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AVALIACAO DO POTENCIAL FARMACOLOGICO DO OLEO ESSENCIAL
DE Rhaphiodon echinus Ness Mart. Schauer (Lamiaceae)
RESUMO

Os dleos essenciais de plantas, bem como os compostos derivados destes 6leos
como os terpenos, tém atraido cada vez mais interesse por causa das suas
propriedades antioxidantes e antifungicas. Um 6leo essencial pouco estudado € o
extraido da planta Rhaphiodon echinus, uma espécie vegetal brasileira, que pertence
a familia Lamiaceae e conhecida popularmente como “Betonica”. Como obijetivo
principal procurou-se avaliar as atividades farmacolégicas do 6leo essencial de
Rhaphiodon echinus Ness Mart. Schauer (Lamiaceae), bem dos principais
fitoconstituintes deste 6leo. Para a avaliacdo do potencial antioxidante, utilizou-se
tanto técnicas in silico, através do programa PASS online®, andlise farmacoldgica in
silico dos principais fitoconstituintes do 6leo demonstrou uma ampla lista de
atividades, tais como, anti-inflamatéria e antineoplasica, que estdao diretamente
relacionadas com atividade antioxidante, quanto in vitro, por meio de testes com o ion
ferroso (Fe?*). Todos os testes in vitro foram feitos em triplicata. Para analisar a
atividade antifungica do 6leo essencial de Rhaphiodon echinus sobre cepas de
Candida albicans, tropicalis e krusei, por meio da investigagdo da Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) foi utilizada a técnica de microdiluicdo em caldo. Os resultados
dos testes in silico mostraram o potencial antioxidante dos principais compostos
analisados, nos in vitro observou-se uma atividade antioxidante satisfatéria do éleo
essencial contra o ion ferroso. Em relagao a atividade antifungica CIMso%, para Candida
albicans e Candida tropicalis foi de 512 uyg/mL. A CIMso, para Candida krusei foi de
256 pyg/mL. Assim p6de-se concluir que o 6leo essencial de Rhaphiodon echinus Ness
Mart. Schauer é portador de um potencial antioxidante e antifungico, sendo uma
substancia promissora para os tratamentos odontolégicos.

Palavras-chave: Bioquimica, Fitoterapia, Microbiologia, Odontologia.



ABSTRACT
The essential oils of plants, as well as their derivatives, such as terpes, have attracted
more and more interest because of their antioxidant properties. An essential oil rarely
studied and extracted from the Rhaphiodon echinus plant, a Brazilian plant species,
which belongs to the Lamiaceae family and is popularly known as "Betonica". The main
objective was to evaluate the pharmacological activities of the essential oil of
Rhaphiodon echinus Ness Mart. Schauer (Lamiaceae), as well as the main
phytochemicals of this oil. For the evaluation of the antioxidant potential, both in silico
techniques were used, through the online PASS program, pharmacological analysis of
the major phytochemicals of the oil showed a broad list of activities, such as anti-
inflammatory and antineoplastic, which are directly related to antioxidant activity, and
in vitro, by means of tests with the ferrous ion (Fe2 +). All in vitro tests were done in
triplicate. To analyze the antifungal activity of Rhaphiodon echinus essential oil on
strains of Candida albicans, tropicalis and krusei, by means of the investigation of
Minimal Inhibitory Concentration (MIC) using in vitro assays the broth microdilution
technique was used. The results of the in silico tests showed the antioxidant potential
of the main compounds analyzed, in vitro a satisfactory antioxidant activity of the
essential oils against the ferrous ion and CIM50% for Candida albicans and Candida
tropicalis is 512 pg / mL. CIM50% for Candida krusei is 256 pg / mL. Thus it could be
concluded that the essential oil of Rhaphiodon echinus Ness Mart. Schauer is a carrier
of antioxidant and antifungal potential and is a promising substance for dental

treatments.

Keywords: Biochemistry, Phytotherapy, Microbiology, Dentistry.
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1.INTRODUCAO

A oxidagcao € um processo necessario para a manutencao da vida, assim a
existéncia de radicais livres no organismo € um processo natural, no qual estes sao
fundamentais para diversas funcdes como na producao de energia e na regulacéo do
crescimento celular (ATOUI et al., 2005; BARREIROS et al., 2006; SANTOS et al.,
2016).

No entanto, o excesso de oxidacao bioldgica pode causar danos ao organismo
devido a producédo exacerbada de radicais livres. Muitos estudos apresentaram
evidencias de que os radicais livres e outros oxidantes em excesso sao responsaveis
pelo envelhecimento e pelas doencas degenerativas associadas a ele, como as
doencas cardiovasculares e as doencas da cavidade bucal, como a doenca
periodontal e doencas como a mucosite oral (SANTOS et al., 2016; SOUSA et al.,
2007).

Nesse contexto surgem os agentes antioxidantes, como os 6leos essenciais
extraidos de plantas medicinais, que por sua vez tem a capacidade de proteger as
moléculas dos danos causados por estes radicais e servem ainda como agentes
quimioprotetores, inibindo a geracao de radicais livres e tendo um importante papel
na neutralizagdo de danos oxidativos causados por esses radicais (ANTHONY et al.,
2012; HORVATHOVA et al, 2014).

Alguns trabalhos tém demonstrado a associacédo entre antioxidantes e o estado
de saude bucal. De acordo com o estudo feito por Cuba et al., (2015), o estresse
oxidativo é considerado um dos fatores preponderantes para que sejam ativados
eventos responsaveis pela mucosite oral e uma das maneiras de evitar a formacao
exagerada desses radicais pode-se abrir mao da utilizacdo de agentes antioxidantes
como as vitaminas E e C.

Em pacientes com mucosite oral mais severa, dependendo das doses de
radiacdo e da resposta do organismo do paciente, o tecido conjuntivo exposto
predispde posterior colonizagdo por fungos do tipo Céandida albicans, agravando a
sintomatologia, sendo necessaria a intervencéo antifungica (CHIAPPELLI, 2005).

Em relacdo ao tratamento da candidiase oral, grande quantidade de farmacos
obtidos por meio da sintese organica tem sido utilizada no tratamento de infec¢oes
micoticas, como os antissépticos a base de tintura de iodo, violeta de genciana, acido

salicilico e benzoico, derivados sulfamidicos, corantes, quinonas e antifungicos
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poliénicos (nistatina, anfotericina). Além desses, utilizam-se também antifungicos
como os azbis (cetoconazol, econazol, sulconazol, miconazol, clotrimazol e
fluconazol) e anfotericina B. Porém, as infeccbdes fungicas sao de dificil tratamento,
fato relacionado a elevada resisténcia da Candida frente a agéo de alguns antifungicos
convencionais (ARAUJO et al., 2004; VANDEPUTTE et al., 2012).

A crescente resisténcia aos antifungicos, as limitacoes terapéuticas, a
ineficacia, a toxicidade, as interacbes medicamentosas e a biodisponibilidade
insuficiente das drogas antifungicas atualmente disponiveis tornam o tratamento das
micoses humanas muito dificil e estimulam a busca por novas alternativas
terapéuticas entre as plantas aromaticas e seus 6leos essenciais, empiricamente
usados por apresentar propriedades antifingicas (BARBERAN et al., 2008;
CAVALEIRO et al., 2006; SILVA et al., 2009).

Os dleos essenciais sdo compostos por mesclas de substancias volateis
originados do metabolismo secundario das plantas, sdo uma fonte farta de compostos
biologicamente ativos (GONCALVES et al., 2003). Biologicamente, sdo produzidos
como mecanismo de defesa ou para atracao de polinizadores (SIANI et al., 2000). Os
Oleos essenciais tém sido largamente utilizados pelas industrias farmacéuticas,
sanitarias, cosmética, agricolas e de alimentos devido as suas propriedades
medicinais (BAKKALI et al., 2008).

Um exemplo de dleo essencial pouco relatado na literatura cientifica com
relacdo as suas propriedades farmacoldgicas € o 6leo extraido da planta Rhaphiodon
echinus, uma espécie vegetal brasileira, pertecente a familia Lamiaceae e conhecida
popularmente como “Betonica” e “flor-de-urubu”. Na medicina popular, suas folhas sdo
utilizadas para diversos fins terapéuticos como por exemplo: tratamento da tosse,
inflamag&o na cavidade oral e infec¢des no trato genitourinario. (ALBUQUERQUE et
al, 2007; MENEZES et al., 1998).

Desta forma, com base nas informacées sobre o potencial terapéutico dos
6leos essenciais e a importancia do combate da formacao dos radicais livres para a
saude bucal, bem como das infec¢des fungicas, esse trabalho procura avaliar a
possivel atividade antioxidante e antifungica do 6leo essencial de Rhaphiodon echinus

Ness Mart. Schauer (Lamiaceae).
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2. REFERENCIAL TEORICO

A oxidagao € um processo que ocorre naturalmente no organismo, quando as
células utilizam oxigénio para produzir energia. Por meio da respiragao, 2 a 5% de
oxigénio que entram no corpo, acabam reagindo com compostos e produzem
moléculas altamente instaveis, conhecidas por radicais livres (RL). Muitos desses
processos formam RL com efeitos benéficos e importantes nas reagdes bioquimicas
e fisiol6gicas do corpo humano. O problema comeca quando a quantidade de RL esta
muito elevada, excedendo as defesas do organismo, condicdo conhecida por estresse
oxidativo (COSTA et al., 2012; SIZER; WHITNEY, 2003).

A formagéao de RL no organismo € muito simples, pois estes sdo moléculas com
um ou mais elétrons nao pareados. Dessa forma, um elétron sem par € instavel e para
recuperar sua estabilidade, quando encontra um composto estavel, mas vulneravel,
ele acaba roubando um elétron. Com a perda de um elétron, a molécula anteriormente
estavel, torna-se um radical livre e rouba um elétron de outra molécula. A formacgao
dos radicais livres inicia e se espalha rapidamente, em um cenario de reacdes de
oxido-redugao, isto é, ou cedem o elétron solitario, oxidando-se, ou recebem outro,
reduzindo-se (CHOI et al., 2002; DUARTE et al., 2016).

Dentre os radicais livres RL mais comuns, encontram-se as espécies reativas
de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs), que induzem danos oxidativos a varias
biomoléculas presentes nas células humanas, tais como, os lipidios, as proteinas e os
acidos nucléicos (FREITAS et al., 2014).

A liberagdo dos radicais livres reativos a oxigénio em excesso, tem como
consequéncia o estresse oxidativo, que por sua vez pode ser considerado um dos
fatores preponderantes para que sejam ativados eventos responsaveis pelo
desenvolvimento da mucosite oral. Para evitar essa formacédo exagerada de radicais
livres sdo empregados 0s agentes antioxidantes como a vitamina E, vitamina C e
diversos compostos polifendlicos (CUBA et al., 2015).

A produgédo de EROs e ERNs nos seres vivos pode ser controlada por
compostos antioxidantes de origem enddgena e/ou provenientes da dieta alimentar,
como tocoferdis (vitamina E), acido ascoérbico (vitamina C), polifendis, selénio e
carotenoides (SANTOS et al., 2016).

Segundo Sousa et al. (2007) denominam-se antioxidantes as substancias que

presentes em concentracdes baixas, comparadas ao substrato oxidavel, retardam
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significativamente ou inibem a oxidag¢ao do substrato e podem ser de origem sintética
ou natural (ATOUI et al., 2005; BARREIROS et al., 2006).

Os antioxidantes sintéticos sao adquiridos pela suplementacao alimentar e em
adigao a alimentos, pratica comum na industria alimenticia (PITARO et al, 2009). Ja
os antioxidantes naturais, adquiridos na dieta, tém como principal fonte as vitaminas
(A, C e E), compostos fendlicos e carotenoides, contidos principalmente nas frutas e
vegetais (PEREIRA et al., 2009; RATNAM et al., 2006). Desta forma, a busca por
alimentos ou plantas medicinais aromaticas que tenham estas propriedades tem
aumentado significativamente, uma vez que os seus compostos fendlicos podem
promover prote¢gdo ao organismo e frequentemente apresentam atividade
antioxidante.

Os 6leos essenciais podem ser encontrados em todos os 6rgaos, ou seja,
folhas, flores, caules, ramos, sementes, frutos, raizes e cascas. Na natureza estao
relacionados com diversas funcbes necessarias a sobrevivéncia do vegetal,
exercendo papel fundamental na defesa contra micro-organismos. Eles também
podem atrair alguns insetos que favorecam a dispersao do pdlen e sementes, ou
repelir outros indesejaveis (BAKKALI et al., 2008; SANTOS, 2004; SIQUI et al., 2000).

Oleos essenciais, assim como as plantas aromaticas, tém sido utilizados desde
os tempos antigos. Entretanto, foi somente no século XX que os dleos essenciais
comecgaram a ser utilizados no tratamento de doencas (ROMERO; ROMERO, 2014).
Varias atividades biolégicas/farmacoldgicas foram comprovadas para diferentes 6leos
essenciais, tais como anti-inflamatéria, antioxidante e antimicrobiana. A maioria
dessas atividades biologicas/farmacoldgicas sao atribuidas aos terpenoides
constituintes dos 6leos essenciais (BAKKALI et al., 2008; EDRIS, 2006).

Diversos estudos na literatura a respeito de 6leos essenciais demonstram
diversos potenciais de atividades farmacoldgicas, dentre elas a atividade antifungica
€ uma que se destaca e dentre as espécies de plantas que fornecem os 6éleos,
destacam-se Cymbopogon martinii, Ocimum basilicum e Thymus vulgaris apresentam
atividade frente a espécies bacterianas e fungicas, incluindo a C. albicans (Duarte et
al., 2005; Almeida et al., 2010; Cavalcanti et al., 2011). Também foi relatada acéo
antifungica em espécies como Cynnamomum zeylanicum, Eucaliptus citriodora e

Eugenia uniflora (Araujo et al., 2004).
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A microbiota residente da boca é bastante diversificada, com mais de 700
espécies de micro-organismos identificadas, das quais muitas ainda nao foram
formalmente descritas. Nessa vasta e complexa ecologia microbiana da cavidade
bucal humana, encontram-se, pelo menos, vinte géneros e, aproximadamente,
noventa espécies de leveduras isoladas e classificadas; dentre estas, oito espécies
do género Candida foram consideradas patogénicas oportunistas causadoras de
candidiase oral: Candida albicans, Candida guilliermondii, Candida kefyr, Candida
krusei, Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida viswanathii e Candida
glabrata (MCLNTYRE, 2001; YUHONG et al., 2015).

Candida tropicalis € uma das cepas mais frequentemente encontradas em
hospitais brasileiros, sendo a segunda mais comumente encontradas de maneira
geral. Sendo uma infecgdo mais recorrente em pacientes adultos, idosos e com
sistema imunolégico debilitado (NUCCI; COLOMBO,2007).

Com o inicio da utilizacdo dos azéis, que possuem uma baixa incidéncia de
efeitos colaterais e uma boa biodisponibilidade oral, deu-se inicio a uma nova fase
no tratamento de infecgdes fungicas. Porém com o decorrer de um certo tempo de
uso notou-se que os tratamentos utilizando azois estavam fracassando. Estudos
indicaram que esse fracasso € proveniente a resisténcia que as cepas de candida
adquiriram aos medicamentos antifungicos (NUCCI; COLOMBO,2002). Tornando-
se assim necessaria a busca de novas alternativas terapéuticas, como a busca de
compostos vegetais com propriedades antifungicas.

Uma importante familia do reino vegetal é a Lamiaceae, que compreende cerca
de 7000 espécies de plantas, que na sua maioria sdo produtoras de déleos essenciais
(FALCAO et al., 2003). Dentre estas espécies desta familia pode-se destacar a
Raphiodon echinus, que é comum no leste do Brasil e tipica da "caatinga" (vegetacao
semi-arida). E uma erva com folhas aromaticas com flores roxas brilhantes,
encontrada nos estados da Bahia, Pernambuco, Paraiba, Cearda, e Minas Gerais
(SOUZA; RODRIGUES, 2012).

Em um estudo fitoquimico, Menezes e Kaplan (2006) identificaram a presenca
de triterpenos pentaciclicos acidos presentes no 6leo essencial de Raphiodon
echinus, tais como o acido betulinico, acido oleandlico, acido usdlico, acido

mircomérico e acido siaresindlico.
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A infusdo das folhas de Raphiodon echinus é utilizada na medicina popular
brasileira para o tratamento de inflamacéao, tosses e doencas infecciosas. Estudos
laboratoriais tém mostrado que produtos vegetais de Raphiodon echinus ja
apresentaram efeitos antibacterianos (SOUZA; RODRIGUES, 2012), anti-
inflamatérios e analgésicos (ALBUQUERQUE et al., 2007). Na literatura cientifica
encontra-se também o trabalho de Duarte et al. (2016) que avaliou o efeito
antioxidante dos extratos etandlicos e aquoso desta planta, no entanto, poucos
estudos farmacolégicos foram realizados com o 6leo essencial extraido das folhas de
Raphiodon echinus. Tornando-se assim justificavel a pesquisa sobre o potencial

antioxidante e antifungico do 6leo essencial de Raphiodon echinus.
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RESUMO
Os oleos essenciais de plantas, bem como os compostos derivados destes éleos

como os terpenos, tém atraido cada vez mais interesse por causa das suas

22



propriedades antioxidantes. Um 6leo essencial pouco estudado € o extraido da planta
Rhaphiodon echinus, uma espécie vegetal brasileira, que pertence a familia Lamiaceae
e conhecida popularmente como “Betonica”. Como objetivo principal procurou-se avaliar
a atividade antioxidante do éleo essencial de Rhaphiodon echinus Ness Mart. Schauer
(Lamiaceae), bem como dos principais fitoconstituintes deste 6leo. Para isso, utilizou-
se tanto técnicas in silico, através do programa PASS online® quanto in vitro, por meio
de testes com o ion ferroso (Fe?*). Todos os testes in vitro foram feitos em triplicata. Os
resultados dos testes in vitro mostraram uma atividade antioxidante satisfatéria do 6leo
essencial contra o ion ferroso. Além disso, a analise farmacologica in silico dos
principais fitoconstituintes do 6leo demonstrou uma ampla lista de atividades, tais como,
anti-inflamatéria e antineoplésica, que estao diretamente relacionadas com atividade
antioxidante. Assim pode-se concluir que o 6leo essencial de Rhaphiodon echinus Ness
Mart. Schauer é portador de um potencial antioxidante. Sendo um promissor produto
para o uso na odontologia.

Palavras-chave: fitoterapia, farmacologia, odontologia.

RESUMEN

Los aceites esenciales de plantas, asi como los compuestos derivados de estos aceites
como los terpenos, han atraido cada vez mas interés debido a sus propiedades
antioxidantes. Un aceite esencial poco estudiado es el extraido de la planta Rhaphiodon
echinus, una especie vegetal brasilefia, que pertenece a la familia Lamiaceae y conocida
popularmente como "Betonica". Como objetivo principal se buscé evaluar la actividad
antioxidante del aceite esencial de Rhaphiodon echinus Ness Mart. Schauer
(Lamiaceae), bien de los principales fitoconstituyentes de este aceite. Para ello, se
utilizaron tanto técnicas in silico, a través del programa PASS online®, como in vitro, por
medio de pruebas con el ion ferroso (Fe2 +). Todas las pruebas in vitro se realizaron en

triplicada. Los resultados de las pruebas in vitro mostraron una actividad antioxidante
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satisfactoria del aceite esencial contra el ion ferroso. Ademas, el andlisis farmacoldgico
in silico de los principales fitoconstituyentes del aceite demostr6 una amplia lista de
actividades, tales como, anti-inflamatoria y antineoplasica, que estan directamente
relacionadas con la actividad antioxidante. Asi se pudo concluir que el aceite esencial
de Rhaphiodon echinus Ness Mart. Schauer es portador de un potencial antioxidante.
Siendo un prometedor producto para el uso en la odontologia.

Palabras clave: fitoterapia, farmacologia, odontologia.

ABSTRACT

The essential oils of plants, as well as their derivatives, such as terpes, have attracted
more and more interest because of their antioxidant properties. An essential oil rarely
studied and extracted from the Rhaphiodon echinus plant, a Brazilian plant species,
which belongs to the Lamiaceae family and is popularly known as "Betonica". The main
objective was to evaluate an antioxidant activity of the essential oil of Rhaphiodon
echinus Ness Mart. Schauer (Lamiaceae), well from leading manufacturers. For this, use
both silicon techniques, through the PASS online® program, and in vitro, by means of
tests with the ferrous ion (Fe2 +). All in vitro tests were done in triplicate. The in vitro test
results showed a satisfactory antioxidant activity of the essential oil against the ferrous
ion. In addition, a pharmacological analysis in silicon of the main products prevent a wide
variety of activities, such as anti-inflammatory and antineoplastic, which are related to
antioxidant activity. Thus it can be concluded that the essential oil of Rhaphiodon echinus
Ness Mart. Schauer carries a potential antioxidant. Being a promising product for use in

dentistry.

Keywords: phytotherapy, pharmacology, dentistry.
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INTRODUGAO

A oxidacdo é um processo necessario para a manutencdo da vida, assim a
existéncia de radicais livres no organismo € um processo natural, no qual estes séo
fundamentais para diversas funcées como na producédo de energia e na regulacao do
crescimento celular 23

No entanto, o excesso de oxidacao biolégica pode causar danos ao organismo
devido a producdo exacerbada de radicais livres. Muitos estudos apresentaram
evidencias de que os radicais livres e outros oxidantes em excesso s@o responsaveis
pelo envelhecimento e pelas doengas degenerativas associadas a ele, como as doengas
cardiovasculares e as doencas da cavidade bucal, como a doenga periodontal e
doengas como a mucosite oral 3*.

Nesse contexto surgem os agentes antioxidantes, que por sua vez tem a
capacidade de proteger as moléculas dos danos causados por estes radicais e servem
ainda como agentes quimioprotetores, inibindo a geragao de radicais livres e tendo um
importante papel na neutralizagdo de danos oxidativos causados por esses radicais®.

Alguns trabalhos tém demonstrado a associagéo entre antioxidantes e estado de
saude bucal. De acordo com o estudo feito por Cuba® o estresse oxidativo é considerado
um dos fatores preponderantes para que sejam ativados eventos responsaveis pela
mucosite oral e uma das maneiras de evitar a formagdo exagerada desses radicais
pode-se abrir mao da utilizagéo de agentes antioxidantes como as vitaminas E e C.

Recentemente, os 6leos essenciais de plantas medicinais tém atraido cada vez
mais interesse por causa das suas propriedades antioxidantes, e consequentemente
tém sido extensivamente estudados principalmente em sistemas in vitro’.

Os Oleos essenciais sdo compostos por mesclas de substancias volateis
originados do metabolismo secundario das plantas, sdo uma fonte farta de compostos
biologicamente ativos®. Biologicamente, sdo produzidos como mecanismo de defesa ou

para atragéo de polinizadores.®Os 6leos essenciais tém sido largamente utilizados pelas
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industrias farmacéuticas, sanitarias, cosmética, agricolas e de alimentos devido as suas
propriedades medicinais™®.

Um exemplo de 6leo essencial pouco relatado na literatura cientifica com relacéao
as suas propriedades farmacolégicas € o 6leo extraido da planta Rhaphiodon echinus,
uma espécie vegetal brasileira, pertencente a familia Lamiaceae e conhecida
popularmente como “Betonica” e “flor-de-urubu”. Na medicina popular, suas folhas sao
utilizadas para diversos fins terapéuticos como por exemplo: tratamento da tosse,
inflamacéo na cavidade oral e infecgdes no trato genitourinario’'-12,

Desta forma, com base nas informacdes sobre o potencial terapéutico dos 6leos
essenciais e a importancia do combate da formagéao dos radicais livres para a saude
bucal, esse trabalho procura avaliar a possivel atividade antioxidante do éleo essencial
de Rhaphiodon echinus Ness Mart. Schauer (Lamiaceae).

MATERIAL E METODOS
ENSAIOS IN VITROE IN SILICO
Substéncia-teste

Para os ensaios foi utilizado o 6leo essencial extraido das folhas de Raphiodon
echinus, que foi cedido pela equipe da Prof2. Dr2. Gabriela Lemos de Azevedo Maia, da
Universidade Federal do Vale do Sao Francisco (UNIVASF). Esta equipe realizou a
analise em Cromatografia gasosa acoplada a espectometria de massa (CG/SM) do dleo,
que demonstrou como principais componentes fitoquimcos: o espatulenol (30,27 %), o
aromadendreno(8,3 %), o cadin-4-en-10-ol (7,77 %) e o 3-bourboneno (7,25%).
Reagentes

Os reagentes que foram utilizados nos experimentos laboratoriais foram:
Ferrozina (4cido 3-(2-piridil)-5,6-bis (4-fenilsulfénico)-1,2,4-triazina) e o cloreto ferroso

(FeCls) todos foram adquiridos da industria Sigma-Aldrich (Brasil).

Determinacao da atividade antioxidante do 6leo essencial de Raphiodon echinus

sobre o ion ferroso (Fe?*)



A técnica que foi utilizada foi descrita por EleKarakaya, para verificar o efeito
quelante do ion ferroso pelo éleo essencial, diferentes concentracbes do produto
natural, 50, 100, 200, 400 e 800 e1000 pg/mL, foram misturadas com 50 pL de FeCl (2
mM) e 200 pL de ferrozina (5mM). Depois esta mistura foi incubada durante 10 minutos
a temperatura ambiente e a absorbancia sera entdo medida a 512nm. O controle
negativo foi feito com a utilizacdo de FeCl,, ferrozina e veiculo. A porcentagem de
inibicdo foi determinada a partir da seguinte férmula: % inibicdo = 100 x (controle —
experimental) / Controle™S.

Estudo das propriedades antioxidantes in silico dos principais fitoconstituintes
do d6leo essencial de Raphiodon echinus

Para a andlise in silico dos principais fitoconstituintes do éleo essencial foi utilizado
0 programa computacional gratuito PASS online. A previsdo do espectro de atividade
para substancias (PASS) online é um software gratuito que objetiva avaliar o potencial
biolégico e farmacolégico de uma molécula organica quando em contato com o
organismo humano. Por meio deste, é possivel ter previsdes simultaneas de multiplos
tipos de atividades biolégicas com base na estrutura dos compostos organicos, além de
permitir estimar o potencial de atividade de uma substancia, podendo esta ser
classificada como indices Pa (probabilidade " de ser ativo") e Pi (probabilidade "de ser
inativo"), podendo ser acessado pelo

endereco:http://www.pharmaexpert.ru/passonline/'*.

Analise estatistica

Todas as analises e testes foram realizados em triplicata, onde os dados foram
tratados por regressao linear simples através do método one-way ANOVA, com pos
teste Bonferroni. Os valores foram considerados estatisticamente significativos quando
apresentarem p<0,05. A analise estatistica foi feita utilizado o software

GraphPadPrism5.0°.
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RESULTADO
Ao analisar os dados obtidos pela técnica in vitro pode-se perceber que o 6leo
essencial Rhaphiodon echinus Ness Mart. Schauer (Lamiaceae), apresenta um efeito

antioxidante satisfatério contra o ion ferroso (Gréfico 1).
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Grafico 1:Porcentagem de inibi¢cdo do ion ferroso pelo éleo essencial de
Rhaphiodon echinus Ness Mart. Schauer (Lamiaceae).*p< 0,05 concentracdes
do dleo essencial versus controle negativo. ¢

Apos a andlise in vitro do Oleo, realizou-se andlise in silico dos componentes
majoritarios desse produto natural. Com relagao ao espectro de atividades dos principais
constituintes fitoquimicos do Rhaphiodon echinus, que sédo: o espatulenol, o
aromadendreno, o cadin-4-en-10-ol e o [(-bourboneno, por meio da utilizacdo do

programa PASS Online®, puderam ser observados diversos efeitos farmacolégicos
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relacionados ao potencial antioxidante, estes dados foram agrupados em tabela com
seus respectivos “Pa” — probabilidade de ser ativo, e “Pi” — probabilidade de ser inativo

(Tabelas 1,2,3 e 4).

TABELA 1: Atividades farmacoldgicas teéricas do espatulenol de interesse, de
acordo com o programa PASS Online®.

Pa Pi Atividade
0,521 0,051 Antiinflamatério
0,753 0,018 Antineoplasico
0,224 0,174 Antitrombatico
0,268 0,233 Citoprotetor
0,414 0,029 Hepatoprotetor

FONTE: SILVA, 2019

TABELA 2: Atividades farmacolégicas tedricas do aromadendreno de interesse,
de acordo com o programa PASS Online®.

Pa Pi Atividade
0,318 0,145 Antiinflamatério
0,826 0,009 Antineoplasico
0,313 0,093 Antitrombdtico
0,312 0,172 Citoprotetor
0,274 0,070 Hepatoprotetor

FONTE: SILVA, 2019

TABELA 3: Atividades farmacolégicas teédricas do cadin-4-en-10-ol de interesse,
de acordo com o programa PASS Online®.

Pa Pi Atividade
0,566 0,039 Antiinflamatério
0,739 0,020 Antineopléasico
0,363 0,069 Antitrombdtico
0,340 0,141 Citoprotetor
0,399 0,032 Hepatoprotetor

FONTE: SILVA, 2019
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TABELA 4: Atividades farmacoldgicas tedricas do B-bourboneno de interesse, de
acordo com o programa PASS Online®.

Pa Pi Atividade
0,660 0,021 Antiinflamatério
0,930 0,005 Antineopléasico
0,329 0,085 Antitrombdético
0,559 0,045 Citoprotetor
0,445 0,025 Hepatoprotetor

FONTE: SILVA, 2019

DISCUSSAO

O consumo de antioxidantes naturais, como os compostos fendlicos presentes
na maioria das plantas que inibem a formacao de radicais livres, também chamados de
substancias reativas, tem sido associado a uma menor incidéncia de doencas
relacionadas com o estresse oxidativo'®.

Os condimentos, por exemplo, da familia Lamiaceae tém sido extensivamente
estudados devido ao carater antioxidante de seus compostos fendlicos, porém apenas
o alecrim tem sido mais amplamente utilizado em produtos alimenticios. Mariutti e
Bragagnolo em sua revisdo sobre os principais antioxidantes naturais da familia
Laminaceae abordam os compostos responsaveis pela atividade antioxidante e suas
aplicagoes em produtos'®.

Varios 6leos essenciais da familia Laminaceae, a mesma do Rhaphiodon
echinus, apresentam relatos de atividade antioxidante na literatura, dentre eles estao:
Melissa officinalis L."”, Mentha aquatica L., Mentha longifélia'®, Mentha piperita L.'°,
Rosmarinus officinalisL.?°, Salvia runcinata®', Satureja spicigera, Satureja cuneifdlia®,
Satureja hortensis L.23, Thymus caespititius Brot., Thymus camphoratus®, Thymus
pectinatus Fisch?®, Thymusvulgaris L.%°, Zataria multiflota Boiss®®. Além disso, os dados
desta pesquisa corroboram com os resultados obtidos Duarte et al. (2018) /.

Os resultados apresentados vao ao encontro a muitos estudos na literatura, os

quais demonstram que diversos monoterpenos apresentam atividade anti-inflamatéria,
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atividade antineoplasica, que estao relacionados com acao antioxidante, entre algumas

outras atividades?%°.

CONCLUSAO

Em vista dos resultados obtidos, pdde-se observar que o 6leo essencial
apresentou atividade antioxidante in vitro, bem como, seus compostos majoritarios
apresentaram um variado espectro de atividades farmacologicas in silico, em especial,
o efeito anti-inflamatério e antineopléasica.
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RESUMO

A cavidade oral humana possui cerca de vinte géneros e, aproximadamente, noventa espécies de leveduras
isoladas e classificadas; dentre estas, oito espécies do género Candida foram consideradas patogénicas
oportunistas causadoras de candidiase oral. A crescente resisténcia aos antifingicos, as limitacdes
terapéuticas, a ineficécia, a toxicidade, as intera¢des medicamentosas e a biodisponibilidade insuficiente
das drogas antifiingicas atualmente disponiveis tornam o tratamento das micoses humanas muito dificil e
estimulam a busca por novas alternativas terapéuticas entre as plantas aromadticas e seus 6leos essenciais,
empiricamente usados por apresentar propriedades antifingicas. Um exemplo de 6leo essencial pouco
relatado na literatura cientifica com relacdo as suas propriedades farmacolégicas € o 6leo oriundo da planta
Rhaphiodon echinus. Na medicina popular, suas folhas sdo utilizadas para diversos fins terapéuticos, dentre
eles o tratamento de infec¢des no trato genito-urindrio. Desta forma, o presente trabalho objetivou analisar
a atividade antifiingica do dleo essencial de Rhaphiodon echinus sobre cepas de Candida albicans,
tropicalis e krusei, obtendo a Concentragao Inibitéria Minima (CIM) por meio de ensaios in vitro utilizando
a técnica de microdilui¢do em caldo. A CIMsog para Candida albicans e Candida tropicalis é de 512 pg/mL.
A CIMso4 para Candida krusei € de 256 pg/mL. Conclui-se que o dleo essencial de Rhaphiodon echinus é
eficaz contra as cepas de C. albicans C. krusei e C. tropicalis, sendo assim, mais estudos sdo necessarios
para desvendar o mecanismo de acdo da atividade antifingica deste produto natural.

Palavras-chave: Plantas medicinais, Microbiologia, Candidiase oral.

ABSTRACT

The human oral cavity has about twenty genera and approximately ninety species of yeasts isolated and
classified; Among these, eight species of the genus Candida were considered opportunistic pathogens
causing oral candidiasis. Increasing resistance to antifungal agents, therapeutic limitations, inefficiency,
toxicity, drug interactions and the insufficient bioavailability of antifungal drugs, currently available, make
difficult the treatment of human fungal infections and these stimulate the search for new therapeutic
alternatives between the aromatic plants and their essential oils, empirically used for their antifungal
properties. An example of essential oil, little reported in the scientific literature due to its pharmacological
properties, It’s the oil from the Rhaphiodon echinus plant. In folk medicine, its leaves are used for various
therapeutic purposes, among them the treatment of infections in the genitourinary tract. Thus, the present
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work aimed to analyze the antifungal activity of Rhaphiodon echinus essential oil on strains of Candida
albicans, C.tropicalis, and C. krusei strains, obtaining the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) by
means of in vitro assays using broth microdilution technique. The CIM-50% for Candida albicans and
Candida tropicalis is 512 pg/ mL. CIM-50% for Candida krusei is 256 pg / mL. It follows that the essential
oil Rhaphiodon echinus is effective against the strains of C. albicans, C. krusei and C. tropicalis, thus, more
studies are needed to uncover the mechanism of action of the antifungal activity of this natural product.

Keywords: Medicinal Plants, Microbiology, Oral Candidiasis.

INTRODUCAO

A microbiota residente da boca é bastante diversificada, com mais de 700 espécies de micro-
organismos identificadas, das quais muitas ainda ndo foram formalmente descritas. Nessa vasta e complexa
ecologia microbiana da cavidade bucal humana, encontram-se, pelo menos, vinte géneros e,
aproximadamente, noventa espécies de leveduras isoladas e classificadas; dentre estas, oito espécies do
género Candida foram consideradas patogénicas oportunistas causadoras de candidiase oral: Candida
albicans, Candida guilliermondii, Candida kefyr, Candida krusei, Candida tropicalis, Candida
parapsilosis, Candida viswanathii e Candida glabrata ',

Em relac@o ao tratamento da candidiase oral, grande quantidade de fArmacos obtidos por meio da
sintese organica tem sido utilizada no tratamento de infec¢des micdticas, como os antissépticos a base de
tintura de iodo, violeta de genciana, dcido salicilico e benzoico, derivados sulfamidicos, corantes, quinonas
e antifingicos poliénicos (nistatina, anfotericina). Além desses, utilizam-se também antiftingicos como os
azdis (cetoconazol, econazol, sulconazol, miconazol, clotrimazol e fluconazol) e anfotericina B. Porém, as
infeccdes flingicas sdo de dificil tratamento, fato relacionado a elevada resisténcia da Candida frente a ag¢do
de alguns antifingicos convencionais®*.

A crescente resisténcia aos antifiingicos, as limitagdes terapéuticas, a ineficécia, a toxicidade, as
interagdes medicamentosas e a biodisponibilidade insuficiente das drogas antiftingicas atualmente
disponiveis tornam o tratamento das micoses humanas muito dificil e estimulam a busca por novas
alternativas terapéuticas entre as plantas aromadticas e seus 6leos essenciais, empiricamente usados por
apresentar propriedades antifingicas>®’.

Plantas medicinais e aromadticas sdo amplamente empregadas na medicina popular e t€m sido
extensivamente estudadas a fim de encontrar compostos mais eficazes e menos téxicos. Constituem uma
importante fonte de novos compostos biologicamente ativos®*!? , contendo uma série de substancias que
podem ser usadas para o tratamento de diferentes doencas infecciosas!!.

Os dleos essenciais, misturas de compostos volateis originados do metabolismo secundario das
plantas, sdo uma rica fonte de compostos biologicamente ativos'? . Sdo conhecidos desde a antiguidade por
possuir propriedades antibacterianas e antifingicas®'>',

Um exemplo de 6leo essencial pouco relatado na literatura cientifica com relacdo as suas
propriedades farmacolégicas é o dleo oriundo da planta Rhaphiodon echinus, uma espécie vegetal
brasileira, pertecente a familia Lamiaceae e conhecida popularmente como “Betonica” e “flor-de-urubu”.
Na medicina popular, suas folhas s@o utilizadas para diversos fins terapéuticos como por exemplo:
tratamento da tosse, inflamagfio na cavidade oral e infec¢des no trato genitourindrio'™'®,

Desta forma, com base nas informagdes sobre o potencial terapéutico dos déleos essenciais e a
importincia do combate as infeccdes flingicas para a saide bucal, esse trabalho objetivou avaliar a atividade
antifingica do dleo essencial de Rhaphiodon echinus Ness Mart. Schauer (Lamiaceae) sobre cepas de
Candida albicans, tropicalis e krusei.

MATERIAL E METODOS
1.1ENSAIOS IN VITRO
1.1.1Substincia-teste

Para os ensaios foi utilizado o dleo essencial extraido das folhas de Raphiodon echinus, que foi
cedido pela equipe da Prof’. Dr*. Gabriela Lemos de Azevedo Maia, da Universidade Federal do Vale do
Sao Francisco (UNIVASF). Este dleo foi analisado em Cromatografia gasosa acoplada a espectometria de
massa (CG/SM), que demonstrou como principais componentes fitoquimcos: o espatulenol (30,27 %), o
aromadendreno (8,3 %), o cadin-4-en-10-0l (7,77 %) e o B-bourboneno (7,25%).

O dleo foi conservado em frasco de vidro &mbar e mantido sob refrigeragdo. As emulsdes do 6leo
essencial nas diferentes concentra¢des foram preparadas no momento de execugio dos ensaios. Em um tubo
de ensaio esterilizado, foi adicionado 60.000 pg do 6leo essencial, 0,15 mL de dimetilsulféxido (DMSO),
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0,06 mL de Tween 80 (INLAB/Indstria Brasileira) e quantidade suficiente para 3 mL de dgua destilada
estéril. A mistura foi agitada por 5 minutos em aparelho Vortex (Fanem), obtendo uma emulsio com
concentragao de 20.000 pg/mL do 6leo essencial, 5% de DMSO e 2% de Tween 80. E através de diluigdes
em agua destilada ou no préprio meio de cultura foram obtidas as concentragdes desejadas do 6leo essencial.

1.1.2Espécies Fungicas

Foram utilizadas quatro cepas de Cdndida albicans (ATCC 76645, LM 106, LM 108 e LM 111),
quatro cepas de Candida tropicalis (ATCC 13803, LM 14, LM 31 e LM 36) e quatro cepas de Cdndida
krusei (LM 08, LM 13, LM 656, LM 978), previamente isoladas, identificadas e gentilmente cedidas pelo
Laboratério de Micologia do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Centro de Ciéncias da Satide,
Universidade Federal da Paraiba, sob a dire¢ao da Prof®. Dr® Edeltrudes de Oliveira Lima.

Todas as cepas foram mantidas em dgar Sabouraud dextrose (ASD) a uma temperatura de 4°C,
sendo utilizados para os ensaios repiques de 24 horas em ASD incubados a 35 °C. No estudo da atividade
antimicrobiana foi utilizado um inéculo fiingico de aproximadamente 1 - 5 x 10® UFC/mL padronizado de
acordo com a turbidez do tubo 0,5 da escala de McFarland'”!8.

1.1.3Meios de cultura

Foram utilizados os meios dgar Sabouraud dextrose - ASD (Difco Lab., USA) para manuten¢ao
dos micro-organismos; e caldo Sabouraud dextrose - CSD (Difco Lab., USA) para os ensaios in vitro;
preparados conforme as instru¢des do fabricante.

1.1.4Farmaco antifiingico

Foi utilizado como antiftingico padrio (controle positivo), a nistatina em p6 (Pharma Nostra, Rio
de Janeiro). As solucdes foram preparadas no momento de execugdo dos testes, para alcance das
concentracdes desejadas.

1.1.5Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A Concentragdo inibitéria minima do 6leo essencial de Raphiodon echinus foi determinada pela
técnica de microdiluigdo em caldo'”'®, Foram utilizadas placas de 96 orificios estéreis e com tampa. Em
cada orificio da placa, foram adicionado 100 pL do meio liquido caldo Sabouraud dextrose duplamente
concentrado. Em seguida, 100 pL da emulsdo do 6leo essencial na concentragéo inicial de 2048 pg/mL
(também duplamente concentrado), foram dispensados nas cavidades da primeira linha da placa. E por meio
de uma dilui¢do seriada em razdo de dois, foram obtidas as concentra¢des de 1024, 512, 256, 128, 64, 32,
16, 8 e 4 pg/mL, de modo que na primeira linha da placa encontra-se a maior concentracdo e na ultima, a
menor concentragio. Por fim, foi adicionado 10 uL do inéculo de aproximadamente 1-5 x 10® UFC/mL das
espécies flingicas nas cavidades, onde cada coluna da placa refere-se a uma cepa fingica, especificamente.

Paralelamente, foi realizado um controle positivo com o antifiingico nistatina. Um controle de
micro-organismo foi realizado colocando-se nas cavidades 100 pL. do mesmo CSD duplamente
concentrado, 100 pL de adgua destilada estéril e 10 pL. do indculo de cada espécie. Para verificar a auséncia
de interferéncia nos resultados pelos solventes utilizados na preparacdo da emulsdo, no caso o DMSO
(dimetilsulféxido) e o Tween 80, foi feito um controle no qual foram colocados nas cavidades 100 pL do
caldo duplamente concentrado, 50 uL de DMSO (5%), 50 uL. de Tween 80 (2%) e 10uL da suspensdo
fungica. Um controle de esterilidade do meio também foi realizado, onde foi colocado 200 puL. do CSD em
um orificio sem a suspensdo dos fungos.

As placas foram assepticamente fechadas e incubadas a 35°C por 24 - 48 hs para ser realizada a
leitura. A CIM para o 6leo essencial e antifingico € definida como a menor concentragido capaz de inibir
visualmente o crescimento fiingico verificado nos orificios quando comparado com o crescimento controle.
Os experimentos foram realizados em duplicata.

RESULTADOS

A Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) € referida como a menor concentracio de uma substéncia teste
capaz de inibir o crescimento microbiano de maneira visivel. Os dados obtidos estdo presentes nas tabelas
5,6 €7 abaixo. A CIMsos € dita como a menor concentracdo capaz de inibir 50% das cepas durante o
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experimento; seguindo a premissa, observa-se que a CIMsoq para Candida albicans e Candida tropicalis é
de 512 pg/mL. A CIMsyg para Candida krusei é de 256 pg/mL.

Tabela 5. Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) em pg/mL do 6leo essencial de Rhaphiodon echinus

contra cepas de Candida albicans.

Rhaphiodon echinus

CEPA FUNGICA CIM
ATCC 76645 1024 pg/mL
LM 106 512 pg/mL
LM 108 512 pg/mL
LM 111 512 pg/mL

Tabela 6. Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) em pg/mL do 6leo essencial de Rhaphiodon echinus

contra cepas de Candida tropicalis.

Rhaphiodon echinus
CEPA FUNGICA CIM
ATCC 13803 512 pg/mL
LM 14 512 pg/mL
LM 31 512 pg/mL
LM 36 1024 pg/mL

Tabela 7. Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) em pg/mL do dleo essencial de Rhaphiodon echinus

contra cepas de Candida krusei.

Rhaphiodon echinus
CEPA FUNGICA CIM
LM 08 512 pg/mL
LM 13 1024 pg/mL
LM 656 256 pg/mL
LM 978 256 ug/mL
DISCUSSOES

Segundo Sartoratto (2004)'°, o potencial antiftingico € dito forte quando a CIM atinge valores entre
0,05 — 0,5 mg/mL, € considerado moderado entre 0,6 — 1,5 mg/mL e considerado fraco quando os valores
da CIM ultrapassarem 1,5 mg/mL. O dleo essencial de Rhaphiodon echinus demonstrou forte atividade
antifingica sobre as cepas de Candida albicans, tropicalis e krusei, visto que obteve CIMsg entre 0,05 —
0,5 mg/mL.

Lund e colaboradores(2012)?° testou a capacidade antiftingica do extrato hidroalcélico de Mentha
arvensis, pertencente a familia Lamiaceae, contra cepas de Candida albicans realizando trés ensaios com
métodos diferentes (métodos de difusdo em dgar, macro e microdiluicdo em caldo). O autor em questdo
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concluiu que o extrato de Mentha arvensis foi capaz de inibir o crescimento das cepas fingicas de Candida
albicans.

Estudos de Lima e colaboradoes(2006)?! revelaram susceptibilidade de cepas de Candida krusei e
Candida tropicalis para o 6leo essencial de outra espécie vegetal pertencente a familia Lamiaceae, a
Peumus boldus. Entretanto, neste mesmo estudo pode-se observar que apenas uma cepa de C.krusei foi
inibida quando sob a acdo do 6leo essencial de Rosmarinus officinalis, outra planta da familia Lamiaceae?!.

Valentini e colaboradores(2010)?? e Montanari e colaboradores(2010)>* demonstraram que o éleo
essencial de Siparuna guianensis Aublet apresenta em sua composi¢do espatulenol e aromadendreno,
componentes observados no 6leo essencial de Rhaphiodon echinus, e Arruda e colaboradores(2014)*
evidenciou propriedades antifiingicas por parte deste 6leo essencial de Siparuna guianensis Aublet. Em
todos os casos acima citados, os 6leos essenciais das outras plantas apresentam similaridades com o dleo
da Rhaphiodon echinus, como a composicdo do 6leo e o parentesco das espécies, e, além disso,
propriedades antiftingicas.

Duarte e colaboradores(2017)~ também evidenciaram o potencial antifiingico do 6leo essencial de
Rhaphiodon echinus em seus estudos, corroborando assim com os resultados encontrados nessa pesquisa.

)25

CONCLUSAO
Conclui-se que o dleo essencial de Rhaphiodon echinus € eficaz contra as cepas de C. albicans C.
krusei e C. tropicalis, sendo assim, mais estudos sao necessdrios para desvendar o mecanismo de acdo da
atividade antifiingica deste produto natural.
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4.CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos durante os testes, péde-se observar que
o O6leo essencial apresentou atividade antioxidante in vitro, bem como, seus
compostos majoritdrios apresentaram um variado espectro de atividades
farmacolégicas in silico, em especial, o efeito anti-inflamatério e antineoplasica.

E que o 6leo essencial de Rhaphiodon echinus é eficaz contra as cepas de C.
albicans C. krusei e C. tropicalis, sendo assim, mais estudos sdo necessarios para
desvendar o mecanismo de acao da atividade antifungica deste produto natural.
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ANEXO 1

Instrucées aos Autores

3.3 Nos casos de inadequacdo das linguas portuguesa, espanhola ou inglesa, uma revisao técnica por um
especialista serd solicitada aos autores.

3.4 A Equipe Editorial e os Editores Associados decidirdo sobre a aceitacio do trabalho, podendo,
inclusive, devolvé-lo aos autores com sugestdes para que sejam feitas as modificagdes necessarias no
texto e/ou ilustragdes. Neste caso, € solicitado ao(s) autor(es) o envio da versdo revisada contendo as
devidas alteracdes ou justificativas. Esta nova versao do trabalho serd reavaliada pelo Corpo de Editores.
3.5 Nos casos em que o artigo for rejeitado por um dos dois revisores, a Equipe Editorial e os Editores
Associados decidirdo sobre o envio do mesmo para a anélise de um terceiro revisor.

3.6 Nos casos de divida sobre a andlise estatistica esta serd avaliada pela estaticista consultora da revista.
3.7 Apés aprovacio quanto ao mérito cientifico, os artigos serdo submetidos a andlise final somente da
lingua portuguesa (revisdo técnica) por um profissional da 4rea.

4 Correcao das Provas dos Artigos

4.1 A prova dos artigos serd enviada ao autor correspondente por meio de e-mail com um link para baixar
o artigo diagramado em PDF para aprovacdo final.

4.2 O(s) autor(es) dispde de um prazo de 72 horas para correcdo e devolugdo do original devidamente
revisado, se necessario.

4.3 Se ndo houver retorno da prova em 72 horas, o Corpo de Editores considerard como final a versao
sem alteracdes, e ndo serdo permitidas maiores modificagdes. Apenas pequenas modificacdes, como
correcoes de ortografia e verificacdo das ilustracdes serdo aceitas. Modificagdes extensas implicardo na
reapreciagdo pelos revisores e atraso na publicacdo do artigo.

4.4 A inclusdo de novos autores ndo é permitida nessa fase do processo de publicacdo.

5 Submissao dos Artigos

Os artigos deverdo ser submetidos on line (www.archhealthinvestigation.com.br ). Todos os textos
deverdo vir acompanhados obrigatoriamente da “Carta de Submissdo”, do “Certificado do Comité de
Etica em Pesquisa da Instituicio” (quando cabivel), bem como da “Declaragio de Responsabilidade”, da
“Transferéncia de Direitos Autorais” e “Declaracdo de Conflito de Interesse” (documento explicitando
presenca ou ndo de conflito de interesse que possa interferir na imparcialidade do trabalho cientifico)
assinado(s) pelo(s) autor(es). O manuscrito devera ser enviado em dois arquivos Word, onde um deles
deve conter o titulo do trabalho e respectivos autores; o outro devera conter o titulo (portugués, espanhol
e inglés), resumo (portugués, espanhol e inglés) e o texto do trabalho (artigo completo sem a identificacio
dos autores).

5.1 Preparacdo do Artigo

O texto, incluindo resumo, tabelas, figuras e referéncias, devera estar digitado no formato “Word for
Windows”, fonte “Arial”, tamanho 11, espago duplo, margens laterais de 3 cm, superior e inferior com
2,5 cm e conter um total de 20 laudas, incluindo as figuras, tabelas e referéncias. Todas as paginas
deverdo estar numeradas a partir da pagina de identificagao.

5.1.1 Pagina de identificacio

A pégina de identificac@o deverd conter as seguintes informacdes:

« titulo em portugués, espanhol e inglé€s, os quais devem ser concisos e refletirem o objetivo do estudo.

* nome por extenso dos autores, com destaque para o sobrenome e na ordem a ser publicado, contendo
nome do departamento e da institui¢@o aos quais sdo afiliados, com a respectiva sigla da instituicdo, CEP
(Cédigo de Enderecamento Postal), cidade e pais (Exemplo: Departamento de Materiais Odontolégicos e
Prétese, Faculdade de Odontologia, UNESP Univ. Estadual Paulista, 14801-903 Aragatuba - SP, Brasil);
* Enderego completo do autor correspondente, a quem todas as correspondéncias devem ser enderecadas,
incluindo e-mail.

5.1.2 Resumo

Todos os tipos de artigos deverdo conter resumo (portugés, espanhol e inglés) precedendo o texto, com no
maximo de 250 palavras, estruturado em sessoes: introdugao, objetivo, material e método, resultados e
conclusdo. Nenhuma abreviagio ou referéncias deverdo estar presentes.

5.1.3 Descritores

Indicar, em nimero de 3 a 6, identificando o contetdo do artigo, devendo ser mencionadas logo apds o
RESUMO. Para a sele¢do dos Descritores os autores deverao consultar a lista de assuntos do “MeSH Data



Base (http://www. ncbi.nlm.nih.gov/mesh)” e os Descritores em Ciéncias da Saude — DeCS
(http://decs.bvs.br/). Deve-se utilizar ponto e virgula para separar os descritores, que devem ter a primeira
letra da primeira palavra em letra maiudscula.

5.1.4 Tlustragdes e tabelas

As ilustragoes (figuras, graficos, desenhos, etc.), serdo consideradas no texto como figuras, sendo
limitadas ao minimo indispensdveis e devem ser adicionadas em arquivos separados. Devem ser
numeradas consecutivamente em algarismos ardbicos segundo a ordem em que aparecem no texto. As
figuras deverdo ser anexadas ao e-mail do artigo, em cores originais, digitalizadas em formato tif, gif ou
jpg, com no minimo de 300dpi de resolu¢do, 86 mm (tamanho da coluna) ou 180 mm (tamanho pégina
inteira). As legendas correspondentes deverao ser claras, concisas e listadas no final do trabalho. As
tabelas deverdo ser logicamente organizadas e numeradas consecutivamente em algarismos ardbicos. A
legenda deve ser colocada na parte superior das mesmas. As tabelas deverdo ser abertas nas laterais
(direita e esquerda). As notas de rodapé deverdo ser indicadas por asteriscos e restritas a0 minimo
indispensdvel

5.1.5 Citacdo de autores no texto

A citagdo dos autores no texto poderd ser feita de duas formas:

5.1.5.1 Somente numérica:

Exemplo: Radiograficamente é comum observar o padrao de “escada”, caracterizado por uma
radiolucidez entre os dpices dos dentes e a borda inferior da mandibula.s,10,11,13. As referéncias devem ser
citadas no pardgrafo de forma sobrescrita e em ordem ascendente.

5.1.5.2 Ou alfanumérica:

* um autor: Ginnana4 (2006)

* dois autores: Tunga, Bodrumlui3 (2006)

* trés autores ou mais de trés autores: Shipper et al.2 (2004)

Exemplo: As técnicas de obturacao utilizadas nos estudos abordados nao demonstraram ter tido influéncia
sobre os resultados obtidos, segundo Shipper et al.2 (2004) e Biggs et al.s (2006). Shipper et al.2 (2004),
Tunga, Bodrumlui3 (2006) e Wedding et al.18 (2007),

5.1.6 Referéncias

As Referéncias deverdo obedecer seguir aos requisitos “Uniform requirements for manuscripts submitted
to Biomedical Journals — Vancouver”, para a submissdo de manuscritos artigos a revistas biomédicas
disponivel em: http://www.nlm.nih.gov/bsd/ uniform_requirements.html. Toda referéncia devera ser
citada no texto. Deverdo ser ordenadas pelo sobrenome dos autores e numeradas na mesma sequéncia em
que aparecem no texto.

Exemplo - Texto:

... de acordo com Verissimo et al.1, Raina et al.2, Stratton et al.3, Bodrumlu et al.4e Odonni et al.s,
contrariando os resultados apresentados por Baumgartner et al.s onde ...

Referéncias:

1. Verissimo DM, Do Vale MS, Monteiro AJ. Comparison of apical leakage between canals filled with
gutta-percha/AH plus and the Resilon/Epiphany system, when submitted to two filling techniques. J
Endod. 2007;33:291-4.

2. Raina R, Loushine RJ, Wellwe RN, Tay FR, Pashjey DHP. Evaluation of the quality of the apical seal
in Resilon/Epiphany and gutta-percha/AH plus—filled root canals by using a fluid filtration approach. J
Endod. 2007;33:944-7.

3. Stratton RK, Apicella MJ, Mines P. A fluid filtration comparison of gutta- percha versus Resilon, a
new soft resin endodontic obturation system. J Endod. 2006;32:642-5.

4. Bodrumlu E, Tunga U, Alagam T. Influence of immediate and delayed post space preparation on
sealing ability of Resilon. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod. 2007;103:61-4.

5. Oddoni PG, Mello I, Coil JM, Antoniazzi JB. Coronal and apical leakage analysis of two different root
canal obturation systems. Braz Oral Res. 2008;22:211-5.

6. Baumgartner G, Zehnder M, Paque F. Enterococcus faecalis type strain leakage through root canals
filled with guttapercha/ AH plus or Resilon/Epiphany. J Endod. 2007;33:45-7.

Referéncia a comunicacgio pessoal, trabalhos em andamento e submetidos a publicagdo ndo deverdo
constar da listagem de referéncias. Quando essenciais essas citagcdes deverdo ser registradas no rodapé da
pagina do texto onde sdo mencionadas.

Publicacdes com até seis autores, citam-se todos, separando um do outro com virgula; acima de seis
autores, citam-se os seis primeiros, separando um do outro com virgula, seguido da expressao et al.
Exemplo

e seis autores:

Dultra F, Barroso JM, Carrasco LD, Capelli A, Guerisoli M, Pécora JD.

e Mais de 6 autores
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Pasqualini D, Scotti N, Mollo L, Berutti E, Angelini E, Migliaretti G, et al.

Exemplos de referéncias

e Livro

Brunetti RF, Montenegro FLB. Odontogeriatria: no¢des de interesse clinico. Sdo Paulo: Artes Médicas;
2002.

Gold MR, Siegal JE, Russell LB, Weintein MC, editors. Cost-effectiveness in health and medicine.

Oxford, England: Oxford University Press; 1997. p. 214-21.

¢ Organizacdo ou Sociedade como autor de livro

American Dental Association. Guide to dental materials and devices. 7th ed. Chicago: American Dental
Association; 1974.

e Documentos legais

Brasil. Ministério da Satde. Secretaria Nacional de Vigilancia Sanitdria. Resolugdo n° 79 de 28 de agosto
de 2000. DO 169 de 31/08/2000. p. 1415-537.

e Artigo de periddico

Hetem S, Scapinelli CJA. Efeitos da ciclosfamida sobre o desenvolvimento do germe dental “in vitro”.
Rev Odontol UNESP. 2003;32:145-54.

Os titulos dos periddicos deverao ser referidos de forma abreviada, sem negrito, itdlico ou grifo, de
acordo com o Journals Data Base (PubMed) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/journals), e para os periédicos
nacionais verificar em Portal de Revistas Cientificas em Ciéncias da Saide da Bireme (http://portal.
revistas.bvs.br/?lang=pt).

A exatiddo das referéncias constantes da listagem e a correta citagcio no texto sdo de responsabilidade
do(s) autor(es) do artigo. Citar apenas as referéncias relevantes ao estudo.

6 Principios Eticos e Registro de Ensaios Clinicos

6.1 Procedimentos experimentais em animais e humanos

Estudo em Humanos: Todos os trabalhos que relatam experimentos com humanos ou que utilize partes do
corpo ou 6rgaos humanos (como dentes, sangue, fragmentos de bidpsia, saliva, etc...) devem seguir os
principios éticos estabelecidos e ter documento que comprove sua aprovagio por um Comité de Etica em
Pesquisa em seres Humanos (registrado na CONEP) da Institui¢do do autor ou da Institui¢dao onde os
sujeitos da pesquisa foram recrutados, conforme Resolu¢do 196/96 e suas complementares do Conselho
Nacional de Satde do Ministério da Satde.

Estudo em Animais: Em pesquisas envolvendo experimentacdo animal € necessario que o protocolo tenha
sido aprovado pelo Comité de Pesquisa em Animais da Instituicao do autor ou da Instituicdo onde os
animais foram obtidos e realizado o experimento.

Casos clinicos: Deve-se evitar o uso de iniciais, nome e nimero de registro de pacientes. O uso de
qualquer designagdo em tabelas, figuras ou fotografias que identifique o individuo néo é permitido, a ndo
ser que o paciente ou responsavel expresse seu consentimento por escrito (em anexo modelo). O Editor
Cientifico e o Conselho Editorial se reservam o direito de recusar artigos que ndo demonstrem evidéncia
clara de que esses principios foram seguidos ou que, ao julgamento dos mesmos, os métodos empregados
ndo foram apropriados para o uso de humanos ou animais nos trabalhos submetidos a este periddico.
7.Casos Omissos: serio resolvidos pela Equipe Editorial e Editores Associados.

8 Apresentacao dos Artigos

Os artigos originais deverao apresentar:

* Introdug@o: Explicar precisamente o problema, utilizando literatura pertinente, identificando alguma
lacuna que justifique a proposi¢@o do estudo. No final da introdu¢@o deve ser estabelecida a hipdtese a ser
avaliada.

» Material e método: Deve ser apresentado com detalhes suficientes para permitir a confirmagdo das
observacdes e possibilitar sua reprodugdo. Incluir cidade, estado e pais de todos os fabricantes depois da
primeira citacdo dos produtos, instrumentos, reagentes ou equipamentos. Métodos ja publicados devem
ser referenciados, exceto se modificagdes tenham sido feitas. No final do capitulo descrever os métodos
estatisticos utilizados.

* Resultado: Os resultados devem ser apresentados seguindo a seqiiéncia do Material e método, com
tabelas, ilustragdes, etc. Nao repetir no texto todos os dados das tabelas e ilustracdes, enfatizando somente
as observagdes importantes. Utilizar o minimo de tabelas e ilustrag¢des possivel.

* Discussdo: Os resultados devem ser discutidos em relagdo a hipotese testada e a literatura (concordando
ou discordando de outros estudos, explicando os resultados diferentes). Devem ser destacados os achados
do estudo e ndo repetir dados ou informacdes citadas na introducio ou resultados. Relatar as limitagdes do
estudo e sugerir estudos futuros.

* Conclusdo: As conclusdes devem ser coerentes com os objetivos, extraidas do estudo, ndo repetindo
simplesmente os resultados.

» Agradecimentos: (quando houver) - agradeca pessoas que tenham contribuido de maneira significativa
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para o estudo. Especifique auxilios financeiros citando o nome da organizacgéo de apoio de fomento e o
numero do processo.

Revisdo de literatura:

Archives of Health Investigation s6 aceita revisdo de literatura sistematica, com ou sem meta-analise no
formato e estilo Cochrane quando aplicdvel. Para maiores informacdes consultar www.cochrane.org. As
revisoes de literatura deverao contemplar assuntos atuais e de relevincia para a 4rea. Existem na literatura
diversos exemplos deste tipo de revisao.

9. Relato de casos clinicos

* Resumo (portugués, espanhol e inglés): Devera conter um sumario do artigo em um tnico paragrafo

* Introdugdo: deve conter uma explicacido resumida do problema citando somente referéncias relevantes e
a proposicao.

* Descrigdo do caso clinico: Relatar o caso, destacando o problema, os tratamentos disponiveis e o
tratamento selecionado. Descrever detalhadamente o tratamento, o periodo de acompanhamento e o0s
resultados obtidos. O relato deve ser realizado no tempo passado e em um tnico parédgrafo.

* Discuss@o: Comentar as vantagens e desvantagens do tratamento, etc. Se o texto ficar repetitivo omitir a
discussdo.

10. Descricao de técnicas

* Resumo (portugués, espanhol e inglés): Devera conter um sumario do artigo em um tnico paragrafo

* Introdug@o: Apenas um resumo da literatura relevante que colabore com a padronizacdo da técnica ou
protocolo a serem apresentados.

* Técnica: Deve ser apresentada passo a passo.

* Discuss@o: Comentar as vantagens e desvantagens da técnica. Indicar e contra indicar a técnica
apresentada. Se o texto ficar repetitivo omitir a discussio.

* Abreviaturas, Siglas e Unidades de Medida: para unidades de medida, deverio ser utilizadas as unidades
legais do Sistema Internacional de Medidas. Nomes de medicamentos e materiais registrados, bem como
produtos comerciais, deverdo aparecer entre parénteses, apos a citagdo do material, e somente uma vez
(na primeira).

Termo de Consentimento

Eu, responsdveis legais de
autorizo a publicacdo dos dados e fotografias do tratamento realizado e que fard parte do artigo intitulado

de autoria de
na Archives of Health Investigation.
Datar e assinar
/ /

Termo de Consentimento

Eu, autorizo a publicac@o dos dados e fotografias do
tratamento realizado e que fard parte do artigo intitulado

de autoria de
na Archives of Health Investigation.

Datar e assinar
/ /

Carta de Submissao, Responsabilidade e Transferéncia de

Direitos Autorais
Prezado Editor,
Encaminho o artigo intitulado

de autoria para andlise
e publicacdo na Archives of Health Investigation.

Por meio deste documento, transfiro para Archives of Health Investigation, os direitos autorais a ele
referente(s) que tornar-se-ao propriedade exclusiva da mesma, sendo vedada qualquer reproducao total ou
parcial, em qualquer outra parte ou meio de divulgacdo impressa, sem que a prévia e necessaria
autorizagdo seja solicitada e obtida por escrito junto a Comissao Editorial da Revista.

Certifico que o manuscrito é um trabalho de pesquisa original, e o seu contetido ndo estd sendo
considerado para publicacio em outras revistas, seja no formato impresso ou eletronico, reservando-se os
direitos autorais do mesmo para a referida revista. A versdo final do trabalho foi lida e aprovada por todos
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os autores. Certifico(amos) que participei(amos) suficientemente do trabalho para tornar publica minha
(nossa) responsabilidade pelo seu contetido.
Datar e assinar

/ /
Observacgdo: Os co-autores, juntamente com o autor principal, devem assinar a declaracio de
responsabilidade acima, configurando, também, a mesma concordancia dos autores do texto enviado e de
sua publicacgdo se aceito pela Archives of Health Investigation

Declaracao de Inexisténcia de Conflito de Interesses

Os autores abaixo assinados do manuscrito intitulado “............ ” declaram a Revista Archives of Health
Investigation a inexisténcia de conflito de interesses em relagido ao presente artigo.

Cidade, UF, data.
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ANEXO 2

INSIRA O TITULO EM PORTUGUES
DO ESTUDO ORIGINAL

INSERT TITLE IN ENGLISH

NOME E SOBRENOME DO AUTOR', NOME E SOBRENOME DO AUTOR', NOME E
SOBRENOME DO AUTOR', NOME E SOBRENOME DO AUTOR', NOME E
SOBRENOME DO AUTOR?

1. Académico do curso de graduagao do curso X da Universidade Y; 2. Professor Doutor, Disciplina X do curso X da Universidade Y.

* Insira 0 enderego do autor de correspondéncia com Rua/ Av. niimero, bairro, cidade, Estado, Brasil. CEP: 00000-000. email@mail.com.br
Preferencialmente, o orientador do estudo devera ser designado para os didlogos com o Corpo Editorial do periédico BJSCR, fornecendo preferencialmente seus contatos profissionais

Recebido em xx/xx/201x. Aceito para publicagdo em xx/xx/201x

RESUMO

0 resumo do manuscrito, em negrito, deve ter no maximo 200 palavras. O resumo deve ressaltar o fator motivador para a redagao do
trabalho, sendo composto por frases simplificadas (concisas), afirmativas, sem apresentagao de itens enumerados com topicos. Devera
ser redigido em paragrafo unico. Simbolos que ndo sejam comumente utilizados, formulas, equagoes, diagramas, entre outros, devem
ser evitados.

PALAVRAS-CHAVE: registre de 3 a 5 palavras-chave, separadas por ponto e virgula (;).
ABSTRACT

O abstract, sem negrito, deve ser a tradugdo do resumo; assim, para evitar o retrabalho, faga o abstract apenas apds ter finalizado o
resumo.

KEYWORDS: as keywords, separadas por ponto e virgula (;) devem ser as palavras-chave traduzidas para o inglés.

1. INTRODUGAO

Neste item, deve ser abordado o referencial tedrico pesquisado para a elaboracio do artigo.

Se necessario, o texto podera ser subdividido por subtitulo(s) sugestivo(s), grafados com alinhamento a esquerda e em
negrito e fonte Arial. A introducdo devera ser finalizada com a hipdtese e o(s) objetivo(s) do estudo realizado, sem a
necessidade de evidencia-los em subtitulos.

Abaixo segue um modelo de paragrafo para que fique representado o modo de citacdo no padrdo Vancouver, utilizado
pelo periodico BISCR.

Dotter & Judkins (1964)!, descreveram pela primeira vez um procedimento de angioplastia com o uso de cateter de dilatag&o na
circulagdo periférica, antevendo sua aplicabilidade na circulagdo coronaria.

Segundo a Organizagdo Mundial da Satude (WHO, 2010)2, as doengas cardiovasculares sdo a principal causa de morte no
mundo, além de contribuir significantemente com altas taxas de morbidade e elevados custos governamentais com saude, nos dias
de hojes.

Apesar de suas limitacdes, € preciso considerar que os stents coronarianos promoveram o maior avanco da cardiologia
intervencionista desde a criagdo da angioplastia coronariana por Andreas Griintzig em 1979*, uma vez que propiciaram
uma diminuigdo significativa de reestenose quando comparados com qualquer outra técnica de intervencao coronariana
percutinea®”.

Akira et al. (1995)° compararam a reestenose ap6s o implante de stents em lesdes >20 mm, encontrando indices de
24 a 39%, independentes do tipo de stent.

2. MATERIAL E METODOS
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Os autores devem detalhar os recursos materiais e metodolégicos utilizados para realizacdo do trabalho.
Abreviaturas: para unidades de medida, utilize somente as unidades do Sistema Internacional de Unidades (SI). Utilize
apenas abreviaturas e simbolos ja padronizados, evitando inclui-las no titulo do manuscrito e no resumo. O termo
completo deve preceder a abreviatura quando ela for empregada pela primeira vez, salvo no caso de unidades comuns de
medida.

3. RESULTADOS

Neste item os autores devem registrar seus dados numeéricos. Figuras e Tabelas (se houver) deverao ser inseridas pelos
autores no corpo do texto em local onde sua visualizacdo facilite a compreensdo do estudo apresentado.

- Se houver Figuras, recomenda-se que sejam coloridas, com numeragao ardbica progressiva. O titulo da figura devera
aparecer abaixo desta, seguido pela sua respectiva legenda, em fonte de tamanho 8. As figuras devem possuir resolugéo
suficiente para visualizagdo se a pagina for ampliada pelo leitor e estar no formato .JPG.

Nao serdo aceitas imagens fora de foco;

- Se apresentar Tabelas, o titulo desta devera ser inserido sobre (acima) da Tabela, com numerag¢ao ardbica progressiva,
indicando, logo abaixo, a fonte da pesquisa (se houver), ou algum item de observacdo relevante para interpretacdo de seu
conteudo.

Os resultados apresentados em Tabelas ndo devem ser repetidos em graficos, e vice-versa; No texto, a referéncia as
Tabelas ou Figuras deverdo ser feitas por algarismos ardabicos. Note que ndo deverd ser feita insercao dos elementos
denominando-o0s como: esquema, diagrama, gréfico etc. Os elementos graficos do artigo necessariamente deverio ser
chamados de Figura ou de Tabela.

4. DISCUSSAO

Ap0s a apresentacao dos resultados, os autores deverao comentar sobre seus achados experimentais, contextualizando-
0os com os registros prévios na literatura cientifica especializada. Note que o item discussdo ndo deve conter
reapresentacdo de resultados, mas tdo somente os comentarios ou correlagdes entre os dados apresentados, e/ou entre os
dados do estudo com a literatura especializada.

5. CONCLUSAO

O(s) autor(es) devera(ao) responder de modo afirmativo ou negativo sobre a hipdtese que motivou a realizacdo do
estudo, por meio do alcance dos objetivos propostos. No ultimo paragrafo, o(s) autor(es) poderd(do) expressar sua
contribui¢ao reflexiva (de cunho pessoal), e/ou versar sobre as perspectivas acerca do estudo realizado. Este item nédo
deve conter referéncias, pois deve expressar a opinido dos autores, com a devida fundamentacio cientifica.

6. AGRADECIMENTOS ou FINACIAMENTO

O(s) autor(es) deve(m) indicar a(s) fonte(s) de financiamento da pesquisa (agéncias de fomento, empresas, etc.),
agradecer a instituicGes ou pessoas que viabilizaram o estudo, sem necessariamente apresentarem-se como autores.

7. REFERENCIAS

Os titulos de periédicos devem ser abreviados de acordo com o Index Medicus (List of Journals Indexed in Index Medicus, disponivel
em http://www.nlm.nih.gov). Utilize fonte Times New Roman de tamanho 9. Listar todos os autores quando até trés; quando forem
quatro ou mais, listar os trés primeiros, seguidos de et al. (em itdlico). As referéncias sdo de responsabilidade dos autores e devem
estar de acordo com o0s originais.
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