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RESUMO

Mesmo apos o tratamento endodéntico, em dentes permanentes com apice
aberto ou fechado, infeccbes refratarias podem se desenvolver devido a
persisténcia ou invasdo de novos microrganismos patogénicos. Muitos autores
tém explorado o uso de fitoterapicos, visando obter novos compostos que
apresentem propriedades terapéuticas, como os flavonoides. Uma importante
classe dos flavonoides é a dos flavonois, caracterizados por um esqueleto
quimico de 3-hidroxiflavona, que pode estar ou nao glicosilada (ou ligada a um
agucar). Eles estdo presentes em frutas e vegetais e apresentam diversas
propriedades, como agao antimicrobiana, antioxidante, osteogénica e
antiosteoclastogénica. Sendo assim o objetivo de presente estudo foi analisar a
atividade antimicrobiana e antibiofiime de flavonois como agentes para
aplicagdo endodéntica. Os seguintes flavonois: miricetina, canferol, quercetina
e galangina foram avaliados contra Streptococcus mutans, Enterococcus
faecalis, Actinomyces israelii, Lactobacillus casei, Fusobacterium nucleatum e
Candida albicans em cultura plancténica e em biofilme de 48h, em placas de
poliestireno, apds 24h de tratamento. Os resultados mostraram valores de
CIM/CBM variando entre 0,03 e 2 mg/mL. Canferol e quercetina néao
apresentaram efeito contra nenhum microrganismo testado. Galangina reduziu
o crescimento de C. albicans e A. israelii, € miricetina teve agao bactericida
contra S. mutans, E. faecalis, A. israelii, L. casei e F. nucleatum. Quanto a acéo
antibiofilme, galangina reduziu significantemente biofilme de C. albicans e de A.
israelii. Miricetina eliminou biofilme de S. mutans e E. faecalis e reduziu biofilme
de A. israelii, L. casei e F. nucleatum. Conclui-se que, entre os flavonois
testados, a miricetina teve o melhor efeito antimicrobiano e antibiofime contra

microrganismos associados com infec¢ao endodéntica.

Palavras-chave: Flavonoides. Atividade Antimicrobiana. Biofilmes



RABELO, RL. Antimicrobial and antibiofilm activity of flavonols as agents
for endodontic application. 2018. 46f. Trabalho de Conclusdo de Curso —
Faculdade de Odontologia de Aragatuba, Universidade Estadual Paulista,
Aracatuba, 2018.

ABSTRACT

Even after endodontic treatment, in permanent teeth with open apex or closed,
refractory infections may develop due to the persistence or invasion of new
pathogenic microorganisms. Many authors have explored the use of
phytotherapics in order to obtain new compounds that have th erapeutic
properties, such as flavonoids. An important class of flavonoids is the flavonois,
characterized by a chemical skeleton of 3-hydroxyflavone, which may or may
not be glycosylated (or bound to a sugar). They are present in fruits and
vegetables and have several properties, such as antimicrobial, antioxidant,
osteogenic and antiosteoclastogenic properties. Therefore, the objective of this
study is to analyze the antimicrobial and antibiofilm activity of flavonols as
agents for endodontic application. The following flavonols: myricetin,
kaempferol, quercetin and galangin were evaluated against Streptococcus
mutans, Enterococcus faecalis, Lactobacillus casei, Actinomyces israelii,
Fusobacterium nucleatum and Candida albicans in planktonic culture and 48
hours biofilm in polystyrene plates, after 24 hours of treament. The results
showed MIC/MBC values ranging from 0.03 to 2 mg/mL. Kaempferol and
quercetin had no effect against any tested microorganism. Galangin reduced
the growth of C. albicans and A. israelii, and myricetin had bactericidal action
against S. mutans, A. israelii, L. casei and F. nucleatum. For the antibiofilm
action, galangin significantly reduced biofilm of C. albicans and A. israelii.
Mirycetin eliminated S. mutans and E. faecalis biofilms and reduced A. israelii,
L. casei and F. nucleatum biofilms. It is concluded that, among the flavonols
tested, myricetin had the best antimicrobial and antibiotic effects against

microorganisms associated with endodontic infection.

Keywords: Flavonoids. Antimicrobial Activity. Biofilms.
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1 INTRODUGAO

O preparo quimico-mecanico pelos métodos convencionais de
tratamento endoddéntico leva a uma substancial reducdo na quantidade e
diversidade de microrganismos, entretanto, ndo permite a desinfeccdo do
sistema de canais radiculares e microrganismos podem ser recuperados ao
final do tratamento ou entre as sessdes (Chavez de Paz et al., 2003). Muitos
estudos tém revelado que as bactérias Gram-positivas anaerobias facultativas
sdo mais frequentes nesses casos, incluindo Streptococcus spp., Actinomyces
spp. (A. israelii e A. odontolyticus), Propionibacterium spp., Lactobacilos spp.,
Enterococcus faecalis, entre outros (Siqueira e Rb¢as, 2009). Sakamoto et al.
(2008) detectaram 11 espécies comuns entre os casos de necessidade de
retratamento, dentre elas, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa e o
fungo Candida albicans.

Além disso, solugdes irrigadoras comuns, tais como o hipoclorito de
sédio e a digluconato de clorexidina (CHX), sdo citotdéxicos para as células
pulpares remanescentes, no caso de dentes permanentes jovens com o apice
aberto, impedindo sua aderéncia as superficies dos canais radiculares e
subsequente sintese de dentina (Ring et al., 2008). Alguns medicamentos
intracanais também possuem diversas desvantagens, como resisténcia,
citotoxicidade e imunogenicidade. O hidréxido de calcio causa resposta
inflamatoéria na polpa (Heys et al.,, 1981); o paramonoclorofenol canforado
possui exacerbado efeito citotoxico (Filho et al., 2007); o formaldeido, utilizado
como formocresol, é altamente toxico, mutagénico e carcinogénico (Lewis et
al., 1981); e os antibidticos causam resisténcia bacteriana (Cohen, 2000).

Muitos autores tém explorado o uso de fitoterapicos, visando obter
novos compostos que apresentem propriedades terapéuticas, como o0s
flavonoides. Estes sdao compostos fendlicos naturais que estdo presentes em
frutas e vegetais (Panche et al., 2016) e vem apresentando diversas
propriedades, @ como  antimicrobiana, antioxidante, osteogénica e
antiosteoclastogénica (Pietta, 2000; Tripoli et al., 2007; Sharan et al., 2009;
Pilsakova et al., 2010; Domitrovic, 2011). Eles apresentam estrutura quimica
comum, sendo constituidos por dois anéis aromaticos (A e B) unidos por trés

carbonos que formam um anel heterociclico, denominado de anel C. De acordo
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com as variagdes no anel C, os flavonoides sdo divididos em seis classes
principais: flavondis, flavonas, flavanonas, flavandis (ou catequinas),
isoflavonoides e antocianidinas. Substituicbes dos anéis A e B originam
diferentes compostos dentro de cada classe de flavonoides (Cushnie e Lamb,
2005). Uma importante classe dos flavonoides € a dos flavonois, caracterizados
por um esqueleto quimico de 3-hidroxiflavona, que pode estar ou nao
glicosilada (ou ligada a um acgucar) (Cushnie e Lamb, 2005). Eles estado
presentes em frutas e vegetais e apresentam atividades ja citadas previamente,
como antimicrobiana, antioxidante, osteogénica e antiosteoclastogénica. Dentre
os flavonois, sdo muito estudados a quercetina, miricetina, canferol e
galangina. Entretanto, existem poucos trabalhos sobre os efeitos
antimicrobianos de flavonoides sobre bactérias de interesse endodéntico,
justificando a necessidade de estudos nessa linha de pesquisa, principalmente
pelo carater natural dos compostos e, portanto, maior disponibilidade, baixo
potencial citotoxico e menor possibilidade de resisténcia microbiana.
Futuramente, os flavonoides poderiam ser incorporados em pastas ou cimentos
endodonticos como material curativo para o tratamento das pulpites

irreversiveis em dentes permanentes jovens.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 QUERCETINA

A quercetina (3,5,7,3-4’-pentahidroxi flavona), membro da classe
dos flavondis, contém cinco grupos hidroxila nas posigées 3, 5, 7, 30, 40 e um
grupo carbonila na quarta posi¢cao (Mittal et al., 2014). Dentre os flavonoides,
ela é que mais esta presente na dieta humana, variando seu consumo diario
entre 50 e 500mg (Deschner et al., 1991), e representando 95% do total dos
flavonoides ingeridos (Nijveldt et al., 2001). Como alimentos mais ricos em

quercetina, temos cebolas, macgés, cha e vinho tinto (Russo et al., 2012).

Figura 1. Férmula molecular da quercetina

Fonte: site da Sigma-Aldrich

A ingestao da quercetina consiste na sua forma glicosada, em que
ela esta ligada a um ou dois residuos de glicose (quercetina glicosideos) ou a
rutinose (quercetina rutinosideo) (Mitchell et al., 2007). E sabe-se que a
eficiéncia de sua absorcgao ¢ influenciada pela natureza da glicosilagao (Crespy
et al., 1999), sendo que a conversao da quercetina rutinosideo em glicosideo é
uma estratégia importante para aumentar a sua biodisponibilidade nos
alimentos (Olthof et al., 2000).

A quercetina é considerada um forte antioxidante devido a sua
capacidade de eliminar os radicais livres, provinda da presenga de dois
farmacodforos antioxidantes (grupo catecol no anel B e o grupo OH na posicéo 3
do anel A) (Heijnen et al., 2002) e ligar ions de metal de transi¢ao (de Souza et
al., 2004). De qualquer forma, como muitos compostos antioxidantes, a
quercetina pode mostrar atividade pro-oxidante, pelo menos em algumas
circunstancias. Isso acontece porque a quercetina-quinona (QQ), o principal

produto de oxidagédo da quercetina, reage fortemente com os tidis, causando a
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perda da funcdo da proteina. Essa toxicidade induzida por QQ foi demonstrada
em varios estudos in vitro e foi recentemente definida como o paradoxo da
quercetina, isto €, ao mesmo tempo em que oferece proteg¢ao pela eliminagéo
de espécies reativas de oxigénio, a quercetina é convertida em um produto
potencialmente toxico (Boots et al., 2007).

Ao eliminar os radicais livres, a quercetina também pode reduzir a
inflamacdo (Shoskes et al., 1999). Alguns estudos mostraram que os
flavondides quercetina e catequina inibiram trés aspectos da funcédo de
neutrofilos humanos in vitro, que sao considerados por contribuir para o
processo inflamatério: a liberagdo de enzimas lisossomais, a resposta a
quimioluminescéncia e a produgao de radicais livres (Tijburg et al., 1997; Rao
et al., 2005). Em suma, existem varios estudos que confirmam o potencial anti-
inflamatorio da quercetina, principalmente ao inibir o metabolismo de acido
araquidénio e a producdo de eicosanoides, que sao potentes mediadores
inflamatdrios (de Pascual-Teresa et al., 2004; During et al., 2013).

Ja em relagédo a sua agao antimicrobiana, no estudo de Jaisinghani
(2017), a quercetina foi testada contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Shigella flexneri, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa e Lactobacillus
casei var. shirota. Teve concentragao inibitéria minima (CIM) para S. aureus, P.
aeruginosa na concentragado de 20 yg/mL enquanto P. vulgaris e E. coli foram
inibidas nas concentragdes de 300 pg/mL e 400 upg/mL, respectivamente.
Shigella flexneri e Lactobacillus casei var. shirota foram completamente
indiferentes mesmo na concentracéo de 500 ug/mL. Mirzoeva e colaboradores
(1997) mostraram que a quercetina causa um aumento na permeabilidade da
membrana bacteriana e uma dissipac¢ao do potencial de membrana.

Além disso, no trabalho de Rauha e colaboradores (2000), em que
foi feita uma triagem antimicrobiana de 13 substancias fendlicas contra
Aspergillus niger, Bacillus subtilis, Candida albicans, Escherichia coli,
Micrococcus luteus, Pseudomonas aeruginosa, Saccharomyces cerevisiae,
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, os flavondides

quercetina e naringenina inibiram o crescimento desses organismos.
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2.2 MIRICETINA

A miricetina (MIR) é um flavonol que contém hidroxilas nas posicoes
dos carbonos 3, 5, 7, 3', 4' e &' (Wollenweber E., 1982). Encontra-se presente
em diversos vegetais, bagas e frutas, principalmente na forma de glicosideos,
ao invés de agliconas livres. (Canada A. T., 1990; Koeppen e Herrmann, 1977).
Algumas bebidas, como cha e vinho tinto, também a possuem em sua

composic¢ao (Hertog et al., 1993; Kihnau J, 1976).

Figura 2. Férmula molecular da miricetina

OH O

Fonte: site da Sigma-Aldrich

Atividades antimicrobianas, antiviréticas, antitrombodticas, e,
antiateroscleréticas, bem como efeitos antioxidantes e pro-oxidantes foram
relatadas para a miricetina (Ong e Khoo, 1997).

A miricetina exerce efeitos anti-inflamatérios e imunomoduladores,
como evidenciado na supressao da sintese de fator de necrose tumoral (TNF)-
a, interleucina (IL)-6 e IL-12p70 por células dendriticas estimuladas por
lipopolissacarideos (LPS) e macréfagos (Ko, 2012; Fu et al., 2013); na redugéo
da secrecgao de citocinas e histaminas pro-inflamatérias por mastécitos (Park et
al., 2008) e no aumento da producéao de interleucina IL-10 anti-inflamatdria por
macroéfagos (Ferreira et al., 2013). A inibicdo do fator nuclear de transcrigcao kB
também esta intimamente relacionada ao seu efeito anti-inflamatério (Park et
al., 2008; Ko, 2012; Ferreira et al., 2013; Fu et al., 2013).

Outros efeitos bioldgicos da miricetina compreendem efeitos
antidiabéticos via atenuacado da hiperglicemia e regulacdo do metabolismo do
glicogénio (Ong e Khoo, 2000); efeitos antitumorais obtidos através da

quimioprevengao e da inibicdo do crescimento de células cancerigenas
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(Kumamoto et al., 2009; Maggioni et al., 2014), e agdo analgésica devido a
modulagao da atividade dos canais de calcio nos neurdnios (Hagenacker et al.,
2010).

Quanto a sua acgao antioxidante, foi relatado também que a
miricetina é eficaz na remogao de radicais gerados por sistemas enzimaticos e
nao enzimaticos. O malonaldeido (MDA) é produzido quando os lipidios sofrem
peroxidacao e é frequentemente usado como indicador de peroxidagao lipidica
ndo enzimatica (Ong e Khoo, 1997). A miricetina inibiu a formac¢ado de MDA do
acido araquidénico (Robak et al., 1986) em microssomas hepaticos de ratos
(Robak e Gryglewski, 1988) e a formacao de MDA estimulada por ascorbato
em lipidios hepaticos (Robak et al., 1988).

A miricetina atuando como agente antiviral esta relacionada a sua
capacidade de inibir a transcriptase reversa do virus da leucemia murina de
Moloney, do virus da leucemia murina de Rauscher e do virus da
imunodeficiéncia humana (Ono et al., 1990).

Alguns estudos mostraram que hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos, como o benzo(a)pireno, sdo um dos possiveis causadores de
cancer na pele e nos pulmdées em animais experimentais (Boutwell, 1977;
Buening et al., 1978; Deutsch-Wengel et al., 1983). Mukhtar e colaboradores
verificaram que a miricetina diminuiu o risco de tumorigenicidade cuténea
induzida por hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (Mukhtar et al., 1988).

No trabalho de Grenier e colaboradores (2015), o efeito da miricetina
foi estudado quanto as propriedades de crescimento e viruléncia de
Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis), bem como na resposta inflamatoria
induzida por P. gingivalis em células hospedeiras. A atividade quelante de ferro
da miricetina pode ser atribuida a atividade antibacteriana deste flavonol. Ela
atenuou a viruléncia de P. gingivalis ao reduzir a expressdo de genes que
codificam importantes fatores de viruléncia, incluindo proteinases (rgpA, rgpB e
kgp) e adesinas (fimA, hagA e hagB). A miricetina também impediu, de forma
dependente da dose, a ativacdo do NF-kB em um modelo de mondcito. Além
disso, inibiu a secrecdo de IL-6, IL-8 e MMP-3 por fibroblastos gengivais
estimulados por P. gingivalis. Cai e Wu (1996) mostraram que a miricetina
apresentou efeito inibitério contra patdégenos periodontais Gram-negativos

como P. gingivalis e Prevotella intermedia em baixa concentragéo (20ug/mL),
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mas baixa atividade contra S. mutans e Actinomyces viscosus com valores de
CIM de 2500 e 1250 pg/mL, respectivamente. Na concentragao de 0,5 mg/mL,
outro estudo mostrou que a miricetina apresentou significantes zonas de
inibicdo, variando entre 134 e 19.2mm contra Bacillus subtilis,
Corynebacterium diphtheria, Corynebacterium pseudodiphtheriticum,
Micrococcus  lysodiecticus, S. aureus, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus saprophyticus, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,
Streptococcus pneumonia, Streptococcus pyogenes, E. coli, Klebsiella
pneumonia, Proteus mirabilis, P. aeruginosa, Salmonella enterica sorovar
Typhi, Salmonella paratyphi, Shigella dysenteriae, Shigella sonneie e Shigella
flexneriae, mas a poténcia foi maior para bactérias Gram positivas
(Thiyagarajah et al., 1991).

2.3 CANFEROL

O canferol (3,5,7-tri-hidroxi-2-(4-hidroxifenil)-4H-1-benzopiran-4-
ona), outro membro da classe dos flavondis, encontra-se principalmente na
composicao de magas, brocolis, morangos, feijbes e cha (Somerset e
Johannot, 2008), e em plantas usadas na medicina tradicional (Calderdn-
Montafio et al., 2011). Ele pode ser estar ligado a agucares como glicose,

ramnose, galactose e rutinose formando glicosideos (Calderén-Montafio et al.,
2011).

Figura 3. Férmula molecular do canferol
OH

OH O

Fonte: site da Sigma-Aldrich

Canferol tém mostrado excelente atividade antioxidante e pode
reagir com H202, HOCI, superoxido, oxido nitrico, entre outros, em ensaios em
cultura de células (Vellosa et al., 2011). Este flavonol atua, quando em baixas

concentracdes, diretamente no peroxinitrito (espécies reativas de nitrogénio) e
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em radicais hidroxila, enquanto que em altas concentracbes, aumenta a
expressao de enzimas antioxidantes (Calderén-Montaro et al., 2011).

Numerosos estudos mostraram que o estresse oxidativo extenso
pode levar a inflamagao crénica, que, por sua vez, resulta em doengas como o
cancer e nos disturbios cardiovasculares e neurologicos (Reuter et al., 2010).
Diversos trabalhos relatam que o canferol, os glicosideos de canferol e/ou as
plantas contendo canferol apresentaram atividade antiinflamatéria ndo apenas
in vitro, mas também in vivo (Park et al., 2009; Kim et al., 2010; De Melo et al.,
2009; Della et al., 1988).

Como efeito anticancerigeno, foi estudada a acdo do canferol na
reducdo do risco de desenvolvimento de alguns tipos de céancer, incluindo
cancer de ovario (Gates et al., 2007), cancer gastrico (Garcia-Closas et al.,
1999), cancer de pancreas (Nothlings et al., 2007) e cancer de pulmao (Cui et
al., 2008; Garcia-Closas et al., 1998).

Em relacdo a atividade antibacteriana, existem varios estudos
mostrando o efeito inibitério do canferol sobre algumas espécies. Kataoka e
colaborados inocularam Helicobacter pylori em gerbilos, e apods quatro
semanas foi administrado canferol, via oral, duas vezes por dia durante 10 dias.
Observou-se entdo que o flavonol diminuiu significativamente o numero de
coldénias da bactéria no estbmago dos roedores (Kataoka et al., 2001). Em
outro estudo, Habbu et al (2009) observaram que a administracdo oral de
canferol-7-O-metil-3-sulfato (2 mg/Kg, diariamente por 7 dias) aumentou
significativamente a sobrevida de camundongos infectados com a bactéria
Klebsiella pneumoniae. Sugeriu-se que o canferol possa ser usado em
combinagdo com antibidticos em casos de resisténcia, pois ele e seus
glicosideos podem atuar sinergicamente com esses farmacos contra bactérias
(Lim et al., 2007; Otsuka et al., 2008; Xu et al., 2001).

No estudo de Wu e colaborados (2013), a atividade inibitéria de trés
flavonas polimetoxiladas (PMFs), trés flavonas e quatro flavondis contra
Escherichia coli foram determinadas usando o método de microdiluicdo. Dentre
0os compostos, o canferol exibiu a maior atividade antibacteriana (CIM = 25
pMg/mL), enquanto a nobiletina apresentou a menor atividade (CIM = 177

pg/mL).
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2.4 GALANGINA

Outro flavonol € a galangina (GAL) (3,5,7-trihidroxiflavona), presente
em alta concentragdo na proépolis, substancia resinosa produzida por abelhas
por meio da mistura de suas secregbes com produtos obtidos de diversas
plantas (Heo et al., 2001).

Figura 4. Férmula molecular da galangina

HO @

OH
OH O

Fonte: site da Sigma-Aldrich

Diversos estudos mostram que a galangina possui atividade
farmacologica como a agao antioxidante e anti-mutagénica (Cushnie e Lamb,
2006; Gwak et al., 2011; Heo et al., 2001). E além desses efeitos, a galangina
apresenta acado anti-obesidade, anti-inflamatdria, antimicrobiana e antiviral in
vitro e in vivo (Wang et al, 2002; Miyajima et al, 2004; Cushnie et al, 2007;
Meyer et al, 1997; Sinha et al, 2014). Foi relatado também que este composto
inibe a inflamagéo de causa alérgica derivada de mastdcitos (Kim et al, 2013).

Em um estudo realizado por Afolayan e colaboradores (1997),
verificou que a galangina teve atividade inibitéria contra Aspergillus tamarii,
Aspergillus flavus, Cladosporium sphaerospermum, Penicillium digitatum and
Penicillium italicum. Ja na revisdo de Cushnie e colaboradores (2003), a
galangina mostrou ter uma concentracao inibitéria minima de 25 a 50 ug/mL
contra seis cepas de S. aureus, mas atividade desprezivel contra as outras
espécies (Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa), revelando baixo nivel de espectro de atividade

antibacteriana.
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3 OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana e
antibiofiime dos flavonois: quercetina, miricetina, canferol e galangina sobre
Streptococcus  mutans, Enterococcus faecalis, Actinomyces israelii,
Lactobacillus casei, Fusobacterium nucleatum e Candida albicans, visando

buscar agentes terapéuticos para aplicacdo endodéntica.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Flavonoides e Controles

Os flavonois Quercetina (Q4951, Sigma), Miricetina (#70050,
Sigma) Canferol (#60010Sigma) e Galangina (#282200, Sigma) foram
comprados da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Solugdes
estoques dos flavonoides foram preparadas e congeladas em DMSO (Sigma
Aldrich). Como controle positivo foi avaliado o digluconato de clorexidina

(Farmacia Manipullis, Aragatuba — SP/BR).

4.2 Cepas microbianas e condi¢des de crescimento

Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana foram utilizadas as
seguintes cepas bacterianas padrao: Streptococcus mutans (ATCC 25175)
Enterococcus faecalis (ATCC 51299), Actinomyces israeli (ATCC 12102),
Lactobacillus casei (ATCC 393), Fusobacterium nucleatum (NCTC 11326) e
uma levedura — Candida albicans (ATCC 26790). Os meios de culturas usados
para cada espécie bacteriana foram os seguintes: Mitis Salivarius Agar da Difco
Laboratories (Detroit, MlI, EUA) para S. mutans, Brain Heart Infusion Agar —
BHIA (Difco) para A. israelii e E. faecalis, Rogosa Agar (Difco) para L. casei e
Sabouraud Dextrose Agar — SDA (Difco) contendo cloranfenicol (40mg/ml) para
C. albicans. Para F. nucleatum, BHIA foi suplementado com 5 mg/mL de
hemina, 10mg/mL de menadiona, extrato de levedura (YE, Difco) e 5% de
sangue desfibrinado de carneiro. Todas as cepas sao certificadas e foram
doadas pela Fundagdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, Rio de Janeiro. A pureza
das cepas foi confirmada pelo método de Gram. As cepas microbianas foram
reativadas em seus respectivos meios de cultura, incubadas a 37°C durante
24h em aerobiose (C. albicans), ou atmosfera de 5% de CO2 (Incubadora,
HF212-UV) (S. mutans, E. faecalis, A. israelii e L. casei) ou em jarras de
anaerobiose a 37°C contendo geradores de anaerobiose (AnaeroGen™ 2 5L
Atmosphere Generation Systems) (F. nucleatum), para posterior obtengao das

suspensdes bacterianas.

4.3 Analise da atividade antimicrobiana em cultura plancténica
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4.31 Ensaios de CIM (concentragdo inibitéria minima) e CBM/CFM
(concentragao bactericida/fungicida minima)

Para essa analise foram realizados ensaios para determinar a
concentragdo inibitéria minima (CIM) e a concentragcdo bactericida/fungicida
minima (CBM/CFM). As CIMs e CBM/CFMs foram determinadas pelo método
de microdiluicdo em caldo, baseados nas normas do CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute). Resumidamente, quando a cultura atingiu a
fase logaritmica, as células foram separadas por centrifugacéo a 2.686xg por
10 minutos a 4° C. Estas foram lavadas em solugao salina e suspendidas em
caldo Mueller-Hinton - MH (Difco) para bactérias, BHI com hemina e
menadiona para F. nucleatum e RPMI (Sigma) para C. albicans. Em seguida, o
numero de células foi ajustado utilizando-se MH ou RPMI 2x concentrado para
obtengdo de 10° células/mL para bactérias e 10° células/mL para fungos. Um
in6culo de 50uL foi entdo incubado em 50uL da diluicdo seriada do
antimicrobiano em agua destilada estéril (0,003 — 2mg/mL). Apds incubacgao
por 24h a 37°C, as placas de microtitulacdo foram analisadas a 550nm em um
leitor de Microplacas (BioTek Instruments, USA). Foram realizados trés ensaios
independentes. Suspensdes bacterianas foram incubadas em agua destilada
estéril, DMSO e digluconato de clorexidina, como controles. A CIM foi definida
como a menor concentracdo do antimicrobiano teste ou da clorexidina que nao
houve crescimento detectavel pela leitura. Uma solugéo de resazurina (R7017
— Sigma Aldrich) a 0,5ug/mL foi utilizada para auxiliar na determinagao da CIM.
Os meios contendo essa concentracdo do CIM e duas concentracbes maiores
foram diluidos seriadamente e plaqueadas em meio Mueller-Hinton Agar (MHA)
ou SDA e incubados a 37° C por 48h para determinagcao da CBM/CFM. As UFC
(Unidades formadoras de colbnia) foram contadas com auxilio de

estereomicroscopio binocular (Labomed, USA).

4.4 Andlise da atividade antimicrobiana em biofilme
4.4.1 Efeito dos flavonoides sobre o biofilme formado em microplacas

Os ensaios de biofilme foram conduzidos apenas com os flavonoides
que inibiram 100% do crescimento microbiano na cultura planctonica
(CBM<2mg/mL). Os ensaios foram realizados de acordo com Massunari et al.

(2017). Microplacas de 96 pogos com fundo em U receberam um pré-
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tratamento com 200uL/pogo de saliva artificial (composi¢cdo: 800mL de agua
deionizada, 1,6g de extrato de levedura, 4g de peptona, 0,28g de NaCl, 1,6g de
glicose ou 3,2g de sacarose, 0,16g de CaCl2, 0,16g de KCI e 0,8g de mucina)
durante um periodo de 4 horas a 37°C na estufa de 5% CO, (coating phase).
Apos o periodo de incubagao, a saliva foi removida e cada pogo recebeu 20yl
da suspens&o microbiana (10°UFC/mL) e 180uL de caldo BHI suplementado
com 1% de glicose para as bactérias e SDA também suplementado para
Candida albicans. As placas foram incubadas a 37°C na estufa de CO,. Apds
48 horas, o meio de cultura foi removido e os pogos lavados com solugéo
salina estéril (0.9% NaCl) para a remoc¢ao das células ndo aderidas.
Posteriormente, 200uL de cada flavonoide (2,5x a 10x CBM/CFM, limitando a 5
mg/mL) foi colocado em cada pogo e as placas incubadas por 24h. Todos os
pocos foram entdo plagueados em BHIA ou SDA e as placas incubadas
novamente durante 24-48 horas. Apos esse periodo foi realizada a leitura das
placas por meio da contagem das UFC. Digluconato de Clorexidina ou
Anfotericina (5/10x CFM) foram utilizados como controle positivo e o biofilme
em meio DMSO (sem antimicrobiano teste) como controle negativo. Os ensaios
foram realizados em triplicata para cada microrganismo em trés experimentos

independentes.

4.5 Analise estatistica

Os resultados das contagens de UFC/mL foram transformados em
logio (UFC+1) e a percentagem de viabilidade microbiana foi determinada
considerando a média da contagem para o controle (H20) como 100%. Os
dados foram considerados paramétricos por meio do teste de Kolmogorov-

Smirnov e submetidos aos testes de ANOVA, seguido pelo teste de Tukey.
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5 RESULTADOS

5.1 Analise da atividade antimicrobiana em cultura planctonica
5.1.1 Ensaios de CIM (concentracao inibitéria minima) e CBM/CFM
(concentragao bactericida/fungicida minima)

As CIMs e CBM/CFM encontradas para os flavonoides variaram de
0,03mg/mL a 2mg/mL e s&o apresentadas na tabela 1. Os flavonoides canferol
e quercetina ndo apresentaram atividade antimicrobiana para nenhuma cepa
avaliada (CIM>2mg/mL). Galangina apresentou atividade inibitéria e bactericida
para A. israelli e reduziu o crescimento de Candida albicans. Ja a miricetina foi
capaz de inibir ou eliminar quase todos os microrganismos para qual foi
testada, exceto C. albicans. O mais sensivel dos microrganismos foi
Actinomyces israelli que teve seu crescimento afetado tanto pela galangina
quanto pela miricetina. Somente os grupos em que foi possivel determinar a
CBM, ou seja, 100% de eliminagdo do microrganismo no teste de cultura
planctdénica, foram selecionados para o ensaio de biofilme, sendo ent&o
galangina para C. albicans e A. israelii e miricetina para S. mutans, A. israelii

e L. casei e F. nucleatum.

Tabela 1. Valores de CIM e CBM/CFM (em mg/mL) para os compostos contra os
microrganismos avaliados

Flavonol Microrganismo CiM CBM/CFM
(mg/mL) (mg/mL)
S. mutans >2 >2
E. faecalis >2 >2
Galangina A. israel{i 0,031 0,031
L. casei >2 >2
F. nucleatum >2 >2
C. albicans 2 2
S. mutans 0,5 0,5
E. faecalis 2 2
S A. israelii 0,25 0,5
Miricetina .
L. casei 1 2
F. nucleatum 0,125 0,25
C. albicans >2 >2
S. mutans 0,0002 0,002
E. faecalis 0,004 0,004
Clorexidina A. israelii 0,002 0,002
L. casei 0,002 0,004
F. nucleatum 0,004 0,004
Anfotericina B C. albicans 0,009 0,009

Fonte: elaborado pelo autor
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5.2 Analise da atividade antimicrobiana em biofilme
5.2.1 Efeito dos flavonoides sobre o biofilme formado em microplacas

As figuras 5, 6, 7, 8, 9 e 10 apresentam a porcentagem de redugéo
bacteriana dos biofiimes tratados com os flavonois que apresentaram
CBM/CFM para os microrganismos S. mutans, E. faecalis, A. israelii, L. casei,
F. nucleatum e C. albicans. O flavonoide miricetina foi capaz de eliminar
totalmente o biofilme de S. mutans e E. faecalis, nas concentracdes testadas.
Miricetina e galangina promoveram a redugado significativa do biofiime de A.
israelii, entretanto nenhum desses foi capaz de elimina-lo. A melhor agao
contra biofilme de L. casei foi demonstrada pela miricetina, superior ao controle
CHX 10xCBM. O biofime de F. nucleatum também foi reduzido
significativamente pela miricetina. Ja em relacdo ao biofime de Candida
albicans, houve uma reducgao significativa do biofilme formado, porém nas
concentragbes testadas, a galangina nao foi capaz de elimina-lo

completamente, assim como o controle positivo, Anfotericina B.

Figura 5. Efeito da miricetina e CHX sobre o biofilme de S. mutans.
2 Letras diferentes mostram diferengca estatistica entre os grupos, segundo os testes de
ANOVA/Tukey, considerando p<0,05.
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Fonte: elaborado pelo autor



Figura 6. Efeito da miricetina e CHX sobre o biofilme de E. faecalis.
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2 Letras diferentes mostram diferenca estatistica entre os grupos, segundo os testes de
ANOVA/Tukey, considerando p<0,05.
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Fonte: elaborado pelo autor

Figura 7. Efeito da miricetina, galangina e CHX sobre o biofilme de A. israelii.

2 Letras diferentes mostram diferengca estatistica entre os grupos, segundo os testes de
ANOVA/Tukey, considerando p<0,05.
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Figura 8. Efeito da miricetina e CHX sobre o biofilme de L. casei.
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2 Letras diferentes mostram diferenca estatistica entre os grupos, segundo os testes de
ANOVA/Tukey, considerando p<0,05.
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Figura 9. Efeito da miricetina e controle CHX sobre o biofilme de F. nucleatum.

@ Letras diferentes mostram diferenga estatistica entre os grupos, segundo os testes de
ANOVA/Tukey, considerando p<0,05.
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Figura 10. Efeito da galangina e anfotericina sobre o biofilme de C. albicans.
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2 Letras diferentes mostram diferenca estatistica entre os grupos, segundo os testes de
ANOVA/Tukey, considerando p<0,05.
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho, a quercetina e o canferol ndo apresentaram
atividade antimicrobiana para nenhum dos microrganismos testados. De modo
contrario, no estudo de Jaisinghani (2017), a quercetina teve concentragéo
inibitéria minima para S. aureus, P. aeruginosa na concentracdo de 20 pg/mL
enquanto P. vulgaris e E. coli foram inibidas nas concentragdes de 300 ug/mL e
400 ug/mL, respectivamente. Porém, Shigella flexneri e Lactobacillus casei var.
shirota foram completamente indiferentes a quercetina mesmo na concentragao
de 500 pg/mL, mostrando que a acdo da quercetina pode variar entre
microrganismos. Em estudo de Wu e colaborados (2013) que avaliaram a
atividade inibitéria de trés flavonas polimetoxiladas (PMFs), trés flavonas e
quatro flavondis por meio do método de microdiluicdo, o canferol exibiu a maior
atividade antibacteriana (CIM = 25 ug/mL) contra Escherichia coli. Pode-se
especular que haja diferenga na execu¢ado do método de microdiluigdo entre os
estudos e variagado na atividade antimicrobiana de acordo com a espécie ou até
mesmo a cepa bacteriana ou fungica estudada.

Neste presente estudo, a galangina inibiu apenas A. israelii e C.
albicans e a miricetina destacou-se ao afetar todas as bactérias S. mutans, E.
faecalis, A israelii, L. casei e F. nucleatum, tanto na agao inibitéria quanto na
bactericida, porém nao teve efeito sobre C. albicans. Em revisao de Cushnie e
colaboradores (2003), foi notado reduzido espectro de agdo da galangina,
mostrando ter agao inibitoria contra S. aureus, mas atividade desprezivel contra
as outras espécies como Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Ja a miricetina mostrou amplo
espectro de acgao inibindo patégenos periodontais Gram-negativos, como P.
gingivalis e P. intermedia em baixa concentragado (20ug/mL) (Cai e Wu, 1996)
e outros patogenos Gram-positivos e Gram-negativos como B. subtilis,
Corynebacterium diphtheria, C. diphtheriticum, Micrococcus lysodiecticus, S.
aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus, E. faecalis, E. faecium, Streptococcus
pneumonia, S. pyogenes, E. coli, K. pneumonia, P. mirabilis, P. aeruginosa, S.
typhi, S. paratyphi, S. dysenteriae, S. sonneie and S. flexneriae, mas a
poténcia foi maior para bactérias Gram positivas (Thiyagarajah et al., 1991).

Quanto a agdo sobre C. albicans, o estudo apontou o efeito antifungico do
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extrato de Chrysobalanus icaco contendo flavonoides como miricetina, rutina e
quercetina, sobre isolados clinicos de C. albicans (CIM 3,12-6,25 mg/mL) e
efeito sobre cepa padrao de C. albicans (ATCC) com CIM < 1,56 mg/mL (Silva
et al., 2017).

A acéo antibiofilme da miricetina foi capaz de eliminar S. mutans e E.
faecalis e promover uma reducgao significativa do biofilme de A. israelii, L. casei
e F. nucleatum. Quando comparada ao grupo controle, a miricetina reduziu
significantemente o biofilme de A. israelii, de forma similar ao da clorexidina 5x
e menor em relag&o a clorexidina 10x. Quanto a ac&o antibiofilme da galangina,
também apresentou uma redugao significativa para o biofilme de A. israelli e
para o da C. albicans reduzindo similarmente ao controle anfotericina nas duas
concentragdes, 5x e 10x. A combinagao de miricetina com farnesol e fluoreto
mostrou efeito in vitro alterando a sintese de matriz de polissacarideos
extracelulares e a habilidade de tolerar estresses de S. mutans e também teve
efeito in vivo reduzindo o desenvolvimento de lesdes de carie em ratos, sem
alterar a populagao total e niveis de S. mutans dentro do biofilme (Falsetta et
al., 2012). Em estudo recente, Rocha et al. (2018) verificou que essa
combinagao também reduziu significantemente polissacarideos extracelulares
na matriz do biofilme misto formado por S. mutans e C. albicans. Rodriguéz-
Pérez et al. (2016) também mostraram efeito da miricetina reduzindo
significantemente biofime de E. coli comparada ao controle sem
antimicrobianos. Contudo, ainda ha poucos estudos sobre o efeito antibiofilme
da miricetina. Quanto a galangina, no estudo de Gabriela et al. (2014), avaliou-
se o efeito da planta Zuccagnia punctata Cav. sobre o crescimento e fatores de
viruléncia de espécies de Candida, demonstrando valores de CIM de 400
pug/mL e CFM entre 400 e 1200 ug/mL. Os principais compostos isolados dessa
planta foram chalconas, galangina, crisina, naringenina e pinocembrina. Esses
compostos, quando isolados, foram mais efetivos como inibidores da formagéao
de biofilme de Candida e ao inibir exoenzimas desses fungos que o proprio
extrato da planta.

De forma geral, estudos prévios sugeriram que a atividade
antibacteriana dos flavonoides pode estar atribuida a trés mecanismos de
agao: 1) dano a membrana citoplasmatica, sendo por perfuragao (lkigai et al,

1993) ou na redugédo na fluidez da membrana (Tsuchiya et al, 2000) ou
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gerando peroxido de hidrogénio (Arakawa et al, 2004); 2) inibicdo da sintese de
acidos nucleicos (Mori et al, 1987), causada pela inibicdo da topoisomerase
(Bernard et al., 1997; Plaper et al., 2003), e 3) a inibicdo do metabolismo
energético, sendo pela inibigdo da NADH-citocromo c-redutase (Haraguchi et
al, 1998) ou através da inibicdo da sintese de ATP (Chinnam et al, 2010).
Novos dois mecanismos foram apontados, sendo a inibicdo da sintese da
parede celular (causada pela inibicdo da d-alanina-d-alanina ligase (Wu et al,
2008) e a inibicdo da sintese da membrana celular, provocada ao inibir os
genes FabG (Zhang et al, 2004; Li et al, 2006; Zhang et al, 2008), Fabl (Zhang
et al, 2004), FabZ (Zhang et al, 2008), Rv0636 (Brown et al, 2007) ou KAS Il
(Jeong et al, 2009).

Quanto ao mecanismo de agado especificamente da galangina e da
miricetina, poucos estudos foram encontrados na literatura. Ouyang et al.
(2018) notaram que galangina inibiu significantemente a expressao de genes
de hidrolases de mureina (atl, lytM, and lytN) e seus genes regulatorios (cidR,
cidA, and cidB) mostrando ter efeito na sintese da parede celular de
Staphylococcus aureus. Para a miricetina, estudo apontou seu efeito inibitorio
sobre a helicase DnaB de E. coli com valor de IC50 de 11.3 pM, sendo que
essa enzima tem papel crucial na replicagao e elongacéo do DNA (Griep et al.,
2007). Assim, mais estudos sdo necessarios para avaliar os efeitos
antimicrobiano e antibiofiime de miricetina e galangina e seus possiveis

mecanismos de acgao.
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que, entre os flavonois testados, a miricetina teve o
melhor efeito antimicrobiano e antibiofime contra microrganismos associados

com infecgao endodéntica.
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