022).
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Figura 9: Microscopia optica de polissacarideo de biofilme tratado com HC antes e apds 21
dias
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Fonte: adaptado de Momenijavid et al., 2022.

Legenda: Imagens de microscopia 6éptica de polissacarideos de biofilme de E. faecalis corados
com 21 dias apds 7 dias de contato com solugdes. (a), Controle, sem solugao; (b), HC.
Concluiu-se que a concentracdo de polissacarideos no grupo HC foi significativamente
diferente dos demais grupos.

Um aspecto de suma importancia para a acao antimicrobiana desta substancia
reside na escolha criteriosa do veiculo empregado em conjunto com a medicacéo.
Estudos tém comprovado que o tipo de veiculo associado a substancia exerce uma
influéncia direta sobre a concentracao e a taxa de liberacao dos ions OH-, o que, por
consequéncia, impacta significativamente na eficacia antimicrobiana da pasta
utilizada. Em relacao ao tipo de veiculo, podemos classificar em: veiculos inertes e
biologicamente ativos (Kim et al., 2014).

Os veiculos inertes se destacam por sua caracteristica de serem, em sua
maioria, biocompativeis, sem, contudo, exercerem qualquer influéncia nas
propriedades antimicrobianas do HC. Exemplificando essa categoria, encontramos
substancias como soro fisiolégico, agua destilada, solu¢cdes anestésicas, glicerina,
polietilenoglicol e propilenoglicol. Por outro lado, os veiculos biologicamente ativos
conferem a pasta efeitos adicionais aos ja proporcionados pelo HC. Entre os
exemplares dessa categoria, podemos mencionar o Paramonoclorofenol canforado
(PMCC), a CHX e o iodeto de potassio. Essas substancias adicionam propriedades
especificas que complementam a acédo antimicrobiana da pasta, resultando em
beneficios adicionais no tratamento endodontico (Arslan et al., 2020; Rbécas et al.,
2023).

Em um estudo de controle randomizado conduzido por Menakaya et al. (2015),
a eficacia do HC, em conjunto com soro fisiolégico (como veiculo aquoso), foi
comparada com o digluconato de CHX 0,2% no contexto do controle da dor pos-
operatéria. Para avaliar a intensidade da dor, foram utilizadas ferramentas universais
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de avaliagao da dor, registradas em intervalos de 1 dia, 1 semana e 1, 3 e 6 meses
apos o procedimento de obturagao. A dor pds-operatdria manifestou-se somente nos
intervalos de 1 dia e 1 semana. Apesar da incidéncia de dor pés-operatoria ter sido
superior no grupo experimental em relacdo ao grupo controle, essa diferenca nao
alcancou relevancia estatistica.

Apesar dos achados destacados acima, cabe ressaltar que,
independentemente do veiculo utilizado associado ao HC, o mesmo apresentou
efeitos positivos na otimizacao do potencial antimicrobiano da terapia endoddntica,
além de outros potenciais efeitos benéficos como o controle da dor. Cientificamente
ainda ndo ha um consenso acerca de qual veiculo recomenda-se utilizacdo, tendo em
vista que as varidaveis e metodologias utilizadas nos estudos relacionados sao
diferentes, bem como concentracbes e efeitos positivos encontrados em suas
variedades, sendo constatados diferentes resultados mediante a variavel de interesse
dos respectivos estudos (Kim et al., 2014).

2.6 QUITOSANA E ENDODONTIA

A quitina, um polissacarideo linear composto por unidades de N-acetil-D-
glucosamina ligadas por B-(1,4), € considerada uma das substancias naturais mais
abundantemente produzidas e biodegradaveis. Existem trés polimorfos distintos da
quitina em termos de estrutura: a-quitina, que forma uma estrutura altamente
compactada em células ortorrombicas com laminas alternadas de células paralelas e
cadeias antiparalelas; B-quitina, onde as cadeias polissacaridicas estao dispostas de
forma paralela, com forgas intermoleculares mais fracas do que na a-quitina; e y-
quitina, que possui um arranjo de duas folhas paralelas e uma antiparalela. A maioria
das quitinas naturais tende a possuir predominantemente uma destas estruturas
(Hamed et al., 2016).

A extragédo da quitina em escala industrial é realizada a partir de residuos de
conchas marinhas, comumente através de métodos quimicos. O processo industrial
tipico envolve trés etapas principais: desproteinizagdo da matéria-prima utilizando
uma solucéo alcalina, desmineralizacéo por meio do tratamento com solucao acida e,
finalmente, descoloracao do produto obtido com uma solucéo alcalina (Leceta et al.,
2014; Philibert et al., 2016; Muxika et al., 2017). Apesar de suas notaveis
caracteristicas funcionais, como biocompatibilidade, bioatividade, biodegradabilidade
e alta resisténcia mecanica, a quitina possui uma utilidade limitada devido a sua baixa
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solubilidade, tornando a quitosana enfoque de estudos (Azuma et al., 2015; Lizardi-
Mendoza et al., 2016; Bedian et al., 2017).

A conversao da quitina em quitosana pode ocorrer por processos enzimaticos
ou quimicos, sendo a conversdao quimica preferivel devido ao menor custo e a
adequacao para producdo em massa (Muxika et al., 2017; Yumoto et al., 2018). A
desacetilagdo quimica envolve o tratamento da quitina com hidréxidos em altas
temperaturas, geralmente acima de 80°C (Lizardi-Mendoza et al, 2016). Em
condicbes mais drasticas, como altas concentracbes de NaOH (50-60%) e
temperaturas elevadas (130-150°C), a desacetilagdo ocorre rapidamente, em cerca
de 2 horas. No entanto, nessas condicdes mais severas, 0 peso molecular da
quitosana diminui, sendo necessario encontrar um equilibrio entre o processo de
desacetilagao e as propriedades finais da quitosana.

A quitosana € um copolimero aleatério obtido pela desacetilagdo alcalina da
quitina, composto por unidades de D-glucosamina e N-acetil-D-glucosamina, unidas
por ligacdes glicosidicas -1,4, sendo o grau de desacetilacdo que indica a proporcao
entre essas unidades (Bedian et al., 2017; Muxika et al., 2017; Verlee et al., 2017).
Quando o grau de desacetilacédo atinge cerca de 50%, a quitosana torna-se soluvel
em meio aquoso acido (Muxika et al., 2017; Chang et al., 1997).

Em um ambiente acido, a dissolugdo da quitosana resulta na protonagédo dos
grupos amino em sua cadeia, tornando o polimero catibnico, permitindo que a mesma
interaja com uma variedade de moléculas (Lizardi-Mendoza et al., 2016), tornando-a
0 unico polissacarideo marinho com carga positiva. Esta carga é acreditada como
responsavel por sua atividade antimicrobiana, pela interacdo com as membranas
celulares carregadas negativamente dos microrganismos (Cazén et al., 2017).

Além das aplicacbes biomédicas derivadas de suas propriedades
antibacterianas e antioxidantes (El-Hack et al., 2020), a quitosana também exibe
propriedades de quelante seletivo para ions como ferro, cobre, cddmio ou magnésio,
entre outros, abrindo portas para uma variedade de outras aplicagbes (Ahmed et al.,
2016; Ardial et al., 2017; Muxika et al., 2017).

Sua solubilidade oferece a oportunidade de ser processada em varias formas,
como filmes, nanofibras, hidrogéis ou pastas, embora recentemente tenham sido
estudados alguns usos na forma pulverulenta nao dissolvida (Ahmed et al., 2016;
Ardial et al., 2017; Muxika et al., 2017).
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A quitosana exibe consideravel atividade antimicrobiana contra bactérias
Gram-positivas, Gram-negativas e fungos (Qin et al., 2020; Martins et al., 2014; Cheah
et al.,, 2019). A eficacia antimicrobiana da quitosana depende de varios fatores
cruciais, incluindo o tipo de patégeno, o pH do meio, as propriedades estruturais (como
o grau de desacetilagédo - DA e o peso molecular - MW), a fonte e a concentracéo de
quitosana (Hosseinnejad et al., 2016; Sahariah et al., 2017; El-Hack et al., 2020).

O pH do meio desempenha um papel significativo na atividade antimicrobiana
da quitosana, com sua eficacia observada em pH abaixo de 6,5. Isso € atribuido a
abundancia de grupos amino no polimero, nos quais os grupos -NH positivamente
carregados aumentam a ligagdo com os constituintes de membranas bacterianas
carregadas negativamente, possivelmente contribuindo para sua acao antimicrobiana
(Sahariah et al., 2017; El-Hack et al., 2020). E digno de nota ressaltar que seu
mecanismo de agéo ainda ndo é completamente elucidado (El-Hack et al., 2020).

A quitosana se destaca pela presencga de grupos terminais de hidroxila e amino,
0 que aumenta sua capacidade de interagir com varias espécies reativas durante as
reagcoes quimicas (Negm et al., 2020a; Negm et al.,, 2020b). Esses grupos sao
essenciais para essa interagéo, e fatores como o grau de desacetilagdo e o peso
molecular do polimero influenciam sua disponibilidade. Especificamente, a alta
tendéncia da quitosana em doar atomos de hidrogénio contribui significativamente
para sua atividade antioxidante (Negm et al., 2020a).

No ambito da endodontia, a quitosana tem sido explorada, bem como suas
potenciais aplicabilidades, em especial no processo de revascularizagdo, otimizagao
do processo de desinfeccao e da bioatividade do cimento obturador (Diogenes et al.,
2016; Shrestha et al., 2016; Ratih et al., 2022). A revascularizacao tem como principais
objetivos promover o fechamento o apice radicular, aumentar o comprimento da raiz,
aumentar o volume das paredes do canal radicular e alcangar a regeneragéo pulpar.
Inicialmente desenvolvida para tratar dentes necréticos imaturos, todavia, este
procedimento também tem sido realizado em dentes permanentes necréticos, dentes
permanentes maduros vitais e dentes reabsorvidos com histérico de trauma (Diogenes
et al., 2016).

Durante a revascularizac¢ao, a estrutura mais comumente utilizada é o coagulo
sanguineo. No entanto, ha uma variedade crescente de estruturas que tém se
mostrado clinicamente bem-sucedidas. Estas incluem, dentre outros, hidrogéis de
quitosana com e sem dentina microparticulada (Wu et al., 2021).



37

Em um estudo conduzido por Shrestha et al. (2016), foi constatado que a
quitosana propicia notavel atividade antimicrobiana, antifungica e antiviral baseado no
mecanismo de interacao eletrostatica, inibicdo da transcricao e sintese de mRNA, que
leva a ruptura da membrana celular, entretanto, os efeitos da agéo antibacteriana do
material sdo influenciados pela duragdo, concentracdo e tempo de contato. E
importante destacar que essa atividade é inibida por fragmentos pulpares e albumina
sérica bovina, enquanto ndo ha efeitos observados da matriz dentaria e
lipopolissacarideos (LPS).

Em outro trabalho conduzido por Guerreiro-Tanomaru et al (2014)
em um ambiente in vitro, testes mostraram que a utilizagdo de nanoparticulas de
quitosana juntamente com clorexidina foi capaz de eliminar com sucesso a bactéria
E. faecalis dos canais radiculares. Um estudo comparativo realizado em laboratério
focou na eficacia das nanoparticulas de quitosana isoladas e das nanoparticulas de
quitosana carregadas com clorexidina contra E. faecalis. Os resultados indicaram que
a combinagcao com clorexidina apresentou uma reducao mais significativa no nimero
de colbnias bacterianas em placas de agar, quando comparada as nanoparticulas de
quitosana isoladas.

Em outro estudo conduzido por Ratih et al. (2022) concluiu que a inclusdo de
nanoparticulas de quitosana em concentragbes de 10%, 20% e 30% no selante
demonstrou uma eficacia antibacteriana aprimorada e uma menor toxicidade celular
em comparac¢ao com a formulacdo sem quitosana.

Isto posto, constata-se que a quitosana tem sido objeto de ensaios recorrentes
para avaliacdo de suas potenciais aplicabilidades seguras no ambito da endodontia,
sendo considerada uma substancia promissora, ancorado nos resultados obtidos em

estudos previamente conduzidos.

2.7 CARVACROL E ENDODONTIA

O 2-metil-5-[1-metiletil]-fenol, também conhecido como Carvacrol, substancia
volatil com odor caracteristico (Oliveira et al., 2021), é classificado como um alcool
monoterpénico derivado do cimeno, contendo férmula quimica C6H3CH3(OH)(C3H7),
caracterizado por sua forma liquida com um ponto de ebuli¢cao situado em 236-238°C
e uma densidade de 0,976 g/mL a 20°C e 0,975 g/mL a 25°C (Imran et al., 2022;
Maczka et al., 2023). Apresenta insolubilidade em agua, no entanto, revela alta

solubilidade em etanol, acetona e éter dietilico (Maczka et al., 2023).
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Esta substancia é identificada como um constituinte presente em 06leos
essenciais provenientes de diversas plantas como Corido thymus, Lippia sidoides
(alecrim pimenta), Nigella sativa (cominho preto), Origanum compactum (orégano), O.
dictamnus, O. microphyllum, O. onites, O. scabrum, O. vulgare, Lepidium flavum
(pimenta), Citrus aurantium var. Bergamia Loisel (bergamota selvagem), Monarda
didyma, Thymus glandulosus (tomilho) e Satureja hortensis (segurelha de verao)
(Maczka et al., 2023).

Importante notar que a proporgcado de carvacrol pode variar dependendo do
tecido. No caso de Origanum vulgare "Quente e Picante", o carvacrol se destaca como
o principal componente encontrado nas pétalas (94,40 + 1,23%), tépalas (96,92 +
0,85%), bracteas (96,07 £ 0,67%) e folhas (84,71 + 1,59%), enquanto o p-cimeno
predomina nas hastes (65,44 = 5,77%), com uma presenca relativamente menor de
carvacrol (13,06 + 6,74%) (Marinelli et al., 2018; Maczka et al., 2023).

Figura 10: Estrutura quimica do carvacrol

OH

Carvacrol

Fonte: adaptado de Maczka et al., (2023).
Legenda: estrutura quimica do Carvacrol

O carvacrol é biossintetizado nas plantas a partir do y-terpineno, formado pela
via do mevalonato ou pela via do metileritritol que ocorre em plastidios (MEP)
(Friedman et al., 2014; Magczka et al., 2023). Uma pesquisa conduzida por Krause et
al. (2021) prop6s uma via especifica de biossintese do carvacrol em plantas da familia
Lamiaceae. Nessa rota, o y-terpineno é oxidado pelas monooxigenases do citocromo
P450 (CYP) da subfamilia CYP71D, gerando um intermediario ciclohexadienol
instavel, que passa por desidrogenacgédo por uma desidrogenase/redutase de cadeia
curta (SDR), resultando na cetona correspondente, que € convertida no carvacrol final
(Krause et al., 2021).

Testes in vitro e in vivo em Nicotiana benthamiana mostraram que a presenca

conjunta dessas enzimas produz carvacrol, enquanto na auséncia de SDR, apenas p-
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cimeno é formado. Os genes da via biossintética do carvacrol coexpressam-se com
fatores de transcricdo, como ZIP e bHLH, indicando sua regulagao (Tohidi et al., 2020;
Sun et al., 2022; Maczka et al., 2023).

Na sintese organica, o carvacrol é obtido por alquilacdo de Friedel-Crafts do o-
cresol com propileno ou alcool isopropilico, utilizando catalisadores de &cido sélido,
como UDCaT-5, aluminio ou cloreto de ferro (lll). Alternativamente, pode ser
produzido por sulfonacdo do p-cimeno seguida de fusdo alcalina, cloracao do a-pineno
com hipoclorito de terc-butila, ou através da aromatizacao da carvona (Maczka et al.,
2023).

Devido ao seu odor (cheiro de orégano) e propriedades antimicrobianas, o
carvacrol € comumente utilizado na inddstria alimenticia como conservante natural de
alimentos, sendo aprovado pelo FDA de acordo com o Conselho da Europa. O mesmo
é considerado um agente aromatizante quimico de Categoria B, sendo listado como
tal para uso em alimentos. As recomendacbes estabelecem que ele pode ser
adicionado a alimentos em niveis especificos, como 2 ppm em bebidas, 5 ppm em
flocos e 25 ppm em doces (Salehi et al., 2018).

Na pratica odontoldgica, carvacrol tem sido empregado como substituto do
cretol e do 4cido carbdlico no tratamento de dor de dente, dentina sensivel e abscesso
alveolar, além de ser utilizado como antisséptico nos canais pulpares dos dentes.
Adicionalmente, destaca-se por sua eficAcia no combate aos mosquitos,
apresentando atividade repelente significativamente maior do que a preparacao
comercial N, N-dietil-m-metilbenzamida. O carvacrol também demonstra redugédo na
eclodibilidade dos ovos e indugao de infertilidade nos mosquitos (Maczka et al., 2023).

Além das notaveis propriedades antimicrobianas, esta substancia exibe uma
ampla variedade de atividades bioldgicas, tais como cardioprotecao, renoprotecao e
neuroprotecao (Azizi et al., 2022), modulacéo da resposta imune (Pelvan et al., 2022),
acao antioxidante, antiinflamatéria (Chen et al., 2017; Ezz-eldin et al., 2020), atividade
antitumoral (Sampaio et al., 2021; Ezz-eldin et al., 2020), propriedades analgésicas
(Ezz-eldin et al., 2020), dentre outros.

Seu mecanismo de acao antioxidante, justifica-se pela presenca do grupo OH"
, sendo a principal responsavel por sua capacidade de eliminar radicais, incluindo
radicais superoxido, NO e peréxido de hidrogénio. Sua natureza de acido fraco facilita
a doacao de atomos de hidrogénio para elétrons desemparelhados, resultando na
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estabilizacdo de outro radical por meio da dispersao de elétrons na estrutura de
ressonancia da molécula (Cocolas et al., 2019; Imran et al., 2022).

Carvacrol exibe propriedades anti-inflamatérias e protege contra doencas
digestivas e orais, atuando como agonista do receptor TRPA1 (canal cati6nico de
potencial receptor transitério, subfamilia A, membro 1). Em um estudo conduzido em
2016 por Alvarenga e colaboradores, foi revelado que o carvacrol possui propriedades
anti-inflamatérias que ajudam a mitigar doencas orais intestinais induzidas pelo
cloridrato de irinotecano (CPT-11) a 75 mg/kg, administrado por via intraperitoneal
durante 4 dias, por meio da ativagdo do TRPA1. Carvacrol ativou o TRPAT1, resultando
na reducéo de indicadores inflamatorios como os receptores mieloperoxidase (MPO),
fator nuclear kappa B (NF-kB) e cicloxigenase 2 (COX-2). Além disso, houve uma
diminuicao na liberacao ou producéo de citocinas pré-inflamatérias, incluindo TNF-q,
IL-1 e KC, assim como a reducdo de eROS, como GSH, MDA e niveis de NOx.
Observou-se também que o carvacrol melhorou a contagem bacteriana no sangue, o
leucograma, a variabilidade da massa corporal e a taxa de sobrevivéncia. Ao mesmo
tempo, restaurou a estrutura das vilosidades no intestino delgado (Lima et al., 2013;
Alvarenga et al., 2016; Imran et al., 2022).

Na pesquisa conduzida por Jafri et al. (2020), foi constatado que as células de
Candida albicans, quando tratadas com carvacrol, apresentaram superficies
irregulares, multiplas lesbes de hifas, redu¢cdo no numero de células, inibicdo da
formacao de biofilme em até 80%, e supressao da sintese de ergosterol. Miranda et
al. (2021), por sua vez, examinou a atividade do carvacrol em Candida albicans,
Candida glabrata, Candida krusei e Candida dubliniensis, confirmando sua
propriedade antifingica com Concentracao Inibitéria Minima (CIM) de 161,3 mg/L.

Ismail et al. (2022) conduziram pesquisas sobre o efeito do carvacrol na cepa
patogénica Candida auris. Os resultados indicaram que o carvacrol inibiu o
crescimento de todos os isolados de C. auris, com uma CIM variando de 125 a 500
pg/mL, e os valores da Concentracdo Minima de Fungicida (MFC) estavam na faixa
de 250 a 1000 ug/mL. As enzimas antioxidantes de C. auris, como catalase (CAT),
superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR)
e glutationa transferase (GST), foram analisadas apds exposicdo ao carvacrol. Foi
observado um aumento na atividade de CAT, SOD e GPx com concentracdes
crescentes de carvacrol, enquanto houve uma diminuigao na atividade de GR e GST.
Os pesquisadores confirmaram a capacidade do carvacrol de reduzir a expressao de
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genes que codificam enzimas antioxidantes e também verificaram seu efeito na
hemdlise, que variou de 0,9% a 26,8%.

A eficacia antifungica do carvacrol foi avaliada em combinagdo com antibiéticos
como fluconazol, cetoconazol ou anfotericina B contra oito cepas de Candida,
incluindo C. tropicalis, C. parapsilosis, C. guilliermondii e C. krusei. A CIM para o
carvacrol isolado variou de 128 a 512 yg/mL. Observaram-se diferentes interagdes
entre o carvacrol e os antifungicos: sinergismo em 25% das combinacodes, aditividade
em 25% e inércia em 50%. Nao foram observados efeitos antagonistas. Efeitos
sinérgicos foram notados, especialmente com as combinag¢des carvacrol/cetoconazol
e anfotericina B contra C. guilliermondii LM-103, e fluconazol contra C. parapsilosis
ATCC 22019 (No6brega et al., 2019).

Em pesquisas sobre o modo de acao do carvacrol contra Aspergillus flavus, foi
observado que a producdo de ergosterol (5,7-dieno oxisterol) no micélio diminui a
medida que a concentracdo de carvacrol aumenta, sugerindo que este seja o
mecanismo de agao antifungico, isto €, dano a membrana celular (Qu et al., 2021).

Em estudos conduzidos por Wijesundar et al., foi constatado que o carvacrol
provocou deformagdes e danos nas células bacterianas, resultando na desativacao
de EPS, os quais tém a responsabilidade de proteger a célula contra substancias
toxicas e garantir sua resisténcia. Além disso, o carvacrol reduziu as propriedades
hidrofébicas das estruturas bacterianas multicelulares em até 84,2% e foi capaz de
diminuir a expressao do gene luxS associado a formacdo de biofilmes por
Streptococcus pyogenes.

Ja Mechmechani et al. (2022) investigaram o impacto das microcapsulas de
carvacrol na capacidade de formacao de biofilme de Pseudomonas aeruginosa e
Enterococcus faecalis. O carvacrol reduziu o biofilme de P. aeruginosa abaixo do limite
de deteccao em apenas 15 minutos. Uma CIM quatro vezes menor (1,25 mg/mL) foi
observada para P. aeruginosa (CIM = 5 mg/mL) quando microcapsulas foram
utilizadas. No entanto, em relacdo a E. faecalis, os resultados foram comparaveis
tanto para o carvacrol livre quanto para as microcdpsulas (CIM = 0,625 mg/mL). O
carvacrol causou desestabilizagdo na membrana celular bacteriana, levando a morte
celular.

A atividade antibacteriana do carvacrol, mais pronunciada contra bactérias
Gram-positivas em comparagdao com as Gram-negativas, € principalmente baseada
em danos causados a membrana bacteriana. Esse efeito resulta na dissolucdo da
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forca motriz do préton, levando a uma redugdo subsequente na sintese de ATP, o
que, por sua vez, resulta na diminuicdo de outros processos celulares dependentes
de energia, incluindo a sintese de enzimas e toxinas (Magi; Marini; Facinelli, 2015).

Em particular, o carvacrol tem sido amplamente avaliado como um agente
antimicrobiano em alimentos para o controle de patdégenos, abrangendo tanto
bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas. Estes incluem Bacillus cereus,
Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Pseudomonas fluorescens, Salmonella typhimurium, Vibrio cholerae e V.
vulnificus (Langeveld et al., 2014; Magi et al., 2015).

No ambito da Endodontia, poucos estudos foram conduzidos correlacionando
a potencial aplicabilidade do carvacrol. Um deles, conduzido por Meneses et al.
(2020), utilizou cateteres uretrais de 1,5mm para simular o espac¢o do canal radicular,
sendo cada extremidade selada com cianoacrilato gel éster para evitar
transbordamento. Feito isto, a pasta de carvacrol foi preparada com os seguintes
componentes e propor¢oes: 0,26 g de carvacrol, 2 g de beta-ciclodextrina e 2 ml de
agua destilada, depois colocada no interior dos tubos.

A aplicacdo da pasta de carvacrol, tanto de forma isolada quanto em
combinacao com a fotobiomodulacéo a laser (LPBM), induz eventos bioldgicos que
beneficiam a reparacdo tecidual de lesdes subcutaneas no dorso de ratos. E
importante destacar que os grupos submetidos a combinacdo das duas terapias
(CVCLT) apresentaram os resultados mais eficazes, acelerando o processo de reparo
da area ferida. Isso foi evidenciado pela reducéo nas fases inflamatéria e fibroblastica
de maturagdo, indicando uma melhoria significativa no processo de reparacao
tecidual.

Outro estudo, conduzido por Cosan et al. (2022), utilizou 6leos essenciais de
Origanum dubium (O. dubium) e Mentha spicata (M. spicata) associados na proporcao
1:1 com HC para determinar bioatividade, tendo as andlises de GC e GC-MS revelado
que O. dubium e M. spicata apresentaram composi¢cdes majoritarias de carvacrol
(75,8%) e carvona (71,3%). O 6leo essencial de M. spicata mostrou ser um agente
antimicrobiano eficaz contra C. albicans, enquanto o éleo de O. dubium demonstrou
grande eficacia contra E. faecalis e C. albicans. Esses resultados indicam que esses
Oleos essenciais naturais tém potencial para serem considerados como candidatos
promissores em medicamentos intracanais alternativos para futuras aplicacoes

clinicas de rotina.
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Mais pesquisas devem ser realizadas a fim de avaliar o potencial uso do
carvacrol liquido ou em forma de gel como MIC para sessbes de tratamento
endodontico com intervalo igual ou inferior a 3 dias, bem como seu potencial
sinergismo com o HC em associagao para intervalo entre sessdes superiores a 4 dias,
podendo talvez mostrar-se uma eficaz associagao que predisponha um efeito em um
tempo menor ao demandando pelo HC, bem como a manutengdo da bioatividade
tardia predisposta pelo aumento do pH gerado por esse composto em intervalos

maiores.
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3 OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial citotdxico, antioxidante, anti-inflamatoério e antimicrobiano de

carvacrol, bem como avaliar acdo antimicrobiana e estabilidade de diferentes

formulagbes contendo quitosana e carvacrol com a potencial aplicabilidade no

tratamento endodontico.

3.2.
>

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a citotoxicidade in vitro do carvacrol diferentes concentragdes;
Avaliar a atividade antioxidante in vitro do carvacrol;

Avaliar a atividade antibacteriana e antifungica in vitro do carvacrol diante de
microrganismos relacionados a infec¢gbes endodonticas persistentes,

pressupondo mecanismo de agao;

Avaliar a atividade antibiofilme de populagdo nas etapas de proliferagéo e

adesao in vitro, utilizando carvacrol;

Desenvolver formulagdes contendo quitosana e carvacrol;
Avaliar a estabilidade preliminar das formulagées;
Caracterizacao fisico-quimica da formulacao.

Avaliar a atividade antibacteriana e antifungica in vitro das formulagdes
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1. MATERIAIS DE ESTUDO

Carvacrol utilizado neste estudo foi adquirido da empresa Sigma-Aldrich
(St.Louis, MA, EUA), apresentando 98% de pureza. A quitosana foi obtida do mesmo

laboratério, contendo 85% de grau de desacetilagéo.

4.2 ATIVIDADE BIOLOGICA DO CARVACROL IN VITRO

4.2.1 Anadlise da citotoxicidade do carvacrol em macréfagos peritoneais e

fibroblastos

A avaliacao da citotoxicidade foi conduzida por meio do ensaio do brometo de
3-(4,5-dimetil-2-tiazolil) 2,5-difenil-2H-tetrazélio (MTT) (Mosmann, 1983). Os
fibroblastos da linhagem L929 foram transferidos para placas de cultura de 96 pocos,
com uma densidade de 5x10° células por pogo, assim como os macréfagos
peritoneais de camundongos BALB/c, que foram adicionados com uma densidade de
2x10° células por poco. Ambos os tipos celulares foram tratados com carvacrol,
utilizando concentracées que variaram de 18,75 a 300,00 pg/mL, dobrando a
concentragdo a partir da menor concentracao até a maior. Como controle, células
tratadas apenas com dimetilsulféxido (DMSO) foram empregadas. As células foram
incubadas por um periodo de 48 horas em uma atmosfera contendo 5% de didxido de
carbono a uma temperatura de 37 °C. Apos o periodo de incubacéo, o sobrenadante
foi removido e uma solucao de MTT a 5 mg/mL, composta por 10 uL, foi adicionada a
90 uL de meio suplementado. As placas foram entao incubadas por um periodo de 2
horas e 30 minutos a uma temperatura de 37 °C, em uma atmosfera contendo 5% de
diéxido de carbono. O experimento foi realizado em duplicata e em trés repeticoes
para cada concentracao testada. A absorbancia (Abs) foi medida a 570 nm utilizando
um espectrofotdmetro, e a viabilidade celular (%) foi calculada com base na seguinte
férmula.

Abs (amostra)

% células viaveis = x 100

Abs (controle negativo

Onde, Abs (amostra) representa a absorbancia medida apo6s o tratamento das células
com a amostra em questao, e Abs (controle) refere-se a absorbancia medida apds o
tratamento das células com DMSO, que € o veiculo utilizado.
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4.2.2 Avaliacao da atividade antioxidante do carvacrol

4.2.2.1 Avaliacao dos niveis de espécies reativas de oxigénio (eROS)

Os niveis intracelulares de eROS em macro6fagos peritoneais estimulados com
lipopolissacarideo (LPS) e interferon-gama (IFN-y) foram avaliados utilizando o 2',7'-
diacetato de diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA) (Stroppa et al., 2017). As células
foram incubadas por um periodo de 48 horas na presenga de diferentes
concentragdes de carvacrol, variando de 18,75 a 300,00 ug/mL, sendo estimuladas
simultaneamente com LPS a uma concentragédo de 1 pg/mL e IFN-y a 1 ng/mL. Um
grupo de macréfagos foi estimulado, mas nao recebeu tratamento, e serviu como
controle.

Apos o periodo de incubagao, os macréfagos foram lavados com solugao salina
tamponada com fosfato (PBS) e incubados com H2DCFDA (1 mM) por 30 minutos,
protegidos da luz, em uma atmosfera a 37°C contendo 5% de didxido de carbono. Os
niveis de eROS foram mensurados utilizando um espectrofluorimetro (FLx800, BioTek
Instruments, Inc., Winooski, VT, EUA) com excitacdo a 485 nm e emissdo a 528 nm.
O experimento foi repetido em duplicata e em trés repeti¢cdes para cada concentracédo
testada, e os resultados foram expressos em termos de intensidade de fluorescéncia.

4.2.3 Avaliacao da atividade anti-inflamatoéria do carvacrol

4.2.3.1 Reducéo dos niveis de éxido nitrico (NO)

A producéo de NO foi avaliada de maneira indireta através da quantificagéo de
nitritos  (NO2-) utilizando o método de Griess, conforme descrito por Sun e
colaboradores (2003). Os macrofagos peritoneais foram expostos as diferentes
concentragcdes de carvacrol, variando de 18,75 a 300,00 pg/mL, e foram
simultaneamente estimulados com lipopolissacarideo (LPS) na concentracdo de 1
ug/mL e interferon-gama (IFN-y) na concentracdo de 1 ng/mL. Posteriormente, as
células foram incubadas por um periodo de 48 horas em uma incubadora a 37°C sob
uma atmosfera contendo 5% de dioxido de carbono. Para fins de controle, foram
utilizadas células nao tratadas, células estimuladas com LPS e IFN-y (controle de
estimulo) e células sem tratamento (controle basal).

Apés o periodo de incubacao, o sobrenadante das culturas foi transferido para
uma placa de 96 pocos, onde foi realizado o teste indireto para medir a concentragao
de NO. As absorbéancias foram lidas em um espectrofotometro a 540 nm. A quantidade
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de NOz2- nas amostras foi determinada em pM por meio de uma curva padréo gerada
a partir de uma solugao de nitrito de sédio (NaNOz2), conforme descrito por Guevara et
al.,, (1998). O experimento foi repetido em duplicata e em trés replicatas para cada
concentracao testada.

4.2.4 Avaliacao da atividade antimicrobiana do carvacrol
Procedimentos realizados com linhagens fungicas em meios de suspensao na

sua forma livre.

4.2.4.1 Linhagens bacterianas

Para a conducdo do estudo antibacteriano in vitro foram empregadas as
linhagens de: Enterococcus faecalis (ATCC 19433), Enterococcus faecium (ATCC
6569) e Streptococcus oralis (ATCC 10557). As bactérias foram gentilmente
fornecidas pela Professora Doutora Ana Carolina Morais Apolbnio, vinculada ao
Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia da Universidade Federal
de Juiz de Fora (UFJF).

4.2.4.2 Linhagem fungica

Para a realizacao do estudo antifungico in vitro foi utilizada C. albicans (ATCC
10231), caracterizada por ser resistente a anidulafungina, voriconazol, itraconazol e
fluconazol (ATCC, 2017). Este microrganismo foi gentilmente cedido pelo Professor
Marcelo Gonzaga Araujo da Universidade Federal de Sao Joao Del Rei, campus Dona
Lindu (UFSJ).
4.2.4.3 Preparagdo do indculo bacteriano

Todas as linhagens bacterianas foram semeadas em placas de Petri contendo
agar Mueller-Hinton sob condigdes de fluxo laminar. Posteriormente, as placas foram
incubadas a uma temperatura de 36+1°C ao longo de 24 horas, com o propésito de
monitorar o crescimento e a viabilidade das bactérias. Apds o periodo de incubacéo,
as col6nias bacterianas foram transferidas para tubos de vidro que continham 5 mL
de solucao salina estéril a 0,85%, com o objetivo de atingir uma concentracao alvo de
1,5x108 Unidades Formadoras de Colonia por mililitro (UFC/mL), correspondente ao
padrao 0,5 na escala de McFarland. Subsequentemente, foram realizadas diluicbes,
nas quais 50 pL da suspensao bacteriana foram transferidos para um tubo de vidro
contendo 4,950 mL de solucéao salina, a fim de obter um indculo com concentragéo de
1,5x108 UFC/mL. Por fim, o in6culo com concentragéo de 1,5x10% UFC/mL foi diluido
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em microplacas de 96 pocos (KASVI® K12-096), resultando em uma concentragao
final de 1,5x10% UFC/mL em cada pogo da microplaca.

4.2.4.4 Preparacao do indculo fungico

A linhagem fungica foi inoculada em placas de Petri contendo agar Sabouraud
sob condicoes de fluxo laminar e posteriormente incubada a uma temperatura de
35x1°C por um periodo de 24 horas para permitir o crescimento e desenvolvimento
dos fungos. Apéds a incubagéo, as coldnias fungicas foram transferidas para tubos de
vidro contendo 5 mL de agua estéril, visando alcangcar uma concentracdo alvo de
3x10% UFC/mL, correspondente ao padrdao 1 na escala de McFarland. Em seguida,
procedeu-se as diluicdes, nas quais 50 pL da suspensao fungica foram transferidos
para um tubo de vidro contendo 4,950 mL de agua estéril, a fim de obter um in6culo
com uma concentragdo de 3x10* UFC/mL. Por fim, o indculo com uma concentragéo
de 3x10* UFC/mL foi diluido em microplacas de 96 pogos (KASVI® K12-096),
resultando em uma concentragéo final de 3x103 UFC/mL em cada pogo da microplaca.

4.2.5 Concentracao inibitéria minima (CIM)

O ensaio para determinar a atividade antibacteriana e antifingica foi conduzido
empregando o método de microdiluicdo seriada em microplacas estéreis de 96 pocos
(KASVI® K12-096), conforme as diretrizes do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) modificado (2017) e Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
modificado (2018). As substancias foram inicialmente preparadas em uma
concentragédo de 200 pg/mL em &gua e, posteriormente, foram submetidos a dilui¢gdes
sucessivas para alcangar concentracdées que variaram de 200 a 1,56 pg/mL. Em
seguida, 160 pL da solugdo estoque a 200 pg/mL foram transferidos para as
microplacas de 96 pocos, que ja continham 200 puL na primeira linha e 180 pL nas
demais linhas, contendo caldo Mueller-Hinton (para bactérias) ou caldo RPMI (para
fungos). Para completar o volume final de 200 uL em cada poco, 20 uL do inéculo
bacteriano ou flingico com concentragéo de 1,5x10°% Unidades Formadoras de Colonia
por mililitro (UFC/mL) para bactérias e 3 x 108, respectivamente, de acordo com o
padrao de turbidez da escala de McFarland (0,5 para bactérias e 1 para fungos), foram
adicionados a amostra em cada poco. As placas contendo bactérias e fungos foram
entdo incubadas em uma estufa a uma temperatura de 36+1°C e 35+1°C,
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respectivamente, ao longo de 24 horas. Simultaneamente, foram realizados controles
de crescimento das bactérias e dos fungos em placas separadas, contendo caldo
Mueller Hinton (para bactérias) e RPMI (para fungos), assim como in6culo bacteriano
e fungico, que nao continham o complexo, juntamente com um controle negativo para
verificar a esterilidade da amostra. A nistatina foi usada como controle positivo com
concentragdo de 2,5ug/mL para o fungo, enquanto para as bactérias o controle
positivo foi a Amoxicilina em concentragdes que variam de 32 pg/mL até 128 pug/mL,
variando do microrganismo. As placas foram entdo incubadas a 35°C por 24 horas.
Os experimentos foram realizados em triplicata. A CIM foi definida como a menor
concentragdo dos complexos que inibiu o crescimento das bactérias e dos fungos,
observada visualmente pela auséncia de turvacdo. Todas as anadlises foram

conduzidas em duplicata e replicadas em trés experimentos independentes.

4.2.6 Concentracao bactericida minima (CBM) e concentracao fungicida
minima (CFM)

A CBM e CFM foram conduzidas com base em modificacbes do método
proposto por Spencer et al., (2004). 10 yL das amostras foram retiradas das placas
que nao apresentavam crescimento visivel no ensaio de CIM. Essas amostras foram
posteriormente distribuidas em placas de agar Mueller-Hinton (bactérias) e Sabouraud
dextrose (fungos), que foram entdo incubadas a uma temperatura de 36°C e 35°C,
respectivamente, por um periodo de 24 horas.

4.2.7 Curva de crescimento microbiano

O experimento foi realizado conforme o método de Babii et al. (2016), com
modificagcdes, para explorar o efeito do carvacrol no valor de CIM na curva de
crescimento microbiano. Primeiramente, as linhagens de fungos e bactérias foram
cultivadas previamente. Os inéculos foram preparados diluindo as culturas em agua
estéril até atingir uma concentragao de 108 UFC/mL, seguindo a escala padréo de 0,5
McFarland para bactérias e 1,0McFarland para fungos. Entdo, 1,1 mL dos inéculos foi
adicionado a tubos contendo caldo RPMI-1640 e carvacrol na sua concentracdo
inibitéria minima, resultando numa concentracdo final de 10° UFC/mL, e foram
incubados a 35°C. A absorbancia foi medida a 600 nm nos tempos 0, 4, 8, 12, 24, 30,
36 e 48 horas no intuito de avaliar a atividade da substancia nas variadas etapas do
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estabelecimento do microrganismo. A nistatina na CIM foi usada como controle
positivo. Além disso, as linhagens fungicas inoculadas em caldo RPMI-1640 serviram
como controle de crescimento. O experimento foi replicado trés vezes. Com base nos
resultados, no software GraphPad Prism, foram criados dois graficos: um mostrando
a absorbancia em funcao do tempo de incubagéao e outro representando a area sob a

curva.

4.2.8 Acao em envoltério celular

A metodologia foi realizada de acordo com Campos et al. (2018). A linhagem
fungica utilizada foi incubada em meio RPMI 1640 a 35°C por 24h e a linhagem
bacteriana em meio MH a 36°C por 24h. Posteriormente, a cultura foi centrifugada a
1000 rpm por 5 min, lavada e ressuspendida em solugdo de Salina Tamponada com
Fosfato (PBS) a 10 mM (pH 7,4), alcangando uma densidade final de 3 x 108 UFC/mL.
Os microrganismos foram incubados com carvacrol (valor de CIM), Amoxicilina
(bactérias) ou Nistatina (fungos) em diferentes tempos (0, 1, 2, 3 e 4 h). Como controle,
foram utilizadas células incubadas com PBS a 10 mM (pH 7,4). Os sobrenadantes
obtidos das suspensdes foram centrifugados a 3000 rpm por 15 min e analisados a
260 nm. Apés 4 h, as proteinas totais foram quantificadas pelo método de Lowry
(1951). Os procedimentos foram realizados em triplicata.

Ap6s um periodo de 4 horas, os sobrenadantes foram coletados e a
quantificacédo foi realizada seguindo uma adaptacdo do método de Lowry (1951).
Inicialmente, 10 pL do sobrenadante foram transferidos para tubos de ensaio contendo
agua e 2 mL de solucao reagente (2% de tartarato de sodio e potassio, 1% de sulfato
de cobre e uma solucao alcalina de NaOH e Na2CQOs). Apdés a homogeneizagao, a
mistura foi deixada em repouso por 10 minutos. Em seguida, 2 mL da solugéo de Folin
foram adicionados. Os tubos foram novamente homogeneizados e deixados em
repouso por mais 30 minutos. Posteriormente, uma aliquota de cada tubo foi
transferida para uma placa de 96 pocos e a leitura foi feita a 660 nm em um
espectrofotdmetro. As absorbancias foram comparadas com uma curva de calibragéo
de albumina preparada no mesmo dia. O ensaio foi realizado em duplicata.
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4.2.9 Avaliacao da atividade antibiofilme

4.2.9.1 Acao sobre biofilmes na fase de proliferacao

O impacto sobre o biofilme preexistente foi acessado conforme a metodologia
previamente delineada por Nostro et al. (2007), com ajustes especificos. As linhagens
de microrganismos foram cultivadas em formato de biofilme empregando um meio de
cultura contendo 1% de glicose, dispostas em placas de microtitulagao fabricadas em
poliestireno com 96 pogos, mantidas em incubacao de 35°C a 36°C por um periodo
de 24 horas. Posteriormente, procedeu-se a remogao das células na fase plancténica,
seguida de uma tripla lavagem dos pocos com agua, seguida do preenchimento
destes com 200 yL de carvacrol, chegando a CIM. A densidade 6tica (DO) a 600 nm
foi registrada ap6s um subsequente periodo de incubacao de 24 horas a 35°C. O
grupo de controle de biofilme consistiu de placas contendo o meio de cultura CSD e
indculo. Este experimento foi repetido em triplicata. A reducao da inibicao do biofilme
foi calculada pela seguinte férmula: % de inibicado = (DO no controle - DO em

tratamento) x 100 / DO no controle. Cada teste foi realizado em triplicata.

4.2.9.2 Acao sobre biofilmes na fase de adesao

A avaliagédo da inibicdo na formag&o de biofilmes foi conduzida utilizando um
ensaio espectrofotométrico, seguindo o protocolo estabelecido por Plyuta et al. (2013).
Inicialmente, 100 pL de suspensdes celulares dos microrganismos (com uma
concentragdo de 3 x 106 UFC/mL) foram adicionadas em placas de microtitulacio
feitas de poliestireno contendo 96 pogos. Em seguida, diferentes concentracdes de
carvacrol (com valores de CIM) foram incorporadas as placas, e estas foram mantidas
em incubacao de 35°C a 36°C por um periodo de 24 horas. Apos a incubacéao, as
solucdes liguidas foram retiradas, e os pocos foram submetidos a uma lavagem com
200 pL de solugao tampao fosfato salino (PBS) para eliminar quaisquer fungos que
estivessem em suspensdo. Os biofilmes formados por células aderentes nas
superficies das placas foram corados com 200 pL de solucdo de cristal violeta a 0,1%
e incubados a temperatura ambiente por 30 minutos. Qualquer excesso de cristal
violeta foi removido completamente com PBS, e as placas foram fixadas com 200 uL
de etanol a 96% e incubadas por 15 minutos.

A mistura reacional resultante foi entao avaliada por espectrofotometria a uma
absorbancia de 570 nm. A reduc¢ao da inibicao do biofilme foi calculada pela seguinte
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formula: % de inibigao = (DO no controle - DO em tratamento) x 100 / DO no controle.

Cada teste foi realizado em triplicata.

4.3 PREPARACAO DO GEL DE QUITOSANA 1,0% (P/V)

O gel de quitosana a 1,0% (p/v) foi preparado pela solubilizagao de 1,0 grama
de quitosana em 100 mL de solugao de &cido acético a 1% (v/v), mantendo o sistema
sob agitacao constante por 6 horas em agitador magnético. Para protonar o polimero
foi utilizado Aminometil propanol (AMP 95), medindo o pH com pHmetro. Foram
preparados trés géis separados contendo, respectivamente, 0,1%, 0,5% e 1% de
Carvacrol, além do gel branco.

4.4 DESENVOLVIMENTO DO GEL DE QUITOSANA CONTENDO CARVACROL

4.4.1 Teste preliminar de estabilidade

Conforme orientado pelo guia de estabilidade de cosméticos da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa, 2024), o gel deve passar pelo teste de
centrifugagédo a 3.000 rpm por 30 minutos antes de iniciarem as avaliagbes de
estabilidade. O produto precisa se manter estavel; qualquer indicacédo de instabilidade
sugere a necessidade de reformulagdo. Caso o produto seja aprovado nestes testes,
ele pode entdo ser submetido aos testes de estabilidade. O teste de estabilidade
preliminar do gel foi conduzido utilizando Dimetilsulfoxido (DMSQO) como solvente nas
concentragdes de 10% e 20%, bem como Tween 80 nas concentragdes de 0,5% e
1%, sendo avaliado qual apresentaria melhor estabilidade pés centrifugacdo. A
exposicdo das formulagdes as temperaturas de 2°C, 25°C e 40°C para avaliar
formacao de dissociagdo em fases ou precipitagdo também foi conduzida por 7 dias.
O gel com maior estabilidade foi eleito para realizagcao dos testes seguintes.

4.4.2 Espectroscopia eletronica vibracional na regiao do Infravermelho (FTIR)

Para analisar as possiveis interagdes intermoleculares entre carvacrol e a
quitosana, foi conduzido um ensaio de espectroscopia vibracional na faixa do
infravermelho utilizando um espectrdmetro de infravermelho com transformada de
Fourier. As amostras, incluindo carvacrol e quitosana, foram examinadas utilizando
um acessério de refletancia total atenuada (ATR) da marca PIKE, acoplado ao
espectrometro. Cada amostra foi aplicada diretamente na superficie de diamante do
médulo ATR e os espectros foram obtidos a partir da média de 64 varreduras
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consecutivas, com uma resolugéo de 4 cm™, cobrindo uma faixa de nimero de onda
de 4500 a 400 cm™'. A aquisicdo dos espectros foi realizada com o software Perkin
Elmer Spectrum Two, da OXFORD Instruments, e os dados foram exportados e
processados no OriginPro 9.0®

4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DA FORMULAGCAOQ IN VITRO

4.5.1 Avaliacao da atividade antimicrobiana pela metodologia de difusao em

agar por disco e poco

A suscetibilidade antimicrobiana foi analisada usando o método de difusdo em
disco, conforme as recomendacgbes do CLSI (2009), com algumas modificagdes.
Discos estéreis de papel filtro (6 mm de diametro) foram impregnados com 20 pL de
cada extrato a ser testado e, em seguida, colocados com uma pinca estéril sobre
placas de Petri contendo agar Mueller-Hinton (MH), previamente inoculadas com o
micro-organismo alvo. No teste de difusdo em disco, foram considerados inibitorios os
halos com didmetro igual ou superior a 6 mm. O teste de difusdo em poco foi
conduzido de acordo com as atualizacées do CLSI (2009), com adaptacdes. Diferente
do teste de disco, foram feitos trés orificios de 6 mm de didmetro no meio de cultura
de agar MH em placas de Petri, utilizando um molde para formar os pocos. As placas
foram inoculadas na superficie com os microrganismos usando um swab, e 0s pogos
foram preenchidos com 20 pL do extrato na concentracao a ser testada. Em ambos
os testes, as placas foram incubadas a 35°C por 24 horas. Os halos de inibicao do

crescimento microbiano foram medidos em milimetros, com uma régua milimetrada.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram apresentados na forma de média + desvio padrdo (DP). As
analises estatisticas foram realizadas utilizando uma analise de variancia (ANOVA)
para experimentos dispostos de maneira completamente aleatéria, com o calculo da
estatistica F e os valores de p correspondentes. Quando os valores de p foram
inferiores a 0,05, as médias dos tratamentos foram comparadas por meio do teste de
Bonferroni, utilizando o software GraphPrism 5.0, e a diferenga minima significativa foi
calculada com um nivel de significancia de a = 0,05.
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5 RESULTADOS
5.1. ATIVIDADE BIOLOGICA DO CARVACROL IN VITRO

A andlise da citotoxicidade do carvacrol foi realizada com o intuito de examinar
a viabilidade celular dessas linhagens, utilizando o teste de reducdo do MTT para
formazan, que resulta em uma coloragdo purpura. A quantidade de formazan
produzida esta diretamente relacionada ao numero de células viaveis, uma vez que o
MTT é clivado exclusivamente por células vivas e metabolicamente ativas (Mosmann
et al., 1983). Seguindo as diretrizes da NBR ISO 10993-5, ao avaliar a citotoxicidade
in vitro de uma substancia, é crucial que a porcentagem de viabilidade celular ndo seja
inferior a 70%.

De acordo com os resultados apresentados na figura 11, pode-se observar que
carvacrol nao apresentou citotoxicidade para macrofagos peritoneais, nas
concentradas testadas, com excec¢do da maior concentragcdo testada (300 pg/mL),
tendo o mesmo perfil que o controle negativo, DMSO 0,06% (p > 0,05). Os resultados
encontrados através dos testes de citotoxicidade realizados com as substancias
dialogam com outros estudos previamente publicados que utilizam a polpa dentaria
humana e testes MTT para analise da viabilidade celular, estes que destacam o
Carvacrol com citotoxicidade consideravel in vitro apenas em concentracbes mais
elevadas, reconhecendo seus demais efeitos bioativos (Maquera-Huacho et al., 2018;
Ranjitkar et al., 2021).

A Figura 12 apresenta a citotoxicidade do carvacrol frente a seu uso em

fibroblastos, constatando citotoxicidade elevada apenas na concentracdo mais alta.
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Viabilidade celular de macrofagos peritoneais apds tratamento com carvacrol
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Legenda: Macrofagos peritoniais tratados com carvacrol isolado foram avaliados de acordo com
a porcentagem de inibicao. Grafico da porcentagem de viabilidade celular. Foi verificada diferenca
estatisticamente significativa para a concentracdo de 300mcg/ml em relagéo ao controle negativo,
nao sendo evidenciada em nenhuma das concentragdes subsequentes. As letras indicam
diferenga estatisticamente significativa em relagao ao controle (a). Os testes foram realizados em
triplicata e os dados representam a média £ DP

Figura 12: Viabilidade celular de fibroblastos apos tratamento com carvacrol
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Legenda: Fibroblastos L929 tratados com carvacrol foram avaliados de acordo com a
porcentagem de inibicdo. Grafico da porcentagem de viabilidade celular. Foi verificada diferenca
estatisticamente significativa para a concentracdo de 300mcg/ml de carvacrol, em relagdao ao
controle negativo, ndo sendo evidenciada em nenhuma das concentragdes subsequentes. Os
testes foram realizados em triplicata e os dados representam a média £ DP.
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Um antioxidante apresenta a habilidade de retardar ou prevenir a oxidagao de
um substrato, podendo atuar de varias formas, como doagdo de um atomo de
hidrogénio, transferéncia de elétrons e quelamento de metais de transicao (Santos-
Sanchés et al, 2019). Durante o metabolismo celular, surgem intermediarios
parcialmente oxidados, altamente reativos, conhecidos como espécies reativas de
oxigénio. Essas moléculas, que consistem em radicais livres ou seus precursores,
possuem elétrons desemparelhados em um orbital, o que as torna propensas a reagir
com outras moléculas bioldgicas para compensar essa deficiéncia (Santos-Sanchés
et al., 2019).

Embora desempenhem uma fungédo benéfica no processo de cicatrizagéo, a
producdo excessiva de eROS por periodos prolongados esta associada ao
desenvolvimento de feridas cronicas de cicatrizacao dificil, devido a sua elevada
reatividade com moléculas biolégicas. Além de mediar a transcri¢cdo de citocinas pro-
inflamatérias, como IL-1, IL-6 e TNF-a, e induzir metaloproteinases da matriz (MMPs),
o excesso de eROS pode alterar e/ou degradar diretamente e indiretamente proteinas
da matriz extracelular, resultando em danos a funcao de fibroblastos e queratinécitos.
Portanto, substancias capazes de modular a producdo excessiva de eROS
desempenham um papel crucial no processo de cicatrizagao de feridas (Dunnill et al.,
2017; Larouche et al., 2022).

Dessa forma, a influéncia do tratamento com carvacrol sobre os niveis
intracelulares de eROS em macro6fagos foi analisada utilizando espectrofluorimetria,
com os resultados expressos em unidades arbitrarias de fluorescéncia (A.U). A Figura
13 mostra uma reducédo de 35,62%, 82,25% e 90,32% na producdo de eROS em
células tratadas com concentragcbes de 75 a 300 pg/mL, respectivamente, em
comparacao ao grupo controle (p < 0,05), evidenciando uma diminuicao proporcional
na producédo de eROS conforme 0 aumento da concentracdo da substancia no meio.
Nao houve diferenga estatisticamente significativa na intensidade de fluorescéncia
entre as concentragdes de 150 e 300 ug/mL de carvacrol, enquanto todos os outros
grupos apresentaram diferengas significativas entre si (p<0,05). Foi observada
diferenca estatistica (p<0,05) entre os niveis basais de eROS e aqueles produzidos
pelas células tratadas com concentracées menores de carvacrol (de 4,67 a 75 pg/mL).

Em um estudo conduzido por Hossein Salmani et al., (2022) onde a mesma
metodologia utilizada neste trabalho para avaliacdo da concentracdo de eROS no
sobrenadante foi utilizada (oxidacdo de H2DCFDA), constatou-se queda
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estatisticamente significativa no doseamento dessas espécies, bem como outros
estudos previamente conduzidos com metodologias variadas (Guimaraes et al., 2010).

Os macréfagos ativados geram eROS, essenciais para combater agressoes,
mas também envolvidas em outros processos fisiol6gicos, como sinalizacdo e
proliferacdo celular. Os efeitos pro-inflamatérios do LPS, incluindo a ativagdo de
ERKi1/2, NF-kB, producéo de NO e fagocitose, estdo associados ao aumento de eROS.
Durante a ativacdo de macréfagos, as eROS sao principalmente geradas pela
ativacao da NADPH oxidase na fagocitose. A interacdo do TLR4 com a subunidade
Noxs4 da NADPH oxidase esta envolvida na geracao de eROS mediada por LPS e
ativacao de NF-kB (Park et al., 2004). Como a producdo de eROS estd ligada a
ativacao do estado pré-inflamatério, as propriedades antioxidantes do carvacrol
podem explicar a maioria dos seus efeitos anti-inflamatérios.

Figura 13: Avaliacdao dos niveis intracelulares de eROS por espectrofluorimetria em
macrofagos tratados com diferentes concentracoes de carvacrol
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Legenda: Macréfagos peritoneais tratados com carvacrol nas concentracdes de 4,67 a
300,00 pg/mL por 48h e estimulados com LPS e IFN-y. As concentragdes intracelulares
de eROS foram avaliadas apds coloragdo com H2DCFDA e leitura feita em
espectrofluorimetro. CV: Carvacrol. Basal: células que nao receberam estimulo e
tratamento. Controle: células estimuladas, mas sem receber tratamento. As letras
indicam diferenca estatisticamente significativa em relagcdo ao controle (a). (ANOVA
seguido do teste de Bonferroni, p < 0,05).

O oxido nitrico é um radical livre que desempenha um papel fundamental no
desdobramento do processo inflamatério, atuando como um mediador-chave. Ele é
gerado por varias células envolvidas no ciclo de cicatrizagdo, como macrofagos,
linfécitos, queratindcitos e fibroblastos. A producdo desse composto esta associada
ao aumento da permeabilidade vascular, a liberacao de citocinas como IL-6 e TNF-q,
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influenciando ainda a migracao de células inflamatérias, a proliferacdo e a
diferenciacao de linfécitos T. Pesquisas indicam que tanto a escassez quanto o
excesso de producdo de Oxido nitrico podem ser prejudiciais para o processo de
cicatrizagcdo. Embora a inflamacdo desempenhe um papel vital na defesa do
organismo, uma resposta exacerbada ou prolongada pode ocasionar danos
irreparaveis aos tecidos (Bernatchez et al., 2013; de Farias et al., 2020).

O desacoplamento de sintases de 6xido nitrico pode alterar a atividade
enzimatica, o que favorece a produgéo de ROS, como o superdxido (0?~). O~ entdo
pode reagir com NO biodisponivel para produzir peroxinitrito, que desempenha um
papel importante na citotoxicidade por induzir vias de radicais livres ou por interagir
diretamente com lipidios, proteinas e DNA. Nao importa a via, o estresse oxidativo
aumenta controla a lesdo oxidativa das células, causando necrose ou apoptose.
Portanto, NO atua como um modular do estresse oxidativo e pro-inflamatorio
concomitantemente (Awonuga et al., 2023)

A dosagem indireta de NO foi realizada no sobrenadante da cultura de
macréfagos tratados com concentracées crescentes de carvacrol (18,75 a 300,00
Mg/mL), as mesmas utilizadas no ensaio de viabilidade celular. Os resultados foram
expressos em micromolar (uM) de acordo com o apresentado na Figura 14. As células
tratadas com carvacrol nas concentragdes iguais e superiores a 75 ug/mL, tiveram
uma reducao estatisticamente significativa na dosagem de NO (p<0,05), quando
comparado ao controle negativo (Figura 14).

No presente estudo, a dosagem indireta de NO foi aplicada ao sobrenadante
da cultura de macréfagos murinos estimulados com LPS e INF-y e tratados com
concentracdes de carvacrol aumentadas de 9,37 a 300,00 g/mL. As concentracdes de
carvacrol utilizadas no ensaio de viabilidade celular foram as mesmas. O fator de
transcricdo fator nuclear B (Nf-kB) e a expressao de 6xido nitrico sintase sdo ativados
pelo LPS ao se conectar aos receptores CD14, TLR-4 e CR3 encontrados na
superficie dos macréfagos. O INF-y, por outro lado, € uma citocina que ativa
macrofagos e desencadeia reagdes inflamatorias (Chang et al., 2019).

As células tratadas com concentrag¢des iguais ou superiores a 75,00 pg/mL de
carvacrol, tiveram os niveis de NO reduzidos de forma significativa (p<0,05) em
comparacado ao controle (75,00pg/mL: -32,21%; 150,00 pg/mL: -97,17%; 300,00
pg/mL: -100%) o que também corrobora com a atividade antioxidante do carvacrol

neste trabalho. Nao houve diferenca significativa entre a producédo de NO nas células
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tratadas com 300,00 e 150,00 ug/mL de carvacrol e os niveis basais (p < 0,05), sendo
avaliada diferengca entre os demais grupos. Os resultados foram expressos em
micromolar (uM) de acordo com o apresentado na Figura 14.

Esses resultados corroboraram as analises feitas previamente no estudo
conduzido por Somensi et al., (2019), onde o carvacrol reduziu significativamente a
ativacao de ERK12, demonstrando que sua agédo ndo ocorre a nivel extracelular ou
nao interfere na ligagdo do LPS ao TLR4/CD14. Existe a possibilidade de que o
carvacrol tenha um impacto especifico na via Ras/Raf ou que funciona em varios
receptores de membrana que também sao influenciados pelo LPS.

No estudo supracitado, a dosagem de NO foi realizada através da mesma
metodologia nesta dissertacdo, obtendo também resultado semelhantes através do
doseamento de nitritos presentes no sobrenadante no sobrenadante, uma vez que,
no corpo humano, sdo previamente encontrados na forma de NO até moverem-se ao
meio extracelular e converterem-sem em nitrito) (Somensi et al., 2019).

No estudo conduzido por Hossein Salmani et al., (2022), o doseamento de NO
foi realizado em tecido cerebral de ratos, onde a injecdo de LPS aumentou
significativamente o nivel de TNF-a (p<0,001) e os niveis de metabdlitos de NO
(p<0,01) em comparagdo aos ratos controle. O carvacrol em todas as doses
administradas (25, 50 e 100 mg/kg) diminuiu os niveis de TNF-a significativamente.
Além disso, a concentragao de NO no tecido cerebral de ratos tratados com carvacrol,
em todas as doses, foi menor do que a dos ratos injetados com LPS, sugerindo

atividade anti-inflamatoria promissora.
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Figura 14: Producao de NO por macrofagos apos tratamento com carvacrol

201

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Legenda: Macro6fagos peritoneais tratados com CV nas concentracdes de 18,75 a 300,00 pg/mL
e induzidas com IFN-y e LPS. A dosagem de NO produzido foi determinada pelo método de
Griess. CV: Carvacrol. Basal: NO produzido por células que nao receberam tratamento e
estimulo. Controle: NO produzido por células tratadas com Dimetilsulféxido (DMSQO) (veiculo) e
induzidas com LPS e IFN-y. As letras indicam diferenga estatisticamente significativa em
comparacao ao controle (a). (ANOVA seguido do teste de Bonferroni, p < 0,05).

A reinfeccdo endodbntica é geralmente associada a persisténcia ou
reintroducdo de microrganismos no sistema de canais radiculares previamente
tratado. Os microrganismos envolvidos, como bactérias anaerdbias facultativas e
estritamente anaerdbias, desempenham papel fundamental na etiologia da reinfeccao
(Prada et al., 2019).

Estudos demonstram que espécies como Enterococcus faecalis e Candida
albicans, devido a sua alta resisténcia a condi¢des adversas, sao frequentemente
isoladas de casos de falhas endodénticas (Mozayeni et al., 2015; Alghamdi et al.,
2020). Esses microrganismos tém a capacidade de aderir a dentina, formar biofilmes
e sobreviver em ambientes com nutrientes limitados, como os encontrados nos canais
radiculares selados inadequadamente (Van Tyne et al., 2013; Neelakantan et al.,
2017; Ali et al., 2017).

Além disso, a complexidade anatbémica dos canais radiculares favorece a
colonizacdo por esses patdgenos por predispor ambiente propicio as suas
instalagbes, mantendo-se como um ambiente escuro e com multiplos sitios,

dificultando entdo a capacidade de toque das limas nas paredes do canal, chegada
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da substancia quimica auxiliar, medicacdo intracanal e obturacdo, facilitando a
reinfeccdo (Tabassum et al., 2016; Prada et al., 2019).

Em complemento, espécies enterocdcicas sdo comumente associadas a falha
de tratamentos endoddnticos devido a sua capacidade de resistir ao hidréxido de
calcio, um agente amplamente utilizado como medicacao intracanal. O hidréxido de
calcio atua criando um ambiente altamente alcalino, com pH entre 11 e 12, que é letal
para a maioria dos microrganismos. No entanto, microrganismos comumente
associados a infeccdes persistentes possuem mecanismos de resisténcia a
medicagdes intracanal como a capacidade de regulagdo do pH intracelular, reduzindo
a eficacia do Hidroxido de Calcio, por exemplo (Zancan et al. 2016; Paikkatt et al.,
2017; Zancan et al., 2018).

Algumas espécies enterococias, por exemplo, possuem bombas de prétons
que conseguem expulsar ions H*, mantendo o pH intracelular em niveis compativeis
com sua sobrevivéncia, mesmo em ambientes externos altamente alcalinos (Upadya
etal., 2011).

Neste sentido, reconhecendo que o hidréxido de calcio € a substancia mais
difundida na endodontia como medicacdo intracanal mas possui limitagdes
consideraveis frente a microrganismos frequentemente associados a infecgdes
persistentes, a busca por alternativas tem sido fomentada, especialmente para elevar
a taxa de sucesso em retratamentos endodonticos.

Neste estudo, o carvacrol demonstrou eficacia contra C. albicans ATCC®
10321™ com valor de CIM de 200 pg/ml, tendo efeito fungistatico. Também foi
observado que carvacrol apresentou valores de CIM de 100 pg/mL para as linhagens
bacterianas de interesse, apresentando efeito bactericida para E. faecalis ATCC®
19433 ™ e bacteriostatico para E. faecium ATCC® 6569™ e S. oralis ATCC® 10557 ™
nestas concentragoes.

O controle positivo utilizado para as linhagens bacterianas foi a amoxicilina, que
constatou CIM consideravelmente alta, sendo constatado CIM de 128ug/ml para S.
oralis ATCC® 10557™ (superior a CIM do carvacrol), 64ug/ml para E. faecium ATCC®
6569™ e 32 ug/ml para E. faecalis ATCC® 19433™ valores possivelmente
associados a utilizagédo inadvertida deste antibiotico (Loyola-Rodriguez et al., 2019).

Valores elevados de CIM obtidos através de metodologia de microdiluicao
também foram obtidos no estudo conduzido por He et al., (2022), onde a amoxicilina

apresentou concentragdes inibitérias minimas majoritariamente superiores ou iguais
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a 16 e 32ug/ml contra Mycobacterium abscessos, sendo classificada com elevado
grau de resisténcia contra o microrganismo em questéo.

Os achados obtidos com carvacrol foram similares aos descobertos no estudo
realizado por Samah Mechmechani et al., (2023), no qual a cepa E. faecalis foi mais
suscetivel ao carvacrol com um valor de concentracao inibitéria minima de 0,625
mg/mL~". Durante o teste de sobrevivéncia, uma populacdo bacteriana de cerca de 8
log UFC/mL™" foi exposta a CIM de carvacrol. Os resultados evidenciaram que, ao
utilizar os valores de CIM do carvacrol para cada cepa, nao foi observada nenhuma
célula viavel apds apenas 1 minuto de tratamento para a cepa P. aeruginosa e 5
minutos de tratamento para a cepa E. faecalis.

Estudos realizados utilizando carvacrol contra cepas de C. albicans relataram
que o carvacrol pode interferir na biossintese do ergosterol, o que afeta a integridade
da membrana plasmatica (Ahmad et al., 2011). Em constraste, no estudo conduzido
por Niu et al., (2020) foi avaliado o efeito do carvacrol nas membranas celulares de C.
albicans, sendo a integridade e o potencial da membrana celular analisados usando
coloragao Pl e DIBAC 4.

A andlise de coloracao revelou sinal de fluorescéncia notavelmente intenso em
células tratadas com carvacrol 247 ug/ml em comparagédo com células de controle,
indicando que o carvacrol interrompeu a integridade da membrana celular do
microrganismo. Estes resultados demonstram atividade antimicrobiana promissora
desta substancia, demonstrando efetividade in vifro contra microrganismos
frequentemente correlacionados a falhas endodénticas e resisténcia a medicagdes

intracanais convencionais.
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Tabela 1: Concentracao inibitoria minima e concentracao bactericida minima

Amostra Microrganismos CIM Efeito no valor de CFM/CBM
(pg/mL) CIM (ng/mL)
C. albieans ATCCO 200 Fungistatico >200
E. faeggggﬁﬂTCC@ 100 Bacteriostatico >200
Carvacrol E. faecalis ATCC® .-
19433 ™ 100 Bactericida 100
S. oralis ATCC® o
10557 ™ 100 Bacteriostatico >200
Nistatina C. a/b1/%a:1317231 ,TAMTCC® 25 Fungistatico >2.5
E. faegggg)ﬁTCC@ 64 Bacteriostatico > 64
Amoxicilina E. faecalis ATCC® .-
19433 ™ 32 Bactericida 32
S. oralis ATCC® C
10557 ™ 128 bacteriostatico > 128

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
Legenda: CIM — Concentragéo inibitéria minima; CFM — concentragao fungicida minima;
CBM - concentragao bactericida minima

O ensaio da curva de crescimento bacteriano e fungico avaliou o
comportamento das quatro linhagens microbiol6gicas empregadas no estudo em
presenca de carvacrol na concentracdo inibitéria minima. Sem a reposicdo de
nutrientes ou substancias antimicrobianas no meio, a curva de crescimento
microbiano apresenta quatro fases distintas: lag (adaptagédo), log (crescimento
exponencial), estacionaria e declinio (morte celular). A relagdo entre o tempo e o
logaritmo do numero de células microbianas, ou a absorbancia a 600 nm, possibilita a
observagdo do crescimento e morte dos microrganismos em diferentes
concentragdes. Esse método tem sido amplamente utilizado para avaliar o efeito de
antimicrobianos ao longo de um intervalo de tempo, observando em qual etapa de das
fases de instalacdo do microrganismo o composto de interesse interfere (Foerster et
al., 2016).

O teste de difusdo em agar é, historicamente, amplamente utilizado para
avaliagdo da atividade antimicrobiana de medicamentos intracanais (Saatchi et al.,
2014), entretanto, optou-se pela metodologia da analise de curva de crescimento,
visto que o teste de difusdo em agar demonstra limitacées que podem comprometer
a interpretacado e nao possibilitar a anélise de determinadas variaveis (Bonev et al.,
2008; Sy et al., 2021).

As limitacbes mencionadas acima incluem reacbes quimicas entre o0s
componentes do agar e 0 agente antimicrobiano e impossibilidade de distingdo entre
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atividade bactericida ou bacteriostatica. Outras variagbes podem ocorrer devido a
espessura do gel de agar, que influencia a difusdo do agente antimicrobiano, e a
escolha do tamanho de corte para medir as zonas de inibicdo, o que pode introduzir
imprecisdes nos ensaios de susceptibilidade antimicrobiana (Bonev et al., 2008; Ingle
et al., 2008).

Os resultados da cinética de crescimento bacteriano e fungico das linhagens
de E. faecium ATCC® 6569™ E. faecalis ATCC® 19433™  S. oralis ATCC® 10557™
e C. albicans ATCC® 10321™ na presenca de carvacrol (valor de CIM) foi observada
por 48 horas e estéo representadas nas Figuras 20, 21, 22 e 23, respectivamente.

O carvacrol e a amoxicilina afetaram a curva de crescimento do E. faecium, os
resultados foram dispostos na Figura 15. Para os dois compostos, foi possivel avaliar
prolongamento da fase de adaptacdo do horario 4 até 8 horas, iniciando-se a fase
exponencial entre 8 e 12 horas. A amoxicilina induziu o inicio da fase de declinio
celular de forma antecipada, iniciando-se a partir da hora 8 e prolongando-se até o
horario final. Em contrapartida, com o uso do carvacrol foi possivel verificar inicio da
fase estacionaria na hora 12, prolongando-se até a hora 24, onde iniciou-se entao o
inicio da fase de declinio que se continuou até o horério final. Em termos de reducéo
da area sob a curva de crescimento, a amoxicilina reduziu a area em 92% (p < 0,05),
enquanto o carvacrol reduziu 65,57% (p < 0,05) de sua area em relacao ao controle
de crescimento.

Na Figura 16, observou-se que o carvacrol prolongou a fase de adaptacao de
E. faecalis até a hora 6, dando inicio a fase exponencial entre as horas 6 e 8, seguida
por uma fase estacionaria até a hora 12. A partir da hora 24, a fase de declinio se
iniciou e manteve-se estavel até o horario final, indicando um efeito bactericida e
sugestivo de morte celular, como evidenciado pelo teste de MBC. A amoxicilina
também prolongou a fase de adaptacdo até a hora 6, com a fase exponencial
ocorrendo entre as horas 8 e 12 e a estabilizacao até a hora 24. Da hora 24 até o
horario final, observou-se a fase de declinio. Ambos compostos resultaram em uma
densidade celular significativamente menor em comparacdo ao controle de
crescimento, conforme medido pela densidade éptica. A amoxicilina reduziu a area
sob a curva de crescimento em 89,54% (p < 0,05), enquanto o carvacrol reduziu em
89,71% (p < 0,05).

Com relacao aos resultados apresentados na Figura 17, para S. oralis, o
carvacrol prolongou a fase de adaptacéo até a hora 12, iniciando a fase exponencial
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a partir desse ponto, com um numero de células consideravelmente menor em
comparagdo ao controle de crescimento. A amoxicilina impediu o inicio da fase
exponencial, mantendo os microrganismos na fase de adaptacdo, sem crescimento
no caldo do teste, mas com crescimento observavel quando redistribuidos em agar,
evidenciando seu efeito bacteriostatico. No controle de crescimento, a fase
exponencial ocorreu entre as horas 4 e 36, enquanto com o carvacrol, iniciou-se na
hora 12 e prolongou-se até a hora 48, sem declinio observado até a hora 36. A
amoxicilina reduziu a area sob a curva de crescimento em 97,4% (p < 0,05), enquanto
o carvacrol reduziu em 84,44% (p < 0,05).

Com relagao aos resultados apresentados na Figura 18, para C. albicans, o
carvacrol prolongou a fase de adaptacdo até a hora 24, iniciando uma discreta
transicao para a fase exponencial entre as horas 24 e 36, seguida pela fase de declinio
entre as horas 36 e 48. Em contrapartida, a nistatina prolongou a fase de adaptagéo
até a hora 12, com a fase exponencial iniciando a partir desse ponto e estendendo-se
até o final do experimento. Ambos resultaram em uma densidade celular
significativamente menor em comparagdo ao controle, conforme avaliado pela
densidade o6ptica. O carvacrol apresentou um efeito fungistatico no teste MFC,
demonstrando eficacia, especialmente relevante para infec¢des persistentes mistas
por Candida no sistema de canais radiculares. A reducdo da area sob a curva de
crescimento foi de 46,76% (p < 0,05) com a nistatina e de aproximadamente 98,61%

com o carvacrol (p < 0,05), mostrando um resultado consideravelmente promissor.



66

Figura 15: Curva de crescimento do carvacrol frente a E. faecium ATCC® 6569™
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Fonte: elaborado pelo autor (2024)

Legenda: O grafico area sob curva representa as areas sob as respectivas curvas. O gréfico
com analise realizada por absorbancia representa as curvas de crescimento dos grupos
controle, tratamentos com amoxicilina e carvacrol. “@” sobre as colunas representam
diferenca estatisticamente significante em relacdo ao contole. A letra (a) ao lado do gréfico
representa a curva de crescimento do microrganismo com ou sem exposi¢cao a amostras. A
letra (b) representa o grafico de area sobre curva do microrganismo com ou sem exposicao
a amostras.

(ANOVA seguido do pés-hoc test de Newman-Keuls, p <0,05). Os experimentos foram

realizados em triplicata e os dados representam a média + DP.
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Figura 16: Curva de crescimento do carvacrol frente a E. faecalis ATCC® 19433 ™
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Fonte: elaborado pelo autor (2024)

Legenda: O gréfico area sob curva representa as areas sob as respectivas curvas. O grafico com
andlise realizada por absorbancia representa as curvas de crescimento dos grupos controle,
tratamentos com amoxicilina e carvacrol. “a” sobre as colunas representam diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao contole. A letra (a) ao lado do grafico representa a
curva de crescimento do microrganismo com ou sem exposi¢ao a amostras. A letra (b) representa
o grafico de area sobre curva do microrganismo com ou sem exposi¢cao a amostras.

(ANOVA seguido do p6s-hoc test de Newman-Keuls, p <0,05). Os experimentos foram realizados

em triplicata e os dados representam a média + DP.
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Figura 17: Curva de crescimento do carvacrol frente a S. oralis ATCC® 10557™
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Fonte: elaborado pelo autor (2024)

Legenda: O gréfico area sob curva representa as areas sob as respectivas curvas. O grafico com
andlise realizada por absorbancia representa as curvas de crescimento dos grupos controle,
tratamentos com amoxicilina e carvacrol. “a” sobre as colunas representam diferenga
estatisticamente significante em relagao ao contole. A letra (a) ao lado do grafico representa a
curva de crescimento do microrganismo com ou sem exposi¢ao a amostras. A letra (b) representa
o grafico de area sobre curva do microrganismo com ou sem exposi¢cao a amostras.

(ANOVA seguido do p6s-hoc test de Newman-Keuls, p <0,05). Os experimentos foram realizados

em triplicata e os dados representam a média + DP.
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Figura 18: Curva de crescimento do carvacrol frente a C. albicans ATCC® 10321™
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Legenda: O grafico area sob curva representa as areas sob as respectivas curvas. O grafico com
andlise realizada por absorbancia representa as curvas de crescimento dos grupos controle,
tratamentos com nistatina e carvacrol. “a” sobre as colunas representam diferenga estatisticamente
significante em relagdo ao contole. A letra (a) ao lado do grafico representa a curva de crescimento
do microrganismo com ou sem exposi¢cdo a amostras. A letra (b) representa o grafico de area sobre
curva do microrganismo com ou sem exposi¢cao a amostras.

(ANOVA seguido do pés-hoc test de Newman-Keuls, p <0,05). Os experimentos foram realizados em
triplicata e os dados representam a média + DP.

As Figuras 19, 20, 21 e 22 ilustram os efeitos do tratamento com carvacrol na
permeabilidade celular de E. faecium, E. faecalis, S. oralis e C. albicans,
respectivamente, apos 4 horas. Foi possivel observar aumento no extravasamento de
conteudo intracelular em comparagéo ao controle e ao tratamento com nistatina, com
excecao de C. albicans, especialmente apdés a segunda hora de tratamento. Os
graficos de coluna mostram um aumento significativo na area sob a curva para os
microrganismos tratados com carvacrol em relagao ao controle (p<0,05).

A Figura 19 representa como as amostras afetaram a permeabilidade celular
de E. faecium. O tratamento com carvacrol e amoxicilina causou um aumento
significativo no extravasamento de nucleotideos, com aumentos de 25 vezes para
carvacrol (p < 0,05) e 10,5 vezes (p < 0,05) para amoxicilina em comparag¢do ao

controle. Esse efeito também foi observado no doseamento de proteinas, com um
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aumento de 120,2 vezes para o carvacrol (p < 0,05) e 91,2 vezes para nistatina (p <
0,05), apresentando significancia estatistica tanto em comparacao ao controle quanto
entre os tratamentos.

Em contraste, o extravasamento de proteinas de E. faecalis para o meio
extracelular aumentou significativamente em relagdo ao controle, predispondo a um
aumento de cerca de 2,2 vezes para ambos os tratamentos (p < 0,05). Nao foi
encontrada diferenga significativa entre os valores obtidos para carvacrol e
amoxicilina. O extravasamento de nucleotideos também aumentou cerca de 1,75
vezes para o grupo carvacrol e 1,35 vezes para o grupo amoxicilina em comparagao
ao controle, mas as diferencas ndo foram estatisticamente significativas (p = 0,05)
(Figura 20).

Dentre todos os microrganismos utilizados e tratados com carvacrol e
amoxicilina, apenas S. oralis ndo teve niveis significativamente aumentados tanto no
extravasamento de nucleotideos quanto de proteinas para o meio extracelular, sendo
observada diferenca estatisticamente significativa apenas entre o grupo amoxicilina e
carvacrol.

O tratamento com carvacrol e nistatina resultou em um aumento significativo
no extravasamento de nucleotideos e proteinas de C. albicans em comparagdo ao
controle. O extravasamento de nucleotideos aumentou 42 vezes para 0 grupo
carvacrol (p < 0,05) e 43,4 vezes para o0 grupo nistatina (p < 0,05), enquanto o
extravasamento de proteinas aumentou 7,2 vezes para carvacrol (p < 0,05) e 4,8
vezes para nistatina (p < 0,05). Apesar das diferencas estatisticas significativas, néo
foi encontrada uma diferenca consideravel entre os grupos tratados com carvacrol e

nistatina.
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Figura 19: acao do carvacrol em envoltorio celular de E. faecium ATCC® 6569™
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Legenda: Figura 19 - Liberacdo de conteudo intracelular (nucleotideos) e proteinas de E. faecium
ATCC® 6569™ apos exposicdo a CV em sua concentracao inibitéria minima. (a) representa as
curvas de extravasamento de material intracelular (nucleotideos) para o meio, medido por
densidade éptica a 260 nm por um periodo de 4 horas em intervalos de 1 hora. (b) Teor de
proteinas apés 4 horas de exposigcao com CV. (c) representa a area sob curva. “a” indica diferenca
estatistica quando comparado ao controle. (ANOVA seguido de Bonferroni, p<0,05). Os
experimentos foram realizados em triplicata e os dados representam a média + DP.
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Figura 20: acao do carvacrol em envoltério celular de E. faecalis ATCC® 19433 ™
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Legenda: Figura 20 - Liberacao de conteudo intracelular (nucleotideos) e proteinas de E. faecalis
ATCC® 19433™ apéds exposi¢cdo a CV em sua concentragao inibitéria minima. (d) representa as
curvas de extravasamento de material intracelular (nucleotideos) para o meio, medido por
densidade éptica a 260 nm por um periodo de 4 horas em intervalos de 1 hora. (e) Teor de
proteinas ap6s 4 horas de exposi¢cdo com CV. (f) representa a area sob curva. “a” indica diferenga
estatistica quando comparado ao controle. (ANOVA seguido de Bonferroni, p<0,05). Os
experimentos foram realizados em triplicata e os dados representam a média + DP.
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Figura 21: acdo do carvacrol em envoltorio celular de S. oralis ATCC® 10551™

a)
0.10+ h)
= Controle
== Amoxiciling
Ea
E 0.08 =4~ (Carvacrol 1.5
ér 1:0_
2 0.061 E
=] = ]
& s L8
2 g
(=] ‘_'IID.
=) 0.04+ ]
£
£ =
0.5
>
0.02 . . : : 0.0-
0 1 3 3 4 Controle  Amaxicilina  Carvacrol
Tempo (horas)
i)
0,15 1
- b
5
= 0.10 1
g
E
(=1
£ 0.05
o
0.00 -

Controle Amaxicilina  Carvacrol

Fonte: elaborado pelo autor (2024)
Legenda: Figura 21 - Liberacdo de conteldo intracelular (nucleotideos) e proteinas de S. oralis

ATCC® 10551™ apos exposicdo a CV em sua concentragao inibitéria minima. (g) representa as
curvas de extravasamento de material intracelular (nucleotideos) para o meio, medido por
densidade éptica a 260 nm por um periodo de 4 horas em intervalos de 1 hora. (h) Teor de proteinas
apés 4 horas de exposicdo com CV. (i) representa a area sob curva. “a” indica diferenca estatistica
quando comparado ao controle. (ANOVA seguido de Bonferroni, p<0,05). Os experimentos foram
realizados em triplicata e os dados representam a média = DP.
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Figura 22: acao do carvacrol em envoltorio celular de C. albicans ATCC® 10321™
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Legenda: Figura 22 - Liberagdo de conteudo intracelular (nucleotideos) e proteinas de C. albicans
ATCC® 10321™ apds exposi¢cao a CV em sua concentragdo inibitéria minima. (j) representa as
curvas de extravasamento de material intracelular (nucleotideos) para o meio, medido por densidade
optica a 260 nm por um periodo de 4 horas em intervalos de 1 hora. (k) Teor de proteinas ap6s 4

horas de exposigcdo com CV. (L) representa a area sob curva. “a” indica diferenga estatistica quando
comparado ao controle. (ANOVA seguido de Bonferroni, p<0,05). Os experimentos foram realizados
em triplicata e os dados representam a média + DP.

A avaliacdo do potencial antibiofiime de uma substancia é crucial para
compreender sua eficacia em condi¢des que mais se aproximam da realidade clinica,
onde os microrganismos frequentemente formam biofilmes, estruturas resistentes e
protegidas que dificultam a acdo antimicrobiana. Enquanto o0s ensaios com
microrganismos em estado planctdnico oferecem dados preliminares sobre a atividade
antimicrobiana, estes nao refletem a complexidade e a resisténcia intrinseca dos
biofilmes comumente encontrados em infeccdes persistentes (Simbes et al., 2008;
Neelakantan et al., 2017).

Um biofilme é uma estrutura complexa que contém células bacterianas e €
fixada a uma superficie por uma matriz polimérica extracelular autoproduzida. Ele
pode ser considerado uma camada de aglomeragdo da microbiota ou uma
comunidade de microrganismos. Esta estrutura € formada por células que estdo
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fixadas a um substrato ou interface e imersas em uma matriz de proteinas
extracelulares, polissacarideos e eDNA, tendo sua composi¢cao variada de acordo
com 0s microrganismos e nutrientes disponiveis; como resultado, 0s organismos tém
taxas de crescimento e transcricdo génica diferentes (Neelakantan et al., 2017).

A principal causa da falha do tratamento endodéntico é a persisténcia dos
microrganismos dentro do sistema de canais radiculares ap6s o tratamento,
particularmente em estado de biofilme misto (Prada et al., 2019). Apds o tratamento
do canal radicular, as propor¢cdes de microrganismos em infec¢des podem variar, bem
como a propagacao e a quantidade de espécies.

A microbiota encontrada em infec¢gées secundarias e persistentes geralmente
€ capaz de sobreviver a condi¢cdes adversas, como uma alta faixa de pH e baixas
condicdes de nutrientes. E possivel observar uma diferenca marcante nos fenétipos
microbianos nas infec¢des primarias e nas infec¢gdes secundarias, onde a maioria das
bactérias sdo gram-positivas anaerdbios facultativos (Neelakantan et al., 2017).

Os testes com biofilmes foram realizados com o intuito de avaliar a acdo do
carvacrol em diversas etapas de formacgao de um biofilme microbiano. Para isso, foram
feitas analises que buscam impedir a etapa proliferativa do microrganismo e também
que impegam sua adesao a superficies mediante uso da amostra de interesse nos
biofilmes de populagéo.

O carvacrol apresentou atividade antiproliferativa sobre o biofilme de
proliferacdo para E. faecium proporcionando uma queda média de 69,6%, para S.
oralis a média foi 72,44%, e 58,13% para C. albicans (p < 0,05), verificado pela
diminuicdo da densidade otica, apresentando diferenca estatisticamente significativa
entre o grupo E. faecium e C. albicans. Em contrapartida, ndo evidenciou efeito
antibiofilme para E. faecalis. O efeito do carvacrol impedindo o biofilme de adesao
também foi observado para E. faecium, proporcionando queda média de 3,64% (p =
0,05), e 27,81% (p < 0,05) para a C. albicans, nao sendo evidenciado efeito
antiadesivo para E. faecalis e S. oralis. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Em um estudo conduzido por Asadi et al., (2023), o valor da concentracéao
inibitéria minima de carvacrol contra Escheria coli foi de 125 ug/ml, apresentando
atividade bactericida a partir de 250ug/ml, valores préximos aos obtidos neste
trabalho. No estudo em questédo, foi avaliada a composi¢cdo do biofiime mediante
metodologia de microscopia eletrénica de varredura, onde foi realizada avaliagdo da
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expressao de dois genes relacionados a quorum-semsing e integridade celular, que
constataram eficacia antibiofilme consideravel do carvacrol.

Ben Arfa et al., (2006) investigaram as propriedades antibacterianas de dois
compostos derivados do carvacrol em relacao a diversas bactérias Gram-negativas,
Gram-positivas e leveduras, incluindo E. coli, Pseudomonas fluorescens, S. aureus,
Bacillus spp., Lactobacillus plantarum e Saccharomyces cerevisiae. Os resultados
desse estudo, em contraste com outro conduzido por Asadi et al., (2023), indicaram
que o carvacrol e seus derivados possuem propriedades antimicrobianas contra uma
ampla gama de bactérias e fungos.

A maioria das investigacdes sobre o mecanismo de agado do carvacrol revela
que seu principal alvo € a membrana citoplasmatica bacteriana (Magi et al., 2015).
Sugere-se que o carvacrol pode penetrar a estrutura da membrana celular e causar a
destruicdo da membrana externa das células microbianas (Abdollahzadeh et al.,
2014). Esse dano a membrana interfere na homeostase do pH e no equilibrio dos ions

inorganicos, o que resulta na atividade antibacteriana do carvacrol.

Figura 23: Efeito do carvacrol sobre biofilme na etapa de proliferacao
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Legenda: Biofilmes tratados com carvacrol iforam avaliados de acordo com a porcentagem de
inibicdo. Grafico da porcentagem de inibicdo da proliferagdo. Constatou-se diferenca
estatisticamente significante em relacao aos microrganismos E. faecium e C. albicans. (ANOVA
seguido de Bonferroni, P <0,05). Os testes foram realizados em triplicata e os dados representam
a média = DP.
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Figura 24: Efeito do carvacrol sobre biofilme na etapa de adesao
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Legenda: Biofilmes tratados com carvacrol isolado foram avaliados de acordo com a porcentagem
de inibicdo. Grafico da porcentagem de inibicdo da adesdo. Foi constatada diferenga
estatisticamente significante em relagao aos microrganismos. (Teste t pareado, P >0,05). Os
testes foram realizados em triplicata e os dados representam a média £ DP

5.2 DESENVOLVIMENTO DO GEL DE QUITOSANA CONTENDO CARVACROL

A formulacao farmacéutica € o processo de varias etapas que envolve a mistura
do medicamento ativo com todos os outros componentes, levando em conta os fatores
de tamanho de particula, polimorfismo, pH e solubilidade, tornando-o0 o produto
medical benéfico final. O produto farmacéutico comercializado para uso com uma
mistura especifica de ingredientes ativos e componentes inativos é conhecido como
forma de dosagem. Ele precisa ser distribuido em uma dosagem especifica e ter uma
configuracao especifica, tais como invélucro de capsula, gel e filmes (Afrin et al.,
2023).

A quitosana é um polimero biodegradavel aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) para aplicacbes biomédicas e farmacéuticas, possuindo
propriedades antimicrobianas naturais e podendo ser combinada com outros agentes
para amplificar sua eficacia (Saeed et al., 2018). Dentre suas formas possiveis de
administracdo, podem-se destacar filmes poliméricos e hidrogéis que se conjugam
com demais substancias incorporados (Huang et al., 2017).

Em contraste com a possibilidade de administracao desta substancia como
veiculo, a quitosana apresenta propriedades antibacterianas e antioxidantes (El-Hack
et al., 2020), atuando também como quelante seletivo para ions como ferro, cobre,
cadmio ou magnésio, entre outros, abrindo portas para uma variedade de outras
aplicacdes (Ahmed et al., 2016; Ardial et al., 2017; Muxika et al., 2017).
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Estudos anteriores avaliaram a aplicabilidade da quitosana na terapia
endodoOntica com resultados promissores, especialmente como aprimorador de
atividade antimicrobiana de selantes endodonticos (Da Silva et al., 2013), carreadora
de antibiética no contexto da endodontia regenerativa (Soares et al., 2018), irrigacao
do sistema de canais radiculares (Balsaraf et al., 2023) e medicacdo intracanal
(Thienngern et al., 2022).

Neste sentido, reconhecendo suas propriedades benéficas no ambito da
endodontia através de resultados obtidos por estudos previamente conduzidos, neste
estudo foi realizada a incorporagéo do carvacrol a quitosana de baixo peso molecular
no intuito de obter-se um excipiente semissoélido do tipo gel com ambas as substancias
agregadas.

Inicialmente foram pesadas aliquotas de carvacrol correspondentes a 0,1%,
0,5% e 1% de geis teste com volume total final de 10ml, para entdo ser conduzido o
ensaio de estabilidade prévia com objetivo de definir qual solvente organico
predisporia maior estabilidade a formulacdo ap6s os ensaios. Os solventes a serem
testados foram o0 DMSO e Tween 80, nas concentragdes de 10% e 20% para DMSO
e 0,5% e 1% para o Tween, sendo os mesmos incorporados as formulagées com o
carvacrol incorporado e 1% de quitosana. O pH do carvacrol e da formulagao foi obtido
através de fitas dosadoras de pH, onde foi constatado pH entre 4 e 5 para o carvacrol
isolado e entre 5 e 6 para a formulagdo com o mesmo incorporado, independente do
solvente e concentracdo utilizada.

Apés a realizagdo da centrifugacédo a 3000rpm por 30 minutos dos 4 géis com
diferentes solventes em variadas concentragcdes, como sugerido no guia de
cosméticos (Anvisa, 2024), verificou-se formacdo de corpo de fundo nos tubos
contendo Tween em todas as proporgcdes e DMSO a 10%, optando entao pela
utilizacdo do DMSO na proporgdo de 20% como solvente de eleicdo para as
formulagdes padrao.

Em acordo com os ensaios prévios aos testes de bioatividade dispostos no guia
de estabilidade cosméticos (Anvisa, 2024), ap6s a confecgdo dos géis a serem
utilizados nos ensaios subsequentes, aliquotas de 2ml dos mesmos foram
adicionadas a tubos transparentes com tampa e deixados pelo intervalo de 7 dias em
condicdes de baixa (5 + 2 °C), média (25 £ 2 °C) e alta (40 £ 2 °C) temperatura.
Passados os 7 dias, foi avaliada a formacao parcial de fases nos géis expostos a altas
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e meédias temperaturas em todas as concentragcées, mantendo-se mais estavel
quando mantido em temperaturas baixas.

A técnica de espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (FTIR) foi
utilizada para caracterizar os géis, com o objetivo de identificar os grupos funcionais
presentes na formulacdo e verificar interagcdes intermoleculares entre os
componentes, como o carvacrol e a quitosana. Cada grupo funcional absorve energia
em frequéncias especificas no infravermelho, e possiveis interagcdes podem ser
evidenciadas por alteracdes na intensidade ou no deslocamento das bandas
(Baidurah et al., 2022).

No Carvacrol isolado, foram identificadas faixas de absor¢cao correspondentes
as vibragbes dos grupamentos hidroxila livres, com bandas entre 3600 e 3000 cm™,
além de bandas em 2867 cm™, associado as vibragdes de alongamento v[C-H] (Uncu
et al.,, 2019; Valasi et al., 2021). As vibragdes das ligacées C-C em anéis aromaticos
foram observadas entre 1650 e 1400 cm™, caracterizando alquilias (Zheng et al.,
2022). As vibragdes de alongamento v[C-H] dos grupos terminais metil (-CHs)
mostraram-se menos intensas que as dos grupos metileno (-CH2), com picos em 1456,
1423 e 1364 cm™, confirmando a presenca de metabdlitos secundarios, como
monoterpenos (Valasi et al., 2021). As bandas em 937 e 813 cm™ foram atribuidos a
ligagdes C-OH fendlicas (Kim et al., 2023), enquanto as vibragbes em 747 e 715 cm™
estavam relacionadas ao alongamento v[C=C] aromatico e aos grupamentos metileno
(Nandiyanto et al., 2023).

No gel 0% de quitosana, as faixas de absor¢cdo caracteristicas da quitosana
foram identificadas, com destaque para a regidao entre 3600 e 3000 cm™, que
corresponde as vibragdes dos grupamentos hidroxila livres e das ligagcbes N-H da
estrutura principal (Ma et al., 2019). Bandas proximas a 1650 cm™, associados a
amida | (estiramento de C=0), e picos em 1017 cm™, correspondentes ao estiramento
de C-O, também foram observados (Bras et al., 2020; Ma et al., 2019).

Comparando-se o espectro do gel 0% com géis contendo carvacrol (0,1%, 0,5%
e 1%), notou-se que as vibragcdes dos grupamentos hidroxila livres e das ligacées N-
H eram mais intensas no gel 0%, sugerindo que as interagcdes entre a quitosana e o
carvacrol resultaram em um menor estiramento das bandas correspondentes (Figura
25). Esse comportamento foi similar ao observado por Loyola-Rodriguez et al. (2021)

em um filme de quitosana-amido com extrato natural de orégano.
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Além disso, bandas que ndo estavam presentes no gel 0% ou apresentavam
estiramento reduzido entre 1640 e 1017 cm™, correspondentes as vibracbes das
amidas secundarias (N-H) e terciarias (C-N), passaram a apresentar maior
estiramento a medida que a concentracdo de carvacrol aumentava. Essas bandas,
também presentes no espectro do carvacrol isolado, sugerem uma interagdo quimica

entre o biopolimero e o carvacrol (Ma et al., 2019; Bras et al., 2020).
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Figura 25: espectros de infravermelho de carvacrol e gel 0%, gel 0,5% e gel 1%
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Com o intuito de avaliar a capacidade das formulagées em inibir o0 crescimento
microbiano em meio solido, foi realizado o teste de difusdo em disco utilizando-se as
bactérias E. faecium, E. faecalis, S. oralis e o fungo C. albicans resistente a
antifungicos convencionais. Como controles positivos, foram utilizadas aliquotas de
amoxicilina em suas respectivas concentragdes inibitérias minima para bactérias, e
de nistatina, da mesma forma, para o fungo. A amoxicilina € um antibacteriano de
amplo espectro da classe das aminopenicilinas prescrito previamente ao tratamento
endoddntico como auxiliar no controle microbiano sistémico em condi¢des de abcesso
apical agudo e infecgbes persistentes para pacientes com comprometimento sistémico
(Segura-egea et al., 2017). Ja a nistatina € um antifungico poliénico cujo mecanismo
de acao se da pela ligacao ao ergosterol, esteroide presente na membrana celular de
fungos patogénicos como a Candida sp (Carmo et al., 2023).

Para E. faecium, a amoxicilina promoveu a formacdo de um halo médio de
26mm, halo este que né&o foi evidenciado para a quitosana gel branco, carvacrol
isolado ou gel incorporado com 0,1% de carvacrol. Todavia, o gel contendo carvacrol
0,5% e 1% predispuseram a formacao de halos de 20mm e 23mm, respectivamente,
sendo consideradas diferenga estatisticamente significativa sutil.

Nas placas contendo E. faecalis, foi possivel verificar halo de inibicdo médio
de 25mm quando tratados com amoxicilina, ndo havendo esta formacado quando
tratados com carvacrol isolado ou quitosana gel branco. Entretanto, para os géis de
quitosana incorporados com 0,1%, 0,5% e 1% de carvacrol, houve a formacéo de halo
inibitdério, sem diferenca estatisticamente signicativa para os géis a 0,5% e 1% em
relacéo ao controle positivo (sugerindo halos inibitérios com tamanhos préximos).

Nas placas contendo S. oralis, a amoxicilina promoveu formacéao de halo com
didametro médio de 3,1cm, ndo sendo constatada esta formacao para carvacrol isolado
ou quitosana gel branco. Em contraponto, os géis incorporados com 0,1%, 0,5% e 1%
de carvacrol predispuseram a formacao de halo com didmetro médio de 12mm, 16mm
e 23mm, respectivamente.

As placas que continham C. albicans utilizaram a Nistatina como controle
positivo, predispondo a formacgéo de halo de inibicdo com didmetro médio de 25mm
mediante utilizacdo de aliquotas desta substancia, halos estes que também se
formaram mediante uso do carvacrol isolado em sua concentragao inibitéria minima
para este fungo, formando halo com didmetro médio de 8mm. O gel de quitosana

branco ndo promoveu a inibicao deste microrganismo, todavia, os géis que continham
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carvacrol incorporado a 0,1%, 0,5% e 1% formaram didmetros médios inibitérios de
8mm, 13mm e 16mm, respectivamente.

Ambos o0s antimicrobianos utilizados como controles positivos inibiram
satisfatoriamente o crescimento dos microrganismos. Resultados semelhantes foram
observados em um estudo de Hacioglu et al., (2018), onde a utilizacao de nistatina em
sua concentracgao inibitéria minima levou a formacao de halos consideraveis contra C.
albicans resistentes do mesmo registro ATCC, bem como o estudo conduzido por
Nalini Aswath et al., (2022) onde espécies Gram+ e Gram- isoladas foram inibidas
mediante uso de amoxicilina. A auséncia de atividade antibacteriana de quitosana gel
branco pode ser atribuida ao fato da quitosana se difundir muito lentamente pelo agar,
entao apenas 0s microrganismos em contato direto com o filme sao inibidos (Yuan et
al., 2016).

Tabela 2: valores de halo de inibicdo dos controles e formulagdes para as linhagens de
Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Streptococcus oralis e Candida albicans

Halo de inibicao (mm)

E. faecium E. faecalis S. oralis C. albicans

(ATCC® (ATCC® (ATCC® (ATCC®

6569™) 19433™) 10557™) 10321™)
Amoxicilina/Nistatina 26+18 25+1,5 31+£2 25+0
Carvacrol - - - 8+1*
Gel Br - - - -
Gel 0,1% - 9+1* 12+ 0 8+0,5*
Gel 0,5% 20 £ 1* 22+0 16 +3* 13 £ 0*
Gel 1% 23 +1* 25+0 23 +0* 16 +1,5*

Fonte: elaborado pelo autor (2024)

Legenda: os simbolos “t” representam variagdes superiores ou inferiores dos didmetros em relagédo
as médias. O simbolo representa a ndo formagado de halo inibitério; “*” representa diferenca
estatisticamente significativa em compracédo ao grupo controle positivo. (ANOVA seguido do teste
de Bonferroni, p < 0,05).
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6 CONCLUSAO

O estudo revela que o carvacrol demonstrou elevada citotoxicidade apenas na
concentracdo mais alta testada in vitro. No que tange a sua concentracao inibitoria
minima, avaliou-se potencial antibacteriano bacteriostatico ou bactericida, a variar do
microrganismo, bem como efeito antifingico fugistatico no valor de CIM. Em
constraste, carvacrol exibiu efeitos significativos na reducdo de biofiimes de
proliferacdo de microrganismos, além de apresentar atividade antioxidante
promissora, evidenciada pela reducao significativa dos niveis de eROS e NO nos
ensaios.

Além disso, sugere-se que o mecanismo de acao de carvacrol ocorre no
envoltério celular dos microrganimos testados, tendo em vista que a analise da
permeabilidade de membrana pelo teste de doseamento do exiravasamento de
nucleotideos e proteinas demonstrou significativa liberagao destes conteudos ao meio
extracelular, tendo seu efeito majoritariamente pronunciado a partir da segunda hora
em contato com o produto. A curva de crescimento possibilitou inferir que seu efeito
ocorre predominantemente sobre as etapas /lag e log dos microrganismos,
prolongando-as com consideravel queda na densidade de microrganismos.

Por meio das andlises da andlise em FTIR apos a confec¢ao das formulacgées,
foi possivel identificar o estabelecimento de interagées intermoleculares entre o
biopolimero e carvacrol, sendo avaliada maior estabilidade formulacional com a
utilizacdo de dimetil sulféxido a 20% em relacdo as demais substancia e
concentragdes testadas.

A analise antimicrobiana pelo teste de difusdo em agar adaptado a aliquotas
demonstrou formagdo de halos inibitérios a partir de sua menor concentracao,
elevando o didmetro proporcionalmente a elevacao da concentragao de carvacrol no
gel. O gel com maior concentragdo predispés a formacdo de halos inibitérios com
didmetros préximos ao controle positivo.

Conclui-se que carvacrol possui multifuncionalidade promissora, indicando
resultados relevantes e baixa citotoxicidade para aplicacdo potencial como
medicamento intracanal na endodontia. O estudo ressalta a importancia de futuras
pesquisas, especialmente em animais € humanos, para uma compreensao mais
abrangente de suas propriedades e eficacia clinica, visando desenvolver formulacoes
eficazes para o tratamento endodéntico, uma area que frequentemente enfrenta

desafios e altas taxas de insucesso frente a microbiota resistente.
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