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Albuquerque YE. Validagao de um modelo de indug¢ao de carie in vitro e avaliagao de
um enxaguatoério bucal contendo 6leo essencial de Croton doctoris S. Moore na
desmineralizacdo do esmalte e na composicdo do biofilme polimicrobiano
[Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2015.

Resumo

O objetivo deste trabalho foi validar um modelo de indugéo de carie in vitro e
utiliza-lo para avaliar a atividade antimicrobiana de um enxaguatoério bucal contendo
O0leo essencial de Croton doctoris. Foram realizados estudos com biofilme
polimicrobiano desenvolvido na superficie de blocos de esmalte de dentes bovinos.
Os blocos foram submetidos a um regime semi-continuo de exposi¢cdo a sacarose,
no qual as variaveis estabelecidas foram avaliadas de acordo com os resultados de
concentracao bacteriana nos biofilmes formados, com a acidogenicidade do biofilme
e percentual de perda de dureza do esmalte. O 6leo essencial foi obtido através da
hidrodestilagdo e suas concentragdes inibitéria minima (CIM) e bactericida minima
(CBM) foram determinadas através da técnica de microdiluicio em caldo. O
enxaguatorio bucal contendo 6leo essencial em concentragao equivalente a CIM foi
empregado no modelo desenvolvido. Um enxaguatorio bucal sem o6leo essencial e
digluconato de clorexidina 0,12% (CHX) foram utilizados, respectivamente, como
controle negativo e positivo. Ficou estabelecido um regime cariogénico com 0,5% de
sacarose e exposicao as solugdes de tratamento por quatro dias. As CIM/CBM do
Oleo essencial e CHX foram, respectivamente, 0,625%/1,250% and 0,004%/0,008%.
A acao do enxaguatorio bucal com 6leo essencial foi estatisticamente semelhante ao
controle negativo em todas as avaliagdes (p>0,05), ao contrario da CHX (p<0,001).
Conclui-se, através do modelo validado, que o dleo essencial de C. doctoris, quando

incorporado em enxaguatério em concentragao equivalente a CIM, néo é eficaz no



controle do crescimento de biofilmes polimicrobianos e da desmineralizagdo do

esmalte dentario.

Palavras-chave: Oleo de Croton, rodutos com agdo antimicrobiana, placa dentaria,

desmineralizagao.



Albuquerque YE. Validation of an in vitro caries induction model and evaluation of a
mouthrinse containing Croton doctoris S. Moore essential oil on enamel
demineralization and polimcrobyal biofilm composition [Dissertacdo de Mestrado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2015.
Abstract

The aim of this work was to validate an in vitro caries induction model and use
it to evaluate the antimicrobial activity of a mouthrinse containing Croton doctoris
essential oil. Studies were performed with polymicrobial biofilm developed on the
surface of enamel bovine blocks. The blocks were subjected to a semi-continuous
regimen of sucrose exposure, in which different variables were evaluated. The
following parameters were studied: biofilm bacterial concentration and acidogenicity
and percentage of enamel hardness loss. The essential oil was obtained by
hydrodistillation and its minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum
bactericidal concentration (MBC) were determined by broth microdilution. The
developed model was applied to test a mouthwash containing essential oil at CIM
concentration. A mouthwash without essential oil and chlorhexidine digluconate
0.12% (CHX) were used, respectively, as negative and positive control. It was
established a cariogenic regimen with 0.5% sucrose and exposure to the treatment
solutions for four days. The MIC/MBC of the essential oil and CHX were, respectively,
0.625%/1.250% and 0.004%/0.008%. There were no significant statistically difference
between the mouthwash with essential oil action and the negative control in all
parameters evaluated (p> 0.05). CHX showed significant differences from control (p
<0.001). Using the validated model, it can be concluded that the incorporation of C.
doctoris essential oil to a mouthwash at CIM, is not effective in controlling

polymicrobial biofilms growth and enamel desmineralization.



Keywords: Croton oil, products with antimicrobial action, dental plaque,

demineralization
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INTRODUGAO

A carie dentaria € uma doenca multifatorial, de origem infecciosa, resultante
de um desequilibrio entre os processos de desmineralizacdo e remineralizacéo,
decorrente da interacdo de fatores determinantes (hospedeiro, microbiota
cariogénica, dieta rica em carboidratos e tempo) (Keyes'?, 1960; Newbrum?', 1988)
e pela presenga de fatores modificadores (fatores sociais, econbémicos e

comportamentais) (Manji, Ferjeskov'#, 1990).

Os estudos sobre o desenvolvimento da carie dentaria se iniciaram apoés a
comprovacao do envolvimento de micro-organismos, quando foi observado que a
administracao de penicilina em ratos poderia prevenir o aparecimento de lesdes de
carie, mesmo na presenca de uma dieta cariogénica (McClure, Hewitt'’, 1946) e
quando ratos “livres de germes” submetidos a uma dieta cariogénica por um periodo

de tempo, nédo desenvolveram lesdes cariosas (Orland et al.??, 1954).

Em 1980, foi proposto que os &cidos produzidos pelos micro-organismos
presentes na cavidade oral, através da fermentacdo dos carboidratos, seriam os
responsaveis pelo aparecimento de lesbes cariosas, dando origem a Teoria
Acidogénica ou Quimico-Parasitaria (Miller'®, 1980). Desde entdo, diversas outras

teorias foram propostas para explicar a etiologia da carie dentaria.

Marsh'®, em 1994, propds a Teoria da Placa Ecolégica, na qual o
fornecimento constante de carboidratos estabelece um ambiente acido e favorece o
crescimento de bactérias que se adaptam bem a esse tipo de ambiente,

ocasionando o desenvolvimento de lesdes de carie.
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Em 2008, Takahashi, Nyvad®? propuseram uma extensido a essa teoria,
explicando de forma especifica a relagao entre a composi¢ao da placa dentaria e o
processo do desenvolvimento de lesdo de carie. Esses autores propuseram que o
desenvolvimento da carie se da em trés fases. Na fase de estabilidade dinamica,
micro-organismos ndo mutans e Actinomyces spp. mantém o pH do biofilme estavel,
pois os acidos produzidos por essas bactérias sao facilmente neutralizados.
Contudo, quando agucares sao fornecidos com frequéncia, essas bactérias alteram
sua acidogenicidade e aciduricidade de forma adaptativa, estabelecendo um
ambiente acido (fase acidogénica), ocasionando a perda mineral. A prevaléncia do
ambiente acido ocasionara a proliferacao de bactérias aciduricas que por sua vez
ajudarao a manter o ambiente acido e aumentardo a perda mineral, acelerando
entdo o desenvolvimento de lesdes de carie (fase acidurica) (Takahashi, Nyvad®?,

2008).

O biofilme dental € composto por micro-organismos envolvidos em uma matriz
rica em polissacarideos extracelulares sobre uma camada de proteina denominada
pelicula adquirida, que é constituida por glicoproteinas salivares, fosfoproteinas,
lipideos e componentes do fluido gengival. Os micro-organismos, atraidos por
nutrientes organicos acumulados, se aderem a essa pelicula através de adesinas
presentes na superficie celular bacteriana e criam um ambiente atrativo para a
colonizagdo subsequente de outros micro-organismos. Em consequéncia,
polissacarideos sao produzidos e depositados na superficie dentaria contribuindo

para a formagdo da matriz e maturagéo do biofilme (Ferjeskov, Kidd'®, 2008).

A presenca do biofilme dentario é considerada o principal fator etiolégico local
da cérie dentaria (Zanela et al.*?, 2002). Apesar de seu controle mecéanico ser

considerado a primeira medida a ser tomada (Cury®, 1997), essa medida é pouco



18

eficaz, pois remove apenas 42% do biofilme presente (Slot et al.3°, 2012). O uso de
fluoretos como adjuvante no controle da carie dentaria tem se mostrado eficaz.
Porém, ele ndo é capaz de controla-la completamente (ten Cate33, 2009). Portanto,
destaca-se a necessidade do uso de substancias antimicrobianas com potencial

para auxiliar na prevenc¢ao da carie dentaria.

Entre os produtos antimicrobianos disponiveis no mercado, encontra-se a
clorexidina, que apresenta um amplo espetro de agao, atividade bactericida em
concentracbes mais elevadas e atividade bacteriostatica em concentragbes mais
baixas (Torres®, 2000). Apesar de ser comprovadamente eficaz no controle da
microbiota salivar (Roldan et al.?’, 2004; Ribeiro et al.?®,2007), possui ag&o diminuida
contra biofilmes maduros (Vitkov et al.34, 2005; Zanata et al.3°, 2007). Ainda, quando
utilizada por periodos prolongados causa manchamento dos dentes, descamagao
reversivel da mucosa, alteracbes do paladar e aumento dos calcificados
supragengivais (Torres>, 2000). Alguns autores relataram que essa substancia
possui efeito citotoxico e pode induzir a ocorréncia de danos genéticos (Hidalgo,

Dominguez'!, 2001; Faria et al.®, 2009, Carlin et al.3, 2012).

O cloreto de cetilpiridinio € uma substancia tenso-ativa catibnica que possui
atividade antimicrobiana contra um amplo espetro de bactérias (Pitten, Kramer?*,
2001) e demonstrou eficacia no controle da formacao do biofilme dentario (Mankod
et al. 15, 2005; Costa et al. 5, 2013; Van Leeuwen et al. 37, 2014). Porém, o seu efeito
terapéutico na cavidade bucal é de apenas 90 min (Roberts, Add?6, 1981) e em altas
concentracdes pode causar efeitos colaterais como manchas, ulceracgées, coloragao
da lingua e dos dentes, sensagio de ardéncia e alteragédo do paladar (Alves et al.',

2012).
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O triclosan € um composto bisfendlico ndo iénico que possui propriedades
antibacterianas e anti-inflamatorias (Paraskevas??, 2005) e ndo causa efeitos
colaterais. Contudo, seu potencial de agao é mais eficaz quando associado a outros
agentes, devido a sua baixa substantividade (Schaeken et al.?8, 1996; Eley®, 1999;

Boneta et al.2, 2010).

Todas essas substancias podem ser encontradas em formulacbes de
enxaguatorios bucais disponiveis no mercado, no qual grande parte possui alcool
em sua composicdo. O alcool é utilizado para solubilizar e estabilizar os principios
ativos, evitar a contaminagdo do produto e para aumentar o prazo de validade.
Contudo, € contra-indicado para gravidas, lactantes, diabéticos, pacientes
imunossuprimidos ou com mucosite (Van Strydonck et al.3¢, 2005), pode causar
desgaste das restauragées de resina presentes nos dentes (White®®, 2005) e
aumentar o risco de desenvolvimento de cancer bucal (Lachenmeier', 2008;
McCullough, Farah'®, 2008). Portanto, ha a necessidade de ser desenvolver

produtos efetivos que ndo contenham alcool em sua formulacgéao.

Uma vez que plantas medicinais produzem uma variedade de substancias
com propriedades antimicrobianas, € esperado que varias areas da saude
desenvolvam pesquisas com o objetivo de identificar essas substancias para o
desenvolvimento de novos produtos (Ministério da Saude?°, 2006). Desde 1978, a
Organizagao Mundial de Saude (OMS) tem relatado a importancia do uso de plantas
medicinais como recurso terapéutico e tem recomendado a difusdo mundial dos
conhecimentos necessarios para o seu uso. Apesar do Brasil apresentar uma
grande biodiversidade de plantas, seu potencial para o desenvolvimento de
Fitoterapicos so foi reconhecido pelo Governo Federal em 2006, por meio da criacao

da “Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapia” (Decreto Federal n® 5.813,
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de 22 de junho de 20067). Essa politica tem o objetivo de fomentar pesquisas,
desenvolvimento tecnologico e inovagao na area de produtos naturais e atender as
necessidades epidemiologicas do pais (Ministério da Saude?°, 2006). Esse Decreto
resultou na criacdo, em 2009, da Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao SUS (Renisus), que apresenta uma lista de 71 plantas com potencial
para gerar produtos de interesse para a rede publica de saude. Apesar da criagao
dessas politicas, na area odontoldgica, os estudos tém se demonstrado escassos no

pais (Castro et al.4, 2014).

Diversos estudos in vitro foram realizados para testar a atividade
antimicrobiana de substancias experimentais. Porém, muitos deles utilizaram
modelos que nao refletem a situagéo in vivo em cavidades orais (Tabenski et al.3",
2014). Sissons, em 1997, propds um modelo que utiliza biofilmes polimicrobianos
provenientes da microbiota natural para mimetizar in vitro o biofilme formado in vivo.
Esse modelo por manter a maior parte da complexidade e da heterogeneidade do
biofilme dentario é util para avaliar o potencial de agentes antimicrobianos para gerar

novos produtos (Sissons??, 1997).

As plantas listadas na Renisus precisam ser investigadas quanto ao seu
potencial antimicrobiano. Para isso, € necessario estar disponivel um modelo
validado de inducao de carie in vitro que utiliza biofilmes polimicrobianos para que os
estudos possam ser realizados. Plantas do género Croton estdo inclusas nesta lisa.
Portanto, o objetivo desse trabalho é validar um modelo experimental de indugao de
carie in vitro (Capitulo 1) e utiliza-lo para a avaliagéo in vitro de um enxaguatério
bucal contendo 6leo essencial de Croton doctoris S. Moore quanto a sua capacidade
de impedir a desmineralizagdo do esmalte e de interferir na composigdo do biofilme

polimicrobiano (Capitulo 2).
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CAPITULO 1

Validagao de um modelo experimental de indugao de carie para testes de
formulagoes farmacéuticas com atividade antimicrobiana*

Albuquerque YE', Danelon M2, Delbem ACB?, Delbem ACBZ?, Salvador MJ3,

Koga-Ito CY*4, Brighenti FL'.

TUNESP - Faculdade de Odontologia de Araraquara, Departamento de Clinica

Infantil, Araraquara — SP, Brasil.

2UNESP - Faculdade de Odontologia de Aracatuba, Departamento de

Odontologia Infantil e Social, Aragatuba — SP, Brasil.

SUNICAMP - Instituto de Biologia, Departamento de Biologia Vegetal -

Campinas — SP, Brasil.

4UNESP - Instituto de Ciéncia e Tecnologia, Departamento de Engenharia

Ambiental - Sdo José dos Campos — SP, Brasil.

Autor correspondente:
Fernanda Lourengao Brighenti
Rua Humaita, 1680 — Centro
Araraquara — SP

CEP: 14801 — 903

Tel: +55 (16) 33016551

E-mail: fbrighenti@foar.unesp.br

*De acordo com o manual da FOAr/UNESP, adaptadas das normas Vancouver.
Disponinel no site: http://www.foar.unesp.br/#!/biblioteca/manual
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Resumo

A elaboracgao e validagao de modelos simples de indug&o de carie in vitro séo
uteis na avaliagcdo de novos agentes antimicrobianos. O objetivo deste trabalho foi
validar um modelo experimental de indugao de carie in vitro para realizar testes de
atividade antimicrobiana de formulagbes farmacéuticas. Foram realizados seis
estudos, no qual biofilmes polimicrobianos se desenvolveram na superficie de blocos
de esmalte de dentes bovinos. Os blocos foram submetidos a um regime semi-
continuo de exposicdo a sacarose. Foram avaliadas as seguintes variaveis:
concentracdo de sacarose no meio de cultura, manutengdo ou retirada da saliva
apods inoculagao inicial, duragdo do experimento, uso de solugao neutralizadora e
quantidade de exposi¢cdes as solugdes de tratamento. As variaveis foram avaliadas
de acordo com os resultados de concentracao bacteriana nos biofilmes formados, de
acidogenicidade do biofilme e de percentual de perda de dureza do esmalte (%SH).
Nos estudos 1 e 2, o crescimento do biofilme foi, respectivamente, deficiente ou
exagerado. O estudo 3 demonstrou uma %SH ideal e serviu de base para os
estudos seguintes. Nos estudos 4 e 5 ndo observou-se diferencas entre os
tratamentos na %SH. O modelo estabelecido no Estudo 6 demonstrou resultados
satisfatorios com o uso de 0,5% de sacarose, com a manutencao da saliva apds a
inoculacao inicial e com a realizacdo de dois tratamentos diarios iniciados apds o
crescimento do biofilme, sem o uso da solugdo neutralizadora e com a duracao do
experimento de quatro dias. Considera-se que o modelo foi validado para o teste de

atividade antimicrobiana de formulagdes farmacéuticas.

Palavras-chave: placa dentaria, desmineralizacdo, microbiota, carie dentaria.
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Introducgao

Pesquisas utilizando biofilmes formados naturalmente in vivo sao dificeis de
serem realizadas devido a presenca de uma série de variaveis que nao sao
possiveis de serem controladas, pela complexidade do ambiente oral ou por razées
éticas (McBain?°, 2009). Dessa maneira, modelos experimentais para a formagéo de
carie in vitro e in situ foram desenvolvidos para que os resultados obtidos possam
ser comparaveis a realidade dos processos que ocorrem naturalmente in vivo (Zero

et al.3%, 1992; Vieira et al.32, 2005; van de Sande et al.3°, 2011; Afonso et al.?, 2013).

Dentre os modelos experimentais in vitro, os de ciclagem de pH tém sido
utilizados para testar a eficacia de produtos fluoretados (Argenta et al.?, 2003; Vieira
et al.32, 2005, Queiroz et al.?3, 2008; Rodrigues et al.?*, 2008). Nesses modelos,
substratos dentarios sao expostos a ciclos de solugbes acidas e neutras com o
objetivo de simular a dindmica de perda e ganho de mineral envolvido na formacéao
de lesbes de carie (White34, 1995; ten Cate, Mundorff-Shrestha??, 1995). Porém,
esses modelos sao limitados, pois ndo incluem a participagdo de micro-organismos

no processo de inducéo de carie.

Modelos experimentais que envolvam a participagao de micro-organismos no
desenvolvimento das lesdes sdo indispensaveis para o teste de produtos com
atividade antimicrobiana. Dentre eles, o utilizado com maior frequéncia € o modelo
de indugao de carie in situ. Nesse modelo, o substrato dentario é exposto a uma alta
concentragcédo de sacarose com grande frequéncia diaria e o biofilme se desenvolve
a partir da microbiota bucal natural do voluntario (Cury et al.’®, 2010; Brighenti et al.2,
2012). Porém, o numero de voluntarios envolvidos nos estudos € limitado devido a

natureza do estudo, que demanda um longo tempo de execugao e necessita de
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grande cooperagao e atencao dos voluntarios para a utilizagdo dos dispositivos orais

(Zero8,1995; Tenuta et al.?%, 2006).

Modelos in vitro que utilizam micro-organismos para o desenvolvimento de
lesbes de carie podem envolver a participagdo de um uUnico micro-organismo
(Dummer et al.'", 1982; Gilmour, Edmunds'#, 1990; Hsu et al."”, 1998) ou de um
conjunto de varias espécies (Bowden’, 1999; Shu et al. 26, 2000, Arthur et al.4, 2013).
Alguns utilizam dentes humanos como substratos (Dummer et al.’, 1982; Hsu et
al.’”, 1998; Arnold et al.3, 2001), e outros utilizam dentes bovinos (Hayati et al.'®,
2011; Arthur et al 4, 2013). O tempo de desafio cariogénico varia de acordo com o
objetivo do estudo e com o substrato utilizado, podendo chegar até 28 dias (Arnold

et al.3, 2001).

Considerando que o uso de micro-organismos isolados ou em associagcao nao
reflete a realidade biologica do ambiente oral (Marsh'®, 1995), Sissons?’, 1997,
propds o uso de um biofilme polimicrobiano in vitro proveniente da microbiota natural
para mimetizar o biofilme formado in vivo. Esse modelo mantém a maior parte da
complexidade e da heterogeneidade do biofiime dentario e & util para realizar a

triagem de agentes antimicrobianos.

Mais recentemente, foi proposto o crescimento de biofilmes polimicrobianos
utilizando blocos de esmalte bovinos e um regime semi-continuo de exposigao a
sacarose para o teste de substancias antimicrobianas (van de Sande et al.?%, 2011).
Porém, esse modelo utiliza o meio de cultura DMM (Wong, Sissons3¢, 2001), que é

muito complexo, de alto custo e até 0 momento nao foi validado por outros estudos.

O meio de cultura proposto por McBain é simples, de custo mais baixo e

amplamente utilizado para o crescimento de biofilme polimicrobiano (McBain et al.?’,
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2005; Pham et al.??2, 2009; Cheng et al.?, 2011; Zhang et al.*%, 2013). O objetivo
deste trabalho foi validar um modelo experimental de indugdo de carie in vitro,
utilizando um meio de cultura acessivel para a realizagdo de testes de atividade

antimicrobiana de formulacdes farmacéuticas.

Materiais e método

As aprovagdes éticas foram concedidas pelo Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos (CEP) (Parecer de Aprovagdo 405.841) (Anexo 1) e pela
Comissdo de Etica no Uso de Animal (CEUA) (Parecer de Aprovacdo 28/2013)

(Anexo 2) da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP.

Preparo dos blocos de esmalte e teste de microdureza

Foram utilizados incisivos centrais inferiores permanentes obtidos de bovinos
com idade entre 2 e 3 anos e mantidos previamente em formol a 2% pH 7,0 durante
30 dias. Blocos de esmalte bovino (4 x 4 mm) foram preparados a partir da porgao
mais plana da superficie vestibular das coroas utilizando cortadeira elétrica (Buehler,
Lake Bluff, USA and Mitutoyo Corporation, Kanagawa, Japan). Apds a obtencéo dos
blocos de esmalte, a dentina foi planificada e o esmalte foi polido com o uso de uma
politriz (Buehler,Lake Bluff, IL, USA), lixas de granulagao 320, 600, 800 e 1200 (20 s
cada) e feltro com solugdo diamantada 1 um por 2 min (Apéndice A1).

Os blocos foram submetidos ao teste de microdureza inicial (SH1), utilizando
microdurébmetro Micromet 5114 hardness tester (Buehler, Lake Bluff, IL, EUA), com
penetrador tipo Knoop, carga estatica de 25 g e tempo de 10 s, acoplado ao

software para analise de imagem Buehler OmniMet (Buehler, Lake Bluff, EUA)
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(Vieira et al.32, 2005). Foram realizadas cinco impressdes na regido central do bloco
de esmalte, com espago de 100 pm entre elas (Apéndice A2). Os blocos que
apresentaram SH1 entre 320-380 KHN foram distribuidos em grupos
estatisticamente homogéneos, de acordo com a SH1 da populagéo total de blocos e
seu intervalo de confianga (a<0,05).

Apos o término de cada estudo, foi realizado um novo teste de dureza de
superficie (SH2), de acordo com a metodologia ja descrita anteriormente. A
porcentagem de perda de dureza de superficie (%SH) foi calculada de acordo com a

seguinte férmula: %SH = 100x(SH2— SH1)/SH1.

Coleta de saliva

Para cada Estudo, saliva fresca foi coletada de um voluntario saudavel em
jejum, que permaneceu por 24 horas sem escovar os dentes e que nao utilizou
antibidticos ou antifungicos nos ultimos seis meses (van de Sande et al.3%, 2011). A
saliva foi coletada na manha do experimento e uma aliquota da mesma foi
processada para determinagdo da composi¢gao microbiana inicial. A saliva coletada e
suas respectivas diluigdes foram mantidas em temperatura ambiente nos Estudos 1
e 2, e em um recipiente com gelo nos Estudos 3, 4 5 e 6. Foi quantificada a
concentragéo de bactérias anaerdbias totais em agar BHI (Brighenti et al.8, 2012), de
estreptococos do grupo mutans em agar Mitis Salivarius suplementado com 20% de
sacarose e 0,2 Ul/mL bacitracina (MSBS) (Gold et al.’®, 1973), de lactobacilos em
agar Rogosa (Rogosa et al.?5, 1951) e bactérias anaerdbias aciddricas em agar BHI
com pH 4,7 (Azevedo et al.5, 2014). As placas de agar BHI foram incubadas em
anaerobiose (Anaerobac - Probac do Brasil Produtos Bacteriologicos Ltda, Santa

Cecilia, SP, Brasil) a 37 °C por 48 h, as de agar MSBS e agar Rogosa foram
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incubadas em microaerofilia a 37 °C por 48 h e as placas de agar BHI com pH 4,7
em anaerobiose a 37 °C por 96 h. O numero de Unidades Formadoras de Colbénias
(UFC) foi obtido com o auxilio de contador de colbénias (Phoenix, Luferco CP 600

Plus, Araraquara — SP, Brasil). Os resultados foram expressos em log (1+ UFC/mL).

Condigoes de crescimento e tratamento do biofilme polimicrobiano

Para crescimento do biofilme polimicrobiano, foi utilizado o meio de McBain
suplementado com diferentes concentragoes de sacarose. Esse meio € composto
por mucina gastrica suina (2,5 g/L), peptona bacteriolégica (2,0 g/L), triptona (2,0
g/L), extrato de levedura (1,0 g/L) NaCl, (0,35 g/L), KCI (0,2 g/L), CaClz (0,2 g/L),
cloridrato de cisteina (0,1 g/L), hemina, (0,001 g/L) e vitamina K1 (0,0002 g/L), pH
7,0 (McBain et al.?", 2005).

Foram realizados, no total, seis estudos para a validagcdo do modelo
experimental, nos quais as seguintes variaveis foram analisadas: concentragdo de
sacarose no meio de cultura, manutengao ou retirada da saliva apds inoculagao
inicial, duracdo do experimento, uso de solucdo neutralizadora e quantidade de

exposi¢des as solugdes de tratamento.

Estudo 1

Os biofilmes cresceram nos blocos de esmalte (n=5) utilizando o modelo
recentemente desenvolvido por van de Sande et al.3® (2011), com a substituicdo do
meio de cultura DMM para o meio McBain, conforme descrito anteriormente. O
regime de exposi¢cédo a sacarose foi semi-continuo, no qual o biofilme foi exposto a
1% de sacarose durante 6 h diarias, alternando com periodos em que os blocos de

esmalte permaneceram no meio de cultura sem sacarose por 18 h.
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Os blocos foram posicionados verticalmente para criar um modelo de adesao
ativa (Exterkate et al.’3, 2010) e esterilizados em micro-ondas (Viana et al.3!, 2009),

utilizando a poténcia de 410 W (Apéndice A3).

Para simular o tratamento com as formulagdes farmacéuticas, os blocos
foram imersos por 1 min em 2 mL de agua destilada esterilizada e lavados por
imersdao em solugao salina 0,9%, antes e apds a simulacdo do tratamento. O
experimento foi realizado por cinco dias, cujos tratamentos foram realizados do 2° ao
4° dia de crescimento do biofilme, antes dos blocos serem imersos no meio de

cultura contendo sacarose.

Estudo 2

O procedimento foi realizado conforme descrito no Estudo 1 com 5 blocos de
esmalte, porém a cultura semi-continua foi realizada com meio McBain
suplementado com 2% de sacarose por 6 h e meio McBain suplementado com 1%

de sacarose por 18 h.

Estudo 3
O procedimento foi realizado conforme descrito no Estudo 1 com trés blocos
de esmalte, utilizando a saliva de outro doador, que foi mantida em gelo durante a

coleta e nao foi aspirada apdés o periodo de incubagao.

Estudo 4
O procedimento foi realizado de acordo com o Estudo 3, utilizando trés blocos

de esmalte por grupo, de acordo com o tipo de tratamento: a) Tratamento com 1,8
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mL de enxaguatério bucal experimental, sem a adigdo de principio ativo (controle
negativo) e b) tratamento com 1,8 mL de digluconato de clorexidina 0,12% (“CHX”,
Periogard®). Apds o tratamento os blocos foram imersos por 1 min em 1,8 mL de
caldo Dey-Engley Neutralizante (HiMedia, Vadhani Industrial Estate, Mumbai, india)
suplementado com 2,5% de polissorbato (Synth, Labsunth Produtos para
Laboratérios Ltda, Diadema — SP, Brasil) e 0,1% de cloridrato de I-cisteina (Synth,
Labsunth Produtos para Laboratérios Ltda, Diadema — SP, Brasil). A duragcdo do

experimento foi reduzida para 4 dias.

Estudo 5

O procedimento foi realizado de acordo com o Estudo 4 com trés blocos de
esmalte por grupo, porém os tratamentos foram realizados duas vezes por dia,
durante as trocas de meio de cultura. Ainda, os tratamentos iniciaram a partir do
primeiro dia, antes da transferéncia dos blocos de esmalte para o meio McBain sem

sacarose.

Estudo 6
O procedimento foi realizado de acordo com o Estudo 5 com trés blocos de
esmalte por grupo, porém os blocos ndo foram submetidos a solugéo neutralizadora

e, a concentracéo de sacarose no meio McBain foi reduzida para 0,5% (Figura 1).



Figura 1- Variaveis avaliadas em cada estudo.
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ESTUDO 1

ESTUDO 2

ESTUDO 3

ESTUDO 4

ESTUDO 5

ESTUDO 6

5 blocos

5 blocos

3 blocos

6 blocos

6 blocos

6 blocos

Saliva — voluntario A

Saliva — voluntario A

Saliva — voluntario B

Saliva — voluntario B

Saliva — voluntario B

Saliva — voluntario B

Saliva aspirada

Saliva aspirada

Manutencéo da saliva

Manutencéo da saliva

Manutencgéo da saliva

Manutencéo da saliva

Amostras de saliva e
suspensdes mantidas
em temperatura
ambiente

Amostras de saliva e
suspensdes mantidas
em temperatura
ambiente

Amostras de saliva e
suspensdes mantidas
em gelo

Amostras de saliva e
suspensdes mantidas
em gelo

Amostras de saliva e
suspensdes mantidas
em gelo

Amostras de saliva e
suspensdes mantidas
em gelo

Meio com 1% de
sacarose/ meio sem
sacarose

Meio com 2% de
sacarose/ meio com
1% de sacarose

Meio com 1% de
sacarose/ meio sem
sacarose

Meio com 1% de
sacarose/ meio sem
sacarose

Meio com 1% de
sacarose/ meio sem
sacarose

Meio com 0,5% de
sacarose/ meio sem
sacarose

Tratamento simulado
com agua destilada
1X/dia

Tratamento simulado
com agua destilada
1X/dia

Tratamento simulado
com agua destilada
1X/dia

Tratamento com
CHX/Enxag. controle
1X/dia + uso de
solucdo neutralizadora

Tratamento com
CHX/Enxag. controle
2X/dia + uso de
solugéo neutralizadora

Tratamento com
CHX/Enxag. controle
2X/dia.

5 dias de experimento

5 dias de experimento

5 dias de experimento

4 dias de experimento

4 dias de experimento

4 dias de experimento

Analise dos biofilmes

A acidogenicidade dos biofilmes foi analisada através da aferigdo do pH apés

cada troca de meio de cultura, utilizando um eletrodo especifico (2A14-JL-Analyser)

acoplado a um analisador de ions (720A — Orion Research, EUA).

Ao término do periodo experimental, os biofilmes formados na superficie de

esmalte foram dispersos em 2 mL de solucéo salina 0,9% utilizando ultrassom por 10
s (Cuba de ultrassom Cristofoli, Campo Mour&o — PR, Brasil, 42 kHz). As amostras
foram semeadas em agar BHI (Brighenti et al.8, 2012), agar MSBS (Gold et al.™,
1973), agar Rogosa (Rogosa et al.?5, 1951) e agar BHI pH 4,7 (Azevedo et al.b,

2014), de bactérias anaerdbias

para isolamento, respectivamente, totais,
estreptococos do grupo mutans, lactobacilos e bactérias anaerdbias aciduricas, de
acordo com a metodologia previamente descrita. O numero de Unidades
Formadoras de Coldnias (UFC) foi obtido com o auxilio de contador de colénias. Os

resultados foram expressos em log (1+ UFC/mm?).

Analise dos dados

Devido ao numero reduzido de repeticbes em cada estudo, os dados foram

analisados descritivamente.
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Resultados

Os resultados da concentracdo microbiana inicial da saliva doada nos seis
estudos estdo apresentados na Figura 2. A média (£ dp) das concentragdes de
bactérias presentes nas amostras de saliva utilizadas para os Estudos 1 e 2
(voluntario A) foi de 1,97x107 UFC/mL ( 4,22x106), 2,40x10% UFC/mL (+ 1,13x10°)
e 1,03x10% UFC/mL (+ 2,26x10°) para, respectivamente, bactérias anaerdbias totais,
estreptococos do grupo mutans e bactérias anaerdbias aciduricas. Ndo houve
crescimento de lactobacilos nas amostras de saliva do voluntario A (Estudos 1 e 2),
cuja saliva e suspensdes do biofiime n&o foram mantidas em gelo. A média (xdp)
das concentragdes de bactérias presentes nas amostras de saliva utilizadas para os
Estudos 3, 4, 5 e 6 (voluntario B) foi de 3,13x10” UFC/mL (x 2,88x10°), 3,57x10°
UFC/mL (+ 1,50x10%), 5,99x10* UFC/mL (+ 6,16x10%) e 9,83x10* UFC/mL (
1,62x10%) para, respectivamente, bactérias anaerdbias totais, estreptococos do
grupo mutans, bactérias anaerobias aciduricas e lactobacilos. As amostras de saliva
do voluntario A (Estudo 1 e 2) apresentaram uma concentragdo homogénea de
bactérias anaerobias totais e estreptococos do grupo mutans ao longo das coletas e
uma variagao de 3 log na concentracdo de bactérias aciduricas. As amostras do
voluntario B (Estudos 3 a 6) apresentaram uma concentragdo homogénea de
bactérias anaerdbias totais, estreptococos do grupo mutans e bactérias anaerobias
aciduricas e uma variagao de até 2 log na concentragao de lactobacilos ao longo das

coletas.
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Figura 2- Concentragao microbiana inicial da saliva coletada (média + dp) para a realizagao de
cada estudo. Estudos 1 e 2: voluntario A; Estudos 3 a 6: voluntario B.
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A Figura 3A mostra os resultados de %SH dos estudos cujo tratamento foi
simulado com agua destilada esterilizada (Estudos 1 a 3). No Estudo 1, a avaliagao
da dureza final foi realizada em dois blocos de esmalte devido a auséncia de
crescimento de biofilme na superficie de trés blocos de esmalte. No Estudo 2, é
apresentada a %SH de somente um dos cinco blocos de esmalte utilizados, pois os
quatro blocos restantes apresentaram a superficie do esmalte erodida, o que
impossibilitou a realizagdo da analise de microdureza. A %SH para os blocos
tratados com agua destilada esterilizada nos estudos 1 a 3 variou entre 79,66% e

92,79%.

A Figura 3B mostra os resultados de %SH dos estudos que realizaram testes
com a CHX e com o enxaguatério controle (Estudos 4 a 6). A diferenca entre a %SH
do grupo tratado com enxaguatoério controle e com a CHX foi de 1,97% e 4,73%

para, respectivamente os Estudos 4 e 5. No Estudo 6, essa diferenca foi de 22,85%.
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Figura 3- Porcentagem média + dp de perda de dureza dos blocos de esmalte. (A) Tratamento
com agua deionizada: Estudo 1 (n=2), Estudo 2 (n=1) e Estudo 3 (n=3). (B) Tratamento com
digluconato de clorexidina 0,12% (CHX) e enxaguatério sem principio ativo (controle): Estudo 4
(n=6), Estudo 5 (n=6) e Estudo 6 (n=6).
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Na Figura 4, observa-se que houve um crescimento microbiano inadequado
nas amostras de biofilme tanto no Estudo 1 quanto no Estudo 2. Nesses estudos, as
amostras foram manipuladas em temperatura ambiente enquanto que nos Estudos 3
a 6 as amostras foram mantidas em gelo durante todo o procedimento. O Estudo 3

apresentou um crescimento microbiano adequado de todas as amostras.

Nos Estudos 4 a 6, as amostras de biofilme do grupo CHX n&o apresentaram
crescimento de estreptococos do grupo mutans. Houve uma variabilidade na
concentracao de lactobacilos de 4 log para o grupo CHX e de até 5 log no grupo

Controle (Figura 3).

No Estudo 6, ndo houve o crescimento de estreptococos do grupo mutans e
lactobacilos no grupo CHX. Houve uma diferenca de 3 log no crescimento de
bactérias anaerdbias totais e de 4 log no crescimento de bactérias anaerdbias

aciduricas entre os grupos controle e CHX.
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Figura 4- Concentragao de bactérias presentes no biofilme formado nos blocos de esmalte (média
+ dp) de cada Estudo. Estudo 1 (n=2), Estudo 2 (n=5), Estudo 3 (n=3), Estudo 4 (n=6), Estudo 5
(n=6) e Estudo 6 (n=6).
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No Estudo 1, a acidogenicidade do biofilme atingiu o nivel critico de
desmineralizagao do esmalte (5,5) a partir do terceiro dia de experimento tanto para
0 meio de cultura suplementado com sacarose quanto para o meio de cultura sem a
suplementagao. No Estudo 2, a acidogenicidade do biofilme ficou abaixo do nivel
critico a partir do primeiro dia em ambos os meios, aumentando gradualmente nos
dias subsequentes. No Estudo 3, a acidogenicidade do biofilme em meio de cultura
suplementado com 1% de sacarose esteve abaixo do pH critico do esmalte a partir
do primeiro dia de crescimento do biofilme e os valores de pH dos biofilmes em meio
de cultura sem sacarose permaneceram proximos a neutralidade durante todo o
experimento. Esse mesmo padrao de acidogenicidade foi observado nos Estudos 4

e 5, tanto para o grupo controle quanto para o grupo CHX (Figura 5).

No Estudo 6, a acidogenicidade do meio de cultura com 0,5% de sacarose
para os biofilmes tratados com CHX ficou préxima ao valor do pH critico do esmalte
(5,5), permanecendo acima dos valores criticos no segundo e no quarto dia do
experimento. Os biofilmes tratados com o enxaguatério controle apresentaram

valores proximos ao pH 4,5.
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Figura 5- Acidogenicidade (média + dp) do Estudo 1 (n=5), Estudo 2 (n=5), Estudo 3 (n=3),
Estudo 4 (n=6), Estudo 5 (n=6) e Estudo 6 (n=6). Linhas tracejadas correspondem ao meio
suplementado com sacarose e as linhas continuas correspondem ao meio sem sacarose.
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Discussao

O presente estudo procurou validar uma metodologia simples, eficaz e
acessivel de indugao de carie in vitro em um curto periodo de tempo, a fim de
possibilitar a realizagcdo de testes de atividade antimicrobiana de formulacgdes
farmacéuticas. Procurou, ainda, adaptar a metodologia proposta por van de Sande
et al.3% (2001) para o uso de um meio de cultura alternativo. O meio de cultura DMM,
utilizado no estudo de van de Sande et al.3® (2011) foi elaborado por Wong e
Sissons?’ (2001) e é adequado para a cultura in vitro de biofilmes polimicrobianos,
pois atua como um analogo da saliva natural. Porém, devido a grande variedade de
substancias envolvidas, esse meio de cultura possui alto custo e demanda um longo
periodo de preparo. Assim, foi proposto o uso do meio McBain, que também se
mostrou eficaz para a cultura in vitro de biofilmes polimicrobianos (McBain et al.?",
2005). Seu modo de preparo € mais simples, e o custo de seus componentes é

menor, o que favorece o uso desse meio em larga escala.

Neste estudo, foi utilizado um modelo de biofilme polimicrobiano obtido a
partir da saliva para mimetizar o biofilme formado in vivo (Sissons?’, 1997),
associado a um modelo de adesao ativa, que propicia a formagao de um biofilme
somente com células capazes de aderirem aos espécimes e nao favorece a

aderéncia de micro-organismos pela forga da gravidade (Exterkate et al.'3, 2010).

Foram utilizados blocos de esmalte bovinos por responderem 30% mais
rapidamente a desafios cariogénicos do que o esmalte de dentes humanos (White et
al.35, 2010), o que auxilia na busca de um modelo que demanda pouco tempo de

execucao.



39

O Estudo 1 foi realizado baseado no modelo original proposto por van de
Sande et al.®® (2011), com substituicdo do meio de cultura. Apesar de esse modelo
ter apresentado uma %SH satisfatéria nos blocos de esmalte (proximo a 80%),
observou-se que o biofilme cresceu somente em 40% dos espécimes. Ainda, a
média dos valores de pH do biofiime em meio com 1% de sacarose (5,17) néo

corrobora com a média (4,6) descrita no trabalho de van de Sande et al.2° (2011).

Devido a auséncia de crescimento de biofiime em 60% dos espécimes no
Estudo 1, o Estudo 2 foi realizado com concentragbes maiores de sacarose.
Contudo, esse modelo provocou um grande desafio cariogénico, uma vez que foi
observada erosao em 80% dos espécimes utilizados. Esses resultados corroboram
com os valores de pH obtido para os meios de cultura suplementados com sacarose,
que permaneceram abaixo do valor critico do esmalte durante quase todo o
experimento. Porém, apesar dos valores de pH terem sido baixos, houve um
pequeno aumento ao longo dos dias de teste ao invés de permanecer estavel. Isso
ocorreu devido aos valores baixos de pH observados no primeiro dia tanto no meio
de cultura com 1% de sacarose quanto no meio de cultura com 2% de sacarose, que
podem ter prejudicado o metabolismo bacteriano e levado ao aumento gradual ao

longo do experimento.

Esses resultados levantaram a hipotese de que a saliva do voluntario A nao
tinha uma composi¢cao adequada para o desenvolvimento satisfatorio de lesdes de
céarie. O uso de somente um voluntario foi proposto por van de Sande et al.3° (2011)
com base em um estudo anterior, no qual observaram que os biofilmes dentarios
produzidos a partir de amostras de saliva de voluntarios com experiéncias variadas
de carie nao apresentaram uma diferengca estatisticamente significante na

desmineralizagdo do esmalte (Azevedo et al.b, 2011). Essa constatagdo esta
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consistente com a Teoria Ecoldgica da Etiologia da Carie Dentaria (Marsh'8, 1994),
na qual lesdes de carie se desenvolvem devido a uma quebra do equilibrio da
microbiota provocada por uma mudanga no ambiente bucal. Entretanto, o estudo de
van de Sande et al.®® (2011) ndo apresentou o perfil microbiolégico da saliva do
doador utilizado e, conforme observado no presente estudo, houve uma diferenga no
padrdao de crescimento de biofilme entre os dois voluntarios utilizados. Ainda, a
concentragao microbiana no biofilme formado também nao foi incluida no trabalho, o

que dificultou a analise comparativa entre os biofilmes formados.

As amostras de saliva e as suspensdes de biofilme foram manipuladas em
temperatura ambiente nos Estudos 1 e 2. Isso pode ter contribuido para o baixo
crescimento de biofilme no Estudo 1 e pelo crescimento de somente uma parte dos
grupos microbianos nos biofilmes no Estudo 2. Portanto, no Estudo 3 todas as
amostras foram mantidas em gelo e foi estabelecido a ndo aspiracdo da saliva

inoculada na tentativa de auxiliar no crescimento dos micro-organismos.

No Estudo 3, observou-se o crescimento de todos os grupos microbianos
avaliados (bactérias anaerdbias totais, estreptococos do grupo mutans, bactérias
anaerdbias aciduricas e lactobacilos) em concentragdo suficiente tanto na amostra
de saliva quanto nas amostras de biofilmes. Isso demonstra que a saliva do
voluntario B possui uma concentracdo microbiana adequada e que a manutencgao
das amostras em gelo e a ndo aspiracao da saliva auxiliou na formacao do biofilme.
Os valores médios de pH dos biofilmes em meio suplementado com 1 % de
sacarose (4,06) e em meio sem sacarose (6,22) estao proximos dos encontrados no
modelo desenvolvido por van de Sande et al.*° (2011). Ficou estabelecido o uso da

saliva desse voluntario para a realizagdo de testes com digluconato de clorexidina
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0,12% (CHX) e com o controle negativo. A duracgéo total do experimento foi reduzida

para quatro dias devido a grande queda de pH observada no ultimo dia do Estudo 3.

Os resultados do Estudo 4 mostram que n&o houve crescimento de
estreptococos do grupo mutans e lactobacilos no grupo CHX. Porém, a
acidogenicidade do biofilme e a %SH foram semelhantes ao grupo controle, o que
caracterizou a existéncia de um alto desafio cariogénico. Portanto, no Estudo 5, o
tratamento dos biofilmes foi realizado a partir do primeiro dia de experimento, antes
da transferéncia dos blocos para o meio McBain sem sacarose e, a partir do 2° dia, o

tratamento foi realizado duas vezes ao dia, antes de cada troca de meio de cultura.

Apesar das modificagdes propostas, a diferenca de %SH entre os grupos
CHX e controle permaneceram semelhantes, o que continua caracterizando alto
desafio cariogénico no modelo proposto. Assim, no Estudo 6, a concentragdo de
sacarose foi reduzida de 1% para 0,5% e nao foi utilizada a solugdo neutralizadora
apos o tratamento, a exemplo do estudo original de van de Sande et al.® (2011). A
solugdo neutralizadora foi incluida como variavel nos estudos devido a

substantividade da clorexidina (Elworthy et al.’?, 1996).

Os resultados do Estudo 6 mostram que as modificagdes realizadas
resultaram no alcance do objetivo proposto. A diferenga entre os grupos controle e
CHX foi da ordem de 4 log para estreptococos do grupo mutans e lactobacilos e de 3
log para bactérias anaerdbias totais e bactérias anaerdbias aciduricas. Houve uma

diferenca de 22,9% na %SH entre os grupos.

Com base nos resultados dos seis estudos, observa-se que foram

necessarias diversas modificagdes ao longo dos estudos para conseguir uma agao
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efetiva da clorexidina, o que pode ser atribuido a sua dificuldade de agdo em

biofilmes maduros (Vitkov et al.33, 2005; Zanata et al.®’, 2007).

Nesse trabalho, observou-se que o crescimento satisfatério do biofilme e a
desmineralizacdo adequada do esmalte foram afetados pelas diversas variaveis
incluidas no estudo, além das caracteristicas da saliva doada. Ainda, a eficacia da
CHX no controle da formagdo de biofiime foi afetada pelo uso da solucao
neutralizadora e pelas concentragbes de sacarose propostas no regime semi-

continuo.

Conclusao

Conclui-se que resultados satisfatorios foram obtidos quanto a
desmineralizagao, concentracdo microbiana e acidogenicidade dos biofilmes apds a
avaliacao das diversas variaveis propostas. O regime cariogénico ideal para o teste
de atividade antimicrobiana de formulagdes farmacéuticas experimentais com o meio
McBain ficou estabelecido com o uso de 0,5% de sacarose, com a manutencao da
saliva apds a inoculacgéao inicial, com a realizagcdo de uma exposigao as solugdes de
tratamento no primeiro dia e de duas exposi¢cdes no segundo ao quarto dia, sem o

uso da solucao neutralizadora e com a duracédo do experimento de quatro dias.
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Resumo

O objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana de um
enxaguatorio bucal a base de oleo essencial de C. doctoris sobre biofilmes
polimicrobianos provenientes da saliva. O 6leo essencial foi obtido através de
hidrodestilagdo e sua concentracdo inibitéria minima (CIM) e bactericida minima
(CBM) foram determinadas através da técnica de microdiluicdo em caldo. Um
enxaguatorio bucal sem 6leo essencial e digluconato de clorexidina 0,12% foram
utilizados, respectivamente, como controle negativo e positivo. Os blocos de esmalte
foram submetidos a um modelo de indugédo de carie in vitro e tratados por quatro
dias. Os biofilmes desenvolvidos foram analisados quanto a sua composicao
microbiolégica e acidogenicidade. A desmineralizacdo do esmalte (%SH) foi
determinada através da microdureza de superficie. Os resultados de CIM e CBM
foram analisados descritivamente. Os demais dados foram submetidos a testes nao
paramétricos utilizando o programa GraphPad Prism versao 3.02. A CIM e a CBM do
Oleo essencial e da CHX foram, respectivamente, 0,625% e 1,250%, 0,004% e
0,008%. Observou-se que o enxaguatorio com Oleo essencial ndo apresentou
diferencga estatistica com o grupo controle negativo (p>0,05) em todos os parametros
analisados, exceto para a concentracdo de lactobacilos no biofime. A CHX
apresentou diferenca estatisticamente significante em relagdo ao controle negativo
em todas as analises (p<0,001). Conclui-se que o 6leo essencial possui atividade
antimicrobiana contra micro-organismos em suspensao provenientes da saliva,
porém sua agcao em concentracdo equivalente a CIM nao é eficaz no controle do

biofilme dentario.

Palavras-chave: Oleo de Croton, produtos biolégicos, produtos com agdo

antimicrobiana.
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Introducgao

A carie dentaria constitui o maior problema de saude bucal em muitos paises
industrializados, por afetar 60-90% das criangas em idade escolar e a grande
maioria dos adultos (World Health Organization4’, 2010). A remogdo mecanica do
biofilme da superficie dentaria constitui 0 método mais adequado para a prevencao
da carie (Pinto?', 2000), uma vez que ele constitui o principal fator etiolégico local
dessa doenga (Zanela et al.*%, 2002). Entretanto, o uso de substancias
antimicrobianas pode auxiliar a reverter o risco de carie até que bons habitos de
higiene bucal sejam estabelecidos, o que é particularmente util em criangas ou

pacientes com dificuldades motoras (Pereira et al.?°, 2010).

Entre as substancias antimicrobianas disponiveis para uso na cavidade bucal,
destaca-se a clorexidina, que possui amplo espectro de acao e forte adsorgcao as
superficies bucais (Zanatta et al.*®, 2007). Entretanto, o uso prolongado dessa
substancia nao é indicado devido aos diversos efeitos colaterais que ela apresenta,
como 0 manchamento dos dentes, descamacao reversivel da mucosa, alteragdes do
paladar e aumento de calcificados supragengivais (Torres®®, 2000). Portanto, ha a
necessidade de serem desenvolvidos produtos de igual efetividade, porém com

menos efeitos colaterais.

Produtos naturais de origem vegetal tém sido utilizados como principal fonte
de agentes terapéuticos inovadores e efetivos (Jeon et al.’®, 2011). Considerando a
grande biodiversidade do territério brasileiro, o Governo Federal reconheceu, por
meio da criagdo da “Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapia” (Decreto
Federal n° 5.813, de 22 de junho de 2006'°) o potencial de plantas como fonte de

moléculas bioativas para gerar produtos de interesse ao SUS. Esse Decreto resultou
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na criacdo, em 2009 da Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao

SUS (Renisus).

Croton spp., pertencente a familia Euphorbiaceae, € um dos incluidos na lista
de 71 plantas do Renisus. Croton doctoris S. Moore € uma planta encontrada no
Pantanal brasileiro. Embora seu potencial farmacolégico seja pouco explorado, ha
evidéncias da atividade antimicrobiana do extrato bruto contra bactérias de

relevancia cariogénica (Brighenti et al.5, 2014).

Os ¢6leos essenciais constituem-se de liquidos oleosos obtidos a partir de
diversas partes da planta, como flores, folhas, frutos, sementes, gramas, raizes,
rizomas e caules (Tisserand, Balacs3®, 1999). Embora sejam normalmente utilizados
como flavorizantes, os 6leos essenciais também possuem atividade antimicrobiana
(Mourey, Canillac®®, 2002), antiviral (Bishop3, 1995), antimicética (Mari et al.'®, 2003),
antiparasitica (Pessoa et al.3°, 2002) e inseticida (Karpouhtsis et al.', 1998). Essas
propriedades estdo diretamente relacionadas com fungbes necessarias a
sobrevivéncia vegetal que exercem papel fundamental na defesa contra
microrganismos (Siqui et al.3®, 2000). Por esses motivos, 6leos essenciais estio
sendo cada vez mais utilizados na industria farmacéutica, cosmética e alimenticia

como uma alternativa aos produtos sintéticos (Montanari?*, 2010).

Apesar da existéncia de evidéncias da atividade antimicrobiana do extrato
bruto, pesquisas com o 6leo essencial de Croton doctoris S. Moore devem ser
realizadas a fim de comprovar o seu potencial antimicrobiano e dessa forma tornar
possivel a formulagdo de novos produtos. As vantagens do uso do 6leo essencial

sobre o extrato bruto de plantas é que eles sdo mais faceis de serem incorporados
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em formulagdes farmacéuticas e apresentam aroma, palatabilidade e aparéncia mais

agradavel, sendo mais aceitos pela populagéo.

O objetivo desse trabalho foi estudar a atividade antimicrobiana e desenvolver
um enxaguatorio bucal a base de 6leo essencial de C. doctoris, avaliando: 1) A
atividade antimicrobiana do 6leo essencial contra micro-organismos em suspensao
provenientes da saliva; 2) A capacidade do enxaguatorio em impedir a
desmineralizagdo do esmalte; 3) Sua interferéncia na composi¢do microbiolégica do

biofilme utilizando um modelo para indugéo de carie in vitro.

Materiais e métodos

As aprovacgdes éticas foram concedidas pelo Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos (CEP) (Parecer de Aprovagao: 405.841) (Anexo 1) e pela
Comissdo de Etica no Uso de Animal (CEUA) (Parecer de aprovagdo: 28/2013)

(Anexo 2) da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP.

Obtencao do 6leo essencial

As folhas de C. doctoris foram coletadas e identificadas pelo botanico Anténio
Arantes Sobrinho durante o periodo de cheia do Pantanal (entre outubro e margo). O
Oleo essencial foi obtido através da hidrodestilacdo das folhas frescas da espécie
vegetal por 3 h utilizando aparelho de Clevenger modificado. Na hidrodestilagao, o
vapor d’agua carrega consigo o 6leo contido no interior ao atravessar o material
vegetal. A retirada da agua foi realizada com sulfato de sodio anidro e seu
rendimento em massa foi determinado (rendimento = [massa final/massa

inicial]*100). O 6leo obtido foi diluido em propilenoglicol na proporgao 9:1 (v/v).
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Obtenc¢ao do inéculo polimicrobiano da saliva e condigdes de crescimento

Foi utilizado um modelo in vitro, proposto por Sissons3¢ (1997), que utiliza um
in6culo polimicrobiano proveniente da microbiota natural para mimetizar o biofilme

formado in vivo.

Para a obtencdo do in6culo polimicrobiano, na manha do experimento, foi
coletada saliva fresca, de um voluntario em jejum, que permaneceu por 24 h sem
escovar os dentes e que nao utilizou antibiéticos ou antifungicos nos ultimos seis
meses (van de Sande et al.*°, 2011). Foi utilizado o meio de cultura proposto por
McBain et al.?%, 2005 com e sem a adi¢gdo de sacarose. Esse meio € composto por
mucina gastrica suina (2,5 g/L), peptona bacterioldgica (2,0 g/L), triptona (2,0 g/L),
extrato de levedura (1,0 g/L) NaCl, (0,35g/L), KCI (0,2 g/L), CaCl2 (0,2 g/L), cloridrato
de cisteina (0,1 g/L), hemina, (0,001 g/L) e vitamina K1 (0,0002 g/L), pH 7,0 (McBain

et al.?3, 2005).

Uma aliquota de saliva foi processada para determinagcdo da concentragao
microbiana inicial. Foram quantificadas a concentracido de bactérias anaerdbias
totais em agar BHI (Brighenti et al.#, 2012), de estreptococos do grupo mutans em
agar Mitis Salivarius suplementado com 20% de sacarose e 0,2 Ul/mL bacitracina
(MSBS) (Gold et al.’, 1973), de lactobacilos em agar Rogosa (Rogosa et al.33, 1951)
e de bactérias anaerdbias aciduricas em agar BHI pH 4.7 (Azevedo et al.?, 2014). O
agar BHI foi incubado em anaerobiose (5-10% COz2; <1% O2; Anaerobac - Probac do
Brasil Produtos Bacteriolégicos Ltda, Santa Cecilia, SP, Brasil), através de gerador
de anaerobiose (Anaerobac - Probac do Brasil Produtos Bacteriologicos Ltda, Santa
Cecilia, SP, Brasil) a 37 °C por 48 h; o 4gar MSBS e agar Rogosa foram incubados

em microaerofilia a 37 °C por 48 h; e o agar BHI pH 4,7 em microaerofilia a 37 °C por
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96 h. O numero de Unidades Formadoras de Colénias (UFC) foi obtido com o auxilio
de contador de colbnias (Phoenix Luferco CP 600 Plus, Araraquara — SP, Brasil). Os

resultados foram expressos em log (1+UFC/mL).

Determinagcdao da concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentragao

bactericida minima (CBM)

A atividade antimicrobiana inicial do 6leo essencial foi determinada através da
técnica de microdiluigdo em caldo. Como substancia de referéncia (controle positivo),
foi utilizado digluconato de clorexidina 0,12% (“CHX”, Periogard®). Como controle
negativo, foi utilizado o diluente do 6leo essencial (propilenoglicol/meio de cultura na

proporg¢ao 9:1v/v).

O enxaguatério utilizado como controle positivo € constituido por: agua,
glicerina, alcool etilico, polissorbato 20, digluconato de clorexidina, sabor, sacarina

sddica, FD&C azul n® 1 (Cl 42090) (dados apresentados na embalagem do produto).

No primeiro pocgo da placa de 96 pocos, foram acrescentados 50 pL do éleo
essencial e 50 uL de meio McBain duas vezes concentrado. Em seguida, diluicoes
seriadas de razdo dois foram obtidas de modo a serem testadas concentracdes
entre 0,005 e 5% (v/v) do 6leo essencial e entre 0,0001 e 0,06% (w/v) do digluconato
de clorexidina 0,12%. Da saliva coletada, 20 pyL foram adicionados em cada pogo. A
placa foi incubada em anaerobiose a 37°C por 24 h. Os pocos foram submetidos a
uma subcultura em agar para avaliagdo da presencga de crescimento bacteriano. A
avaliacao da presenca de crescimento bacteriano foi realizada através de inspecgao
visual. Os experimentos foram realizados em duplicata. A CIM foi determinada como

a menor concentragado capaz de inibir o crescimento, porém ndo em 100% e a CBM
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foi determinada como a menor concentracdo capaz de inibir totalmente o

crescimento microbiano.

Avaliagao in vitro da formulagao farmacéutica para uso oral utilizando esmalte

de dente bovino e biofilmes polimicrobianos

Elaboracao de formulagao farmacéutica para uso oral

O enxaguatério bucal utilizado foi constituido por: agua destilada, glicerina,
metilparabeno, 6leo de mamona hidrogenado, cocoamidopropilbetaina, fosfato de
sodio, corante, sacarina, polivinilpirrolidona e o 6leo essencial em concentracéo
equivalente a CIM seguindo metodologia descrita por Cordeiro et. al.%, 2006 e
Farmacopéia Brasileira', 1996, com modificagdes. O enxaguatério controle foi
preparado contendo todos os excipientes, exceto o principio ativo (6leo essencial).
Todos os procedimentos foram realizados em duplicata. O controle de qualidade dos
enxaguatorios apos sua manipulagéo foi realizado através dos testes de CIM e CBM

(dados nao mostrados).

Preparo e sele¢ao dos blocos de esmalte

Foram utilizados incisivos centrais inferiores permanentes obtidos de bovinos
com idade entre 2 e 3 anos e mantidos previamente em formol a 2% pH 7,0 durante
30 dias. Blocos de esmalte bovino (4 x 4 mm) foram preparados a partir da porgéo
mais plana da superficie vestibular das coroas utilizando cortadeira elétrica (Buehler,
Lake Bluff, USA and Mitutoyo Corporation, Kanagawa, Japan). Apés a obtencéo dos

blocos de esmalte, a dentina foi planificada e o esmalte foi polido com o uso de uma
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politriz (Buehler,Lake BIuff, IL, USA), lixas de granulagao 320, 600, 800 e 1200 (20 s

cada) e feltro com solugdo diamantada 1um por 2 min (Apéndice A1).

Os blocos foram submetidos ao teste de microdureza inicial (SH1), utilizando
microdurémetro Micromet 5114 hardness tester (Buehler, Lake Bluff, IL, EUA), com
penetrador tipo Knoop, carga estatica de 25 g e tempo de 10 s, acoplado ao
software para analise de imagem Buehler OmniMet (Buehler, Lake Bluff, EUA)
(Vieira et al.*3, 2005). Foram realizadas cinco impressdes na regiéo central do bloco
de esmalte, com espago de 100 uym entre elas (Apéndice A2). Os blocos que
apresentaram SH1 entre 320-380 KHN foram distribuidos em grupos
estatisticamente homogéneos de acordo com a média de SH1 da populagéo total de
blocos e seu intervalo de confianca (a<0,05) nas seguintes condi¢cdes de tratamento
(n=12): 1) Tratamento com enxaguatorio bucal formulagdo controle contendo todos
os ingredientes, exceto o dleo essencial (controle negativo); 2) Tratamento com
enxaguatorio bucal contendo 6leo essencial de C. doctoris em concentragcao
equivalente a CIM; e 3) Tratamento com digluconato de clorexidina 0,12%

(Periogard®).

Apds o experimento, foi realizado um novo teste de dureza de superficie
(SH2) de acordo com a metodologia descrita anteriormente. A porcentagem de
perda de dureza de superficie (%SH) foi calculada de acordo com a seguinte

formula: %SH = 100x(SH2— SH1)/SH1.

Crescimento e tratamento do biofilme polimicrobiano

Os blocos de esmalte foram isolados com verniz de unha, deixando apenas a

superficie do esmalte exposta. Em seguida, foram posicionados verticalmente para
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criar um modelo de adesao ativa (Exterkate et al.'?, 2010) e esterilizados em micro-

ondas a 410 W (Viana et al.#2, 2009) (Apéndice A3).

Para o crescimento dos biofilmes, foi utilizado um modelo de fartura-miséria
desenvolvido por van de Sande et al.*0 (2011), com modificagdes validadas* . Os
blocos foram transferidos para placas de 24 pogos (Techno Plastic Products AG,
Labware, Switzerland) contendo 0,4 ml do in6culo polimicrobiano (saliva). Apos 1 h a
temperatura ambiente, 1,8 mL do meio de cultura McBain suplementado com 0,5%
de sacarose foi adicionado. Apds 6 h de incubacgao, os blocos foram lavados por 10
s em NaCl 0,9% e transferidos para o meio McBain sem sacarose. Os tratamentos
foram realizados uma vez ao dia no primeiro dia, apds o periodo de fartura e duas
vezes ao dia a partir do segundo dia de experimento, antes e apds o periodo de
fartura. Os blocos foram lavados por imersao em solugao salina 0,9% antes e apds a

imersdo em 1,8 mL da solugao de tratamento por 1 min (Apéndice A4).

A acidogenicidade do biofilme foi analisada através da afericdo do pH, apds
cada troca de meio de cultura, utilizando um eletrodo especifico (2A14-JL- Analyser)

acoplado a um analisador de ions (720A — Orion Research, EUA) (Apéndice A4).

Analise microbiolégica do biofilme

Ao término do periodo experimental, os biofilmes presentes na superficie dos

blocos foram removidos e analisados quanto a sua composi¢gao microbioldgica.

*Nota explicativa: Foi utilizado o modelo de indugdo de carie in vitro validado no
Capitulo 1.
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Os biofilmes foram dispersos em 2 mL de solugédo salina 0,9% utilizando
ultrassom por 10 s (Cuba de ultrassom Cristofoli, Campo Mourdo — PR, Brasil, 42
kHz). Em seguida, as amostras foram semeadas em agar BHI (Brighenti et al.%,
2012), agar MSBS (Gold et al.’, 1973), agar Rogosa (Rogosa et al.33, 1951) e agar
BHI pH 4,7 (Azevedo et al.?, 2014), para isolamento, respectivamente, de bactérias
anaerdbias totais, estreptococos do grupo mutans, lactobacilos e bactérias
anaerobias aciduricas de acordo com a metodologia previamente descrita (Apéndice

A5). Os resultados foram expressos em log (1+UFC/mm?2).

Analise dos dados

Os resultados da analise de micro-organismos na saliva e dos testes de CIM
e CBM foram analisados descritivamente. Os demais dados foram analisados com o
programa GraphPad Prism versao 3.02 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
USA). A porcentagem de perda de dureza de superficie (%SH) e a quantidade de
micro-organismos no biofilme foram analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido
de teste post hoc de Dunn. Para a comparagao da acidogenicidade dos biofilmes
entre os grupos dentro de um mesmo dia de experimento e dentro da mesma
condigdo do meio de cultura (com ou sem sacarose), foi aplicado o teste de Kruskal-
Wallis, seguido de teste post hoc de Dunn. As condi¢cbes com e sem sacarose,
foram comparadas utilizando uma analise global de todos os dias, dentro de um
mesmo grupo, através do teste de Mann Whitney. O nivel de significancia foi

estabelecido em 5 %.
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Resultados

O rendimento em massa do 6leo essencial de Croton doctoris S. Moore foi de

0,4%.

A CIM e a CBM do éleo essencial e do CHX estdo expressas na Tabela 1.
Observa-se que 6leo essencial possui atividade antimicrobiana conta micro-
organismos em suspensdes provenientes da saliva, porém em uma concentragao

maior que a atividade do digluconato de clorexidina 0,12%.

Tabela 1- Valores de CIM e CBM (%) das substancias estudadas

CIM (%) CBM (%)
Oleo essencial de C. doctoris 0,625 1,250
S. Moore (v/v)
Digluconato de clorexidina 0,004 0,008

0,12% (V/v)

A média (xdp) da concentracdo de micro-organismos anaerobicos totais na
saliva doada foi de 2,18 x10” UFC/mL (+ 7,66 x10°), de estreptococos do grupo
mutans foi de 7,38 x10° UFC/mL (+ 9,55 x10°), de bactérias anaerdbicas aciduricas
foi de 2,36 x10° UFC/mL (x 1,78 x10°%), e de lactobacilos foi de 3,98 x10* UFC/mL (+

3,53 x10%).

As médias das porcentagens de perda de dureza (%SH) estdo apresentadas
na Figura 1. Nao houve uma diferenca estatisticamente significante na %SH entre os
grupos enxaguatorio com 6leo e controle negativo (p>0,05). Somente o grupo CHX
foi capaz de interferir na desmineralizacao do esmalte, apresentando uma diferenca

estatistica significativa quando comparada com os demais grupos (p<0,001).
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Figura 1- Porcentagem média + dp de perda de dureza de
superficie (%SH) dos blocos de esmalte de acordo com o grupo de
tratamento. Letras distintas demonstram diferencas estatisticas
entre os grupos (teste de Kruskal-Wallis, seguido de teste post hoc
de Dunn, p<0,05).

CHX Enxag. com éleo Controle
0,00 -~
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Nao houve diferenga estatisticamente significante na concentragao
microbiana do biofilme entre os grupos controle negativo e enxaguatério com dleo
essencial (p>0,05), exceto para a concentracdo de lactobacilos (p<0,05). A
concentragdo microbiana do grupo CHX foi estatisticamente menor que o grupo

controle negativo em todos os paréametros analisados (p<0,001) (Figura 2).
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Figura 2- Concentragdo de bactérias presentes no biofilme
formado nos blocos de esmalte (média £ dp) (n=12). Letras
distintas demonstram diferengas estatisticas entre os grupos
(teste de Kruskal-Wallis, seguido de teste post hoc de Dunn,

p<0,05).
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Considerando todos os dias de experimento, a acidogenicidade dos biofilmes
em meio de cultura com 0,5% de sacarose foi estatisticamente maior em todos os
grupos do que em meio sem sacarose (p<0,0001). Dentro de um mesmo dia, a
acidogenicidade dos biofilmes em meio de cultura sem sacarose foi estatisticamente
semelhante entre os trés grupos (p>0,05) em todos os dias analisados. A
acidogenicidade dos biofilmes do grupo enxaguatério com 6leo em meio de cultura
com 0,5% de sacarose foi semelhante a do grupo controle negativo (p>0,05) em
todos os dias do experimento. O grupo CHX apresentou uma acidogenicidade menor
no segundo (p<0,001), terceiro (p<0,01) e quarto dia (p<0,01) de tratamento (Figura

3).
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Figura 3- Acidogenicidade (média + dp) dos biofilmes de acordo com
0 grupo de tratamento (n=12). Linhas tracejadas correspondem ao
meio suplementado com sacarose e as linhas continuas
correspondem ao meio sem sacarose. Letras distintas demonstram
diferengas estatisticas entre os grupos para o meio com sacarose
(teste de Kruskal-Wallis, seguido de teste post hoc de Dunn e teste
de Mann Whitney, p<0,05). Para o meio sem sacarose, ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos (teste de Kruskal-Wallis,
seguido de teste post hoc de Dunn, p>0,05).
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Discussao

O controle do biofilme é o fator mais importante na prevencao de lesdes de
carie (Zanela et al.*%, 2002). A utilizagdo de plantas naturais no controle da
microbiota oral € uma opcéao terapéutica promissora, ja que a clorexidina, o produto
mais eficaz da atualidade, desencadeia efeitos colaterais. Plantas do género Croton
sao muito utilizadas pela medicina popular para o tratamento de diversas doencgas
(Salatino et al.34, 2007), porém o seu potencial farmacologico ainda é pouco

explorado.

Brighenti et al.> (2014) demonstraram que o extrato hidroalcodlico de C.
doctoris apresentou atividade antimicrobiana contra micro-organismos de interesse

cariogénico. No presente estudo, o 6leo essencial dessa planta apresentou atividade
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antimicrobiana contra um pool de micro-organismos em suspensao, provenientes da

saliva.

Varios estudos tém demonstrado a atividade antimicrobiana de O&leos
essenciais contra micro-organismos orais (Nascimento et al. 27, 2008; Cha et al.’?,
2007; Maggi et al.’®, 2010; Lang, Buchbauer.'”, 2012). O dleo essencial de C.
doctoris demonstrou ser mais ativo do que os 6leos essenciais de Hyptis pectinata e
de seis espécies de Hypericum (Maggi et al.’®, 2010). Entretanto, a CIM do 6leo
essencial de C. doctoris foi menor do que a observada no 6leo essencial de
Cryptomeria japonica (Cha et al.”, 2007). E importante ressaltar que os estudos
disponiveis na literatura raramente utilizam um in6éculo polimicrobiano para avaliagéao
da CIM e CBM. Em comunidade, micro-organismos possuem metabolismo e
comportamento diferenciado, podendo realizar transferéncia de genes e s&do mais
resistentes a antimicrobianos (Marsh?°, 2005). Portanto, os valores de CIM e CBM

obtidos para o 6leo essencial de C. doctoris apresenta resultados promissores.

Ha poucos estudos disponiveis avaliando o efeito de produtos naturais
utilizando biofilmes polimicrobianos. Em um estudo in situ, Brighenti et al.#, 2012,
demonstraram que a %SH do extrato bruto de Psidium cattleianum foi em torno de
60%, enquanto que o grupo controle negativo foi de 80%. No presente estudo, tanto
o produto natural em teste quanto o controle negativo tiveram %SH préximas de
80%, o que demonstra a falta de efeito antimicrobiano do enxaguatério bucal

contendo 6leo essencial na CIM.

O pH do biofilme exerce um papel fundamental no desenvolvimento de lesdes
de cérie. Quando se apresenta abaixo do valor critico do esmalte (5,5), favorece a

desmineralizacdo do esmalte e a proliferacdo de bactérias com maior potencial
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acidogénico e acidurico (Takahashi, Nyvad®, 2008). Em meio de cultura com
sacarose, os biofilmes dos grupos controle e enxaguatério com 6leo apresentaram
valores de pH abaixo de 5,5 durante todo o experimento, o que refletiu em uma
maior perda mineral de superficie (%SH) em comparacédo ao grupo CHX. A
acidogenicidade nos meios de cultura com sacarose dos biofilmes tratados com CHX
aumentou apés o inicio do tratamento e foi diminuindo gradualmente ao longo do
experimento, ficando abaixo do valor critico no quarto dia. Essa observagao
demonstra a dificuldade da clorexidina em agir sobre biofiimes maduros (Vitkov et
al.**, 2005 e Zanata et al.*®, 2007). Entretanto, apesar do aumento da
acidogenicidade ao longo do experimento, os valores de pH do grupo CHX no meio
de cultura com sacarose apresentaram uma diferenca significativa em comparacéao
aos demais grupos para os dias de experimento o que refletiu em uma menor %SH

do que as apresentadas pelos outros grupos.

Os valores de pH do biofime em meio com sacarose e sem sacarose
condizem com a Teoria da placa ecoldgica, no qual estabelece que uma mudanca
no ambiente, com a presenca de sacarose, pode desencadear um desequilibrio na
microbiota, favorecendo o crescimento de bactérias aciduricas e acidogénicas que

manterdo o pH baixo através de producgao de acidos (Marsh?!, 1994).

O enxaguatério com Oleo apresentou acao significativa apenas na
concentracao de lactobacilos, o que nao foi suficiente para diminuir a perda mineral
da superficie do esmalte (%SH). Estreptococos do grupo mutans e lactobacilos sao
bactérias altamente acidogénicas e aciduricas, encontradas em grande quantidade
em lesdes de carie (Munson et al.?6, 2004, Chhour et al.?, 2005). O aumento da
concentracado dessas bactérias leva a producao cada vez maior de acidos, causando

a desmineralizacdo do esmalte. Assim, o controle dessas bactérias e de outras
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especies cariogénicas, através do uso de substancias antimicrobianas, € importante

em pacientes com dificuldade de realizar o controle mecéanico do biofilme.

A reducdo da concentracdo de micro-organismos totais observada com o
extrato bruto de P. cattleianum em um estudo in situ foi de, aproximadamente 6 logs,
o que nao foi observado no presente estudo. (Brighenti et al.4, 2012). O uso de
extratos brutos apresenta a vantagem da agao sinérgica entre diferentes substancias
presentes (Martini, Eloff??2, 1998). Entretanto, seu uso em formulagdes farmacéuticas
€ inviavel devido ao forte odor, sabor e a sua forte coloracdo. A CHX foi capaz de
diminuir o potencial cariogénico dos biofilmes formados através da inibigdo do
crescimento de diversos grupos microbianos e do controle da acidogenicidade do

biofilme.

Os micro-organismos presentes na saliva utilizados para a realizacdo da
CIM/CBM se encontram em suspensao, enquanto que no biofilme estdo envolvidos
por uma matriz extracelular, cuja estrutura fisica e composicao dificultam a
penetracdo de agentes antimicrobianos. Além do mais, a interagao entre os micro-
organismos leva a transferéncia e expressao de genes, causando redugao da

susceptibilidade a esses agentes (Wilson*6, 1996; Marsh?', 2005).

Alguns estudos obtiveram bons resultados na avaliagédo de extratos vegetais
em biofilmes utilizando concentracdes sub-inibitérias. Porém, esses testes foram
realizados em culturas de espécie Unica (Prabu et al.32, 2006; Cardoso Sa et al.b,
2012). Esse é o primeiro estudo que avaliou uma substancia natural utilizando
biofilmes polimicrobianos e um modelo de adeséao ativa, com o objetivo de mimetizar

in vitro as condi¢des encontradas na cavidade bucal.
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No presente estudo, o ponto de partida para testes preliminares com o 6leo
essencial foi a concentragao equivalente a CIM. Essa escolha foi realizada com base
na literatura disponivel (Cordeiro et al.?, 2006 e Farmacopéia Brasileira’3, 1996), no
baixo rendimento em massa obtido para o éleo e na falta de informagdes disponiveis
sobre a citotoxicidade do 6leo essencial. Ainda, a formulagdo proposta ndo possui
alcool em sua formulagao, ao contrario de outros produtos disponiveis no mercado.
Estudos relatam que enxaguatérios com alcool possuem maior agao antimicrobiana
que enxaguatorios sem alcool (Ennibi et al.', 2013; Anyanwu et a.!, 2011), fato que
pode ter influenciado nos resultados do grupo CHX. De acordo com Palmer et al.
(2010), o controle do biofilme, que apresenta uma comunidade diversificada de
micro-organismos, é estabelecido com uma concentragao de antimicrobiano de 10 a
100 vezes maior que as utilizadas para inibir o crescimento de micro-organismos em
forma planctonica. Assim, estudos futuros sobre a atividade do 6leo essencial em
concentragcbes mais altas contra biofilmes polimicrobianos deverdo ser
fundamentados no potencial citotoxico do éleo, para que ndo haja prejuizo para a

saude do paciente.

Conclusao

Conclui-se que o 6leo essencial de C. doctoris possui atividade antimicrobiana
contra micro-organismos provenientes da saliva, sendo um possivel candidato para
a elaboracdo de novos produtos, porém a sua concentracdo equivalente a CIM,
quando incorporada em um enxaguatério bucal, ndo é suficiente para realizar o
controle da microbiota cariogénica do biofilme e impedir a desmineralizagdo do

esmalte dentario.
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CONCLUSAO

Conclui-se que o regime cariogénico com o uso de 0,5% de sacarose durante
quatro dias, com a manuteng¢ao da saliva apds a inoculagao inicial e a realizagao de
duas exposicdes diarias as solugdes de tratamento, iniciando-se apos o crescimento
inicial do biofilme por 6h, sem o uso de solugao neutralizadora é o ideal para ser
utilizado em testes de atividade antimicrobiana. Através desse modelo verificou-se
que o Oleo essencial de C. doctoris possui atividade antimicrobiana contra micro-
organismos provenientes da saliva, porém sua concentracdo equivalente a CIM,
quando incorporagdo em uma formulagao de enxaguatério, nao é eficaz para realizar
o controle de biofilmes polimicrobianos e de impedir a desmineralizagao do esmalte

dentario.
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APENDICE A1- Preparo e polimento dos blocos de esmalte. A- Coroa de dente bovino;
B- Separacao das porgdes vestibular e lingual da coroa; C- Secgao da face vestibular
utilizando-se discos diamantados; D- Bloco de esmalte obtido; E- Bloco de esmalte
encerado em base de acrilico; F- Bases inseridas na peca de encaixe da Politriz para
planificacdo da dentina e posterior polimento do esmalte; G- Politriz.
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APENDICE A2- Teste de dureza nos blocos de esmalte. A- microdurémetro Micromet
5114 Hardness Tester com penetrador tipo Knoop, acoplado ao software para analise de
imagem. B- Base com bloco de esmalte posicionado para analise da dureza através da
realizagao de impressdes. C- Impressodes realizadas nos blocos.
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APENDICE A3- Isolamento e esterilizagdo dos blocos de esmalte. A- bloco isolado com
esmalte de unha; B- Blocos suspensos verticalmente; C- Blocos inseridos em um
recipiente com agua destilada para a esterilizagdo; D- Tempo e poténcia utilizada para
a esterilizacdo em micro-ondas; E- Micro-ondas.
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APENDICE A4- Primeiro dia de tratamento. A- Saliva coletada em gelo; B- inoculacdo de
saliva sobre a superficie de esmalte dos blocos apds ser solubilizada; C- Adicdo do meio
de cultura McBain com 0,5% de sacarose; D- Placa de 24 pogos em jarra com gerador de
anaerobiose; E- Lavagem dos blocos em NaCl 0,9; F- Tratamento dos blocos; G-
Lavagem dos blocos em NaCl 0,9%; H- Blocos de esmalte em meio MacBain sem
sacarose. |- Afericado da acidogenicidade do biofilme.
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APENDICE A5- Analise microbioldgica dos biofilmes. A- Remocéo do biofilme formado na
superficie de esmalte com o auxilio de uma lamina de bisturi; B- Solubilizagao do biofilme
em NaCl 0,9%; C- Submissdo ao ultrassom; D- Crescimento de bactérias anaerdbias
totais em agar BHI, de estreptococos do grupo mutans em agar MSBS, de bactérias
aciduricas em agar BHI pH 4.7 e de lactobacilos em agar Rogosa.
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ANEXO 1 - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa em Seres

Humanos

FACULDADE DE
ODONTOLOGIA DE W
ARARAQUARA - UNESP
PARECER CONSUBSTANCIADD DO CEP
DADGE DDy PROJETO DE PESGLIS LA
Titulo da Pesquisa- Avallagio da atvidade antimicroniana, caractenzagio oo perfil quITNCD e teste de
formulacio farmacutica expenmental contendo tleo essenclal
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draa Tematica:
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redonao (rasco de destiagio), dnoe sario adicionados 400 g de folhas Mescas e 1L de agua (Figura 1).
Ess&a solugdo s=rd entdo aguecida 3 50PC s00 pressdo reduzida, para que a destllagio oooma 3 uma
tenperatura anabo oo ponto de ebulicio da AQua, 0 qUe 10Ma O proCEEED Maks SSgUrD Para o pesquisator &
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Instabilkdace 530 tambsm minimas, ouaks 35 03 3gua . Para minimizar o isco e Imtanlizade ofsnscido pela
sunstinela, os pesquisadores utlizards EP| durante suUa manipulacds (2quipamentn de protesdo ocular
testato @ aprovado 02 AcONdo COM 35 NOMNAs QoveTamenials atequadas, luvas que deverdo ser refiradas
E2M CONEtn com a superics exfema, avental de manda Ionga com punha & M3scara) © 35 MA0s deverdo
ger lavadas apts seu uso. Alm disso, 0 produin serd manipulado em local ventlado e anmazenado com o
reciplente hermeticamente fechado em |ugar seco & bem ventllado. Nenhum componenie desie produto

presente em concaniracies malores ou Iguais 3 001% & [dentifcado como candnogenico provavel, passiel
ou confirmado peln IARC (Sigma-Aldrich, 2013). A Faculdade de Cdontologla ; CIMpus de ATaragquara

possul M programa de descarte de reslduos quimicos e, por 8652 mativo, 3 substancla ndo sera
descartada no esgoto.

Estudos reallzados anterommente | Processas FAPESP 200604 114-2 & 0iE'53293-5) demansiraram a baba
toxicidade do extrabo de folhas de C. dochorts tanto In vitro, airaveés do ensalo de MTT, quanbo in Wya,
alraves e estuto histopatolgico da aplicaco do exirato Na MUCosa de rahos. No ensalo de MTT, fo
gemorErEnd que 3 fungan mitscondial das ceiulas atadas com concentTaghes de até duas VEZES MaAnes
QU2 a concentragdo Inlbiiéeia minkma & estalisticamenis malor do gue 0 confmole poBRo (lakex) [AMCVA, p<
0,05). A toodeidace In vivo fol anallsada por

Emdmregn. HUMAITA DESHED

Bairm! LCEMTRD CEF: 4 BI7-W60T
UF: &P Musribsipde: 5 RUSTLE R,
Teafore.  (Ea0Rd Fax: DEX-Onsd Bl copifom orsmp br. ceegefH o unesp b

=hgidl = oF
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um periodo de até 45 dias & odos 05 rgos estudados (coragho, figado, IMesting deigado, |Mesting grosss,
es0fago, estomago, pumdo, bago & fns) apresentaram aspecios de nonmalldade. Na mucosa orl, o gnupo
do exiratn de C. doctorls apresentou um pequena aumento no nimero de Nbrobiasios na Amina propra,
mas nao Toram encontradas células atipicas. Enfrefanio, as alteragles encontradas ndo evidenciam a
exisiencia de toxicidade, pols elas foram bem dferentes das anormalidades poservadas para o gnupo
controle poeitivo (laur] sufato de sodio 50% plp). Desse modo, ha evidanclas de que a manipulagio das
fihas de C. dociods ndo serd towdca para os pesquisadores. Enfretanto, caso a eficaca do emaguatono
523 comprovada, estuda futuro de citotoxicidade deve ser reallzato com o produto proposto.

Comframcin do Parscar S 341

Ceepcarigao o riscs Inerenies da publcacdo dos resulados inals |unto 3 populagio
Exlste 0 fsco de que 3 pOpuiacio, 30 18 AcSEE0 305 resuilacdos nals, passe a utllzar 3 planta para

tratamento de problemas dentarios. Para evitar esse Msco, serd acrescentado ao relatdnio inal um
esciaregmento A pooulagdo de que o produto ainga ndo 2513 deponivel para wso, de que exiraios o3 plants
dnda ndo devem ser wilzados para raiamento de problemas dentanos e que o usD e qualiquer tomulagao
paira usd 0l 50 feve sar realzado com ofantacio de um ciurgido dentista

Comentarios e Conslderagies sobre 3 Pesquisa;

& pesquisadora descrevey, am detaines, oF MScOs envolvidos na reallzagdo da pesquisa O relator
conslienmy apropriaso 2 digno de divulgagdo como “modslo” de descrigan de riscos em um projeto de
pesguisa. Sendo portants conslderado "aprovato™.

Conalderagles sobre o5 Termos de spresentaqSo obrigatiia;

O pesquisadons enviaram todos o6 temos de apresantago torigattria

Racomeadagies:

Todas 35 recomendagies foram aendldas.

Concluades ou Pendénclas & Lista de Inadequagtes:

AprOva0

Sifuagho oo Parecsr:

ApTONaCD

Maceeslta Apreciagao da CONEP:

MaD

Erdaregn. HUMAITA DEHE]

Bairm! CENMTRD CEF. 4 BIT-W13

e 5 Munbciplo:  AHARGIIE A

Tebaborm: &80 Fax: NEAR005E E-mal. cepi¥om oremp br srege P oar unesp be
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Conalderagies Finale a critéro do CEP;
Projetn APROVADD 2m ses530 de 24 de seiemiio ge 2013

Comtramcilc do Parscer S0 541

ARARACUARS, 25 de Sefemin oe 2012

L.Bainador por:
Mauricio Melrellss Hagle
| Coontsnador
Efcdwimsn:  HUBAITA w80
Bairia: CENTRO CEF: 14 801005
UF: 5P Munisigio: SHAREDUSRS
Telaform: |&iioiad Fax: nEragmad E-mal: capiifom snp b meegeion unesp be
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ANEXO 2 — Parecer da Comissiao de Etica no Uso de Animais -

CEUA

CAmzun de Annguan
FACULDADE DE ODONTOLOSIA

unesp  EEwE ﬁ

Proc. CEUA n® 2872013

Araraquara, 18 de margo de 2014,

Senhoces Pesquisadores:

A Comissdio de Etica no Uso de Animal - CEUA desta Faculdade, em
reunido hoje realizada, apés a avaliagio do projeto de sua responsabilidade
intilado “AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E TESTE
DE FORMULACAO FARMACEUTICA EXPERIMENTAL CONTENDO
OLEO ESSENCIAL DE CROTON DOCTORIS S. MOORE” (Proc. CEUA o
282013) AUTORIZA a realizagdo da pesquisa, ficando a apresentagdo do
RELATORIO FINAL para MARCO/2015.

Atenciosamente.

)(2,&0 ka' s (Jw

Prof. Dr. PAULO SERGI10 CERRI
Coordenador da CEUA

A
Profa. Dra. FERNANDA LOURENCAO BRIGHENTI
DD. Pesquisadora Responsivel
a’c - Yasmin Etienne Albuquerque
Departamento de Clinica Infantil

Comanle b Dica o Lve be 2w - CRUA

Ps Manard o 1680 « Cowm - CE2 1400 « Conna o of" 31 « ANARAQUARA - 39*
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Nao autorizo a reproducao deste trabalho até 12/03/2017
(Direitos de publicagcao reservado ao autor)

Araraquara, 12 de margo de 2015.

YASMIN ETIENNE ALBUQUERQUE
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