@\

UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARAIBA
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA

PRISCILLA GUIMARAES SILVA

INIBICAO IN VITRO DE BIOFILME MULTIESPECIE DA CAVIDADE ORAL
COM O OLEO ESSENCIAL DE Syzygium aromaticum

CAMPINA GRANDE
2019



PRISCILLA GUIMARAES SILVA

Linha de pesquisa: Estudo das terapias complementares em odontologia

INIBICAO IN VITRO DE BIOFILME MULTIESPECIE DA CAVIDADE ORAL
COM O OLEO ESSENCIAL DE Syzygium aromaticum

Dissertacdo  apresentada  ao
programa de POs-Graduacdo em
Odontologia da Universidade
Estadual da Paraiba como parte
dos requisitos para obtencdo do

titulo de Mestre em Odontologia.

Orientadora: Prof? Dr? Edja Maria Melo de Brito Costa

CAMPINA GRANDE

2019



E expressamente proibido a comercializacdo deste documento, tanto na forma impressa como eletrénica.
Sua reproducéo total ou parcial € permitida exclusivamente para fins académicos e cientificos, desde que na

reproducéo figure a identificacédo do autor, titulo, instituicdo e ano do trabalho.

S586i  Silva, Priscilla Guimarées.
Inibicédo in vitro de biofilme multiespécie da cavidade oral

com o dleo essencial de Syzygium aromaticum [manuscrito] /
Priscilla Guimarées Silva. - 2019.

60 p. :il. colorido.

Digitado.

Dissertacdo (Mestrado em Qdontologia) - Universidade
Estadual da Paraiba, Centro de Ciéncias Biolégicas e da

Saude , 2019.
"Orientacéo : Profa. Dra. Edja Maria Melo de Brito Costa ,
BS

Departamento de Odontologia - CCBS ™"
1. Microbiota oral. 2. Biofilmes. 3. Cravo-da-india. 4.

Atividade antimicrobiana. |. Titulo
21.ed. CDD 6176

Elaborada por Giulianne M. Pereira - CRB - 15/714 BC/UEPB




PRISCILLA GUIMARAES SILVA

INIBIQAO IN VITRO DE BIOFILME MULTIESPECIE DA CAVIDADE ORAL
COM O OLEO ESSENCIAL DE Syzygium aromaticum

Dissertacdo apresentada ao programa
de Pdés-Graduacdo em Odontologia da
Universidade Estadual da Paraiba como
parte dos requisitos para obtencdo do

titulo de Mestre em Odontologia.

APROVADA EM: 03/06/2019

BANCA EXAMINADORA

Auddbi—

—

Prof. Dr. Aﬁéé Luis Souza dos Santos/ UFRJ
(Examinador externo)

Aygimhwca}vwvgnqml

—F

Prof2. Dra. Jozinete Vieira Pereira / UEPB
(Examinador interno)

m@, ¥‘\ ‘\'\;_L', \;k 5 b &‘\j\\.‘
]
Prof® Dr2 Edja Maria Melo de Brito Costa / UEPB
(Membro titular / Orientadora)




A minha familia, em especial
meus pais Vanizia e Amarildo,

pelo apoio incondicional.

A minha orientadora, Edja Costa,
pela confianca e por sempre

encorajar meu crescimento.

A vocés dedico este trabalho.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por ter me guiado e protegido durante toda minha vida, pois sempre
confiei meus passos a sua vontade. A nossa senhora, intercessora, que no seu siléncio
me fortalece por seu exemplo.

A minha orientadora Edja Costa, a qual serei eternamente grata por todo o
ensinamento, por ter sido um exemplo téo forte de profissional e de mulher, sempre
cativante e cheia de vida, foi um verdadeiro presente que a universidade me concedeu.
Agradeco de forma verdadeira e singela pelas orientagdes, pela confianga e tempo
dedicados ao meu crescimento.

A minha familia, em especial aos meus pais, Amarildo Pedro da Silva e Vanizia
Guimardes Silva, por todo esforco, pelo amor e suporte incondicional, eles que sempre
acreditaram no meu potencial e aos quais dedico minha eterna gratidao.

Aos meus avos, pelo cuidado, pelas palavras de carinho e incentivo, pelo amor
simples de doagdo pura. Aos meus tios, em especial a minha tia Valdenia Guimaraes,
por todo apoio e incentivo.

Ao meu namorado, Adbys Vasconcelos, por todo apoio e incentivo de sua parte,
por ter sido um verdadeiro porto seguro no qual sei que posso contar. Por acreditar e me
fazer crer que sou capaz, a vocé minha mais sincera gratidao.

Ao querido grupo de pesquisa, pelo apoio e pela grata oportunidade de conhecer
e conviver com todos vocés, agradeco em especial a Carolina Medeiros por ter me
acolhido, por todo aprendizado, ajuda, dedicacdo, disponibilidade e carinho. Aos
colegas da turma de mestrado, pelo companheirismo construido ao longo destes dois
anos, tenho certeza que um futuro impar esta aguardando cada um de vocés.

Ao Programa de Pdés-Graduacdo em Odontologia (PPGO) da Universidade
Estadual da Paraiba, pela dedicacdo e empenho em incentivar a pesquisa, agradeco a
oportunidade de crescimento intelectual e profissional. Aos professores e colaboradores
por todo incentivo e pela disponibilidade em compartilhar o conhecimento com
dedicacdo, competéncia e respeito.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQ)

pelo auxilio financeiro que possibilitou a realizacao deste trabalho.



RESUMO

A cavidade oral € um importante sitio no tocante a complexidade e diversidade de sua
microbiota anfibiontica e a coadesdo destes microrganismos, facilita a formagdo de
biofilmes, com destaque para os biofilmes multiespécie, os quais sdo associados a
infecgbes prevalentes que acometem a cavidade oral. O que incentiva a busca de
compostos que tenham boa acdo antimicrobiana, com amplo espectro de agdo. Este
estudo objetiva avaliar, in vitro, a atividade inibitéria do 6leo essencial da Syzygium
aromaticum frente a formacao de um biofilme multiespécie, oriundo da cavidade oral. O
6leo essencial foi caracterizado segundo o seu perfil fitoquimico através de
Cromatografia Gasosa acoplada a um Espectrdmetro de Massas e foi avaliado a sua
atividade antioxidante pelo método de captura do radical livre DPPH (2,2 diphenyl-1-
picrylhydrazyl). A atividade antimicrobiana do 6leo essencial foi inicialmente avaliada
frente a cepas de bactérias e espécies de Candida, sendo determinada a Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM), bactericida minima (CBM) e fungicida minima (CFM) através
da técnica de microdiluicdo em caldo, em seguida foi determinada a acdo do Oleo
essencial frente a cinética de crescimento de espécies de Candida. A atividade
antibiofilme foi avaliada a partir do biofilme foi formado com saliva humana
previamente coletada de doadores, foram analisadas a morfologia do biofilme por
microscopia de fluorescéncia, a viabilidade do biofilme pela contagem de UFC/mL e a
atividade metabolica pelo ensaio de reducdo de XTT (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-
Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide). O 06leo essencial apresentou como
composto majoritario o eugenol (74,54%) e demonstrou atividade antioxidante
considerada como forte no primeiro tempo avaliado (45 minutos). Apresentou também
atividade antimicrobiana frente a todas as espécies de Candida (CIM 500-1000 pg/mL,
CFM 1000-2000ug/mL) e bactérias (CIM 2000 pg/mL, CFM > 2000 pg/mL). Na
avaliacdo da cinética de crescimento o 6leo essencial nas concentracGes 2000 pug/mL e
1000 pg/mL apresentaram resultados similares ao controle positivo (Nistatina) a partir
dos periodos de 2 horas e 4 horas, respectivamente. Na analise morfoldgica do biofilme
observou-se, para ambas as concentracdes testadas de S. aromaticum um menor nimero
de estruturas, as quais aparecem fragmentadas e amorfas e a atividade antibiofilme foi
comprovada pela diminuigdo significativa do numero de UFC/mL quando comparado
com o controle negativo, assim como a redugdo de 91,40% (2000 pg/mL) e de 92,19%
(4000 pg/mL) da atividade metabdlica do biofilme, sem diferenca estatistica entre as
concentracOes avaliadas e o controle positivo do teste (Clorexidina). O 6leo essencial da
Syzygium aromaticum inibe formacéo do biofilme, sem diferengca do controle positivo.
Tem como composto majoritario o eugenol, apresenta expressiva atividade antioxidante,
antifngica, com inducgéo da cinética de crescimento celular similar ao padrdo ouro.

DESCRITORES: Microbiota oral, Biofilmes, cravo-da-india, atividade antimicrobiana



ABSTRACT

The oral cavity is an important site regarding the complexity and diversity of its
amphibiotic microbiota and the co-adhesion of these microorganisms facilitates the
formation of biofilms, especially multispecies biofilms, which are associated with
prevalent infections that affect the oral cavity. Therefore, the search for compounds that
have good antimicrobial action, with broad spectrum of action is encouraged. The aim
of this study was to evaluate, in vitro, the inhibitory activity of Syzygium aromaticum
essential oil against the formation of a multispecies biofilm from the oral cavity. The
essential oil was characterized according to its phytochemical profile by Gas
Chromatography coupled to a Mass Spectrometer and its antioxidant activity was
evaluated by the DPPH (2,2 diphenyl-1-picrylhydrazyl) reduction assay. The
antimicrobial activity of the essential oil was initially evaluated against strains of
Candida and species of bacteria to stablish the Minimum Inhibitory Concentration
(MIC), minimum bactericide (MBC) and minimum fungicide (MFC) using the broth
microdilution assay, then it was determined the influence of the essential oil on the
growth Kkinetics of Candida species. A biofilm formed with human saliva was used to
stablish antibiofilm activity, biofilm morphology by fluorescence microscopy, biofilm
viability by CFU / mL count and metabolic activity by XTT reduction assay (2,3-Bis-
(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide). ~ The  major
compound of S. aromaticum essential oil was eugenol (74.54%) and it showed strong
antioxidant activity in the first time evaluated (45 minutes). It also showed antimicrobial
activity against all Candida species (MIC 500-1000 pg/mL, MFC 1000-2000 pg/mL)
and bacteria (MIC 2000 pg/mL, MFC> 2000 pg / mL). The growth kinetics evaluation
showed that concentrations 2000 pg / mL (from 2 hours) and 1000 pg/mL (from 4
hours) of the essential oil presented similar results to the positive control (Nystatin). In
the morphological analysis of the biofilm it was observed, for both tested concentrations
of S. aromaticum a smaller number of structures, which appear fragmented and
amorphous, additionally the antibiofilm activity was confirmed by the significant
reduction of the number of UFC/ mL when compared to the control and the reduction in
biofilm metabolic activity 91.40% (2000 pg/mL) and 92.19% (4000 pg/mL), with no
statistical difference between the concentrations evaluated and the positive control of
the test (Chlorhexidine). Syzygium aromaticum essential oil inhibits biofilm formation,
with no difference from positive control. Its major compound is eugenol, it has
expressive antioxidant and antifungal activity, with action on cell growth kinetics
similar to the gold standard.

KEY WORDS: Oral microbiota, Biofilms, Syzygium, Antimicrobial activity



AA%

ATCC

BHI

CBM

CFM

CG

CIM

DMSO

DPPH

EM

EROS

PBS

RPMI

SPSS

UFC

XTT

LISTA DE SIGLAS

Porcentagem da Atividade Antioxidante
American Type Culture Collection
Brain Heart Infusion

Concentracao Bactericida Minima
Concentracao Fungicida Minima
Cromatdgrafo Gasoso

Concentracao Inibitéria Minima
Dimetilsufoxido

2,2 Diphenyl-1-Picrylhydrazyl
Espectrometro de Massas

Espécies Reativas do Oxigénio

indice de Atividade Antioxidante
Phosphate Buffered Saline

Roswell Park Memorial Institute Medium
Statistical Package for Social Sciences
Unidades Formadoras de Colonias

(2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2h-Tetrazolium-

5-Carboxanilide)



LISTA DE IMAGENS

Figura 1: Efeito do dleo essencial da S. aromaticum, nas concentracdes de 1000 pg/mL
e 2000 pg/mL, e do controle positivo (nistatina), sob a cinética do crescimento da C.
albicans - ATCC 10231.

Figura 2: Efeito do 6leo essencial da S. aromaticum, nas concentra¢@es de 1000 pg/mL
e 2000 pg/mL, e do controle positivo (nistatina), sob a cinética do crescimento da C.
albicans - ATCC 60193.

Figura 3: Efeito do 6leo essencial da S. aromaticum, nas concentra¢@es de 1000 pg/mL
e 2000 ug/mL , e do controle positivo (nistatina), sob a cinética do crescimento da C.
albicans cepa clinica Al.

Figura 4: Efeito do 6leo essencial da S. aromaticum, nas concentracdes de 1000 pg/mL
e 2000 pg/mL , e do controle positivo (nistatina), sob a cinética do crescimento da C.

albicans cepa clinica Ab5.

Figura 5: Quantidade de UFC/mL do biofilme multiespécie ap6s o tratamento com o
6leo essencial da S. aromaticum (2000 pg/mL e 4000 pg/mL ) e com o controle positivo
(clorexidina) das espécies de microrganismo: C. albicans (Figura 5A), C. tropicalis
(Figura 5B), Streptococcus spp. (Figura 5C), Staphylococcus spp (Figura 5D) e S.
mutans (Figura 5E).

Figura 6: Imagens representativas da morfologia do biofilme multiespéscie
desenvolvido a partir da saliva de pacientes com candidose oral e tratado com 0leo
essencial da S. aromaticum nas concentragées 2000 pg/ml (Figura 6B) e 4000 pug/mL
(Figura 6C), corado com calcofluor White. As imagens mostram o aspecto morfolégico
do controle positivo (clorexidina) (6D) e do controle negativo. No controle negativo
(Figura 6A) as setas brancas evidenciam a presenc¢a de hifas.Todas as imagens foram

feitas com a objetiva de 40x.

Figura 7: "Valores de absorbancia, a 490nm, obtidas na avaliacdo da atividade

metabdlica do biofilme pelo método do XTT.



LISTAS DE TABELAS

Tabela 1: Compostos identificados no o6leo essencial da S. aromaticum, por

cromatografia gasosa com espectrometria de massa (CG-EM).

Tabela 2: Valores do indice de atividade antioxidante (IAA) e da ICs, calculados com

base na concentracdo final do DPPH (31,6 pg/ml).

Tabela 3: Distribuicdo dos valores das Concentragdes Inibitoria Minima (CIM),
Fungicida Minima (CFM) e Bactericida Minima (CBM) do 6leo essencial de S.

aromaticum, de acordo com a espécie de Candida e bactéria.

Tabela 4: Porcentagem de reducdo da atividade metabdlica do biofilme em relacéo ao

controle negativo



SUMARIO

1 INTRODUGAOD ..ccooomseveensssssesssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssessssssssesssssssasssssssessssssssessssssssoss 12
2 RFERENCIAL TEORICO .....ovveeesssssesessssssesssmssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssone 14
2.1 REPERCUSSOES DO BIOFILME NA SAUDE HUMANA ....oooooceeeeeeesssscseeessesssssssssessesssss 14
2.2 AMICROBIOTA ORAL E SUA ORGANIZACAO EM BIOFILMES ......ooooevemsererssrrnens 16
2.3 SYZYQIUM ArOMALICUM ..ccvvurreeesesessesssssesssssessssssssssssssssssssssssesssssessssssssssssesssssesssssssssssasssssmssssssesssasasssassssssns 20
3 OBUIETIVO sssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 22
3.1 OBUIETIVO GERAL .eeceereereereeseessessssesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssnsssssssssssesssssssessessesas 22
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS....oocvvveesssereeesssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssesssssssessssssssesnss 22
4 METODOLOGIA ......ooisecsssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 23
4.1 CARACTERIZAGAO E SEQUENCIA METODOLOGICA DO ESTUDO ...covveerreerrnes 23
4.2 MATERIAL VEGETAL o reerrereereesvesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssasssssssasssans 24
4.2.1 AQUiSiCA0 A0 MAterial VEGELAL....owwweeeerererrereesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssnes 24
4.2.2 ODbteNGAO (O OlEO ESSENCIAL..ouuuurerersreerrssessssssssssmsesssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssens 24
4.3 CARACTERIZACAQ FITOQUIMICA...oooeeeeeeessveeessssssssessssssssessssssssssssssssessssssssessssssssessssssseess 24
4.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE ...orereeereeereesssesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 25
4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA .....oooeevesssseesssseessssssesssssssssssesssssens 25
4.5.1 MICIOIQANISIMOS. ..ccvuureerueeerusesessssssssesssssmssssssesssssesssssssssssesssssessssssssssssesssasssssssesssssasssssesssssasssssesssssnes 26
4.5.2 PrepParo A€ INOCUID.......ceeeeeuueeeeeessssssesssssssssssessssssssssssessssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 26
B.5.2. 1 FUNQOS.vvruureeermseesssseessssesessssessssesssssesesssesessssesssssesssssesssssesssasssssssesssssesesasssessssesssssesesssesssssmssssssesssssnes 26
4.5.2.2  BACIEIIAS covsvervussreesssseessssessssssssssssssesssssssssssssssessssssssesssssssssssssssssssssssesssssssssssssssessssssssssssssssssessans 26
4.5.3 Determinagdo da Concentracédo Inibitéria Minima (CIM), Concentra¢do Fungicida e
Bactericida Minima (CFM € CBIM) ..ceneersesersmssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssees 27
4.5.4 CiNELICA JE CrESCIMENTO ....cvevuureersssresssssesessssessssssssesesssssssssssssesssssssssssssssssssssssesssssssssssssssesssssans 27
4.6 ANALISE EM BIOFILME MULTIESPECIE .oocvovomseeeessssssssesssssssssssssssssssssssssessssssssessssssseess 28
4.6.1 COlEta da SAlIVA w.reeerreeeeeeeercessrreesseeeessseesssesesssesssssssssssesssssesssssssssssessssssssssssssssssesesssessssssssssssesesssnes 28
4.6.2 Analise da inibicdo do biofilme MUITIESPACIE .....ceeeeeeeerreereresesssseeessssssssssssssesssssessessans 29
4.6.3 Anéalise morfol0gica do DIOFIME .. ssssssssssssssssssssssssssssssssnes 29
4.6.4 Atividade metabdlica d0 DIOTIIME ..curcerireessseessssssessssssssssssssessssssssssssssssssssssesssssssssens 30
4.7 ANALISES ESTATISTICAS. ...oosvrrsrrsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 30
5 RESULTADOS ...ttt tssetsssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssasssasssssssasesasesssssssasssnsssnssssssasssssssasssans 31
__ 5.1 CARACTERIZACAO FITOQUIMICA .....ooseeemsssrerssssssessssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssesees 31
5.2 ANALISE ANTIOXIDANTE ..c.cvvvomsssveeessssssssesssssssesssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssessssssssesssssossessnes 31
5.3 AVALIAQAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA .....rerrereessessessessssessssssssssssasesans 32
5.4 ANALISE EM BIOFILME MULTIESPECIE ...oooeveeeessssseessssssssessssssssesssssssssssssssssssssssssessnss 35

B DISCUSSAD. .ooovvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseeseeseseeseeseesseseesseseeseeseeseseeseeseseeseeseseeseeseeseseeseseesesssssesseseesseseeseesesseseesessessesesseseeeees 39



7 CONCLUSAQ ....ooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesssseessesesssssessssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssesssssessssssesseesssssssssssssssssmssseeees 45
8 REFERENCIAS: .ooooooeeeeeeessssssseeeseseeessssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssmssssssessssseees 46



12

1 INTRODUCAO

Biofilmes orais sdo particularizados por sua complexa estrutura multiespécie
(BURMOELLE et al, 2014) e ganham destaque por causar infec¢bes polimicrobianas
prevalentes, de abrangéncia local e/ou sistémica (DEWHIRST et al, 2010; HOW et al,
2016, ZHANG et al, 2018). Os biofilmes sdo responsaveis por cerca de 65% das
infecgbes humanas, incluindo aquelas que acometem a cavidade oral (SCOTT et al,
2007, DE LA FUENTE-NUNEZ et al, 2013), tais como a candidose (KLINGSPOR et
al, 2015, SWIDERGALL, FILLER, 2017), doencas periodontais, como gengivite e
periodontite (JONSSON et al, 2011, ROBERTS, DERVEAU, 2015, RUDICK et al,
2017) e a cérie dentéria (PITTS et al, 2017, BOWEN, 2018).

A associacdo de microrganismos em biofilme multiespécie, formado
principalmente pela coadesdo dos mesmos, e a constituicdo de relacdes mutualisticas
(KOLENBRANDER, 2011, DIAZ, 2012, KATHARIOS-LANWERMEYER et al,
2014, NOBBS, JENKISON, 2015) tém demonstrado um papel significativo na
colonizagdo, sobrevivéncia, dindmica de infeccdo e na resisténcia microbiana frente a
defesa do hospedeiro (WALL et al, 2019, WOLCOTT et al, 2013, DIAZ et al, 2014).
Isto pode ser resultante da maior expressdao dos fatores de viruléncia, favorecidos pela
associacao entre diferentes espécies dos microrganismos envolvidos (FALSETTA et al,
2014, WILLEMS, 2016, XU, 2016, HWANG et al, 2017, XU et al, 2017, KIM et al,
2017).

O desenvolvimento da resisténcia frente aos antimicrobianos (LUKASZUK et
al, 2017, WANG et al, 2016), associado com a maior protecdo promovida pela estrutura
do biofilme, confere maior éxito aos patdgenos e enaltece a correlacdo do biofilme com
0 processo saude-doenca (WALL et al, 2019, KALLIO et al, 2008, OLSEN, 2015,
BANDARA et al 2016). Surge assim, o interesse pela busca de compostos que tenham
boa acdo antimicrobiana, com amplo espectro de acdo, com poder de inibir
principalmente os biofilmes multiespécies (JAFRI et al, 2018).

Nos Gltimos anos, constatam-se avangos nas pesquisas nessa area, com énfase no
desenvolvimentos de novos farmacos a partir de produtos naturais, especialmente, de
plantas medicinais, com o intuito de respaldar cientificamente 0 uso desses

componentes naturais na medicina tradicional, além de favorecer o desenvolvimento de
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novos produtos de aplicacdo clinica, com agdo terapéutica eficaz e de baixa toxicidade
(BARBOSA et al, 2012, NEWMAN, CRAGG, 2016, CHINSEMBU, 2016).

Dentre as plantas utilizadas na medicina popular destaca-se a Syzygium
aromaticum, utilizada pela populagdo no tratamento da halitose e dor de dente
(SANTOS et al, 2009), como analgésico e antimicrobiano (CHAIEB et al, 2007) e para
o0 tratamento de infeccBes cutaneas, orais e do trato geniturinario (KHAN, AHMAD,
2012, RODRIGUEZ et al, 2014). E conhecida popularmente por cravo, cravo-da-india
ou cravo-do-reino. (GHEDIRA et al, 2010).

A S. aromaticum possui a¢ao antifingica (PINTO et al, 2009, MANSOURI et al,
2014), antibacteriana (ISMAIL et al, 2017, BESRA, KUMAR, 2018), antibiofilme
(KHAN, AHMAD, 2012, BUDRI et al, 2015), anti-inflamatéria e analgésica
(HALDER, 2011, HALDER et al, 2012, BACHIEGA et al, 2011), porém, ressalta-se a
necessidade de estudos complementares para valida-la como uma fonte eficaz e segura
de compostos ativos (PINTO et al, 2009, MANSOURIAN et al, 2014).

A limitacdo da literatura no tocante ao uso da S. aromaticum frente ao biofilme
multiespécie (BUDZYNSKA et al, 2017), somado a inexisténcia de relatos sobre a sua
atividade inibitéria em um biofilme formado a partir de saliva in natura de pacientes
com candidose, enaltecem a realizacdo do presente estudo (RODER et al, 2016). O uso
da saliva in natura para formacdo do biofilme aproxima o estudo das condi¢bes do
ambiente de interesse (BAKER et al, 2017, RODER et al, 2016), a qual apesar de ndo
possuir uma microbiota enddgena, é uma rica fonte de microrganismos que derivam das
superficies orais, considerando assim o carater multiespécie da microbiota oral
(KILIAN et al, 2016, MARSH, ZAURA et al, 2017, SCHRODER et al, 2017,
KRISHNAN et al, 2017).

Este estudo avaliou in vitro a atividade inibitdria do 6leo essencial da Syzygium
aromaticum frente a formacdo de um biofilme multiespécie oriundo da cavidade oral,

assim como, caracterizou a sua composicao fitoquimica e a atividade antioxidante.
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2 RFERENCIAL TEORICO

2.1 REPERCUSSOES DO BIOFILME NA SAUDE HUMANA

A perda do equilibrio homeostatico entre 0 microrganismo e o hospedeiro leva
ao desenvolvimento de diversas infecgdes que comprometem a saude do individuo com
abrangéncia local e/ou sistémica (HOW et al, 2016). Este processo se da principalmente
pela formacdo de biofilmes, cuja organizacdo é fundamental para elevar a
patogenicidade e a resisténcia aos antimicrobianos (HOW et al, 2016, MACHADO et
al. 2010). Os biofilmes sdo estruturas compostas por agregados de microrganismos
embebidos em uma matriz extracelular, com capacidade de aderir a superficies bidticas
ou abioticas (HOBLEY et al, 2015, FLEMMING et al, 2016).

S&o diversos os fatores que podem romper com a condigdo de homeostase
estabelecida entre os microrganismos da cavidade oral e o hospedeiro, como dieta,
idade, comprometimento do sistema imunolégico (MARSH, 2009, TAKAHASHI,
NYVAD, 2011, ZAURA, TEM CATE, 2015, PITTS et al, 2017) e uso incorreto e
demasiado de antimicrobianos (KUMAR et al, 2017). Esta mudanca na condigédo
homeostética leva a proliferacdo ndo modulada de espécies patogénicas, estabelecendo
assim o processo de doenca (HOW et al, 2016, ROBERTS, DARVEAU, 2015). Os
biofilmes orais se destacam por causar infeccdes polimicrobianas prevalentes
(DEWHIRST et al, 2010, HOW et al, 2016, SCHWIERTZ, 2016, BOWEN, 2018),
como candidose (XU et al. 2014, KLINGSPLOR et al, 2015, SWIDERGALL, FILLER,
2017), doenga periodontal (JONSSON et al, 2011, ROBERTS, DERVEAU, 2015,
RUDICK et al, 2017) e cérie dentaria (PITTS et al, 2017, BOWEN, 2018).

Dentre as infeccBes fangicas que acometem o ser humano, destaca-se a
candidose, que tem como fator etiol6gico as leveduras do género Candida, em especial
a Candida albicans, a qual ja foi isolada em cerca de 50% dos casos de candidose
(KLINGSPOR et al, 2015, GARCIA-CUESTA et al, 2014). Consiste em uma micose
mucocutanea de aspecto clinico variavel, que acomete cerca de um milhdo e meio de
pessoas a nivel mundial (KIM, 2016). Esta condi¢do pode ser assintomatica ou produzir
alguns sintomas, como: altera¢do no paladar, ardor, sensacdo dolorosa e dificuldade de
degluticdo (HOSHI et al, 2011; BAKHSHI et al, 2012).

Nos ultimos anos houve um aumento quantitativo de infecgbes fungicas,

principalmente nos individuos com deficiéncias imunoldgicas ou que apresentam outro
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fator de risco, como, cancer e 0 uso de dispositivos invasivos, como cateteres, ou de
drogas antibacterianas (SARDI et al., 2013, LALLA et al, 2010). Adicionalmente,
constata-se que a apresentacdo mais agressiva da doenca pode invadir tecidos mais
profundos e acometer outros 6rgaos, evoluindo para sua forma sistémica (SANTOS et
al, 2013, JACOBSEN et al, 2012). Neste aspecto, as infec¢des sistémicas causadas por
fungos, em especial a C. albicans, presente em 40% a 50% dos casos (KULLBERG,
ARENDRUP, 2015, PAPPAS et al, 2016), se torna uma das infec¢des invasivas mais
comuns adquiridas em hospitais (BROWN et al, 2012, PFALLER, DIEKEMA , 2007),
sendo diagnosticado em cerca de 1% a 2% dos internos (McCARTY, PAPPAS, 2016,
CLEVELAND et al 2015) e podendo atingir niveis de mortalidade de 10% a 47% dos
casos (McCARTY, PAPPAS 2016, KULLBERG,ARENDRUP,2015, STROLLO et al,
2016).

Uma vez que h& o diagnostico da candidose, faz-se necessario o emprego de
agentes antifingicos para seu tratamento, os quais, de forma geral, se enquadram em
trés classes, sendo elas: os azdis, os polienos e as equinocandinas (WONG et al, 2014),
no entanto, espécies de Candida ndo-albicans costumam exibir susceptibilidade
reduzida a esses antifingicos (WALKER et al, 2013) e casos de resisténcia ja foram
constatados (LUKASZUK et al, 2017, WANG et al, 2016).

As doengas periodontais atingem 10% a 11% da populacdo adulta a nivel
mundial (KASSEBAUM et al, 2014). Dentre estas, a gengivite € a mais prevalente em
adultos. Representa uma condicdo inflamatoria reversivel, induzida pela presenca do
biofilme supragengival (JONSSON et al, 2011, IGIC et al, 2012). Se ndo tratada, a
gengivite pode evoluir para uma periodontite, na qual o infiltrado inflamatorio crénico,
em resposta a presenca do biofilme subgengival, induz a destruicdo dos tecidos de
sustentacdo dos dentes, incluindo o ligamento periodontal (PIHLSTROM et al, 2005).
Além de diferentes espécies de bactérias outros microrganismos como fungos, em
especial a C. albicans, estdo correlacionados com a severidade da periodontite crénica
(CANABARRO et al, 2013).

O biofilme dentario tambeém esta associado a carie dentaria, condicéo
multifatorial (PITTS et al, 2017, BOWEN, 2018) que acomete 35% da populacdo a
nivel mundial (MARCENES et al, 2013) e 53,4% das criancas e 56,5% dos
adolescentes a nivel de Brasil (BRASIL, 2012). Microrganismos do género
Streptococcus spp. sdo frequentemente identificados em lesdes ativas de carie
(KOUIDHI et al, 2014, MOYNIHAN, KELLY, 2014; SIMON-SORO, MIRA, 2015,
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TIAN et al., 2015), podendo estar associados a patdgenos como a C. albicans, fato que
comprova o carater multiespécie desta condicdo (FRAGKOU et al, 2016, DE-LA-
TORRE et al, 2016, LOZANO-MORAGA et al, 2017). Nesta relacdo, a Candida
proporciona um papel estrutural para o biofilme multiespécie (CUI, 2013, BANERJEE
et al, 2013), além de estimular, por exemplo, a proliferacdo do Strepcococcus mutans e
a modulacéo dos seus fatores de viruléncia (FALSETTA et al, 2014, KIM et al, 2017).

O controle do biofilme consiste em um importante aspecto para a prevencédo da
carie dentéria e da doenca periodontal (CHAPPLE et al, 2017, LARSEN, FIEHN, 2017,
MARSH et al, 2015). A remocdo por agentes fisicos, como a escovagdo
(MARCHESAN et al, 2018, FERNANDES et al, 2018), ou pelo uso de agentes
quimicos, como os antimicrobianos, consistem em técnicas apropriadas na clinica
odontolégica (HERRERA et al, 2012). Dentre os antimicrobianos utilizados destaca-se
a clorexidina, substancia de uso frequente no controle e prevencdo da formagédo de
biofilme dentario (FIGUEIREDO et al, 2004, VARONI et al, 2012, ARABACI et al,
2013, VIANA et al, 2014). Porém, produz efeitos adversos, como pigmentacdes no
esmalte dentario (DA COSTA et al, 2017) e lesdes na mucosa (PLATINGA et al, 2016),
além de resisténcia microbiana, fato que incentiva a busca por novos compostos
(KAMPF, 2016).

O biofilme e sua relacdo com o processo salude doenca constitui um foco
importante para a pesquisa atual, 0 avango nos estudos deste cunho elucidou a complexa
estrutura que envolve a microbiota oral particularizada por seu carater multiespécie.
Portanto, metodologias que avaliem a atividade antimicrobiana em biofilmes
multespécies devem ser priorizadas (EDLUND, 2013, EDLUND 2015, BAKER et al,
2017).

2.2 A MICROBIOTA ORAL E SUA ORGANIZACAO EM BIOFILMES

A cavidade oral é colonizada por diversos microrganismos, constituindo um
complexo ecossistema com cerca de 700 espécies identificadas, dentre as quais
destacam-se fungos e bactérias (PASTER et al, 2006, DEWHIRST et al, 2010, BAKER
et al, 2017), este €, portanto, um importante sitio no tocante a complexidade e
diversidade de sua microbiota (WADE, 2013).

Dentre os microrganismos identificados, as bactérias ganham destaque por

compor a maior propor¢do da microbiota oral (WADE, 2013). Segundo dados do
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Human Oral Microbiome Database (HOMD) as bactérias encontradas no meio oral se
enguadram em seis grandes filos, que abrangem 94% das bactérias identificadas, sdo
eles: Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria, Spirochaetes e
Fusobacteria (SILVERMAN et al, 2010). Dentre os géneros os mais prevalentes séo:
Streptococcus, Actinomyces, Capnocytophaga, Eikenella, Haemophilus,
Propionibacterium,  Veillonella,  Actinobacillus, Prevotella, Eubacterium,
Porphorymonas e Treponema (KOLENBRANDER et al, 2002, KOLENBRANDERI,
2011, Ll et al, 2013).

Os fungos representam cerca de 0,1% da microbiota quando comparado as
bactérias. Apesar da baixa proporcdo, esses microrganismos constituem uma maior
biomassa (DELHAES, 2012, CUI, 2013, SEED, 2015), além de possuirem fatores de
viruléncia como a capacidade de diferenciacdo em hifas (dimorfismo), as quais podem
aparecer como um mecanismo de fuga a resposta imune do hospedeiro (WILLIAMS,
LEWIS, 2011, POLKE et al, 2015), dentre outros aspectos que reafirmam a relevancia
destas espécies (DIAZ et al, 2014, JANNUS, 2016). Atualmente é sabido que diversos
fungos habitam a cavidade oral em individuos saudaveis, contabilizando cerca de 75
géneros de fungos identificados, dentre eles os géneros Candida, Cladosporium,
Aureobasidium e Aspergillus (GHANNNOUM, 2010, DUPUY, 2014). O género
Candida, em especial a Candida albicans, ganha destaque devido a sua patogenicidade
no estabelecimento da candidose (KLINGSPOR et al, 2015).

E possivel também identificar estes microrganismos na saliva, a qual apesar de
n&do possuir uma microbiota enddgena, é uma rica fonte de microrganismos que derivam
das superficies orais (COSTALONGA, HERZBERG, 2014, KILIAN et al, 2016,
MARSH, ZAURA et al, 2017, SCHRODER et al, 2017, KRISHNAN et al, 2017). A
saliva € um importante fator promotor para a sobrevivéncia dos microrganismos, tendo
em vista que as proteinas salivares constituem uma pelicula que permite a adeséo destes
as superficies mucosas e de dentes, alem de possuir constituintes que sédo fontes de
nutrientes (COSTALONGA, HERZBERG, 2014). Por esse e outros fatores, a cavidade
oral proporciona um ambiente favoravel para a sobrevivéncia de microrganismos, que
ttm como habitat natural, especialmente, os dentes, sulco gengival e lingua
(SCHWIERTZ, 2016, BOWEN, 2018).

Em sua constituigdo normal, os microrganismos da cavidade oral coabitam de

forma comensal, estabelecendo uma ténue relagdo de homeostase com o hospedeiro
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(ZAURA, TEN CATE, 2015, BELSTROM, 2016). Constituindo a microbiota
anfibiéntica, a qual além de suas muitas outras funcbes, desempenha um papel
significativo na protecdo do hospedeiro contra microrganismos patogénicos. No entanto,
quando ocorre quebra da condi¢do de homeostase, podem causar infec¢des, geralmente,
deflagradas pela formacao de biofilme (D’ARGENIO, SALVATORE, 2015, PITTS et
al, 2017, KUMAR et al, 2017).

Os biofilmes sdo estruturas com capacidade de aderir a superficies bidticas
constituindo um agregado de microrganismos embebidos em uma matriz extracelular
(HOBLEY et al, 2015, FLEMMING et al, 2016). O primeiro estagio para a maturacao
do biofilme oral consiste na adesdo a um substrato, propiciada pela pelicula adquirida de
saliva. A priori ha o estabelecimento de uma interacdo ndo-especifica e reversivel entre
0 microrganismo e a superficie na qual ele estd aderido (GARRETT et al, 2008,
SIQUEIRA et al, 2012). Subsequentemente, ocorre a producdo da matriz de
substancias extracelulares poliméricas, com formacao de microcol6nias, sucedendo-se a
constitui¢do do biofilme maduro (SUTHERLAND, 2001, CHANDRA et al, 2001).

A adesdo entre microrganismos orais, conhecida como coadesdo, € uma
tendéncia natural de unido célula-célula firmada entre microrganismos planctonicos a
outros jé& aderidos as superficies orais. Essa caracteristica facilita a formacéo de biofilme
multiespécie (KOLENBRANDER, 2011, KATHARIOS-LANWERMEYER et al,
2014), com efeito protetor ao estresse ambiental. Isto resulta em um maior grau de
sucesso dos patogenos (JEFFERSON, 2004), que aumentam sua capacidade de
colonizagdo, crescimento e invasdo, elevam seus fatores de viruléncia, aumentam a
capacidade de interagir e compartilhar informacGes genéticas, se tornam mais
resistentes a acdo de antimicrobianos e a resposta imune (PETERS et al, 2012,
WOLCOTT et al, 2013, WRIGHT et al. 2013, DIAZ et al, 2014, KRAGH et al, 2014).
Fato que resulta na constatacdo da elevacdo dos indices de morbidade e mortalidade de
pacientes acometidos por infeccdes nosocomiais causadas por biofilmes (PAMMI et al,
2014).

Na constituicdo do biofilme ocorre a instituicdo de relacBes mutualisticas
(DIAZ, 2012, NOBBS, JENKISON, 2015), e uma particularidade importante é a
interacdo entre os microrganismos através do Quorum Sensing (QS). Este mecanismo
permite que pequenas moléculas estabelecam um sistema de comunicacdo entre 0s

microrganismos envolvidos no biofilme, e favorecam positivamente a expressao de
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genes e outros fatores que reafirmam a complexidade do mesmo. O QS pode ser
patogénico de duas formas, controlando a expressdo de fatores de viruléncia e pela
toxicidade de suas moleculas para as células do hospedeiro (ALBUQUERQUE,
CASADEVALL, 2012). Inicialmente, pensou-se que o QS era exclusivo de bactérias,
no entanto, foi descoberto o farnesol, molécula que exerce a funcdo de QS em fungos
(HORNBY et al, 2001, ALBUQUERQUE, CASADEVALL, 2012).

A associacdo de fungos, em especial C. albicans, com bactérias pode exacerbar a
patogenicidade do biofilme por diversos fatores. Streptococcus oralis, microrganismo
comensal, possui a capacidade de elevar o grau de severidade da candidose oral ao
elevar o nivel de enzimas que degradam a E-caderina, propiciando a permeabilidade de
Candida através da mucosa (DIAZ et al, 2014, XU, 2016). Também foi comprovado
que S. oralis eleva a expressdo do gene EFG1 e do gene ALS1, que culminam na
modulacdo de hifas filamentosas que elevam a patogenicidade de Candida além de
promover a interacdo entre 0s microrganismos e crescimento do biofilme (XU et al,
2017). Streptococcus gordonii também esta relacionado com o aumento dos fatores de
patogenicidade de C. albicans quando associados em biofilme (BAMFORD et al. 2009;
SHIRTLIFF et al. 2009; DIAZ, et al. 2012; RICKER et al. 2014)

C. albicans também pode estar associada ao Streptococcus mutans. Estudos
comprovam que esses microrganismos associados em biofilme proliferam com maior
intensidade, quando comparado ao seu cultivo isolado. Além disso, C. albicans ainda
induz a exacerbacdo de fatores de viruléncia de S. mutans (FALSETTA et al, 2014,
SZTAIJER, 2014, WILLEMS et al, 2016, KIM et al, 2017). C. albicans pode também
interagir em biofilmes com a presenca de Pseudomonas ginginvalis e espécies do
género Streptococcus. Apesar de ja constar relatos de supressdo de C. albicans por P.
gingivalis no tocante a influéncia no processo de transformacéao de levedura para hifas e
na supressao da formagao do biofilme (NAIR et al, 2001; THEIN et al, 2006; TAMAI et
al, 2011), esse efeito ndo é observado em biofilmes de maior complexidade
(CAVACANTI et al, 2014).

Biofilmes multiespécie também podem ocorrer por associacdes entre diferentes
espécies bacterianas, como entre espécies do género Actinomyces e Streptococcus
(CAVALCANTI et al, 2014, MATOS et al, 2017). Ja é constatada a relevancia de se
estudar a associacdo de diferentes microrganismos na constituicdo de biofilmes

multiespécie e sua repercussdo na saude humana, adicionalmente os dados disponiveis



20

destacam a necessidade de explorar a comunidade como um todo, e ndo mais espécies
isoladas (RODER et al, 2016).

Testes in vitro constituem, portanto, uma etapa importante para examinar essas
interagdes complexas sob condigdes controladas. Para tal é recomendavel que o desenho
do estudo considere a diversidade microbiologica e reproduces de condicBes do
ambiente de estudo (RODER et al, 2016). Aproximando ao maximo as condicdes fisico-
quimicas, microbiologicas e de nutrientes presentes no habitat natural. A constituicdo de
biofilmes preferencialmente deve ser feita com material removido do ambiente de
interesse, mantendo assim grande parte da complexidade e heterogeneidade da amostra
original (McBAIN, MACFARLANE, 2001, McBAIN et al., 2003, HOPKINS et al.,
2003).

A complexidade dos biofilmes multiespécie e sua correlagdo com o processo
salde doenca, somado ao aumento da resisténcia dos microrganismos, leva a uma
preocupacao no ambito da salde publica (BANDARA et al 2016, SILVA et al, 2017,
LUKASZUK et al, 2017, BOWEN, 2018). Portanto, novas alternativas terapéuticas que
efetivamente controlem a formacao dos biofilmes e previnam as complicacdes geradas
pela presenca do mesmo devem ser incentivadas (SILVA et al, 2017, BOWEN, 2018).
Surge assim, o interesse para pesquisas com plantas medicinais, em fun¢do dos seus
potenciais terapéuticos para o desenvolvimento de novos farmacos com amplo espectro
de acdo e que estejam associados a uma menor toxicidade (ROCHA et al. 2013). Tal
condigdo tem a descoberta de compostos isolados, com potencial terapéutico, como
principal objetivo (SILVA et al, 2012, NEWMAN, CRAGG, 2016).

2.3 Syzygium aromaticum

Dentre as plantas utilizadas na medicina popular destaca-se a Syzygium
aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry, conhecida popularmente por cravo, cravo-da-
india ou cravo-do-reino. Esta planta ainda possui diversos sinbnimos taxondmicos para
seu nome cientifico, dentre eles pode-se destacar. Caryophyllus aromaticum L.,
Eugenia aromatica (L.) Baill, Eugenia caryophyllata Thunb., Jambosa caryophyllus
(Spreng.) Nied. (GHEDIRA et al, 2010). A S. aromaticum consiste em uma planta
arborea nativa das Ilhas Molucas, localizada na Indonésia, e é reconhecida por seu odor
e sabor caracteristico (SILVESTRI et al, 2010). Pertence a familia Myrtacea, a qual é

caracterizada pela reconhecida riqueza em 0leos essenciais. No Brasil, todos 0s seus
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representantes nativos sdo derivados da subfamilia Myrtioidae (LIMBERGER et al,
2004, CERQUEIRA et al, 2009, SILVESTRI et al, 2010). Sua arvore pode atingir 8 a
12 metros de altura, possuindo folhas ovais grandes e numerosos cachos terminais de
flores de coloracdo vermelha (ALMA et al, 2007, KAMATOU et al, 2012).

A parte constituinte da planta que é comercializada sdo os botGes florais, estes
séo colhidos na forma de botdo floral maduro, quando atingem cerca de 1,5 a 2 cm de
comprimento, e comercializados como botdo floral seco (ALMA et al, 2007,
OLIVEIRA et al, 2007). Na constituicdo destes pode ser encontrado cerca de 18% de
6leo essencial, sendo o seu principal composto, cerca de 89%, o eugenol, seguido por
outras substdncias como o [-cariofileno, alcool benzilico, a-humulen, B-pineno,
farnesol, benzaldeido e outros (JIROVETZ et al, 2006, CHAIEB et al, 2007,
OLIVEIRA et al, 2015).

A medicina popular utiliza esta planta para o tratamento da halitose e dor de
dente (SANTOS et al, 2009), como cha para combater a dispepsia (MOSCA, LOIOLA,
2009), como composto carminativo (ARGENTA et al, 2011), como analgésico e anti-
inflamatdrio (CHAIEB et al, 2007, HALDER, 2011, BACHIEGA et al, 2011, HALDER
et al, 2012), para o tratamento de infeccGes cutaneas, orais e do trato geniturinario
(KHAN, AHMAD, 2012, RODRIGUEZ et al, 2014).

No tocante as comprovacgdes cientificas, o 6leo essencial da S. aromaticum
possui agdo antibiofilme (KHAN, AHMAD, 2012, BUDRI et al, 2015), acéo
antifangica, frente ao género Aspergillus e ao género Candida, incluindo cepas
resistentes ao fluconazol, como a Candida krusei e a Candida glabrata (PINTO et al,
2009, MANSOURIAN et al, 2014). Apresenta também acdo antibacteriana frente a
Enterecoccus faecalis (KHAN et al. 2009, GUPTA et al, 2013), ao Lactobacillus
acidophilus e ao Staphylococcus aureus (ISMAIL et al, 2017, BESRA, KUMAR,
2018).

Apesar dos resultados positivos da S. aromaticum, ndo existe evidéncia
cientifica da sua agdo inibitoria em biofilme multiespécie da cavidade oral obtido a
partir da saliva in natura de pacientes com candidose. Estudos complementares devem
ser realizados para valida-la como alternativa eficaz no possivel prevencdo e/ou
tratamento de doencas orais causadas por biofilmes. Adicionalmente, h& o incentivo da
literatura para a realizacdo de estudos que possam identificar, em plantas medicinais,
compostos ativos cabiveis para a aplicacdo na clinica odontolégica (ROCHA et al.
2013, CHINSEMBU, 2016, NEWMAN, CRAGG, 2016, BOWEN, 2018).
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar in vitro a atividade inibitdria do 6éleo essencial da Syzygium aromaticum

sobre a formagao de biofilme multiespécie oriundo da cavidade oral.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar o perfil fitoquimico do dleo essencial da Syzygium aromaticum atraves de

técnicas cromatograficas;

- Estabelecer a capacidade antioxidante do Oleo essencial da Syzygium aromaticum

através do método de reducdo do radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl);

- Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdes Bactericida e
Fungicida Minima (CBM/CFM) do 6leo essencial da Syzygium aromaticum;

- Constatar a acdo do Gleo essencial da Syzygium aromaticum frente a cinética de
crescimento de espécies de Candida;

-Verificar a capacidade do 6leo essencial da Syzygium aromaticum em inibir a formacéo
de biofilme multiespécie;

- Analisar a morfologia do biofilme multiespécie tratado com o 6leo essencial da
Syzygium aromaticum;

- Analisar a atividade metabdlica do biofilme multiespécie tratado com o dleo essencial

da Syzygium aromaticum;
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4 METODOLOGIA

4.1 CARACTERIZACAO E SEQUENCIA METODOLOGICA DO ESTUDO

Trata-se de um estudo experimental in vitro, realizado, no Laboratério de
Anélises e Diagnostico — LAD, localizado no departamento de Odontologia da
Universidade Estadual da Paraiba — UEPB, Campina Grande — PB. A anélise
fitoquimica foi realizada no Laboratorio Multiusuério de Caracterizacdo e Andlises —
LMCA, localizado no departamento de Farmécia da Universidade Federal da Paraiba -
UFPB. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa desta institui¢do sob
registro de numero: 96856718.2.0000.5175. A sequéncia metodologica do estudo

encontra-se no fluxograma abaixo:

Aquisicdo dos botdes florais secos Obtencdo 6leo essencial da S.
da Syzygium aromaticum aromaticum

!

Caracterizacéo fitoquimica do
6leo essencial da S. aromaticum

Anélise antioxidante dleo —
SEEEIGEY 06 S, CHEETENl Concentracdo Inibitéria Minima - CIM
Avaliagdo da atividade Concentrag&o Fungicida e Bactericida
antimicrobiana - Minima — CEM/CBM
Cinética do crescimento
Avaliacdo da atividade antibiofilme
Anélise em biofilme multiespécie ~ — Anélise morfoldgica do biofilme
Atividade metabdlica do biofilme
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4.2 MATERIAL VEGETAL

4.2.1 Aquisicdo do material vegetal

O Oleo essencial foi obtido a partir dos botBes florais secos da Syzygium
aromaticum que foram adquiridos em comércio, na feira central da cidade de Campina
Grande - PB.

4.2.2 Obtencdo do 6leo essencial

O 6leo essencial da S. aromaticum foi obtido por hidrodestilacdo em sistema
extrator do tipo Clevenger, acoplado a um baldo de fundo redondo e & uma manta
elétrica como fonte geradora de calor. Foram utilizadas 60 gramas dos botGes florais
secos triturados para 240mL de agua destilada, por aproximadamente duas horas. Em
seguida, o 6leo essencial passou pelo processo de percolacdo utilizando sulfato anidro
de sdédio (Na;SO,4), na proporcdo de 1 parte de sulfato anidro para 4 partes de 6leo
essencial (m/v) para completa retirada da agua. Por fim, o dleo essencial obtido foi

acondicionado em frasco de vidro &mbar e mantido sob refrigeracao.

43  CARACTERIZACAO FITOQUIMICA

O 6leo essencial da S. aromaticum foi analisada por cromatdégrafo gasoso (CG)
acoplado a espectrémetro de massas (EM) com ionizacdo por impacto de elétrons (IE) a
70 eV (modelo GCMS-QP2010 Ultra, Shimadzu), com coluna cromatografica RTX-
5MS (30 m/0,25 mm/0,25 um df). A temperatura do injetor foi de 220°C. A temperatura
inicial foi de 60°C com gradiente de temperatura a 240°C na proporg¢do de 3°C/minuto.
O fluxo de gas (hélio) foi de 1,1 mL/minuto, modo split. A faixa espectral de massas
analisada foi m/z 30-600. Os dados foram comparados com as bibliotecas comerciais
Wiley08 e NISTO08, e os metabdlitos foram identificados pelos seus indices de retencédo
(IR), calculados com o padrdo de n-alcanos (C7-C40, Sigma-Aldrich) analisados nos
mesmos parametros do CG-EM da amostra.
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4.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante do 6leo essencial da S. aromaticum foi estabelecida
pelo método de captura do radical livre DPPH (2,2 diphenyl-1-picrylhydrazyl),
adaptado de Scherer, Godoy, (2009). Aliquotas de 0,1 ml do 6leo essencial em
diferentes concentragdes (2000, 1000, 500, 250 e 125 pg/ml) foram adicionadas a 3,9
ml da solucdo de DPPH 0,0800mM (Sigma-Aldrich®), o mesmo volume do éleo
essencial foi substituido por metanol para constituicdo do branco da amostra. Como
controle positivo foi utilizado o &cido galico (25, 50, 75, 100 e 150 pug/ml) (NEON®).
As amostras foram mantidas em temperatura ambiente e protegidas da luz até que se
fosse feita a leitura em espectrofotdmetro (BioPet Technologies - 722G) a 517nm, nos
tempos de 45 e 60 min. As leituras foram feitas em triplicatas e em trés momentos

distintos.

Foi calculada a porcentagem da atividade antioxidante (AA%) a partir da
seguinte formula: AA%= [(Ay, — Aa) / Ap] X 100, onde A, é a absorbancia do branco e
A, é a absorbancia da amostra nas diferentes concentracdes. A partir da AA% foi gerado
um grafico no qual foi calculado, com base na equacéo do gréafico, a ICsp, que expressa
qual a concentracdo da amostra capaz de expressar 50% da reducdo de ions DPPH. Por
fim foi calculada o indice de atividade antioxidante (IAA) a partir da seguinte formula:
IAA=Concentracéo final do DPPH (ug.mI™)/1Cs (g.ml™). Foi utilizado a classificacdo
de Scherer e Godoy (2009) para classificar a acdo do 0leo essencial da S. aromaticum
quanto ao IAA, seguindo o seguinte parametro: I1AA<0,5=atividade fraca;
0,5<IAA<1=atividade moderada; 1<IAA<2= atividade forte; e IAA>2=atividade muito

forte.

4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Atividade antimicrobiana foi avaliada a partir da determinacdo da Concentragdo
Inibitéria Minima (CIM), Fungicida Minima (CFM) e Bactericida Minima (CBM), de
acordo com as normas M27-A3 e M07-A9 Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) (2008, 2009), e através da cinética de crescimento celular de espécies de
Candida albicans, a qual ndo foi realizada com espécies de bactérias em funcdo dos
resultados da CIM.
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4.5.1 Microrganismos

Foram utilizados isolados frescos de bactérias Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans e Escherichia coli, as quais foram disponibilizadas pelo
laboratério Diagnose/Clinica de Andlises especializadas — LTDA, Campina Grande,
Paraiba, e cepas padronizadas de leveduras do género Candida: Candida parapsilosis
ATCC 22019, Candida tropicalis ATCC 750, Candida glabrata ATCC 90030, Candida
krusei ATCC 34135, Candida albicans ATCC 10231, Candida albicans ATCC 60193,
assim como duas cepas de Candida albicans, proveniente de lesdes de candidose oral de
pacientes da clinica-escola do departamento de Odontologia da Universidade Estadual
da Paraiba. Os microrganismos do biofilme multiespécie foram provenientes da saliva

de pacientes com candidose oral.

4.5.2 Preparo de inoculo

452.1 Fungos

Uma cultura de cada espécie de Candida foi reativada em meio caldo Agar
Sabouraud Dextrose (Merck®), e incubada por 24 horas a 35°C. Em seguida, as células
foram suspensas em meio Caldo Sabouraud Dextrose (Kasvi®). A concentragdo da
suspensao fungica foi determinada em camara de Newbauer (KASVI®) com obtencéo

de uma densidade celular final de 2 x 10% unidades formadoras de coldnias (UFC)/mL.

45.2.2 Bactérias

Os microrganismos foram reativados em meio de cultura caldo Brain Heart Infusion
(BHI) por 24 horas a 35°C, ap6s esse periodo, coletou-se uma aliquota de
aproximadamente 300 pL que foi adicionada em 4mL de BHI. A concentragdo da
suspensao bacteriana foi determinada no espectrofotébmetro (BioPet Technologies -
722G) com comprimento de onda 625nm, absorbancia 0,08-0,1. Se o intervalo de
absorbancia for atingido, tem-se um inéculo com a concentracdo de 1,5 x 10° UFC/mL,
fez-se entdo diluigdes, em solugdo salina, na proporcdo de 1:10 para se atingir a

concentracéo final do inéculo de 1,5 x 10° UFC/mL.
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45.3 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), Concentracéo
Fungicida e Bactericida Minima (CFM e CBM)

As andlises foram realizadas em microplacas de 96 pocos, utilizou-se 0 método
da microdiluicdo em caldo. Inicialmente, sdo inseridos em todos 0s po¢os meio de
cultura para bactérias ou leveduras, Mueller-Hinton Broth (BBL™) e Caldo Sabouraud
Dextrose (Kasvi®), respectivamente. Em seguida, inseriu-se o Oleo essencial da S.
aromaticum (8000 pg/mL), no qual foi diluido no meio de cultura utilizado,
acrescentando-se como veiculo 5% de dimetilsulfoxido (DMSO) (v/v) e procedeu-se a
microdiluicdo seriada, obtendo-se concentragdes entre 2000 e 0,4882 pg/mL.
Cloranfenicol 500 pg/mL (Sigma-Aldrich®) e nistatina 500 pg/mL (Sigma-Aldrich®)
foram utilizados como controles farmacoldgicos. Ao final, os indculos bacteriano
(5x10° UFC/mL) e fungico (2,5x10° UFC/mL) foram adicionados (100 pL/poco) e as

placas incubadas a 35°C por 24 horas.

A CIM foi definida como a menor concentracdo da amostra que inibiu o
crescimento microbiano visivel, confirmado pelo revelador resazurina 0,01% (20
pL/poco).

Para analise das Concentragdes Bactericida Minima (CBM) e Fungicida Minima
(CFM) uma aliquota de 20 L de cada po¢o, com concentracdo igual e/ou maiores que a
CIM, foram sub-cultivadas em meio BHI Agar (bactérias) e Agar Sabouraud Dextrose
(leveduras), e incubadas a 35°C por 24 horas. As CBM e CFM sdo definidas como a
menor concentragdo que inibiu o crescimento dos subcultivos. Os ensaios seréo

realizados em triplicata e em trés experimentos independentes.

45.4 Cinética de crescimento

Foi avaliado o efeito do 6leo essencial da S. aromaticum sob a cinética do
crescimento de espécies de C. albicans (ATCC 60193, ATCC 10231 e duas cepas
clinicas), segundo Seleem et al. (2016) com algumas modificagdes. O 6leo essencial da
S. aromaticum foi avaliado em concentragdes baseadas na CIM obtidas para as espécies
de C. albicans, 500 pug/mL (CIM), 1000ug/ml (2xCIM) e 2000ug/ml (4xCIM). O teste
foi realizado em placa de 96 pocos, nos quais foram inseridos o inéculo (2,5x10°
UFC/mL) e o 6leo essencial, que foi adicionado respeitando a proporcdo de 10% do

volume total da solugdo. Como controle positivo utilizou-se a nistatina (500 pg/mL). As
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placas foram incubadas a 35°C sob agitagcdo e em intervalos pré-determinados (0, 1, 2,
4, 6 e 24h) foram retiradas aliquotas de 10ul da solucéo, as quais foram plaqueadas em
placas contendo meio agar sabouraud dextrose. Apds o periodo de incubacdo de 48h a
35°C foi realizada a contagem das UFCs. O teste foi realizado em triplicata e em trés

momentos distintos.

4.6 ANALISE EM BIOFILME MULTIESPECIE

A andlise foi realizada a partir da formacdo de um biofilme multiespécie
derivado da saliva coletada de pacientes com candidose oral, baseada na metodologia de
Souza et al (2018), com modificagdes no substrato de adeséo do biofilme, no meio de
cultura utilizado, assim como no intervalo destinado a troca do meio, e nos meios de
cultura para identificacdo dos microrganismos presentes na saliva. O carater
multiespécie da saliva, e consequentemente do biofilme, foi comprovado através de sub-
cultivos em meios de cultura especificos.

Foram utilizados os meios de cultura: 1) Agar Brain Heart Infusion — BHI
acrescido de 5% de sangue desfibrinado, no qual as bactérias foram identificadas com
base na formacao do halo de hemolise, para a constatacdo da presenca de bactérias do
género Streptococcus spp. e Staphylococcus spp, 2) Agar Mitis Salivarius (Difco®[1)
suplementado com 3,3mg/mL de Bacitracina (Sigma-Aldrich®) e 15% de sacarose, para
identificacdo de S. mutans e 3) Chromagar Candida (Difco®(1) para identificacdo
presuntiva de espéecies de Candida. As placas contendo Chromagar Candida foram
incubadas a 35°C, as demais placas foram incubadas, a 37°C, com 5% de CO,. A leitura

visual do crescimento microbiano foi realizada apds 48 horas.

4.6.1 Coletada saliva

A saliva total necessaria para o experimento foi coletada de cinco doadores sem
comprometimento sistémico, correspondendo aos seguintes critérios de inclusdo:
possuir mais que 18 anos de idade; ter fluxo salivar normal, obedecendo ao critério:
fluxo de saliva estimulado maior que 1 mL por minuto e fluxo de saliva ndo estimulado
maior que 0,3 mL por min; e apresentar diagnéstico de candidose. Foram considerados

como critérios de exclusdo: pacientes edéntulos totais e que tenham ingerido
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antimicrobianos no ultimo més. Os pacientes foram orientados a ndo beber ou comer no
periodo de 2h antes da coleta da saliva.

A saliva foi coletada sob estimulagdo, através da mastigacdo de pequenos
bloguinhos constituidos por um material de borracha (Parafilm M®) durante 10
minutos. Ap6s a coleta houve a mistura das salivas obtidas constituindo um dnico
estoque, o qual foi diluido em glicerol (70% de saliva e 20% de glicerol). Aliquotas de
1mL foram armazenadas em -80 °C (PRATTEN et al, 2003).

4.6.2. Anélise da inibi¢do do biofilme multiespécie

O biofilme multiespécie foi formado em superficie abidtica, utilizando o fundo
de microplacas de 24 pogos, conforme metodologia adaptada de Souza et al (2018).
Foram adicionados 1470pl de meio RPMI 1640 (INLAB®) suplementado com 0,2% de
sacarose (Dinamica®), 30uL de saliva e 100puL do dleo essencial em duas
concentracdes selecionadas com base nos valores da CIM para bactérias, uma vez eu 0s
valores obtidos foram maiores, 2000ug/mL (CIM) e 4000ug/mL (2xCIM), utilizando-
se como veiculo o DMSO 5%. Como controle positivo utilizou-se a clorexidina
500pg/mL (Sigma-Aldrich®). A placa foi incubada a 5% de CO, e 37°C, durante 72h,
A cada 24h o sobrenadante foi descartado e foi adicionado um novo meio com saliva
humana fresca e com 0,2% de sacarose, 0s tratamentos também foram renovados. Apos
o tratamento do biofilme, aliquotas de cada pogo (10 pl) foram transferidas para os
meios de cultura especificos os mesmos citados anteriormente para caracterizar o perfil

microbiol6gico da saliva.

4.6.3 Analise morfoldgica do biofilme

O biofilme foi analisado em microscopio invertido com kit de fluorescéncia
(MOTIC® — AE31 Elite Trinocular). Apds 48 horas de incubacdo o biofilme foi
homogeneizado e centrifugados em microtubos do tipo eppendorf, a 6000g por 5
minutos. O sobrenadante foi retirado e o biofilme ressuspenso em Tampéo fosfato-
salino (PBS) para lavagem. Realizou-se uma nova centrifugacdo, o sobrenadante foi
retirado e adicionado 50ul de calcofluor White 1% (v/v) (Sigma-Aldrich).



30

4.6.4 Atividade metabdlica do biofilme

A atividade metabdlica do biofilme foi pelo ensaio de redugdo de XTT (2,3-Bis-(2-
Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide) (Sigma-Aldrich®)
(DA SILVA et al., 2008, DA SILVA, 2012). O XTT foi dissolvido em PBS na
proporcdo de 1mg/mL, a solucédo foi filtrada e armazenada sob refrigeragdo até o uso.
Foi preparada também a solu¢do de menadiona (Sigma-Aldrich®). O sobrenadante foi
retirado e inserido 1580uL de PBS enriquecido com 200mM de glicose (Dindmica®),
400uL de solugdo de XTT e 20uL de menadiona (0,4mM dissolvida em acetona P.A.).
As placas foram incubadas por 3h na auséncia de luz, a 35°C, sob agitagéo (75 rpm). O
contetudo dos pogos foi coletado e centrifugado (6000g, 5 min). A absorbancia dos
sobrenadantes foi lida em espectrofotdmetro (Microplate Reader - EZ READ 400,
BIOCHROM) a 490nm. A intensidade colorimétrica é expressa como diretamente
proporcional a atividade metabdlica do biofilme. A porcentagem de reducdo da
atividade metabolica foi calculada como Abg = Ab amostra / Ab controle x100. No

qual Ab significa absorbancia.

4.7 ANALISES ESTATISTICAS

Todas as analises foram feitas em triplicatas, em trés momentos distintos.
Quando aplicavel, os dados foram expressos como média e desvio padrdo da média. As
analises estatisticas foram realizadas no programa Statistical Package for Social
Sciences (SPSS Statistics, v. 23, IBM, Chicago, IL.). Inicialmente os dados foram
avaliados quanto a sua distribuicdo normal pelo teste de Kolmogorov-Sminorv. Para a
analise dos dados da cinética de crescimento foi realizada o teste de Friedmam, seguido
pelo teste de Kruskall-Wallis. Para as demais anélises foram realizadas comparagdes
estatisticas entre os grupos através de analise de variancia (ANOVA), seguida dos
Testes de pos-hoc de Turkey e de Dunnet. A significancia foi aceita para um valor de p
<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO FITOQUIMICA

A analise por CG-EM do o6leo essencial da S. aromaticum constatou o eugenol
como composto majoritario identificado com valor de 74,54% de area integrada. Outros
compostos em propor¢Bes menores também foram identificados, como acetato de
eugenol (2.75%) e do pB-Cariofileno (0,65%) (Tabela 1).

Tabela 1: Compostos identificados no Oleo essencial da S. aromaticum, por

cromatografia gasosa com espectrometria de massa (CG-EM).

COMPOSTO TR IR AREA (%)
acido salicilico 15,195 1197 0,07
Chavicol 17,935 1259 0,05
Anetol 19,215 1288 0,04
Eugenol 22,76 1368 74,54
B-Cariofileno 25,075 1422 0,65
a-Humuleno 26,510 1456 0,08
Acetato de eugenol 29,635 1531 2,75
Oxido de cariofileno 31,87 1587 0,08
Miristato de isopropila 40,89 1827 0,12

TR = Tempo de retengéo; IR = Indice de retencdo; AREA (%) = fracdo em porcentagem da area total
integrada para o0 cromatograma;

5.2 ANALISE ANTIOXIDANTE

A andlise antioxidante com base na reducédo do radical DPPH foi expressa como
ICso, média e desvio padrdo, e o indice de atividade antioxidante (IAA) (Tabela 2).
Pbde-se observar que houve diferenca significativa na ICso do 0Oleo essencial da S.
aromaticum entre os dois tempos analisados. Para o controle positivo (acido géalico),
ndo houve diferenca significativa entre os tempos, mas o mesmo diferiu
significativamente do 6leo essencial analisado. Com base nos valores obtidos na IAA e

na classificacdo de Scherer e Godoy (2009), o 6leo essencial assumiu a classificacdo de
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forte atividade antioxidante para o tempo de 45 min e fraca atividade para o tempo de
60 min, o acido galico foi considerado como tendo forte atividade antioxidante nos dois

tempos analisados.

Tabela 2: Valores do indice de atividade antioxidante (IAA) e da ICs
calculados com base na concentracdo final do DPPH (31,6 pg/ml).

TEMPO | COMPOSTO ICso (Hg/ml) IAA
: T
45:00 S. aromaticum 25,74 + 16,97 1,22
min Acido galico 1,57 + 0,47° 20,12
: oo
60-00 S. Aromaticum 93,33 +9,29 0,33
min Acido glico 2,73+0,11° 11,57

*Letras diferentes assumem diferenca significativa (p < 0,05)

5.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

53.1 Determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), Concentracdo
Fungicida e Bactericida Minima (CFM e CBM)

O oleo essencial da S. aromaticum apresentou atividade antimicrobiana frente a
todas as cepas testadas, com resultados mais expressivos frente as espécies de Candida
(CIM 500-1000 pg/mL, CFM 1000-2000pg/mL) quando comparados com aqueles
encontrados para bactérias (CIM 2000 pg/mL, CBM > 2000 pg/mL). Verificou-se perfil
fungicida frente a todas as cepas de Candidas testadas (CFM/CIM < 4) (Tabela 3).
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Tabela 3: Distribuicdo dos valores das Concentracdes Inibitoria Minima (CIM),
Fungicida Minima (CFM) e Bactericida Minima (CBM) do 6leo essencial de S.
aromaticum, de acordo com a espécie de Candida e bacteéria.

S. aromaticum Nistatina/
Microorganismos o CEMI ((::FII\I\:/ Clorafenicol
CBM CIM
pg/mL ug/mL

Candida albicans - ATCC 10231 500 1000 2 3,9062
Candida albicans - ATCC 60193 500 1000 2 3,9062
Candida albicans — Cepa clinica Al 500 1000 2 3,9062
Candida albicans — Cepa clinica A5 500 1000 2 1,9531
Candida parapsilosis — ATCC 22019 500 1000 2 3,9062
Candida tropicalis — ATCC 750 500 1000 2 3,9062
Candida glabrata — ATCC 90030 500 1000 2 3,9062
Candida krusei — ATCC 34135 1000 2000 2 3,9062
Streptococcus mutans - Cepa clinica 2000 >2000 - 3,9062
Staphylococcus aureus - Cepa clinica 2000 >2000 - 3,9062
Escherechia coli - Cepa clinica 2000 >2000 - 3,9062

Fungicida (CFM/CIM< 4) ou fungistatico (CFM/CIM > 4) (SIDDIQUI et al., 2013).
* (-) N&o foi possivel determinar a razdo CFM/CIM.

5.3.2 Cinética de crescimento

Em relacdo a cinética do crescimento para as cepas de C. albicans analisadas, o
Oleo essencial da S. aromaticum na concentracdo de 500 pg/mL ndo apresentou
diferenca entre os resultados e o controle negativo. Porém, nas concentragfes de 1000
Hg/mL e de 2000 pg/mL (Figura 1, Figura 2, Figura 3 e Figura 4) apresentaram
resultados similares ao controle positivo (Nistatina), a partir do tempo de 2 horas, sem

diferenca estatisticamente significativa.
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CANDIDA ALBICANS - ATCC 10231

10000
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UFC/ML

00:00H 01:00H 0200H 0400H 06:00H 24.00H

=4—1000pg/mL 2350+8.5 56069  100+5.1 0 0 0

==2000pug/mL 2131+£6,1 13049 0 0 0 0
Nistatina 310+ 1.1 0 0 0 0 0
Controle negativo 2230+6,3 383059 6783+7.1 780083 8210+9.8 8320%8.3

== Veiculo (DMSO) 2483+79 3750+81 6650+7.3 7300+8.5 8800+94 9420+99

Figura 1: Efeito do 6leo essencial da S. aromaticum, nas concentra¢@es de 1000 pg/mL
e 2000 pg/mL, e do controle positivo (nistatina), sob a cinética do crescimento da C.
albicans - ATCC 10231.

CANDIDA ALBICANS - ATCC 60193

11000
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b iy (e o e Al
00:00H 01:00H 02:00H 04:00H 06:00H 24:00H

——1000pg/mL 25833+53 283+62  166+15 0 0 0

—#—2000pg/mL 2450 + 8.1 12158 0 0 0 0
Nistatina 160+1.3 0 0 0 0 0
Controle negativo  3433+7.5 395069 675079 8333+9.1 9558+9.8 9678=10.4

—#—Veiculo (DMSO) 2866+79  3733+7.1 691683 86169  9598+9.3 9420+9.9

Figura 2: Efeito do 6leo essencial da S. aromaticum, nas concentra¢@es de 1000 pg/mL
e 2000 pg/mL, e do controle positivo (nistatina), sob a cinética do crescimento da C.
albicans - ATCC 60193.
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CANDIDA ALBICANS - CEPA CLINICA A1
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00:00H 01:00H 02:00H 04:00H 06:00H 24:00H
=—4—1000ug/mL 1500 £6.3 433 +4.3 383 £3.5 0 0 0
== 2000ng/mL 1500 £7.3 108 +6.8 0 0 0 0

Nistatina 150 =44 0 0 0 0 0

Controle negativo 2133 +83 2433 £7.9 4783 £8.6 6433+7.5 7816 +8.9 8300 £9.3
== Veiculo (DMSO) 2483 £74 2550 £8.7 4650 9.1 6516 9,5 7800 +10,1 8280 £9.8

Figura 3: Efeito do dleo essencial da S. aromaticum, nas concentracdes de 1000 pg/mL

e 2000 pg/mL , e do controle positivo (nistatina), sob a cinética do crescimento da C.
albicans cepa clinica Al.

CANDIDA ALBICANS - CEPA CLINICA A5

9000
8000
7000
6000
Eé 5000
% 4000
3000
2000
1000 | B~
O 00'00H O01:00H 0200H 04.00H 06:00H 24:00H
0 =1000ng/mL 1130 £6,8 483 £54 166 3.4 0 0 0
== 2000 ng/mL 1145 +7.6 199 +3.4 0 0 0 0
Nistatina 160 +4.2 0 0 0 0 0

Controle negativo 2033 £51 2950 +6 4950 +6.5 7033 +7.4 8583 +81 8683 +9
== Veiculo (DMSO) 2166 +4.9 2733 £54 4216 £6.8 7016 +8 8783 £9.2 8500 +8.8

Figura 4: Efeito do dleo essencial da S. aromaticum, nas concentracdes de 1000 pg/mL
e 2000 pg/mL, e do controle positivo (nistatina), sob a cinética do crescimento da C.
albicans cepa clinica Ab5.

5.4 ANALISE EM BIOFILME MULTIESPECIE

5.4.1 Anélise da atividade antibiofilme
A anélise da viabilidade dos microrganismos apds o tratamento do biofilme com

0 6leo essencial da S. aromaticum mostrou uma significativa reducdo na quantidade de
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UFC/ml para todas as especies, sem diferenca estatistica em relagdo ao controle positivo

(Clorexidina).

A Candida albicans B Candida tropicalis
1500 B __B 1200
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500 400
A A A A A A
0o — 0
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¥y & & & $ ¢ & & D
QQQ’ QQ\? {° %6 Q QQQ‘ QQQ' {° %@ Q
SN O ¢ O NV
B UFC/mL B UFC/mL
C Streptococcus spp. D Staphylococcus spp.
400 BB 1500 B B
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I N R VAR O S
mUFC/mL BUFC/mL
E S. mutans
500 B B
400
300
200
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*Letras diferentes assumem diferenca estatistica entre grupos (p < 0,05)

Figura 5: Quantidade de UFC/mL do biofilme multiespécie apds o tratamento com o
6leo essencial da S. aromaticum (2000 pg/mL e 4000 pg/mL ) e com o controle positivo
(clorexidina) das espécies de microrganismo: C. albicans (Figura 5A), C. tropicalis
(Figura 5B), Streptococcus spp. (Figura 5C), Staphylococcus spp (Figura 5D) e S.
mutans (Figura 5E).
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5.4.2 Analise morfoldgica dos microorganismos

A analise morfoldgica feita a partir da microscopia de fluorescéncia com o
corante Calcofluor White constata a formagdo do biofilme no controle negativo,
caracterizado pela presenca de leveduras e hifas (setas brancas) (Figura 6A).

Para as concentracfes do 6leo essencial 2000 pug/mL (Figura 6B) observa-se um
menor acumulo de biofilme, com estruturas celulares fragmentadas e amorfas. As
imagens dos biofilmes tratados com o 6leo essencial da S. aromaticum na concentracgéo
de 4000ug/mL (Figura 6C) sdo semelhantes a do controle positivo (Clorexidina) (Figura
6D), onde observam-se estruturas amorfas, menor aglomerado de células e com baixa

fluorescéncia.

A) Controle negativo B) 2000 pg/mL

C) 4000 pg/mL D) Controle positivo

Figura 6: Imagens representativas da morfologia do biofilme multiespéscie
desenvolvido a partir da saliva de pacientes com candidose oral e tratado com 6éleo
essencial da S. aromaticum nas concentragdes 2000 pg/ml (Figura 6B) e 4000 pg/mL
(Figura 6C), corado com calcofluor White. As imagens mostram o aspecto morfologico
do controle positivo (clorexidina) (6D) e do controle negativo. No controle negativo
(Figura 6A) as setas brancas evidenciam a presenca de hifas.Todas as imagens foram
feitas com a objetiva de 40x.
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5.4.3 Atividade metabdlica do biofilme

Com base no método do XTT, pode-se avaliar a reducdo da atividade metabdlica
do biofilme ap6s o tratamento com o éleo essencial da S. aromaticum (Figura 7), o qual
reduziu significativamente a atividade do biofilme quando comparados ao controle
negativo. Ndo houve diferenca estatistica entre as concentragdes 2000 pg/ml e 4000
ug/ml e o controle positivo (Clorexidina). A tabela 4 apresenta o resultado em
porcentagem de inibigdo da atividade metabdlica do biofilme em relagdo ao controle

negativo.

2,5 A A
E > I I
o
[@)]

N

= 15

(&)

&

2 1

2

o)

<05 B B B

0 % —

2000pg/ml - 4000pg/ml - Controle  Controle DMSO
Positivo Negativo
*Letras diferentes assumem diferenca significativa (p < 0,05)

Figura 7: "Valores de absorbancia, a 490nm, obtidas na avaliacdo da atividade
metabdlica do biofilme pelo método do XTT.

Tabela 4: Porcentagem de reducdo da atividade metabdlica do biofilme em relacdo ao
controle negativo

Grupo % de reducéo glz_al atividade
metabolica
2000 pg/ml 91,40%
4000 pg/ml 92,19%
Clorexidina (500 pg/ml) 96,09%
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6 DISCUSSAO

O 6leo essencial da S. aromaticum se apresentou como uma fonte promissora de
compostos bioativos capazes de inibir a formacdo de um biofilme multiespécie,
proveniente da cavidade oral. A partir da analise microscépica do biofilme, foi possivel
constatar a alteracdo na estrutura morfolégica dos microrganismos, assim como, a
reducdo dos aglomerados celulares, confirmada pela redugédo na fluorescéncia.
AlteracOes relacionadas a parede celular e membranas dos microrganismos ja foram
constatadas em outros estudos, nos quais foram percebidas deformagdes na morfologia
normal da célula, causadas pela acdo do 6leo essencial da S. aromaticum (XU et al,
2016, KHAN, AHMAD, 2012). Por outro lado, no biofilme sem tratamento (controle
negativo) foi perceptivel o acimulo denso de microrganismos com estrutura preservada,
constituindo um biofilme maduro, composto por espécies de Candida e bactérias, no
qual as hifas identificadas assumiram um papel estrutural (CUI, 2013, BANERJEE et al,
2013), além de apresentar forte atividade metabdlica (Absorbanciasg > 0.800) (Khan,
Ahmad, 2012).

Estudos tém demonstrado a acdo antibiofilme do Oleo essencial da S.
aromaticum, porém, em sua maioria sdo estudos de carater monoespécie ou dual-
espécie feitos com cultura microbioldgicas de cepas padrdo (KHAN, AHMAD, 2012,
BUDZYNSKA et al, 2014, BUDZYNSKA et al, 2017, WALMIKI, RAI, 2017), fato
que enaltece a proposta do presente trabalho em levar em consideracdo a aproximagao
da condicdo multiespécie do ambiente da cavidade oral (RODER et al 2016, BAKER et
al 2017). Além disso, destaca-se a relevancia clinica do efeito fungicida e bactericida do
Oleo essencial da S. aromaticum sobre o biofilme multiespécie. Sabe-se que a C.
albicans e o S. mutans, por exemplo, podem desenvolver uma relacdo de cooperacgéo
para suprir as necessidades de substrato, metabolitos, fatores de crescimentos, além de
influenciar a producdo da matriz de substancias extracelulares poliméricas, que sao
criticos para aderéncia do S. mutans e maturacdo do biofilme (HWANG et al, 2017,
BARBOSA et al 2016).

Os resultados da atividade antimicrobiana e antibiofilme podem ser atribuidos
ao eugenol, composto majoritario (74.54%), igualmente identificado em estudos
anteriores (RADUNZ et al 2019, RAJKOWSKA et al 2017, BUDZYNSKA et al, 2017,
XU et al 2016, PINTO et al, 2009, CHAIEB et al 2007). O eugenol é caracterizado
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como composto organico, com a presenca de um anel aromético e pertencente a classe
dos fenilpropandides, grupo de metabolitos secundarios presentes em uma variedade de
plantas e seus derivados, em especial nos Oleos essenciais (SA et al, 2014,
FURUKAWA et al, 2003). Foram identificados também compostos secundarios em
menor proporcao, mas que possuem acdo antibacteriana, antioxidante e antifungica
(YOO, JWA, 2018, MUSTHAFA et al, 2016, DAHHAM et al, 2015).

O eugenol se destaca por sua atividade antifingica (HASSAN et al, 2018,
LABIB, ALDAWSARI, 2015, AHMAD et al, 2010) e antibacteriana (ZHANG et al,
2017, THOSAR et al 2013), nas quais ele age, de modo geral, de forma similar, tendo
como alvo principal a parede celular e as membranas presentes nos microrganismos, o
que aumenta a permeabilidade celular, fazendo com que ocorra o efluxo de constituintes
importantes para sua sobrevivéncia, como a perda de K* e de outros componentes
citoplasmaticos  (AHMAD et al, 2010, HEMAISWARYA, DOBLE, 2009,
FILGUERAS, VANETTI, 2006, DAS et al, 2016). O eugenol pode estar associado a
inibicdo enzimatica da ATPase e de proteases, por exemplo (HYLDGAARD et al, 2012,
KHAN, AHMAD et al, 2012), assim como na indugéo do estresse oxidativo celular com
0 aumento das Espécies Reativas do Oxigénio — EROS, que causam danos estruturais a
célula, como a ruptura de membranas (DAS et al, 2016, KHAN, AHMAD et al, 2012).
Pode também propiciar a supressao de genes relacionados com a formacao de proteinas
extracelulares, que sdo importantes na adesdo de microrganismos, etapa inicial da
formacéo do biofilme (XU et al, 2016, LATIFAH-MUNIRAH et al, 2015, ADIL et al
2014, TAM et al, 2007, SENADHEERA et al, 2005).

Khan, Ahmad (2012) observaram uma reducdo de cerca de 60% do biofilme
monoespécie de C. albicans apds 18 a 20 horas de tratamento com o dleo essencial da S.
aromaticum e Budzynska et al (2014) constataram uma reducdo de 95% da formacéo de
tubos germinativos da Candida. Em um segundo momento, Budzynska et al (2017)
avaliaram a agdo do Oleo essencial da S. aromaticum sobre um biofilme dual-espécie
de C. albicans e S. aureus e constataram reducdo de aproximadamente 50% da
formacdo de tubos germinativos pela C. albicans. Neste estudo, o efeito do dleo
essencial da S. aromaticum sobre o biofilme multiespécie foi confirmado a partir da
reducdo significativa do nimero de UFC/mL de todas as espécies presentes no biofilme,
e da reducdo da atividade metabdlica. Observou-se também auséncia de tubos

germinativos e hifas em todas as concentracdes testadas do 6leo essencial.
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A reducdo da atividade metabolica do biofilme tratado com o 6leo essencial da
S. aromaticum foi de 91,4% para a concentracdo de 2000 pg/mL e de 92,19% para a
concentracdo de 4000ug/mL quando comparados ao controle negativo. Este efeito pode
ser atribuido também ao eugenol. Jafri et al (2018) verificaram reducédo de 52,65% da
atividade metabdlica de um biofime dual-espécie, formado por C. albicans e S. mutans,
sob a agdo de 100 pg/mL de eugenol.

Os valores da CIM em estudos que fazem a comparacao entre o 6leo essencial
da S. aromaticum e o eugenol sdo semelhantes, o que fortalece a associa¢do do eugenol
com as propriedades antimicrobianas da S. aromaticum (XU et al 2016, LABIB et al,
2015, MOON et al, 2011, PINTO et al, 2009).

Seguindo o parametro estabelecido por Holetz et al (2002) podemaos classificar o
Oleo essencial da S. aromaticum como um composto de atividade antimicrobiana
moderada frente as cepas de Candida testadas (100ug/mL<CIM<500ug/mL) com
excecdo de C. krusei, para a qual a atividade foi considerada como fraca
(500ug/ML<CIM<1000ug/mL). Esta diferenca pode ser atribuida a resisténcia de
espécies C. ndo-albicans aos compostos antimicrobianos (PFALLER, DIEKEMA, 2007,
MANSOURIAN et al, 2014). Entretanto, considerando a classificacdo de Duarte et al
(2006), o 6leo essencial da S. aromaticum assume a classificacdo de moderada atividade
para a C. krusei (600<CIM<1500ug/mL) e forte atividade antifingica (CIM<500
pug/mL) para as demais. Verifica-se também, com base na razdo CFM/CIM, que o 6leo
essencial da S. aromaticum apresenta um perfil fungicida (CFM/CIM < 4) (SIDDIQUI
et al, 2013).

No tocante a CIM obtida neste estudo para as cepas de C. albicans, pode-se
observar que os valores encontrados foram semelhantes @ CIM do eugenol obtida no
estudo de Ahmad et al (2015). Entretanto diferiram de outros estudos, seja ao avaliar o
eugenol, assumindo valores de 200 pg/mL (HASSAN et al 2018) e de 100 pg/mL
(JAFRI et al 2018), ou ao avaliar a atividade do Oleo essencial assumindo valores de
200 pg/mL (KHAN, AHMAD, 2012) e 3200 pg/mL (LABIB et al, 2015). A agdo
antifungica do 6leo essencial ainda foi comprovada por demais autores, porém, devido a
diferencas metodologicas ndo ha como comparar os valores da CIM obtidos. Budzynska
et al (2014), ao avaliarem o 6leo essencial da S. aromaticum determinaram sua CIM
como 0,097% (V/V), Latifah-Munirah et al (2015), por sua vez, avaliaram o eugenol
obtendo um valor de CIM de 1% (V/V) e Pinto et al (2009) encontraram valores de 0,64
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uL/mL (V/V) para o 6leo essencial e para o eugenol frente a cepas de C. albicans e C.
ndo-albicans analisadas.

O oleo essencial da S. aromaticum pode ser considerado como inativo frente as
bactérias testadas (CIM > 1000 pug/mL) (HOLETZ et al 2002), ou como de atividade
fraca (CIM > 1600 upg/mL) (DUARTE et al, 2006). Hernandez-Ochoa et al (2011) e
Radiinz et al (2018) avaliaram a sua atividade antibacteriana frente ao S. aureus e E.
coli e obtiveram CIM de 500 pg/mL, e 304 pg/mL, respectivamente. Apesar dos valores
da CIM encontrados para as bactérias apontarem uma atividade fraca ou inativa, o 6leo
essencial da S. aromaticum mostrou-se eficaz na reducdo do biofilme multiespécie
proveniente da cavidade oral, com resultados similares ao controle positivo

(clorexidina).

A incompatibilidade dos resultados entre os estudos pode ser atribuida as
diferencas metodologicas, as cepas utilizadas e ao material vegetal. Alguns estudos, por
exemplo, usaram o 0Oleo essencial comercial (LABIB et al, 2015, BUDZYNSKA et al,
2014, KHAN et al 2012, MOON et al, 2011) e outros fizeram a propria extracao (XU et
al., 2016, RADUNZ et al, 2019). As interacGes entre seus compostos também justificam
as diferengcas em suas propriedades bioldgicas ou farmacoldgicas, cujas associagdes
podem assumir efeitos sinérgicos ou antagbnicos, influenciando diretamente o0s

resultados.

A composicao do 6leo essencial pode variar, dentre outros aspectos, de acordo
com a origem do material vegetal. O 6leo essencial extraido neste estudo apresentou
diferencas na propor¢do de compostos quando comparado ao 6leo essencial apresentado
em outros estudos. Xu et al (2016) destacaram a presenca de 22 compostos, dentre eles
0 eugenol (76,23%), 6xido de cariofileno (4,29%) e o acetato de eugenol (1,76%),
Radiinz et al (2019) identificaram 6 compostos, com destaque para o eugenol (56,06%),
cariofileno (39,83%) e o a-cariofileno (4,31%). J& Chaieb et al (2007) destacaram a
presenga do eugenol (88.58%), acetato de eugenol (5,62%) e o B-cariofileno (1,38%). Ja
0 nosso estudo identificou nove composto, sendo o eugenol o majoritario (74.54%),
assim como os demais estudos, e compostos com menor propor¢ao, como o acetato de
eugenol (2.75%) e do B-Cariofileno (0,65%).

Em relacdo a curva de crescimento celular, foi observado no controle negativo

condigBes normais de crescimento, sendo perceptivel a fase Lag e a fase Log, com
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crescimento exponencial a partir do periodo de 2h, em que a curva de crescimento teve
um aumento gradual ao longo do tempo, caracteristica que corresponde ao parametro de
crescimento celular normal (LATIFAH-MUNIRAH et al, 2015, PANG et al, 2011). Ja
no grupo do éleo essencial da S. aromaticum houve reducdo do nimero de UFC/mL a
partir da segunda hora. Esse resultado pode ser atribuido ao seu composto majoritario, o
eugenol, uma vez que este pode reduzir 58% da C. albicans a partir do periodo de 2
horas (LATIFAH-MUNIRAH et al, 2015). O periodo de inibi¢do do crescimento celular
mostra que as cepas ndo conseguiram atingir a fase Log, fase de grande atividade
enzimética celular (UPPULURI, CHAFFIN, 2007). Desta forma, a acdo da S.
permeabilidade celular (AHMAD et al, 2010, KHAN, AHMAD, 2012).

Quando em doses mais elevadas, o eugenol pode causar o estresse oxidativo,
sendo este um dos principios de acdo frente a microrganismos, por outro lado, quando
atribuido em doses mais baixas, esta relacionado com propriedades antioxidantes,
constituindo assim uma dupla acdo, sendo esta dose-dependente (BARBOSA et al,
2018, HYLDGAARD et al, 2012, KHAN, AHMAD, 2012, KAMATOU et al, 2012,
YADAYV, BHATNAGAR, 2007). Esta caracteristica pdde ser observada também nesse
estudo, a I1Cs obtida para o 6leo no tempo de 45 minutos, no qual o dleo foi classificado
como forte atividade antioxidante, é considerada bem mais baixa (ICsp = 25,74 pg/ml)
do que a concentragdo que apresenta atividade antimicrobiana (CIM = 500pg/ml para C.

albicans e 2000ug/ml para bactérias)

No tocante a sua atividade antioxidante, o 6leo essencial da S. aromaticum
apresentou forte atividade no tempo de 45 minutos e uma fraca atividade antioxidante
em 60 minutos com base na classificacdo de Scherer, Godoy (2009), os mesmos autores
encontraram uma atividade antioxidante considerada muito forte para o 6leo essencial
da S. aromaticum e para o acido galico. A diferenca entre os valores obtidos nos
diferentes tempos deste estudo pode ser atribuida a volatilidade do 6leo essencial,
reduzindo a capacidade antioxidante ao longo do tempo da analise, 0 que ndo acontece
com o controle positivo, &cido galico, que mantém sua atividade considerada como

muito forte ao longo dos dois tempos.

A atividade antioxidante da S. aromaticum foi comprovada por outros autores,
mas por diferencas metodoldgicas ndo houve o célculo da ICs, impossibilitando a

comparagdo com 0 nossos resultados, como por exemplo, Ranlnz et al (2019)
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atribuiram ao 6leo essencial da S. aromaticum uma forte atividade antioxidante na
concentracdo de 484,7 ug/mL com indice de 94,86% de reducdo do DPPH. No tocante
aos valores da ICs, obtidos na literatura para a atividade antioxidante da S. aromaticum,
percebe-se uma variacdo de acordo com o estudo. Scherer, Godoy (2009) encontram o
valor de 1C5,=3,05ug/mL, para uma concentragdo similar de DPPH usada neste estudo,
ja Perez-Roses et al (2016) constataram o valor de IC50 = 117 ug/mL. No nosso estudo,
para 0 tempo de 45min, no qual o oleo foi considerado como forte atividade
antioxidante, obteve-se uma 1Csp=25,74ug/mL, no tempo de 60min ha um aumento na
concentracdo para 1C5,=93,33ug/mL, sendo neste tempo considerado como fraca
atividade antioxidante pela classificacdo de Scherer, Godoy (2009). Essa variacdo entre

os valores encontrados na literatura pode ser devido as variages de métodos utilizados.

A capacidade de reducdo do DPPH e consequente atividade antioxidante, esta
associada a doacdo de hidrogénio das substancias testes a reacdo, caracteristica
marcante de compostos com grupo fenolico em sua composicdo, como o eugenol
(PEREZ-ROSES et al, 2016). Portanto, é possivel que a atividade antioxidante do 6leo
essencial da S. aromaticum esteja diretamente relacionada a este composto (BARBOZA
et al, 2018). Em um estudo comparativo, Dawidowicz, Olszowy (2014) avaliaram a
atividade antioxidante da S. aromaticum e do eugenol obtendo resultados similares, que
corrobora para a associacdo do composto a acdo antioxidante da S. aromaticum. A
comprovagdo da atividade antioxidante pode servir de base para estudos futuros, nos
quais se tenha a intencdo de analisar a possivel atividade antinflamatdria do 6leo
essencial da S. aromaticum (BARBOZA, et al 2018).

O 6leo essencial da S. aromaticum representa uma fonte de compostos bioativos,
com potencial para o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas, direcionadas
ao controle do biofilme multiespécie da cavidade oral, cuja medida deve ser
incentivada, afim de prevenir complicacdes geradas pela presenca do mesmo, como a
candidose oral, gengivite e carie dentaria (SILVA et al, 2017, BOWEN, 2018).
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7 CONCLUSAO

O 0leo essencial da S. aromaticum inibe a formacgdo do biofilme multiespécie
oriundo da cavidade oral de forma similar a clorexidina, com efeitos significativos na
cinética de crescimento celular, morfologia do biofilme e atividade metabolica. Tem
como composto majoritdrio o eugenol, provavel responsavel pelas atividades

antimicrobiana, antioxidante e metabolica.
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