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Resumo

A utilizacdo de 6leos essenciais tem sido amplamente difundida no tratamento de doencas
infecciosas que acometem a cavidade oral por serem eficazes contra patdgenos presentes em
biofilme. Dentre estes produtos de origem natural, destaca-se o Terpinen-4-ol um biocida
membrana-ativo, com amplo espectro de a¢do contra bactérias gram-positivas, gram-negativas
e bactérias multi-resistentes. Neste estudo, investigou-se o efeito antimicrobiano do Terpinen-
4-ol sobre culturas planctonicas e biofilmes de Streptococcus mutans (S. mutans) e a
expressao génica de glucano de ligacdo de proteina A (gbpA) envolvido na adesdo em
biofilme. A atividade antimicrobiana do Terpinen-4-ol (0.059 % a 0.95 %) foi avaliada pelo
teste de microdiluicdo em caldo com a determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM) para o microrganismo na forma
planctonica. O biofilme formado em placa de cultura celular foi tratado com diferentes
concentragOes de Terpinen-4-ol e o metabolismo celular do biofilme resultante foi avaliado
por meio de ensaio de hidroxido de 2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfo-fenil) -2H-tetrazo6lio-5-
caboxanilide (XTT). A anélise do biofilme formado sobre blocos de esmalte e dentina
tratados com Terpinen-4-ol (0.24 % e 0.95 %) e Clorexidina (CHX 0.12 %) durante 60
segundos foi realizada por meio de ensaio de XTT e razdo espectral (verde/vermelho) das
imagens obtidas por Microscopia Confocal de Varredura a Laser (MCVL). A expressao
génica de gbpA foi investigada por RT-PCR quantitativo ap6s exposicdo de S. mutans ao
Terpinen-4-ol e CHX por 15 e 30 minutos. Os dados obtidos apresentaram distribuicdo
normal e, portanto, foram utilizados os testes paramétricos de ANOVA One-way e de Tukey.
Todos os testes estatisticos foram considerados em nivel de significancia de 5% (p<0.05).
Terpinen-4-ol demonstrou atividade antimicrobiana a partir da concentragao de 0.24 % tanto
para 0 microrganismo em cultura plancténica quanto para biofilme formado em placa de
cultura celular e esmalte, com reducdo microbiana proxima a 100 %. Nao houve diferenca
estatisticamente significante entre Terpinen-4-ol e CHX. Para biofilme em dentina, a
concentragdo de Terpinen-4-ol 0.95 % apresentou atividade antimicrobiana tanto pela analise
por XTT quanto por MCVL. Houve reducdo na expressédo de gbpA quando em contato com
Terpinen-4-ol durante 15 minutos, no entanto a superexpressdo génica ocorreu a partir dos 30
minutos de exposicdo. CHX levou a superexpressdo do gene gbpA em todos o0s tempos
testados. Estes achados demonstram que Terpinen-4-ol apresenta importante atividade
antimicrobiana e capacidade de modulagéo da expressdo de genes envolvidos na formagéo de
biofilme cariogénico, podendo ser utilizado no tratamento de doencas infecciosas bucais.

Palavras-chave: Fatores de viruléncia. Carie dentaria. Medicamentos Fitoterapicos.



Bordini EAF. Evaluation of virulence factors, antimicrobial activity and cariogenic bacteria
cell viability in the presence of Terpinen-4-ol: in vitro study [Dissertacdo de Mestrado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP; 2016

Abstract

The use of essential oils has been widespread in the treatment of infectious diseases that affect
the oral cavity to be effective against pathogens in biofilms. Among these natural products,
there is the Terpinen-4-ol a biocide membrane-active, with broad spectrum of action against
gram-positive bacteria, gram-negative and multi-resistant bacteria. In this study, we
investigated the antimicrobial effect of Terpinen-4-ol on planktonic and biofilm cultures of
Streptococcus mutans (S. mutans) and gene expression gbpA (glucan binding protein A)
involved in the adhesion of biofilm. The antimicrobial activity of Terpinen-4-ol (0.059 % to
0.95 %) was assessed by the broth microdilution test for the determination of MIC and MBC
for the microorganism in planktonic form. The biofilm formed in cell culture plate were
treated with different concentrations of Terpinen-4-ol and cell metabolism resulting plaque
was assessed using the hidréxido de 2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfo-fenil) -2H-tetrazélio-5-
caboxanilide (XTT). The analysis of the biofilm formed on enamel blocks and dentin treated
with Terpinen-4-ol (0.24 % and 0.95 %) and chlorhexidine (CHX 0.12 %) for 60 seconds was
performed by XTT assay and spectral Ratio (Green/Red) of images obtained by microscopy
Laser Scanning Confocal (CLSM). The gbpA gene expression was investigated by
quantitative RT-PCR after S. mutans have been exposed to Terpinen-4-ol and CHX for 15 and
30 minutes. The data were normally distributed and therefore parametric tests of ANOVA
One-way and Tukey were used. All statistical tests were considered at a significance level of
5 % (p<0.05). Terpinen-4-ol showed antimicrobial activity at concentrations 0.24% for both
planktonic microorganisms in culture and to biofilm formation in cell culture plate and
enamel with microbial reduction near 100 %. There was no statistically significant difference
between Terpinen-4-ol and CHX. For biofilm on dentin, the concentration of Terpinen-4-ol
0.95 % showed antimicrobial activity both by analysis by XTT and by CLSM. There was a
reduction in gbpA expression when in contact with Terpinen-4-ol for 15 minutes, however the
gene overexpression occurred after 30 minutes of exposure. CHX caused overexpression of
the gbpA gene in all tested times. These findings demonstrate that Terpinen-4-ol shows a
significant antimicrobial activity and ability to modulate the expression of genes involved in
cariogenic biofilm formation, can be used in treating oral infectious diseases.

Keyword: Virulence Factors. Dental Caries. Phytotherapeutic Drugs.
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1 INTRODUCAO

A cavidade oral é um ambiente dindmico e adequado para o crescimento de
aproximadamente 700 espécies microbianas (Kayalvizhi et al.®, 2013). Essa diversidade de
colonizacdo se deve a presenca de alguns fatores, como umidade, oxigénio, temperatura,
variacBes no pH, fornecimento de nutrientes (Legétiova, Bujdakova®, 2015) e carboidratos
(Barbieri et al.°, 2014) que devem estar em equilibrio para que ndo favoreca o
desenvolvimento de doencas bucais (Do et al.'®, 2013).

Nesse ambiente, 0s microrganismos organizam-se sobre superficies naturais (dentes,
mucosa) ou artificiais (prétese, implantes), formando os biofilmes dentarios que sao estruturas
altamente organizadas e estruturadas, embutidas em uma massa de polissacarideos
extracelulares, que é resultado da sua aderéncia e multiplicacdo (Jenkinson, Lappin-Scott®,
2001; Belibasakis’, 2014).

A matriz de polissacarideos extracelulares determina a maioria das propriedades
fisicas, quimicas e bioldgicas dos biofilmes, sendo responsavel pela sua morfologia, estrutura,
coesdo e integridade funcional. As interacfes que permitem a agregacdo de diferentes
espécies microbianas neste biofilme envolvem a participacdo de adesinas extracelulares
produzidas por algumas bactérias, mantendo-as em posicdo ao longo do substrato soélido
(Almeida et al.}, 2002). O consumo frequente de carboidratos fermentaveis produz quedas
constantes no pH do biofilme, com ruptura na homeostasia entre o hospedeiro e 0s
microrganismos, criando um ambiente para que espécies acidiricas que encontravam-se
presentes em menor proporcdo no biofilme se desenvolvam e, consequentemente ocorra o
aparecimento de patologias, como a cérie (Marsh*, 2006; Filoche et al.?’, 2010; Do et al.*,
2013).

O S. mutans é um colonizador primario (Lee®*, 2013; Jung et al.?°, 2014), considerado
o principal agente etioldgico da cérie e quando em associagdo com Streptococcus sobrinus
produz 4&cido no interior do biofilme tornando esse ambiente favordvel para o
desenvolvimento de outras espécies bacterianas como Lactobacillus spp. que sdo bacterias
cariogénicas com importante funcéo na formacdo da cérie de dentina (Mei et al.*® 2013).

A colonizagéo do biofilme por S. mutans ocorre devido a produgdo de uma variedade
de fatores de viruléncia que lhe permite a utilizacdo de fontes de hidratos de carbono,
manutencdo do metabolismo ativo em ambiente &cido e sobrevivéncia em baixo pH. Uma
caracteristica que o distingue das demais espécies € a capacidade de se acumular em grandes
proporcdes na presenca de sacarose. A sacarose € um substrato utilizado por trés enzimas do


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leg%C3%A9%C5%88ov%C3%A1%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26795221
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bujd%C3%A1kov%C3%A1%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26795221
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S. mutans denominadas glicosiltransferases (GTFS - GTFB, GTFC e GTFD), que clivam
moléculas de sacarose e polimerizam os radicais de glicose em glucanos aderentes (Lynch et
al.*®, 2013). Estes glucanos sdo polimeros insol(iveis em agua, que participam da formagéo do
biofilme cariogénico (Matsui, Cvitkovitch*, 2010) e auxilia a manutencdo do 4cido latico
produzido pelo S. mutans no interior do biofilme, promovendo a desmineralizagéo dos tecidos
duros dentérios, como o esmalte, tornando-0s mais susceptiveis ao aparecimento de leses
cariosas (Filoche et al.?°, 2010; Marsh**, 2006).

Dentre os glucanos produzidos pelo S. mutans destaca-se 0 GbpA, uma proteina que
esta envolvida na adesdo celular bacteriana a superficie do dente, que contribui para o
desenvolvimento de um biofilme com étimas propriedades e minimiza o stress sobre a
populacdo bacteriana que nele esta presente. Além disto, testes in vitro e in vivo demonstram
que esta proteina contribui aumentando a cariogenicidade de S. mutans (Matsumoto-Nakano
et al.*®, 2007; Banas et al.*, 2007; Matsumi et al.**, 2015). Quando a doenca cérie se
estabelece, a progressdo ocorre caso ndo haja tratamento, chegando a acometer outros tecidos
dentérios como a dentina, causando também a sua desmineralizacdo (Shinno et al.>’, 2016). A
dentina € composta por microestruturas chamadas tabulos dentinarios que possuem diametro
aproximado de 1.5 - 2.0 pm e estdo orientados da polpa para a jun¢do esmalte-dentina. Este
diametro permite a penetracdo de S. mutans (0.7 — 0.9 um) aos tibulos dentinarios e dificulta
sua remogdo mesmo apds o preparo cavitario (Hamama et al.?*, 2014).

Apesar das diversas abordagens na tentativa de reduzir a incidéncia da carie dentéria,
esta continua sendo uma das doencas bucais infecciosas mais comuns e ainda de grande
prevaléncia (Mohankumar et al.*°, 2013; Vieira®, 2012). Para que se desenvolva, necessita
ocorrer uma interacdo ao longo do tempo entre a superficie dentaria, as bactérias e a saliva,
além de ser modulada por dieta cariogénica, susceptibilidade do hospedeiro e o tipo de
microrganismo envolvido (Selwitz et al.>, 2007).

Por esta razdo, ha necessidade de prevencéo e controle do biofilme dentario por meio
de cuidados bucais e remogdo mecanica (Twetman®®, 2004; Lopez-Gomez et al.*, 2016). Para
auxiliar no controle e na reducdo do biofilme da superficie do dente, recomendam-se
bochechos que contenham fldor, alcodis e agentes antimicrobianos que podem ser produtos
quimicos ou naturais. Estes agentes antimicrobianos, para serem considerados ideais, devem
ser eficazes contra 0s microrganismos por meio da promocdo de um desequilibrio ecologico
do biofilme, acdo rapida e manutencdo de sua atividade em baixas concentracdes, a fim de
que ndo ocorram efeitos colaterais, podendo ser utilizados sem causar desconforto (Marsh***,
1994, 2003; Takarada et al.?®, 2004).
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Um dos agentes antimicrobianos mais utilizados na Odontologia é a Clorexidina,
considerada padréo-ouro na prevencio e tratamento de doencas bucais (Cosyn et al.'?, 2005).
Porém, estudos sugerem que ela esteja relacionada com a selecdo de bactérias resistentes a
antibioticos, alem de ndo apresentar grande efetividade no tratamento e prevencdo da carie
dentéaria (McDonnell, Russell*’, 1999; De Soet et al.'®, 2002; Filoche et al.'®, 2005). Além
disso, sdo relatados efeitos colaterais com seu uso continuo, como alteracdo da coloracdo dos
dentes, descamacdo da mucosa oral, sensibilidade e alteracdo do paladar (Ehsani et al.*,
2013; Khairnar et al.*2, 2015). A resisténcia bacteriana associada a Clorexidina é sugerida
devido as alteracbes provocadas na membrana externa bacteriana que afetam a
permeabilidade da membrana ou o efluxo ativo mediado por proteinas da membrana de
transporte (Hassan et al.?, 2013).

Desta forma, cada vez mais trabalhos revelam que agentes antimicrobianos naturais
sdo opcoes eficazes para prevencdo e tratamento de doengas infecciosas bucais (Valera et
al.®*, 2013; Almeida et al.?, 2008; Duarte et al.}’, 2006; Catalan et al.'!, 2008; Maggi et al.*,
2009; Newman, Cragg®, 2007) por causarem menos efeitos colaterais em pacientes, ndo
promoverem resisténcia bacteriana devido aos seus diferentes mecanismos de acdo (Thomsen
et al.®, 2013) e por inibirem efetivamente o crescimento e a adesdo de bactérias patogénicas,
contribuindo para a ndo formag#o do biofilme dentério (Takarada et al.®°, 2004).

Neste contexto, alguns fitoterapicos estdo sendo inseridos em diversos produtos
farmacéuticos como cremes, xampus, sabonetes, solucdes antimicoticas e antissépticas dentre
outras, por ndo causarem resisténcia bacteriana, pois sdo constituidos por um amplo espectro
de compostos (Maggi et al.*°, 2009).

O o¢leo de Melaleuca alternifolia, conhecido como Tea Tree Oil — TTO é uma planta
nativa da Australia, em que seu 6leo essencial é obtido através da destilacdo a vapor das
folhas e ramos terminais da arvore, obtendo-se um 6leo amarelo-palido que é separado do
destilado aquoso (Carson et al.'°, 2006). O TTO é composto por aproximadamente 100
componentes (Brophy et al.®, 1989) obtidos por cromatografia gasosa, sendo 0s monoterpenos
como Terpinen-4-ol e 1,8-cineole, presentes em maiores proporgoes e 0s sesquiterpenos como
alfa-terpieno, gama-terpieno e alfa-pineno, em menores proporgoes (Cox et al.®, 2001).

Por se tratar de uma planta a composic¢ao do 6leo pode variar de acordo com a forma
de extracdo e a regido geografica onde foi obtido, por isso a ISO 4730 determinou o padrdo de
concentra¢do dos componentes conhecidos (Tabela 1) e estabeleceu que para que o 6leo seja
considerado de qualidade, o Terpinen-4-ol deve estar presente em niveis acima de 30 % da
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sua composicao (Carson et al.’°, 2006; Cox et al.'®, 2001; Keszei et al.*, 2010; Shelton et
al.>®, 2004 ).

Tabela 1 - Principais componentes do 6leo de Melaleuca alternifolia e suas proporc¢oes.

Composicéo (%)

Componente I1ISO 4730 Composicéo
tipica

Terpinen-4-ol >30° 40,1
y-Terpineno 10-28 23,0
a-Terpineno 5-13 10,4
1,8-Cineole <15°¢ 51
Terpinoleno 1,5-5 3,1
p-Cymene 0,5-12 2,9
a-Pinene 1-6 2,6
a-Terpineol 1,5-8 2,4
Limoneno 0,5-4 1,0

Fonte: Carson et al.*°, 2006.

A atividade antimicrobiana do TTO ¢ atribuida principalmente ao Terpinen-4-ol por
ser o principal componente ativo do 6leo (Carson et al.'°, 2006) e por apresentar caréter
hidrofilico/hidrofébico e por permitir por meio de sua hidrofilicidade se difundir pela 4gua ao
redor da membrana citoplasmatica bacteriana e pela hidrofobicidade se difundir pela
membrana citoplasmatica bacteriana, levando a perda de material intracelular, incapacidade
de manter a homeostase e a inibi¢do da respiracao, ocorrendo, portanto a perda de integridade
e de funcdo da membrana (Carson, Riley®, 2001).

40
l.

Estudos de Maggi et a (2009), demonstraram a eficacia antimicrobiana do

Terpinen-4-ol na inibicdo do crescimento e desenvolvimento de bactérias que fazem parte do

biofilme cariogénico. Hammer et al.?

(2003), avaliaram a atividade in vitro do 0leo contra
161 isolados de microrganismos bucais de 15 géneros diferentes. Em Streptococcus mutans e

Lactobacillus rhamnosus, os resultados mostraram decréscimos > 3 log da viabilidade de
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UFC/mL depois de apenas 30 segundos e ap6s 5 minutos ndo era mais possivel deteccéo de
microrganismos viaveis, sugerindo assim, que o 6leo pode ser utilizado na prevencdo de
patologias e manutencéo da higiene bucal.

Na busca de produtos que substituissem o uso da Clorexidina no tratamento de
doencas bucais, Groppo et al.?? (2002) mostraram que extrato de alho (Allium Sativum) e 6leo
de Melaleuca séo eficientes na inibicdo sobre o crescimento e adesdo de microrganismos
bucais, principalmente sobre S. mutans (Takarada et al.?®, 2004; Catalan et al.*, 2008),
comprovando assim que fitoterapicos podem ser incorporados em produtos suplementares da
higienizacdo bucal, como cremes dentais e enxaguatérios bucais (Maggi et al.*°, 2009;
Santamaria Jr et al.>*, 2014).

O Terpinen-4-ol é encontrado em outras plantas além da Melaleuca alternifolia, tais
como Hajeb Layoun arboreta (Tunisia) e Alpinia zerumbet se destacando por suas excelentes
propriedades medicinais, com a¢do antimicrobiana em Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (Loughlin et al.*’, 2008), Streptococcus mutans e Lactobacillus spp. (Garcia-
Godoy, Hicks?!, 2008), antif(ingica em Candida albicans (Jandourek et al.*’, 1998), anti-
inflamatéria (Nogueira et al.*®, 2014) e estudos indicam que além das propriedades citadas
acima, possui efeito anti-tumoral (Sun et al.>®, 2012; Wu et al.*’, 2012). O conhecimento
sobre novas formas de evitar ou diminuir as infeccGes bucais tornam-se imprescindiveis.
Esforcos devem ser realizados para se intensificar estudos com a porcao soluvel Terpinen-4-ol
sobre biofilmes cariogénicos, como também compreender os mecanismos e a capacidade
antimicrobiana deste componente, possibilitando sua aplicacdo clinica na prevencdo e

tratamento das patologias bucais.
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2 PROPOSICAO

Avaliar o efeito antimicrobiano do Terpinen-4-ol na formacdo do biofilme cariogénico e da

expressao do gene gbpA envolvido na aderéncia do S. mutans.
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Resumo

Objetivo: Avaliar a atividade antimicrobiana do Terpinen-4-ol sobre S. mutans em cultura
planctonica e biofilme cariogénico desenvolvido sobre esmalte e dentina e sua influéncia na
expressao do gene gbpA.

Design: Método de microdiluicdo em caldo (CIM e CBM) foi utilizado para avaliagdo do
potencial antimicrobiano do Terpinen-4-ol (0.059 % - 0.95 %) em cultura planctonica. A
viabilidade celular do biofilme desenvolvido sobre esmalte e dentina ap6s 60 segundos da
aplicacdo dos colutorios Terpinen-4-ol (0.24 % e 0.95 %) e Clorexidina (CHX 0.12 %) foram
avaliados por hidroxido de 2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfo-fenil) -2H-tetrazélio-5-
caboxanilide (XTT) e por Microscopia Confocal de Varredura a Laser (MCVL). A anélise da
expressdao do gene gbpA foi investigada por RT-PCR quantitativo apo6s aplicacdo do
Terpinen-4-ol e CHX por 15 e 30 minutos. Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) complementado pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 5%.
Resultados: Terpinen-4-ol 0.24 % demonstrou inibi¢do de S. mutans na forma plancténica e
em biofilme desenvolvido em placa e sobre esmalte apds avaliacdo por XTT e MCVL. Para
biofilme em dentina Terpinen-4-ol 0.95 % apresentou maior atividade antimicrobiana. Em
ambas as concentracdes de Terpinen-4-ol sua atividade antimicrobiana foi semelhante a CHX
0.12 %. Na andlise da expressao génica verificou-se que Terpinen-4-ol diminuiu a expressao
de gbpA, enfatizando a capacidade terapéutica do Terpinen-4-ol em diminuir a colonizagéo
da cavidade oral por S. mutans.

Conclusdo: O potencial antimicrobiano e antibiofilme do Terpinen-4-ol pode modular a
expressdo de genes especificos, como o gene gbpA, responsavel pela adesdo ao biofilme
cariogénico.

Palavras-chave: Streptococcus mutans, biofilme, expressao génica
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1. Introducgéo

Terpinen-4-ol (3-Cyclohexen-1-ol, 4-methyl-1-(1-methylethyl)-, (R)-) é um terpeno
considerado o principal agente ativo do 6leo de Melaleuca alternifolia — TTO e também pode
ser encontrado em outras plantas como Hajeb Layoun arboreta (Tunisia) e Alpinia zerumbet.
Se destaca por suas excelentes propriedades medicinais, com agdo antimicrobiana, anti-
inflamatoria, antifingica e efeito anti-tumoral.’™® Possui amplo espectro de acdo
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, microrganismos multi-
resistentes.> Mais especificamente é um biocida membrana-ativo que atua na inducéo da
perda da membrana, interfere na integridade e na fisiologia da célula do microrganismo.®

A atividade antimicrobiana do Terpinen-4-ol acontece por diversos mecanismos e €
atribuida a um conjunto de multicomponentes que afetam principalmente a parede celular
bacteriana, a desnaturaco proteica e alteracdo da estrutura e fungdo da membrana celular.”

Por ser um agente antimicrobiano, o Terpinen-4-ol tem sido incluido em produtos
para higiene oral como colutérios e pastas de dentes e mostrou-se eficaz na inibi¢do do
crescimento e adesdo bacteriana ao biofilme dentério, principalmente em bactérias
cariogénicas como S. mutans.®® Em funcéo disso, ele pode ser eficaz no tratamento de cérie
dentéria, uma doenca infecciosa crénica associada a uma destruicdo progressiva das estruturas
dentérias (esmalte, dentina e cemento) devido a formacéo de glucanos a partir de sacarose,™
com caracteristicas acidiricas e acidogénicas.> Dentre os glucanos sintetizados pelo S.
mutans sdo conhecidos 0s GbpA, GbpB, GbpC, e GbpD que sdo proteinas que influenciam na
manutencdo e arquitetura do biofilme dentario pela unido das bactérias com moléculas
extracelulares de glucano.** O GbpA foi o primeiro glucano a ser descoberto e sua ac&o esta
relacionada com a fase de adesdo, estrutura e acimulo de microrganismos no biofilme durante
o processo de desenvolvimento da cérie,** contribuindo com a arquitetura Ssacarose-
dependente do biofilme levando ao seu aumento.*

Embora, muitos estudos avaliem a acdo do Terpinen-4-ol sobre varias especies
bacterianas e relatem que ele é capaz de modular as caracteristicas bioldgicas destes
microrganismos, pouco se sabe sobre sua atuagdo em biofilmes cariogénicos e principalmente
sobre sua influéncia na expressdo dos fatores de viruléncia. Assim, neste estudo investigamos
o efeito do Terpinen-4-ol na formacéo do biofilme cariogénico e a expressdo do gene gbpA

envolvido na aderéncia do S. mutans.


http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C20126765
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2. Material e Métodos
2.1 Bactéria e condicGes de crescimento

Foi utilizada neste estudo a bactéria S. mutans ATCC 25175. A bactéria foi cultivada em
Brain Heart Infusion (BHI) suplementado com extrato de levedura (Yeast Extract) a 37° C por
18 h. A turbidez da suspenséo bacteriana foi ajustada a 600 nm (OD g) correspondendo a

1.0x10" unidades formadoras de coldnia por mL (UFC/mL).

2.2 Preparo das solugdes

O componente Terpinen-4-ol foi adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).
As formulagdes foram preparadas nas concentracdes de 0.059 % (0.59 mg/mL), 0.11 % (1.1
mg/mL), 0.24 % (2.4 mg/mL), 0.47 % (4.7 mg/mL) e 0.95 % (9.5 mg/mL) em meio BHI com
DMSO 0.4 % (4.0 mg/mL - Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) utilizado como um agente
solubilizante.® A Clorexidina utilizada como controle na concentragdo 0.12 % (1.2 mg/mL) foi

adquirida e manipulada pela Farméacia-Escola UNESP/Araraquara.

2.3 Determinacdo dos valores da concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracao
bactericida minima (CBM) em cultura planct6nica

A atividade antimicrobiana do Terpinen-4-ol em S. mutans foi determinada pelo
método de microdiluicdo em caldo, usando placa de microtitulacdo de 96 pocos (TPP,
Switzerland).*® As diferentes concentracdes foram distribuidas nos pogos e em seguida a
suspensdo microbiana previamente ajustada foi adicionada, resultando numa concentracdo
final de 1.0 x 10° UFC/mL. Os controles utilizados foram S. mutans crescido em meio BHI
com DMSO 0.4 % (sem tratamento) e CHX 0.12 %. As placas foram mantidas a 37° C por 24
h e o crescimento foi avaliado por absorbancia a 492 nm (Multiskan Ascent 354, Labsystems
CE, Les Ulis, Franca).'” O MIC foi definido como a menor concentracdo da porcéo soltvel
sem crescimento visivel.'®

Para determinacdo da CBM, 10 pL do indculo foi removido dos pogos sem turvacao
visivel, plaqueado em Mitis Salivarius Agar (MSA), e incubado a 37° C por 48 h. O nimero
de colbnias foi avaliado e a CBM definida como a menor concentracdo capaz de reduzir o
inoculo inicial a > 99.9 %.'® Todos os procedimentos foram realizados em triplicata em trés

momentos diferentes (Apéndice A).
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2.4 Avaliacdo da atividade metabdlica do biofilme utilizando o ensaio de XTT

Biofilme de S. mutans foi formado no fundo dos pocos da placa de microtitulagdo de
96 well.® As suspensées bacterianas (1x10" UFC/mL) foram distribuidas e mantidas a 37° C
durante 1h30min para adesdo inicial e em seguida lavadas para remocao das células nédo
aderidas e novo meio de cultura foi adicionado e mantido a 37° C por 48 horas. Apos a
formacdo do biofilme o meio foi aspirado e as células foram tratadas durante 24 h com as
formulacGes de Terpinen-4-ol e CHX 0.12 %. O ensaio de XTT (Sigma) foi utilizado para
determinar a atividade metabélica do biofilme'® e a viabilidade celular foi avaliada com a
reducdo relativa da absorbancia em comparacdo com controles ndo tratados apés 3 h de
incubagdo.®® A concentragdo inibitéria minima do biofilme (CIMB) foi definida como a

menor concentracao testada, que inibiu em 50 % a formagéo do biofilme.**

2.5 Formagcéo de Biofilme em espécimes

Discos de esmalte e dentina (8.0 mm de didmetro e 1.5 mm de espessura) foram
obtidos a partir de incisivos bovinos como descrito por Soares et al.?> Os discos esterilizados
foram colocados em placa de microtitulacdo de 24 well e recobertos com saliva humana
estéril (CAAE: 44823115.4.0000.5416 — Comité de Etica — Anexo A) doada por individuo
saudével, sem les@es ativas de cérie ou doenca periodontal.?® A saliva ficou em contato com
os espécimes durante 1h30min para formacdo da pelicula adquirida.?* Em seguida os discos
foram transferidos para nova placa e a suspenséo de S. mutans (10’ UFC/mL) foi distribuida
em cada poco, seguido de incubagdo por 48 h.%?

As concentragdes de Terpinen-4-ol 0.24 % e 0.95 % (determinadas pela CIMB) e
CHX 0.12 % como controle foram aplicadas durante 60 segundos simulando a aplicacdo
clinica de colutoério. A viabilidade celular do biofilme resultante foi avaliada pelo ensaio de

XTT.

2.6 Infeccéo dos espécimes de dentina

Para comprovar a penetracdo de S. mutans no interior dos tabulos dentinarios,
incisivos bovinos foram seccionados longitudinalmente e estabilizados no interior de tubos
Falcon (50 mL), deixando livre apenas a superficie que recebeu o tratamento. A suspenséo de
S. mutans (10" UFC/mL) foi adicionada e os tubos foram levados & centrifuga (3000, 4000,
5000 e 6000 rpm) durante 5 minutos para cada ciclo. Ao final dos ciclos, o sobrenadante foi
descartado e uma nova suspensao com a mesma concentragdo microbiana foi adicionada,

seguida de incubacao por 24 h para recuperacdo bacteriana.?’



23

2.7 Microscopia Confocal de Varredura a Laser

Apbs o periodo de formagdo do biofilme em esmalte e dentina, as formulagdes
Terpinen-4-ol 0.24 % e 0.95 % foram aplicadas durante 60 segundos simulando aplicacédo
clinica de colutorio, e em seguida as células foram coradas com o kit Live/Dead BacLight -
L7012 (Invitrogen) durante 15 minutos na auséncia de luz. Para analise da viabilidade celular
do biofilme resultante os espécimes foram avaliados por Microscopia Confocal de Varredura
a Laser - MCVL (Zeiss, LSM 780 invertido).*?" Imagens de um Gnico plano focal do
biofilme foi capturado pelo sistema do MCVL utilizando lente de 40X de aumento e abertura
de 1.2. A é&rea selecionada para analise do biofilme foi definida aleatoriamente desde que néo

tdo perto da borda dos discos.

2.8 Andlise da Expresséo génica

Para investigar o efeito do Terpinen-4-ol na expressdo do gene gbpA, o qual esta
envolvido na adeséo e acimulo em biofilme, S. mutans foi cultivado até a fase mid-log (DO
soo = 0.45) e, em seguida as concentracdes de Terpinen-4-ol 0.24 % e 0.95 % foram
adicionadas e o microrganismo foi incubado a 37° C durante 15 e 30 minutos. Foram
utilizados como controle, culturas sem tratamento e culturas tratadas com CHX 0.12 %. Ap06s
0s tempos de incubacéo, a cultura bacteriana foi centrifugada (5000 rpm, 5 minutos) e tratada
com o reagente RNAprotect Bacteria (Qiagen GmbH, Hilden, Germany). As células
bacterianas foram lisadas e 0 RNA foi isolado e purificado usando o0 RNeasy minikit (Qiagen
GmbH, Hilden, Germany). As quantidades de RNAm foram quantificadas com o aparelho
Synergy H1 (Biotek, Winooski, VT, USA). O RNA de cada amostra (100 ng/mL) foi
transcrito de forma reversa utilizando o High Capacity cDNA Reverse Transcriptions Kit
(Applied Biosystems, Foster City, Calif., USA), seguindo as recomendacgdes do fabricante.
PCR em Tempo Real foi utilizado para a quantificacdo de gbpA e o gene 16S rRNA foi
utilizado como controle interno para normalizagéo de dados. Os primers utilizados para o RT-
PCR quantitativo foram adquiridos da Life Technologies Inc. (S&o Paulo, SP, Brasil) e estdo
listadas na Tabela 1. As sequéncias de primers foram obtidas a partir de estudos anteriores
realizados por Bedran et al.?® e Arirachakaran et al.? Reacdes em triplicata foram preparadas
com o SYBR Green Supermix (Applied Biosystems) considerado um reagente padrdo para
RT-PCR. O equipamento StepOne Plus (Applied Biosystems) foi utilizado para a leitura da
fluorescéncia, seguindo-se a deteccdo de ciclos de amplificacdo, que foram analisadas pelo
software StepOne 2.1 (Applied Biosystems). Todas as reagOes foram realizadas de acordo

com o procedimento proposto por Bedran et al.*®
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Tabela 1 - Primers utilizados para a analise de RT-PCR quantitativo

Genes Sequéncia de primers Tamanho Referéncia
(pb)
16S rRNA 5’-CCATGTGTAGCGGTGAAATGC- 3’ 144 Bedran et al.?®
S. mutans 5’ -TCATCGTTTACGGCGTGGAC- 3’
gbpA 5’-CGCCAATAGTTCTCCAGCCGAT- 3’ 410 Avrirachakaran et
5’-CGAACCAGCGACTGCTGCA- 3’ al.”®

2.9 Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas pelo software GraphPad Prism versdo 6. Os
dados obtidos referentes a atividade metabdlica e expressdo génica do S. mutans foram
avaliados e apresentaram distribuicdo normal, utilizando-se assim os testes paramétricos
ANOVA One-way seguido de pds-teste de Tukey para a comparacgdo dos tratamentos. Todos

0s testes estatisticos foram considerados em nivel de significancia de 5% (p <0.05).

3. RESULTADOS
3.1 Atividade antimicrobiana

A confirmagdo da infeccdo dentinaria por S. mutans esta demonstrada na Figura 1
utilizando-se a coloracéo de Brown & Brenn.

A atividade antimicrobiana do Terpinen-4-ol foi analisada pelo método de
microdiluicdo em caldo obtendo CIM e CBM a partir da concentragdo de 0.24 %
apresentando redugdo microbiana proxima a 100 % (Figura 2A). Em seguida, a viabilidade
celular do biofilme formado em placa foi analisada pelo teste de XTT (Figura 2B), onde pode-
se observar que a reducdo do numero de microrganismos Vidveis OcOrreu nas mesmas
concentragdes testadas para o microrganismo na forma planctonica (0.24 %). Os biofilmes
desenvolvidos sobre discos de esmalte (Figura 2C e 2D) foram analisados pelo teste de XTT e
razdo espectral entre células viaveis e ndo viaveis (verde/vermelho) e pode-se observar acéo
antimicrobiana do Terpinen-4-ol também a partir da concentracdo de 0.24 % sendo sua agédo

semelhante a CHX 0.12 %. Em biofilmes desenvolvidos sobre dentina (Figura 2C e 2D), a
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concentracdo de Terpinen-4-ol 0.95 % apresentou maior atividade antimicrobiana. O DMSO
0.4 % nao apresentou efeito toxico e atividade inibitéria contra S. mutans na forma

planctonica ou em biofilme (dados ndo mostrados).

100x

Figura 1 — Tubulos dentinarios infectados com S. mutans (40x e 100x aprox.)

3.2 Microscopia Confocal de Varredura a Laser

A avaliagdo do biofilme formado em esmalte e dentina por MCVL estd ilustrada nas
Figuras 3 e 4 respectivamente. Os microrganismos viaveis foram corados de verde e 0s néo-
viaveis apresentaram coloracdo amarela-avermelhada. Pode-se observar, na Figura 3 (esmalte)
que o controle (3A), apresenta massa homogénea de microrganismos viaveis. A acdo da CHX
(3B) e Terpinen-4-ol 0.24 % e 0.95 % (3C, 3D) apresentaram coloracdo amarelo-avermelhada
0 que significa celulas ndo-viaveis e, além disso, na maioria dos espécimes, o biofilme se
apresentava com baixa densidade em algumas areas. Confirmando os resultados obtidos nos
testes anteriores e analisando as imagens (Figura 3), pode-se observar que a CHX e o
Terpinen-4-ol foram eficazes na reducdo microbiana do biofilme de S. mutans em esmalte.

No biofilme de S. mutans desenvolvido em espécimes de dentina (Figura 4), 0s
resultados mostram a eficécia da acdo da CHX (4B) na eliminagdo dos microrganismos, mas

houve pouca penetracdo do Terpinen-4-ol nos tdbulos dentinarios (4C e 4D).
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Figura 2 — Efeito do Terpinen-4-ol nas concentraces analisadas sobre S. mutans (ATCC 25175) em
CIM (A), biofilme em placa (B), biofilme em esmalte e dentina (XTT) (C) e razdo espectral entre
células viaveis e ndo viaveis em esmalte e dentina (D). Diferengas estatisticas estdo representadas por
diferentes letras para comparacgéo entre tratamentos (ANOVA One-way seguida pelo teste de Tukey,
p<0.05).

Figura 3 — Imagens de Microscopia Confocal de Varredura a Laser da acdo do Terpinen-4-ol sobre
biofilme de S. mutans ATCC 25175 desenvolvido sobre espécimes de esmalte. Grupo controle
negativo - BHI (A), controle positivo — CHX 0.12 % (B), Terpinen-4-ol 0.24 % (C) e Terpinen-4-ol
0.95 % (D).



Figura 4 — Imagens de Microscopia Confocal de Varredura a Laser da acdo do Terpinen-4-ol sobre
biofilme de S. mutans ATCC 25175 desenvolvido sobre espécimes de dentina. Grupo controle
negativo - BHI (A), controle positivo — CHX 0.12 % (B), Terpinen-4-ol 0.24 % (C) e Terpinen-4-ol
0.95 % (D).

3.3 Anélise da Expresséo génica

O perfil da expressdo do gene gbpA relacionado com a adesdo e formacdo de
biofilmes cariogénicos foi determinado apds incubacgdo de 15 e 30 minutos de S. mutans, na
auséncia e presenca de Terpinen-4-ol 0.24 %, 0.47 % e 0.95 %. Como apresentado na Figura
5, houve reducdo na expressao génica do gbpA (glucano de ligacéo de proteina A) quando em
contato com todas as concentracOes testadas de Terpinen-4-ol durante 15 minutos, no entanto
essa expressao foi aumentada a partir da exposicdo durante 30 minutos. Embora a CHX
apresente poder antimicrobiano elevado, ela ndo foi capaz de reduzir a expressao génica de

gbpA quando exposta ao S. mutans durante 15 e 30 minutos.



28

1500 - )

% a |:| Controle

= 1000- [] cuxo0.129%
%% 5004 B 024%%
5 = B o472
ﬁ ﬁl 44 = -

- 3-

2 2

g 14 a p b b

0 = —
| | |
15 munutos 30 munutos

Figura 5 - Efeito do Terpinen-4-ol sobre a expressdo de mRNA do gene gbpA envolvido na adesdo e
formacdo de biofilme cariogénico de S. mutans. Diferencas estatisticas estdo representadas por
diferentes letras para comparagéo entre tratamentos (ANOVA One-way seguida pelo teste de Tukey,
p<0.05).

4. Discussao

Produtos naturais, tais como Terpinen-4-ol, estdo se tornando promissores na area
odontolégica como estratégia de controle e prevencdo de doencas infecciosas bacterianas
como a céarie, por possuirem na sua composicdo substancias com componentes
biologicamente ativos que apresentam propriedades antioxidantes e antimicrobianas,

proporcionando a descoberta de compostos novos e eficazes.*

A acdo dos agentes antimicrobianos €, sobretudo, exercida ao nivel da membrana
celular da bactéria, provocando danos estruturais e funcionais como alteragdo da estrutura
fosfolipidica da membrana celular, interrupcdo do sistema enzimatico, comprometimento da
sintese de material genético da bactéria, inducdo de coagulacdo dos constituintes
citoplasmaticos, formacdo de compostos toxicos, interrup¢do da comunicacao celular (quorum

sensing), além da reducdo do pH no interior da célula.®®

Os componentes do TTO sdo reconhecidos pela sua ampla gama de atividades
farmacoldgicas, incluindo a prevencdo de doengas bucais. Os monoterpenos e sesquiterpenos
associados aos éteres e alcodis sdo citados como 0s principais compostos bioativos deste
produto natural e suas propriedades medicinais, incluindo citotoxicidade, atividade

antimicrobiana, antinflamatéria, antioxidante, anticancerigena, e propriedade antiviral, tém
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sido investigados nos Ultimos anos. Devido a isto, o presente estudo buscou avaliar in vitro a
eficdcia antimicrobiana do principal componente ativo do TTO, o Terpinen-4-ol, em

microrganismo cariogénico.” %

Nossos resultados demonstraram que o Terpinen-4-ol possui acdo antimicrobiana
contra a bactéria Gram-positiva, S. mutans considerada o principal agente etioldgico da cérie.
Sua agdo ocorreu com 0 microrganismo apresentado tanto na forma planctonica como em
biofilmes em placa e sobre especimes de esmalte e dentina, reduzindo sua viabilidade

metabdlica e esses resultados corroboram com os resultados de Hammer et al.

Segundo Marsh,*” quando em biofilme, os microrganismos tornam-se mais resistentes
do que na forma plancténica, pois ocorrem trocas metabolicas intra e interespécies. Estudos
na tentativa de controle do biofilme estdo voltados para substancias naturais, que tém potentes
microbiocidas e atividades antibiofilme de amplo espectro e representam um baixo risco para
o desenvolvimento de resisténcia. H& duas razdes principais pelas quais os dleos essenciais
ndo criam linhagens de bactérias resistentes, isto € justificado por serem complexos e por
abrangerem numerosos compostos em proporc¢des variaveis, dependendo do tipo quimico da
planta. Sendo assim, devem ocorrer multiplas e simultdneas mutacfes nas bactérias para que
elas possam escapar de todos 0s mecanismos antimicrobianos dos componentes presentes nos
6leos essenciais.*®

A exposicao bacteriana a baixas concentrac6es do Terpinen-4-ol, segundo Thomsen et
al.” seria responséavel por promover resisténcia bacteriana. Entretanto foi demonstrado que
todas as tentativas de indugdo de resisténcia bacteriana ao Terpinen-4-ol foram mal
sucedidas.*** Além disso, esse componente possui um mecanismo de acdo que consiste na
capacidade de penetrar e danificar as estruturas da membrana celular de forma nao especifica,
causando a perda do material intracelular e incapacidade de manter a homeostase.***°

A reducdo evidente das celulas do biofilme com atividade metabolica medida por
ensaio de XTT e razdo espectral verde/vermelho sdo métodos que realmente tem mostrado
excelente aplicabilidade, pois séo capazes de avaliar um biofilme inalterado, detectando uma
reducdo significativa da viabilidade do biofilme monoespécie ap6s 60 segundos de exposicao
ao Terpinen-4-ol e ao controle positivo CHX. Estudos de tempo de morte mostraram que 0
Terpinen-4-ol possui acdo antimicrobiana, antifungica, antiviral, anticancerigena e
antinflamatéria maior quando usado isoladamente do que quando presente no 6leo*® estando

de acordo com os resultados obtidos neste estudo. Sendo assim, nossos resultados mostraram
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que o Terpinen-4-ol apresenta potencial na eliminacdo das bactérias presentes no biofilme,
sendo de grande importancia no tratamento de doencas bucais, como a cérie.

S. mutans por possuir diametro de 0.7 — 0.9 um tem sua penetracdo no interior dos
tibulos dentinarios (1.5 — 2.0 um de didmetro) facilitada.?” Isto foi confirmado por cortes
histolégicos dos espécimes corados com Brown & Brenn (Fig. 1) e pela comparacdo das
MCVL das dentinas infectadas e ndo infectadas (Fig. 4), demonstrando a validade do método
de centrifugacdo utilizado neste estudo para infeccdo da dentina.’’ Este experimento teve
como objetivo simular a presenca de bactérias residuais em dentina e determinar se 0s
colutérios (CHX e Terpinen-4-ol) foram capazes de penetrar nos tdbulos dentinarios e se
possuem acgdo antimicrobiana.

A clorexidina (CHX) 0.12 % apresentou elevada atividade antimicrobiana contra S.
mutans na forma plancténica e em biofilmes de esmalte e dentina, sendo sua acao atribuida ao
seu alto poder de penetracdo através da membrana bacteriana, conduzindo a destruicdo da
parede celular e extrusdo dos componentes intracelulares bacterianos.”” Terpinen-4-ol
apresentou excelentes resultados nas duas concentracdes estudadas na reducao do biofilme de
S. mutans nas superficies de esmalte, no entanto ndo apresentou elevada redu¢do microbiana
do biofilme formado em dentina. Isso talvez tenha ocorrido devido sua apresentagéo ser na
forma de um dleo ndo permitindo um bom escoamento para o interior dos tabulos dentinarios.

Os Gbps sdo proteinas de ligacdo que participam na formacéo do biofilme permitindo
a adesdo de outras células bacterianas, devido sua atuacdo ser como receptores de superficie
celular para os glucanos sintetizados a partir da sacarose.***® A formacdo do biofilme é
influenciada pela comunicacdo bacteriana através do sistema de sinalizagdo quorum-
sensing.”® Mais especificamente, em S. mutans, o produto do gene gbpA é conhecido por
desempenhar um papel critico na formacéo de biofilme.*® O nosso estudo mostrou que este
gene foi regulado negativamente quando S. mutans foi cultivado durante 15 minutos na

presenca do Terpinen-4-ol, concordando com estudos de Jeon et al.**

que afirmam que os
antimicrobianos apresentam capacidade para reduzir a sintese de glucanos. No entanto gbpA
foi significativamente regulado de forma positiva quando em contato com Terpinen-4-ol por
mais de 30 minutos, contribuindo provavelmente para o aumento do biofilme formado sob

esta condicao.

Curiosamente, quando S. mutans foi cultivado na presenca da CHX, houve uma

superexpressdo génica tanto em 15 minutos de exposicdo quanto em 30 minutos, confirmando

52
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os resultados encontrados por Dong et al.°” em estudo com outros fatores de viruléncia
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associados ao S. mutans. Um fato importante relatado por Pumbwe et al.>

é que a
superexpressdo de alguns genes € uma das principais causas de resisténcia a antibioticos
clinicamente relevantes em muitas bactérias, sendo necessarios mais estudos aprofundados na

tentativa de esclarecer este mecanismo.
5. Conclusao

O nosso estudo trouxe evidéncias de que o biofilme tratado com Terpinen-4-ol, pode
ser modulado por uma diminuicdo (15 minutos) da expressdo do gene especifico, gbpA,
responsavel pela adesdo de S. mutans no biofilme. O mesmo possui atividade antimicrobiana
e antibiofilme, in vitro, contra o principal agente etiologico da cérie, o S. mutans, podendo ser
uma alternativa para o tratamento de doencas infecciosas bucais, principalmente por nédo

causar efeitos colaterais e resisténcia bacteriana.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A carie dentaria € uma doenca infecciosa de origem bacteriana e, portanto uma
abordagem antimicrobiana para prevencdo e controle da doenca, além da interferéncia no
mecanismo de formacdo do biofilme é de extrema importancia. Este estudo buscou avaliar o
efeito antimicrobiano do Terpinen-4-ol sobre bactéria cariogénica e sua capacidade de
modulacéo da expressado do gene gbpA envolvido na adesdo do microrganismo em biofilme.

Na publicacdo 1 foi possivel observar que Terpinen-4-ol € um antimicrobiano eficaz
na reducdo de S. mutans apresentado tanto na forma plancténica quanto em biofilme, com
acao semelhante a Clorexidina. Nosso estudo também demonstrou que Terpinen-4-ol é capaz
de modular a expressdo do gene gbpA envolvido na formacdo de biofilme cariogénico,
reduzindo a sintese de glucanos, alcangando o objetivo final da terapia antimicrobiana que é
promover um desequilibrio ecolégico no biofilme.

Dessa forma, considera-se que este componente possa ser eficaz na manutencdo da
salde bucal adequada, interferindo na formacéo do biofilme, além de ser uma alternativa ao
uso da Clorexidina, por ndo causar efeitos adversos indesejaveis, além de ndo promover

resisténcia bacteriana.
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APENDICE A

Metodologia descrita

MATERIAL E METODO
Isolado bacteriano

Foi utilizada neste estudo a cepa de referéncia de S. mutans (ATCC 25175).
Reativacdo e Manutencao da espécie bacteriana

O microrganismo foi reativado em meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion,
Acumedia, Lansing, MI, USA) suplementado com extrato de levedura (Yeast Extract Powder,
Himedia, Vadhani, MB, IND), mantido em jarra de microaerofilia por 18 h a 37° C. Em
seguida, o material resultante teve sua turbidez ajustada com o auxilio do espectrofotometro
(Eppendorf AG, 22331 Hamburg, Germany), até atingir absorbancia similar a 0.15 em 600
nm que corresponde a uma suspensdo para solucéo de trabalho de 1x10” UFC / mL.

Identificacdo e Congelamento das amostras

Para identificacdo da espécie bacteriana, 0 microrganismo foi transferido para placa de
AMS (Agar Mitis Salivarius, Himedia, Vadhani, MB, IND) e mantido em jarra de
microaerofilia por 48 h a 37° C. A partir das colbnias crescidas em placa, foi realizada
coloracdo de Gram para identificacdo bacteriana através de sua morfologia. O congelamento
foi realizado transferindo as col6nias crescidas em agar para novo meio de cultura BHI que
foram levadas em estufa para crescimento de acordo com as condigdes fisiologicas do
microrganismo. Apds o crescimento, a suspensdo foi centrifugada e as células lavadas duas
vezes com solucdo salina estéril, o sobrenadante foi descartado e o pellet com o
microrganismo foi resuspenso em BHI glicerol 20 % para o congelamento das amostras em

freezer a -20° C.

Reagentes

O componente soluvel do 6leo de Melaleuca alternifolia: Terpinen-4-ol com 95 % de
pureza (Sigma-Aldrich , St Louis, MO, USA) foi diluido em BHI nas concentra¢des 0.95 %;
0.47 %; 0.24 %; 0.11 % e 0.059 %. Solugdo de 0.4 % DMSO (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
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USA) foi adicionada na maior concentracdo a fim de aumentar a solubilidade do 6leo
(Nogueira et al.>®, 2014). Solugdo de CHX 0.12 % foi preparada em meio BHI como controle
positivo e como controle negativo foi utilizado apenas o meio de cultura BHI. Os grupos

experimentais e controle tiveram um total de doze amostras cada (n=12).

Anédlise Antimicrobiana do Terpinen-4-ol em microrganismo planctdnico
Determinacéo da Concentracgao Inibitéria Minima (CIM)

A concentracdo inibitéria minima foi determinada através do método de microdiluicdo
em caldo. Utilizando uma placa de cultura celular de 96 well, 200 pL das concentracGes
testadas de Terpinen-4-ol foram adicionadas aos pocos e em seguida foi inoculado 2uL do S.
mutans previamente ajustado (10’ UFC / mL). Pocos sem Terpinen-4-ol, somente com BHI e
0 microrganismo foram utilizados como controle negativo. Po¢os com o microrganismo e a
CHX foram utilizados como controle positivo. As placas foram incubadas por 24 h a 37° C de
acordo com as condicdes fisioldgicas do microrganismo. Decorrido este periodo, 0s po¢cos
foram examinados visualmente e para confirmacdo do resultado pela inspecdo visual, no
mesmo momento da analise, a placa foi levada para leitura da absorbancia (492nm) em leitor
de ELISA (Multiskan, Ascent 354, Labsystems CE, Lés Ulis, France). A absorbancia foi
expressa em valores numéricos, e estes valores foram ajustados de forma a expressarem o
crescimento de S. mutans. A CIM foi definida como a menor concentracdo da porgéo soluvel
sem crescimento visivel (Kwiecinski et al.*, 2009). Todos os ensaios foram realizados em

triplicata em momentos diferentes.

Determinacéo da concentragdo bactericida minima (CBM)

Dos pocos sem turvacao visivel, foram retirados 10 pL os quais foram plaqueados em
meio de cultura MSA. As placas foram incubadas durante 48h em estufa e o nimero de
coldnias foi avaliado. A CBM foi definida como a menor concentracdo capaz de reduzir o

in6culo inicial a > 99.9% (Kwiecinski et al.**, 2009).

Anélise antimicrobiana do Terpinen-4-ol sobre biofilme em placa

Formacéo do Biofilme
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O método de formacgdo de biofilme Unica espécie em placa de cultura celular foi
realizado segundo Thein et al.®*, (2007). S. mutans foi crescido em meio BHI suplementado
com extrato de levedura de acordo com as condicdes fisiolégicas do microrganismo e
posteriormente a absorbancia foi ajustada a uma concentracéo de 10" UFC / mL. Utilizando-se
técnicas assépticas, 100uL da suspensdo microbiana crescida foi distribuida em diferentes
pocos da placa de 96 well, seguida de incubagdo a 37°C por 1h30 min, que corresponde a fase
de adesdo do microrganismo a superficie dos pocos. Apds o periodo de adesdo, a suspensdo
microbiana foi aspirada e cada pocgo foi lavado duas vezes com solucdo salina estéril para
remoc¢do de microrganismos ndo-aderidos. Em seguida, 100 puL do meio de cultura especifico
para 0 microrganismo foi adicionado em cada poco e as placas foram incubadas durante 48 h

para que haja a formacao do biofilme.

Efeito do Terpinen-4-ol sobre biofilme em placa

Apo6s 48 h da formacdo do biofilme de S. mutans, o meio foi aspirado e as diferentes
concentragdes do Terpinen-4-ol (0.95 %; 0.47 %; 0.24 %; 0.11 %; 0.059 %) foram
adicionadas aos po¢os. Foram utilizados como controle negativo pogos sem a porcdo soltvel e
como controle positivo a CHX 0.12 %. As placas foram incubadas novamente durante 24 h. O
efeito do Terpinen-4-ol sobre o biofilme foi analisado pela quantificacdo e andlise da
viabilidade celular pelo método de XTT.

Analise metabolica do biofilme

O ensaio de reducdo do Sal de Tetrazolium - XTT (Sigma, MO, USA) avalia a
presenca de microrganismos ndo eliminados pela acdo antimicrobiana do Terpinen-4-ol por
meio da atividade metabdlica de células de S. mutans. O XTT (sal amarelo) é reduzido por
bactérias metabolicamente ativas, em um produto sollvel em agua — formazano, o qual é
medido espectrofotometricamente (Da Silva et al.'*, 2008). Apés 24 h da acdo do tepinen-4-
ol, o meio foi aspirado e os pocos foram lavados duas vezes com solucdo salina estéril. Em
seguida 100pL da solucdo de XTT foi adicionada aos pocos e a placa foi incubada durante 3 h
protegida da luz. Apds esse periodo avaliou-se viabilidade celular de maneira proporcional a
absorbancia determinada a 492nm em leitor de ELISA (Multiskan, Ascent 354, Labsystems
CE, Lés Ulis, France). A concentracdo inibitoria minima do biofilme (CIMB) foi definida
como a menor concentracdo testada, que inibiu em 50 % a formacgé&o do biofilme (Miladi et
al.”®, 2016).
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Coleta da saliva para utilizagdo na adesdo de microrganismos

Um Unico voluntario foi convidado a participar da pesquisa para a doacdo de saliva
(CAAE 44823115.4.0000.5416). Voluntario sadio, que ndo apresentava doencas sistémicas
graves ou doencas bucais e ndo fazia uso de medicamentos que pudesse alterar as
propriedades da saliva (Moura et al.>*, 2006). A coleta da saliva foi fracionada em 10 minutos
pela manhd até que o volume total necessario fosse conseguido. No momento da coleta, o
voluntario estava em jejum e ndo tinha realizado higienizacdo bucal durante o periodo da
manha. O participante recebeu um frasco estéril onde foi depositada a saliva. Apds a coleta, a
saliva foi centrifugada a 10000 rpm por 5 minutos a 4° C e posteriormente o sobrenadante foi
aspirado e filtrado. O resultante da saliva foi imediatamente armazenado a -70° C até a

utilizacdo (Zamperini et al.®®, 2010).
Confeccao dos espécimes

Discos de esmalte e dentina (8.0 mm de diametro) foram preparados a partir de
incisivos bovinos (Figura 1). As coroas dos incisivos foram cortadas em furadeira de bancada
com broca de vidro. Em seguida o esmalte foi separado da dentina com o auxilio de caneta de
alta rotacdo e fresa diamantada MF 3099 e as superficies dos discos foram preparadas e
regularizadas com lixas d’agua de granulagdo 250 até atingir espessura de 1.5 mm (Soares et
al.*® 2013). Os blocos foram submetidos & avaliagdo da rugosidade superficial (Ra) pelo
rugosimetro portétil (Mitutoyo surftest SJ-401, Mitutoyo Corporation, Japdo), e distribuidos
em grupos experimentais e controle, a partir destes valores, por meio de aleatorizacdo por
restricdo. Em seguida, a solucdo de EDTA 0,5M (pH 7,2) foi aplicada, por 60 segundos sobre
0s blocos de esmalte e 30 segundos sobre os blocos de dentina com o objetivo de limpeza
superficial e remocao da smear layer. Em seguida os especimes foram lavados com aplicagéo,
por 60 segundos, de agua deionizada esterilizada. Os espécimes foram esterilizados por meio

de gas de oxido de etileno na empresa ACECIL - Campinas — SP.
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Figura 1 — Desenho esquematico da confeccdo dos espécimes (esmalte e dentina).

Fonte: Elaboragdo propria.

Para confecgdo de espécimes de dentina que serdo analisados por MCVL, incisivos
bovinos foram seccionados longitudinalmente com o auxilio da peca reta e disco flexivel
diamantado (KG Sorensen), obtendo-se duas metades (Figura 2). As superficies foram
regularizadas em politriz com lixas d’agua de granula¢ao 250, até obtengdo de uma superficie
plana. A limpeza da dentina foi realizada em ultrassom, através de imersdo em hipoclorito de
sodio 5.25 % durante 4 minutos, seguida de lavagem durante 2 minutos com agua destilada e
posterior imersdo em solugdo de é4cido citrico 6.0 %, por mais 4 minutos (Hamama et al.?,
2014). A lavagem foi realizada duas vezes seguindo este protocolo e ao final, foi aplicada
solucéo de EDTA 0.5 M (pH 7.2) durante 1 minuto. O objetivo foi remog&o da smear layer e
limpeza dos tUbulos dentinarios. Os espécimes foram separados aleatoriamente em grupos
experimentais e controle e embalados para serem esterilizados por meio de gas de 6xido de

etileno na empresa ACECIL - Campinas — SP.
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Figura 2 — Desenho esquematico da preparacdo dos espécimes de dentina, centrifugacao
bacteriana e aplicacdo do medicamento testado.

A
Centrifugacao
medic.
\/ /
C D Verniz

Fonte: Ma et al.*®, 2011.
Desenvolvimento de biofilme em espécimes para analise por ensaio de XTT

Utilizando uma pinga esterilizada, discos de esmalte e dentina foram colocados nos
pocos da placa de cultura celular de 24 well. Em seguida, para aproximar este estudo das
condi¢des naturais, 700 pL de saliva humana estéril (CAAE 44823115.4.0000.5416) foi
aplicada e deixada durante 1h30 min a 37°C para a formacéo da pelicula adquirida. Apds este
periodo, os blocos foram lavados com solucgdo salina e transferidos com o auxilio da pinga
para pocos de uma nova placa de cultura celular. Entdo, 1 mL do S. mutans previamente
ajustado foi adicionado e a placa foi levada a estufa durante 48h para que haja formacéo do
biofilme (Van de sande et al.®®, 2011; Hahnel et al.?%, 2012).

Seguida as 48 h, 0 meio com microrganismos ndo aderidos foi aspirado delicadamente
e cada pogo foi lavado novamente com solugéo salina. As solucGes de Terpinen-4-ol 0.24 % e
0.95 % (determinadas pela CIMB) e CHX 0.12 % foram aplicadas e deixadas em contato com
os discos por 60 segundos, simulando a aplicacdo clinica de colutorio. Posteriormente estes
discos foram transferidos para eppendorfs contendo 500 pL de solugdo salina e foram levados
em ultrassom (Cristofoli, Poténcia 160 W / Frequéncia ultrassénica 42 KHz) por 20 minutos

para que haja separacdo do biofilme dos discos, seguida de centrifugacdo por 10 minutos a
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10.000 rpm. A viabilidade celular do biofilme resultante foi avaliada por meio do ensaio de
XTT.

Desenvolvimento de biofilme em espécimes para anélise por MCVL

A formacgédo de biofilme em esmalte foi realizada como descrito anteriormente para
andlise por ensaio de XTT.

Para avaliacdo antimicrobiana do Terpinen-4-ol, superficialmente e no interior de
tubulos dentinarios, espécimes de dentina foram colocados individualmente, no interior de
tubo falcon (50 mL) com o auxilio de pinga estéril, tendo uma de suas faces estabilizada com
silicona de condensacdo pesada, deixando livre apenas a superficie que recebeu o tratamento.
Para infeccdo da dentina, 500 pL da suspensdo de S. mutans previamente ajustada (10’ UFC
/mL), foi adicionada aos tubos, e levados em centrifuga a 3000 rpm, 4000 rpm e 5000 rpm
respectivamente. Cada ciclo de centrifugacdo teve duragdo de 5 minutos com duas repeticdes
e ao final de cada ciclo o microrganismo era removido e uma nova suspensdo microbiana era
adicionada. Em seguida, os tubos foram incubados em microaerofilia a 37°C por 24 h para
permitir a recuperago bacteriana (Hamama et al.?*, 2014).

Apobs a formacdo dos biofilmes (esmalte e dentina), os espécimes foram lavados com
solucgéo salina e em seguida imersos durante 60 segundos em 1mL das solugdes de Terpinen-
4-0l 0.24 % e 0.95 %, CHX 0.12 % e BHI (controle negativo) simulando a aplicacéo clinica
de colutdrio. Posteriormente, os discos foram novamente lavados com salina e transferidos
para nova placa de cultura celular de 24 well para avaliacdo da viabilidade bacteriana
superficial e intratubular, por meio de MCVL em microscdpio confocal de fluorescéncia
(modelo Zeiss, LSM 780 invertido - FAPESP 2009/54035-4) localizado no Instituto de Fisica
de S&o Carlos — Universidade de S&o Paulo. Para isto, foi preparada uma solugdo estoque com
12 puL da solugdo A (SYTO 9) e 12uL de solug¢do B (Iodeto de Propidio) adicionadas a 12.000
uL de PBS estéril e, apds a homogeneizagdo completa, 750 pL foi adicionado a cada pogo
contendo os espécimes de esmalte e dentina com biofilme a ser analisado. Apds aplicagdo dos
corantes em cada corpo de prova individualmente, a placa foi fechada e envolta em papel
aluminio, com objetivo de realizar a difuséo dos corantes no biofilme em temperatura de 37°
C por 15 minutos. A seguir, os espécimes foram lavados com solucdo salina e posicionados
sobre uma laminula, de modo a deixar a superficie a ser analisada em contato com a mesma.
Imagens de um unico plano focal do biofilme foram capturadas pelo sistema de MCVL
utilizando lente de 40X de aumento e abertura de 1.2. A area selecionada para analise do

biofilme foi definida aleatoriamente desde que néo tdo perto da borda do bloco.
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Anélise da Expressao génica

S. mutans foi cultivado até sua fase mid-log (DO g = 0.45) em 40 mL de meio BHI
suplementado com extrato de levedura ¢ 400 pL do microrganismo. Em seguida 5mL do
microrganismo crescido foi transferido para tubos vazios esterelizados e as concentrac@es de
Terpinen-4-ol 0.24 % e 0.95 % foram adicionadas e o microrganismo foi incubado a 37° C
durante 15 e 30 minutos. Como controles foram utilizadas culturas sem tratamento e culturas
tratadas com CHX 0.12 %. Apds os tempos de incubacdo, a cultura bacteriana foi
centrifugada (5000 rpm, 5 minutos), o sobrenadante foi descartado e novo meio de cultura foi
adicionado. Posteriormente as células bacterianas foram tratadas com o reagente RNAprotect
Bacteria (Qiagen GmbH, Hilden, Germany), seguido por centrifugacdo (5000 rpm, 10
minutos). Entdo as células bacterianas foram lisadas e 0 RNA foi isolado e purificado usando
0 RNeasy minikit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) segundo o protocolo fornecido pelo
fabricante. As quantidades de RNAm foram quantificadas com o aparelho Synergy
H1(Biotek, Winooski, VT, USA) e o RNA de cada amostra (100 ng/mL) foi transcrito de
forma reversa em termociclador utilizando o High Capacity cDNA Reverse Transcriptions Kit

(Applied Biosystems, Foster City, Calif., USA), seguindo as recomendac@es do fabricante.

PCR em Tempo Real foi utilizado para a quantificacdo de gbpA e o gene 16S rRNA
foi utilizado como controle interno para normalizacéo de dados. Os primers utilizados para o
RT-PCR quantitativo foram adquiridos da Life Technologies Inc. (S&o Paulo, SP, Brasil) e
estdo listadas na Tabela 1. As sequéncias de primers foram obtidas a partir de estudos
anteriores realizados por Bedran et al.’ (2014) e Arirachakaran et al.® (2007). Reacdes em
triplicata foram preparadas com o SYBR Green Supermix (Applied Biosystems) considerado
um reagente padrdo para RT-PCR. O equipamento StepOne Plus (Applied Biosystems) foi
utilizado para a leitura da fluorescéncia, seguindo-se a detec¢éo de ciclos de amplificacéo, que
foram analisadas pelo software StepOne 2.1 (Applied Biosystems). Todas as reagdes foram

realizadas de acordo com o procedimento proposto por Bedran et al.® (2014).



Tabela 1 - Primers utilizados para a analise de RT-PCR quantitativo
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Genes Sequéncia de primers Tamanho Referéncia
(pb)
16S rRNA 5’-CCATGTGTAGCGGTGAAATGC- 3° 144 Bedran et al.’
S. mutans 5’ -TCATCGTTTACGGCGTGGAC- 3’ (2014)
gbpA 5’-CGCCAATAGTTCTCCAGCCGAT- 3’ 410 Avrirachakaran

5’-CGAACCAGCGACTGCTGCA- 3’

et al.* (2007)

Fonte: Elaboracdo propria
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