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Pereira ALG O efeito de Zerumbona sobre biofilme multiespécies formado sobre
resina acrilica [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2024.

RESUMO

A cavidade oral é colonizada por fungos e bactérias que formam biofilmes
polimicrobianos. Existe uma relagédo simbidtica entre Streptococcus mutans e Candida
albicans que permite a formacao de biofilmes mais robustos, tanto in vitro como in
vivo. O uso de substancias naturais para o controle de biofilmes € promissor, diante
da resisténcia antimicrobiana a farmacos convencionais. O Zerumbona (ZER)
demonstrou potencial na redugcédo de componentes de biofilmes simples de C. albicans
susceptivel e resistente ao fluconazol. O presente estudo teve como objetivo avaliar a
influéncia da ZER (256 e 512 ug/mL) no desenvolvimento e na erradicacdo de
biofilmes mistos de C. albicans e S. mutans formados sobre discos de resina acrilica.
A eficacia do tratamento foi avaliada por meio da contagem de colénias viaveis e
analise dos componentes do biofilme [proteinas soluveis e insoluveis, polissacarideos
soluveis em agua (WSP) e soluveis em alcali (ASP), peso total e peso seco insoluvel,
DNA extracelular (eDNA)]. Discos de resina acrilica termicamente ativada foram
fabricados e padronizados com rugosidade entre 2,7 e 3,7 ym (n=120). Para avaliar a
eficacia da ZER na inibicdo da adesao e formacado do biofilme, os discos foram
imersos por 8 h nas solugbes de ZER e, posteriormente, foi formado o biofilme de 48
h (n=60). Para avaliar a eficacia do ZER na erradicagao do biofilme, os discos com
biofilmes de 48 h, foram imersos por 20 min na solugéo (n=60). Como controle foram
utilizadas as solugdes de Clorexidina (CLX) e Nistatina (NYS). Os dados
apresentaram distribuicdo normal e foram analisados pelo teste ANOVA one way,
seguido do pos-teste de Tukey (dados homoscedasticos) e pos-teste de Games-
Howell (heterocedasticos) (a=0,05). Os resultados comprovam a eficacia de ZER na
reducao de coldnias viaveis de C. albicans e dos componentes do biofilme, em ambas
condi¢des avaliadas (ensaio de inibicado de adeséo e formagéo de biofilme e ensaio
de erradicagdo dos biofilmes maduros). Os biofilmes formados sobre superficie
previamente tratada com ZER 512 ug/mL apresentaram redugao na viabilidade celular
de C. albicans (5,07 log1o) (p<0,001), mas o mesmo n&o pbde ser observado sobre S.
mutans (p=1,000). Os biofilmes formados sobre a superficie tratada com ZER 512
ug/mL apresentaram redugdo nas proteinas insoluveis (37%) (p<0,001), WSP
(13,75%) (p<0,001), ASP (46,96%) (p<0,001) e eDNA (11,47%) (p<0,008). A
viabilidade celular dos biofilmes maduros tratados com ZER 512 ug/mL também foi
reduzida para C. albicans (1,49 logio) (p<0,001), mas n&o foi possivel observar
atividade sobre S. mutans (p=1,000). Os componentes do biofilme foram
consideravelmente reduzidos apés o tratamento com ZER 512 ug/mL, com destaque
para proteinas soluveis (20,35%) (p<0,001), WSP (20,49%) (p<0,001), ASP (51,11%)
(p<0,001) e eDNA (33,38%) (p<0,001). ZER reduziu a viabilidade celular de C.
albicans em biofilmes mistos, bem como a biomassa e os componentes do biofilme,
com destaque para proteinas (soluveis e insoluveis), polissacarideos (ASP e WSP) e
eDNA.

Palavras — chave: Biofiimes. Matriz Extracelular de Substancias Poliméricas.
Fitoterapia.



Pereira ALG. The effect of Zerumbone on multispecies biofilm formed on acrylic resin
[dissertagdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2024.

ABSTRACT

The oral cavity is colonized by fungi and bacteria that form polymicrobial biofilms.
There is a symbiotic relationship between Streptococcus mutans and Candida albicans
that allows the formation of more robust biofilms, both in vitro and in vivo. The use of
natural substances to control biofilms is promising, given antimicrobial resistance to
conventional drugs. Zerumbone (ZER) demonstrated potential in reducing simple
biofilm components of C. albicans susceptible and resistant to fluconazole. The
present study aimed to evaluate the influence of ZER (256 and 512 ug/mL) on the
development and eradication of mixed biofilms of C. albicans and S. mutans formed
on acrylic resin discs. Treatment efficacy was assessed by counting viable colonies
and analyzing biofilm components [soluble and insoluble proteins, water-soluble
(WSP) and alkali-soluble (ASP) polysaccharides, total weight and insoluble dry weight,
extracellular DNA (eDNA)]. Thermally activated acrylic resin discs were manufactured
and standardized with roughness between 2.7 and 3.7 pm (n=120). To evaluate the
effectiveness of ZER in preventing biofilm formation, the discs were immersed for 8 h
in ZER solutions and, subsequently, biofilm was formed for 48 h (n=60). Data
presented a normal distribution and were analyzed by one-way ANOVA, followed by
Tukey's post hoc test (homoscedastic data) and Games-Howell post hoc test
(heteroscedastic data) (a=0.05). The results confirm the efficacy of ZER in reducing
viable colonies of C. albicans and biofilm components under both evaluated conditions
(adhesion inhibition and biofilm formation assay and mature biofilm eradication assay).
Biofilms formed on surfaces pre-treated with ZER 512 ug/mL showed a reduction in
the cellular viability of C. albicans (5.07 log10) (p<0.001), but this was not observed for
S. mutans (p=1.000). Biofilms formed on surfaces treated with ZER 512 ug/mL
exhibited a reduction in insoluble proteins (37%) (p<0.001), WSP (13.75%) (p<0.001),
ASP (46.96%) (p<0.001), and eDNA (11.47%) (p<0.008). The cellular viability of
mature biofilms treated with ZER 512 yg/mL was also reduced for C. albicans (1.49
log10) (p<0.001), but no activity was observed for S. mutans (p=1.000). Biofilm
components were significantly reduced after treatment with ZER 512 yg/mL, notably
soluble proteins (20.35%) (p<0.001), WSP (20.49%) (p<0.001), ASP (51.11%)
(p<0.001), and eDNA (33.38%) (p<0.001). ZER reduced the cellular viability of C.
albicans in mixed biofilms, as well as the biomass and biofilm components, especially
proteins (soluble and insoluble), polysaccharides (ASP and WSP), and eDNA.
Keywords: Biofilms. Extracellular Polymeric Substance Matrix. Phytotherapy.
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1 INTRODUCAO

A cavidade oral possui uma microbiota complexa e diversificada, composta por
fungos, bactérias, virus e protozodrios'. Estes microrganismos coexistem em
equilibrio em estruturas organizadas denominadas biofilmes. Nos biofilmes, os
microrganismos permanecem englobados por uma matriz polimérica extracelular que
contribui para a sua preservacao e para manutencéo das interacdes entre as células,
a superficie e o meio ambiente?3. A coexisténcia dos microrganismos neste
microambiente tem grande repercussao clinica, visto que estdo relacionados a
diversas infecgdes microbianas, principalmente aquelas associadas a dispositivos
meédicos, como cateteres e préoteses. Além disso, os biofiimes tém implicacdo direta
na reducdo da acdo e eficacia dos farmacos utilizados em tratamentos
antimicrobianos convencionais*®.

Candida albicans é uma espécie fungica que mantém uma relagdo comensal
com o hospedeiro, de modo que fatores locais, sistémicos e ambientais podem
promover alteragdes na homeostase que permitem que estes microrganismos se
tornem patogénicos oportunistas, principalmente em pacientes imunossuprimidos,
desencadeando infecgdes®’. Os fatores de viruléncia de C. albicans estdo associados
a sua transi¢cao morfolégica entre levedura, pseudo-hifas e hifas e, principalmente, a
capacidade de formacao de biofilmes e a resisténcia as defesas do hospedeiro e a
farmacos convencionais’. A presencga de C. albicans em biofilmes mistos aumenta a
expressao de genes associados a sua alteragao morfolégica o que reflete no aumento
da viruléncia®.

Streptococcus mutans € uma bactéria anaerdbica, facultativa, Gram-positiva,
com propriedades acidogénicas e aciduricas, considerado o principal microrganismo
associado a doenga carie®. Devido a sua capacidade de sintetizar polissacarideos
extracelulares, S. mutans € um grande contribuinte para a formagao de biofilmes
patogénicos e apresenta alta prevaléncia no biofiime dental®.

Ao compreender a ampla variedade de espécies que colonizam a cavidade
bucal, a presenga de biofilmes multiespécies € uma realidade a ser abordada. As
interagdes entre as espécies que ocorrem neste ambiente podem ser sinérgicas, ou
seja, de beneficio mutuo, de maneira que a presenga de um determinado
microrganismo pode potencializar a adesdo e retengdo de outros'. A relagdo

simbidtica entre S. mutans e C. albicans permite a formagdo de biofilmes mais
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robustos e com alto nivel de viruléncia, tanto in vitro como in vivo, de maneira que as
infecgdes causadas por estas espécies, quando estdo associadas, podem se tornar
mais graves 2. Além disso, na presenga de sacarose, ocorre a produgdo de glucanos
pelas células bacterianas, o que promove maior adesdo de coldnias viaveis a
microestrutura do biofilme, além de aumentar a adesao fungica as superficies bibdticas
e abioticas'. Espécies de Candida (principalmente C. albicans) tém sido observadas
em maior quantidade na cavidade oral de criangas com carie prevalente, em
comparagao a criangas livres de carie, determinando a potencial atividade cariogénica
do fungo e interagdo com S. mutans™.

A matriz extracelular dos biofilmes microbianos € composta principalmente por
polissacarideos e DNA extracelular, responsaveis pela manutengao da estrutura do
biofilme %16, B-1,3-glucanos, presentes na matriz extracelular, desempenham papel
fundamental para a resisténcia do biofilme aos antifungicos convencionais, uma vez
que sao capazes de reduzir o efeito do farmaco sobre os patdgenos, resultando na
persisténcia ou progressao da infecgdo'®'”. Considerando os aspectos enumerados,
o manejo clinico de infec¢gdes causadas por biofilmes tem se tornado cada vez mais
dificil devido a susceptibilidade reduzida aos tratamentos convencionais, sendo assim,
a necessidade de terapias medicamentosas alternativas se torna importante'®1°.

Neste contexto, as propriedades antimicrobianas dos agentes naturais podem
ser consideradas como um recurso valioso?%2'. Estudos demonstram que substancias
naturais podem interferir na aderéncia de microrganismos nas superficies dentais,
bem como inibir o crescimento microbiano??23. Os dleos essenciais extraidos das
plantas sdo reconhecidos por suas atividades analgésica, anti-inflamatéria, antiviral,
antioxidante, anticancerigena, imunomoduladora, antibacteriana e antifiungica?*. Em
geral, as propriedades antimicrobianas das substancias naturais estdo relacionadas
com suas interacdes com as células, podendo afetar a membrana celular de bactérias
e fungos e torna-los mais permeaveis aos farmacos?>-?.

Zerumbona (ZER) é um sesquiterpénico monociclico isolado do dleo essencial
de Zingiber zerumbet Smith. Estudos demonstraram o potencial farmacolégico variado
que esta substancia apresenta, como propriedades antineoplasicas, antioxidantes,
anti-inflamatdrias, imunomoduladoras, antipiréticas, além de antibacterianas e
antifingicas?®3%. ZER apresentou atividade antimicrobiana contra diversos
microrganismos presentes na cavidade oral, entre os quais C. albicans, Candida

tropicalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacteroides fragilis,



12

Acinetobacter baumannii, Escherichia coli e Streptococcus mutans3*-3°. Além disso,
ZER nao apresentou efeitos citotdxicos substanciais as células de linhagens de
mamiferos3®. Em um estudo prévio desenvolvido por nosso grupo de pesquisa, ZER
demonstrou seu potencial em atuar na reducédo de componentes importantes da matriz
extracelular de biofilmes de C. albicans susceptivel e resistente ao fluconazol tratados
com diferentes concentragées do composto®.

Embora a acdo antimicrobiana da ZER tenha sido estabelecida anteriormente
em biofilmes simples de C. albicans susceptivel e resistente ao fluconazol®®, a agdo
da substancia em biofilmes multiespécies formado por C. albicans e S. mutans ainda
nao foi investigada. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do
ZER sobre a formagéo e na erradicagéo de biofilmes mistos (C. albicans resistentes
ao fluconazol (CaR) e S. mutans) formados sobre discos de resinas acrilicas. A
eficacia dos tratamentos foi avaliada por meio da contagem das unidades formadoras
de colbnias e quantificacdo dos componentes do biofilme [proteinas soluveis e
insoluveis, polissacarideos soluveis em agua (WSP) e soluveis em alcali (ASP), peso
total e peso seco insoluvel, DNA extracelular (€DNA)].
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7 CONCLUSAO

O ensaio de adesao e formacgao do biofiime demonstrou que a imersao de
corpos de prova de resina acrilica em ZER (256 pg/mL e 512 yg/ mL) por 8h reduziu
a contagem de unidades formadoras de col6nias de + do biofilme misto. Além disso,
foi observado redugdo nos componentes do biofiime ASP, WSP, eDNA, proteinas
soluveis e insoluveis.

O tratamento dos biofilmes maduros de 48 h formados sobre os corpos de prova
de resina acrilica com ZER (256 pg/mL e 512 ug/ mL) por 20 minutos promoveu
reducao na contagem de unidades formadoras de col6nias de C. albicans do biofilme
misto. Além disso, foi observado redug¢ao nos componentes do biofilme ASP, WSP,
eDNA e proteinas soluveis.
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