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PREFACIO

Esta dissertagdo serd apresentada na forma de dois artigos intitulados:

Artigo 1 - “Eficacia do 6leo de Melaleuca alternifolia sob bactérias

cariogénicas” - Sera submetido para publicacdo no Archives of Oral Biology.

Artigo 2 - “ Efeito citotdxico do 6leo de Melaleuca alternifolia sobre cultura de

gueratinocitos” - Sera submetido para publicacdo no Toxicology in Vitro.






Fontana A. Eficécia do 6leo de Melaleuca alternifolia sobre bactérias cariogénicas e
sua citotoxicidade sobre cultura de queratindcitos [Dissertacdo de Mestrado].

Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2011.

RESUMO

Objetivo: O objetivo geral deste trabalho, dividido em dois estudos, foi
avaliar in vitro o efeito do 6leo de Melaleuca alternifolia (TTO) sobre as bactérias
Streptococcus mutans (S.mutans) e Lactobacillus acidophilus (L.acidophillus) e seu
possivel efeito citotoxico sobre cultura de queratindcitos (HaCat). Materiais e
Métodos: No estudo 1, a andlise antimicrobiana foi avaliada em 3 fases: 1.
Identificacdo da CIM e CBM do TTO nas concentragdes de 0.25% a 2% sobre os
microrganismos na forma planctonica, utilizando-se a técnica de microdiluicdo em
caldo; 2. Andlise do metabolismo celular dos microrganismos em SSB (biofilme
monoespécie) e DSB (biofilme multiespécie), formados em placa de cultura celular,
tratados com diferentes concentracbes de TTO, por meio de ensaio de XTT; 3.
Analise do metabolismo celular dos microrganismos em DSB formado sobre blocos
de esmalte e dentina e submetidos as seguintes solucdes: TTO 2%, clorexidina 0.12%
(controle positivo) ou PBS (controle negativo) pelo tempo de 60 s, por meio de ensaio
de XTT e analise das imagens obtidas por microscopia confocal de varredura a laser
(MCVL). No estudo 2, a analise citotoxica de diferentes concentragdes de TTO foi
realizada sobre células HaCat usando diferentes tempos de contato (60 s, 2 h e 60 s,
com recuperacdo de 24 h), por meio do ensaio de MTT para avaliacdo da atividade

metabolica. Os dados obtidos apresentaram distribuicdo ndo normal e, portanto,



foram utilizados os testes ndo-paramétricos de Kruskal-Wallis e de Mann-Whitney.
Todos os testes estatisticos foram considerados em nivel de significancia de 5%.
Resultados: Na andlise antimicrobiana, para ambos, S.mutans e L.acidophillus, os
valores de CIM e CBM foram 0.5% e 1 %, respectivamente. Os valores de densidade
Optica (DO) referentes ao metabolismo bacteriano, obtidos pelo ensaio de XTT,
apresentaram diferenga estatisticamente significante para S. mutans SSB, em
concentragdes de TTO de 0.25 a 2%, e para L. acidophillus SSB, na concentragédo de
2% (p<0.05). Entretanto ndo houve diferenca estatisticamente significante para DSB
(p>0.05). Quando DSB sob blocos de esmalte e dentina foram expostos a diferentes
solucdes, os valores de DO apresentaram diferenca estatiticamente significante para o
TTO 2% (p<0.05), porém com menor efeito de diminuicdo de metabolismo que a
CHX 0.12% (p<0.05). As imagens obtidas por meio da MCVL concordam com 0s
dados do ensaio de XTT, indicando que o TTO aumentou 0 nimero de bactérias
mortas sobre a superficie dos blocos. Na anélise da citotoxicidade, os valores de DO
referente ao metabolismo celular, obtidos pelo teste de MTT, apresentaram diferenca
estatistica (p<0.05) entre os grupos controle negativo e todas as concentracdes de
TTO para exposicdo de 2 h e a partir da concentracdo de TTO 0.5% para as
exposigdes de 60 s e 60 s com recuperacdo de 24 h. Ambos, controle positivo e CHX
0.12%, ndo apresentaram diferenca estatistica (p>0.05). Conclusdo: Apesar de
apresentar baixo efeito antimicrobiano comparado a CHX 0.12%, o TTO mostrou ser
capaz de reduzir o metabolismo de bactérias cariogénicas e ndo apresentar toxicidade

em baixas concentracfes e em curto tempo de exposicao.



Palavras-chave: Oleo de Melaleuca, Streptococcus mutans, Lactobacillus

acidophilus, queratinécitos.






Fontana A. Efficacy of Melaleuca alternifdlia oil against cariogenic bacteria and
cytotoxicity on keratinocytes culture [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara:

Faculdade de Odontologia da UNESP; 2011.

ABSTRACT

Objective: The aim of this research, divided in two studies was to evaluate in vitro
the effect of oil of Melaleuca alternifolia (TTO) against bacteria Streptococcus
mutans (S. mutans) and Lactobacillus acidophilus (L.acidophillus) and its cytotoxic
effect on keratinocyte cells (HaCat). Materials and Methods: In study 1, the
antibacterial analysis was evaluated in 3 phases: 1. Identification of MIC and MBC of
TTO (0.25% to 2%) on the microorganisms in the planktonic form using the broth
microdilution technique; 2. Analysis of cellular metabolism of microorganisms in
SSB (monospecie biofilm) and DSB (multispecies biofilm) formed in cell culture
plate and treated with different concentrations of TTO, using XTT assay; 3. Analysis
of cellular metabolism of microorganisms in DSB formed on blocks of enamel and
dentin and submitted to the following solutions: 2% TTO, 0.12% chlorhexidine
(positive control) or PBS (negative control) for 60 s, using XTT assay. Images
obtained by confocal laser scanning microscopy (CLSM) were analyzed, too.. In
study 2, the cytotoxic analysis of different concentrations of TTO was performed on
HaCat cells at different contact times (60 s, 2 h, 60 s, with recovery of 24 h) was
using the MTT assay to evaluate metabolic activity. The data showed non-normal
distribution and therefore were used the nonparametric tests Kruskal-Wallis and

Mann-Whitney. All statistical tests were considered at a significance level of 5%.



Results: In the antibacterial analysis, for both S. mutans and L. acidophillus, the
values of MIC and MBC were 0.5% and 1% respectively. The values of optical
density (OD) for the bacterial metabolism, obtained by the XTT assay showed
statistically significant for S. mutans SSB, at concentrations of TTO 0.25 to 2%, and
for L. acidophillus SSB, at concentration of TTO 2% (p <0.05). However, there was
no statistically significant difference in DSB (p> 0.05). When DSB on blocks of
enamel and dentin were exposed to different solutions, the OD values showed
statistically significant difference for the TTO 2% (p <0.05), but with less reduction
of the metabolism than with CHX 0.12% (p <0.05). The images obtained by CLSM
agree with the data from the XTT assay, indicating that the TTO has increased the
number of dead bacteria on the surface of the blocks. In the analysis, of cytotoxity
OD values or the cell metabolism, obtained by MTT test, showed significant
differences (p <0.05) between the control and all concentrations of TTO for exposure
of 2 h and for the concentrations between of 0.5% and 2% for TTO exposures of 60 s
and 60 s to recovering 24 h. Both positive control and 0.12% CHX showed no
statistical difference (p> 0.05). Conclusion: Although TTO results were not so good
as the results with 0.12% CHX, TTO reduced the metabolism of cariogenic bacteria

and presented low toxicity at low concentrations and in short exposition times.

Keywords: Tea tree oil, Streptococcus mutans, Lactobacillus acidophilus,

keratinocytes.
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INTRODUCAO GERAL

A cérie dental continua sendo considerada uma das doengas bucais mais
prevalentes, apesar dos métodos de prevencdo utilizados” *’. E causada pela
interacdo de multifatores, sendo os microrganismos presentes no biofilme o fator
de maior importancia para o inicio e progressao da doenca®® *.

O biofilme é uma estrutura complexa e dindmica que se desenvolve pela
colonizagdo sequencial e ordenada da superficie dentaria por vérias bactérias
orais, organizando-se funcionalmente no interior de uma matriz extracelular de
polissacarideos®” “°. O desenvolvimento do biofilme ocorre inicialmente pela
adesdo das células bacterianas planctonicas (colonizadores primarios) a pelicula
adquirida sobre a superficie dental e posterior co-agregacdo de outros
microrganismos (colonizadores secundarios), havendo comunicagdo metabdlica e
troca genética inter e intra-espécies®® ** *°. Uma importante consequéncia clinica
dessa organizacdo € que o0s microrganismos em biofilme tornam-se menos
suscetiveis aos antimicrobianos do que quando em forma planctonica® >4 >3,

O frequente consumo de carboidratos fermentaveis pode levar a constantes
quedas de pH no biofilme, gerando aumento nas proporcGes de espécies
aciduricas e acidogénicas como 0s estreptococos do grupo mutans e lactobacilos.
Os estreptococos do grupo mutans (particularmente Streptococcus mutans) e 0s
Lactobacillus spp. sdo bactérias gram-positivas com alto potencial cariogénico.

Com o desequilibrio ecolégico do biofilme, hd o aumento na proporcdo dessas

espécies, levando a uma producdo cada vez maior de acido, o que promove a
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desmineralizagdo dos tecidos duros dentarios tornando-os mais susceptiveis ao

. ~ £o- 19,42
aparecimento de lesdes de carie™ ™.

O controle do biofilme bacteriano é essencial para a manutencédo da saide
bucal por meio de procedimentos mecéanicos de remogdo do biofilme cariogénico,
da adequacdo da dieta e 0 do uso de produtos com flior®’. Considerando a
importancia do controle do biofilme e as dificuldades dos individuos para realizar

54
|

adequada higiene bucal®™, é valido e necessario associar, aos procedimentos

tradicionais, métodos quimicos como coadjuvantes para o controle do biofilme®
18.

Dentre os agentes antimicrobianos, a clorexidina é aceita como o padrao-
ouro para a prevencdo ou tratamento de doencas bucais. Geralmente é mais eficaz
contra microrganismos gram-positivos, incluindo os estreptococos do grupo
mutans, que sdo particularmente sensiveis a clorexidina. Porém, a frequente
utilizacdo dessa substancia ndo € aconselhavel devido aos efeitos colaterais locais,
como a pigmentacédo de dentes, restauracdes e proteses, ulceracdo da mucosa oral,
alteracdo e percepcdo gustativa*® .

Novos agentes antimicrobianos orais tém estimulado a pesquisa com
produtos de origem natural. Uma grande porcentagem das novas moléculas
descobertas, com vistas a sua introducdo na industria farmacéutica, provém de
constituintes de plantas e/ou derivados semi-sintéticos®. Diversos estudos
apresentam efeito antimicrobiano in vitro desses produtos sobre os pat6genos
orais, mostrando que esses agentes fitoterapicos podem ser veiculos de prevencao

e controle de doencas bucais infecciosas™ ¢ %,
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Um fitoterapico que vem se destacando é o 6leo da arvore-do-ché (tea tree
oil - TTO). Trata-se de um dleo essencial, obtido por destilagdo a vapor das folhas
da Melaleuca alternifolia de origem australiana®. O uso terapéutico do TTO ja era
tradicional entre os aborigines australianos® e sua ag&o anti-séptica comecou a ser
descrita na literatura em 1962%°. E incorporado como principal agente
antimicrobiano ou preventivo em escala farmacéutica ou cosmética, como no uso
em feridas, queimaduras, picadas de inseto, gel para acnes, cremes vaginais e para
a pele'®.

O TTO é composto por aproximadamente 100 componentes, uma mistura
de terpenos hidrocarbonetos em associacdo com alcool®, sendo os principais 0
terpinen-4-ol, gama-terpiene, alfa-terpiene, 1,8 cineole e alfa-pinene®. A
atividade antimicrobiana do TTO ¢ atribuida principalmente ao terpinen-4-ol,
componente principal do 6leo, presente entre 30% a 40% em sua composic&o®.

Dados recentes mostram que a atividade do TTO é de amplo espectro, sendo

33, 59, 61 11, 47, 58 27

antibacteriano , antiflngico , antiviral® ?*, antinflamatério* ?" e
anticancerigeno® 2%, Devido a sua caracteristica lipofilica, 0 TTO possui um
mecanismo de acdo bactericida que consiste em sua capacidade de se difundir e
danificar as estruturas da membrana celular, causando a perda de material
intracelular e a incapacidade de manter a homeostase™ 2.

Por apresentar acdo antimicrobiana, estudos sugerem que o TTO possa ser
utilizado como agente de prevencdo ou tratamento contra patdgenos orais. Os
dados mostram que grande parte das bactérias sdo suscetiveis em concentracdes

de TTO a 2% (v/v) ou menos, e fungos apresentam concentragdes inibitorias entre
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0.03 e 0,5% e fungicida entre 0.12-1%> ?°. A efic4cia do 6leo de Melaleuca na
inibicdo do crescimento ou desenvolvimento de bactérias que fazem parte do
biofilme cariogénico vem sendo estudada e apresenta atividade antimicrobiana®
24, 26, 56.

Apesar dos diversos estudos caracterizando o amplo espectro de agdo do
6leo de Melaleuca, ha poucas evidéncias que possam indicar que o TTO ou seus
componentes apresentem potencial téxico significativo. Conclusdes sobre a
toxicidade do TTO sdo complicadas pelo fato de que os componentes do 6leo
possuem diferentes caracteristicas fisico-quimicas® **. Os dados indicam que a
toxicidade do TTO é dose-dependente, tornando-se toxico quando ingerido em
doses elevadas®®, causando reacdes alérgicas somente em individuos
predispostos®®. A literatura disponivel sugere que o TTO pode ser usado
topicamente na forma diluida pela maioria dos individuos, sem efeitos adversos®
21, 26'

Com base na literatura apresentada, sugere-se que o TTO seja um
fitoterapico de grande acdo antimicrobiana. Todavia, os dados cientificos que
avaliam sua eficacia sobre microrganismos cariogénicos Sao escassos,
principalmente na forma de biofilme, seja mono ou multi-espécies, onde a acao
antibacteriana torna-se limitada. Para que o 6leo de Melaleuca possa ser uma
alternativa para o controle do biofilme cariogénico é necessario determinar a sua
eficacia sobre 0 mesmo, assim como seu possivel efeito citotéxico podendo, desta
forma, gerar dados de interesse que possibilitem a aplicacdo clinica da substancia

estudada.






PROPOSICAO GERAL

A proposicao geral deste estudo foi avaliar a eficicia do 6leo de Melaleuca

sobre bactérias cariogénicas e sua citotoxicidade.

PROPOSICAO ESPECIFICA

1. Avaliar o efeito antimicrobiano de diferentes concentracGes do 6leo de
Melaleuca sobre os microrganismos Streptococcus mutans e Lactobacillus

acidophilus na forma planctdnica e em biofilme (SSB e DSB).

2. Avaliar a citotoxicidade de diferentes concentrac6es do 6leo de Melaleuca

em diferentes tempos de contato sobre cultura de queratinécitos.
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Resumo

Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia do 6leo de Melaleuca
(TTO) sobre bactérias cariogénicas, o Streptococcus mutans e Lactobacillus
acidophilus.

Meétodos: O efeito antimicrobiano do TTO (2% - 0,25%) sobre 0 S. mutans e L.
acidophilus sob a forma planctonica foi testado pelo método de microdiluicdo em
caldo (CIM e CBM) e a viabilidade celular dos microorganismos em biofilme
monoespécie (SSB) e multiespécies (DSB) por meio de ensaio de XTT. DSB foi
formado sob blocos de esmalte e dentina e submetidos em solugdes de TTO 2%,
clorexidina 0,12% (CHX) ou PBS durante um periodo de 60 s. A viabilidade
celular do biofilme resultante foi analisado por ensaio XTT e por MCVL.
Resultados: O MIC foi de 0,5% e MBC foi de 1% para ambas as espécies. Os
valores de densidade Optica, obtidos por ensaio de XTT, apresentou diferenca
estatisticamente significante para S. mutans SSB a partir de TTO 0,25% e para L.
acidophillus SSB, para TTO 2% (p <0,05), porém ndo houve diferenca
estatisticamente significante para DSB (p> 0,05). Os valores de TTO 2% mostrou
maior reducdo no numero de microrganismos viaveis para todos os biofilmes.
Quando DSB foi exposto as diferentes solucBes, apresentou diferenca
estatiscamente significante para TTO 2% (p <0,05) no entanto, foi menos eficaz
que a CHX 0,12% (p <0,05). As imagens obtidas por MCVL confirmam o0s
resultados do ensaio XTT, mostrando que TTO aumentou a quantidade de

bactérias mortas nos blocos.
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Concluses: TTO mostrou efeito sobre S. mutans e L. acidophilus em

plancténicos

Palavras-chave: Oleo de Melaleuca, Streptococcus mutans, Lactobacillus

acidophilus.
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Introducéo

A carie dental continua sendo considerada uma das doengas bucais mais
prevalentes, apesar dos métodos de prevencdo utilizados” *’. E causada pela
interacdo de multifatores, sendo os microrganismos presentes no biofilme o fator

19, 38. Com o

de maior importdncia para o0 inicio e progressdo da doenca
desequilibrio ecologico do biofilme, ha o aumento na proporgdo de espécies
aciduricas e acidogénicas como 0s estreptococos do grupo mutans e lactobacilos,
0 que promove a desmineralizacdo dos tecidos duros dentérios tornando-os mais
susceptiveis ao aparecimento de lesdes de cérie™® *®.

A clorexidina (CHX) é aceita como 0 padrdo-ouro para a prevencédo ou
tratamento de doencas bucais. Porém, a frequente utilizacdo dessa substancia nao
é aconselhavel devido aos efeitos colaterais locais, como a pigmentacao de dentes,
restauracdes e proteses, ulceracdo da mucosa oral, alteracdo e percepcao
gustativa*® .

Novos agentes antimicrobianos orais tém estimulado a pesquisa com
produtos de origem natural. Um fitoterapico que vem se destacando é o 0leo da
arvore-do-cha (tea tree oil - TTO). Trata-se de um o6leo essencial, obtido por

destilacdo a vapor das folhas da Melaleuca alternifolia de origem australiana®.

Dados recentes mostram que a atividade do TTO é de amplo espectro, sendo

antibacteriano® °® ® antifangico™ *" *® antiviral® %, antinflamatério® ?’ e

anticancerigeno® %,
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Por apresentar acdo antimicrobiana, estudos sugerem que o TTO possa ser
utilizado como agente de prevencdo ou tratamento contra patogenos orais® % %
*® Pportanto, 0 objetivo deste estudo foi investigar a eficcia antimicrobiana do

TTO contra bactérias cariogenicas na forma planctonicas e biofilme.

Materiais e métodos

Isolados bacterianos e condic¢des da cultura

Cepas de referéncia de Streptococcus mutans (S. mutans) (ATCC 25175) e
Lactobacillus acidophilus (L. acidophilus) (ATCC 4356) foram usadas neste
estudo. Previamente aos experimentos, as espécies bacterianas foram inoculadas
em meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI) (Acumedia, MI, EUA)
individualmente e foram incubados microaerobicamente em sistema de jarra de
microaerofilia por 18 h a 37 °C. Posteriormente, 0s microrganismos foram
coletados por centrifugacdo e lavados com salina de tampao fosfatado (PBS). O
material resultante teve sua turbidez ajustada com o auxilio do espectrofotémetro
até atingir absrbancia igual a 0.15 em 600 nm que corresponde uma suspensao

para solucdo estoque de 1x10" UFC/m.

Preparacéo da solucdo de TTO
TTO (Sigma, MO, USA) teve sua composicao analisada por cromatografia
gasosa , para controle da qualidade do 6leo e obteve as concentracdes dentro do

limite determinado pela 1ISO 4730 (Apéndices 1 e 2). Previamente a utilizacdo do
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6leo nos experimentos, foi realizada a diluigdo do TTO nas concentragdes finais a
serem avaliadas, (2%, 1%, 0.5% e 0.25% v/v), em BHI. Tween 20 (Synth, Brazil)
foi adicionado na concentragéo final de 0.1% a fim de aumentar a solubilidade do

Oleo.

Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Determinacao
da Concentragéo Bactericida Minima (CBM)

Nove amostras (n=9) de cada grupo experimental e controle foram
utilizados para a determinagdo da CIM por meio do método de diluicdo em caldo.
Cada poco de uma placa de cultura celular de 96 pocos recebeu 200 pL das
diluicbes de TTO. Apds a reativacdo das espécies, como descrita anteriormente,
uma suspensdo de 2 uL de S. mutans e L. acidophilus foi adicionada
separadamente em cada orificio obtendo uma concentragdo final de 1x10°
UFC/mL. O estudo também obteve o controle positivo de crescimento por meio
de pocos com microrganismo e sem a solucdo de TTO e controle negativo de
crescimento por meio de pocos sem adi¢do microrganismo. Para avaliar possiveis
interferéncias do solvente, po¢os somente com Tween 20 e BHI com adicdo de
microrganismos foram adicionados ao experimento. Po¢cos com CHX 0.12%
foram adicionados como controle positive de tratamento. As placas foram
incubadas microaerobicamente (37 °C, sob agitacdo de 75 rpm) por 24 h. Todos 0s
ensaios foram realizados em triplicate e em trém momentos diferentes.

Dos orificios que ndo mostrarem crescimento visivel, ou seja, DOggonm <
0.05, foram retirados 10 pL, os quais foram plagueados em meio de cultura

especifico para cada espécie: MRS (Agar Mann, Rogosa & Sharpe, Acumedia,
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MI, EUA) para o crescimento de L. acidophilus e SBy, (Agar Sacarose
Bacitracina) para crescimento de S. mutans sendo as placas mantidas a 37°C por
48 horas. em jarra de microaerofilia.A CIM foi definida como a menor
concentracdo de TTO sem crescimento visivel., e a CBM foi definida como a

menor concentracao capaz de reduzir o indculo inicial a> 99.9%.

Efeito do TTO sob biofilme

O método de formacdo de biofilme em placas de cultura celular de 96
pocos foi descrito previamente na literatura®.

Volumes iguais de S. mutans e L. acidophilus foram misturados e 100 pL
desta suspensdo foi transferida para cada pogopara a formacao de dual-species
biofilms (DSB). Para a formacao de single-species biofilms (SSB) foi adicionada
100 pL de cada microrganismo em cada pogo. Inicialmente, as places foram
incubadas (37 °C, 75 rpm) por 1.5 h a fim de promover a aderéncia das bactérias a
superficie dos pogos (fase de adesd@o). A suspensdo foi aspirada delicadamente e
cada poco foi lavado com PBS para remover as células ndo aderidas. Entdo, 100
uL de BHI com 1% de sacarose foi adicionado a cada pogo. A placa foi incubada
(37 °C, 75 rpm) por 48 h para promover o crescimento do biofilme (fase de
crescimento).

Apo6s a formacao do biofilme, o meio foi gentilmente aspirado e 0s pogos
lavados com PBS. Foi adicionado 100 uL de TTO (de 2% a 0.25% v/v) aos pocos.
Pocos sem TTO foram usados como controle negative e pogcos com CHX 0.12%

foram usados como controle positivo. As places foram incubadas
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microaerobiacamente (37 °C, 75 rpm) por 24 h. Entdo o meio foi aspirado e foram
lavados com PBS para remover as células ndo aderidas. Nove amostras (n=9) de
cada grupo experimental e controle foram utilizados para a avaliacdo da
viabilidade das bactérias em SSB e DSB por meio de ensaio de XTT.

O ensaio de XTT % é um teste colorimetrico e permite uma estimativa
do metabolism ativo microbiano por reducdo das enzimas desidrogénase presentes
no sistema de transporte de elétrons em um cristal soluvel em agua, o formazano.
O sal de XTT (Sigma, MO, USA) foi preparado em agua ultrapurificada na
concentracdo final de 1 mg/mL. A solucdo foi filtrada e estocada a -80 °C até o
uso. Solutcdo de menadiona (Sigma, MO, USA) foi preparada em acetona a 0.4
mM anteriormente ao experimento. Cada poco recebeu 200 pL de solucdo de XTT
(contendo 158 uL de PBS com 200 mM glicose, 40 uL de XTT e 2 uL de
menadiona diluida). As placas foram incubadas por 3 h no escuro a 37 °C. Entdo,
a absorbancia foi determinada em 492 nm por espectofotdometro (ELX 800 -
Universal Microplate Reader; Bio-Tek instrument, Inc., VT, EUA). Todos os

ensaios foram realizados em duplicata e trés momentos diferentes.

Efeito do TTO em biofilme formado sobre esmalte e dentina

Blocos de esmalte e dentina (5x5x1 mm) foram preparados a partir de
incisivos bovinos. Cada coroa foi cortada em um aparelho para cortes seriados
(Isomet 1000, Buehler Ltda., IL, USA) com um disco de diamante acoplado. As
superficies dos blocos foram desgastadas e regularizadas com lixas d' &gua de

granulacdo 200. Uma solucdo de EDTA 0,5M (pH 7,2) foi aplicada, por 60
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segundos, sobre os blocos de esmalte e 30s sobre os blocos de dentina com o
objetivo de limpeza superficial e remocdo da smear layer. Em seguida os
espécimes foram lavadas por meio da aplicacdo, por 60 segundos, de agua
deionizada esterilizada. Os blocos foram submetidos & avaliacdo da rugosidade
superficial (Ra) pelo rugosimetro portatil (Mitutoyo surftest SJ-401, Mitutoyo
Corporation, Japdo) e distribuidos nos grupos experimentais e controle, a partir
destes valores, por aleatorizagdo por restricdo. Os especimes foram esterilizados
por meio de gas de 6xido de etileno.

Para aproximar este estudo das condicdes naturais, nesta fase do
experiment somente DSB foi formada sobre as superficies dos blocos. Utilizando
uma pinca esterilizada, cada bloco de esmalte e de dentina foi colocado em um
poco de placa de cultura celular de 24 pogos contendo 1 mL de saliva artificial
estéril durante 1 hora para a formacéao da pelicula adquirida sobre a superficie dos
blocos. Apds este tempo, os blocos foram removidos destes pocos e lavados com
PBS e com o auxilio de uma pinca estéril, foram colocados nos pocos de uma
nova placa de cultura. Volumes iguais de S. mutans e L. acidophilus foram
misturados e 1 mL desta suspensdo foi transferida para cada pogo para formacao
de DSB. Para a formagdo do biofilme foi utilizada a técnica descrita
anteriormente.

Ap6s a formagdo do biofilme, os blocos foram imersos nas solugdes
simulando a aplicacdo clinica de enxaguatério bucal por 60 segundos, em 1mL
das seguintes solucgdes: TTO 2%, clorexidina 0,12% (controle positivo) e PBS

(controle negativo). Entdo os blocos foram imersos em 1 mL de PBS para
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remocao das solucgdes e das celulas desprendidas devido a agédo das solu¢Ges. Em
uma nova placa, os blocos receberam BHI com 1% de sacarose e incubada (37 °C,
75 rpm), por um periodo de 3 h para recuperacdo das bactérias remanescentes. A
viabilidade celular do biofilme resultante foi avaliada por ensaio de XTT e
visualizacdo dos mesmos por microscopia confocal de varredura a laser (MCVL).

Oito amostras (n=8) de cada grupo controle e experimental foram entédo
lavado e imerso em tubos contendo 500 puL de PBS. Entdo, os tubos foram
posicionados em ultrassom por 20 minutos para separar o biofilme dos blocos. A
suspensdo resultante nos tubos foram entdo centrifugada e ressuspendida em 1 mL
de solucdo de XTT. Os tubos forma incubados por 3 h no escuto a 37° C. Duas
aliquotas de cada pogo (100 uL cada) foram transferidas para uma placa de 96
pocos e analisada em 492 nm por espectofotémetro.

Das amostras, duas (n=2) de cada grupo experimental e controle foram
analisados em MCVL. Esta analise permite visualizar os microrganismos viaveis
e ndo-viaveis presentes no biofilme resultante apds tratamento. Os blocos foram
posicionados em um novo well e reberam uma solu¢do composta de SYTO-9 3.34
mM (Invitrogen, CA, USA) e iodeto de propidio (IP) (SIGMA, MO, USA) 20
mM. STYO-9 é um corante verde-fluorescente, geralmente marcando ambos
microrganismos, viaveis e ndo-viaveis. O IP é um corante vermelho-fluorescente e
penetra somente nas células com membrane danificada, portanto marcando
somente 0s microrganismos ndo-vidveis. Os biofilmes sobre os blocos foram
incubados com esta solugdo por 15 minutos no escuro a 30 °C. Entdo, as amostras

foram posicionadas sob uma laminula de vidroe entdo analisadas por meio do
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MCVL (Leica TCS SPE). Imagens de um Unico plano focal do biofilme foi
capturado pelo sistema do MCVL utilizando lente de 40X de aumento e abertura
de 1.2. A area selecionada para andlise do biofilme foi definida aleatoriamente

desde que néo tao perto da borda do bloco.

Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada por meio do software SPSS versdo 17.0
(Chicago, IL, USA). Os dados obtidos referentes a atividade metabdlica dos
microrganismos foram avaliados e apresentaram distribuicdo ndo normal e,
portanto, foram utilizados os testes ndo-paramétricos de Kruskal-Wallis e de
Mann-Whitney para a comparacdo dos tratamentos. Todos 0s testes estatisticos
foram considerados em nivel de significancia de 5% (p <0.05). A analise da

viabidade dos microrganismos usando CLSM foi realizada de maneira descritiva.

Resultados

Determinacéo da CIM e CBM

O teste de microdiluicdo em caldo mostrou que o TTO foi efetivo contra o
S. mutans e L. acidophillus sob forma plancténica, sendo a CIM = 0.5% e CBM =
1% para ambas espécies. Nao houve interferéncia do solvent identificado pela
presence de turvacdo e efeito antimicrobiano do controle positivo, CHX 0.12%,

identificado pela auséncia de turvacao.
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Effects of TTO on established biofilms

Os valores de densidade dptica (DO), medidos por ensaio de XTT apds
exposicdo do SSB e DSB de S. mutans e L. acidophillus as solucgdes controles e de
TTO estdo presentes na Tabela 1.

Houve diferenca estatisticamente significante (p<0.05) entre o controle
negativo e as solucdes de TTO de 0.25 a 2% para SSB de S. mutans e TTO 2%
para L. acidophillus SSB causando portanto, efeito antimicrobiano (p<0.05). Nao
houve diferenca estatisticamente significante para DSB (p>0.05). Dentre todas as
concentracdes de TTO, as concentracdes de 1 e 2% apresentaram maiores valores
de reducdo no numero de microrganismo viaveis em todos os biofilmes. O

controle positivo (CHX 0,12%) apresentou maior potencial antimicrobiano.

Efeito do TTO sobre biofilme formado em esmalte e dentina

Os valores de DO obtidos por ensaio de XTT ap0s exposicdo do DSB de S.
mutans e L. acidophillus pelo tempo de 60 s as solugdes controles e de TTO estédo
apresentadas na Tabela 2.

Houve diferenca estatisticamente significante (p<0.05) entre os grupos
controles e TTO 2%, apresentado portanto, efeito antimicrobiano. Diferenca
estatisticamente significante foi detectada entre TTO 2% (p<0.05) e controle
negativo (PBS), entretanto, com menor efetividade que o controle positivo (CHX
0.12%) (p<0.05).

Amostras tratadas com os controles e TTO 2% foram selecionadas para

andlise de viabilidade bacteriana no DSB resultante aderido a superficie dos
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blocos de esmalte e dentina. Os microrganismos viaveis foram corados em verde-
e 0s ndo-viaveis apresentaram coloracdo amarelo-avermelhado. Em todos os
grupos, é possivel observar que ap0os o tratamento, 0s microrganismo ndo-viaveis
permaneceram nos blocos de esmalte e dentina. Os biofilmes tratados com o
controle negativo (PBS) apresentaram presenca de células bacterianas coradas em
verde na maior parte do campo analisado mostrando uma camada composto de
maneira uniforme. Algumas células mortas eram evidentes, possivelmente devido
a auséncia de nutrientes. Como esperado, 0s grupos tratados com controle positivo
(CHX 0.12%) apresentou coloracdo amarelo-avermelhado na maioria das células
bacterianas e uma baixa densidade de biofilme em algumas areas. O tratamento
com TTO 2% mostrou um grande numero de células bacterianas nao-viaveis

(Figura 1).

Discussao

O TTO tem sido objeto de investigacdo em diferentes areas devido ao seu
reconhecido efeito antimicrobiana. Devido ao seu carater lipofilico, o TTO tem
um mecanismo de acdo bacteriana, que consiste na sua capacidade de se penetrar
e danificar as estruturas da membrana celular, causando a perda de material
intracelular e da incapacidade de manter a homeostase. %> %" Este estudo avaliou a
eficacia do TTO contra bactérias cariogénicas. Oleo de Melaleuca mostrou bons
resultados contra os microorganismos no estado plancténico. Para ambas as

espécies, S. mutans e L. acidophilus, o CIM foi de 0,5% e CBM foi del%. Os
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dados foram semelhantes aos encontrados em outros estudos. “°# Isolados da
cavidade oral humana, espécies de Streptococcus mostrou CIMs variando entre
0,12 a 2% e CBMs variando entre 0,5 a 2% e para Lactobacillus rhamnosus (L.
rhamnosus) o valor MIC foi de 0,25% e MBC valores de 0,5%. * Em outro
estudo, a CIM e a CBM para S. mutans JC-2 foram de 1%. 2 A eficacia de
diferentes 6leos essenciais também foram avaliadas, e especificamente o TTO
mostrou uma CIM de 10 mg / mL (equivalente a 1%) para S. mutans ATCC
25125 e Lactobacillus plantarum (L. plantarum) SA-1, porém sua acdo foi menor
as bactérias quando comparado a outros 6leos. 2°

Efeito antimicrobiano do Oleo foi observada também para biofilme. A
porcentagem de inibicdo do metabolismo celular para concentracfes de TTO de
0,25 a 2% variou de 31% e 58%, respectivamente, para S. mutans SSB, e para a
concentracdo de TTO 2% foi de 35% para L. acidophillus SSB. Estes valores
foram, em geral, maior do que aqueles encontrados para CIM e CBM, uma vez
que os microrganismo em biofilme apresentam maior tolerancia aos
antimicrobianos e a outros fatores ambientais do que na forma planctonicas. %% 2°
Um unico estudo avaliou o TTO sobre biofilme in vitro e mostrou resultados
semelhantes, revelando que o 6leo foi eficaz contra S. mutans e L. plantarum SSB
em uma concentracdo de 20 mg / mL (equivalente a 2%). % Este estudo ndo
encontrou diferenca estatisticamente significante para DSB. Varios pesquisadores
sugerem que as interacGes entre diferentes bactérias em biofilme podem afetar a

eficacia de desinfeccdo devido a uma relagdo mutualisticas entre as mesmas. ** %
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Uma maior reducdo dos valores para inibicdo do metabolismo para S.
mutans SSB foi observada de acordo com o aumento das concentragdes do TTO,
caracterizando um processo de dose-dependencia para essa espécie. Outros
estudos tém relatado o mesmo efeito de TTO com bactérias, ** como para
Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Escherichia coli NCTC 8196, e virus,
virus herpes simplex tipo 1 (HSV-1). No entanto, as concentracdes mais baixas de
TTO, 0,25% e 0,5%, para L. acidophillus SSB, mostrou maior atividade
metabdlica do biofilme, sugerindo que a atividade deste microrganismo aumenta
em resposta, devido um reflexo a uma reacdo de estresse. Isto foi relatado
anteriormente com Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus 3 *°,
indicando que a tolerancia ao TTO em alguns microorganismos € um processo
dependente de energia.

Este estudo elegeu o ensaio de XTT e a analise das imagens obtidas por
MCVL, a fim de avaliar o biofilme. A correlacdo pobre entre XTT e os métodos
convencionais de contagem de UFC foi relatada em muitos estudos. ** % O
procedimento para a contagem de UFC remove as células da massa de biofilme
por raspagem, o que pode resultar na remogéo incompleta de células da superficie,
a dispersao de agregados nao-bacteriano e ruptura de algumas células. O ensaio de
XTT e as imagens obtidas por MCVL permitem determinar a viabilidade de
células dentro do biofilme com mais precisdo, porque permite uma avaliagdo de
um biofilme inalterado. As imagens obtidas por MCVL confirmam os resultados

do ensaio XTT na a terceira fase desta pesquisa, indicando que uma redugédo

significativa da viabilidade do biofilme foi evidente para ambas as espécies em
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DSB apds 60 s de exposicdo com TTO 2% e ao controle positivo (CHX 0.12%).
O 6leo de Melaleuca diminui 0 metabolismo celular em 33% e 44% do DSB em
esmalte e dentina, respectivamente. Estudos de tempo de morte monstraram

21, 22

rapido morte ao S. mutans e L. rhamnosus %% ap6s 30 s de tratamento com

TTO 0,5%. A mesma concentracdo foi determinada por outro estudo e inibiu a
adesdo de S. mutans em botdes adaptados em placa de cultura celular. %
Comparacdo de bochechos contendo TTO 0,34%, clorexidina ou placebo foi
realizado em um estudo in vivo. *® O uso de TTO, ndo apresentou diferenca na
formacdo de placa quando comparado ao bochecho de placebo, enquanto que a
clorexidina diferiu significativamente do placebo. Por outro lado, outro estudo in
vivo comparou TTO 0,2%, solucdo de alho 2,5% e CHX 0,12%. # Todas as
solucdes produziram imediata reducdo de S. mutans e outros microorganismos
orais, mas apenas o TTO manteve essa reducdo por 2 semanas apds 0 uso.

Este estudo mostrou que a eficacia do TTO nao foi melhor do que a
clorexidina em todos os testes. A porcentagem de inibicdo do metabolismo celular
para CHX 0.12% variou de 72%, 64% e 79% para S. mutans SSB, L. acidophillus
SSB e DSB, respectivamente. O mesmo efeito foi observado também para a
exposicd de 60 s, sendo a variacdo do percentual de inibigdo entre 77% e 69%
para esmalte e dentina, respectivamente. CHX é considerado o tratamento
"padréo-ouro” antiplaca. > * A fim de diminuir a dose efetiva de clorexidina, com
a adicdo de dleos essenciais para prolongar a sua eficacia clinica e reduzir seus
efeitos colaterais associados, um estudo avaliou o efeito da combinacdo do 6leo

essencial com clorexidina sobre S. mutans e L. plantarum nas formas planctonicas
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e biofilme. ? O TTO em combinacdo com clorexidina mostrou, para ambas as
espécies na forma plancténica, uma CIM de 2,5 mg / mL (equivalente a 0,25%) e
para ambas as espécies em biofilme, uma CIM de 10 mg / mL. Porém, quando
usada com o TTO, ndo houve uma diferenga na quantidade de clorexidina
necessaria para atingir o mesmo nivel de inibicdo de crescimento em comparacéo
com clorexidina usado sozinha.

Apesar dos diversos estudos caracterizando o amplo espectro de acdo do
6leo de Melaleuca, ha poucas evidéncias que possam indicar que o TTO ou seus
componentes apresentem potencial téxico significativo. Conclusdes sobre a
toxicidade do TTO sdo complicadas pelo fato de que os componentes do 6leo
possuem diferentes caracteristicas fisico-quimicas®’. Os dados indicam que a
toxicidade do TTO é dose-dependente, tornando-se toxico quando ingerido em
doses elevadas, causando reacdes alérgicas somente em individuos predispostos™.

A literatura disponivel sugere que o TTO pode ser usado topicamente

E importante ressaltar que alguns fatores contribuem para os resultados divergentes
apresentados nesta discussdo como as diferencas entre os tipos e nimeros de isolados bacterianos,
a metodologia e as caracteristicas do TTO testados. Como conclusdo, os dados obtidos por esse
experimento in vitro mostraram que o TTO é eficaz contra bactérias cariogénicas tanto na forma
plancténica como em biofilme. Efeitos colaterais, que aparecem como resultado do uso continuo
de clorexidina, ndo sdo relatados na literatura para o TTO e considerado-se estes problemas, o
mesmo aparece como um tratamento alternativo possivel ao uso da clorexidina. Este estudo
considera que o 6leo de Melaleuca pode ter um papel importante no tratamento anticariogénico,

porém mais estudos devem ser conduzidos.
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Tabela 1. Valores de absrbancia obtidos por meio de ensaio de XTT para 0s

tratamentos de acordo com os biofilmes, SSB e DSB.

Biofilmes
Tratamentos

S.m. L.a.

DSB

BHI + Sacarose 1%  0.43 (0.36-0.49)* A®  0.28 (0.21-0.32) AC
CHX 0,12% 0.03 (0.02-0.04) B 0.1(0-0.19) B

TTO 0,25% 0.28 (0.26-0.32) C  0.32 (0.22-0.34) A

TTO 0,5% 0.29 (0.23-0.33)C  0.26 (0.17-0.39) AC
TTO 1% 0.2(0.17-02)D  0.21(0.15-0.28) CD
TTO 2% 0.18 (0.15-0.32) CD  0.18 (0.14-0.21) D

0.24 (0.21-0.26) A
0.05 (0.02-0.07) B
0.22 (0.17-0.25) A
0.24 (0.18-0.33) A
0.23 (0.15-0.28) A

0.21 (0.18-0.25) A

® medianas (P25-P75) (n=9) dos valores de absorbancia.

® diferentes letras maitisculas nas colunas indicam diferenca estatisticamente significante (Mann-

Whitney, p>0.05)
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Tabela 2. Valores de absrbancia obtidos por meio de ensaio de XTT para 0s

tratamentos de acordo com os biofilmes, DSB.

Biofilmes
Tratamentos
DSB em esmalte DSB em dentina
PBS 0.18 (0.16-0.22)* A" 0.49 (0.35-0.52) A

CHX0.12% 0.04 (0.003-0.07)B 0.15 (0.007-0.32) B

TTO2%  0.12(0.7-0.14)C  0.27 (0.15-0.28) C

® medianas (P25-P75) (n=9) dos valores de absorbancia.
® diferentes letras maitsculas nas colunas indicam diferenca estatisticamente significante (Mann-

Whitney, p>0.05)
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Figura 1. Imagens obtidas pelo MCVL. DSB em esmalte tratado com as seguintes
solucdes: (a) PBS, (b) CHX 0.12% e (c) TTO 2% e DSB em dentina tratado com as
seguintes soluc@es: (a) PBS, (b) CHX 0.12% e (c) TTO 2%. As imagens do confocal

foram obtidas usando lentes com aumento de 40 X e abertura de 1.2.
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Resumo

Obijetivo: O objetivo geral deste trabalho foi avaliar in vitro o efeito citotdxico do
6leo de Melaleuca alternifolia (TTO) em cultura de queratindcitos (HaCat).
Materiais e Métodos: Cultura de células HaCat foram expostas a diferentes
concentracdes de TTO (0.12% a 2%) por periodos de 60 s, 2 h e 60 s, com
recuperagdo de 24 h. Meio de cultura celular (DMEM) e perdxido de hidrogénio
3% foram usados como controle negativo e positivo, respectivamente. DMSO
0.4%, adicionado as solugdes de TTO como solvente do Oleo, foi também
aplicado para avaliar possivel efeito sobre as células. Clorexidina 0.12%, padrdo-
ouro entre os antimicrobianos orais, foi aplicada a fim de gerar comparagdes. A
andlise da citotoxicidade deu-se por meio do ensaio de MTT para avaliacdo da
atividade metabdlica das células. Os dados obtidos apresentaram distribui¢do néo
normal e, portanto, foram utilizados os testes ndo-paramétricos de Kruskal-Wallis
e de Mann-Whitney. Resultados: Houve diferenca estatistica (p<0.05) entre os
grupos controle e todas as concentractes de TTO para exposicdo de 2 h e a partir
da concentracdo de TTO 0.5% para as exposicoes de 60 s e 60 s com recuperagao
de 24 h, sendo, portanto, concentracBes e tempos que proporcionam efeito toxico.
CHX 0.12% apresentou diferenca estatistica (p<0.05) do controle negativo em
todos os tempos de exposicdo. Conclusdo: TTO pode ser usado de forma segura
em baixas concentracfes (abaixo de 0.25%) pelo tempo de 60 s, porém mais
estudos devem ser conduzidos.

Palavras-chave: Oleo de Melaleuca, citotoxicidade, queratindcitos.
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1. Introducéao

Extratos vegetais e tém sido usados com maior frequéncia para fins
medicinais (Newman e Cragg, 2007). Diversos estudos apresentam atividade
antimicrobiana desses produtos sobre os patdgenos orais, mostrando que esses
agentes fitoterapicos podem ser veiculos de prevencdo e controle de doencas
bucais infecciosas (Catalan et al., 2008; Duarte et al., 2006; Hammer et al., 2003).
Um fitoterapico que vem se destacando é o 6éleo da arvore-do-cha (tea tree oil -
TTO). Trata-se de um 6leo essencial, obtido por destilacdo a vapor das folhas da
Melaleuca alternifolia de origem australiana (Carson et al., 2006). O TTO é
composto por aproximadamente 100 componentes (Brophy et al., 1989), sendo 0s
principais o terpinen-4-ol, gama-terpiene, alfa-terpiene, 1,8 cineole e alfa-pinene
(Cox et al., 2001).

A literatura mostra que a atividade do TTO é de amplo espectro, sendo
antimicrobiano (Garozzo et al., 2011; Kwiecinski et al., 2009; Traboulsi et al.,
2008; Tsao et al., 2010), antinflamatorio (Brand et al., 2001; Hart et al., 2000) e
anticancerigeno (Bozzuto et al., 2011; Greay et al., 2010). Embora os métodos de
testes sejam diferentes, a literatura indica susceptibilidade satisfatéria de bactérias
e fungos orais quanto ao uso do TTO (Carson et al., 2006; Hammer et al., 2003).
Os estudos indicam que grande parte das bactérias sdo suscetiveis em
concentracdes de TTO a 2% (v/v) ou menos, e fungos apresentam concentragdes
inibitérias entre 0,03 e 0,5% e fungicida entre 0,12-1% (Carson et al., 2006;

Hammer et al., 2003).
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Apesar dos estudos caracterizando o amplo espectro de acdo do 6leo de
Melaleuca, ha poucas evidéncias que possam indicar que o TTO ou seus
componentes apresentem potencial toxico significativo. Alguns estudos avaliaram
o efeito tdxico do TTO e/ou seus componentes em linhagens celulares humana in
vitro, incluindo células epiteliais e fibroblastos (Brand et al., 2001; Hart et al.,
2000; Hayes et al., 1997; Loughlin et al., 2008; Nielsen, 2008; Schnitzler et al.,
2001; Sorderbeg et al., 1996). Os dados indicam que a toxicidade do TTO é dose-
dependente tornando-se toxico quando ingerido em doses elevadas (Hammer et
al., 2006) causando reacGes alérgicas somente em individuos predispostos (Veien
et al., 2004). Conclusdes sobre a toxicidade do TTO sdo contraditorias pelo fato
de que o dleo contém componentes com diferentes caracteristicas fisico-quimicas
(Cal e Sznitowska, 2003).

A avaliacdo da viabilidade celular é fundamental para determinar a
citotoxicidade in vitro de um material a fim de prever reagdes ao seu uso ou
técnicas de tratamento. Queratinocitos da epiderme s@o linhagens de células
apropriadas para testes de compatibilidade cutanea local (Wiegand e Hipler,
2009). As células HaCat sdo queratindcitos imortalizados e importantes porque
formam a primeira camada de células a serem afetadas por substancias que
atingem a mucosa oral. Tendo em vista a possibilidade do uso do TTO como
prevencao ou tratamento contra patdgenos orais, torna-se necessario investigar o
efeito citotoxico direto desse agente antimicrobiano em concentracdes inibitorias

semelhantes as encontradas na literatura. O propdsito deste estudo foi avaliar a
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citotoxicidade de diferentes concentracbes de TTO em células HaCat, apds

diferentes tempos de exposi¢éo.

2. Materiais e Métodos

2.1 Cultura Celular

Para avaliacdo da citotoxicidade do TTO, foi utilizada linhagem celular
imortalizada de queratindcitos humanos (HaCaT). As células HaCaT foram
cultivadas em frascos de cultura esterilizados de 75 cm? (Costar Corp., MA,
EUA), utilizando o meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) (SIGMA, MO, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB) (Cultilab, SP, Brasil) e 1% de penicilina, estreptomicina e glutamina (100
Ul/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e 2 mmol/L de glutamina -
Gibco, NY, EUA) e mantidas em incubadora a 37 ° C em 5% de CO; e 95% de ar,
em atmosfera umidificada. As células foram sub-cultivadas a cada 3 dias, até que
um ndmero adequado de células para o estudo fosse obtido. Em seguida, 30 000
célulasicm® foram semeadas em placas de cultura celular de 24 pocos (Costar
Corp, MA, EUA) e mantidos em incubadora umidificada por 48 h. Entdo, o meio
de cultura foi aspirado e 1 mL de um novo meio de cultura sem SFB foi

adicionado sobre as células e, entdo, mantidas em incubadora por mais 24 h.
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2.2 Preparo das solugdes de TTO e aplicacéo

A composicao do TTO (Sigma, MO, EUA) foi analisada por cromatografia
gasosa para controle de qualidade do oleo de acordo com a I1SO 4730.
Previamente a utilizacdo do 6leo nos experimentos, foi realizada a dilui¢do do
mesmo nas concentragdes finais de 2% a 0.12% v/v, em meio de cultura DMEM.
Para aumentar a solubilidade do TTO foi utilizado DMSO (Synth, Brasil) na
concentragéo final de 0.4%. Para os grupos controle negativo e positivo foram
utilizados meio de cultura puro (DMEM) e perdxido de hidrogénio 3% (H,0,),
respectivamente. Foram adicionados grupos controle de DMSO 0.4%, para avaliar
possiveis interferéncia do solvente, e grupo controle de clorexidina (CHX) 0,12%,
por ser essa solucdo aceita como padrdo-ouro entre 0s antimicrobianos orais. Para
isso, uma solucéo de 2% CHX foi diluida em meio de cultura DMEM para obter a
CHX na concentracao final a ser testado.

Apds o periodo de incubacgéo, o meio de cultura foi aspirado e os controles
e solucdes de TTO foram adicionadas a cada poco contendo as células. As células
HaCat foram expostas as solu¢des em diferentes tempos: 60 s, 2 h e 60 s, com um
periodo de recuperagdo de 24 h. Apos a exposicdo pelo periodo determinado, 0s
grupos tiveram suas solucGes aspiradas e as células foram lavadas com PBS. As
amostras de cada grupo foram submetidas a andlise de atividade metabdlica

celular por meio de ensaio de MTT.
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2.3 Analise do metabolismo celular

A analise colorimétrica do metiltetrazolium (ensaio de MTT) (Mosmann et al.,
1983) avalia 0 metabolismo celular por meio da atividade citoquimica da enzima
desidrogenase succinica (SDH), a qual representa a taxa de respiracdo
mitocondrial das células viaveis.

Doze amostras (n=12) de cada grupo experimental e controle receberam
uma solugdo composta por 900 uL de meio de cultura DMEM sem soro fetal
bovino e 100 uL de solugéo de MTT (Sigma, MO, EUA), aqual foi preparada por
meio da dissolucdo de 5 mg do sal de MTT em 1 mL de PBS esterilizado. Apds a
incubacédo das células pelo periodo de 4 horas, a 37 °C, o meio de cultura com a
solucdo de MTT foi aspirado e, posteriormente, aplicado 600 pL de solucdo de
isopropanol acidificado em HCL a 0.04 N, para solubilizar os cristais formados na
presenca de mitocondrias ativas. Duas aliquotas de 100 uL de cada poco foram
transferidas para placas de 96 pocos (Costar Corp., MA, USA). A coloracdo
produzida foi quantificada, considerando-se que as células com atividade
mitocondrial normal foram coradas em violeta intenso. A viabilidade celular foi
avaliada de maneira proporcional a absorbancia determinada a 570 nm em leitor

de ELISA (BIO-RAD, 3550-UV, CA, EUA).

2.4 Analise Estatistica
A analise estatistica foi realizada por meio do software SPSS versdo 17.0
(Chicago, IL, USA). Os dados obtidos referentes ao metabolismo celular foram

avaliados e apresentaram distribuicdo ndo normal e, portanto, foram utilizados os
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testes ndo-paramétricos de Kruskal-Wallis e de Mann-Whitney para a comparagao
dos grupos e tempos de exposi¢do. Todos o0s testes estatisticos foram considerados

em nivel de significancia de 5% (p <0.05).

3. Resultados

Os valores de absorbancia referentes ao metabolismo celular, obtidos por
meio do teste de MTT, apds exposicdo das células HaCat aos diferentes grupos
controle e solucgdes de TTO estdo apresentadas na Tabela 1.

Houve diferenca estatistica (p<0.05) entre o grupo controle negativo
(DMEM) e todas as concentragOes de TTO para exposicdo de 2 h e a partir da
concentragéo de TTO 0.5 a 2% para as exposicdes de 60 s e 60 s com recuperagao
de 24 h, indicando efeito toxico a cultura de queratindcitos. As concentragdes de
TTO 0.12 e 0.25% ndo apresentaram diferenca estatistica quando comparadas ao
controle negativo quando expostas pelo tempo de 60 s e 60 s com recuperacao de
24 h (p>0.05) ndo apresentando, portanto efeito toxico as células. Dentre as
solucdes de TTO, as concentragcbes de 1 e 2% causaram maior redugdo do
metabolismo celular em relacdo ao controle negativo (p<0.05) causando intenso
efeito toxico a HaCat. A exposicdo das células ao 6leo pelo tempo de 2 h causou
maior citotoxicidade enquanto que a exposi¢do por 60 s foi a menos toxica as
celulas.

O controle DMSO 0.4% ndo apresentou diferenca estatistica quando

comparado ao controle negativo (p>0.05) provando que o solvente ndo interferiu
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no metabolismo celular. Como esperado, o controle positivo (H20, 3%)
apresentou diferenca estatistica (p<0.05) do controle negativo, ausando intenso
efeito toxico as células. Entretanto, ndo apresentou diferenca estatistica (p>0.05)
comparado ao grupo CHX 0.12%, padrdo-ouro para antimicrobianos, nos tempos
de 2 h e 60 s com recuperacao de 24 h. O valor de reducdo do metabolismo celular
foi maior quando tratadas com CHX 0.12% do que quando tratadas com H,0;, 3%
durante o tempo de 60 s de exposi¢do. Ambos, controle positivo e CHX 0.12%,
nédo diferiram estatisticamente (p>0.05) das solugcbes de TTO 1 e 2% no tempo de
exposicdo de 60 s sendo estas ainda mais toxicas (p<0.05) quando expostas pelo

tempo de 2 h e 60 s com recuperacao de 24 h.

4. Discussao

O 6leo de Melaleuca, mais conhecido como TTO, possui reconhecidas
propriedades antimicrobianas, todavia ha poucas evidéncias cientificas que
possam indicar que o TTO ou seus componentes apresentem potencial toxico
significativo. Podendo o 6leo de Melaleuca ser uma alternativa para o controle de
patdgenos, principalmente os orais (Astani et al., 2010; Filoche et al., 2005;
Traboulsi et al., 2008), é necessario determinar seu possivel efeito toxico sobre as
celulas podendo, desta forma, gerar dados de interesse que possibilitem a
aplicacdo clinica dessa substancia. Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito

citotdxico do TTO em cultura de queratindcitos (HaCat).
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As células foram expostas por diferentes tempos de contato ao TTO.
Intensa reducdo do metabolismo celular foi observada para todas as diferentes
concentragdes de TTO (de 0.12 a 2%) quando expostas pelo tempo de 2 h e
comparado aos demais tempos, a exposi¢éo por 60 s apresentou menor potencial
toxico a HaCat. Os resultados obtidos expressam que independentemente da
concentracdo de TTO, quanto maior tempo de contato com as células maior é o
efeito citotdxico do 6leo, indicando uma caracteristica tempo-dependente. Essa
diferenca pode ser explicada porque em periodos mais longos, maior é o tempo de
contato da substancia com a celula causando assim, maiores danos celular. O
crescente efeito citotoxico fez-se presente em outros estudos indicando aumento
toxico do 6leo de 1 h e 4 h para 24 h sobre fibroblastos e células epiteliais
humanas (Soderberg et al. 1996) e de 4 h para 24 h sobre cinco linhagens de
células humanas (HeLa, K562, Hep G2, CTVR-1 eMolt-4) (Hayes et al., 1997). O
mesmo potencial téxico também foi observado para o tempo de 60 s com
recuperacao de 24 h a partir da concentracao de 0.5 a 2%. Esses dados indicam
que o TTO mantém um efeito continuo observada para as maiores concentracgoes,
provavelmente interagindo e causando danos a célula levando a diminuicéo de seu
metabolismo mesmo ap6s a remoc¢do do contato direto com as mesmas. Essa
substantividade do 6leo ja foi citada como caracteristica importante para sua acao
antimicrobiana mantendo efeito residual contra patdégenos orais por 15 dias apds
seu uso (Groppo et al. 2002).

Concentragfes de TTO que variam de 0.12 a 2% foram avaliadas neste

presente estudo. As concentragdes de 0.12 e 0.25% de TTO, durante as exposi¢oes
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de 60 s e de 60 s com recuperacdo de 24 h, ndo apresentaram reducdo do
metabolismo. O mesmo foi observado em outro estudo onde as concentragdes de
0.12 e 0.25% de TTO também ndo apresentaram efeito toxico aos fibroblastos
humanos (Loughlin et al., 2008). Este desempenho corroboram com outros
autores (Hammer et al., 2006; Loughlin et al., 2008; Soderberg, et al., 1996) que
indicam que o TTO ndo é toxico em baixas concentracdes. As concentracbes de
0.5 a 2% de TTO foram tdxicas & HaCat independentemente da duracdo de
exposicdo sendo que a porcentagem de inibicdo do metabolismo celular para
estas concentracdes variou de 65 a 100%, respectivamente. Este resultado mostra
que as concentracfes de TTO foram toxicas para a células de maneira dose-
dependente, ou seja, quanto maior € a concentracdo desta substancia, maior a
citotoxicidade por ela determinada. Analise de diferentes concentracGes de TTO
foram realizadas por alguns estudos que apresentam em seus resultados relacéo de
toxidade dependente da dose aplicada. Em um estudo de Soderberg, et al (1996) o
TTO foi ligeiramente toxico em concentracdes inferiores a 100 ug/ml (0.01%
v/v), mas em concentracdes superiores a essa, 300 ug/ml e 1000 pug/ml (0.03% e
0.1%), causou um rapido declinio na viabilidade celular. Na anélise de 0.001 a
0.062% de TTO para mondcitos, Hart et al (2000) mostraram que concentragdes >
0,016% podem ser consideradas toxicas. O TTO induziu uma resposta dose-
dependente em células MCF-7, sendo que as maiores concentracdes de TTO
aplicada as células (> 0,025%) eram mais toxicas (Nielsen et al., 2008). O

mecanismos de acdo do TTO sobre as células ainda ndo foi elucidado mas
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acredita-se que por possuir carater lipofilico, o 6leo interage com a membrana
celular e, entdo, interrompe a atividade normal da mesma (Sorderbeg et al., 1996).

A CHX 0.12%, padrdo-ouro como agente antimicrobiano oral (Allaker e
Douglas, 2009; Twetman, 2004), foi também analisada neste estudo. A solucéo
apresentou efeito toxico intenso em todos os tempos de exposicdo a células HaCat
sendo que a porcentagem de inibicdo do metabolismo celular variou entre 94% e
97%. Os resultados obtidos corroboram com outros estudos (Chang, et al., 2001;
Lessa et al., 2009; Mariotti e Rumpf, 1999) que apontam em seus trabalhos o
efeito citotdxico e substantividade da CHX 0.12% sob as células. A CHX possui
efeitos adversos observados no cotidiano clinico e relatados na literatura como
pigmentacdo dos dentes, restauracdes e proteses, ulceracao da mucosa oral e
alteracdes no paladar (Allaker e Douglas, 2009; Twetman, 2004). Durante a
exposicdo por 60 s, a CHX 0.12% apresentou valores de reducdo de metabolismo
celular maiores que as concentracGes de TTO 0.5 e 1% e semelhante a 2%. A
avaliacdo de efeitos adversos decorrentes ao uso do TTO como enxaguatorio
bucal foram observados por alguns estudos. Groppo et al. (2002), em um estudo in
vivo avaliaram os efeitos adversos causados apos 0 uso de TTO 0.2% e CHX
0.12%. Os resultados ndao mostraram alteracdo da coloracdo dentaria, leve
sensacdo de queimacéo para o uso do TTO, e sensacdo de halito e paladar ruins
com o uso da CHX. Qutro estudo ndo observou efeitos adversos sistémicos e
lesBes em mucosa, apenas relatos de gosto ruim ap6s o uso de um enxaguatorio

bucal, contendo 6leos essenciais, incluindo o TTO (Lauten et al., 2005).
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As variagdes metodologicas, os diferentes tipos celulares e a ascedéncia do
6leo e seu preparo nos estudos apresentados podem explicar a diversidade de
resultados encontrados na literatura. Este estudo, € o primeiro com o objetivo de
demonstrar que as concentragfes de TTO podem causar danos a cultura de
queratindcitos HaCat. Os queratindcitos sdo organizados em camadas continuas,
distribuidos da derme para superficie. A metodologia usada neste estudo permitiu
a disposicdo das células HaCat em monocamada o que poderia ter intensificado o
efeito citotdxico do TTO por este ndo ter encontrado a barreira mecénica natural
do corpo contra 0 ambiente externo. As evidéncias sugerem que o emprego de
culturas tridimensionais, se comportam de forma diferente das culturas
bidimensionais pois simulam de melhor maneira as condicdes in vivo (Wiegand e
Hipler, 2009). O conhecimento sobre a farmacocinética e permeacdo de 0Oleos
essenciais topicos através da pele humana permanece fragmentado, devido a falta
de dados experimentais, porem o Oleo de Melaleuca e seus componentes
demonstraram ter facil capacidade de penetracdo cutdnea (Cal e Sznitowska,
2003; Reichling et al., 2006).

A toxicidade do TTO presente na literatura foi revisada (Hammer et al.,
2006). Os autores destacam os efeitos relacionados com a irritacdo da pele apds a
exposicdo topica a alta concentracdes de TTO e alergia ao 6leo ou seus
componentes e produtos de degradacdo oxidativa, somente em individuos pré
dispostos. A toxicidade do TTO é uma resposta funcional a exposicdo a uma
mistura de diferentes compostos quimicos com diferentes caracteristicas fisicas o

que torna dificil definir a toxicidade do 6leo. A literatura disponivel sugere que o
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TTO pode ser usado topicamente na forma diluida pela maioria dos individuos,
sem efeitos adversos (Carson e Ridley, 2001; Fletcher et al. 2005; Hammer,
2006). Uma vez que tém sido demonstrados na literatura os problemas devido ao
continuo uso da clorexidina, este estudo considera o TTO em baixas
concentragdes um agente com efetiva propriedade antimicrobiana e

compatibilidade bioldgica aceitavel, porém mais estudos devem ser conduzidos.
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Tabela 1. Valores de absorbancia obtidos pelo teste de metabolismo celular (teste

de MTT) para os grupos controle e solu¢des de TTO de acordo com o tempo de

exposicao.
Tempo de Exposicéo
Tratamentos
2h 60 s 60 s + 24h
DMEM 0.32(0.223-0.342) Aa 0.264 (0.211-0.362) Aa  0.377 (0.196-0.567) AB a

DMSO 0.4% 0.338 (0.326-0.353) A a 0.331 (0.251-0.411) A a 0.41 (0.211-0.553) AB a
CHX 0.12% 0.019 (0.011-0.023) B a 0.011 (0.007-0.019) Bab ~ 0.011 (0.005-0.015) C b

H,0, 3% 0.014 (0-0.034) BCD a 0.063 (0-0.085) C b 0.031 (0-0.039) C a
TTO0.12% 0.008 (0.005-0.012) CD a 0.285 (0.213-0.388) A b 0.456 (0.259-0.658) A ¢
TTO 0.25% 0.006 (0.005-0.008) C a 0.264 (0.182-0.311) A b 0.334 (0.153-0.48) B b
TTO 0.5% 0.007 (0.006-0.011) D a 0.09 (0.082-0.127) D b 0.011 (0.009-0.018) C a

TTO 1% OEa 0.026 (0.014-0.101) C b 0ODa

TTO 2% OEa 0.013 (0-0.097) BC b 0ODa

“valores s3o medianas (P25-P75) (n=12).

" diferentes letras mailsculas nas colunas e mindsculas nas linhas indicam diferenca

estatisticamente significante (Mann-Whitney, p>0.05).
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CONSIDERACOES FINAIS

A cérie dentaria é uma doencga infecciosa de origem bacteriana e, portanto,
deve ser considerado relevante utilizar uma abordagem antimicrobiana para
prevenir e controlar a doenca®®>* ®. Na proposta de se encontrar uma substanica
com maxima propriedade antimicrobiana e minima citotoxicidade este trabalho
avaliou o ¢leo essencial de Melaleuca alternifolia, ou 6leo da arvore-do-cha (tea
tree 0il = TTO).

Na busca de um melhor esclarecimento sobre o possivel uso deste

reconhecido agente antimicrobiano® & 11 2% 33, 47, 58, 59, 61

, 0 Capitulo 1 analisa o
desempenho de diferentes concentracGes de TTO sobre bactérias cariogénicas, S.
mutans e L. acidophillus. Estes microrganismos, em forma planctonica e em
biofilme, foram susceptiveis ao 6leo de Melaleuca na presente pesquisa, dados
estes que corroboram com outros estudos®® 2* 2% °® por meio do ensaio de XTT
foi possivel observar que o TTO diminuiu o metabolismo microbiano nos
biofilmes, sendo a concentracdo de 2% a mais efetiva e apresentando diferenca
estatisticamente significante do controle negativo ap6s contato por apenas 60 s
com esta solucdo. Entretanto, o0 TTO ndo alcancou o poténcial antibacteriano da
CHX 0.12% que obteve melhor desempenho em todos os testes para todos os
biofilmes. A clorexidina é um agente antimicrobiano de amplo espectro®® .
Porém ¢ importante destacar que sua atividade é dependente do pH*® e tem sido

apontada como a causa da selecdo e persisténcia de algumas bactérias** *°. Efeitos

colaterais locais, como a pigmentacdo de dentes, restauracbes e proteses,
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48, 60

ulceragdo da mucosa oral, alteracéo e percepgéo gustativa além de apresentar

12:34.37 550 relatados na literatura.

toxicidade a diferentes tipos célulares

Frente ao progresso na caracterizagdo da propriedade antimicrobiana do
TTO, existem poucos estudos sobre a toxicidade e seguranca do 6leo. Com o
objetivo de avaliar a citotoxicidade da substancia estudada, no Capitulo 2,
diferentes concentracdes de TTO foram analisadas sobre cultura de queratindcitos
(HaCat). O presente trabalho demonstrou uma caracteristica tempo e dose
dependente do 6leo também observado em outros estudos com diferentes tipos
celulares® 2" 2. 4635 A5 menores concentrages do TTO ndo foram téxicas
quando expostas pelo tempo de 60 s, podendo ser consideradas seguras para o
uso. Dados recentes sugerem que o 6leo de Melaleuca pode ser usado de forma
diluida pela maioria dos individuos, sem causar efeitos adversos® *** %. Neste
trabalho a CHX 0.12% apresentou efeito toxico a HaCat sendo este poténcial
citotoxico observado em outros estudos'® ** *. O ensaio de MTT identificou
intensa reducdo de metabolismo celular semelhantes para CHX 0.12% e TTO 2%
quando usadas pelo tempo de 60 s. A toxicidade do TTO € uma resposta funcional
a exposicdo a uma mistura de diferentes componentes com diferentes
caracteristicas fisico-quimicas, sendo necessario mais estudos que avaliem
capacidade toxica tanto do 6leo como de seus componentes® *> %,

Como concluséo geral, considerando-se os resultados obtidos em cada
estudo conjuntamente, o 6leo de Melaleuca apresentou efeito antimicrobiano na

concentracdo de 2% para as bactérias cariogénicas, porém esta concentracdo

apresentou poténcial téxico a cultura de queratindcito. As concentracBes mais
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baixas de TTO, 0.12 e 0.25% nao foram toxicas e podem funcionar como agentes
antimicrobianos de maneira segura contra 0S microrganismos orais que sejam
susceptiveis a estas concentragdes do 6leo. Apesar de ndo apresentar um resultado
tdo satisfatorio quanto a CHX 0.12%, o TTO mostrou ser capaz de reduzir o
metabolismo de bactérias cariogénicas. O TTO é composto por aproximadamente
100 componentes sendo atribuido ao Terpinen-4-ol, presente entre 30% a 40% em
sua composicdo, a atividade antimicrobiana do 6leo® **. O presente estudo sugere
a importancia da investigar os componentes do 6leo de Melaleuca, como o
Terpinen-4-ol, isoladamente sobre estes microrganismos como alternativa a se
encontrar uma solucdo com adequada atividade antimicrobiana e menor

citotoxicidade.
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APENDICE 1 - Anélise de cromatografia gasosa do 6leo de Melaleuca.
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APENDICE 2 - Tabela com apresentacio das concentracdes dos componentes do

6leo de Melaleuca padronizados pela 1ISO 4730 e as concentragdes obtidas pela

andlise de cromatografia gasosa do 6leo de Melaleuca usado nesta pesquisa.

Composicao (%)

Composicao (%)

Componentes
ISO 4730, 2004 Cromatografia

Terpinen-4-ol 30-48 47
y-Terpinene 20-28 23
a-Terpinene 5-13 6
a-Terpineol 1,5-8 5
a-Pinene 1-6 2
1,8-Cineole <15 1




Autorizo a reproducdo deste trabalho.

(Direitos de publicagdo reservado ao autor)

Araraquara, 13 de outubro de 2011.

AMANDA FONTANA



	FOLHA DE ROSTO
	COMISSÃO EXAMINADORA
	DADOS CURRICULARES
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	SUMÁRIO
	PREFÁCIO
	RESUMO
	ABSTRACT
	INTRODUÇÃO
	PROPOSIÇÃO
	CAPÍTULO I. Eficácia do óleo de Melaleuca alternifolia sob bactérias cariogênicas
	CAPÍTULO II. Avaliação da citotoxicidade da Melaleuca alternifolia sobre cultura de queratinócitos
	CONSIDERAÇÕES FINAIS
	REFERÊNCIAS
	APÊNDICE

