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RESUMO

Introducao: O biofilme dental € uma estrutura complexa formada a partir da adesao de
variadas células microbianas a pelicula adquirida sobre a estrutura dentaria. Essas células
se aderem umas as outras enquanto sintetizam uma matriz extracelular, tornando uma
comunidade altamente organizada, o que dificulta sua remocao e promove uma resisténcia
aos antimicrobianos. A presenca de Staphylococcus aureus no biofilme oral pode causar um
desequilibrio na microbiota facilitando o inicio de um processo de doenca. O controle
mecanico desse biofilme através da escovagao e uso do fio dental € a melhor forma de
prevencao, porém, o controle quimico, com uso de produtos naturais, a exemplo dos 6leos
essenciais, tem ganhado énfase na Odontologia pelo seu potencial antiaderente e
antibacteriano. Obijetivo: Dentro desse contexto, o presente estudo teve como objetivo
avaliar a capacidade antiaderente do Eucalyptus globulus e Eucalyptus citriodora contra
cepas de Staphylococcus aureus. Resultados: Foi possivel observar que o 6leo essencial
de Eucalyptus globulus foi capaz de inibir a formacdo do biofilme com uma Concentragao
Inibitéria Minima de Aderéncia semelhante ao digluconato de clorexidina 0,12%, ambos de
1:8. O Oleo essencial de Eucalyptus citriodora ndo impediu a aderéncia bacteriana as
paredes do tubo em nenhuma concentracdo avaliada. Conclusao: Pode-se concluir que
apenas o 6leo essencial da espécie Eucalyptus globulus possui atividade antiaderente
contra Staphylococcus aureus, podendo ser utilizado como produto alternativo para controle
do biofilme.

Descritores: Biofilme dentario; Oleos essenciais; Fitoterapia.



ABSTRACT

Introduction: Dental biofilm is a complex structure formed from the adhesion of various
microbial cells to the film acquired on the dental structure. These cells adhere to each other
while synthesizing an extracellular matrix, becoming a highly organized community, which
makes it difficult to remove and promotes resistance to antimicrobials. The presence of
Staphylococcus aureus in the oral biofilm can cause an disturb in the microbiota, facilitating
the beginning of a disease process. The mechanical control of this biofilm through brushing
and flossing is the best form of prevention, however, chemical control with the use of natural
products such as essential oils, has gained emphasis in Dentistry due to its non-adherent
and antibacterial potential. Objective: In this context, the present study aimed to evaluate
the non-adherent ability of Eucalyptus globulus and Eucalyptus citriodora against
Staphylococcus aureus strains. Results: It was possible to observe that the essential oil of
Eucalyptus globulus was able to inhibit the formation of the biofilm with a Minimum Adhesive
Inhibitory Concentration similar to 0.12% chlorhexidine digluconate, both of 1:8. The
essential oil of Eucalyptus citriodora did not prevent bacterial adherence to the tube walls in
any evaluated concentration. Conclusion: It can be concluded that only the essential oil of
the species Eucalyptus globulus has non-adherent activity against Staphylococcus aureus

and can be used as an alternative product to control the biofilm.

Descriptors: Dental biofilm; Essential oils; Phytotherapy.
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1. INTRODUCAO

O biofilme é definido como uma comunidade séssil de células microbianas
fortemente aderidas a um substrato ou a uma superficie, composto por uma ou
multiplas espécies, embebidas em uma matriz de polimeros extracelular produzidas
por elas mesmas (BOWEN et al., 2018). Estes microorganismos se comunicam
através de sinais emitidos a partir das células num mecanismo denominado quorum
sensing (QS) (KAVANAUGH et al.,, 2016). Esta organizacdo e composicdo do
biofilme oral garantem uma estabilidade fisica que dificulta sua remocao e promove
a resisténcia aos antimicrobianos (PETERSON et al., 2015).

O biofilme dental se estabelece primeiramente em areas mais estaveis do
elemento dental onde as bactérias sdo mais protegidas do acesso a remocao
mecéanica, tais como as regides interproximais, superficies oclusais e,
supragengivalmente, ao longo da margem gengival (LARSEN; FIEHN, 2017). As
células organizadas em biofilmes possuem uma taxa metabdlica mais eficiente,
exibindo maior resisténcia as fontes de estresse, como mecanismos de defesa do
hospedeiro (BOWEN et al., 2018).

Os géneros e espécies predominantes na boca variam muito para cada
individuo, sendo as bactérias do género Staphylococcus, um dos tipos que
comumente podem ser encontrados. Staphylococcus aureus (S. aureus) é uma
bactéria Gram-positiva, comumente associada a diversas infec¢des sistémicas e
localizadas (WANG, 2017), mas também tem demonstrado uma forte relagdo com
infeccbes em implantes dentarios (BELIBASAKIS et al., 2014). Estes tém sido
apontados como possiveis reservatorios desses microrganismos que Sao
potencialmente patogénicos para causar infec¢oes respiratérias (ODONNELL et al.,
2015).

A presenca de S. aureus oral pode desregular a relagado simbidtica benéfica
entre o hospedeiro e a comunidade de microorganismos que ocorre num biofilme
associado a saude (SCHNURR, 2019). O desequilibrio da homeostasia e das
respostas imune e inflamatéria esté diretamente associado a uma maior diversidade

microbiana no biofilme. Quando isso ocorre, microorganismos que nao compdéem a
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microbiota oral podem se aproveitar dessa alteracdo para se integrarem no biofilme.
Neste caso, com o biofilme dental desequilibrado, se inicia e se sustenta um
processo de doenca (SANZ et al., 2017; SCHNURR, 2019).

O controle regular do biofilme dentario através da escovacao e uso do fio
dental (método mecéanico) e a complementagdo com compostos quimicos compdem
o principal fator de prevencao e tratamento dessas doencas (SAHNI et al., 2016).
Em situagbes nas quais a remogcado mecanica da placa bacteriana é insatisfatéria,
seja por falta de destreza manual, incapacidade motora ou casos de internacéao
hospitalar, o método quimico de controle se torna ainda mais necessario
(CANTARELLI, 2015).

Dentre os produtos quimicos que podem ser utilizados como adjuvantes no
controle do biofilme oral, estdo os éleos essenciais que sdo substancias volateis que
apresentam uma composicao lipofilica, obtidos a partir de variados 6érgaos de
plantas (El ASBAHANI et al., 2015). Varios estudos demonstraram a capacidade
antibacteriana e antiaderente desses produtos naturais (ALBUQUERQUE, 2018). O
eucalipto € uma das principais fontes de extracdo dos 6leos essenciais cultivadas no
Brasil, dentre as quais se destacam as espécies: Eucalyptus globulus (E. globulus),
Eucalyptus citriodora (E. citriodora) e Eucalyptus staigeriana (E. staigeriana) (VITTI;
BRITO, 2003).

Diante da possibilidade do uso de uma maior variedade de produtos naturais
dentro da Odontologia, da necessidade de compostos que causem menos efeitos
indesejados e do potencial antiaderente e da atividade antimicrobiana dos 6leos
essenciais extraidos a partir do eucalipto, que podem contribuir na prevencao da
formacgéo do biofilme dentario, principalmente por bactérias da espécie S. aureus, 0
presente estudo avaliou a capacidade antiaderente do Eucalyptus globulus e
Eucalyptus citriodora contra cepas de Staphylococcus aureus.

2. REFERENCIAL TEORICO
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2.1. BIOFILME DENTARIO

7

O biofilme dental é uma estrutura complexa formada pelo acumulo de
microorganismos que pode apresentar uma localizagdo supra e/ou subgengival,
possuindo particularidades de acordo com a superficie na qual esta localizada. A
depender dos tipos de espécies que fardo parte desse ecossistema e do seu
potencial de patogenicidade, podem provocar uma alteragdo da normalidade
resultando em doencas como a carie, gengivite e doenca periodontal (BOWEN et al.,
2018; PETERSON et al., 2015). O inicio da formacao do biofilme se da com a
adsorcao de macromoléculas da saliva na superficie dentaria, formando a pelicula
adquirida, essencial para a colonizacgao inicial dos microorganismos planctonicos,
que sao aqueles em suspensao no meio liquido. Eles se aderem a pelicula e, apos,
uns aos outros enquanto sintetizam matriz extracelular (YU et al., 2021). (Imagem 1).

Imagem 1: Formagé&o do biofilme.

Ligacao Colonizagéo Desenvolvimento
(adesdo de um (comunicacao (aumento do
pequenc humero intercelular, crescimento

de células auma  crescimento e e de polissacarideos)
superficie sélida sintese de

apropriada) polissacarideos)

Superficie

Fonte: https://www.blogs.unicamp.br/meiodecultura/2010/04/22/comunicacao-bacteriana/

A nutricdo que garante a sobrevivéncia desta microbiota na mucosa oral e
superficie dentaria advém das proteinas e glicoproteinas da saliva e dos
carboidratos, proteinas e lipideos provenientes da dieta do hospedeiro. A condicao


https://www.blogs.unicamp.br/meiodecultura/2010/04/22/comunicacao-bacteriana/
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de saude oral esta diretamente relacionada com uma baixa diversidade e riqueza
presente dentro da comunidade microbiana (COSTALONGA; HERZBERG, 2014).

Lazar e Chifiriuc (2010) e Kavanaugh et al. (2016) apontaram que a
capacidade dessas células de se comportarem como uma comunidade resulta de
um mecanismo complexo de comunicagao intra e extracelular inerente as bactérias,
baseado num sistema de sinalizacao regulado pelo QS que implica na regulacéo de
diferentes processos fisiolégicos que dependem da densidade celular. A linguagem
utilizada nessa comunicagao intercelular se baseia num pequeno sinal molecular
gerado pela propria célula, conhecido como feroménio bacteriano, apresentando

diferentes estruturas quimicas para diferentes tipos de bactérias.

Existem aproximadamente 700 filotipos de bactérias comumente encontradas
na microbiota bacteriana oral, de acordo com J. e Palmer Junior (2013), organizadas
em colbnias cuja evolugdao e formacdo dependem de fatores que incluem a
aderéncia desses microrganismos ao tecido epitelial e superficie dentaria, uniao
entre as células que garante o processo de colonizacao e a interacao intercelular

que conduz a adequacgao do ambiente.

Segundo Dewhirst et al. (2010), mais de 600 espécies diferentes de
bactérias podem ser encontradas naturalmente na boca. Alguns dos géneros com
maior representacdo em cavidades orais saudaveis incluem Streptococcus,
Actinomyces, Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella, Lactobacterium, e
Staphylococcus (ZARCO et al., 2011).

Descobrir um método efetivo e consistente de remocéo da placa bacteriana
tem sido o foco de muitos grupos de pesquisa na Odontologia ha muito tempo
(ANSARI et al., 2019). A forma mecanica de remocdo, através da escovacgao
adequada, ainda é a principal técnica de controle do crescimento dessa complexa
estrutura, porém, a associagdo dessa com o0 método quimico apresenta grande
sucesso na desaceleracdo e/ou impedimento do desenvolvimento do biofilme
dentario (MENEZES et al., 2020).

Dentre os compostos quimicos mais utilizados na Odontologia, a clorexidina
€ um dos mais potentes e que se tem mais estudos sobre, sendo considerado

padrao ouro em relagcédo a outros agentes (HORTENSE et al., 2010). Contudo, o0 uso
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prolongado ou em altas doses desse composto apresenta efeitos adversos tais
como manchamento dental e formagdo de calculo (WANG; REN, 2017) e efeitos
citotoxicos, como erosdo da mucosa e distarbios no paladar (BALAGOPAL;
ARJUNKUMAR, 2013). Nesse cenario, novos produtos tém sido estudados, como
alternativa a clorexidina, que apresentem menos efeitos secundarios, entre eles, os
fitoterapicos (BOTELHO et al., 2017).

2.2. STAPHYLOCOCCUS AUREUS

S. aureus é uma bactéria Gram-positiva comensal, aerébica ou anaerdbica
facultativa, que pode se tornar patogénica para os humanos, responsavel por uma
ampla variedade de infecgdes clinicas, entre caries dentarias, periodontite e, mais
comumente, bacteremias e endocardite infecciosa (TONG SY et al., 2015).

Num estudo conduzido por Habib et al. (2015), que caracterizou morfoldgica e
culturalmente cepas de S. aureus obtidas de diferentes animais cultivadas em Agar
sangue, Agar nutriente e Agar MacConkey, ndo foi possivel detectar diferencas
relevantes entre as espécies estudadas. As cepas de Staphylococcus aureus
isoladas de seres humanos apresentaram a aparéncia de cocos, em pares ou
pequenas cadeias, sem motilidade (Imagem 2), além de ter sido possivel observar
colénias circulares, suaves, pequenas e arredondadas, com margens inteiras no
meio de cultura Agar nutriente. J& em Agar MacConkey ndo houve crescimento,

enquanto que, em Agar sangue, colénias B hemoliticas foram identificadas.
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Imagem 2: colénia de Staphylococcus aureus.

Fonte: https://www.bbc.com/portuguese/geral-47822876

Devido a sua capacidade de desenvolver um biofilme que |he confere uma
maior resisténcia antimicrobiana, esse microrganismo tem atraido uma atencao
consideravel dos pesquisadores que buscam compreender sua capacidade de
formacdo de biofilme através da categorizacdo e quantificagdo in vitro dessa
estrutura (SINGH et al., 2017).

A formagédo do biofilme se inicia com a adesdo dessas bactérias em um
substrato e uma posterior adesdo entre as proprias células resultando em uma
estrutura com véarias camadas. Para que haja essa adesdo intercelular é
imprescindivel a presenga de uma adesina intercelular de polissacarideo sintetizada
pelo préprio microrganismo, de acordo com Yu et al. (2021). Tanto a capacidade de
formar biofilme quanto a producdo de uma adesina intercelular, garantem a essas
bactérias uma alta taxa de viruléncia e resisténcia antimicrobiana (MCCARTHY et
al., 2015)

2.3. OLEOS ESSENCIAIS
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Oleos essenciais sdo liquidos altamente concentrados, lipofilicos e volateis
extraidos de variados Orgdaos de plantas que possuem grande potencial
antimicrobiano e antioxidante. Seu consumo tem aumentado quantitativamente no
mercado nas ultimas décadas, nas areas de estética, alimentacdo e farmacéutica,
principalmente, como uma alternativa aos produtos sintéticos que podem causar
severos efeitos adversos (MANION, 2017; TONGNUANCHAN 2014). Os métodos
convencionais de extracdo dos O6leos essenciais envolvem a hidrodestilacao,

destilacado a vapor, hidrodifusdo e extracao por solvente.

O uso dos 6leos essenciais no campo farmacéutico € amplamente investigado
e discutido, principalmente sobre suas propriedades como antiinflamatério,
antimicrobiano, antiviral, anticancerigeno e de melhora da permeabilidade celular
(AZIZ et al., 2018). Dessa forma, seu uso na Odontologia também tem sido
vastamente introduzido e as pesquisas nesse campo tém aumentado

consideravelmente.

Um exemplo desse produto natural com grande potencial para uso
farmacéutico sao as espécies do género Eucalyptus, planta pertencente a familia
Myrtaceae. De acordo com Bachir e Benali (2012), o 6leo essencial de E. globulus
possui capacidade de inibir as atividades bacterianas de cepas de Escherichia coli e
S. aureus. Outros estudos sugerem um bom resultado entre a associagao do 6leo
essencial de eucalipto com o cloridrato de clorexidina como antisséptico para pele
(AZIZ et al., 2018).

O E. globulus € o 6dleo essencial do eucalipto mais comum para uso
medicinal, ja o E. citriodora é um éleo mais comum na perfumaria, sendo o eucalipto
mais cultivado no Brasil. Os 6leos essenciais de eucalipto para fins medicinais que
representam o maior volume de cultivo e producdo, mundialmente, sdo os da
espécie E. globolus (VITTI; BRITO, 2003).

2.3.1. Eucalyptus citriodora
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Segundo Vitti e Brito (2003), € uma arvore de porte médio que apresenta as
cascas rosadas, quando tem origem na regidao Norte e cascas manchadas e copas
mais espalhadas nas plantas que tém origem na regidao Sul. Elas se desenvolvem
em varios tipos de solo e se diferenciam de outras plantas pelo odor de citronelal
caracteristico de suas folhas. E o eucalipto mais produzido no Brasil para obtengéo
de 6leo essencial, com um rendimento que varia de 1 a 1,6%, 0 que significa que a
cada tonelada de biomassa destilada das folhas pode-se extrair de 10 a 16 KG de

6leo.

Possui como componente principal, o citronelal que serve como base para
obtengdo de citronelol, hidroxicitonelal e o mentol, nos casos em que seu 6leo

essencial ndo é comercializado puro.

2.3.2. Eucalyptus globulus

O Eucalyptus globulus possui quatro subespécies das quais € possivel se
obter 6leo essencial, sendo elas E. globulus subespécie bicostata, E. globulus
subespécie globulus, E. globulus subespécie maidenii, E. globulus subespécie

pseudoglobulus.

O E. globulus subespécie bicostata e E. globulus subespécie globulus
possuem uma forma que varia de pequenas arvores em mata aberta a arvores altas
e com tronco denso em florestas mais densas. Ja as subespécies E. globulus
subesp. maidenii e E. globulus subesp. Pseudoglobulus sdo arvores de médio a
grande porte, sendo essa ultima, a unica ainda n&o cultivada em outros paises. O
6leo essencial obtido a partir das folhas dessa espécie possui rendimento que varia
de 1,4 a 5,6 e seu componente principal é o 1,8-cineol (VITTI; BRITO, 2003).

Essa espécie € uma grande fonte de constituintes quimicos, tais quais
flavondides, alcal6ides, tanino e propandides que podem ser obtidos das folhas,
raizes e caule dessa planta que apresentam iniUmeras propriedades farmacologicas
como sua capacidade antiinflamatéria, antibacteriana, antisséptica, antioxidante,
antiaderente, adstringente, antiviral, dentre outras (RAHUL; SHILPA; AMANDEEP,
2020).
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3. ARTIGO

AVALIACAO DO EFEITO ANTIADERENTE DOS OLEOS ESSENCIAIS DE
Eucalyptus globulus E Eucalyptus citriodora CONTRA CEPA DE
Staphylococcus aureus
EVALUATION OF THE NON-ADHERENT EFFECT OF THE ESSENTIAL OILS OF
Eucalyptus globulus AND Eucalyptus citriodora AGAINST THE STRAIN OF

Staphylococcus aureus

EVALUACION DEL EFECTO NO ADHERENTE DE ACEITES ESENCIALES DE
Eucalyptus globulus Y Eucalyptus citriodora CONTRA LA CEPA DE

Staphylococcus aureus

RESUMO

Introducao: O biofilme dental € uma estrutura complexa formada a partir da adesao
de variadas células microbianas a pelicula adquirida sobre a estrutura dentaria. Essas
células se aderem umas as outras enquanto sintetizam uma matriz extracelular, se
tornando uma comunidade altamente organizada, o que dificulta sua remogéao e
promove uma resisténcia aos antimicrobianos. A presenca de Staphylococcus aureus
no biofilme oral pode causar um desequilibrio na microbiota facilitando o inicio de um
processo de doenga. O controle mecéanico desse biofilme através da escovagao e uso
do fio dental é a melhor forma de prevencgao, porém, o controle quimico, com uso de
produtos naturais, a exemplo dos 6leos essenciais, tem ganhado énfase na
Odontologia pelo seu potencial antiaderente e antibacteriano. Objetivo: Dentro desse
contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a capacidade antiaderente do
Eucalyptus globulus e Eucalyptus citriodora contra cepas de Staphylococcus aureus.
Resultados: Foi possivel observar que o 6leo essencial de Eucalyptus globulus inibiu
a formacado do biofilme com uma Concentragdo Inibitéria Minima de Aderéncia
semelhante ao digluconato de clorexidina 0,12%, ambos de 1:8. O 6leo essencial de
Eucalyptus citriodora ndo impediu a aderéncia bacteriana as paredes do tubo em
nenhuma concentracdo avaliada. Conclusao: Pode-se concluir que apenas o éleo
essencial da espécie Eucalyptus globulus possui atividade antiaderente contra
Staphylococcus aureus, podendo ser utilizado como produto alternativo para controle
do biofilme.
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Descritores: Biofilme dentario; Oleos essenciais; Fitoterapia.

ABSTRACT

Introduction: Dental biofilm is a complex structure formed from the adhesion of
various microbial cells to the film acquired on the dental structure. These cells adhere
to each other while synthesizing an extracellular matrix, becoming a highly organized
community, which makes it difficult to remove and promotes resistance to
antimicrobials. The presence of Staphylococcus aureus in the oral biofilm can cause an
disturb in the microbiota, facilitating the beginning of a disease process. The
mechanical control of this biofilm through brushing and flossing is the best form of
prevention, however, chemical control with the use of natural products such as
essential oils, has gained emphasis in Dentistry due to its non-adherent and
antibacterial potential. Objective: In this context, the present study aimed to evaluate
the non-adherent ability of Eucalyptus globulus and Eucalyptus citriodora against
Staphylococcus aureus strains. Results: It was possible to observe that the essential
oil of Eucalyptus globulus inhibited the formation of the biofilm with a Minimum
Adhesive Inhibitory Concentration similar to 0.12% chlorhexidine digluconate, both of
1:8. The essential oil of Eucalyptus citriodora did not prevent bacterial adherence to the
tube walls in any evaluated concentration. Conclusion: It can be concluded that only
the essential oil of the species Eucalyptus globulus has non-adherent activity against
Staphylococcus aureus and can be used as an alternative product to control the
biofilm.

Descriptors: Dental biofilm; Essential oils; Phytotherapy.

RESUMEN

Introduccion: El biofilm dental es una estructura compleja formada por la
adhesion de varias células microbianas a la pelicula adquirida en la estructura dental.
Estas ceélulas se adhieren entre si mientras sintetizan una matriz extracelular,
convirtiéendose en una comunidad altamente organizada, lo que dificulta su eliminacion
y promueve la resistencia a los antimicrobianos. La presencia de Staphylococcus
aureus en el biofilm oral puede provocar un desequilibrio en la microbiota, facilitando el
inicio de un proceso patoldgico. El control mecanico de esta biopelicula mediante el
cepillado y el uso de hilo dental es la mejor forma de prevencién, sin embargo, el

control quimico, con el uso de productos naturales, como los aceites esenciales, ha
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ganado énfasis en Odontologia por su potencial antiadherente y antibacteriano.
Objetivo: En este contexto, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar la
capacidad antiadherente de Eucalyptus globulus'y Eucalyptus citriodora frente a cepas
de Staphylococcus aureus. Resultados: Se pudo observar que el aceite esencial de
Eucalyptus globulus inhibido la formacion del biofilm con una Concentracién Minima
Inhibidora de Adhesivo similar al 0,12% de digluconato de clorhexidina, ambos de 1: 8.
El aceite esencial de Eucalyptus citriodora no evité la adherencia bacteriana a las
paredes del tubo en ninguna concentracién evaluada. Conclusiéon: Se puede concluir
que solo el aceite esencial de la especie Eucalyptus globulus tiene actividad
antiadherente frente a Staphylococcus aureus, pudiendo utilizarse como producto
alternativo para el control del biofilm.

Descriptores: Biopelicula dental; Aceites esenciales, Fitoterapia.

INTRODUGAO

O biofilme é definido como uma comunidade séssil de células microbianas
fortemente aderidas a um substrato ou a uma superficie, composto por uma ou
multiplas espécies, embebidas em uma matriz de polimeros extracelular produzidas
por elas mesmas (BOWEN'et al., 2018). Estes microorganismos se comunicam
através de sinais emitidos a partir das células num mecanismo denominado quorum
sensing (QS) (KAVANAUGH? et al., 2016). Esta organizagdo e composi¢édo do biofilme
oral garantem uma estabilidade fisica que dificulta sua remogdo e promove a
resisténcia aos antimicrobianos (PETERSONS et al., 2015).

O biofilme dental se estabelece primeiramente em areas mais estaveis do
elemento dental onde as bactérias sdo mais protegidas do acesso a remogao
mecanica, tais como as regides interproximais, superficies oclusais e,
supragengivalmente, ao longo da margem gengival (LARSEN; FIEHN* 2017). As
células organizadas em biofilmes possuem uma taxa metabdlica mais eficiente,
exibindo maior resisténcia as fontes de estresse, como mecanismos de defesa do
hospedeiro (BOWEN!' et al., 2018).

Os géneros e espécies predominantes na boca variam muito para cada
individuo, sendo as bactérias do género Staphylococcus, um dos tipos que

comumente podem ser encontrados. Staphylococcus aureus (S. aureus) é uma
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bactéria Gram-positiva, comumente associada a diversas infeccbes sistémicas e
localizadas (WANG?®, 2017), mas também tem demonstrado uma forte relagdo com
infeccdbes em implantes dentarios (BELIBASAKIS® et al., 2014). Estes tém sido
apontados como possiveis reservatorios desses microrganismos que Sao
potencialmente patogénicos para causar infecgoes respiratérias (ODONNELL’ et al.,
2015).

A presenca de S. aureus oral pode desregular a relacao simbibtica benéfica
entre 0 hospedeiro e a comunidade de microorganismos que ocorre num biofilme
associado a saude (SCHNURRS2, 2019). O desequilibrio da homeostasia e das
respostas imune e inflamatéria esta diretamente associado a uma maior diversidade
microbiana no biofilme. Quando isso ocorre, microorganismos que nao compdem a
microbiota oral podem se aproveitar dessa alteragcdo para se integrarem no biofilme.
Neste caso, com o biofilme dental desequilibrado, se inicia e se sustenta um processo
de doencga (SANZ® et al., 2017; SCHNURRS, 2019).

O controle regular do biofilme dentario através da escovacdo e uso do fio
dental (método mecanico) e a complementagdo com compostos quimicos compdem o
principal fator de prevencao e tratamento dessas doengas (SAHNI" et al., 2016). Em
situagdes nas quais a remogao mecanica do biofilme é insatisfatéria, seja por falta de
destreza manual, incapacidade motora ou casos de internagcdo hospitalar, o método
quimico de controle se torna ainda mais necessario (CANTARELLI', 2015).

Dentre os produtos quimicos que podem ser utilizados como adjuvantes no
controle do biofilme oral, estdo os 6leos essenciais que sdo substancias volateis que
apresentam uma composi¢ao lipofilica, obtidos a partir de variados 6rgdos de
plantas (EIl ASBAHANI' et al., 2015). Vérios estudos demonstraram a capacidade
antibacteriana e antiaderente desses produtos naturais (ALBUQUERQUE', 2018). O
eucalipto € uma das principais fontes de extracao dos dleos essenciais cultivadas no
Brasil, dentre as quais se destacam as espécies: Eucalyptus globulus (E. globulus),
Eucalyptus citriodora (E. citriodora) e Eucalyptus staigeriana (E. staigeriana) (VITTI;
BRITO', 2003).

Diante da atividade antimicrobiana e do potencial antiaderente dos O6leos
essenciais extraidos a partir do eucalipto, que podem contribuir na prevencédo da
formacgéao do biofilme dentario, o presente estudo avaliou a capacidade antiaderente do
Eucalyptus globulus e Eucalyptus citriodora contra cepas de Staphylococcus aureus.
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METODOLOGIA

5.1. ENSAIOS IN VITRO

5.1.1. Substancias-teste

Os oleos essenciais de Eucalyptus globulus e Eucalyptus citriodora foram
adquiridos da Industria Quinari® (Pinhais — PR)

5.1.2. Espécie bacteriana e meio de cultura

Foi ultilizada a bactéria de origem clinica Staphylococcus aureus (SA 101). A
cepa foi mantida em meio Agar Mueller Hinton (AMH) a uma temperatura de 4 °C,
sendo utilizada para os ensaios repiques de 24 horas em AMH incubado a 35 °C. No
estudo da atividade antimicrobiana foi utilizado um inéculo bacteriano de
aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL padronizado de acordo com a turbidez do tubo
0,5 da escala de McFarland. (CLEELAND, SQUIRES', 1991; HADACEK, GREGER'®,
2000).

5.1.3. Determinacdo da Concentragéo Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA)

As Concentragdes Inibitérias Minimas de Aderéncia (CIMA) dos 6leos foram
determinadas na presenca de sacarose a 5%, de acordo com Albuquerque et al.,
(2010), usando-se concentragcdes correspondentes ao Oleo puro das espécies E.
globulus e E. citriodora até a diluicao 1:1024. A partir do crescimento bacteriano, a
cepa de Staphylococcus aureus foi cultivada a 37°C em caldo Mueller Hinton (DIFCO,
Michigan, Estados Unidos), depois, foram distribuidos 0,9 mL do subcultivo em tubos
de ensaio e, em seguida, adicionado 0,1 mL da solucao correspondente as diluicoes
dos ébleos essenciais. A incubacgao foi feita a 37°C por 24 horas com tubos inclinados a
30°. A leitura foi realizada através da observagao visual da aderéncia da bactéria as
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paredes do tubo, apds a agitacado do mesmo. O ensaio foi realizado em duplicata. O
mesmo procedimento foi realizado para o controle positivo, o digluconato de
clorexidina a 0,12% (Periogard®, Colgate-Palmolive Company, Nova York, EUA).
Considerou-se a CIMA a menor concentracdo do agente em contato com sacarose
que impediu a aderéncia ao tubo de vidro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos a partir desse estudo revelaram que a menor
concentracao do 6leo essencial do Eucalyptus globulus capaz de impedir a formacao
do biofilme bacteriano pelo Staphylococcus aureus foi de 1:8, o que representa a
eficiéncia desse 6leo contra a aderéncia bacteriana as paredes do tubo, evidenciando
um resultado compativel ao digluconato de clorexidina 0,12%, que também apresentou

uma inibicdo da formacéo do biofilme na concentracdo de 1:8.

Nas Tabelas 1 e 2 estdo representados os resultados das Concentragdes
Inibitérias Minimas de Aderéncia dos 6leos essenciais de Eucalyptus globulus e
Eucalyptus citriodora contra a cepa de Staphylococcus aureus, respectivamente, além
do controle digluconato de clorexidina a 0,12%.

Com os resultados descritos na Tabela 2 foi possivel observar que o 6leo
de Eucalyptus citriodora nao apresentou uma capacidade antiaderente contra a cepa
de Staphylococcus aureus em qualquer concentragdo, o que € notavel pela formagéao
de biofilme nas paredes do tubo.

Tabela 1. Concentragdo Inibitéria Minima de Aderéncia em do Oleo essencial de
Eucalyptus globulus e do digluconato de clorexidina 0,12% contra cepa de
Staphylococcus aureus.

Eucalyptus globulus

Concentracao 1:1 12 14 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128
- - - - + + + +

Digluconato de Clorexidina 0,12%

Concentracao 1:1 122 14 1:8 1:16 132 1:64 1:128
- - - - + + + +

Legenda: ( - ) Sem adeséao a parede do tubo (+) Com adeséo a parede do tubo
Fonte: Proprio autor (2021).
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Tabela 2. Concentragdo Inibitéria Minima de Aderéncia do Oleo essencial de
Eucalyptus citriodora e do digluconato de clorexidina 0,12% contra cepa de
Staphylococcus aureus.

Eucalyptus citriodora

Concentracao 1.1 1.2 14 1.8 1:16 132 1:64 1:128
+ + + + + + + +

Digluconato de Clorexidina 0,12%

Concentracao 1.1 1.2 14 1.8 1:16 132 1:64 1:128
- - - - + + + +

Legenda: ( - ) Sem adeséao a parede do tubo (+) Com adeséao a parede do tubo
Fonte: Proprio autor (2021).

Os efeitos antimicrobianos do Eucalyptus globulus ja foram evidenciados em
alguns estudos como o de Mota'” et al. (2015), que, ao avaliarem in vitro a capacidade
antibacteriana deste 6leo essencial através do teste de difusdo em agar, observaram
que ele apresentou uma inibigcdo superior ao controle clorexidina 0,5% em relagdo ao
microrganismo Staphylococcus aureus. O halo de inibigcdo do éleo essencial chegou a
9 centimetros, enquanto o da clorexidina alcangou apenas 4 centimetros.

Ja Rosa'® et al. (2020) observou em seu estudo comparativo entre o dleo
essencial e o extrato alcoolico do Eucalyptus globulus contra cepa do Staphylococcus
aureus que o extrato revelou uma maior eficiéncia no controle da inibicdo do
crescimento desta bactéria, com um halo de inibicado de 22 milimetros frente aos 15

milimetros do 6leo essencial.

Um estudo realizado por Oliveira' et al. (2006) investigou a interferéncia de
alguns 6leos essenciais, entre eles, o de Eucalyptus citriodora, sobre o efeito de
antibidticos utilizados na clinica. Os resultados demonstraram que o éleo essencial de
E. citriodora apresentou sinergismo com os antibiéticos ampicilina, cloranfenicol e
tetraciclina contra o Staphylococcus epidermidis e com a tetraciclina contra o
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa.Tal estudo demonstra um
moderado potencial antimicrobiano contra diversos patdgenos, porém ao ser testado
quanto a sua capacidade antiaderente contra Staphylococcus aureus nao obteve
resultado positivo em qualquer concentragao.

Em concordancia com o resultado da presente pesquisa, Ramalho? et al.
(2020) ao avaliarem as Concentragdes Inibitérias Minimas de Aderéncia dos 6leos
essenciais de Eucalyptus globulus e Eucalyptus citriodora contra o microorganismo
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Klebsiella pneumoniae concluiram que houve uma inibicdo da adesdo a parede do
tubo na concentracdo de 1:8 do Eucalyptus globulus comparado ao controle
digluconato de clorexidina 0,12% que impediu a aderéncia microbiana na mesma
concentracdo. Assim como o resultado do presente estudo, o 6leo essencial de
Eucalyptus citriodora nao apresentou atividade antiaderente em nenhuma

concentragao.

Um estudo conduzido por Ramalho?' et al. (2020), onde avaliaram a
capacidade antiaderente dos 6leos essenciais de Eucalyptus globulus e Eucalyptus
citriodora contra a cepa de Escherichia coli, corrobora em parte o presente trabalho
por ter como resultado uma Concentracao Inibitéria Minima de Aderéncia de 1:64 para
ambos os 6leos essenciais, significativamente superior ao digluconato de clorexidina
0,12%, que apresentou inibigdo numa concentragdo de 1:8. Demonstrando uma
eficacia destes 6leos contra a capacidade de aderéncia de determinadas cepas
bacterianas e o seu potencial uso como alternativa terapéutica na prevengao da

formacao do biofilme bacteriano.

CONCLUSAO

Pode-se concluir, a partir dos resultados obtidos, que o 6leo essencial de
Eucalyptus globulus possui uma capacidade antiaderente contra Staphylococcus
aureus equivalente ao digluconato de clorexidina 0,12%, o que salienta a possibilidade
de seu uso como método alternativo favorecendo o emprego de produtos naturais, que
tem o potencial de causar menos efeitos citotoxicos, na pratica clinica. E importante,
entretanto, que mais estudos sejam conduzidos com o objetivo expandir o
conhecimento sobre 0 mecanismo de acdo a fim de garantir 0 uso seguro destes

produtos.

No entanto, o Oleo essencial de Eucalyptus citriodora nao apresentou efeito
positivo na inibicdo da aderéncia bacteriana em nenhuma das concentracdes testadas
para Staphylococcus aureus, apesar de revelar potencial antimicrobiano na literatura.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Diante da possibilidade do uso de uma maior variedade de produtos naturais
dentro da Odontologia, da necessidade de compostos que causem menos efeitos
indesejados e do potencial antibacteriano e antiaderente dos éleos essenciais de
Eucalyptus globublus e Eucalyptus citriodora, essa pesquisa se fez relevante por
avaliar a possibilidade de utilizacdo dos 6leos essenciais como método terapéutico

alternativo ao combate a formacao do biofilme.

Contudo, vale ressaltar que é importante que sejam realizados mais estudos
com o objetivo de conhecer e garantir a seguranga dos resultados, mecanismo de
acao e possiveis efeitos adversos destes produtos.
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deverdo estar numeradas v partir da pagina de identificagdo,

S.1.1 Pagina de sdentificagio

A paging de identificagio deverd conter as seguanics mformagdes:
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+titulo em portugnues. espanhiol ¢ inglés, os quars devem ser concisos ¢ refletirém o objetivo do estuda.

* nome por extenso dos autores, com destaque para o sobrenome ¢ ma ordem 4 ser publicado, contemdo
nome do-departamento © da mstituigdo aos quars sio afiliados, comra respectiva sigla da instituigio, CEP
(Codigo de Enderecamento Postal), cidade e pais {Exemplo: Departamento de Materiais Odontologicos ¢
Prétese, Faculdade de Odontologia, UNESP Univ, Estadual Paulista, 14801903 Aragatuba - 5F, Brasily;
* Endereco complete do autor correspondente, a quem todas as comespondéncias devem ser enderegadas,
inchuindo ¢-maoil.

5.1.2 Resumo

Todos o5 tipos de artigos deverdo conter resumo (porfugés, cspanhol © inglés) precedende o texto, com no
miéxinto de 250 palavras. estruturado em seasdes: introducio. objetivo. material e métado. resultados ¢
conclesio, Nenhuma abreviagio ou referéncias deverio estar presentes.

5.1.3 Descritores

Indicar, em nimero de 3 a &, identificando o contetdo do artige, devendo ser mencionadas logo apos.o
RESUMO, Para-a'selegio dos Descritores os autores deverio consuliar a lista de assuntos do “MeSH Data
Base (httpyiwww, nchinlmaih.govimesh)” ¢ as Desoritores em Cigncias da Sabde - DeCS
(hutped/decs.bys.br/). Deve-se unlizar ponto ¢ virgula para separar o deseritores, que devem ter a primeira
letra da primeira palavra em letra maidscuba:

5.1.4 Hustragdes ¢ rabelas

Az iluztragbes (figuras, graficos, desenhos, ctc ), serio consideradas no texto como figuwras, sendo
limitadas a0 minimo indispensdveis ¢ devem ser adiciomadas em arquivos separados. Devem ser
numeradas consecutivamente em algarismos ardbicos segundo a urd_cm em que aparccem no texto. As
figuras deverdo ser anexadas a0 e-mail do aritgo. em cores originais, digitalizadas em formato uf, gif oo
P, com oo minimo de 300dpi de resoluglo, 86 mm (tamanhe da coluna) ou 180 mm (famanho paging
infeira), As legendas comespondentes deverdo ser claras, coneisas ¢ listadas no final do trabalho. As
tabelas deverdio ser logicamente organzadas ¢ nomeradas consecutivamente em algarismos ardbicos, A
legenda deve ser colocada na parie superior das mesmas. As fabelas deverfo ser aberlas nas laterais
(direita ¢ esquerda). As notas de rodapé deverdo ser indicadas por asleriscos o restritas a0 minimo
indispensdvel

5.1.5 Ciragio de autares no texto

A citegdo dos gutores no texto poderd ser feits de duas formas;

5.1.5.1 Somente nimérica:

Exemplo: Radiograficamente & comum observar o padrao de “escada”, caractenizado por uma

PR b e refpréncias devem ser

radiolucidez entre os dpices dos dentes ¢ 3 bordy inferior da mandibula,
citadas 1o pardgrafo de forma sobrescnta ¢ o otdem ascendente.
5.1.5.2 Ou alfanumeérica;

« umyauter: Ginnan® {2006

+ dais autores; Tunga, Bodrmbe'' (2006)

- - - . 4
+irés autores on mas de s awtores: Shipper et al = (2004)
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Exvemplos As weenieas de obluragdo utilzadas nos estudos abordados ndo demonstraram ter bido ipfluéncia
sobre os resullados obtidos, segundo Shipper et al® (2004) ¢ Biggs et al.’ (2006), Shipper e al® (2004),
Tunga, Bodrumbu'' (2006) ¢ Wedding et al."™ (2007),
5.1.6 Referd nchas
Ax Referéncias deverdo obedecer seguir aos requisitos “Uniform requirements for manuscripts submitied
o Bromedical Journals ~ Vancowver”, para o submissio de manuseritos antigos a revistas biomédicas
disponivel em bl www nlmonihgovibed! uniform requicements html, Toda referdneia deverd sor
citada mo texto, Deverdo sor ordenadas pelo sobrenome dos autores ¢ numersdas na mesmi sequéncia em
que aparceem ne exto.
Exemplo - Textal
v de acordo com Verissimo et al,' , Raina et al.’ | Stratton et o, Bodrumiu et al! ¢ Odomni eval’,
vontrariands os resultados apresentidos por Baumgartner ¢t al.” onde .,
Referéncias:
I Verdssimo DM, Do Vale MS, Monmeirs AJ, Comparison of apical leakage between canals filled with
putta-percha/AH plus and the Resilon/Epiphany systém, when submitted to two filling techniques. |
Endod, 2007 33:29] <,
2. Raina R, Loushine RJ, Wellwe RN, Tay FR, Pashjey DHP. Evaluntion of the quality of the apical seal
in Resilon/Epiphany and gunta-perehw AH plise-filled root canals by using a fluid filration approach. J
Endod, 2007,33:944.7,
4. Stratton RK, Apicells MJ, Mines I A flud filiration companson of gutta- percha versus Resilon, o
new soft resin endodontic obturation system. J Endod, 2006,32:642-5,
4. Bodrumlu E, Tunga U, Alsgam T. Influence of immediate and delayed post space preparation on
sealing ability of Resilon, Oral Surg Oral Med Ol Pathol Oral Radiol Endod. 2007;103:61.4,
5. Oddom PG, Mello 1, Coil IM, Amtoniaza JB. Coronal and apical leakage noalysis of two different root
cunal obturstion systems, Brae Oral Res, 2008;22:211-5,
. Banmganner G, Zehider M. Pagué F. Emerococeus faccalis type stram leakage through reot canaly
filled wath guttapercha’ AH ples or Resilon/Epiphany. J Endod. 2007:33:45:-7.
Referéncis o comunicagio pessoal, trabalhos em ondamento ¢ submétidos § publicagio ndo deverio
constar da listagem de referéncias. Quando cesencinis essas citagdes deverio ser registradas no rodapé da
paging do texto onde sdo mencionadas.
Publicagdes com nté seis autores, citam-se todos, separands um do outre com vingula; acima de seis
AULOTES, CIMIT-SE 08 Sels primetrog, sepaands um do outro com virguls, sepado da expressio et al
Exemplo

*  seis autores
Duilira F, Barroso IM, Carraseo LI, Capelli A, Guerisoli M, Pécorn JID.

*  Mais de 6 sutores
Pasqualim I3, Scot N, Mollo L, Berutn E, Angelim E, Miglisretti G5, et al,

Exemplos de referineias
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s Livro
Brunciti RF, Montencgro FLB. Odontogeniatna: noghes de interesse clinico. Sao Paulo: Artes Médicas;
20112,
Gold MR, Siegal JE, Russell LB, Weintein MC, editors. Cost-effectiveness in health and medicine,
Oxford. England: Oxford University Press: 1997 po 214-21.

e Organizagao ou Sociedade como autor de Livro
Amerigan Dental Association, Guide to dental materials and devices, Tth ed, Chicago: American Dental
Assoctation: 1974,

«  Documentos legais
Brasil. Ministério da Sadde. Secretaria Nocional de Vigilineia Sanitinia. Resolugdo n® 79 de 28 de agosto
de 2000, DO 169 de 31082000, p. 1415-537

*  Artigo de periddico
Hetem 8, Scapinelli CA, Efeitos da ciclosfamida sobre o desenvolvimento do germe dental “in vitrg™,
Rev Odontol UNESP. 200332 145-54,
O titulos dos periddicos deveriio ser referidos de forma abreviada, sem negrito, mtilico ou gnfo, de
aconde com o Journals Data Base (PubMed) (hatpsewsw nehinlm.nih.govjournals ). ¢ para os periddicos
nacionais venficar em Portal de Revistas Cientificos em Cigncias da Saidde da Bireme (hutpoporial
revistas by b MNang=p1).
A exatidiio das referéneias constantes da histagem ¢ a correta citagdoe no texie sio de responsabilidade
dofsy sutor(es) do anigoe: Citar apenas as referéneias relevantes ao estudo.
6.1 Procedimentos expenmentas em animais ¢ humanos
Extudo e Humanes: Todos os trabalhos que relatam experimentos com humanes ou que ubilice paries do
corpo ou orgdos humanos {como dentes, sangue, fragmentos de biopsm, saliva, ete.. ) devem segur os
principios Elicos estubelecidos ¢ ter documento que comprove sul aprovacdo por uin Comité de Ttica cm
Pesquisa em seres Humanos (registrado na CONEP) da Instituigao do auter ou da Ingtituigdo onde os
swjcitos da pesquisa foram recrutados, conforme Resoluglo 19696 ¢ suas complementares do Consclho
Nacional de Satde do Ministénie da Sadde.
Exsudo em Animaiy: Em pesquisas envolvendo experimentagdo animal ¢ necessario que o protecolo tenha
gsido aprovado pelo Comné de Pesquisa em Ammais da Instituiagio do autor ou da Institvigdo onde os
dmmmis foram oblidos ¢ realizado o experimento,
Casox clinicas; Deve-se ovitar o uso de iniciais, nome ¢ nomero de registro de pacientes. O uso de
quakguer designagio em tabelas, figuras ou fotogrufias que wdentifique o individuo ndo ¢ permitido, a nao
Ser que o paciente ou responsavel expresse seu conmsentimento por esento (em anexo modeio), O Editor
Cientifico ¢ o Conselhe Edionial se reservam o direite de recusar artiges que ndo demonstrem evidéneia
clara di que exses principios foram segudos ou gue, ao julgamento dos mesmos, os métodos empregados

ndo foram spropriades pard o uso de humanos ou animais nos trabathos submetidos & oste periodico.
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7.Casos Omissos: serio resolvidos pela Equipe Editonial e Ediores Associados.

8 Apresenfagano dos Artigos

Os artigos origias deverdo spresentar:

= Imrodugdn: Explicar precisamente o problema, utilizando literatura pertinente, identificandn algumi
lycuma que justifigque a proposigho do estuda. No final da introdugio deve ser estabelecida o hipdtese a ser
avahada.

= Maternal ¢ método: Deve ser apresentudo com detathes suficsentes parg permitic a confirmagio das
observagdes ¢ possibilitar sua reproducio, Incluir cidade, estado e pais de tedos os: fabricantes depois da
primeira citagio dos produtes, instrumentos, reagentes ou equipamentos, Métodos §8 publicados devem
ser referenciados, exceto s¢ modificagdes tenliam sido feitas, No final do capiulo descrever ox métados
estatisticos utilizados.

+ Resultodo: O resultados devem ser aprosentados scguinde o seqiéncia do Matorial ¢ método, com
tabelas, ilistragies, ete, Nio repetir no texto todos os dados das tabelas e lustragdes; enfatizando somente
a5 observagdes importantes. Utilizar o minimo de tabelas 2 ilustragies possivel,

+ Diseussio: Os resultados devem ser discutidos em relagio 4 hpidtese testada e 4 literatura {concordando
ou discordando de outros estudos, explicando os resultados diferentes). Devem ser destacados od achados
do estudo @ oo repetir dados ou informagtes citadas na introdugdo ou resultados. Relatar as limitaghes do
estudo ¢ sugenr estudos fuluros,

v Conelusio: As conclusdes devem ser coerentes com os objetivoy, extraidas do estudo, ndo repetindo
simplesmente os resultados,

« Agradecimentos: (quando houver) « sgradeca pessoas que tenham contribuido de maneira sigmficativa
para o estudo. Especifique auxilios financeiros citindo o nome da organizagdo de apoio de fomento ¢ o
nomero do processo,

Revisiio de literatura:

Archives of Health Investigntion so sceita revisdo de literaturs sistemition, com ou sem meta-analise no
fornato e estilo Cochrane quando aplicivel. Para maiores informagles consultar www,cochrane.org. As
revisdes de lteratura deveriio contemplar assuntos atusis e de relevincin para a drea. Existemn na lterstura
diversos exemplos deste tipo de revisdo.

5 Relato d lini

» Resumo {poriuguds, espanhol e inglés): Deverd conter um sumdrio do antigo em um (nico parigrafo

» Introdugie: deve conter uma explicagio resumida do problema citando semente referéncins relovantes ¢
a proposigio.

* Deserigdo do caso clinico: Relutar o caso, destacando o problema, os tratamentos. disponiveis ¢ o
tratamento selectomada, Deserever detalhadamente o ratamento, o periodo de scompanhamento ¢ o3
resultados obtidos. O relao deve ser realizado no tervpo passado ¢ em wm Gnico pardgrafo,

* Discussio: Comentar as vantagens ¢ desvantagens do tratamento, cte, Se o texto ficar repetitiva amitir a
discussio.
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10, Descricio de técnicas

* Resumo (poruguds, espanhol ¢ mglés): Devert conter um sumirio do artigo cm um dnico pargfo

+ Introdugdo: Apenas wm resomo da literatura relevanie gue colabore com o padronizagio da téenica ou
privocaln o serem apresentados,

+ Téenica: Deve ser apresentada passo a passo,

+ Discussio! Comentar as vantagens ¢ desvantagens da téenica. Indicar ¢ contra indicar o Wenica
apresentoda, Se o texto ficar repetitivo omatir o discussdo,

+ Abreviaturas, Siglas ¢ Unidades de Medida: para unidades de medida, deverdo ser utilizadas ax unidades
legms do Sistema Internacional de Medidos, Nomes de medicamentos © materiais registrados, bem como
produtos comercias, deverdo aparceer entre parénteses, apos o citagio do materal, ¢ somente uma ver

{na primesra),

Termo de Consentimento

Eu, responsiveis  legais  de

suornzo o publicagdo dos dades e fotografias do tratumento realizado ¢ que fard parte do artigo momisdo

o de auoriade

ni Archives of Health Investigation,

Drakar ¢ assitur

Termo de Consentimento

Eu, _ = - auterizo o publicaglo dos dados ¢ fotografias do
tratamento realizado [ e fard parte o rtigo intituladao
Cde autona de

na Archives of Health Investigation.

Dratar ¢ nssinur
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Carta de Submissao, Responsabilidade e Transferéncia de

Direitos Autorais

Prezado Editor,
Encaminhe o artigo intitulado

de autoria pary anilise

& publicacio na Archives of Health Investigation.

Por meio deste docwmento, transfire para Archives of Health Investigation, os dircitos autorms a ele
referente(s) que tormar-se-30 propricdade exclusiva da mesmia, sendo vedads qualguer reprodugio total oo
purcial. em gualguer outra parte ou melo de divalgagio impressa sem gue a préviz e necessiria
sutonzagao scja solicitada ¢ obtida porescrito jumto 3 Comissio Editorial da Revista,

Certifico qué o manuscrito & um trabalho de pesgquisa original, ¢ o scu conteddo ndo estd sendo
considerado para publicagio em outras revistas, seja no formate impresso ou eletranico, reservandn -se os
direitos sutorgis do mesmo pars a referida revista, A versdo final do rrabalho foi lida ¢ aprovada por todos
os autores. Certificolamos) que participei{amos) suficientemente do trabalho para tornar pablica minha
[nossa) responsabilidade pelo seu contéudo.

Diatar ¢ assinar

Observagdo; Os co-aulores, juntamente com o autor principal, devem assinar a declaragio de
responsabilidade acima, configurando, também, a mesma concordincia dos auttres do xio enviada ¢ de

sud publicagan se scento pela Archives of Health Investigation

Declaracido de Inexisténcia de Conflito de Interesses

Oz autores abaixo assinados do manuscnto imtitulado ... declaram i Revista Archives of Health

Investigation & mexisténcia de conflito de interesses em relagio ao presente amigo.

Cidade, UF, dara.
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