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Belato KK. Andlise in vitro da atividade antimicrobiana, citotoxicidade e
genotoxicidade de um principio ativo (Timol) e de um enxaguatério bucal
(LISTERINE® ZERO™) |[dissertacdo]. S&do José dos Campos (SP):
Instituto de Ciéncia e Tecnologia, UNESP - Univ Estadual Paulista; 2014.

RESUMO

Este estudo se propds a avaliar a atividade antimicrobiana do principio
ativo Timol e de um enxaguatério bucal (LISTERINE® ZERO™) sobre
Candida albicans, Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans e
também sua citotoxicidade e genotoxicidade em culturas de macréfagos
(RAW 264.7). ApOs determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) e da Concentracdo Microbicida Minima (CMM) pelo método de
microdiluicdo em caldo do extrato foi avaliada a agao antimicrobiana do
Timol e do LISTERINE® ZERO™ em biofilme. A citotoxicidade do Timol e
do LISTERINE® ZERO™ foi avaliada sobre as células pelo método MTT e
também pela quantificacdo de TNF-a pelo método imunoenzimatico
ELISA. Ainda, a genotoxicidade foi determinada pela formacdo de
microndcleos nas células apdés 24 h de exposicdo ao Timol e 1min ao
LISTERINE® ZERO™ e ao etilmetano sulfanato (controle positivo). Os
dados foram avaliados pelos testes estatisticos ANOVA e complementado
pelo teste de Tukey e Kruskal Wallis (nivel de significancia de 5%).
Obtivemos resultados favoraveis quanto a acdo antimicrobiana do
principio ativo para os micro-organismos testados sendo a CMM de 160
Mg mL? eficaz para S. mutans e S. aureus e de 80 ug mL? para C.
albicans, para LISTERINE® ZERO™ foi eficaz na concentracéo de 0, 3125
1ug mL2, em biofilme apresentou média de 1,85 + 0,14 para Timol em S.
mutans, 1,90 £ 0,07 para S. aureus e 6,66 = 0,17 para C. albicans. A
citotoxicidade do Timol foi observada acima de 5 pg mL?% e o
LISTERINE® ZERO™ foi téxico para as células; quanto a genotoxicidade
nao foi observado dano ao nivel de DNA. Desta forma concluimos que o
principio ativo Timol, possui acdo antimicrobiana em concentracées mais
elevadas, no entanto que nestas concentracfes possui alta toxicidade
celular, e o LISTERINE® ZERO™ possui acdo antimicrobiana na menor
concentragdo testada e é citotoxico.

Palavras-chave: Biofiime. Testes de Mutagenicidade. Citotoxicidade
Celular Anticorpo-Dependente.



Belato KK. Analysis in vitro antimicrobial activity, cytotoxicity and
genotoxicity of an active principle (thymol) and a mouthwash (LISTERINE®

ZERO™) [dissertation]. Sdo José dos Campos (SP): Institute of Science
and Technology, UNESP - Univ Estadual Paulista; 2014.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the antimicrobial activity of the active
ingredient thymol and a mouthwash (LISTERINE® ZERO™) on Candida
albicans, Staphylococcus aureus and Streptococcus mutans and also their
cytotoxicity and genotoxicity in macrophage cultures (RAW 264.7). After
determining the minimum inhibitory concentration (MIC) and Minimum
Concentration Microbicide (CMM) by microdilution broth method extract
was evaluated the antimicrobial action of thymol and LISTERINE®
ZERO™ n biofilm. The cytotoxicity of thymol and LISTERINE® ZERO™ on
the cells was evaluated by MTT method and also by quantifying TNF-a by
ELISA immunoenzymatic method. Further, genotoxicity is determined by
the formation of micronuclei in cells after 24 h of exposure to thymol and
the LISTERINE® ZERO™ 1min and ethylmethane sulfonate (positive
control). Data were analyzed by ANOVA and Tukey complemented by test
and Kruskal Wallis (5% significance level). We obtained favorable results
regarding the antimicrobial action of the active ingredient for the
microorganisms tested with the CMM 160 mg L-1 effective for S. mutans
and S. aureus and 80 mg L-1 for C. albicans to LISTERINE® ZERO™ was
effective at levels of 0, 3125 mg L-1, biofilm had a mean of 1.85 + 0.14 for
thymol in S. mutans, 1.90 + 0.07 to 6.66 + S. aureus and 0, 17 for C.
albicans. The cytotoxicity of thymol was observed above 5 mg L-1, and
LISTERINE® ZERO™ was toxic to cells; as genotoxic damage was not
observed at the level of DNA. Thus we conclude that the active ingredient
thymol, has antimicrobial action in higher concentrations, however that
these concentrations has high cellular toxicity, and the LISTERINE®
ZERO™ has antimicrobial action in the smallest concentration tested and
is cytotoxic

Keywords: Biofilm. Mutagenicity Tests. Antibody-Dependent Cell
Cytotoxicit.



1 INTRODUCAO

Com o grande aumento de doencas causadas por
agentes infecciosos em seres humanos, torna-se necessario ampliar os
estudos analisando bactérias e fungos. Nos Ultimos anos evidenciou-se
um grande aumento na incidéncia das infec¢Bes fungicas em seres
humanos. Estas podem ser tanto superficiais: afetando pele, cabelo,
unhas e mucosas, como sistémicas: envolvendo os principais érgédos do
corpo (Ruping et al., 2008).

A boca é considerada um adequado habitat microbiano,
pois contém tecidos da mucosa, tecidos duros (dentes), constituindo um
ambiente quente e Umido, rico em nutrientes, sendo favoravel a
proliferacdo e colonizacdo de muitas espécies (Gilbert et al., 1997).
Assim, fatores, como alteragcbes no pH, disponibilidade de nutrientes e
temperatura, podem levar a mudancas no equilibrio microbiano.

Em biofilmes, a situacdo é diferenciada, uma vez que o
complexo estrutural do biofilme permite a estratificacdo espacial de
populagcdes com comunidades mistas, havendo cooperacéo, sinergismo
ou antagonismo entre as espécies (Gilbert et al.,1997).

Pesquisas com plantas medicinais, seja sob a forma de
extrato vegetal ou Oleo essencial, evidenciam a presenca de diversos
principios ativos que apresentam inumeras atividades biologicas
comprovadas por resultados efetivos in vitro e in vivo, que auxiliam no
controle de diversas doencas, tais como: atividade antibacteriana,
antifangica, antiviral, contra protozoarios e helmintos, antisséptica, anti-
inflamatoria, antitumoral, antioxidativa, antialérgica, anticonvulsiva,

antidepressiva, anticonceptiva, antimutagénica, analgésica ou diurética
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(Navarro et al., 1996; Holetz et al., 2005; Meléndez, Capriles, 2006;
Haidari et al., 2009).

Dentre os principios ativos, podemos citar o Timol que
esta presente em compostos como a Cavalinha (Equisetum arvense L.),
Tomilho, Orégano, enxaguatérios orais (LISTERINE® ZERO™), entre
outros. O Timol (2-isopropil-5-metilfenol) é um composto fendlico
amplamente utilizado como anti-séptico na pratica médica devido a sua
potente acao fungicida, bactericida e antioxidante (Al-Bandak et al., 2011).
Na Odontologia, o Timol € utilizado principalmente no tratamento de
infec¢des orais, na forma de enxaguatorio oral e principio ativo (Magyar et

al., 2004).

Assim, o conhecimento cientifico sobre as propriedades
antimicrobianas de alguns principios ativos provenientes de espécies
vegetais pode contribuir para a elaboracdo de produtos para fins
terapéuticos que auxiliem no controle de micro-organismos de interesse
médico, particularmente para a Odontologia, uma vez que, pelas
condicbes ambientais da cavidade oral, podem ocorrer infeccboes e
inflamacbes decorrentes de micro-organismos oportunistas, como

Staphylococcus spp., Streptococcus spp. e Candida spp.

Dentro das propriedades de um principio ativo é também
de extrema importancia que este ndo seja capaz de induzir danos aos

tecidos e células no qual entrara em contato.

Desta forma, sabendo que 0s micro-organismos
apresentam crescente perfil de resisténcia, torna-se de grande interesse
analisar a suscetibilidade destes micro-organismos ao principio ativo
Timol e com o enxaguatério bucal LISTERINE® ZERO™. Verificando
ainda sua citotoxicidade e genotoxicidade, e a producdo de citocina pro-

inflamatoria por macréfagos.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Timol

Estudos realizados com Equisetum arvense L.,
demonstraram ampla acdo antimicrobiana desta planta medicinal
(Haslam, 1996; Fukai et al., 2002; Machado et al., 2003; Braga LC et al.,
2005; Ishida et al., 2009; Pereira et al., 2006; Radulovic et al., 2006;
Vasconcelos et al., 2006; Pellati et al., 2009; Santos et al., 2009; Wittscher
et al.,, 2009). Esta atividade antimicrobiana pode estar relacionada aos
componentes, principalmente aos principios ativos desta planta medicinal,
especialmente o Timol (Tepe et al., 2004; Pattnaik et al., 1997).

O Timol é um principio ativo presente em alguns produtos,
naturais como o Equisetum arvense L. (Cavalinha) e espécies de Tomilho
(Thymus vulgaris) e Orégano (Origanum). (Tepe et al., 2004; Pattnaik et
al., 1997).

O Timol (2-isopropil-5-metilfenol) é amplamente utilizado
na pratica meédica, em cosméticos, na agricultura e na industria alimentar
devido a sua potente acao fungicida, bactericida e antioxidante. Também
mostra atividade anticoagulante, inibindo fortemente a agregacdo de
plaguetas, podendo ser utilizado na prevencdo de trombose e
arteriosclerose (Domaracky et al., 2007).

Na Odontologia, o Timol é utilizado principalmente no
tratamento de infecgbes orais (Twetman et al., 1995; Ogaard et al.,1997).
Foi demonstrado que tém acdo anti-inflamatoria eficaz uma vez que
diminui a liberacdo de mediadores inflamatorios como prostandides,
interleucinas, e leucotrienos (Skold et al.,1998).

Os oOleos essenciais de muitas espécies de Thymus

(Timol) sédo utilizados para fins medicinais, devido as suas propriedades
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anti-sépticas, antiespasmodico e antitussigenos. Ainda s&o utilizados
como agentes aromatizantes, no processamento de alimentos e muitas
preparacdes farmacoldgicas. A andlise do 6leo bruto resultou na
identificacdo de 39 compostos que representam 93,7% deste Oleo,
incluindo como os principais componentes o Timol (30,6%), o Carvacrol
(26,1%) e o p-cimeno (13,0%) (Tepe et al., 2004).

Segvié-Klarié et al., (2007) demonstraram a eficacia do
Oleo essencial de Thymus vulgaris L. com presenca do Timol puro contra
uma variedade de géneros de fungos Aspergillus e Penicillium e outros. O
Oleo essencial de Tomilho teve um CMM de 320 ppm e o Timol puro uma
CIM de 300 ppm para Aspergillus spp. O Timol e Carvacrol sao capazes
de desintegrar o exterior da membrana das bactérias Gram-negativas,
libertando o LPS, e assim aumentando a permeabilidade do trifosfato de
adenosina (ATP) na membrana citoplasmatica e, consequentemente,
alterar a permeabilidade passiva da célula.

Sabe-se que os terpenos, como o Timol, alteram a
permeabilidade celular inserindo entre o acido graxo cadeias que
constituem a membrana lipidica (Sanchez et al., 2004; Sikkema et al.,
1995) interrompendo assim a captacdo de lipideos, e causando
alteracdoes nas propriedades funcionais da membrana (Sikkema et al.,
1995) aumentando a fluidez da membrana e alterando a permeabilidade
da mesma.

Varios trabalhos relatam a atividade antimicrobiana de
Oleos essenciais de plantas aromaticas com 0s compostos terpendides e
fendlicos presente neles, como o caso do Timol. O efeito antifungico dos
compostos fendlicos naturais, tais como o Carvacrol, Acido Cinamico,
Acido Benzéico, Timol, 2,3 e 2,5-di-hidroxibenzaldeido foram previamente
relatados contra C. albicans e C. neoformans; no entanto, esta
bioatividade foi dependente da cepa e do composto testado (Faria et al.,
2011). A bioatividade dos fendis pode ser explicada pelo grupo hidroxilo
ligado com um anel de benzeno. Eter metil eugenol, Estragol e p-cimeno
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foram o0s compostos menos ativos contra as cepas de leveduras.
Enquanto os compostos Eugenol, Isoeugenol, Carvacrol, Timol, m-cresol
e Creosol foram capazes de causar a morte da célula.

Bostancioglu et al., (2012) relataram que trés
concentracdes do 6leo essencial Origanum onites (125, 250 e 500 g mL™?)
podem inibir significativamente a viabilidade celular e a apoptose induzida
de células do tecido adiposo endoteliais de ratazana (RATECs) e
fibroblastos de ratos (5RP7).

A atividade antibacteriana de monoterpenos fendlicos,
como o Timol, esta relacionada com o ataque aos fosfolipideos presentes
na membrana celular, que causa o aumento da permeabilidade e perda
citoplasmatica, ou na sua interacdo com enzimas localizadas na parede
da célula (Emiroglu et al., 2010). Assim, a resisténcia de bactérias Gram-
negativas para os monoterpenos fendlicos esta no papel protetor dos
lipopolissacarideos da parede celular ou proteinas de membranas
externas, que limita a difusdo dos compostos hidréfobicos através de sua
camada de lipopolissacarideos (Solorzano-Santos, Miranda-Novales,
2012). No entanto, em concentracdes mais elevadas esta camada de
polissacarideo pode ser rompida por Oleos essenciais, pois 0s
monoterpenos fendlicos tém a capacidade de perturbar a estrutura lipidica
da parede celular de bactérias, o que leva a destruicdo da membrana
celular, vazamento citoplasmatico, lise celular, e, finalmente, a morte
celular (Emiroglu et al., 2010).

Além disso, o Timol é um agente antifungico amplamente
conhecido (Pina-Vaz et al., 2004; Pauli, 2006). Do ponto de vista biofisico,
o comportamento do Timol é anfipatico, o que sugere que isto pode afetar
a estrutura da membrana celular e da superficie eletrostatica, e assim
gerar tensdo assimétrica na membrana (Pina-Vaz et al., 2004; Pauli, 2006;
Ahmad et al., 2013).
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O Timol, um dos principais componentes do Oleo de
Tomilho, tem uma estrutura fendlica e é apontado com uma série de
propriedades farmacoldgicas: antimicrobiana e antifungica.

Os terpenos, como o Timol, também inibem a respiracao
de Candida, sugerindo efeitos adversos sobre a mitocondria. Interferem
na producdo de formas filamentosas viaveis de C. albicans durante os
primeiros passos da formacdo de biofilmes. Isto é importante porque a
transicdo de C. albicans de planctonicos a formas sésseis e subsequente
desenvolvimento do biofilme est4 associada com um fenétipo resistente

(Baille, Douglas, 1999).

2.2 LISTERINE® ZERO™

Em 1879, o LISTERINE® era utilizado principalmente
como desinfetante cirargico e sua composi¢cao consistia em alguns 06leos
essenciais de Horteld, Tomilho, Eucalipto e Gualtéria ou alguma outra
planta rica em salicilato de metilo. Assim, o LISTERINE® era uma solugéo

saturada de Acido borico. (Antunes et al., 2014).

Em 1914, LISTERINE® se torna o primeiro antisséptico a
ser vendido nas farméacias de todo os Estados Unidos sem prescricdo
médica, com aprovacdo da American Dental Association. Atualmente, € a
marca de enxaguatério oral mais vendida nos Estados Unidos e em

outros mercados (Vlachojannis et al., 2013).

Em 2010, a fabricante Johnson & Johnson lancou uma
nova verséo deste antisséptico no mercado, o LISTERINE® ZERO™, livre
de Etanol, possivelmente devido a controvérsias encontradas na literatura

sobre o efeito do alcool em tecidos orais. Portanto, devido ao dano
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potencial causado pelo Etanol, o Mentol e Salicilato de metilo também
foram substituidos por derivados sintéticos (Antunes et al., 2014).

Uma combinagéo de Timol (um componente LISTERINE®)
com Clorexidina tem sido desenvolvida como um verniz comercialmente
disponivel, Cervitec (Vivadent, Schaan, Liechtenstein). Tem sido sugerido
gue Cervitec é especificamente ativo contra S. mutans e demonstrou
variados graus de sucesso no tratamento da carie in vivo (Haukali,
Poulsen, 2003).

2.3. Candida albicans

C. albicans predomina como a espécie mais relacionada
as candidoses, porém nos ultimos anos, observou-se um grande aumento
de espécies néo-albicans, como C. glabrata, C. tropicalis e C.
parapsilosis, como causadores de diversas infec¢bes fungicas (Silva et
al., 2012). O aumento ocasional destas espécies emergentes como
patdgenos humanos pode ser atribuido a uma melhora nos testes de
identificacdo, como o uso de meios cromogénicos, o APl e técnicas
moleculares, utilizados na rotina de diagnosticos de doencas causadas
por micro-organismos patogénicos. No entanto, esta alta prevaléncia de
espécies nao-albicans poderia ser um reflexo dos altos niveis de
resisténcia as drogas antifingicas observado no ambiente hospitalar
(Silva et al., 2012).

O uso prolongado de antifungicos no tratamento de
infeccbes causadas por C. albicans promoveu a resisténcia ao azol. Esta
resisténcia azolica adquirida em isolados clinicos de C. albicans resulta

principalmente na resisténcia cruzada a varios medicamentos nao



20

relacionados. (White et al., 1998; Franz et al., 1998; Hameed, Fatima,
2013).

C. albicans é considerado parte da microbiota comensal
gue habita a pele, superficies da mucosa e o trato gastrointestinal de
pessoas saudaveis (MacCallum, 2010). A expressdo de seus fatores de
viruléncia pode variar dependendo do tipo de infeccdo (local ou
sistémica), do estagio da doenca e da resposta ao hospedeiro (Naglik et
al., 2008). Sabe-se, que a viruléncia de C. albicans esta ligada a seus
fatores intrinsecos: os principais sdo a formacdo de hifas, o dimorfismo,
alteracbes fenotipicas, aderéncia, persisténcia, o sinergismo com as
bactérias, seus mecanismos de interferéncia com o sistema de defesa do
hospedeiro e a producdo de enzimas hidroliticas, que entdo contribuem
para o desenvolvimento de candidoses. (Hube, 2004).

C. albicans apresenta como fator de viruléncia a
capacidade de transicdo da levedura para a forma filamentosa (Lo et al.,
1997; Saville et al., 2003; Richard et al., 2005). Esta transicdo morfica
parece importante para a aderéncia ao tecido e invasao (Saville et al.,
2003). C. albicans tem a capacidade de formar biofilmes complexos em
dispositivos médicos (Kojic, Darouiche, 2004) e na mucosa humana,
como a mucosa gastrointestinal e brénquica.

As infeccOes orais decorrentes de C. albicans
representam um problema crescente para a saude. Em individuos
imunocomprometidos, especialmente aqueles que possuem SIDA
(Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida), a candidose causa lesbes
dolorosas na cavidade oral, e infeccfes sistémicas com risco de morte.
Além disso, C .albicans podem causar infec¢des persistentes na cavidade
oral, como a estomatite (Ryan et al., 2014). Desta forma Braga PC et al.,
(2007 b) embasados nestes dados, concluem que Timol interfere com a
producéo de formas filamentosas viaveis de C. albicans. Isto € importante
porque a formacdo de hifas € essencial, para um outro aspecto da

viruléncia de Candida: o desenvolvimento de biofilme. Tem sido relatado
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gue a transicdo de C. albicans de levedura para formas de hifas, e
subsequente desenvolvimento de biofilme, esta associada ao aumento da

resisténcia a drogas antifingicas (Baillie, Douglas,1999).

2.4 Staphylococcus aureus

7

S. aureus € um coco Gram - positivo mais isolado da
cavidade oral com potencial patogénico. S. aureus provoca uma grande
variedade de infeccdes, incluindo doenca aguda, crbnica e toxina
mediada (Chambers, Deleo, 2009). A capacidade deste agente
patogénico é devida ao seu arsenal de fatores de viruléncia, tais como
toxinas, antigenos estruturais, adesinas de superficie, matriz de ligacéao, e
enzimas que degradam o tecido (Lowy, 1998).

Na cavidade oral, S. aureus é capaz de formar biofilmes
gque sdo comunidades envolvidas por uma matriz extracelular. Os
polimeros de adeséo intercelular sdo compostos por polissacarideos (van
der Hoeven, Camp, 1993), o que reduz a penetragao de antimicrobianos e
representam uma barreira terapéutica a muitos antibiéticos (DiTizio et al.,
1998; Pereira et al., 2013a).

Estes micro-organismos encontram-se na cavidade oral
em cerca de 95% dos individuos saudaveis e tornaram-se um motivo de
preocupacdo devido esta capacidade de desenvolver resisténcia a
agentes antimicrobianos (Casey et al., 2007).

S. aureus podem causar doencas orais, como a queilite
angular, parotidite, mucosite e periodontite (Pereira et al., 2013a). S.
aureus pode causar ainda infecgbes endoddnticas, osteomielite, abcessos
apicais e complicacbes poés-operatérias apOds colocacdo de implantes
dentarios (Smith et al., 2001; Filoche et al., 2005; Oliveira et al., 2013).
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Segundo Pereira et al. (2013A) os géneros Candida e
Staphylococcus foram isolados com maior frequéncia na superficie de
prétese total superior com e sem lesdo por estomatite protética.

Além de doencas orais, estafilococos sdo agentes
causadores de infeccbes graves na pele e tecidos moles, que sé&o
associadas com um risco aumentado de complicagbes, tais como:

bacteremia, pneumonia e endocardite (Smith et al., 2003A).

2.5 Streptococcus mutans

S. mutans normalmente esta presente na comunidade
madura do biofilme dental, porém sob certas condi¢des, pode tornar-se
dominante e causar o desenvolvimento de caries dentarias (Marsh, 2003;
Pereira et al., 2013b).

Desta forma, o estreptococo do grupo mutans,
principalmente a espécie S. mutans, € considerado o principal agente
etioldgico da cérie de superficie dental (Shen et al., 2004). Estes micro-
organismos causam a hidrélise da sacarose por enzimas Glucosil
transferases sintetizando um polissacarideo extracelular, aderente e
insolivel em &gua, que lhe permite aderir firmemente a superficie do
dente (Ooshima et al., 2000) ou sobre préteses dentarias (Moore et al.,
1984).

O acumulo de estreptococos na superficie dentaria é
considerado um fator fundamental para o desenvolvimento dos biofilmes
cariogénicos devido a producdo de 4cidos e uma consequente redugéo do
pH oral, conduzindo a uma maior probabilidade de desmineralizagcdo do
tecido dental (Duarte et al.,, 2006; Ooshima et al., 2000; Pereira et al.,
2011). A colonizacédo da cavidade oral por S. mutans também depende de

fatores como o fluxo salivar, capacidade tampéo da saliva, e da presenca
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de imunoglobulinas salivares (Barbieri et al., 2007; Ooshima et al., 2000;
Oliveira et al., 2013)

2.6 Biofilme e cultura planctonica

Biofilmes sdo compostos de bactérias ou células fungicas,
envoltos em matriz extracelular composta de polimeros hidratados e
detritos. Os biofilmes sdo amplamente distribuidos na natureza (solo,
rochas, ou raizes de plantas), materiais industriais (especialmente
sistemas a base de agua), e em humanos (comensais ou patogénicos)
(Costerton et al., 1999; Zhao et al., 2013).

Muitas infec¢Bes crénicas em seres humanos podem
estar relacionadas com biofilmes (Zhao et al., 2013). Dentre as doencas
associadas ao biofilme estdo a periodontite, endocardite e feridas
cronicas. A maior parte do conhecimento médico de biofilmes foi derivado
de estudos com Pseudomonas aeruginosa e S. aureus (Parsek, Singh,
2003; Zhao et al., 2013).

Os biofilmes também estdo associados com o0 uso de
implantes de biomateriais e dispositivos, como intravenosos, proteses,
catéteres do trato urinario, protético, valvulas cardiacas, e lentes de
contato, muitas vezes resultando em infeccéo (Parsek, Singh, 2003; Zhao
et al., 2013).

Células microbianas que residem em polimeros
extracelulares tipicamente ocupam 5% a 30% do volume do biofilme. A
espessura ou dimensado dos aglomerados de células em um biofilme pode
variar de alguns microns até alguns milimetros. Os nutrientes e residuos

metabolicos podem difundir diretamente através do biofiime ou séo
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transportados através de canais de agua (Stewart, 2003; Davies, 2003;
Zhao et al., 2013).

Biofilmes mais maduros sdo mais resistentes aos
antibidticos do que biofilmes mais jovens, menos organizados e, com
reduzida sensibilidade aos antibitticos.

Os biofilmes diferem das bactérias em crescimento
plancténico em sua estrutura, na expressdo génica, na resisténcia aos
antibidticos e na interacdo com o hospedeiro (Stewart, 2003; Davies,
2003; Zhao et al., 2013). No entanto, bactérias do biofilme ndo séo
apenas fenotipicamente distintas dos seus homologos plancténicos, mas
também sdo muito mais resistentes aos antimicrobianos do que a sua
forma planctbnica (Stewart, 2003; Zhao et al., 2013). Em certas
condicdes, as bactérias de biofilme tem uma taxa maior de sobrevivéncia
do que bactéria plancténica (Wolcott et al., 2010; Zhao et al., 2013).

Biofilmes maduros sdo notoriamente dificeis de erradicar
e representam uma fonte de infec¢des que sao muitas vezes ineficientes
aos antifingicos. Isso € intrigante, porque as populac¢des plancténicas da
mesma estirpe podem ser susceptiveis a uma grande variedade de
antifangicos.

Desta forma com o surgimento de cepas resistentes a
antimicrobianos convencionais a busca por métodos alternativos para o
controle de micro-organismos e que sejam viaveis para o consumo torna-

se fundamental.



3 PROPOSICAO

Assim, a proposta deste estudo foi avaliar:

e Acédo Antimicrobiana

Efetividade de um principio ativo Timol e de um
enxaguatoério bucal (LISTERINE® ZERO™) sobre cepas de S. aureus, S.
mutans e C. albicans (Cultura planctbnica).

Efetividade de um principio ativo Timol e de um
enxaguatoério bucal (LISTERINE® ZERO™) sobre cepas de S. aureus, S.

mutans e C. albicans (Biofilme).

e Cultura Celular

Efeitos citotoxicos avaliados pela viabilidade celular e
produgdo da citocina (TNF-a) em culturas de macréfagos de
camundongos (RAW 264.7).

Efeito genotoxico avaliado pelo teste de micronacleo em

culturas de macréfagos de camundongos (RAW 264.7).



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Atividade Antimicrobiana

4.1.1 Determinacgdo da Concentracgao Inibitéria Minima- CIM

Foram testados um principio ativo Timol (Sigma-Aldrich,
Brasil) e um enxaguatério bucal (LISTERINE® ZERO™, J & J, Brasil.
LOTE 2623 Com - 156951 (em cada 100 mL de LISTERINE® ZERO™
contém 0,06 g de Timol) em culturas plancténicas de C. albicans, S.
aureus e S. mutans. Esse teste foi realizado de acordo com as normas
NCCLS (M27-A2) e NCCLS (M7-A6). A cepa padrao de C. albicans ATCC
18804 foi semeada em agar Sabouraud dextrose (Difco, Detroit, USA), e
as cepas de S. aureus ATCC 6538 e S. mutans ATCC 35688 foram
semeadas em agar BHI (Brain Heart Infusion - Himedia, Mumbai, india) e
incubadas a 37 °C por 24 h, sendo que as cepas de S. mutans ficaram
sob condi¢bes de microaerofilia (5% de CO2). ApGs o crescimento, as
colénias foram suspensas em 5 mL de solucéo fisiologica estéril (8,5 g/L
NaCL) e submetidas ao agitador voértex durante 15 s. A seguir, a
densidade celular foi ajustada em espectrofotometro (B582, Micronal, Sao
Paulo, Brasil) utilizando para C. albicans um comprimento de onda de 530
nm e densidade Optica de 0,284; para S. aureus 490 nm e densidade de
0,374 e para S. mutans um comprimento de onda de 398 nm e densidade
de 0,620; acrescentando-se solucéo fisioldgica suficiente para se obter
uma concentracdo equivalente a uma solucdo-padrdo da escala de

McFarland 0,5 (10 células/mL). A partir dessa suspenséo-padrdo, foi
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realizada diluicdo 1:50 seguida de diluicdo 1:20 em meio liquido RPMI
1640, resultando em uma suspensdo de trabalho contendo 10°
células/mL, para C. albicans, e para as bactérias 108 células/mL Para
determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) do principio ativo
Timol, (diluido em DMSO), foram testadas varias concentracdes: 0,16;
0,08; 0,04; 0,02; 0,01; 0,005; 0,0025; 0,00125; 0,000625; 0,0003125
mg/mL=*. O LISTERINE® ZERO™ foi utilizado apenas na concentracéo do
fabricante.

As diluicdes foram realizadas em meio RPMI 1640 para C.
albicans e em Mueller Hinton para as bactérias. Ao adicionar o meio de
cultura especifico dilui¢cdes iniciais foram reduzidas a metade.

A seguir, foram acrescentados 100 uL da suspenséo dos
micro-organismos padronizados em cada diluicdo do principio ativo Timol
exposto por 24 h e ao LISTERINE® ZERO™ exposto por 1 min em placas
de 96 pocos (Costar Corning, Nova York, EUA).

No grupo controle negativo, foram acrescentados 100 pL
da suspensao padronizada e 100 yL do RPMI 1640 para Candida, e 100
ML de caldo Mueller Hinton para as bactérias em cada poco. Todos os
ensaios foram realizados em duplicata. Apds incubacédo por 24 h a 37 °C,
para os pocos contendo as concentragcdes de Timol foi realizada a leitura
por meio da observacdo visual da turvacdo do meio. A CIM foi
considerada a menor concentracdo dos compostos testados, capaz de
inibir o crescimento microbiano em caldo. A CMM foi observada apds 48 h
de exposicdo. Nos pocos contendo LISTERINE® ZERO™ foi observado

apenas a CMM ap0s exposicao de 1 min.

4.1.2 Formacao de Biofilme monotipico

A cepa de C. albicans ATCC 18804 foi cultivada a 37 °C
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por 24 h em agar Sabouraud dextrose (Difco, Detroit, EUA), S. aureus
ATCC 6538 e S. mutans ATCC 35688 foram cultivadas a 37 °C em agar
BHI (Brain Heart Infusion - Himedia, Mumbai, india), sob condi¢cdes de
microaerofilia (5% de CO2) para as cepas de S. mutans. A seguir, uma
alcada da levedura foi inoculada em caldo Yeast Nitrogen Base (YNB -
Difco, Detroit, USA) e as bactérias em caldo Triptona de Soja (TSB -
Difco, Detroit, USA)

Apoés 24 h de incubacao, que corresponde ao final da fase
do crescimento exponencial, o micro-organismo foi centrifugado a 2000
rpm por 10 min e lavado uma vez com 5 mL de solucao fisiolégica tampao
fosfato (PBS). A seguir, foi novamente centrifugado e ressuspendido em
caldo Yeast Nitrogen Base (YNB- Difco, Detroit, USA), para as leveduras,
e em agar BHI (Brain Heart Infusion - Himedia, Mumbai, india) para as
bactérias. As suspensdes foram padronizadas na concentracdo de 107
células/mL em espectrofotometro (B582, Micronal, Sdo Paulo, Brasil) com
comprimento de onda de 530 nm e densidade Optica de 0,381 para C.
albicans, S. aureus com comprimento de onda 490 nm e densidade de
0,447 e S. mutans o comprimento de onda de 398 nm e densidade de
0,560. Para formacdo do biofilme, 250 pyL da suspensdo dos micro-
organismos foram colocadas nos pocos da placa de microtitulagdo de 96
pocos (TPP - Suica). As placas foram incubadas em agitacdo a uma
rotacdo de 75 rpm (Quimis, Diadema, S&o Paulo) a 37 °C por 90 min para
fase inicial de adesdo. Decorrido este periodo, o caldo foi gentiimente
aspirado e cada poco foi lavado com 250 L de solugéo fisiologica tampé&o
fosfato (PBS). Esse procedimento foi repetido por 2 vezes para a remocao
das células ndo aderidas. Em seguida foi pipetado 250 yL de YNB (Difco,
Detroit, USA) para as leveduras e 250 yL de &gar BHI (Brain Heart
Infusion - Himedia, Mumbai, india) para as bactérias e as placas foram
incubadas a 37 °C por 48 h em agitacao (Quimis, Diadema, Sao Paulo). O

caldo foi trocado apds 24 h.
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Apébs o periodo de incubacgdo, o conteudo da placa com
os biofiimes formados foram aspirados. Apdés esse procedimento o
principio ativo Timol foi adicionado aos biofilmes formados no fundo da
placa. As concentracdes testadas foram de 0,16; 0,08; 0,04; 0,02; 0,01;
0,005; 0,0025; 0,00125; 0,000625; 0,0003125 mg mL.

Os biofilmes permaneceram imersos nas diluicbes do
principio ativo Timol por 5 min e ao LISTERINE® ZERO™ por 1 min em
agitacao orbital (Solab, Piracicaba, Brasil). Para o controle negativo sobre
os biofilmes foi colocada solugéo fisioldgica tampao fosfato (PBS) pelo
mesmo periodo de tempo. Apds a exposicado aos agentes testes 0s pogos
foram sonicados, utilizando o homogeneizador ultrassénico (Sonics Vibra
Cell) com 25% de poténcia por 30 s. Apds a desagregacéao do biofilme, foi
realizado o plaqueamento em duplicata de 100 uL de cada pogo em agar
especifico ao micro-organismo seguido de incubacao por 48 h a 37 °C.

Os testes para contagem de UFC/mL (Unidades
formadoras de coldnias) do biofilme foram realizados em duplicata, a
contagem foi realizada nas placas que apresentaram de 30 a 300 col6nias
e os valores transformados em logaritmo (Thein et al., 2006).

4.2 Cultura celular

Testes iniciais, resultado rapido, controle das condicfes
fisioloégicas (pH, temperatura, pressdo osmotica, tensdo de O2 e COo..
Grupos com caracteristicas homogéneas, alta reprodutividade (variaveis
minimizadas), custo baixo, e principalmente reducdo da necessidade de
testes em animais, sdo 0s principais motivos para avaliar os efeitos
bioldgicos dos materiais em cultura celular.

As células utilizadas para o trabalho foram macrofagos de

camundongo (RAW 264.7) provenientes do banco de células da
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Associacdo Técnico Cientifica Paul Ehrlich (APABCAM - RJ). Os
macréfagos realizam a morte intracelular do antigeno pelo seu
mecanismo especializado e sdo capazes de recrutar outras células como
neutréfilos apdés producdo de varias citocinas. Um funcionamento
deficiente dos macrofagos pode alterar a resposta imune inata, levando a
varias desordens. Assim, a modulacdo da atividade dos macréfagos
parece ser muito importante na regulacdo e no bom funcionamento da
imunidade inata (Liang et al., 2014). Na glandula mamaria de mamiferos,
0s macréfagos sédo os principais candidatos para primeira linha de defesa
contra bactéria, ndo s6 em contato direto com as bactérias invasoras,
agindo como uma barreira fisica para patdégenos e alérgenos, como
também sdo capazes de produzir mediadores inflamatérios em resposta a
estes micro-organismos (Strandberg et al., 2005; Scull et al., 2010).

Os macrofagos foram cultivados em DMEM (LGC
Biotecnologia, Cotia, Brasil) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB) (Invitrogen, Nova York, EUA), e 5 mL de antibiético (Penicillin
Streptomycin — Gibco 15140) em frascos de cultivo celular (TPP, Suica) e
incubados em atmosfera umidificada a 37 °C, 5% de CO2. Pelo método de
exclusao através do azul de Trypan (0,5% Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), que cora membrana rompida (sobrevivéncia), foi realizada a

contagem de células viaveis em camara de Neubauer.

4.3 Anélise da Citotoxicidade

Para o teste de citotoxicidade, o principio ativo Timol e o
LISTERINE® ZERO™ foram colocados em contato com células de
macréfagos de camundongo (RAW 264.7). Uma quantidade de 8 x 103
células foi colocada em cada poco de placas de 96 pocos e incubadas por

24 h a 37 °C (Oliveira et al., 2013) (Figura 2). Apds este periodo, 0 meio
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antigo foi removido e acrescentado o principio ativo diluido em DMSO e
em DMEM + 10% SFB, nas concentra¢gdes de 160; 80; 40; 20; 10; 5; 2,5;
1,25 e 0,3125 pg mL1. As placas foram incubadas novamente em estufa
com 5% CO2 a 37 °C por 24 h (Oliveira et al., 2013). O LISTERINE®
ZERO™ foi exposto as células por 1 min.

Apbés este periodo, a sobrevivéncia celular foi
determinada pela mensuracdo da atividade da Succinil desidrogenase
(SDH). A atividade da SDH, indicativa da atividade do metabolismo
mitocondrial, foi mensurada pelo ensaio de MTT (3-4,5 dimetiltiazol-2il -
2,5 - difenil-tetrazolio); Sigma, St Louis, MO, USA. A atividade foi
quantificada pela dissolucdo do MTT em 0,1 N NaOH (6,25 v/v%) em
DMSO (Dimethyl Sulfoxide) (Figura 3) e a leitura da densidade Optica
resultante da solucdo foi mensurada em um espectrofotobmetro a 570 nm
(Bio-Tek, Vermont, EUA).

A citotoxicidade foi expressa como porcentagem em

relacéo ao grupo controle (=100%).



Figura 1- Cultura de macréfagos de camundongo (RAW 264.7). A grupo controle
negativo ; B grupo DMSO; C grupo tratamento Timol, aumento de 40x, 24 h ap6s
tratamento.

32
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Figura 2- Adicdo de 200 uL de DMEM + 10% SFB contendo 8 x 103 células viaveis nos
pocos da microplaca.

Figura 3- Adicdo de 100 pL da solucéo de MTT nos pocgos da placa.

4.4 Quantificacdo de TNF-a

Para a quantificacdo de citocinas, as células foram
cultivadas em microplacas de 24 pocos na quantidade de 5 x 10° células
viaveis por poco em DMEM + 10% SFB na quantidade suficiente para 1
mL por 24 h a 37 °C (5% de CO2). Nos grupos tratados, as células foram

expostas as concentracfes do principio ativo mais efetivas sobre os
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micro-organismos por mais 24 h sob incubacéo, por 1 min ao LISTERINE®
ZERO™ e no grupo controle negativo houve apenas troca do meio de
cultura (Oliveira et al.,, 2013). ApOs este periodo foi coletado o
sobrenadante de cada poco e congelado separadamente.

A producéo desta citocina foi avaliada através de ensaio
imunoenzimatico (ELISA) com auxilio de Kits comerciais para TNF-a
(catalogo DY410) (R & D Systems, Minneapolis, EUA), placas de
microtitulacdo de 96 pocos (Nunc) foram sensibilizadas com anticorpo de
captura especifico para citocina (anti-TNF-a) e mantida overnight em
temperatura ambiente. No dia seguinte, a placa foi lavada 3 vezes com
tampéao de lavagem (PBS com 0,05% de Tween 20) e bloqueada com 300
uL de tampéo de bloqueio (PBS com 1% de soro albumina bovina, BSA)
por 1 h a temperatura ambiente. Apds, foi lavada 3 vezes com tampdao de
lavagem e receberam 100 pL dos sobrenadantes da cultura de células e
100 pL dos padrdes de cada citocina com concentracbes conhecidas
(curva-padrao). Os testes foram realizados em duplicata e a placa
mantida por 2 h a temperatura ambiente. Apos, a placa foi novamente
lavada 3 vezes com tampéao de lavagem e foram acrescentados 100 pL
de anticorpos de detecgéo especifico para citocina (anti-TNF-a) marcados
com biotina. A placa foi mantida por 2 h em temperatura ambiente. Apés
lavagem, foi acrescentada Estreptavidina (100 pL/poco) e a placa foi
mantida por 20 min coberta com papel aluminio para evitar luz direta.
Apoés lavagem, a reacdo foi revelada com 100 pL/poco de solugéo
contendo substrato cromogénico (Tetrametil benzidina, TMB) e Peroxido
de hidrogénio. A placa foi tampada com papel aluminio para evitar a luz
direta e mantida em temperatura ambiente por 20 min. Em seguida, foi
adicionado em cada poco da placa 50 yL de solucéo stop (acido sulfurico
2 N).

As densidades opticas foram obtidas em
espectrofotometro de microplacas com comprimento de onda de 450 nm.

Apés, foram convertidas em concentracdo de citocinas (pg mL%1), de
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acordo com curva-padrao TNF-a com auxilio do programa GraphPad
Prism 5.0.

Figura 4 — Curva Padrao da citocina TNF-a.

Figura 5- (A) Reacao revelada com substrato cromogénico ap6s incubacéo das amostras
com anticorpo de deteccdo marcado com biotina; (B) Bloqueio da reacéo revelada com
adicao do acido sulftrico 2N.



4.5 Analise da Genotoxicidade

Os macrofagos (RAW 264.7) foram cultivados em DMEM
(LGC Biotecnologia, Cotia, Brasil) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) (Invitrogen, Nova York, EUA) a 37 °C e 5% CO:2. Entao, 3 x
10° células foram cultivadas em laminas de vidro em 4 mL de meio celular
por 24 h a 37 °C em atmosfera de 5% CO2. Apés este periodo, as células
foram expostas ao principio ativo Timol diluido em DMSO e em DMEM +
10% SFB, de acordo com as concentracdes microbicidas do principio
ativo determinadas no teste microbiolégico e ao etilmetano sulfanato
EMS; 5 mM (controle positivo) por 24 h, e ao LISTERINE® ZERO™ por 1
min.

As placas foram lavadas em solucdo salina tamponada
(livre de célcio e magnésio PBS-CMF). As células foram fixadas em
Etanol 100% por 30 min e foram lisadas em 5 N HCI por 40 min, lavadas
com agua deionizada e coradas com reagente SCHIFF (Sigma) por 30
min em temperatura ambiente. Apos lavagem em sulfato/agua por 6 min e
em agua corrente por 10 min, as células foram desidratadas e montadas
com Entellan (Merck). Os micronucleos foram analisados em microscopio
de imersdo (100X), sendo que foram avaliadas 1.000 células/placa por
concentragdo em pelo menos dois experimentos independentes. Os
microndcleos foram identificados como estruturas de DNA contidas no
citoplasma claramente separadas do nucleo principal, cercadas por uma
membrana nuclear, e incluindo uma area menor que 1/3 da area do
nacleo principal. Somente as células mononucleadas contendo menos
gue cinco micronucleos foram contadas; células em mitose e que exibiam

fragmentacao nuclear por apoptose nédo foram contadas.
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Figura 6- Cultura de macréfagos de camundongo (RAW 264.7), grupo controle (EMS)
com presenca de micronUcleos indicados pelas setas. Foto retirada com leitor de laminas
(Pannoramic DESK).

4.6 Analise estatistica

Os dados obtidos nos testes de citotoxicidade e
genotoxicidade foram analisados estatisticamente pelo teste ANOVA,
complementado pelo teste Tukey e Kruskal Wallis respectivamente, com
significancia de 5% (p < 0.05), através do programa estatistico BioEstat
5.0



5 RESULTADOS

5.1 Atividade Antimicrobiana

5.1.1 Determinac¢do da Concentracgdo Inibitéria Minima - CIM

A tabela 1 mostra a concentragdo inibitéria minima e
microbicida minima do principio ativo Timol para os trés micro-organismos
avaliados deste estudo apds exposicdo de 24 h. A tabela 2 mostra a
concentracdo microbicida minima apds exposicdo de 5 min ao principio

ativo Timol.

Tabela 01 - Valores em mg mL*da CIM e CMM do Timol (principio ativo),
para 0s micro-organismos avaliados ap0s contato de 24 h

Micro-organismo Concentracdo do Timol (mg mL™?)
0,16 0,08 0,04 0,02 0,01 0,005 0,0025

C. albicans O ]
S. aureus O ]
S. mutans [ mi

*CIM - Concentra¢do Inibitéria Minima
°CMM - Concentracdo Microbicida Minima.

Verificou-se que em cepas de C. albicans a concentracao
de 0,01 mg mL* eliminou 100% das cepas, nas concentracdes de 0,005 e
0,0025 mg mL?' os percentuais de eliminacdo foram menores. Em
concentracdes inferiores a 0,0025 mg mL* nédo foi comprovada atividade
microbicida. Com isso a CMM do principio ativo Timol para C. albicans

apos exposicdo de 24 h foi de 0,01 mg mL™.
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Em cepas de S. aureus a concentracdo de 0,16 mg mL*
eliminou 100% das cepas, ja nas concentracdes de 0,08 e 0,04 mg mL*
0s percentuais de eliminacdo foram menores. Em concentracdes
inferiores a 0,04mg mL* ndo foi comprovada atividade microbicida. Com
isso a CMM do principio ativo Timol para S. aureus apés exposicao de 24
h foi de 0,16 mg mL™.

Em cepas de S.mutans a concentragdo de 0,16 mg mL*
eliminou 100% das cepas, ja nas concentracdes de 0,08 e 0,04 mg mL
os percentuais de eliminacdo foram menores.Em concentracdes inferiores
a 0,04 mg mL* ndo foi comprovada atividade microbicida. Assim a CMM
do principio ativo Timol para S. mutans com exposicao de 24 h foi de 0,16

mg mL™.

Tabela 02 - Valores em mg mL* da CMM do Timol (principio ativo), para
0S micro-organismos apoés contato de 5 min

Micro-organismo Concentragcdo (mg mL-1)
0,16 0,08 0,04 0,02 0,01 0,005 0,0025
C. albicans ]
S. aureus ]
S. mutans [ ]

=*CMM- Concentragéo Microbicida Minima

Verificou-se que em cepas de C. albicans a concentracao
de 0,08 mg mL* eliminou 100% das cepas, ja nas concentracdes de 0,04
e 0,02 mg mL?! os percentuais de eliminacdo foram menores. Em
concentracdes inferiores a 0,02 mg mL?* nédo foi comprovada atividade
microbicida. Assim a CMM do principio ativo Timol para C. albicans apo6s
exposicdo de 5 min foi de 0,08 mg mL™.

Em cepas de S. aureus a concentracdo de 0,08 mg mL™*

eliminou 100% das cepas, ja nas concentracées de 0,04 e 0,02 mg mL*
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0s percentuais de eliminacdo foram menores. Em concentracdes
inferiores a 0,02 mg mL* ndo foi comprovada atividade microbicida. Assim
a CMM do principio ativo Timol para S. aureus ap0s exposi¢cdo de 5 min
foi de 0,08 mg mL™.

Em cepas de S. mutans a concentracdo de 0,16 mg mL*
eliminou 100% das cepas, ja nas concentracdes de 0,08 e 0,04 mg mL*
0s percentuais de eliminacdo foram menores. Em concentracdes
inferiores a 0,04 mg mL™* ndo foi comprovada atividade microbicida. Assim
a CMM do principio ativo Timol para S. mutans com exposi¢cdo de 5 min
foi de 0,16 mg mL™.

As tabelas 3 e 4 mostram a concentracdo inibitéria
minima e microbicida minima do DMSO para os trés micro-organismos
apos exposicao de 24 h e a concentragdo microbicida minima ap6s 5 min
de exposicao respectivamente.

Tabela 03 - Valores em mg mL* da CIM e CMM do DMSO para os micro-
organismos apos contato 24 h

Micro-organismo Concentracédo (mg mL™)
0,16 0,08 0,40 0,02 0,01 0,005 0,0025
C. albicans ([m
S. aureus mo
S. mutans mo

®CIM- Concentragéo Inibitéria Minima
°CMM- Concentragdo Microbicida Minima

Verificou-se que em cepas de C. albicans a concentracao
de 0,16 mg mL* eliminou 100% das cepas, jA nas concentracdes de 0,08
e 0,04 mg mL?! os percentuais de eliminacdo foram menores. Em

concentracdes inferiores a 0,04 mg mL* ndo foi comprovada atividade



41

microbicida. Com isso a CMM do veiculo diluente DMSO para C. albicans
apoés exposicdo de 24 h foi de 0,16 mg mL™.

Em cepas de S. aureus a concentracdo de 0,16 mg mL*
eliminou 100% das cepas, ja nas concentracdes de 0,08 e 0,04 mg mL*
0s percentuais de eliminacdo foram menores. Em concentracdes
inferiores a 0,04 mg mL* ndo foi comprovada atividade microbicida. Assim
a CMM do veiculo diluente DMSO para S. aureus ap0s exposicao de 24 h
foi de 0,16 mg mL™.

Em cepas de S.mutans a concentragdo de 0,16 mg mL*
eliminou 100% das cepas, ja nas concentracdes de 0,08 e 0,04 mg mL*
0s percentuais de eliminacdo foram menores. Em concentracdes
inferiores a 0,04 mg mL™* ndo foi comprovada atividade microbicida. Assim
a CMM do agente diluente DMSO para S. mutans ap6s exposicao de 24 h
foi de 0,16mg mL™.

Tabela 04 - Valores em mg mL? da CMM do DMSO para 0s micro-
organismos avaliados apds contato de 5 min

Micro-organismo Concentragcédo (mg mL™)
0,16 0,04 0,02 0,01 0,005 0,0025
C. albicans O
S. aureus O
S. mutans O

°CMM- Concentracdo Microbicida Minima deve ser (<) 0,16 mg mL™.

Dentre as cepas de C. albicans, S. aureus e S. mutans
tratadas com agente diluente DMSO em exposicdo por 5 min, nenhuma
apresentou atividade microbicida nas diluicdes testadas, sugerindo que
seja realizado testes com concentracdes inferiores a 0,16 mg mL™.
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A tabela 5 exibe a CMM ao LISTERINE® ZERO™ apds

exposicdo de 1 min para o0s trés micro-organismos estudados.

Tabela 05: Valores em mg mL*da CMM de LISTERINE® ZERO™ para os
micro-organismos apoés contato de 1 min.

Micro-organismo Concentracdo (mg mL™)

0,16 0,08 0,04 0,02..0,01..0,005 ...0,0003125
C. albicans O
S. aureus O
S.mutans O

oCMM — Concentracdo Microbicida Minima

As cepas de C. albicans, S. aureus e S. mutans expostas
ao LISTERINE® ZERO™ por 1 min, apresentaram atividade microbicida
em todas as diluiches testadas, sendo a CMM para as cepas citadas a
diluicdo de 0,0003125 mg mL™*

5.1.2 Formacéao de Biofilme monotipico.

A atividade antimicrobiana para o biofiime est4
demonstrada na figura 7 e na tabela 6.

ApOs analise estatistica, pode-se verificar que, para
Candida albicans, o tratamento com a diluicdo do agente teste Timol na
concentracdo 160 ug mL* demonstrou reducéo significativa de UFC/mL,
como ilustrado na figura 7 A. O agente utilizado para sua diluicdo DMSO
ndo demonstrou diferenca significante (p < 0.05), ja a comparagdo entre
os demais tratamentos: Controle x LISTERINE® ZERO™, DMSO x Timol,
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DMSO x LISTERINE® ZERO™ e Timol x LISTERINE® ZERO™
apresentaram diferenca significante (p < 0.05).

Para S. aureus, como ilustrado na Figura 7 B, o0
tratamento com a diluicdo do agente teste Timol na concentracdo 160 ug
mL' demonstrou reducdo significativa de UFC/mL. O agente utilizado
para sua diluicdio DMSO né&o demonstrou diferenca significativa (p < 0,05)
entre o controle e o tratamento com LISTERINE® ZERO™. Ja a
comparagdo entre os demais tratamentos: Controle x LISTERINE®
ZERO™, DMSO x Timol, Timol x LISTERINE® ZERO™ apresentaram
diferenca significante (p < 0.05).

Para S. mutans, como ilustrado na Figura 7 C, o
tratamento com a diluicdo do agente teste Timol na concentracdo 160 ug
mL* demonstrou reducdo significativa de UFC/mL. O agente utilizado
para sua diluicho DMSO n&o demonstrou diferenca significativa (p < 0.05)
entre o controle e o tratamento com LISTERINE® ZERO™. Ja a
comparacdo entre os demais tratamentos: Controle x LISTERINE®
ZERO™, DMSO x Timol, Timol x LISTERINE® ZERO™ apresentaram
diferenca significante (p < 0.05).
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Figura 7- UFC mL1 (Log 10). A) Candida albicans; B) Staphylococcus aureus; C)
Streptococcus mutans
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Tabela 6 - Média e desvio paddo dos valores de UFC mL?! (Logio) de
Candida albicans, Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans

Tratamento | Média e desvio padréo
Candida albicans
Controle 8,29+0,11
DMSO 8,08 £ 0,20
Timol 6,66 + 0,17
LISTERINE® ZERO™ 0
Staphylococcus aureus
Controle 2,38 +0,35
DMSO 2,10+0,10
Timol 1,90 + 0,07
LISTERINE® ZERO™ 0
Streptococcus mutans
Controle 2,47 £ 0,005
DMSO 2,25+ 0,03
Timol 1,85+0,14
LISTERINE® ZERO™ 0

5.2 Cultura celular

5.2.1 Andlise de Citotoxicidade

A analise de citotoxicidade para as células de macrofago
(Raw 246.7) esta demonstrado na figura 2 e 3 e na tabela 7,8,9 e 10.
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Tabela 07 - Valores médios, desvio padrao para viabilidade celular (%) do
principio ativo Timol, exposi¢éo de 24 h

DiluicBes Média e desvio
(ug mL1) padréo %
DO
Controle - 1,5+ 0,10 100 + 6,6
160 0,18+ 0,03 123121
80 0,06+ 0 4,06+0
40 0,05 £ 0,05 3,80%3,8
20 0,05+ 0,08 3,93+6,3
10 0,05 £ 0,04 3,93+£3,1
5 1,10 £0,14 74+£9,4
2,5 1,70+ 0,19 114 £ 12,7
1,25 1,66 £ 0,18 111+ 12
0,625 150 100+ 0
0,3125 1,08 £0,18 72+12

Tabela 08 - Valores médios, desvio padrao para viabilidade celular (%) do
principio ativo Timol, exposi¢cdo de 5 min

Diluigdes Média e desvio
(ug mL1) padréo %
DO
Controle 1,50+ 0,10 100 £ 6,6
LISTERINE® ZEROTM 0]05 + 0’01 10+ 2
160 0,22 + 0,03 45,15+ 6,1
80 0,05 + 0,07 11,40 + 16
40 0,06 + 0,03 12,90 + 6,5
20 0,05 + 0,08 12,05 +19,3
10 0,05 + 0,04 12+9,6
5 0,21 +0,04 43,50 £ 8,3
25 0,47 £ 0,01 95,40+ 2
1,25 0,53+0,01 106,20 £ 2
0,625 0,49 + 0,02 99,65 + 4

0,3125 0,44 + 0,07 89,05+ 14
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Tabela 09 - Valores médios, desvio padrao para viabilidade celular (%) do
veiculo diluente DMSO, exposi¢éo de 24 h

Diluicbes Média e desvio
(ug mL™Y) padrédo %
DO
Controle 1,50+ 0,10 100+ 6,6
160 0,06 +0 24,10
80 0,05+0 75,3 0
40 0,050 108 +0
20 0,070 108,3 0
10 0,630 118 0
5 0,97 0 108 0
2,5 1,14+ 0 152 +0
1,25 1,030 90 +0
0,625 1,26 £ 0 129 0
0,3125 1,310 88 +0

Tabela 10 - Valores médios, desvio padrao para viabilidade celular (%) do
veiculo diluente DMSO, exposicdo de 5 min

DiluigGes Média e desvio
(ug mL1) padréo %
DO
Controle 1,50 +0,10 100 + 6,6
LISTERINE® ZEROTM 0’05 + 0’01 10+ 2
160 0,37 £ 0,09 74,20 £ 18
80 0,34 £ 0,05 70+ 10
40 0,39 £ 0,05 79,50 +£10,2
20 0,47 £0,03 96+ 6
10 0,49 £ 0,04 99+8
5 0,50 0,02 101 +4
2,5 0,59 £ 0,03 118+ 6
1,25 0,57 £ 0,07 116 + 14
0,625 0,50 £ 0,01 101+2
0,3125 0,48 £ 0,02 96,25+ 4
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Para o principio ativo Timol foi constatada diferenca
estatisticamente significante (p < 0,0001) entre os grupos pesquisados
(controle e tratados). Apdés 24 h de exposicdo com as diluicbes do
principio ativo de E. arvense L. (Cavalinha) Timol, houve diminuicdo da
viabilidade celular em todos os grupos tratados, em comparagéo ao grupo
controle (100% viavel) (p > 0,01).

A concentracdo com maior percentual de células
sobreviventes foi a do grupo tratado com 2,5 pug mL%, apresentando em
média 114% de viabilidade celular, sendo estatisticamente diferente dos
demais grupos tratados (p < 0,01), bem como do grupo controle (100%
viavel) (p < 0,01).

Os grupos que receberam as doses de 80 pug mL?, 40 ug
mL?1, 20 pg mL?t, e 10 pg mL?! do principio ativo Timol foram
estatisticamente semelhantes entre si (p > 0,05) e apresentaram as
menores taxas de sobrevivéncia celular, 4,06%, 3,80%, 3,93% e 3,83%
respectivamente, diferindo significativamente dos demais grupos tratados
(p < 0,01). Em relagdo ao grupo controle demonstraram significante
reducdo em sua viabilidade celular (p < 0,01).

Apds 5 min de exposicdo com as diluicdes do principio
ativo de E. arvense L. (Cavalinha) Timol, houve diminui¢cdo da viabilidade
celular em praticamente todos os grupos tratados, em comparacdo ao
grupo controle (100% viavel) (p > 0,01). Foi constatada diferenca
estatistica significante (p < 0,0001) entre os grupos pesquisados (controle
e tratados).

A concentracdo com maior percentual de células
sobreviventes foi a do grupo tratado com 2,5 pug mL*, apresentando em
média 106,20% de viabilidade celular, sendo estatisticamente diferente
dos demais grupos tratados (p < 0,01), bem como do grupo controle
(100% viavel) (p < 0,01).

Os grupos que receberam as doses de 80, 40, 20, e 10 ug

mL* do principio ativo Timol foram estatisticamente semelhantes entre si
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(p > 0,05) e apresentaram as menores taxas de sobrevivéncia celular,
11,40%, 12,90%, 12,05% e 12% respectivamente, diferindo
significativamente dos demais grupos tratados (p < 0,01). Em relagéo ao
grupo controle demonstraram significante reducdo em sua viabilidade
celular (p < 0,01).

Em comparacdo com o tratamento utilizando Timol com
exposicado de 24 h, os resultados sdo semelhantes, demonstrando uma
diminuicdo significativa nas diluicGes 160, 80, 40, 20 e 10 pug mLY,
diferindo na diluicdo 5 pg mL* onde na exposicdo 24 h apresentou 74%
de viabilidade celular e com 5 min apenas 43,50%. Nas diluicdes 2,5,
1,25; 0,625 e 0,3125 ug mL* apresentou taxas altas de viabilidade celular
em ambos os tratamentos.

Para o diluente DMSO foi constatada diferenca estatistica
significante (p < 0,0001) entre os grupos pesquisados (controle e
tratados). Apdés 24 h de exposicdo com as diluicdes do agente diluente
DMSO, houve diminuicdo da viabilidade celular em alguns dos grupos
tratados, em comparacao ao grupo controle (100% viavel) (p > 0,01).

A concentragdo com maior percentual de células
sobreviventes foi a do grupo tratado com 2,5 ug mL, apresentando em
média 152% de viabilidade celular, sendo estatisticamente diferente dos
demais grupos tratados (p < 0,01), bem como do grupo controle (100%
viavel) (p < 0,01).

O grupo que recebeu a dose de 160 pg mL?, do agente
diluente DMSO apresentou a menor taxa de sobrevivéncia celular, 24,1%,
diferindo significativamente dos demais grupos tratados (p < 0,01). Em
relacdo ao grupo controle demonstrando significante reducdo em sua
viabilidade celular (p < 0,01). Ja os demais tratamentos apresentaram
taxas elevadas de viabilidade celular.

ApoOs 5 min de exposicdo com as diluicdes do agente
diluente DMSO, houve pequena diminuicdo da viabilidade celular em

alguns dos grupos tratados, em comparacdo ao grupo controle (100%
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viavel) (p > 0,01). Foi constatada diferenca estatistica significante (p <
0,0001) entre os grupos pesquisados (controle e tratados).

A concentracdo com maior percentual de células
sobreviventes foi a do grupo tratado com 1,25 ug mL%, apresentando em
média 116% de viabilidade celular, sendo estatisticamente diferente dos
demais grupos tratados (p < 0,01), bem como do grupo controle (100%
viavel) (p < 0,01).

Os tratamentos apresentaram taxas elevadas de
viabilidade celular. Em comparacdo com o tratamento utilizando DMSO
com exposicdo de 24 h, os resultados sdo semelhantes, diferindo apenas
na diluicdo 160 pg mL?t, que apresentou reducdo significativa
estatisticamente no tratamento com exposicao de 24 h. Nas demais
diluicbes apresentou taxas altas de viabilidade celular em ambos os
tratamentos.

Para o LISTERINE® ZERO™ foi constatada diferenca
estatisticamente significante (p < 0,0001) entre os grupos pesquisados
(controle e tratados). Ap6s 1 min de exposi¢do com LISTERINE® ZERO™,
houve significativa diminuicdo da viabilidade celular em todos os grupos
tratados, em comparacao ao grupo controle (100% viavel) (p > 0,01).

Os valores obtidos foram de 10% para todo o grupo
tratado com LISTERINE® ZERO™. Apresentando em média 10% de
viabilidade celular, sendo estatisticamente igual ao grupo tratado (p <
0,01); bem como do grupo controle (100% viavel) (p < 0,01).

O tratamento apresentou taxas reduzidas de viabilidade
celular, com apenas 10% de viabilidade celular, demonstrando que o
LISTERINE® ZERO™, produz uma agéo citotéxica sobre as células de
macrofago RAW 246.7.



5.2.2 Quantificacdo de TNF- a

Os valores médios e desvios-padrao (pg/mL) obtidos da
producdo de TNF- a por macrofagos apdés 24 h de exposicdo as
concentracdes do principio ativo Timol e LISTERINE® ZERO™ por 1 min

estdo demonstrados nas tabelas 11 e na figura 10.

Tabela 11- Valores médios e desvios-padrdo obtidos na producdo de
TNF- a (pg mL?') por macréfagos apdés 24 h de exposicdo as
concentracdes do principio ativo Timol e 1 min para LISTERINE® ZERO™

(ug mL1) Média e desvio Grupos
Padrao Homogéneos
(pg mL1)

2,5 6,33 £ 10,78 A
1,25 15,66 + 15,42 AB
0,625 22,60+ 11,29 B
0,3125 26,19 +11,44 B
LISTERINE® ZERO™ 97,48+ 30,02 C
Controle 9,44+ 7,05 AB

Comparacédo aos demais grupos tratados e também ao grupo controle (p < 0,05).

Pode-se verificar que o LISTERINE® ZERO™ apresentou
0s maiores valores da producédo de TNF-a, com diferenga significativa em
relacdo aos demais grupos (p <0,05). J& o Timol (em diferentes

concentracdes) apresentou valores mais baixos da producéo de TNF-a
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Figura 10 - Quantificacdo de citocina TNF-a.

5.2.3 Andlise de Genotoxicidade

A formacao de micronucleos pelas diluicbes mais efetivas
do principio ativo Timol e LISTERINE® ZERO™ testados foi analisada em
cultura de células macrofagos (RAW 264.7). Os micronucleos sao
identificados como estruturas contendo DNA no citoplasma. Células
mononucleadas contendo menos que cinco micronucleos foram contados,
ja células em mitose e as que exibiam fragmentacéo nuclear por apoptose
nao foram contadas.

Os tratamentos Timol e LISTERINE® ZERO™ n&o foram
capazes de aumentar o numero de micronucleos significativamente em
relacdo ao grupo controle negativo (p < 0,05) (Figura 11 e Tabela 12).

No entanto, o EMS, o qual foi utilizado como controle
positivo, aumentou o numero de microndcleos em relacdo ao grupo
controle negativo. Mantendo grupos homogéneos entre 0s tratamentos e

um grupo a parte do controle negativo (EMS). Tabela 13.
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Figura 11 - Grafico de Genotoxicidade.

Tabela 12-Teste de Dunn (5%) apds o teste de Kruskal-Wallis, na
comparacéao do principio ativo Timol e LISTERINE® ZERO™ com controle
(EMS).

(ug mL™?) Kruskal- Wallis Valor de P
(Estatistica) Using g2
25 13,298 0,405
1,25 12,892 0,283
0,625 11,531 0,808
0.3125 16,136 0,347
LISTERINE® ZERO™ 14,298 0,345

EMS 16,136 0,347




Tabela 13 - Valores obtidos no teste comparativo Kruskal — Wallis
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Variavel Média e desvio Grupos Valor de P
padréo Homogéneos

Controle 23,0 + 3,56 A

2,5 27,0+ 5,19 A 0,405
1,25 29,0 + 4,46 A 0,283
0,625 22,0 £5,89 A 0,808
0,3125 24,0 + 3,45 A 0,347
LISTERINE®ZERO™ 28,0 £ 5,23 A 0,345
EMS 61,0 +4,18 B 0,00

Alpha 0.05 Valor Z 2.532. Valor para comparac¢éo 10.375



6 DISCUSSAO

Estudos na literatura relatam que o principio ativo Timol
tem acao microbicida.

Rasooli e Owlia (2005), descobriram que o0s O0leos
essenciais da espécie Thymus, tais como T. eriocalyx e Thymus x-
Porlock, contendo Timol como o componente principal (63,8% e 31,7%),
exibiram atividade fungistatica (250 ppm) e atividade fungicida (500 ppm)
em aflatoxigénicos. Assim como evidenciado em nosso trabalho, com
acao microbicida sobre este micro-organismo.

Chan et al. (2013), em seus resultados indicaram
claramente que o Timol teve a maior atividade antibacteriana seguido do
seu isbmero Carvacrol, sendo testadas cepas de P. aeruginosa
(NCIMB950), S. aureus (NCIMB 6571) e B. subtilis (NCIMB 3610),
enquanto Citronela pode inibir o crescimento de apenas S. aureus. Diante
destes resultados o Timol foi capaz de matar as cepas de bactérias de
forma muito eficaz mesmo com concentragcbes muito baixas. Por outro
lado, o Timol foi mais eficaz do que o conservante natural utilizado
popularmente, o Metil-p-hidroxibenzoato (Metilparabeno). Como
observado em nosso trabalho, o principio ativo Timol apresentou
resultados significativos quanto a acdo antimicrobiana (CIM e CMM e
também sobre Biofilme monotipico).

No trabalho de Guarda et al. (2011), a CIM de Carvacrol e
Timol apresentaram atividade contra todos os micro-organismos testados,
S. aureus (ATCC 25923), L. innocua (ATCC 33090), E. coli O157:H7 non-
toxigenic (OPS:EQAS-2003), S. cerevisiae (CECT T73) e Aspergillus niger
var. niger (Ep001). Embora Timol e Carvacrol sejam isdmeros, observou-

se que para o Timol, todas as bactérias e fungos apresentaram uma CMM
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de 250 ppm. Enquanto em nosso trabalho a CMM com exposicao de 24h
para C. albicans foi de 0,01 mg mL!, para S. aureus e S. mutans foi de
0,16 mg mL?' . Com exposicdo de 5 min apresentou valores para C.
albicans e S.aureus de 0,08 mg mL*e para S. mutans com 0,16 mg mL™*

De acordo com Lebert et al. (2007), Carvacrol e Timol
apresentaram niveis moderados e semelhantes de inibicdo contra cepas
das bactérias (S. equorum, S. succinus e Lactobacillus sakei) e em
bioflme misto de bactérias patogénicas (S. aureus, Listeria
monocytogenes) e bactérias de deterioracdo Pseudomonas fragi,
Escherichia coli, mas ndo teve nenhum efeito detectavel para P.
aeruginosa.L. A CIM e CMM apresentaram valores semelhantes, exceto
com P. aeruginosa, em que Carvacrol resultou em CIM de 1,250 mg L e
CMM de 2500 mg L?, enquanto CIM e CMM do Timol foram além da
maior concentracdo utilizada neste estudo (> 2500 mg L1). Assim
Carvacrol e Timol exibiram moderada atividade inibitéria contra trés cepas
de bactérias, mas foram ineficazes contra P. aeruginosa. Tepe et al.
(2004) também relataram uma atividade significativa de Timol contra S.
aureus in vitro, no teste de microdiluicAo em caldo, apresentando uma
CIM de 1,12 para Timol e 0,28 para Carvacrol. Em nosso trabalho a CIM
para C. albicans foi de 0,005 mg mL?, para S. aureus 0,08 mg mL* e
para S. mutans 0,16 mg mL*:

Também foi observado por Walsh et al. (2003), que o
Timol, o principal constituinte do 6leo essencial de Tomilho, apresentou
efeitos inibidores e biocidas sobre uma série de bactérias, incluindo E.
coli, S. aureus, mas ndao em P. aeruginosa, resultados que se
assemelham ao encontrado em nosso trabalho.

Segundo Kavoosi et al. (2013), a atividade antibacteriana
das peliculas de gelatina, contendo Timol em diferentes concentragcdes
foram maiores contra S. aureus, B. subtilis e E. coli, em seguida, por P.
aeruginosa. Os resultados de contagem de colénias também indicou que

o Timol é mais eficaz para bactérias Gram-positivas do que bactérias
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Gram-negativas. Em nosso trabalho, o principio ativo Timol, apresentou
reducdo estatisticamente significativa na concentragdo de 0,16 mg mL* e
0 LISTERINE® ZERO™ eliminou 100 % das cepas.

Segundo Nostro et al. (2007) a atividade antibacteriana de
Timol, Carvacrol e seus derivados foram avaliados contra cepas
patogénicas bacterianas S. aureus com CIM de 0.031%v/v e CMM
0.062%v/v A atividade in vitro dos Oleos em biofilme foi apenas
ligeiramente mais baixa do que em cultura planctonica 49.9 + 3 98.4 £ 9.6
96.9 + 7.2 para as concentracbes de 0,5; 0,25 e 0,125 CIM,
respectivamente, sendo que para Timol foram duas ou quatro vezes maior
do que o concentracdo necessaria para inibir o crescimento em
suspensdo. O que difere de nosso trabalho foram as diferentes
concentracOes utilizadas no teste de biofilme. As doses de 0,5 CIM
produziram uma influéncia maior que doses de 0,25 e 0,125 CIM. Este
efeito foi mais evidente para S. aureus do que para as cepas de S.
epidermidis. Na presenca de Orégano, Carvacrol e Timol (0,5 CIM), a
meédia para valores de formacéo de biofilme foram iguais a 46,7; 28,3 e
30,1% de S. aureus, 58,9; 57,1 e 54,4% para S. epidermidis,
respectivamente, evidenciando fatos semelhantes aos encontrados no
nosso trabalho.

No trabalho realizado por Sokovi¢ et al., (2010), foi
detectado que Timol e Mentol mostrou alta atividade antibacteriana com a
CIM em 0,25-1,0 ug mL* e 0,5-3,0 ug mL™, respectivamente, enquanto o
efeito bactericida foi realizado a 0,5-1,5 ug mL* para o Timol e 1.0-4.0 ug
mL? para o Mentol. O Carvacrol também mostrou alta atividade
antibacteriana com CIM em 0,02-0,5 ug mL-1 e CMM em,125-1,0 ug mL™.
Estes resultados se assemelham ao realizado em nosso trabalho, no
entanto a CIM e CMM foram encontradas em concentracdes menores. Ja
os resultados obtidos por Braga PC et al. (2007B), apontam que as
linhagens investigadas foram suscetiveis ao Timol com CIM de 125 mg

mL, sendo que a exposicdo a um CMM de Timol sozinho induziu uma
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grande mudanca na morfologia das células, o efeito correspondente de
Timol foi apenas 14,00 + 4,18%, com exposicdo de 2 h. Ap6s 4 h, o
namero de células foi reduzido em mais de dez vezes os valores
correspondentes das moléculas individuais.

Qiu et al. (2010), em seu estudo apresentou que as
concentracdes inibitérias minimas (CIM) de Timol contra 29 estirpes de S.
aureus foram determinadas e variaram de 64 a 256 mg mL. Os valores
de CIM de Timol contra S. aureus (ATCC 29213) e MRSA cepas 2985
foram de 128 mg mL™. Estes resultados indicam que o Timol pode ser
uma base importante para o desenvolvimento de novas drogas anti-S.
aureus; o que diferiu de nosso trabalho foram os tempos que o micro-
organismo foi exposto: no tratamento com um CIM de 1 x 16 Timol, a taxa
de crescimento foi significativamente diminuida; ap6s 30, 180 e 360 min
de tratamento com Timol. Ainda em seus trabalhos Qiu et al. (2010),
apontaram que o Timol atenua a atividade hemolitica de inducdo de TNF
de sobrenadantes de S. aureus. Os autores demonstraram que a
secrec¢do de uma hemolisina por S. aureus, em resultados de hemdlise de
eritrocitos de coelho, agem como superantigenos, estimulando células T
para libertar citocinas proé-inflamatérias como por exemplo, o TNF- a. A
partir dos resultados de ensaios de hemolisina, é razoavel inferir que a
producdo de outras toxinas hemoliticas em S. aureus pode também ser
inibida por concentragdes sub-inibitérias de Timol.

Ali-Shtayeh et al. (1997) em seus estudos verificaram a
acao antimicrobiana de Carvacrol (isolado a partir de M. nervosa) e Timol
(cristalina pura, obtida comercialmente). Quando comparados aos
antibidticos de referéncia, ambos os compostos apresentaram atividades
significativas contra C. albicans, demonstrando ser varias vezes
superiores do que a de Nistatina, estando de acordo com resultados
apresentados por Kandil et al. (1994) que também observaram que o Oleo

essencial de Thymus capitatus (com 90% de Carvacrol e Timol a 10%) foi
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ativo contra C. albicans, exibindo um resultado de CMM de 100 mg mL™? ,
estando de acordo com os resultados encontrados no presente trabalho.
Os valores obtidos por Braga PC et al. (2007A), mostram
o valor de CMM para Timol de 125 mg mL! para C. albicans. Também foi
avaliado seu efeito sobre a formag&o de biofilme com cepas ATCC 3153
A. Apos 1 e 2 h de incubacéo, o Timol reduziu significativamente a fase
inicial da formacéao do biofilme e a CMM de Timol s6 foi significativa apos
4 h de incubacgao. O Timol interferiu com as fases iniciais de formacéo de
biofilme, reduzindo a quantidade de leveduras, bem como a comutacéo
dimorfico a partir de leveduras para formas filamentosas, confirmando
resultados anteriores de Braga PC et al. (2007B). No presente trabalho,
observou-se resultados significativos em relacdo ao biofilme, semelhante
ao encontrado por Braga PC et al. (2007B), confirmando com estes
resultados a capacidade de Timol para penetrar biofilmes de C. albicans
ativamente. O Timol, um dos principais componentes do 6leo de Tomilho,
€ apontado como sendo capaz de interferir com a adeséo de C. albicans
em células da mucosa humanos, sendo que os resultados obtidos por
Braga PC et al. (2007B) e também pelo presente estudo indicam que o
Timol pode interferir significativamente ndo s6 nas primeiras fases de
formacdo do biofilme, mas também em biofilmes maduros, uma vez que

inibe fortemente a atividade metabodlica destes.

Agentes antifingicos clinicamente importantes, tais como
a Anfotericina B, Fluconazol, Flucitosina, Itraconazol e Cetoconazol sao
muito menos ativos contra biofilmes de C. albicans do que contra células
planctonicas. Tem sido relatado que as concentracfes necessarias da
droga para reduzir a atividade metabdlica em 50% foram 5-8 vezes mais
elevadas do que para os biofilmes e para células planctdnicas e 30-2000
vezes mais elevado do que os correspondentes CIMs Braga PC et al.
(2007A). Ja em nosso trabalho, as concentracdes para Biofilme

monotipico de C. albicans ( 0,16 mg mL™) foi superior a concentracéo
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encontrada na CIM e CMM com exposigdo de 24 h (0,005 e 0,01 mg mL*:
respectivamente).

Braga et al. (2007A), sugeriu que a acdo de Timol sobre
as células levou a grandes alteracdes de superficie e modificacdes
morfologicas, reduzindo também a capacidade de adeséo de C. albicans.
Dalleau et al. (2008) mostraram, que 0s terpenos estudados em seu
trabalho (Carvacrol, Geraniol e Timol), foram capazes de forma
significativa reduzir o desenvolvimento de biofilme de C. albicans ATCC
3153. O que diferiu de nosso trabalho foi que o Timol apresentou
resultado menos eficiente contra biofilme de C. albicans, sendo observado
gue a concentragcdo de pelo menos 0,125 mg mL-! foi necessaria para
obter uma reducédo de 75% do biofilme.

Gutiérrez et al. (2010) testaram diferentes estirpes de
cepas, incluindo C. albicans ATCC 10231, apresentando CIM de 128 mg
mL-, demonstrando que Timol possui atividade antiflingica in vitro contra
C. albicans, como observado em nosso trabalho.

De acordo com Gutierrez et al. (2010), que testaram 0s
principais componentes do 0Oleo essencial de orégano (EO), Carvacrol e
Timol, foram relatados que os efeitos anti-bacterianos tém sido atribuidos
a sua capacidade para permeabilizar e despolarizar a membrana
citoplasmatica, sendo que algumas leveduras tal como C. albicans foram
mais sensiveis a conservantes naturais do que as bactérias. Este
resultado foi semelhante ao obtido em nosso estudo, demonstrando
atividade antifungica e bactericida.

Em nosso estudo realizamos também os mesmos testes
com LISTERINE® ZERO™, o qual apresentou atividade antifingica contra
Candica albicans, como no trabalho realizado por Antunes et al., 2014.

De acordo com Botelho et al. (2007), a atividade
antibacteriana do LSEO e os compostos fendlicos (Timol e Carvacrol) foi
inicialmente avaliada pelo método disco difusdo por meio de quatro cepas

de bactérias cariogénicas (S. mutans, S. sanguis, S. salivarius e S. mitis)
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e uma cepa de levedura (C. albicans). Os trés compostos testados
exibiram alta atividade antibacteriana e relativamente baixa anti-fangica, o
gue difere de nossos resultados.

Os componentes Timol e Carvacrol foram mais ativos,
com valores de CIM variando de 2,5 a 5,0 mg mL, em comparacgéo para
LSEO (CIM = 5 -10 mg mLt), mostrando um efeito significativo contra
bactérias cariogénicas. Embora as CIMs e CMMs variaram entre
organismos do teste, na maioria dos casos, a CIM estava perto do CMM,
indicando boa acdo antibacteriana dos compostos monoterpenos, assim
como demonstrado em nosso estudo. Os dados de Botelho et al. (2007)
mostram que o Oleo essencial testado e seus principais compostos
fendlicos (Timol e Carvacrol) mostrou atividade antimicrobiana contra o
principal grupo de bactérias cariogénicas e de C. albicans bem como no
nosso estudo. Dentre 0s micro-organismos ligados a carie dentéria, S.
mutans apresentou a maior sensibilidade aos compostos testados,
diferindo de nossos resultados, onde S. mutans apresentou a menor

sensibilidade ao Timol.

Concentracdes diluidas de LISTERINE® foram ineficazes
na inibicdo do biofilme de S. mutans ou L. plantarum mais do que 50%,
embora a inibicdo do crescimento contra as culturas planctonicas foi de
70% contra L. plantarum e 80% contra S. mutans. (Filoche et al., 2005).
Em nosso trabalho foi utilizado o LISTERINE® ZERO™ puro, diferindo
entdo a concentracdo do mesmo. Neste estudo realizado por Filoche et
al., (2005) mostrou que os 6leos essenciais como o Timol exibiram efeitos
inibidores de crescimento contra duas importantes bactérias cariogénicas
S. mutans e L. plantarum. Eles inibiram a formacdo do biofilme durante o

crescimento planctonico e também inibiu o crescimento de biofilmes.

Como visto por Smith et al. (2003B), o LISTERINE® foi
eficaz contra o micro-organismo S. mutans, como evidenciado em nosso

trabalho .
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No estudo, realizado por Liang et al. (2014) a
citotoxicidade potencial de Timol foi avaliada através do ensaio de MTT.
Apos incubar as células epiteliais mamarias de ratos (MMECS) durante 24
h na auséncia ou na presenca de LPS, o resultado mostrou que a
viabilidade celular n&o foi afetada por Timol, nas concentracdes usadas
(10, 20, e 40 ug mL1). J&4 em nosso trabalho as concentragdes 10, 20 e
40 ug mL? foram consideradas citotoxicas na exposicdo por 24 h ao
principio ativo Timol, sendo que somente a partir da concentracédo de 5 ug
mL1 pode-se verificar que ndo foram citotdxicas.

Ocafla-Fuentes et al. (2010), testaram varias
concentracdes de Timol durante 24 e 48 h de incubacdo, com duas
fracbes (S1 e S2 do extrato de Orégano). Verificaram que nao houve
diminuic@o significativa na viabilidade celular para concentracdes até 30
ug mL?1, no entanto, para concentragGes superior a 30 pg mL* do extrato
de orégano nas fracdes S1 e S2 ocorreu uma reducdo na viabilidade
celular de uma forma dependente da dose. Estes resultados sugerem que
as concentragbes acima de 30 pg mL? sdo toxicas, o que se assemelha
em partes com nosso trabalho, pois encontramos que a concentracao de
5 ug mL* foi considerada néo citotoxica.

Hsu et al. (2011), em seu trabalho evidenciou que Timol
induz e aumenta a morte celular em células de Glioblastoma humano
(Hep-2). Também mostram que o Timol é citotoxico para estas células de
uma maneira dependente da concentragdo, como evidenciado em nosso
trabalho, sendo que o Timol também foi considerado citotdéxico nas
concentracfes mais elevadas utilizadas.

Deb et al. (2011), avaliaram o efeito inibidor do Timol
contra células HL-60. O Timol mostrou reducédo na viabilidade celular a
partir de doses de 25 mL sobre HL-60 e acima de 50 mL, exibiu grande
citotoxicidade contra as células controle apés 24 h de exposi¢ao. O Timol
nas doses de 5 e 25 mL né&o apresentou citotoxicidade significativa em 12

h de exposicdo. Assim como em nosso trabalho, apds a exposicao de 24h
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ao Timol, apresentou reducao na viabilidade celular, diferindo apenas na
dose dependente, o que pode ser compreensivel devido a diferenca no
tipo celular testado. Os autores acreditam que o efeito inibitério do Timol
sobre o crescimento celular foi dose-dependente do ciclo celular, o que
indica a sua potencialidade em inibir a progresséao do ciclo celular com o
aprisionamento das células na fase GO-G1. Ainda relataram o potencial
apoptético do Timol sobre as células HL-60 em que o Timol inibiu o
crescimento celular e induziu a apoptose, sugerindo efeito inibidor do
crescimento e proliferacdo celular, que é altamente relacionada com a
ativacao de uma variedade de vias de sinalizag&o intracelular.

De acordo com Llana-Ruiz-Cabello et al. (2014), os
poucos dados de toxicidade in vivo disponiveis na literatura dizem
respeito sobretudo aos efeitos agudo e subagudo sobre diferentes
espécies de animais, e sugerem que esses compostos podem nao
representar um risco para a saude humana. Varios modelos in vitro tém
sido utilizados para avaliar a toxicidade destes 6leos essenciais e seus
constituintes. Neste sentido, o tempo e efeitos citotoxicos dose-
dependentes e alteragcdes morfoldégicas em uma linhagem de células de
musculo esquelético (CO25) exposto ao Carvacrol e ao Timol foram
relatados. Llana-Ruiz-Cabello et al. (2014), verificaram que o Timol, nédo
produziu necrose ou apoptose sobre as células em qualquer das
concentracgOes utilizadas (62,5; 75; 125 ou 250 mL), em comparacdo ao
grupo controle. Apos 24 e 48 h, as células expostas a concentragdo de 75
mL do Timol, apresentaram um maior grau de diferenciacdo do que as
células ndo expostas. A apoptose bem como a necrose foram observadas
apos 24 h de exposicédo ao Carvacrol e sua mistura com o Timol, mas nao
causou dano celular significativo, o qual foi observada em exposi¢ao
Timol (Llana-Ruiz-Cabello et al.,, 2014), assim como evidenciado em
nosso trabalho.

No trabalho realizado por Liang et al. (2014), verificou-se

o efeito do potencial anti-inflamatério de Timol, em resposta inflamatéria
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estimulada por LPS em células epiteliais mamarias de ratos (MMECs). A
resposta inflamatéria induzida por LPS € caracterizada pela liberacédo de
citocinas pré-inflamatérias, tais como TNF-a, IL-1B, e IL-6 (Rainard,
Riollet, 2006; Lahouassa et al.,, 2007). Estas citocinas desempenham
papéis cruciais durante a inflamacdo. Em nosso trabalho o Timol
apresentou valores baixos na producao de TNF-a.

TNF-q, juntamente com IL-1f e IL-6, é reconhecido como
um importante mediador inflamatério, e a sobre-expressdo destas
citocinas pode conduzir a rea¢fes pro-inflamatdrias graves. Os niveis de
TNF-a e IL-6 aumentaram significativamente apds desafio do LPS em
comparacdo com aqueles do grupo controle, enquanto que o pré-
tratamento com Timol (20 e 40 ug mL™?) reduziu a producédo de TNF-a e
IL-6 de um modo dose-dependente, e o niveis de citocinas foram menor
do que os do grupo de LPS. Os resultados mostraram que o Timol, na
resposta inflamatoria € capaz de suprimir a producdo de citocinas pro-
inflamatdérias em culturas primarias (mMMEC) estimulada por LPS, assim
como evidenciado em nosso trabalho.

A atividade anti-inflamatéria do Timol pode ser
demonstrada pelo efeito sobre as proteinas INOS e COX-2 na expressao
induzida por LPS em células epiteliais primarias de ratos (mMMECs). A
analise de Western blot mostraram que a expressdo de iINOS e COX-2
foram fortemente aumentadas por LPS, enquanto que a aplicacdo de
Timol (10, 20, e 40 ug mL?Y), 1 h antes do tratamento com LPS resultou
numa grande reducéo dos niveis de INOS e COX-2 de uma forma dose-
dependente em mMECs. Estes resultados demonstraram que o Timol
exerce efeitos benéficos nestas células induzidas por LPS, que foi
associada com a atenuacao de respostas inflamatorias. (Strandberg et al.,
2005). Estas citocinas pro-inflamatorias sdo exemplos tipicos de
mediadores multifuncionais envolvidos na regulacédo da resposta imune e

inflamacéao.
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TNF-a e IL-1 sdo os principais componentes da resposta
imune inata para infeccdo (Lahouassa et al., 2007). De acordo com Liang
et al. (2014), as concentragcbes de TNF-a foram marcadamente
aumentadas em cultura celular apés 12 h da estimulacdo do LPS , e o
pré-tratamento com o Timol inibiu a producdo de TNF-a numa maneira
dose- dependente. Miao et al. (2012), seus resultados indicaram que o
Timol atenuou a liberacao da citocina pré-inflamatéria TNF-a e exerceu
efeitos positivos contra as células mMMECs com inducdo de LPS. Os
resultados de Liang et al., (2014), sugerem que o Timol poderia promover
um efeito anti-inflamatério contra a inducdo de LPS . Como evidenciado
em nosso trabalho, o Timol ndo induziu a producdo de citocinas nas
concentracg0Oes testadas.

Ocafia-Fuentes et al. (2010), evidenciou que o0s
macrofagos mostraram um aumento na liberacdo de todas as citocinas
pré6 e anti-inflamatérias analisadas (TNF-a, IL-1B, IL-6, e IL-10,
respectivamente) em comparacdo com o0s controles nao-ativados. O
tratamento de células ativadas com o extrato de Orégano (contendo
Timol) resultou em uma reducdo de citocinas pro-inflamatérias. Células
incubadas por 24 h com extrato de Orégano em duas concentracdes
testadas, mostraram uma diminuicdo nos niveis de liberacdo de TNF- a
em uma dose-dependente, atingindo os niveis basais de TNF- a, quando
incubadas com 30 g mL! do extrato. Isso demonstrou o efeito significativo
do Timol sobre as células causando a diminui¢do da liberacdo de TNF- a,
como evidenciado em nosso trabalho, e além de aumentar a secrecao de
citocinas anti-inflamatorias em macrofagos ativados.

Oleos essenciais, contendo o Timol como principio ativo
tém sido usados em macréfagos, causando efeito anti-inflamatorio através
da diminuicdo de TNF- q, IL-6 e secrecao de IL-1B (Chao et al., 2005),
como evidenciado em nosso trabalho.

Chauhan et al. (2014), demonstraram que 0s niveis de
citocinas pro-inflamatorias, TNF-a, IL-1R3, foram diminuidos apds o
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tratamento com Timol em trés concentragbes (50, 100 e 150 pug mL?),
sendo que a maior concentragcdo foi capaz de causar uma maior
diminuicdo. Assim, determinou-se o potencial do Timol sobre a liberagéo
destas citocinas e observou-se uma significativa diminuicdo do nivel
delas, assim como observado em nosso trabalho, sendo esta reducao
dose-dependente.

A avaliacdo do potencial genotdxico destes compostos €
um passo critico devido a relevancia para a seguranca humana, em
relacdo a inducéo do potencial de carcinogénese e defeitos hereditarios
Varios modelos in vitro tém sido utilizados para avaliar a genotoxicidade
de compostos como Carvacrol e Timol (Deb et al., 2011), embora o
mecanismo toxico destes compostos nao foi completamente elucidado,
em nosso trabalho foi demonstrado que o Timol ndo apresenta potencial
genotoxico.

Llana-Ruiz-Cabello et al. (2014), demonstraram uma
diminuicdo da sua concentracdo e tempo-dependente na viabilidade de
células intestinais humanas (Caco-2). Ndo foram observados efeitos
citotoxicos de Timol em qualquer concentracdo e tempo de exposicao.
Poucos estudos tém sido realizados investigando sobre a mutagenicidade
ou antimutagenicidade destas substancias e seu potencial genotéxico e
0s resultados sdo contraditérios, varios estudos demonstraram forte
atividade antimutagenica e antitumorogenica de Carvacrol usando varios
ensaios (Ipek et al, 2003; Zeytinoglu et al., 2003).

O potencial genotoxico de Carvacrol e Timol em doses
ndo-toxicas pode ser fraco (Stammati et al.,1999), no entanto, a possivel
acao destes compostos no nivel do DNA nao pode ser excluido porque
foram capaz de induzir uma fragmentacdo nuclear (De Vicenzi et al.,
2004). A falta de atividade clastogénica de Timol e Carvacrol em
concentragbes biologicamente relevantes foi relatado em células de

fibroblasto de pulm&o de hamster chinés (V79), ndo apresentando danos
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ao DNA (Undeger et al.,, 2009), assim como evidenciado em nosso
trabalho, as doses testadas ndo causaram dano a nivel do DNA.

Llana-Ruiz-Cabello et al. (2014), demonstrou que apos a
exposicdo ao Timol, ndo houve um aumento no namero de revertentes e
nenhuma indicagdo de atividade mutagénica em qualquer das estirpes
tratados até a concentracdo mais elevada. Isto demonstra que Timol nao
€ mutagénico no ensaio bacteriano nas concentracdes testadas. O
potencial dos efeitos nocivos do Carvacrol (0-460 mL) e Timol (0-250 mL)
sobre o DNA foram pequenos, pois estes ndo induziram danos ao DNA de
células Caco-2 em qualquer concentracdo testada apds 24 ou 48 h de
exposicao. Desta forma, Llana-Ruiz-Cabello et al. (2014) concluiram que
0 potencial mutagénico de Timol e Carvacrol € muito fraco. Verificaram
gue Carvacrol foi um pouco mais genotéxico do que o Timol, para as
células expostas na maior concentracdo de Carvacrol (460 mL) por 48 h.
No entanto, o Timol ndo mostrou efeitos mutagénico ou genotoxico, em
gualquer concentragéo testada. Assim, para as células Caco-2 expostas
ao Timol, ndo houve danos significativos no DNA, assim como em nosso
trabalho em que os tratamentos realizados com Timol e LISTERINE®
ZERO™ ndo foram capazes de aumentar o nimero de microndcleos
significativamente em relagéo ao grupo controle negativo.

O Timol puro néo causa qualquer dano ao DNA, indicando
seu efeito ndo genotoxico (Shettigar et al., 2014).

Vérios estudos tém mostrado que o Timol apresenta
efeitos quimiopreventivo e radioprotetor contra a toxicidade e
genotoxicidade induzida por substancias quimicas e agentes ionizantes.
O Timol exibiu um efeito protetor contra o estresse oxidativo induzido por
radiac&o e peroxidacgéo lipidica. Este efeito protetor é devido sua atividade
antioxidante (Hosseinimehr et al., 2011). Archana et al. (2011), evidenciou
gue Timol mostrou protecao contra danos ao DNA por radiacdo induzida,
apos varias doses de tratamento com Timol em células V79, desta forma

o Timol, néo foi toxico para DNA, como evidenciado em nosso trabalho.
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Vicuna et al. (2010), mostraram propriedades
antigenotoxico do Timol contra mutagénicos conhecidos. Desta forma, o
Timol aumentou significativamente a atividade das enzimas antioxidantes
tais como Superoxido dismutase e Glutationa peroxidase em ratos. A
atividade antigenotéxica relacionada com os principais constituintes do
O0leo essencial de L. origanoides, o Carvacrol e o Timol, fornece
evidéncias sobre o potencial quimiopreventivo destes constituintes, em
nosso trabalho, o Timol n&o apresentou qualquer dano do DNA.

Diante do exposto, temos que o principio ativo Timol
dependendo da sua concentracdo apresentou uma atividade
antimicrobiana para Candida albicans, S. aureus e S. mutans e nao foi
citotoxico e nem genotoxico para macréfagos. O enxaguatério bucal
LISTERINE® ZERO™ foi tdxico para macrofagos e apresentou atividade
antimicrobiana para 0s mesmos micro-organismos testados com Timol.

O numero de estudos sobre os efeitos mutagénicos e
genotdxicos destes compostos permanece limitada, mais estudos sao
necessarios para confirmar estes achados e elucidar o papel do estresse
oxidativo na producéo de danos ao DNA (Llana-Ruiz-Cabello et al., 2014).

Sugerimos que mais testes sejam realizados utilizando o
principio ativo e o LISTERINE® ZERO™, em relacdo a toxicidade e
genotoxicidade, pois sdo poucos dados encontrados na literatura neste

sentido.



7 CONCLUSAO

Neste estudo podemos concluir:

e Ac&o Antimicrobiana:

Para C. albicans, S. aureus e S. mutans as diluicdes do
principio ativo Timol necessarias para atingir a concentragdo microbicida
foram diferentes. E para Formacao de Biofilme monotipico, a diluicdo
testada do principio ativo Timol, apresentou reducao significativa para os
trés micro-organismos testados. O enxaguatério bucal LISTERINE®
ZERO™ foi capaz de eliminar 100% das cepas de C. albicans, S. aureus
e S. mutans (Formacédo de Biofilme monotipico) e apresentou CMM na

menor diluicdo testada.
e Cultura Celular:

A concentragdo que foi eficaz contra C. albicans néo foi
considerada toxica para a cultura celular de macréfagos (RAW 264.7) No
teste de MTT e ndo causou dano ao DNA pelo teste de micronucleos. Ja
a concentracdo que foi eficaz contra S. aureus e S. mutans foi
considerada toxica para a cultura celular de macréfagos, mas também
ndo causou dano ao DNA. Ainda o Timol foi capaz de diminuir a liberacao

de TNF- a, demonstrando baixo potencial inflamatorio/citotdxico.

O enxaguatério bucal LISTERINE® ZERO™ apresentou
citotoxicidade para macréfagos pelo teste MTT, mas nao causou dano ao

DNA celular pelo teste de micronucleos, e apresentou os maiores valores
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de producdo de TNF- a, com diferenca significativa em relagcdo aos

demais grupos.
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