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Almeida RBA. Avaliacdo da atividade dos Oleos essenciais de
Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf, Tagetes minuta L. e Curcuma zedoaria
Roscoe frente aos microrganismos Candida spp., Staphylococcus spp. e
Streptococcus mutans [tese]. Sado José dos Campos: Faculdade de
Odontologia de S&o José dos Campos, Univ Estadual Paulista; 2010.

RESUMO

Na procura de meios preventivos e curativos para doenga periodontal e
carie dentaria, plantas medicinais com finalidade fungicida, bactericida e
antiinflamatéria vém sendo investigadas. O objetivo desse trabalho foi o
de avaliar a atividade antimicrobiana utilizando-se 6leos essenciais de
Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf, Curcuma zedoaria Roscoe e Tagetes
minuta L. sobre cepas de Staphylococcus spp., Streptococcus mutans e
Candida spp. em crescimento plancténico e em biofilme. Para estudo dos
microrganismos em crescimento planctbnico, foram determinadas a
Concentragao Inibitéria Minima e a Concentragdo Fungicida Minima de
nove cepas clinicas e uma cepa padrdo para cada espécie: C. albicans,
C. tropicalis, C. glabrata, S. aureus, S. epidermidis e S. mutans. Para
avaliagéo dos efeitos dos 6leos essenciais em biofilme, foram utilizadas
cepas padrao de Candida albicans (ATCC 18804), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538) e Streptococcus mutans (ATCC 35688) isolados e em
associagdes em corpos-de-prova durante cinco dias. A seguir, 0S corpos-
de-prova em resina acrilica foram lavados e colocados em contato com
Oleos essenciais durante 5 min. O numero de unidades formadoras de
colonias obtidas em cada biofilme (UFC/mL) foram submetidos a analise
estatistica descritiva e teste t-Student utilizando-se o software Minitab
considerando-se o nivel de significancia p < 0,05. Também foi realizada
microscopia eletrébnica de varredura (MEV) nos corpos-de-prova em
resina acrilica com biofilme com tratamento e controle. Foram observadas
reducdes significativas do numero de unidades formadoras de colbnias
(UFC/mL) tanto no biofilme como em associagdo. As maiores reducdes
ocorreram no tratamento do 6leo essencial de C. citratus, seguidas pelo
O0leo de T. minuta e C. zedoaria. Os 6leos essenciais de Cymbopogon
citratus, Tagetes minuta e Curcuma zedoaria apresentaram atividade
bacteriostatica, fungistatica e microbicida sobre todas as cepas de
Staphylococcus spp., Streptococcus mutans e Candida spp. na forma
plancténica. As cepas mais sensiveis em relacdo a concentragcao
microbicida minima do 6leo essencial de C. citratus foram C. albicans, C.
tropicalis e C. glabrata seguidas pelas cepas de S. epidermidis, S. aureus
e S. mutans. As cepas mais sensiveis em relacdo concentragédo
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microbicida minima do éleo essencial de T. minuta foram as C. albicans,
C. tropicalis, C. glabrata; seguidas entdo pelas cepas bacterianas S.
aureus e S. epidermidis e S. mutans. As cepas mais sensiveis em relagéao
concentragdo microbicida minima do Oleo essencial de oOleo de C.
zedoaria foi C. albicans e a mais resistente foi S. mutans. Foi observada
atividade microbiostatica dos 6leos essenciais sobre os biofilmes simples
e mistos, com reduc¢des significativas das UFC/mL.

Palavras-chave: Biofime. Teste de sensibilidade microbiana. Oleos
essenciais. Candida spp. Staphylococcus spp. Streptococcus mutans.



1 INTRODUCAO

As plantas medicinais representam um importante recurso
terapéutico desde a antiguidade até nossos dias. O uso de plantas
medicinais € um aspecto caracteristico da humanidade, sendo conhecido
desde a antiguidade (Queralt et al., 2005, Gurib-Fakim, 2006; Gregio et
al., 2006). Atualmente as pesquisas com o proposito de obter novos
medicamentos a partir de plantas ou de aprimorar os fitoterapicos ja
existentes, representam importante papel na prevengdo e no tratamento
de algumas doencas (Queralt et al., 2005; Xavier et al., 2007; Sousa et
al., 2008).

Torna-se dificil selecionar as espécies vegetais que
devem ser investigadas quanto ao seu potencial farmacolégico, levando-
se em conta a imensa quantidade e espécies a serem exploradas. Por
isso, os relatos da medicina popular costumam ser utilizados na
identificacdo de espécies vegetais potencialmente terapéuticas, auxiliando
nas pesquisas com plantas medicinais (Albuquerque et al., 2007).

Outro fator a ser considerado reporta a acessibilidade e
aos custos dos medicamentos fitoterapicos. Pesquisas com plantas
medicinais geralmente originam medicamentos em um curto prazo de
tempo, com custos muitas vezes inferiores, para que possam ser
utilizados como parte do atendimento as necessidades primarias de
saude da populacdo que, em geral, encontra-se sem condi¢gdes
financeiras de arcar com os pregos elevados dos medicamentos
convencionais (Devienne et al., 2004; Lima Jr; Dimenstein, 2006).

A validagao da utilizacdo de plantas medicinais depende
da investigagdo sistematica realizada com metodologia quimica,

farmacologica e microbiologica, que somados a outros fatores irdo resultar
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no medicamento fitoterapico (Rojas et al.,1992;  Mosihuzzaman;
Choudhary, 2008;).

Os 6leos essenciais constituem-se de elementos volateis
contidos em muitos 6rgaos vegetais, e estao relacionados com diversas
funcbes necessarias a sobrevivéncia vegetal, exercendo papel
fundamental na defesa contra microrganismos (Siqui et al., 2000; Vukovic
et al., 2007).

A espécie Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf, conhecida
como capim-lim&o ou erva cidreira, é produtora de 6leo essencial de alto
valor comercial. O principal componente do 6leo essencial dessa planta é
o citral, uma mistura dos isdbmeros neral (cis-citral) e geranial (trans-citral)
(Liberalli et al., 1946; Lewinsohn et al.,1998; Barbosa et al., 2008). Tais
componentes apresentam propriedades antifungica (Schuck et al., 2001),
antibacteriana (Cimanga et al., 2002), diurética (Galvéz, et al., 1998) e
anticarcinogénica (Puatanachokchai et al., 2002).

Outra espécie, Tagetes minuta L., popularmente
conhecida como vara-de-rojao, rabo-de-foguete, cravo-de-defunto, cravo-
de-urubu ou chinchilho, também tem sido estudada por apresentar
atividade antimicrobiana (Lorenzi; Matos, 2002).

Outra planta de interesse, que também apresenta
propriedades terapéuticas é a Curcuma zedoaria Roscoe conhecida como
curcuma ou zedoaria. Estudos indicaram que seus rizomas possuem
substancias medicinais como pineno, canfeno, cineol, canfora e borneol
(Pereira, et al., 2004). Dentre suas propriedades terapéuticas na pratica
popular destacam-se a expectorante, diurética, calmante, colerética,
depurativa, anti-séptica, antifungica, anti-helmintica, antitumoral,
aromatica e anti-inflamatoria (Teske; Trenitini, 1994; Kato; Fischer, 1996;
Schulz et al., 2002).

Na procura de meios preventivos para doencga periodontal
e carie, estudos com plantas medicinais com propriedades fungicidas,

bactericidas e antiinflamatoérias sdo relatados na literatura. A cavidade
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bucal abriga uma grande quantidade e variedade de microrganismos em
uma microbiota estabelecida. Os fatores que influenciam esse complexo
ecossistema sao a higiene bucal, integridade dos dentes e mucosa, a
natureza e a velocidade do fluxo salivar, a composicéo e a consisténcia
da dieta, uso de antibibticos, o estado fisiologico e a saude do hospedeiro
(Aas et al., 2005; Huyghe et al., 2008).

A remocéao do biofilme dentario € um fator importante na
prevencdo da carie e doencga periodontal (Marsh, 2005). Alguns produtos
de origem vegetal sao utilizados na higiene bucal com a vantagem de n&o
apresentarem efeitos colaterais, quando comparados a produtos sintéticos
(Moran et al.,, 1992). Assim, com a comprovacao cientifica de que
determinadas plantas poderiam ser utilizadas no tratamento de doencas
bucais, a odontologia e a populagdo poderédo se beneficiar ao utilizar a
fitoterapia.

A odontologia durante muito tempo considerou a carie
como uma doenga a ser tratada apenas com preparos dos dentes e
restauracbes das cavidades. Estas condutas cuidavam apenas dos
sintomas da doenca, acreditando que as técnicas operatérias e o0s
materiais restauradores seriam capazes de trata-la. Esta filosofia levou
muitas vezes a mutilagdo progressiva das estruturas dentarias (Murdoch-
Kinch; Mclean, 2003; Fontana et al., 2010;). Atualmente, a Odontologia
moderna tem como objetivos principais prevenir novas lesdes, paralisar as
ja existentes e evitar lesdes recorrentes, além da promocgédo de saude
bucal e conservagao da estrutura dentaria (Murdoch-kinch; Mclean, 2003).
Almeja-se atualmente, o tratamento das causas da doenca carie e nao
somente de suas seqlelas (Fontana; Gonzalez-Cabezas, 2000; Murdoch-
Kinch; Mclean, 2003; Fontana et al., 2010).

Estudos demonstraram a capacidade de diferentes
microrganismos em se aderir as superficies dentarias e proteses dentais.
Entre esses microrganismos, estao incluidas bactérias e espécies de

leveduras do género Candida (Maza et al., 2002). As proteinas salivares
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principalmente as mucinas, que recobrem a mucosa bucal e as
superficies inertes das proteses dentarias podem atuar como receptores
especificos de Candida albicans e de outros microrganismos (Baena-
Monroy et al., 2005).

Os microrganismos do género Candida sao geralmente
comensais da cavidade bucal, mucosas, trato digestivo, genital e urinario
de individuos sadios, mas dependendo do estado fisioldgico do individuo
e de fatores predisponentes, podem transformar-se na forma parasitaria,
produzindo candidose (Soll, 2002).

As bactérias estdo se tornando resistentes a multiplos
antimicrobianos, representado um desafio no tratamento de infeccdes.
Assim, faz-se necessario encontrar novas substancias com propriedades
antimicrobianas para serem utilizadas no combate desses microrganismos
(Ahmad; Beg, 2001; Jorge, 2006; Mbosso et al., 2010).

Baena-Monroy et al., (2005), verificaram que Candida
albicans, Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans colonizam com
freqliéncia a mucosa bucal de pacientes com protese dentaria. A principal
espécie bacteriana correlacionada com carie dentaria de superficie lisa é
representada por Streptococcus mutans (Pin et al., 2005; Jorge, 2006).

O objetivo do presente trabalho foi o de avaliar a atividade
antimicrobiana de Oleos essenciais das plantas Cymbopogon citratus
(D.C.) Stapf, Tagetes minuta L. e Curcuma zedoaria Roscoe frente a
cepas de Candida albicans, C. tropicalis, C. glabrata, Staphylococcus
aureus, S. epidermidis e Streptococcus mutans. Foram também avaliados
os efeitos dos mesmos 6leos essenciais em biofilmes formados in vitro
por cepas padrao de C. albicans, S. aureus e S. mutans na superficie de

discos de resina acrilica.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Microrganismos

Todo individuo possui uma microbiota indigena que inclui
todas as classes de microrganismos (bactérias, fungos, protozoarios e
virus) esta é composta por cerca de 500 a 1000 espécies diferentes,
residindo no individuo. Tem sido estimado que o nosso corpo € composto
de aproximadamente 10 trilhdes de células (incluindo as células nervosas,
musculares e epiteliais), e que temos aproximadamente 10 vezes mais
microrganismos (100 trilhdes) vivendo em nosso organismo (Burton;
Engelkirk, 2004).

Os microrganismos presentes na microbiota bucal
desempenham importante papel em manter a saude bucal, entretanto o
disturbio desse sistema pode levar a ocorréncia de doencas. Os
microrganismos que compdem essa microbiota contribuem para o
desenvolvimento do sistema imune do hospedeiro, seguidos de uma
colonizacdo balanceada de uma grande variedade de microrganismos
que podem potencialmente invadir outros tecidos do hospedeiro
(Barbieri et al., 2007).
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2.2 Leveduras do género Candida

O género Candida compreende aproximadamente 150
especies de leveduras, Gram-positivas, ndo produtoras de esporos. A
espécie de maior importancia médica € Candida albicans seguida por
C. glabrata e C. tropicalis que perfazem cerca de 80% do isolamento de
candidoses, sao aerdbias, embora, sejam capazes de crescer em
anaerobiose (Jorge, 2006).

Candida albicans é a levedura mais frequentemente
isolada de amostras clinicas humanas (Komiyama et al., 2004; Burton;
Engelkirk, 2004; Jorge, 2006), € considerada uma das leveduras mais
patogénicas para o ser humano, colonizando lingua, palato e demais
mucosas bucais (Jorge, 2006; Jain et al., 2010) podendo estar presentes,
também, no biofilme subgengival (Slots et al.,1988). Esse microrganismo
€ correlacionado com grande numero de infec¢gdes oportunistas que em
individuos imunocomprometidos, podem ser fatais (Baillie; Douglas, 1998;
Lengeler et al., 2000; Jain et al., 2010).

Candida spp. € um organismo comensal presente no ser
humano na pele e membranas mucosas da boca, trato gastrintestinal e
geniturinario sem causar infecgdes, coexistindo com o hospedeiro (Hube;
Naglik, 2001). O estado fisiolégico do hospedeiro é o fator primario na
etiologia da candidose, quando ha uma queda das condi¢des
imunoldgicas do hospedeiro, Candida albicans é lider em infecgbes da
boca, pele e vagina. Este tipo de infeccéo local pode tornar-se uma porta
de entrada para invasao de microrganismos na corrente sanguinea,
podendo tornar-se uma infecgao generalizada ou sistémica (Hube; Naglik,
2001; Burton; Engelkirk, 2004). Além disso, em pacientes severamente
imunocomprometidos, a levedura pode causar sérias infec¢cdes nas

mucosas, que incluem candidoses vaginais, infec¢gdes bucais ou
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sistémicas (Ellepola; Samaranayake,1998; O’Sullivanet al., 2000;
Chandra et al., 2001; Hube; Naglik, 2001).

Um aumento do namero de individuos
imunocomprometidos, tal como aqueles com infeccao pelo HIV,
neutropenicos, pacientes em tratamento intensivo, uso de medicamentos
imunossupressivos depois de transplante de o60rgados s&o causas
freqUentes de infecgdo na mucosa por Candida (Richardson, 2005). Em
adicdo quase 3/4 de todas as mulheres saudaveis ja tiveram pelo menos
uma vez infecgdo vaginal por leveduras (Hube; Naglik, 2001).

Os fatores de viruléncia expressos por Candida albicans
para causar infeccdo podem variar muito, dependendo do tipo da
infeccdo, o local e a natureza da resposta do hospedeiro (Hube;
Naglik, 2001). Candida albicans é um microrganismo com grande
repertério de atributos de viruléncia para colonizar o hospedeiro,
causando danos, resistindo ou enganando o sistema de defesa do
hospedeiro (Chaffin et al., 1998). Embora o objetivo principal do
microrganismo nao seja causar doenga ou danos no hospedeiro, e sim,
sobreviver e reproduzir (Burton; Engelkirk, 2004).

Candida glabrata € a segunda espécie do género mais
recuperada da cavidade bucal de humanos, representa cerca de 7% das
espécies isoladas da boca. Essa espécie é isolada freqientemente de
pacientes portadores de proteses total, incluindo aqueles com estomatite
(Jorge, 2006).

Candida tropicalis pode ser encontrada em candidoses
invasivas e hospitalares, com infecgbes indistinguiveis das produzidas por
Candida albicans. Ela € encontrada no ambiente e culturas de rotina do
nariz, garganta, pele, vagina e trato gastrintestinal de individuos
saudaveis (Jorge, 2006).

A candidose bucal também ja foi muito estudada em
pacientes que fazem uso de préteses totais ou parciais. As leveduras

aderem-se e colonizam as superficies bucais, incluindo mucosas e
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préteses acrilicas e tem habilidade de co-agregar com bactérias bucais
(Barbeau et al., 2003; Cross et al., 2004; Ramage et al., 2004).

2.3 Staphylococcus spp.

O género Staphylococcus pertence a familia
Staphylococaceae. Sao relatadas 48 espécies do género Staphylococcus,
sendo ubiquo na natureza (Tse et al., 2010), dessas, 16 s&o encontradas
em seres humanos e podem provocar diferentes sindromes clinicas,
incluindo infecgbes cutaneas, oportunistas, das vias urinarias e sistémicas
(Blatt; Piazza, 2004; Trulzsch et al., 2007; Xavier et al., 2007). O
tratamento de infecgbes pos-operatédrias € dificultado pelo aparecimento
dos microrganismos resistentes aos antibiéticos, os quais contribuem
significantemente para morbidez e mortalidade de pacientes
hospitalizados (O’Gara; Humphreys, 2001; Jabra-Rizk et al., 2006).

O género Staphylococcus nao é usualmente pertencente
a cavidade bucal humana, e quando isso acontece, eles sao considerados
transitorios (Loberto et al., 2004). O género apresenta importantes
propriedades de viruléncia e causa uma larga gama de doengas
infecciosas humanas incluindo pneumonia, septicemia, endocardites,
doencga periodontal entre outros (Wertheim et al., 2005; Baba et al., 2008).

A espécie mais implicada em doengas no ser humano é
S. aureus. S. epidermidis também é um importante patogeno, sobretudo
para aqueles portadores de proteses valvulares cardiacas (Huebner;
Goldmann, 1999; Jorge, 2007).

As espécies do género Staphylococcus consistem em
cocos Gram-positivos, tipicamente arranjados em grupos, lembrando

‘cachos de uva”, ou ainda isolados e em pequenas cadeias, nao
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esporulam, sdo iméveis, anaerébios facultativos e produtores de catalase
em sua maioria (Jorge, 2006).

Em geral, os Staphylococcus apresentam uma relagao
benigna ou simbidtica com o hospedeiro; entretanto podem tornar-se
patogénicos quando ganham acesso aos tecidos por meio de
traumatismos da barreira cutédnea, inoculacdo por agulhas, ou
implantacao direta por proteses médicas (Pallin et al., 2008).

S. aureus é um dos mais significantes agentes etiolégicos
de processos infecciosos adquiridos, tanto em pacientes ambulatoriais
como em pacientes hospitalizados (Pallin et al., 2008). Apresenta ampla
variedade de fatores de viruléncia, como toxinas, adesinas, capsula,
formacdo de biofiime e enzimas extracelulares que mediam a invaséo
tecidual e a sobrevida no sitio da infecgéo (Go6tz, 2004; Blatt; Piazza, 2004
Gordon; Lowy, 2008). Algumas espécies sao produtoras de coagulase,
caracteristica que classifica os estafilococos em coagulase-positivos e
negativos (Jorge, 2006).

Cepas de S. aureus resistentes aos medicamentos foram
sendo isoladas a medida que novos antimicrobianos foram desenvolvidos
e introduzidas no tratamento das infecgbes. A habilidade de adquirir
resisténcia levou ao aparecimento de amostras resistentes a praticamente
todos os agentes antimicrobianos disponiveis (Spellberg et al., 2008).
Estas cepas podem ser isoladas em materiais e equipamentos usados em
ambiente hospitalar e constituem um dos problemas mais relevantes no
controle de infec¢des e na terapéutica antimicrobiana (Rossi; Andreazzi,
2005; Jorge, 2007).

Loberto et al. (2004) avaliaram 88 pacientes com
periodontitis crbénica, antes de receberem tratamento periodontal ou
antibiético. Os resultados demonstraram que em 14 dos individuos
(15,9%) foram isolados S. epidermidis em amostras subgengival e de 24
individuos (27,27%) na cavidade bucal, enquanto que S. aureus estavam

presentes em (25%) de amostras da cavidade bucal.
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Querido (2006), quando estudou microganismos da
cavidade bucal de individuos submetidos a antibidticoterapia para
tratamento de tuberculose pulmonar verificou que, dos 50 individuos
amostrados, 96% dos pacientes com tuberculose e 92% do grupo controle
apresentaram Staphylococcus spp. na cavidade bucal. No sulco gengival
Staphylococcus spp. estavam presente em 44% dos individuos do grupo
controle e 38% no grupo tuberculose.

S. epidermidis sdo coagulase negativos e encontram-se
largamente distribuidos pelo organismo humano, constituindo a maioria
das bactérias comensais da microbiota. No passado esses
microrganismos eram considerados como n&o-patogénicos e seus
isolamentos em laboratério eram considerados como contaminacédo da
especie. Entretanto, esses organismos frequentemente contaminam o
sangue e outros materiais clinicos e sdo responsaveis por infec¢oes
hospitalares, veiculados por cateteres e sondas. A espécie ndo produz
toxinas e faz parte da microbiota enddégena humana, sendo que as
infecgbes causadas por esta espécie sdo geralmente de origem
hospitalar, sendo apontado como importante agente de bacteremia, em
servicos de oncologia e neonatologia. E também reconhecida a sua
crescente frequéncia em infecgbes associadas a implantagédo de proteses
cardiacas, articulares e vasculares e de cateteres intravenosos (O’Gara;
Humphreys, 2001).
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2.4 Streptococcus mutans

Os estreptococos do grupo mutans incluem as principais
espécies bacterianas envolvidas na carie dentaria de superficie lisa.
Apresentam-se como cocos Gram-positivos, usualmente dispostos em
cadeias, sao anaerdbios facultativos ou estritos, seu crescimento é
estimulado pela presenca de CO; (Pin et al., 2005; Canetierri et al., 2006).
Apresentam células esféricas ou ovais, por vezes alongadas, de cerca de
0,5 a 0,75 ym, sdo imoveis, capsulados e ndo formam esporos. Sao
constituido por sete espécies e por oito sorotipos. As espécies deste
grupo mais comumente relacionadas com o desenvolvimento da carie
dental em  humanos sdo S mutans e S  sobrinus
(Balakrishnamet et al., 2002; Jorge, 2006).

Durante seu processo evolutivo, S. mutans desenvolveu
fatores que determinam sua cariogenicidade ou viruléncia, como o
sistema enzimatico para o metabolismo da sacarose, substancia mais
cariogénica consumida pelos seres humanos (Kuramitsu et al., 2007).
S. mutans é considerado um microrganismo cariogénico para todas as
espécies de animais dentados até hoje testadas. Observa-se, entretanto,
que caries obtidas com a participacdo de S. mutans e da microbiota
normal da boca sdo mais extensas e freqlientes do que s6 com
S. mutans, demonstrando assim, a participacao efetiva da microbiota
bucal na etiologia da doenca (Napimoga et al., 2005; Forssten et al.,
2010).

Para colonizar a cavidade bucal, S. mutans adere nas
superficies duras, ndo descamativas, as quais coloniza e se acumula
como parte da complexa microbiota do biofilme dentario
(Kuramitsu et al., 2007; Jorge, 2007).
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A carie € uma doenga infecciosa e transmissivel, de
origem microbiana, causando um processo de desmineralizagado por meio
da producéo de acidos organicos, principalmente o acido latico, originado
da fermentacao dos carboidratos da dieta do hospedeiro, pelas bactérias.
Devido a sua natureza multifatorial e origem microbiana, pode variar de
intensidade e prevaléncia de acordo com as condigdes enddgenas de
cada hospedeiro como dentes, pelicula adquirida, saliva, dieta e
microbiota (Balakrishnan et al., 2000; Barbieri et al., 2007).

2.5 Biofilme

O Dbiofilme consiste em comunidades de células
bacterianas ou outros microrganismos envolvidos por uma matriz
polissacaridica extracelular que é secretada pelos proprios
microrganismos, que permanecem aderentes a superficies inertes ou
vivas (Gétz, 2002; Lamfon et al., 2003;). Os microrganismos crescem em
pequenos grupos (microcolonias) que sdo separados por um sistema de
canais de agua. O fluido que circula entre esses canais, banha as
microcolonias com nutrientes dissolvidos e levando os produtos residuais.
Os biofilmes tem importdncia médica podendo ser encontrados em
praticamente todo lugar, eles vem sendo envolvidos em doengas tal como
endocardites, fibrose cistica, doenca periodontal, infec¢cdes renais,
infeccbes do ouvido médio e infecgbes na prostata (O’'Gara; Humphreys,
2001; Burton; Engelkirk, 2004).

A formacédo do biofilme possui etapas sequienciais.
Inicialmente os microrganismos se aderem a superficie dental, ocorre
crescimento celular e formagdo de microcolénias e posteriormente

maturacdo do biofilme. Cada passo pode ser influenciado por fatores
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genéticos e fisiologicos desse modo formando uma massa celular,
aderente, refor¢cada e arquitetural (Gétz, 2002; Kreth et al., 2004).

Bioflmes sdo muito resistentes a antibidticos e
desinfetantes. Antibioticos que, no laboratorio tem se mostrado efetivo
contra microrganismos na forma plancténica, torna-se ineficiente contra os
mesmos microrganismos no biofilme (Burton; Engelkirk, 2004).

Vicente et al. (2008) avaliaram 237 criangas, na faixa
etaria de 5 a 11 anos durante 12 meses e observaram que 81% das
criangas apresentaram alta contagem de S. mutans e apenas 19%
apresentaram baixa contagem em agar Mitis salivarius bacitracina
sacarose. Com relagdo ao indice de atividade de carie, verificou-se que
73% apresentaram alta prevaléncia da doenga. A concentracédo de
S. mutans é freqlientemente alta na saliva de pacientes com elevados
niveis de carie dental.

O desenvolvimento da carie ocorre na presenca de
microrganismos na superficie dentaria, entretando a simples coloniza¢ao
por estes microrganismos nao implica no seu desenvolvimento. Segundo
Gilbert et al. (2007) o fator primario de uma boa saude bucal é a rotina no
controle do biofilme dentario.

Enquanto no passado, pesquisadores estudavam
caminhos para controlar o crescimento de bactérias em cultivos
planctdénicos, os mesmos estdo agora concentrando seus esforcos para

entender e controlar o biofilme (Burton; Engelkirk, 2004).

2.6 Plantas medicinais

A expressado fitoterapia ¢é atribuida a medicamentos
originados exclusivamente de material botanico integral ou seus extratos

usados com o proposito de tratamento de doengas. As plantas medicinais
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sdo aquelas que possuem atividade bioloégica, possuindo um ou mais
principios ativos uteis a saude humana (Ferreira et al., 1998). As plantas
produzem uma variedade de compostos com propriedades
antimicrobianas (Duarte et al., 2005).

Atualmente, as pesquisas realizadas com plantas
confirmam a agao medicinal de muitas plantas tradicionalmente usadas, o
que traz aos pesquisadores a convic¢ao de que ha muito a aprender com
os costumes populares (Devienne et al., 2004).

Plantas dos biomas brasileiros tem sido utilizadas como
medicina natural pelas populagbes locais para o tratamento de varias
doengas, como por exemplo, malaria, infecgdo fungica e bacteriana
(Sartoratto et al., 2004). Apesar da rica flora brasileira, somente dados de
poucas plantas estdo disponiveis, incluindo espécies nativas e exdticas,
que foram introduzidas no Brasil apdés a colonizagdo e vem sendo
incorporadas na medicina popular (Duarte et al., 2005)

Os 6leos essenciais contidos nas plantas aromaticas sao
responsaveis pelos diferentes odores que emanam das plantas,
constituem-se em complexas misturas de substancias volateis (Ye, 2009),
sintetizadas gracas a energia solar pelas células secretoras das plantas
aromaticas e que se apresentam como substancia liquida e oleosa.

A espécie Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf (Figura 1),
também conhecida como capim-liméo ou erva cidreira, entre outros,
pertence & familia Gramineae originaria da Asia e subespontianea nos
paises tropicais. Desenvolve-se em todo o Brasil e caracteriza-se por ser
uma erva perene, com folhas asperas, aromaticas, estreitas e com mais
de 50 cm de comprimento (Cimanga et al., 2002). E uma planta de grande
resisténcia e versatilidade, suportando larga variedade de solo e de clima,
embora ndo se adaptem bem em solo umidos e enxarcados, assim como
zonas frias, sujeitas a geadas (Liberalli et al., 1946)

E uma planta com largo uso popular na preparacédo de

chas e seu 6leo essencial, rico em citral (geranial e neral), é usado na
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industria de perfumes, alimentos e medicamentos (Kochima et al., 2006),
possuindo alto valor comercial.

Schuck et al. (2001) avaliaram a atividade antimicrobiana
de C. citratus por meio da técnica de difusdo em agar de cepas ATCC de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e os resultados revelaram que o
Oleo essencial a 0,5% apresentou diametro de inibicdo variando de 12 a
16 mm para E. coli e superior a 40 mm para S. aureus na diluicao 1,5%.

Figura 1 — Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf

Fonte:www.google.com.br/images - pesquisar Cymbopogon citratus

O género Tagetes engloba algumas espécies da familia
das Compositae ou Asteraceae, é nativa de regibes temperadas e
montanhosas do sudeste da América do Sul, podendo ser encontradas
nos paises como Argentina, Bolivia, Peru e Paraguai. T. minuta é
encontrada no Brasil onde se aclimataram perfeitamente, tornando-se até
subespontaneas (Lorenzi; Matos, 2002).

Segundo Kissmann; Groth (1992), Tagetes minuta L.
(Figura 2), a espécie minuta faz referéncia ao tamanho das flores e nao
da planta, que pode alcancar até 2 metros de altura. Segundo Soule
(1993) a planta é popularmente denominada vara-de-rojdo, rabo-de-
foguete, cravo-de-defunto, cravo-de-urubu, chinchilho, coari, coari-bravo,
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estrondo, sendo considerada como planta daninha infestante, de cultivos
anuais e perenes, bem como na beira de estradas e terrenos baldios.

Héthelyi et al. (1987) utilizaram a técnica de arraste a
vapor para a extracdo do Oleo essencial de T. minuta e através de
métodos cromatograficos, separaram e dosaram alguns componentes que
foram identificados por espectrometria de massa (ocimeno,
diidroxitagetona, tagetona e ocimenona).

Souza et al. (2000) utilizaram decocto de Tagetes minuta
em testes para determinar a atividade antimicrobiana através da técnica
de diluicdo seriada, utilizando in6culos de bactérias Gram-positivas
(Staphylococcus aureus e Enterococcus faecium) e Gram-negativas
(Salmonella gallinarum e Escherichia coli) e verificaram o atributo anti-

séptico, conferido popularmente ao decocto.

Figura 2 — Tagetes minuta L.

Fonte:www.google.com.br/images - pesquisar Tagetes minuta

A Curcuma zedoaria Roscoe (Figura 3), conhecida
popularmente como gajitsu, curcuma ou zedoaria, € uma espécie
herbacea, perene, pertencente a familia vegetal Zingiberaceae, de

ocorréncia espontanea na Asia e utilizada desde a idade média como
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condimento, corante, aromatizante e para fins terapéuticos. As partes
vegetais empregadas com finalidades terapéuticas séo as raizes e os
rizomas, ricos em 6leos essenciais, 0s quais podem ser empregados na
forma de infuso, decocto, tintura, p6 ou pedacos mastigaveis (Teske;
Trenitini,1994; Kato; Fischer,1996). Os rizomas tém de 1,5 a 5% de dleo
essencial, o qual € constituido principalmente por pineno, canfeno, cineol,
canfora e borneol (Pereira et al., 2004).

Entre as indicagbes terapéuticas da C. zedoaria,
destacam-se as propriedades, expectorantes, diuréticas, calmantes,
colerética, anti-séptica, antifungica, anti-helmintica, antimicrobiana,
antitumoral, aromatica e antiinflamatéria (Teske; Trenitini, 1994; Kato;
Fischer,1996; Schulz et al.,, 2002). Nicoletti et al. (2003) estudaram a
atividade antimicrobiana do extrato fluido da C. zedoaria frente aos
microrganismos: Aspergillus niger, Candida albicans, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella choleraesuis, Staphylococcus
aureus e Tricophyton mentagrophytes e a agéo do extrato foi mais efetivo,
entretanto, contra Staphylococcus aureus.

Lai et al. (2004) avaliaram o potencial antimicrobiano do
Oleo essencial de Curcuma zedoaria em microrganismos Gram positivos
(Bacillus cereus) e Gram negativos (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Vibrio parahaemolyticus). Os autores constataram que,
Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Vibrio
parahaemolyticus foram mais sensiveis, enquanto que a cepa de

Escherichia coli apresentou maior resisténcia.
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Figura 3 - Curcuma zedoaria Roscoe

Fonte:www.google.com.br/images - pesquisar Curcuma zedoaria

A partir do extrato hidroalc6olico de C. zedoaria foram
obtidas solugbes aquosas a 7,1%, sendo empregadas como coadjuvante
quimico no controle mecanico do biofilme dentario e gengivite por
apresentarem significativa acdo anti-inflamatéria e antimicrobiana
(Sandrini et al., 1997; Pereira et al., 2004).



3 PROPOSICAO

A presente pesquisa teve como obijetivos:

a)

Determinar as concentragdes inibitérias minimas (CIM) e
concentracbes microbicidas minimas (CMM) dos 6leos
essenciais extraidos de Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf,
Tagetes minuta L. e Curcuma zedoaria Roscoe sobre cepas
clinicas e padrao de Candida albicans, Candida tropicalis,
Candida glabrata, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis e Streptococcus mutans;

Verificar os efeitos desses 6leos essenciais sobre biofilmes
formados na superficie da resina acrilica por cepas padrao
de Candida albicans, Staphylococcus aureus e

Streptococcus mutans.



4 MATERIAL E METODO

4.1 Oleos essenciais

Foram utilizados O6leos essenciais de Cymbopogon
citratus (D.C.) Stapf, Tagetes minuta L. e Curcuma zedoaria Roscoe
(Figura 1 a 3).

As espécies Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf, Tagetes
minuta L. e Curcuma zedoaria Roscoe foram coletadas no Sitio Pinheiros,
na localidade de Sarapui-do-Alto, Vila Elvio, municipio de Piedade, estado
de S&o Paulo, Brasil. As plantas foram coletadas no periodo da manha
entre 9:00 e 10:00 h. As datas das coletas foram: 06/09/2007 para C.
citratus, 20/06/2009 para T. minuta e 19/11/2009 para C. zedoaria.

As exsicatas foram depositadas no Herbario SPF do
Departamento de Botanica da Universidade de S&o Paulo, Rua do Matao,
277, edificio Sobre-as-Ondas, CEP 05508-090, Sdo Paulo, SP, Brasil, sob
os numeros G. Akisue 031 (SPF) para C. citratus e G. Akisue 033 (SPF)
para T. minuta.

A extracdo dos Oleos foi realizada no Laboratorio de
Farmacognosia e Plantas Medicinais da Faculdade de Pindamonhangaba
(FAPI), pela técnica de hidrodestilagdao por arraste de vapor d’agua
empregando-se aparelho do tipo Clevenger modificado (Wasicky;
Akissue, 1969). Para a extracao dos 6leos essenciais foram utilizadas as
folnas de C. citratus, as infloréncias de T. minuta e os rizomas de

C. zedoaria.
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4.2 Microrganismos utilizados e preparo das suspensées

Para determinagdo da concentragdo inibitéria minima

(CIM) foram utilizadas 54 cepas clinicas, sendo 9 de cada espécie e 1
cepa padrdo a seguir: Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus mutans, Candida albicans, Candida tropicalis
e Candida glabrata. Essas cepas sao provenientes do Laboratério de
Microbiologia da Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos /
UNESP e foram isoladas da cavidade bucal humana no trabalho de
Querido (2006). O projeto de pesquisa do presente trabalho foi aprovado
pelo Comité de Etica em pesquisa da Faculdade de Odontologia de Sao
José dos Campos —Unesp, sob protocolo n® 01/ 2008-PH/CEP (Anexo A).
Para avaliagdo dos efeitos dos o6leos essenciais no

biofilme formado nos corpos-de-prova de resina acrilica foram estudadas
Candida albicans (ATCC 18804),

Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Streptococcus mutans (ATCC

as seguintes cepas padrio:
35688). A partir das cepas clinicas e cepas padrédo foram preparadas
suspensdes em solucdo de NaCl a 0,85% contendo 10° células
quantificadas em espectrofotometro (Micronal - B582, Sao Paulo, Brasil)
(Figura 4) utilizando-se os parametros do Quadro 1. Solugédo de NaCl a

0,85% foi empregada como branco.

Quadro 1 — Microrganismos utilizados no preparo das suspensdes com respectivos
meios de cultura, condigbes de incubacdo, densidade Optica (DO) e
comprimento de onda.

Microrganismos

Meios de
cultura*

Incubagao

DO

Comprimento de
onda (nm)

Candida spp.

Agar Sabouraud

37°C/24 h

0,284

530

Staphylococcus spp.

Brain Heart

infusion

37°C/24 h

0,374

490

S. mutans

Brain Heart

infusion

37°C/24 h com 5%
de CO,

0,620

398

* Difco, Detroit, USA




(c)

Figura 4 — Padronizagao da suspensao microbiana: (a) coleta do microrganismo do agar
com auxilio de alga de platina; (b) aparelho de espectrofotdbmetro utilizado
para padronizagdo da suspensdo de microrganismo; (c) suspensao
microbiana padronizada, contendo 10° células/mL.

4.3 Determinagdao da concentragao inibitéria e microbicida minima
(CIM e CMM)

Para determinacdo da concentragdo inibitoria minima
(CIM) dos 6leos essenciais de C. citratus, T. minuta e C. zedoaria foi
utilizado o método de microdiluicdo em caldo. Os 6leos essenciais foram
colocados em tubos de ensaios esterilizados juntamente com &gua
destilada estéril e Tween 80, de acordo, com o volume e concentragao
desejada (Lima et al.,, 2006). A solucdo foi agitada por 5 minutos

utilizando-se aparelho Vortex (Fanem), obtendo-se entdo uma solugéo
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com a concentragdo final desejada para cada 6leo essencial para cada
especie.

Em placas de 96 pocos (Costar Corning, New York, EUA),
foram acrescentados préviamente 125 uL do caldo Sabouraud ou BHI em
todos os pocos, a seguir, nas primeiras colunas dos pog¢os da placa de 96
pocos foram colocadas 125 yL da solugcdo do 6leo essencial com a
concentracdo préviamente estabelecida para cada espécie. Diluicdes
seriadas dos Oleos essenciais foram realizadas na placa com auxilio de
micropipeta automatica de forma a representarem 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32,
1/64 e 1/128 da concentragao inicial (Lima et al., 2006). A seguir, foram
adicionados em todos os pogos da placa 12,5uL da suspenséo
padronizada (10° células/mL) de cada cepa de Staphylococcus spp.,
Streptococcus mutans e Candida spp. Os ensaios foram realizados em
duplicata. O grupo controle foi constituido de 125 pyL de caldo Sabouraud
e 125 pL de agua destilada autoclavada com Tween 80 (Lima et al., 2006)
nas mesmas dilui¢des utilizadas na solugdo do éleo essencial e 12,5 uL
da suspensdo dos microrganismos. Apés, incubacdo em estufa
bacteriolégica por 24 horas a 37°C para Candida spp. e Staphylococcus
spp. e para Streptococcus mutans por 24 horas a 37°C em estufa de CO,,
a leitura foi realizada por observacdo visual da turvacdo do meio. Foi
considerada concentracao inibitéria minima (CIM) a menor concentragéo
do Oleo essencial testado, capaz de inibir o crescimento microbiano em
caldo.

Na determinacdo da concentracdo microbicida minima
(CMM) dos oleos essenciais de C. citratus, T. minuta e C. zedoaria trés
in6culos do teste anterior que ndo apresentaram crescimento em caldo
foram semeados em placas contendo agar Sabouraud dextrose para
determinacdo da concentragdo fungicida minima para Candida spp. e
agar BHI para a determingao bactericida minima para Staphylococcus
spp. e Streptococcus mutans. Para isso, 100 yL do inéculo foram

semeados em agar Sabouraud dextrose ou agar BHI (Quadro 1)
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utilizando-se alca Drigalski (Figura 10b). Apds periodo de incubagao de 48
horas a 37°C e para S. mutans 48 horas a 37°C em estufa de CO,, foi
verificado crescimento de colbnias caracteristicas de cada espécie. Foi
considerada concentragdo microbicida minima como sendo a menor
concentracédo dos 6leos essenciais testados capazes de inibir totalmente

o crescimento microbiano em meio de cultura sélido em placas de Petri.

4.4 Avaliagcao dos efeitos dos oOleos essenciais sobre o biofilme

formado em resina acrilica por C. albicans, S. aureus e S. mutans

Foram utilizados como corpos-de-prova (Figura 5a e 5b),
discos para confecc¢do de protese ocular com pino (Classico, Séo Paulo,
Brasil), em resina acrilica incolor, com 11 mm de didmetro. Para os
ensaios cada corpo-de-prova recebeu duas camadas de esmalte (Figura
5) para unhas (Colorama, Sao Paulo, Brasil) no pino e na base, a fim de
que, ocorresse uma delimitacéo da area para formacéao do biofilme, o qual
foi formado somente na parte superior do corpo-de-prova. Apos a
secagem do esmalte nos corpos-de-prova em resina acrilica, 0s mesmos
foram embalados e encaminhados para esterilizacdo por radiagdo gama
(cobalto 60), com dosagem de 20 KGy por 6 h (Embrarad, Sdo Paulo,

Brasil).
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Figura 5 — Corpo-de-prova em resina acrilica incolor para confeccdo de prétese ocular
com pino (Classico, Sao Paulo, Brasil): (a) Corpo-de-prova com pino;
(b) corpo-de-prova com a base pintado com esmalte para unhas; corpo-de-
prova com o pino e a base pintados com esmalte para unhas.

4.5 Grupos e condigées experimentais

Apds esterilizacdo os corpos-de-prova em resina acrilica

foram divididos nos grupos experimentais, conforme Quadro 2:

Quadro 2 - Distribuicdo dos corpos-de-prova em resina acrilica nos grupos
experimentais e controle
Grupos Biofime C. citratus |Controle |C. zedoaria |Controle T. minuta | Controle
G1 C. albicans 12 12 12 12 12 12
G2 S. aureus 12 12 12 12 12 12
G3 S. mutans 12 12 12 12 12 12
C. albicans
G4 12 12 12 12 12 12
e S. aureus
C. albicans
G5 12 12 12 12 12 12
e S. mutans
S. aureus
G6 12 12 12 12 12 12
e S. mutans
C. albicans,
G7 S. aureus 12 12 12 12 12 12
e S. mutans
Total 84 84 84 84 84 84
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Os corpos-de-prova em resina acrilica foram colocados na
fileira A de placas de cultura de células com 24 pocos (Costar Corning,
New York. EUA), sendo adicionado posteriormente 2 mL do caldo BHI
(Brain Heart Infusion, Difco, Detroit, USA) sacarosado (5%). A seguir, foi
inoculado 100 pl de suspensdo contendo 10° células de cada
microrganismo, conforme o grupo experimental (Quadro 2). As placas
foram incubadas por 5 dias em estufa bacteriolégica a 37°C para os
grupos G1, G2 e G4 e para os grupos contendo S. mutans (G3, G5, G6 e
G7) em estufa bacteriologica de CO; a 5%.

Apds crescimento dos biofilmes (Figura 7), os corpos-de-
prova em resina acrilica foram lavados duas vezes a fim de remover o
material que ndo se aderiu. Para a lavagem foi colocado em cada pog¢o da
segunda e terceira fileira da placa, 2 mL de PBS (Phosphate Buffer
Saline) pH 7, onde foram imersos os corpos-de-prova de resina acrilica e
homogeneizados por 5 minutos para cada fileira (Figura 7) em agitador
Orbital (Solab, Piracicaba, Brasil).

4.6 Sensibilidade dos microrganismos frente aos dleos essenciais

em biofilmes

Para avaliar a sensibilidade dos microrganismos aos
Oleos essenciais, os corpos-de-prova em resina acrilica foram transferidos
para um recipiente (50 mL) contendo 5 mL da soluc¢do diluida do 6leo
essencial de Cymbopogon citratus, Tagetes minuta e Curcuma zedoaria
pré estabelecidos na CIM e CMM para cada microrganismo,
permanecendo por 5 min (Figura 8). Para o controle, os corpos-de-prova
em resina acrilica foram colocados em solu¢do de agua com Tween 80
pelo mesmo periodo de tempo. A seguir, 0s corpos-de-prova em resina

acrilica foram mergulhados em placas de 24 pogos contendo PBS pH 7
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para retirar possiveis residuos de 6leo essencial (Figura 8b) e colocados
em tubos de ensaio Falcon contendo 10 ml de solucdo PBS esterilizada
os quais foram submetidos ao homogeneizador ultra-sénico (Sonoplus HD
2200 - Bandelin Eletronic), utilizando-se poténcia de 50 W durante 30
segundos, para dispersdo dos microrganismos aderidos a superficie do
corpo-de-prova (Figura 9). A partir da solugdo obtida, foram realizadas
diluiges (10" a 10 mL), das quais aliquotas de 100 uL foram
semeadas em duplicata em agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol
(Unido Quimica, Séo Paulo, Brasil) (0,1 mg/mL de meio) para cepas de C.
albicans; agar manitol (Difco, Detroit, USA) para S. aureus e agar mitis
salivarius acrescido de bacitracina (0,2 Ul/mL) (Unido Quimica, Sao
Paulo, Brasil) e 15% de sacarose (Synth, Brasil) (MSBS) para S. mutans.
Apds 48 horas de incubagdo o numero de unidades
formadoras de colénias (UFC/mL) foram determinadas para cada corpo-
de-prova. As placas escolhidas para contagem foram aquelas que
apresentaram entre 30 e 300 colénias de cada diluicdo. Os resultados da
contagem de UFC/mL foram transformados em logaritimo de base 10
(Log1p) e submetidos a analise estatistica descritiva e teste t-Student
utilizando-se o software Minitab (Inc. PA, USA) considerando-se o nivel de

significancia p < 0,05.
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Figura 6 — Formacao do biofilme em placa 24 pocos. Primeira fileira com caldo BHI
sacarosado, corpo-de-prova e suspensao microbiana.
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Figura 7 — Procedimento para o tratamento do biofilme nos corpo-de-prova apoés 5 dias
de incubacdo em estufa bacteriologica. (a) Primeiro enxagiie dos corpos-de-
prova em resina acrilica em solugdo PBS; (b) agitador orbital utilizado para

auxiliar a remogéo das células microbianas ndo-aderidas.

S N

(a) (b)

Figura 8 — Avaliacdo da sensibilidade dos microrganismos frente os 6leos essenciais
(a) corpos-de-prova em resina acrilica transferidos para um recipiente (50
mL) contendo 5 mL da solugéo diluida do 6leo essencial; (b) corpos-de-prova
em resina acrilica mergulhados na quarta fileira da placa de 24 pogos
contendo PBS para retirar residuo do 6leo essencial apés o tratamento.
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(b) (c)

Figura 9 - Dispersdo do biofilme para a quantificagdo dos microrganismos.
(a) homogeneizador ultra-sénico; (b) inser¢do do corpo-de-prova na
solugédo de PBS; (c) disperséo do biofilme do corpo-de-prova para solugao
de PBS com auxilio do homogeneizador ultrasénico.

(a) (b)

Figura 10 - Quantificagdo dos microrganismos. (a) inoculagdo da suspensao microbiana
em placa de Petri com agar; (b) semeadura da suspensdo microbiana em
meio de cultura so6lido com auxilio de alga Drigalski.

4.7 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para visualizar os efeitos do éleo essencial nos biofilmes
formados de C. albicans, S. aureus e S. mutans e das demais
associagdes de microrganismos, foi realizada a microscopia eletrénica de
varredura (MEV) (JSM-5310, JEOL, Jap&o) no Instituto Nacional de
Pesquisas Espaciais (INPE) de Sao José dos Campos/SP.
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Foram utilizados 2 corpos-de-prova (1 tratamento e 1

controle) em resina acrilica de cada grupo para ser submetido a analise

em microscopia eletrénica de varredura (Quadro 3).

Quadro 3 - Distribuicdo dos corpos-de prova submetidos a microscopia eletrénica de

varredura.
Grupos Biofime C. citratus |Controle |C. zedoaria |Controle T. minuta | Controle
G1 C. albicans 1 1 1 1 1 1
G2 S. aureus 1 1 1 1 1 1
G3 S. mutans 1 1 1 1 1 1
C. albicans

G4 1 1 1 1 1 1
e S. aureus
C. albicans

G5 1 1 1 1 1 1
e S. mutans

S. aureus

G6 1 1 1 1 1 1
e S. mutans
C. albicans,

G7 S. aureus 1 1 1 1 1 1
e S. mutans

Total 7 7 7 7 7 7

Os corpos-de-prova em resina acrilica foram removidos

do caldo e foi realizada a fixagdo dos microrganismos aderidos na

superficie dos corpos-de-prova em resina acrilica com glutaraldeido 2,5%

por 1 hora. A seguir os biofilmes foram desidratados em solucao alcodlica

a 10%, 25%, 50%, 75% e 90% por vinte minutos em cada e finalmente por

uma hora em alcool absoluto (Figura 11). As placas foram incubadas em

estufa bacteriol6gica por 24 horas para secagem do biofilme.

A seguir os corpos-de-prova em resina acrilica, foram

fixados em stubs metalicos (Figura 12) e foi realizada a metalizacao das

amostras por spputtering (Denton Vacuum Desk, Denton Vacuum, USA)

com fio de ouro de 10° mm de espessura (Figura 12). Posteriormente, os

biofilmes

formados

nos

corpos—de-prova

foram

visualizados e
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fotografados no microscopio eletrbnico de varredura em 15 KV nos

aumento de 1000 e 5000 vezes.

(a) (b)

Figura 11 — Preparo dos corpos-de-prova em resina acrilica para metalizagao. (a) Placa
de Petri de 24 pogos (coluna 1 caldo BHI com biofilme; coluna 2 e 3 solugao
PBS para dispersdo das células nao aderidas; coluna 4 lavagem apos
tratamento com o 6leo essencial; coluna 6 imersdo do corpo-de-prova em
glutaraldeido (2%); (b) Colunas da placa (1 a 6) com as diferentes
concentragdes do alcool (10, 25, 50, 75, 90 e 100%).

-

(b)

Figura 12 — Processo de metalizagcdo.dos corpos-de-prova em resina acrilica.
(a) aparelho metalizador com corpos de prova fixados nos stubs metalicos
antes da metalizagdo; (b) stubs com os corpos-de-prova em resina acrilica

metalizados.



5 RESULTADOS

Os 6leos essenciais utilizados apresentaram reducéo de
UFC/mL em relagcdo ao grupo controle para todas as concentragdes
testadas, tanto para a forma plancténica quanto para o biofiime.

De acordo com os resultados, as diluicbes dos O6leos
essenciais variaram para cada 6leo, sendo que o 6leo de C. citratus foi o
que apresentou menor concentragéo para o efeito inibitério ou microbicida
tanto na forma planctbnica como em biofilme. Para facilitar o
entendimento, os resultados obtidos estdo demonstrados nas Tabelas 1 a
6 de acordo com o 6leo essencial utilizado, a concentragéo utilizada do
Oleo essencial e a porcentagem dos microrganismos inibidos (CIM) ou
mortos (CMM) em cada concentragcdo do Oleo. A porcentagem dos
microrganismos inibidos é apresentada nas colunas das Tabelas 1 a 6.
Todas as cepas ATCC dos microrganismos apresentaram (CIM e CMM)
dos 6leos essenciais testados sempre numa diluicdo posterior ao das
maiorias das cepas clinicas de cada espécie utilizada (Tabelas 1 a 6).

Na anadlise dos resultados da CIM observou-se que as
leveduras foram as cepas que apresentaram maior sensibilidade frente
aos Oleos essenciais. Por esse motivo foram aplicados nos biofilmes duas
concentragdes diferentes dos 6leos essenciais. A menor concentragéo foi
uitlizada quando o biofilme isolado ou misto era composto por C. albicans
e a maior concentragao dos 6leos para as bactérias, conforme verificado
na CMM. As concentracbes dos Oleos foram para C. citratus (0,062 e
0,5%), T. minuta (0,78 e 8%), e C. zedoaria (3,12 e 6,25%).

Os dados da contagem das unidades formadoras de
colénia (UFC/mL) transformados em Logqi (tratamento e controle) no

biofilme, foram submetidos a analise estatistica descritiva e teste -
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Student utilizando-se o software Minitab (Inc. PA, USA) considerando-se
com nivel de significancia p < 0,05.

Para a visualizagdo dos microrganismos nos corpos-de-
prova com a aplicacdo o 6leo essencial (tratamento) e sem o dleo
(controle), os mesmos foram submetidos a microscopia eletrénica de

varredura.

5.1 Concentragao inibitoria e microbicida minima (CIM e CMM) do

oleo essencial de Cympopogon citratus (D.C.) Stapf

O o6leo essencial de C. citratus apresentou atividade
bacteriostatica em todas as cepas de Staphylococcus spp. e S. mutans. A
CIM foi de 0,25% para 80% das cepas de S. aureus e 0,125% para 60%
das cepas de S. epidermidis. Para S. mutans, a concentracdo do 6leo
essencial de C. citratus a 0,25% inibiu 50% das cepas estudadas. No
grupo controle, todas as cepas analisadas apresentaram crescimento
microbiano (Tabela 1).

A concentracao inibitéria minima (CIM) do éleo essencial
de C. citratus foi de 0,062% para 70% das cepas de C. albicans e 100%
das cepas de C. tropicalis e 50% para C. glabrata (Tabela 1). No grupo

controle, houve crescimento microbiano para todas as cepas estudadas.
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Tabela 1 — Porcentagem de cepas dos microrganismos inibidos pelo 6leo essencial de
Cymbopogon citratus em relagéo a CIM

Microrganismos

Porcentagem da diluigdo do 6leo essencial de C. citratus
2 1 0,5 0,25 0,25 0,062 0,031 0,015 0,007

S. aureus
S. epidermidis
S. mutans
C. albicans
C. tropicalis

C. glabrata

100 100 100 80 20 0 0 0 0
100 100 100 100 60 40 0 0 0
100 100 100 50 40 10 0 0 0
100 100 100 100 100 70 30 0 0
100 100 100 100 100 100 80 20 0
100 100 100 100 100 50 40 10 0

O Ooleo essencial de C. citratus apresentou atividade

microbicida para todas as cepas avaliadas. A CMM do 6leo essencial de

C. citratus foi 0,5% para 80% das cepas de S. aureus, 0,125% para 90%

das cepas de S. epidermidis, 0,5% para 70% das cepas de S. mutans, e
0,125% para 90% das cepas de C. albicans, 100% das cepas de C.
tropicalis e 60% das cepas de C. glabrata (Tabela 2).

Tabela 2 — Porcentagem de cepas dos microrganismos inibidos pelo 6leo essencial de
Cymbopogon citratus em relagdo a CMM

Microrganismos

Porcentagem da diluigdo do 6leo essencial de C. citratus
2 1 05 025 0,125 0,062 0,031 0,015 0,007

S. aureus
S. epidermidis
S. mutans
C. albicans
C. tropicalis

C. glabrata

100 100 80 20 0 0 0 0 0
100 100 100 100 90 10 0 0 0
100 100 70 20 10 0 0 0 0
100 100 100 100 90 10 0 0 0
100 100 100 100 100 80 20 0 0
100 100 100 100 60 40 0 0 0
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5.2 Efeitos do 6leo essencial de Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf

sobre biofilme

O oOleo essencial de C. citratus a 0,062% apresentou
atividade antimicrobiana sobre biofilme de C. albicans isoladamente ou
em associac¢des. Houve diferenca estatisticamente significante entre os
grupos Oleo essencial e controle para os biofimes formados por
C. albicans (p = 0,0001), C. albicans e S. aureus (p = 0,0001), C. albicans
e S. mutans (p = 0,0001), C. albicans, S. aureus e S. mutans (p = 0,001).

Esses resultados estao representados na Figura13.

C. albicans
: }— [ Controle
*C. albicans+S. aureus+S. mutans- B Oleo
, 2]
g *C. albicans+S. mutans = ™
B —
om *C. albicans+S. aureus -
e e .
I ) ) ) 1
0 2 4 6 8
UFC/mL (Log)

Figura 13 - Médias e Desvio padrdao dos dados de UFC/mL (Log) obtidos nos teste de
biofilme de Candida albicans isolado ou em associagdes.

* Diferenca estatistica (p < 0,05)

O Oleo essencial de C. citratus a 0,5% apresentou
atividade antimicrobiana sobre o biofiime formado por S. aureus
isoladamente ou em associagbes. Houve diferenga estatisticamente
significante entre os grupos 6leo essencial e controle para os biofilmes
formados por S. aureus (p = 0,0001), S. aureus e C. albicans (p = 0,001),
S. aureus e S. mutans e (p = 0,0001), S. aureus, C. albicans e S. mutans

(p = 0,0001). Esses resultados estao representados na Figura 14.
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Figura 14 - Médias e Desvio padrdo dos dados de UFC/mL (Log) obtidos nos teste de
aderéncia de S. aureus isolado ou em associagoes.

* Diferenca estatistica (p < 0,05)

Na figura 15 observa-se que o Oleo essencial de C.
citratus a 0,5% apresentou atividade antimicrobiana em biofilme de
S. mutans formado isoladamente ou em associagbes. Houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos 6leo essencial e controle
para os biofilmes formados por S. mutans (p = 0,0001), S. mutans e C.
albicans (p = 0,004), S. mutans e S. aureus (p = 0,013). Nas associa¢des
de C. albicans, S. aureus e S. mutans na&o houve diferenca
estatisticamente significante (p = 0,461). Esses resultados estado

representados na Figura 15.
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Figura 15 — Médias e Desvio padrao dos dados de UFC/mL (Log) obtidos nos teste de
aderéncia de S. mutans isolado ou em associagoes.
* Diferenca estatistica (p < 0,05)

Analisando todos os grupos controles, pode-se observar
que C. albicans e S. aureus apresentaram maior numero de UFC/mL
quando o biofilme foi formado pelo microrganismo isolado em relagéo ao
biofilme formado pela associagdo desses dois microrganismos.
Entretanto, quando foi realizada associa¢cdes de Candida albicans e S.
aureus com S. mutans, o numero de UFC/mL foi semelhante ao biofilme

isolado (Figura 15).

5.3 Visualizagdao em MEV dos efeitos do 6leo essencial de C. citratus

no biofilme

Apds a avaliagdo dos dados em UFC/mL e a analise
estatistica, foram realizados testes de aderéncia em corpos-de-prova em
resina acrilica para a visualizagdo em microscopia eletrénica de varredura
de acordo com os grupos experimentais. Nas analises produzidas por
MEV foi possivel visualizar a aderéncia no diferentes grupos
experimentais utilizando o tratamento com o 6éleo essencial de

Cymbopogon citratus (Figuras 16 a 22).



51

Figura 16 — MEV de biofiimes de C. albicans (G1) em corpos-de-prova de resina acrilica
apos 5 dias de crescimento. (a) MEV do corpo-de-prova com biofilme apés
tratamento com 6leo essencial de C. citratus a 0,062% por 5 min, aumento
1000x; (b) MEV do corpo-de-prova do controle aumento 1000x; (¢) MEV do
corpo-de-prova com biofilme apés tratamento com o 6leo essencial de C.
citratus, aumento 5000x; (d) MEV do corpo-de-prova do controle, aumento
5000x. Observa-se diferencas entre os tratamentos (Figuras 16a e 16¢c) em
relagdo ao controle (Figuras 16b e 16d) e na camada mais interna a
visualizagdo de polisacarideos extracelulares (Figura 16d).
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(d)

Figura 17 — MEV de biofilmes de S. aureus (G2) em corpos-de-prova de resina acrilica
ap6s 5 dias de crescimento. (a) MEV do corpo-de-prova com biofilme apoés
tratamento com 6leo essencial de C. citratus a 0,5% por 5 min, aumento
1000x; (b) MEV do corpo-de-prova do controle aumento 1000x; (c) MEV do
corpo-de-prova com biofilme apés tratamento com o 6leo essencial de C.
citratus, aumento 5000x; (d) MEV do corpo-de-prova do controle, aumento
5000x. As Figuras 17a e 17¢ mostram uma redug&do no numero de células.
Observa-se que na Figura 17d mostra um aglomerado de células.
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Figura 18 — MEV de biofilmes de S. mutans (G3) em corpos-de-prova de resina acrilica
apos 5 dias de crescimento. (a) MEV do corpo-de-prova com biofilme apés
tratamento com o6leo essencial de C. citratus a 0,5% por 5 min, aumento
1000x; (b) MEV do corpo-de-prova do controle aumento 1000x; (c) MEV do
corpo-de-prova com biofilme apés tratamento com o 6leo essencial de C.
citratus, aumento 5000x; (d) MEV do corpo-de-prova do controle, aumento
5000x. Visualiza-se redugdo do numero de células apds o tratamento em
relacdo ao controle.
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Figura 19 — MEV de biofiimes em associagdes de C. albicans e S. aureus (G4) em
corpos-de-prova de resina acrilica apos 5 dias de crescimento. (a) MEV do
corpo-de-prova com biofilme ap6s tratamento com 6éleo essencial de C.
citratus a 0,062% por 5 min, aumento 1000x; (b) MEV do corpo-de-prova do
controle aumento 1000x; (c) MEV do corpo-de-prova com biofilme apds
tratamento com o 6leo essencial de C. citratus, aumento 5000x; (d) MEV do
corpo-de-prova do controle, aumento 5000x. Observa-se uma pequena
redugcdo do numero de células (Figuras 19a e 19c).
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Figura 20 — MEV de biofilmes em associagdes de C. albicans e S. aureus (G4) em
corpos-de-prova de resina acrilica apés 5 dias de crescimento. (a) MEV do
corpo-de-prova com biofilme apo6s tratamento com 6éleo essencial de C.
citratus a 0,5% por 5 min, aumento 1000x; (b) MEV do corpo-de-prova do
controle aumento 1000x; (c) MEV do corpo-de-prova com biofilme apds
tratamento com o 6leo essencial de C. citratus, aumento 5000x; (d) MEV do
corpo-de-prova do controle, aumento 5000x. Com o aumento da
concentracao do 6leo essencial teve uma diminuigdo do numero de células
(Figuras 20a e 20c) com relagéo ao controle (Figuras 20b e 20d). Pode-se
também comparar em relagéo as Figuras 19a e 19c.
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Figura 21 — MEV de biofilmes em associa¢des de C. albicans e S. mutans (G5) em
corpos-de-prova de resina acrilica ap6s 5 dias de crescimento. (a) MEV do
corpo-de-prova com biofilme ap6s tratamento com 6éleo essencial de C.
citratus a 0,5% por 5 min, aumento 1000x; (b) MEV do corpo-de-prova do
controle aumento 1000x; (c) MEV do corpo-de-prova com biofilme apés
tratamento com o 6leo essencial de C. citratus, aumento 5000x; (d) MEV do
corpo-de-prova do controle, aumento 5000x. Observa-se uma redugéo do
numero de células (Figuras 21a e 21c).
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(d)

Figura 22 — MEV de biofilmes em associac¢des de S. mutans e S. aureus (G6) em corpos-
de-prova de resina acrilica apés 5 dias de crescimento. (a) MEV do corpo-
de-prova com biofilme apés tratamento com 6leo essencial de C. citratus a
0,5% por 5 min, aumento 1000x; (b) MEV do corpo-de-prova do controle
aumento 1000x; (c) MEV do corpo-de-prova com biofilme apés tratamento
com o 6leo essencial de C. citratus, aumento 5000x; (d) MEV do corpo-de-
prova do controle, aumento 5000x. Na Figura 29d pode-se observar a
formacao de grande quantidade de polissacarideos extracelulares entre as
células microbianas.
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Figura 23 — MEV de biofilmes em associa¢des de C. albicans, S. aureus e S. mutans
(G7) em corpos-de-prova de resina acrilica apds 5 dias de crescimento.
(@) MEV do corpo-de-prova com biofiime apo6s tratamento com oéleo
essencial de C. citratus a 0,5% por 5 min, aumento 1000x; (b) MEV do
corpo-de-prova do controle aumento 1000x; (c) MEV do corpo-de-prova
com biofilme ap6s tratamento com o éleo essencial de C. citratus, aumento
5000x; (d) MEV do corpo-de-prova do controle, aumento 5000x. Observa-
se nas Figuras 23c e 23d a formagédo de polissacarideos extracelulares
entre as células microbianas.
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5.4 Concentragao inibitéria e microbicida minima (CIM e CMM) do

dleo essencial de Tagetes minuta L.

Atividade bacteriostatica também foi encontrada a partir
do 6leo essencial de T. minuta em todas as cepas de Staphylococcus spp.
e S. mutans. A CIM foi de 2% para 80% das cepas de S. aureus e para
70% das cepas de S. epidermidis. Para S. mutans, a concentragdo do
Oleo essencial de T. minuta a 4% inibiu 70% das cepas de S. mutans
estudadas.

Para as cepas de Candida spp. avaliadas, também,
observou-se atividade fungistatica para o 6leo essencial de T. minuta. A
concentragéo inibitéria minima (CIM) do 6leo essencial de T. minuta foi de
0,39% para 100% das cepas de C. albicans. No entanto, 70% das cepas
de C. tropicalis apresentaram inibicdo a 1% do 6leo, ja para as cepas de
C. glabrata, 70% delas apresentaram CIM de 2% (Tabela 3).

Tabela 3 — Porcentagem de cepas dos microrganismos inibidos pelo 6leo essencial de
Tagetes minuta em relacdo a CIM

. ) Porcentagem da diluicdo do 6leo essencial de T. minuta
Microrganismos

8 4 2 1 05 025 0,25 0,062 0,031
S. aureus 100 100 80 20 0 0 0 0 0
S. epidermidis 100 100 70 30 0 0

0
S. mutans 100 70 30 0 0 0 0
C. tropicalis 100 100 100 70 20 10 0

0

0 0
0 0
0 0
C. glabrata 100 100 70 20 10 0 0 0
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A CMM do 6leo essencial de T. minuta a 4% foi efetivo
para 80% das cepas de S. aureus, para 70% das cepas de S. epidermidis,
8% para 70% das cepas de S. mutans, e 0,78% para 100% das cepas de
Candida albicans, 2% para 70% das cepas de C. tropicalis e para 50%

das cepas de C. glabrata (Tabela 4).

Tabela 4 — Porcentagem de cepas dos microrganismos inibidos pelo 6leo essencial de
Tagetes minuta em relagdo a CMM

Porcentagem da diluigdo do 6leo essencial de T. minuta
Microrganismos
8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,062 0,031

S. aureus 100 80 20 0 0 0 0 0 0

S. epidermidis 100 70 30 0 0 0 0 0 0
S. mutans 70 30 10 0 0 0 0 0 0

C. tropicalis 100 100 70 20 10 0 0 0 0

C. glabrata 100 100 50 30 20 0 0 0 0

5.5 Efeitos do 6leo essencial de Tagetes minuta sobre biofilme

Foi utilizado o 6leo essencial de Tagetes minuta a 0,78%
sobre biofime de C. albicans, o mesmo apresentou atividade
antimicrobiana isoladamente ou em associagbes dos microrganismos.
Houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos o6leo
essencial e controle para os biofiimes formados por C. albicans
(p=0,0001), C. albicans e S. aureus (p = 0,0001), C. albicans e S. mutans
(p = 0,0001), C. albicans, S. aureus e S. mutans (p = 0,001). Esses

resultados estao representados na Figura 24.
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Figura 24- Médias e Desvio padrao dos dados de UFC/mL (Log) obtidos nos teste de
biofilme de Candida albicans isolado ou em associagdes.

* Diferenca estatistica (p < 0,05)

No biofilme formado por S. aureus isoladamente ou em
associagdes foi utilizado a 6leo essencial de T. minuta a 8%. Houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos 6leo essencial e
controle para os biofilmes formados por S. aureus (p = 0,004), S. aureus e
S. mutans e (p = 0,001), S. aureus, C. albicans e S. mutans (p = 0,0001).
Com exceg¢ao do grupo S. aureus e C. albicans (p = 0,372). Esses

resultados estéo representados na Figura 25 .
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Figura 25- Médias e Desvio padrdo dos dados de UFC/mL (Log) obtidos nos teste de
aderéncia de S. aureus isolado ou em associagdes.
* Diferenca estatistica (p < 0,05)
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A mesma diluicdo do 6leo essencial de T. minuta a 8% foi
aplicados no biofilme de S. mutans isoladamente ou em associagdes.
Houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos oleo
essencial e controle para os biofimes formados por S. mutans
(p = 0,0001), S. mutans e Candida albicans (p = 0,0001), S. mutans e
S. aureus (p = 0,011) e nas associagbes de Candida albicans, S. aureus e
S. mutans (p = 0,0001). Esses resultados estao representados na Figura
26.
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Figura 26 — Médias e Desvio padréo dos dados de UFC/mL (Log) obtidos nos teste de
aderéncia de S. mutans isolado ou em associagdes.

* Diferenca estatistica (p < 0,05)

Analisando todos os grupos, pode-se observar que o
biofilme formado por S. mutans apresentou maior numero de UFC/mL

quando o biofilme foi formado pelo microrganismo isolado (Figura 26)

5.6 Visualizagcao em MEV dos efeitos do 6leo essencial de T. minuta

no biofilme

Foram realizados testes de aderéncia em corpos-de-prova
em resina acrilica para a visualizagdo em microscopia eletrénica de

varredura de acordo com os grupos experimentais. Através das analises
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produzidas por MEV foi possivel visualizar a aderéncia no diferentes
grupos experimentais utilizando o tratamento com o 0Oleo essencial de

Tagetes minuta L. (Figuras 27 a 36).

Figura 27 — MEV de biofilmes de C. albicans, (G1) em corpos-de-prova em resina acrilica
apos 5 dias de crescimento. (a) MEV do corpo-de-prova com biofilme apés
tratamento com 6leo essencial de T. minuta a 0,78% por 5 min, aumento
1000x; (b) MEV do corpo-de-prova do controle aumento 1000x; (c) MEV do
corpo-de-prova com biofilme apds tratamento com o 6leo essencial de T.
minuta, aumento 5000x; (d) MEV do corpo-de-prova do controle, aumento
5000x. Observa-se redugdo no numero de microrganismo (Figura 27c e
27d).
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Figura 28 — MEV de biofilmes de S. aureus (G2) em corpos-de-prova em resina acrilica
ap6s 5 dias de crescimento. (a) MEV do corpo-de-prova com biofilme apoés
tratamento com Oleo essencial de T. minuta a 8% por 5 min, aumento
1000x; (b) MEV do corpo-de-prova do controle aumento 1000x; (c) MEV do
corpo-de-prova com biofilme apos tratamento com o 6leo essencial de T.
minuta, aumento 5000x; (d) MEV do corpo-de-prova do controle, aumento
5000x. Ocorreu pequena diminuigdo de microrganismo na Figura 28a e 28c
para Figura 28b e 28d.
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Figura 29 — MEV de biofiimes de S. mutans (G3) em corpos-de-prova de resina acrilica
apos 5 dias de crescimento. (a) MEV do corpo-de-prova com biofilme apés
tratamento com o6leo essencial de T. minuta a 8% por 5 min, aumento
1000x; (b) MEV do corpo-de-prova do controle aumento 1000x; (¢) MEV do
corpo-de-prova com biofilme apos tratamento com o 6leo essencial de T.
minuta, aumento 5000x; (d) MEV do corpo-de-prova do controle, aumento
5000x. Observa-se nas figuras a formagao de um biofilme mais espesso.
N&o foi possivel observar redugdo apos o tratamento com o éleo essencial,
embora se observa que na Figura 29c os microrganismos estdo menos
compactados em relagdo a Figura 29d.
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(d)

Figura 30 — MEV de biofiimes em associagdes de C. albicans e S. aureus (G4) em
corpos-de-prova de resina acrilica ap6s 5 dias de crescimento. (a) MEV do
corpo-de-prova com biofilme apds tratamento com 6leo essencial de T.
minuta a 0,78% por 5 min, aumento 1000x; (b) MEV do corpo-de-prova do
controle aumento 1000x; (c) MEV do corpo-de-prova com biofilme apds
tratamento com o 6leo essencial de T. minuta, aumento 5000x; (d) MEV do
corpo-de-prova do controle, aumento 5000x. Observa-se um aglomerado
das células fungicas e bacterianas (Figuras 30c e 30d).
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Figura 31 — MEV de biofiimes em associagdes de C. albicans e S. aureus (G4) em
corpos-de-prova de resina acrilica ap6s 5 dias de crescimento. (a) MEV do
corpo-de-prova com biofilme apds tratamento com 6leo essencial de T.
minuta a 8% por 5 min, aumento 1000x; (b) MEV do corpo-de-prova do
controle aumento 1000x; (c) MEV do corpo-de-prova com biofilme apoés
tratamento com o 6leo essencial de T. minuta, aumento 5000x; (d) MEV do
corpo-de-prova do controle, aumento 5000x. Observa-se maior quantidade
de C. albicans e S. aureus no grupo controle (Figura 31d), entretanto a
analise estatistica nao foi significativa para S. aureus.
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(d)

Figura 32 — MEV de biofilmes em associagdes de C. albicans e S. mutans (G5) em
corpos-de-prova em resina acrilica ap6és 5 dias de crescimento. (a) MEV
do corpo-de-prova com biofilme ap6s tratamento com éleo essencial de T.
minuta a 0,78% por 5 min, aumento 1000x; (b) MEV do corpo-de-prova do
controle aumento 1000x; (c) MEV do corpo-de-prova com biofilme apds
tratamento com o 6leo essencial de T. minuta, aumento 5000x; (d) MEV do
corpo-de-prova do controle, aumento 5000x. Observa-se que na
concentracao utilizada o 6leo teve pouca redugdo no numero de células,
embora a analise estatistica foi significativa (Figura 32c).
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Figura 33 — MEV de biofilmes em associa¢des de C. albicans e S. mutans (G5) em
corpos-de-prova em resina acrilica ap6s 5 dias de crescimento. (a) MEV
do corpo-de-prova com biofilme ap6s tratamento com 6leo essencial de T.
minuta a 8% por 5 min, aumento 1000x; (b) MEV do corpo-de-prova do
controle aumento 1000x; (c) MEV do corpo-de-prova com biofilme apoés
tratamento com o 6leo essencial de T. minuta, aumento 5000x; (d) MEV do
corpo-de-prova do controle, aumento 5000x. Com relagdo a Figura 32c
observa-se que na Figura 33c teve uma maior redugdo no numero de
células devido a maior concentragéo do 6leo essencial de T. minuta a 8%.
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Figura 34 — MEV de biofilmes em associa¢des de S. mutans e S. aureus (G6) em corpos-
de-prova em resina acrilica ap6s 5 dias de crescimento. (a) MEV do corpo-
de-prova com biofilme ap6s tratamento com 6leo essencial de T. minuta a
8% por 5 min, aumento 1000x; (b) MEV do corpo-de-prova do controle
aumento 1000x; (c) MEV do corpo-de-prova com biofilme apés tratamento
com o Oleo essencial de T. minuta, aumento 5000x; (d) MEV do corpo-de-
prova do controle, aumento 5000x. A Figura 34d apresenta uma camada
espessa e volumosa de células bacterianas em relagéo a Figura 34c.
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Figura 35 — MEV de biofilmes em associacdes de C. albicans, S. aureus e S. mutans
(G7) em corpos-de-prova em resina acrilica apds 5 dias de crescimento.
(@) MEV do corpo-de-prova com biofilme apoés tratamento com éleo
essencial de T. minuta a 0,78% por 5 min, aumento 1000x; (b) MEV do
corpo-de-prova do controle aumento 1000x; (c) MEV do corpo-de-prova com
biofilme apds tratamento com o 6leo essencial de T. minuta aumento 5000x;
(d) MEV do corpo-de-prova do controle, aumento 5000x. Observa-se um
aglomerado de células microbianas na Figura 35d com relacdo a Figura 35c.
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Figura 36 — MEV de biofilmes em associa¢des de C. albicans, S. aureus e S. mutans
(G7) em corpos-de-prova em resina acrilica apds 5 dias de crescimento.
(a) MEV do corpo-de-prova com biofilme ap6s tratamento com 6éleo
essencial de T. minuta a 8% por 5 min, aumento 1000x; (b) MEV do corpo-
de-prova do controle aumento 1000x; (c) MEV do corpo-de-prova com
biofilme apés tratamento com o 6leo essencial de T. minuta, aumento
5000x; (d) MEV do corpo-de-prova do controle, aumento 5000x. Observa-se
uma reducdo do numero de células bacterianas e fungicas (Figura 36¢) em
relacdo a Figura 35c.



73

5.7 Concentragao inibitéria e microbicida minima (CIM e CMM) do

oleo essencial de Curcuma zedoaria Roscoe

O 6leo essencial de C. zedoaria apresentou CIM de
6,25% para 50% das cepas de S. aureus e para 30% das cepas de S.
epidermidis. Para S. mutans, a concentragcao do 6leo essencial de C.
zedoaria a 12,5% inibiu 40% das cepas estudadas (Tabela 5).

Para as leveduras do género Candida avaliadas, também,
apresentaram atividade fungistatica para o 6leo essencial de C. zedoatria.
A concentragao inibitéria minima do 6leo essencial de C. zedoaria foi de
0,78% para 70% das cepas de C. albicans. As cepas de C. tropicalis e C.
glabrata na diluicdo 12,5% do 6leo apresentaram inibicdo de 50 e 40%
respectivamente. No grupo controle houve crescimento microbiano para

todas as cepas estudadas.

Tabela 5 — Porcentagem de cepas dos microrganismos inibidos pelo 6leo essencial de C.
zedoaria em relagao a CIM

Porcentagem da diluigdao do 6leo essencial de C. zedoaria

Microrganismos
25 125 625 312 15 0,78 039 0,19 0,09

S. aureus 100 100 50 20 20 10 0 0 0
S. epidermidis 100 60 30 10 0 0 0 0 0
S. mutans 40 40 10 10 0 0 0 0 0
C. albicans 100 100 100 100 100 70 30 0 0
C. tropicalis 100 50 40 10 0 0 0
C. glabrata 100 40 30 30 0 0
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A CMM do 6leo essencial de C. zedoaria foi 12,5% para
50% das cepas de S. aureus, 25% para 60% das cepas de S. epidermidis,
50% para 40% das cepas de S. mutans e 3,12% para 70% das cepas de
Candida albicans. Nas cepas de C. tropicalis e C. glabrata 50 e 40%
respectivamente apresentaram efeito fungicida a 25% do 6leo essencial
(Tabela 6). Ocorreu crescimento em todas as cepas analisadas em todas

as diluicdes.

Tabela 6 — Porcentagem de cepas dos microrganismos inibidos pelo éleo essencial de C.
zedoaria em relagdo a CMM

Porcentagem da dilui¢do do 6leo essencial de C. zedoaria
Microrganismos
50 25 125 6,25 312 15 0,78 039 0,19

S. aureus 100 100 50 20 20 10 0 0 0

S. epidermidis 100 60 30 10 0 0 0 0 0
S. mutans 40 40 10 10 0 0 0 0 0

C. albicans 100 100 100 100 70 20 10 0 0

C. tropicalis 100 50 40 10 0 0 0 0 0
C. glabrata 100 40 30 30 0 0 0 0 0
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5.8 Efeitos do 6leo essencial de Curcuma zedoaria sobre biofilme

No tratamento do biofilme com o oOleo essencial de C.
zedoaria a 3,12% sobre C. albicans isoladamente ou em associagdes
apresentou reducdes significativas. Houve diferenca estatisticamente
significante entre os grupos 6leo essencial e controle para os biofilmes
formados por C. albicans (p = 0,001), C. albicans e S. aureus (p = 0,034),
Candida albicans e S. mutans (p = 0,0001), C. albicans, S. aureus e S.

mutans (p = 0,001). Esses resultados estao representados na Figura 37.
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Figura 37 - Médias e Desvio padrdao dos dados de UFC/mL (Log) obtidos nos teste de
biofilme de Candida albicans isolado ou em associagdes.

* Diferenca estatistica (p < 0,05)

O oleo essencial de C. zedoaria a 6,25% apresentou
atividade antimicrobiana sobre o biofiime formado por S. aureus
isoladamente ou em associacbes. Houve diferenca estatisticamente
significante entre os grupos 6leo essencial e controle para os biofilmes
formados por S. aureus (p = 0,025), S. aureus e C. albicans (p = 0,0006).
Para os grupos formados S. aureus e S. mutans (p = 0,063), S. aureus, C.
albicans e S. mutans (p = 0,264) nao houve diferenca estatisticamente.

Esses resultados estéo representados na Figura 38.
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Figura 38 - Médias e Desvio padrdo dos dados de UFC/mL (Log) obtidos nos teste de
aderéncia de S. aureus isolado ou em associagoes.

* Diferenca estatistica (p < 0,05)

O o6leo essencial de C. zedoaria a 3,12% apresentou
atividade antimicrobiana no biofilme isoladamente ou em associagbes de
S. mutans. Houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos
Oleo essencial e controle para os biofiimes formados por S. mutans
(p = 0,0001), S. mutans e C. albicans (p = 0,0001), S. mutans e S. aureus
(p = 0,0001), C. albicans, S. aureus e S. mutans (p = 0,017). Esses

resultados estéo representados na Figura 39.
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Figura 39 — Médias e Desvio padréo dos dados de UFC/mL (Log) obtidos nos teste de
aderéncia de S. mutans isolado ou em associagdes.

* Diferenca estatistica (p < 0,05)
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Analisando todos os grupos formados, pode-se observar
que S. mutans apresentaram menor numero de UFC/mL do tratamento

em relagao aos outros microrganismos (Figura 39).

5.9 Visualizagdo em MEV dos efeitos do 6leo essencial de C. zedoaria

no biofilme

Apds a avaliagdo dos dados em UFC/mL e a analise
estatistica, foram realizados testes de aderéncia em corpos-de-prova em
resina acrilica para a visualizagdo em microscopia eletrbnica de
varredura de acordo com os grupos experimentais. Através das analises
de MEV foi possivel visualizar a aderéncia nos diferentes grupos
experimentais utilizando o tratamento com o 6leo essencial de Curcuma

zedoaria (Figuras 40 a 46).
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Figura 40 — MEV de biofilmes de C. albicans (G1) em corpos-de-prova de resina acrilica
ap6s 5 dias de crescimento. (a) MEV do corpo-de-prova com biofilme apoés
tratamento com 6leo essencial de C. zedoaria a 3,12% por 5 min, aumento
1000x; (b) MEV do corpo-de-prova do controle aumento 1000x; (c) MEV do
corpo-de-prova com biofilme apés tratamento com o 6leo essencial de C.
zedoaria, aumento 5000x; (d) MEV do corpo-de-prova do controle, aumento
5000x. Na Figura 40a e 40c se observa redugdo do numero de células
fungicas em relagéo a Figura 40b e 40d.
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Figura 41 — MEV de biofilmes de S. aureus (G2) em corpos-de-prova em resina acrilica
ap6s 5 dias de crescimento. (a) MEV do corpo-de-prova com biofilme apoés
tratamento com 6leo essencial de C. zedoaria a 6,25% por 5 min, aumento
1000x; (b) MEV do corpo-de-prova do controle aumento 1000x; (c) MEV do
corpo-de-prova com biofilme apés tratamento com o 6leo essencial de C.
zedoaria, aumento 5000x; (d) MEV do corpo-de-prova do controle, aumento
5000x. Observa-se um aglomerado de células bacterianas na Figura 41d em
relagdo a Figura 41c. De todos os biofilmes formados as cepas de S. aureus
foram as que apresentaram maior crescimento tanto no biofilme isolado
como nas associagdes.
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Figura 42 — MEV de biofilmes de S. mutans (G3) em corpos-de-prova em resina acrilica
apos 5 dias de crescimento. (a) MEV do corpo-de-prova com biofilme apés
tratamento com 6leo essencial de C. zedoaria a 3,12% por 5 min, aumento
1000x; (b) MEV do corpo-de-prova do controle aumento 1000x; (c) MEV do
corpo-de-prova com biofilme apés tratamento com o 6leo essencial de C.
zedoaria, aumento 5000x; (d) MEV do corpo-de-prova do controle, aumento
5000x. Na Figura 42c teve redugcdo no numero de células bacterianas em
relacdoa Figura 42d.
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Figura 43 — MEV de biofiimes em associagdes de C. albicans e S. aureus (G4) em
corpos-de-prova em resina acrilica ap6s 5 dias de crescimento. (a) MEV
do corpo-de-prova com biofilme apés tratamento com 6leo essencial de C.
zedoaria a 6,25% por 5 min, aumento 1000x; (b) MEV do corpo-de-prova
do controle aumento 1000x; (c) MEV do corpo-de-prova com biofilme apos
tratamento com o 6leo essencial de T. minuta, aumento 5000x; (d) MEV do
corpo-de-prova do controle, aumento 5000x. Observa-se uma concentragao
de células microbianas (Figura 43d), enquanto que na Figura 43c houve
reducédo no numero de células fungicas.
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Figura 44 — MEV de biofilmes em associacdes de C. albicans e S. mutans (G5) de
corpos-de-prova em resina acrilica ap6s 5 dias de crescimento. (a) MEV
do corpo-de-prova com biofilme apés tratamento com 6leo essencial de C.
zedoaria a 3,12% por 5 min, aumento 1000x; (b) MEV do corpo-de-prova
do controle aumento 1000x; (c) MEV do corpo-de-prova com biofilme apoés
tratamento com o 6leo essencial de C. zedoaria, aumento 5000x; (d) MEV
do corpo-de-prova do controle, aumento 5000x. Observa-se uma reducgéo
no nimero de C. albicans (Figura 44c).
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(d)

Figura 45 — MEV de biofilmes em associagbes de S. mutans eS. aureus (G6) em corpos-
de-prova de resina acrilica ap6s 5 dias de crescimento. (a) MEV do corpo-
de-prova com biofilme apés tratamento com 6leo essencial de C. zedoaria a
3,12% por 5 min, aumento 1000x; (b) MEV do corpo-de-prova do controle
aumento 1000x; (c) MEV do corpo-de-prova com biofilme apés tratamento
com o 6leo essencial de C. zedoaria, aumento 5000x; (d) MEV do corpo-de-
prova do controle, aumento 5000x. Observa-se uma menor aglomeragéo de
células na Figura 45c com relagdo a Figura 45d, entretanto n&o houve
diferenga estatistica no grupo S. mutans e S. aureus.
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Figura 46 — MEV de biofilmes em associacdes de C. albicans, S. aureus e S. mutans
(G7) em corpos-de-prova em resina acrilica apds 5 dias de crescimento.
(@) MEV do corpo-de-prova com biofilme apo6s tratamento com o6leo
essencial de C. zedoaria a 3,12% por 5 min, aumento 1000x; (b) MEV do
corpo-de-prova do controle aumento 1000x; (c) MEV do corpo-de-prova com
biofilme apds tratamento com o éleo essencial de C. zedoaria, aumento
5000x; (d) MEV do corpo-de-prova do controle, aumento 5000x. Observa-se
a presenca de polissacarideos extracelulares (Figura 46a).



6 DISCUSSAO

Plantas medicinais tém sido utilizadas em varios paises
como tratamento alternativo no combate de diversas doencgas, tanto na
forma de extratos brutos, purificados, ou componentes bioativos isolados
(Duarte et al., 2005). Muitos extratos de plantas e O6leos essenciais
isolados de plantas medicinais tém demonstrado exercer atividade
biolégica “in vitro” e “in vivo” (Kalemba; Kunicka, 2003; Kim, 2005; Bakkali
et al., 2007; Palombo, 2009).

Pesquisas com extratos ou 6leos essenciais provenientes
de espécies vegetais estdo sendo realizadas com o objetivo de buscar
uma aplicacdo racional dos principios ativos desses vegetais no
tratamento de infec¢cdes causadas por fungos, bactérias, parasitas ou
virus (Kunicka, 2003; Alves et al., 2000; Gurib-Fakim, 2006). Atualmente,
muitas pesquisas estdo sendo desenvolvidas utilizando-se de
microrganismos patogénicos e resistentes aos antimicrobianos
(Nascimento et al., 2000; Sartoratto et al., 2004). Diversos estudos
realizados, assim como os resultados do presente estudo, revelaram
potencial das plantas para tratamento terapéutico (Manohar et al., 2001;
Rojas et al., 2003; Fisher; Phillips, 2008; Khan et al., 2008). Os o6leos
essenciais, coletados de diferentes plantas, e, utilizados no presente
trabalho apresentaram capacidade microbicida para os microrganismos
na forma planctbnica, mesmo quando empregados em baixas
concentracdes. No presente estudo, os Oleos essenciais das espécies
Cymbopogon citratus, Curcuma zedoaria e Tagetes minuta foram também
testados em biofilmes, onde é sabido que os microrganismos sao mais

resistentes aos antimicrobianos quando comparado com a forma
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plancténica. A principal observacdo é que os O6leos essenciais
apresentaram efeitos antimicrobianos quando aplicados sobre biofilmes.

O aumento da resisténcia aos antimicrobianos
convencionais adquiridas pelos microrganismos ¢é crescente e as
perspectivas futuras da produgcéo e uso de novos antimicrobianos ainda
continua incerta. Desta forma, o uso das substancias extraidas dos
vegetais de conhecida atividade antimicrobiana podem ser significativos
nos tratamentos terapéuticos (Loguercio et al., 2005). Os resultados
obtidos no presente trabalho permitiram sugerir que as substancias
naturais presentes em Cymbopogon citratus, Curcuma zedoaria e Tagetes
minuta podem constituir perspectiva para a obtencdo de antibidticos
naturais. Novos estudos avaliando a caracterizagdo quimica,
farmacologica e toxicoldgica dessas substancias devem ser realizados,
visando garantir o uso racional das plantas medicinais e aromaticas
avaliadas.

Para a extracdo dos principios ativos de Cymbopogon
citratus sao utilizados diferentes métodos de preparo de suas folhas.
Entre eles podemos citar: extrato hidroalcodlico, extrato glicélico e 6leo
essencial (Onawunmi,1989; Schuck et al., 2001; Sartoratto et al., 2004;
Duarte et al., 2005). Em nosso estudo ndo foram testados os
componentes do oOleo essencial separadamente, entretanto, o dleo
essencial de C. citratus apresenta trés componentes principais em sua
composicéo: alfa citral (geranial), beta citral (neral) e myrceno. Alfa citral e
beta citral apresentam atividade antimicrobiana sobre microrganismos
Gram-positivos e Gram-negativos.

Nos resultados do presente estudo, o éleo essencial de C.
citratus demostrou maior acao frente as cepas de C. albicans, C. tropicalis
e C. glabrata, sendo efetivo na inibicao e eliminacdo desses
microrganismos. Observou-se também que o mesmo Oleo foi eficaz contra
bactérias S. epidermidis, S. aureus e S. mutans. Almeida et al. (2008)

avaliaram a atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico de C.
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citratus por meio do método da microdiluicdo em caldo sobre Candida
spp. € os resultados demonstraram que o extrato foi efetivo na
concentracédo de 62,5 mg/mL para 96,6% das cepas de C. albicans e na
concentraggo de 125 mg/mL para 50% das cepas C.
tropicalis,concordando com os resultados do presente estudo.

Também, foram encontrados efeitos antimicrobianos
utilizando oleo essencial de C. citratus, por Onawunmi (1989), que
analisaram a acéo deste 6leo a 0,05% sobre Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis e Escherichia coli, pelo método de difusdo em agar. O
autor observou halos de inibicdo de 15 mm para E. coli, e 32 mm para B.
subtilis e S. aureus, concluindo que o 6leo essencial de C. citratus
apresentou uma boa atividade antimicrobiana mesmo em baixas
concentragoes.

Schuck et al. (2001), encontraram atividade antifungica do
6leo essencial de C. citratus sobre cepas de Candida albicans, C.
parapsilosis e C. krusei, utilizando o método de difuséo radial em agar. Os
autores avaliaram a atividade antimicrobiana do extrato aquoso e 6leo
essencial de C. citratus em cepas padrao (ATCC) de S. aureus, E. coli e
C. albicans e os resultados revelaram que o infuso das folhas frescas e a
porcéo citral do 6leo demonstraram atividade para S. aureus, exibindo
didmetro de halos de inibicdo de 22 a 26 mm respectivamente. O método
de difusao radial em agar, que consiste em verificar, apés semeadura de
microrganismos e incubacédo por determinados periodos de tempo, a
formagao de halos de inibigdo ao redor do produto utilizado. No método
de difusdo, o material geralmente é colocado em escavacdes realizadas
apos solidificacao do agar ou embebido em discos de celulose. Algumas
consideragcdes sobre este método necessitam ser ressaltadas:
Primeiramente, deve ser salientado que a formagé&o do halo de inibicao
esta diretamente relacionado com a capacidade da substancia em teste,
se difundir no agar. Este fator estda na dependéncia do tamanho da

molécula Além disso, outros fatores podem interferir no resultado do
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produto testado: a) necessidade de intimo contato do material com as
paredes da escavagao ou disco; b) peso molecular e carga do produto; c)
concentragdo da substancia testada; d) viscosidade do gel (agar); e)
concentragdo idnica do meio. Outro fator importante € o tempo de
avaliagédo da formagéo do halo de inibigdo. Deve-se ressaltar que neste
meétodo, a analise diz respeito mais a qualidade e ndo quantidade, visto
que o tamanho do halo n&o € sinénimo de que um material € mais efetivo
que o outro (Shalhav et al., 1997; Mickel et al., 2002; Cos et al., 2006;
Bonev et al., 2008).

Hammer et al. (1999), avaliaram a a¢&o do 6leo essencial
de C. citratus utilizando o método de diluicdo em agar, sobre os
microrganismos: Acinetobacter baumannii, Aeromonas veronii, Candida
albicans, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica, Serratia marcescens e
Staphylococcus aureus. Foi encontrada importante acdo antimicrobiana
do 6leo de C. citratus para todos os microrganismos analisados. A CIM do
6leo essencial de C. citratus foi de 0,06% para S. aureus e C. albicans.
Nos resultados obtidos no presente trabalho, a CIM para Candida
albicans foi 0,031% e para S. aureus 0,125%. Segundo os autores, a
comparacao dos dados obtidos nos diferentes trabalhos é dificultada, pois
a composic¢ao do 6leo essencial da planta pode variar de acordo com: as
condi¢des locais e climaticas do ambiente. A técnica de extragdo e da
utilizacédo do 6leo e a escolha dos microrganismos testes também sé&o
importantes. No método de diluicdo em agar, o material é diluido no meio
de cultura e a seguir o microrganismo &€ semeado no meio, para se
determinar a concentracao inibitéria minima (CIM). Contudo, durante o
procedimento de diluicdo, reagbes entre componentes e as substancia
testada, ou precipitacdo com o agar podem ocorrer, prejudicando a
avaliacao da atividade antimicrobiana (Fuss et al., 1997; Cos et al., 2006).

O dleo essencial de Tagetes minuta L., fitoterapico

empregado na presente pesquisa, apresentou bons resultados nas cepas
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utilizadas, embora tenha sido efetivo em concentragéo superior da obtida
com Oleo essencial de C. citratus. A acado de T. minuta foi melhor nas
cepas fungicas, seguidas pelas cepas bacterianas. A agédo antimicrobiana
de T. minuta foi demonstrada por Souza et al. 2000, que utilizaram
diluigcbes seriadas do decocto de T. minuta frente a diferentes bactérias e
revelaram que o mesmo na concentracdo de 100% apresentou acao
bactericida sob S. aureus, E. coli e E. faecalis. A comparagdo dos
resultados de Souza et al., 2000, com os do presente trabalho devem ser
observadas com cuidado, pois a metodologia e o produto de T. minuta
utilizados foram diferentes.

O Oleo essencial de Curcuma zedoaria, também
empregado neste trabalho, apresentou atividade antimicrobiana nas
cepas analisadas embora em concentragdes superiores ao da encontrada
em C. citratus e T. minuta. O bleo de C. zedoaria exibiu uma caracteristica
interessante, pois apresentou uma forte turbidez nas primeiras diluicbes
apo6s 24 h, dificultando a leitura dos resultados. Assim para confirmacéo,
todos os testes foram confirmados pela semeadura em meios de cultura,
comprovando o efeito microbicida.

Foi verificado que a espécie mais sensivel foi C. albicans,
pois o Oleo de C. zedoaria na concentracdo de 3,12% produziu efeito
fungicida em 70% das cepas de C. albicans. Em concentragéo superior, o
Oleo essencial de C. zedoaria a 12,5%, apresentou efeito microbicida em
50% das cepas de S. aureus e 40% de S. mutans. Para as outras cepas,
fungicas e bacterianas, a concentracédo microbicida do 6leo foi de 25%.
Por outro lado, extrato etandlico de Curcuma zedoaria ndo demonstrou
efetividade para S. aureus na concentragédo de 3,75 mg/mL no trabalho de
Wilson et al., 2005. Os autores utilizaram, entretanto, método de difusao
em agar.

Bugno et al. (2007) verificaram a atividade antimicrobiana
do extrato de Curcuma zedoaria frente a Streptococcus mutans,

Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus e Candida albicans. Os
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autores compararam com a atividade antimicrobiana, em crescimento
plancténico, de cinco anti-sépticos (cloreto de cetilpiridinio, tinturas de
camomila e mirra, 6leos de Melaleuca salvia e eucalipto, timol, eucaliptol
salicilato de mentol, e triclosan e gluconato de clorexidina) pelo método de
pour-plate. Foram adicionados 9 mL do produto em um tubo, o qual foi
deixado em banho-maria a 22°C por aproximadamente 20 minutos. Uma
suspensdo de cultura contendo 108 UFC/mL foi preparada e 10 mL foi
adicionado na solugéo teste. Trinta, sessenta e noventa segundos apos a
adicdo da suspensao, uma aliquota de 1,0 mL desta mistura foi
transferida para 9,0 mL de caldo Letheen, usado para neutralizar a
atividade antimicrobiana residual do produto. O numero de
microrganismos viaveis no caldo foi determinado pelo método de pour-
plate, em agar TSB e as placas foram incubadas por 48 horas por 36°C e
aquelas contendo Streptococcus mutans e Enterococcus faecalis em
condigdes de microaerofilia (10% de CO;). Os resultados demonstraram
que a eficacia antimicrobiana do extrato de Curcuma zedoaria Roscoe foi
similar ao dos produtos comerciais, havendo uma redugdo UFC/mL. No
presente trabalho na determinacdo da atividade antimicrobiana foi
utilizado o método de microdiluicdo seriada em caldo Sabouraud ou BHI
em placas de microtitulacdo e a CMM através da semeadura em placas
com agar especifico para cada microrganismo testado. Apos o periodo de
incubacao trés aliquotas desta mistura do teste anterior que néo
apresentaram crescimento em caldo foram semeadas em placas de agar
Sabouraud ou BHI e incubadas por 48 h a 37°C e para S. mutans 48 h a
37°C em estufa de CO; (5%). Os resultados demonstraram que O6leo
essencial de C. zedoaria apresentou atividade microbiostatica e
microbicida em todas as cepas analizadas.

E importante salientar que quando se realiza a
comparacao dos resultados do presente estudo com os da literatura,
deve-se levar em consideragdo a variacdo natural da composicdo dos

Oleos essenciais, mesmo entre espécies iguais, em decorréncia de
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colheitas em épocas diferentes, variacbes climaticas e métodos de
extracdo utilizados. Além disso, as diferentes metodologias realizadas
para testes microbiologicos e diferentes cepas de microrganismos
utilizados também podem interferir nos resultados (Tampieri et al., 2005).
A atividade antimicrobiana de Cymbopogon citratus,
Curcuma zedoaria e Tagetes minuta, tanto na forma de extrato como no
de 6leo essencial, foram testados em varios patégenos. Entretanto,
nenhum estudo para avaliar seu efeito sobre os microrganismos
organizados em biofilmes foi encontrado na literatura. Na auséncia de
trabalhos similares para comparagao, os resultados do presente trabalho,
investigando a atividade antimicrobiana sobre biofilmes, foram discutidos
com outras referéncias, as quais utilizaram metodologias diferentes.
Nostro et al. (2007) avaliaram os efeitos do 6leo essencial
do orégano e as fragdes carvacrol e timol sobre biofilmes de S. aureus e
S. epidermidis pré-formados e em formacao. Os biofilmes foram formados
em placas de microtitulacdo de polietileno de fundo chato. Apds 24h de
incubagédo a 37°C a fase planctonica das células foram delicadamente
removidas e as células fixadas no fundo da placa foram lavadas trés
vezes com PBS e acrescentados 200 uL de duas diluigdes do 6leo nas
placas e incubadas a 37°C por 24h a D.O. foi mensurada como a mais
baixa concentracao, onde n&do ocorreu crescimento, confirmado pela D.O.
comparada com a leitura inicial. As amostras do biofilme no fundo da
placa foram agitados e espalhados sobre placas de agar contendo TSB
(Tryptic Soy agar) e incubadas por 72h a 37°C a concentragédo da
erradicacao do biofilme foi determinado com a mais baixa concentragcéo
onde ndo ocorreu crescimento bacteriano sobre o agar TSA. Na avaliagcao
dos efeitos do 6leo essencial do orégano e suas fragdes sobre o biofilme
em formagéo, foram realizados testes utilizando placas de microtitulagao
de polietileno de fundo chato. Os microrganismos foram incubados
durante a noite em 10mL de TSB com 1% de glicose, ap6s incubacgéo o

meio de crescimento foi diluido 5 X 10° UFC/mL e distribuidos 100 uL em
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cada um dos 96 pocos da placa de microtitulagcao juntamente com 100 pL
da concentracdo subinibitéria do O6leo essencial do orégano e suas
fragcbes carvacrol e timol (0,5, 0,25 e 0,125 %). Apds incubagao por 24 h a
37°C cada pogo da placa foi lavado gentilmente duas vezes com solugéo
PBS (pH =7,4) estéril e foram tingidos com safranina 0,1% por 1 min. e
lavados com agua. Apos esta etapa, os biofilmes foram ressuspendidos
em 200 pyL de PBS e aferidos em aparelho de espectrofotometria usando
leitor ELISA. Os resultados revelaram que o éleo essencial de Oreganum
vulgare, as fragbes carvacrol e timol sobre os biofilmes in vitro foram
ligeiramente mais altos do que nas culturas planctdnicas. Para a maioria
das cepas testadas a concentracéo inibitoria do biofilme variou de 0,125 a
0,500% para o 6leo essencial do orégano e 0,031 a 0,125% para o
carvacrol e timol e a concentrag&o bactericida minima do biolfime o 6leo
essencial variou de 0,125 a 1,0% enquanto que as fragdes carvacrol e
timol foram de 0,125 a 0,500%.

Ebrahimi et al. (2008) também avaliaram a atividade
antibacteriana do 6leo essencial de Thymus caramanicus (tomilho) pelo
método de difusdo em disco usando meio Mueller-Hinton com
determinacdo de zonas de inibicdo. Foram utilizadas cepas ATCCs de
trés bactérias Gram-negativas e quatro bactérias Gram-positivas: Bacillus
subtilis, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumonia. O MIC, foi medido por ensaio microdiluicdo de
susceptibilidade em caldo. O 6leo essencial puro e a solugdo de 70% de
Carvacrol em metanol foi aplicada sobre os discos de papel (o diametro
do disco foi de 6 mm). Os discos de papél foram entdo colocados nas
placas. Ap6s 24 h de incubacdo a 37°C o didmetro do crescimento e as
zonas de inibigdo foram medidos. Os resultados revelaram que a CIM e
os halos de inibicao exibiram forte atividade antimicrobiana para o 6leo

essencial puro de T. caramanicus. Nas cepas sensiveis houve variagao
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de 0,45-14,4 mg/ml e 14-37 mm e da fragcdo carvacrol nas mesmas cepas
foi de 11-40 mm e valor de CIM de 0,22-14,4 mg/ml.

Alviano et al. (2005) comprovaram a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de Croton cajucara (sacaca) e sua
fracdo o linalol em biofilmes artificiais e microrganismos planctonicos. Os
microrganismos utilizados no trabalho foram cepas padrdo de
Lactobacillus casei, Streptococcus sobrinus, Streptococcus mutans e
microrganismos relacionados com a doenga periodontal Porphyromonas
gingivalis, Staphylococcus aureus e C. albicans. Os autores realizaram a
CIM com diferentes concentrac¢des (1 pg/ml e 1 mg/ml) do éleo essencial
ou a fracdo linalol, diluidos em dimetilsulféxido (DMSO) numa
concentragdo final de 1% nos meios de cultura. Foram utilizadas 10°
células/ml. Apds 48h de cultivo a 37°C, a concentragdo minima inibitoria
(MIC) para cada condicao foi determinada visualmente. Para a formacgao
do biofilme os microrganismos foram obtidos a partir de um pool de saliva
nao estimulada de cinco individuos com aparelho ortodéntico fixo. Foram
utilizadas 20 pL de saliva espalhada sobre discos de membrana de
celulose (13 mm de diametro e 0,22 uL de diametro dos poros). Os discos
de membrana de celulose foram colocados em placas contendo BHI
s6lido e incubados anaerobiamente por 72 horas a 37°C. Apds o
crescimento dos microrganismos os discos foram recolhidos, colocados
em um tubo de vidro com 1 ml de Oleo essencial e a solugéo de linalol
(100 pL/ml) e mantidos por 3 min. Para retirar as células microbianas n&o
aderidas, foram entdo mantidas em solugéo de salina estéril por 27 min e
lavadas duas vezes. Apés este procedimento, a matriz de celulose foi
submetida a agitacédo em aparelho vortex por 20 s. As células extraidas
foram semeadas em meios solidos especifico para cada microrganismo,
incubados anaerobiamente por 72 h e a analise da viabilidade celular por
contagem do numero de colbnias (UFC). O mesmo procedimento foi
realizado com microrganismos ATTC (10* células/mL). Os resultados

mostraram que o 6leo essencial de C. cajucara apresentou valores de
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MIC variando de 13,34 a 40,1 ug/mL, enquanto que a frag&o linalol nao
apresentou efeitos bactericida. No biofilme, o 6leo essencial apresentou
reducdo no numero de células microbianas quando comparadas com o
controle (clorexidina) e a fragéao linalol do éleo.

Os biofilmes representam o tipo de crescimento
microbiano predominante na natureza e sdo de grande importancia no
desenvolvimento de infecgdes, uma vez que podem servir de nicho para
agentes patogénicos. Além disso, os microrganismos quando organizados
em biofilme s&o mais resistentes aos antimicrobianos (Chandra et al.,
2001). Segundo Kirkpatrick et al. (2000), o biofilme possui uma série de
vantagens para o microrganismo, possibilitando comunicagcéo entre as
células, facilitando nas atividades bioquimicas, favorecendo a proliferagéo
dos microrganismos e atuando na defesa coletiva contra a agédo de
agentes antimicrobianos.

Para estabelecer qual seria a diluicdo dos 6&leos
essenciais a serem utilizados nos biofilmes, foram determinadas as
concentragdes inibitdrias minimas e microbicidas de cepas clinicas e
padrao para cada microrganismo. Foram utilizadas nove cepas clinicas de
cada microrganismo e 1 ATCC para confirmar que em determinada
concentragédo do Oleo essencial a maioria dos microrganismos foram
inibidos ou exterminados. Para a determinagédo da CIM e CMM identificou-
se diferengcas minimas de uma a duas dilui¢gdes dos 6leos entre uma cepa
e outra. Entretanto quando comparamos as cepas clinicas e ATCC todas
apresentaram a CIM e a CMM pelo menos uma ou duas diluicbes
posterior do que a maioria das cepas clinicas.

No presente estudo, a aplicagdo do Oleo essencial de C.
citratus, Tagetes minuta e Curcuma zedoaria por 5 min no biofilme pré-
formado, apresentou atividade antimicrobiana sobre todos os
microrganismos estudados, tanto em biofilmes simples como mistos,
exceto para alguns grupos em associagdes quando comparados com o

controle.
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Uma das possiveis razbes do aumento da resisténcia aos
antimicrobianos das células do biofilme é a dificuldade do antimicrobiano
penetrar na matriz, a qual funciona como uma barreira, envolvendo os
microrganismos. A alteragdo do microambiente também contribui para o
lento crescimento microbiano, favorecendo a aquisicado de fendétipos de
resisténcia das células persistentes (Al-Fattani; Douglas, 2004; Fux et al.,
2005; Gilbert et al., 2007).

Observou-se que apoés o tratamento com C. citratus, no
biofilme misto de C. albicans e S. aureus, houve uma reducao do numero
UFC/mL (Log) de C. albicans e S. aureus em relagdo aos biofilmes
simples e biofilmes com as associagdes.

Na contagem de UFC/mL (Log) do biofilme de S. mutans
tratado com o 6leo de C. citratus, quando organizado em biofilme misto
com S. aureus e Candida albicans, nao foi observada diferenca
estatisticamente significante entre o grupo tratado com 6éleo de C. citratus
e o grupo controle. Segundo Dunne (2003), o efeito de um antimicrobiano
no biofilme ocorre somente sobre os microrganismos posicionados na
camada mais externa do mesmo, permanecendo vivos 0s que estdo
presentes nas camadas mais internas, sendo protegidos pelas camadas
de polissacarideos extracelulares produzidas pelas cepas. Esses dados
sugerem que na formacao do biofilme composto por S. mutans, S. aureus
e Candida albicans, o microrganismo S. mutans pode ter ocupado a
posicdo mais interna do biofilme e por isso se tornou mais resistente ao
Oleo essencial de C. citratus. Segundo Baena-Monroy et al. (2005) a
resisténcia antimicrobiana pode estar relacionada a incapacidade de
penetracdo do medicamento no biofilme, devido a diferenca do ritmo de
crescimento celular dos microrganismos que compde a comunidade
microbiana ou um mecanismo especifico para a expresséo de genes de
resisténcia antimicrobiana.

O dleo essencial de C. citratus produziu redugcédo nas

contagens de UFC/mL dos microrganismos organizados em biofilmes com
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apenas uma espécie de S. aureus, S. mutans ou C. albicans. Entretanto
esta reducéao foi menor quando comparada com os biofilmes mistos. Esse
fato pode ser visualizado no presente trabalho, nas fotomicrografias
obtidas por meio de MEV, as quais demonstraram que 0s microrganismos
em Dbiofimes isolados apresentaram maior sensibilidade aos
antimicrobianos do que em biofiimes mistos. No tratamento do Oleo
essencial de T. minuta a 4% quando houve a associacédo de S. aureus e
C. albicans este nao foi efetivo para S. aureus que apresentou reducao
menor que 1%.

Nas associagdes dos microrganismos realizadas no
presente estudo, a analise visual dos biofilmes demonstrou aumento da
espessura dos biofilmes formados quando C. albicans e S. mutans foram
inoculados juntos. Barbieri et al. (2007), ao analisarem a aderéncia de C.
albicans e S. mutans, in vitro, na superficie dentaria verificaram que a
mesma foi mais extensa quando esta bactéria foi cultivada com C.
albicans. Esse dado parece indicar uma caracteristica de
protocooperacéo entre C. albicans e S. mutans em biofilmes.

Nos biofilmes formados pela associacdo de S. aureus e S.
mutans e C. albicans, tratados com o 6leo essencial de C. zedoaria ndo
houve diferenca estatistica para S. aureus, embora tenha ocorrido
reducédo significativa quando este microrganismo se encontrava em
biofilme isolado. Segundo Marsh (1992) diferengas observadas in vivo e in
vitro da acdo do agente antimicrobiano podem estar relacionadas com
suas caracteristicas de penetracdo no biofilme, podendo atuar como
biostatico ou biocida sobre os microrgansmos. Segundo Baena-Monroy et
al. (2005), biofiilmes mistos apresentam diferentes padrdes de
sensibilidade quando em contato com antimicrobianos.

Na analise dos resultados da CIM observou-se que as
leveduras foram as cepas que apresentaram maior sensibilidade frente a
aplicagédo dos Oleos essenciais. Por esse motivo foram aplicados nos

biofilmes duas concentragbes diferentes dos 6leos essenciais. A menor
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concentragdo foi utilizada quando o biofiime isolado ou misto era
composto por C. albicans. A maior concentragdo dos o6leos foi utilizada
para a bactérias, conforme verificado na CMM. E importante observar que
em alguns casos, para a aplicagdo do 6leo no biofilme, ndo houve
diferencas estatisticas em determinados grupos. Por outro lado, se
fossem aplicados nos biofilmes uma concentragdo superior ou pura dos
Oleos essenciais poderia ocorrer o efeito microbicida. No entanto, esse
nao foi o propdsito do trabalho e sim, o de verificar se 0s 6leos essenciais
apresentariam efeito microbiostatico nos biofilmes.

Neste contexto, a pesquisa de novos agentes que possam
inibir o crescimento do biofilme multi-espécies sdo necessarios, podendo

ser utilizados em novas alternativas terapéuticas.



7 CONCLUSAO

A partir da metodologia empregada, os resultados
permitiram concluir que os Oleos essenciais de Cymbopogon citratus
(D.C.) Stapf, Tagetes minuta L. e Curcuma zedoaria Roscoe

apresentaram:

a) atividade Dbacteriostatica, fungistatica e
microbicida sobre todas as cepas de Staphylococcus
spp., Streptococcus mutans e Candida spp. na forma

planctbnica;

b) as cepas mais sensiveis em relacdo a
concentracdo microbicida minima do 6leo essencial
de Cymbopogon citratus foram Candida albicans,
Candida tropicalis, Candida glabrata seguidas pelas
cepas de Staphylococcus epidermidis,

Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans;

C) as cepas mais sensiveis em relagdo concentracéo
microbicida minima do 6leo essencial de Tagetes
minuta foram as Candida albicans, Candida
tropicalis, Candida glabrata; seguidas entdo pelas
cepas bacterianas Staphylococcus aureus e
Staphylococcus  epidermidis e  Streptococcus

mutans;
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d) as cepas mais sensiveis em relagdo concentracéo
microbicida minima do 6leo essencial de 6leo de
Curcuma zedoaria foi Candida albicans e a mais

resistente foi Streptococcus mutans;

e) atividade microbiostatica sobre Staphylococcus
aureus, Streptococcus mutans e Candida albicans
quando organizados em biofilmes simples e mistos
havendo redugbes significativas das UFC/mL dos

microrganismos.
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APENDICE A - Dados individuais dos ensaios realizados para cada
grupo de biofilme

Tabela 7 — Numeros de UFC/mL (Log10), médias e desvio-padrao obtidos
nos ensaios realizados com oleo essencial de Cymbopogon
citratus e controle, no grupo Gl de biofilme de C. albicans. Os
dados referem-se a levedura C. albicans

Corpo de prova Oleo Controle
1 3,788 5
2 4,724 5,401
3 4,113 5,130
4 4,203 5,152
5 4,255 4,612
6 4,569 4,744
7 4,906 5,264
8 3,653 5,534
9 4,550 5,428
10 4,556 4,755
11 4,893 5,365
12 5,000 5,274
Média 4,428 5,139
Desvio Padrao 0,432 0,300

Tabela 8 — Numeros de UFC/mL (Log10), médias e desvio-padrao obtidos
nos ensaios realizados com oleo essencial de Cymbopogon
citratus e controle, no grupo G2 de biofilme de S. aureus. Os
dados referem-se a bactéria S. aureus

Corpo de prova Oleo Controle
1 6,150 6,925
2 6,235 6,910
3 6,390 6,408
4 6,459 6,691
5 6,374 6,619
6 6,623 6,875
7 6,633 7,017
8 6,567 6,569
9 6,369 6,495
10 6,117 6,711
11 6,502 7,112
12 6,438 6,993
Média 6,405 6,777

Desvio Padrao 0,170 0,226
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Tabela 9 — Numeros de UFC/mL (Log10), médias e desvio-padrao obtidos
nos ensaios realizados com 6leo essencial de Cymbopogon
citratus e controle, no grupo G3 de biofilme de S. mutans. Os

dados referem-se a bactéria S. mutans

Corpo de prova Oleo Controle
1 6,738 6,967
2 6,318 6,736
3 6,255 7,049
4 6,149 6,852
5 6,468 6,864
6 6,441 6,627
7 6,444 6,515
8 5,423 6,593
9 5,763 6,662
10 6,033 7,079
11 5,694 6,502
12 5,724 6,273
Média 6,121 6,727
Desvio Padréao 0,396 0,244
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Tabela 10 - Numeros de UFC/mL (Log10), médias e desvio-padrao
obtidos nos ensaios realizados com 6leo essencial de
Cymbopogon citratus e controle, no grupo G4 de biofilme
de C. albicans e S. aureus. Os dados referem-se a
levedura C. albicans

Corpo de prova Oleo Controle
1 2,544 3,462
2 2,000 3,311
3 2,477 3,161
4 2,544 4,397
5 2,301 3,477
6 2,812 3,389
7 2,602 3,311
8 3,267 3,556
9 2,544 3,267
10 2,698 3,462
11 2,653 3,243
12 2,903 3,505
Média 2,612 3,462
Desvio Padrao 0,311 0,318

Tabela 11 — Numeros de UFC/mL (Log10), médias e desvio-padrao
obtidos nos ensaios realizados com 6leo essencial de
Cymbopogon citratus e controle, no grupo G4 de biofilme
de C. albicans e S. aureus. Os dados referem-se a bactéria

S. aureus
Corpo de prova Oleo Controle
1 4,890 5,033
2 4,785 5,214
3 4,660 4,845
4 4,700 4,982
5 5,036 5,086
6 4,659 4,977
7 4,901 4,903
8 4,814 5,123
9 4,850 4,851
10 4,857 5,099
11 4,918 4,994
12 4,956 5,151
Média 4,836 5,022

Desvio Padrao 0,117 0,118
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Tabela 12 — Numeros de UFC/mL (Log10), médias e desvio-padrao
obtidos nos ensaios realizados com 6leo essencial de
Cymbopogon citratus e controle, no grupo G5 de biofilme
de C. albicans e S. mutans. Os dados referem-se a
levedura C. albicans

Corpo de prova Oleo Controle
1 4,439 5,000
2 4,842 5,170
3 4,380 4,982
4 3,845 5,248
5 4,607 5,253
6 4,130 4,964
7 4,973 5,004
8 4,352 5,045
9 4,431 5,117
10 4,190 5,408
11 4,279 4,778
12 4,301 4,591
Média 4,398 5,047
Desvio Padrao 0,305 0,219

Tabela 13 — Numeros de UFC/mL (Log10), médias e desvio-padrao
obtidos nos ensaios realizados com 6leo essencial de
Cymbopogon citratus e controle, no grupo G5 de biofilme
de C. albicans e S. mutans. Os dados referem-se a bactéria

S. mutans
Corpo de prova Oleo Controle
1 4,956 5,043
2 4,544 4,982
3 4,982 5,086
4 4,732 4,845
5 4,658 4,954
6 4,414 4,736
7 4,243 4,838
8 4,230 4,736
9 4,822 5,783
10 4,423 4,880
11 4,643 5,631
12 5,136 5477
Média 4,649 5,083

Desvio Padrao 0,292 0,353




118

Tabela 14 — Numeros de UFC/mL (Log10), médias e desvio-padrao
obtidos nos ensaios realizados com 6leo essencial de
Cymbopogon citratus e controle, no grupo G6 de biofilme
de S. mutans e S. aureus. Os dados referem-se a bactéria

S. mutans
Corpo de prova Oleo Controle
1 4,602 5,146
2 4,903 5,477
3 4,301 5,230
4 4,602 4,778
5 5,041 5,819
6 5,041 5,672
7 4,903 5,672
8 4,602 4,602
9 5,243 5,243
10 4,301 4,700
11 4,602 4,602
12 4,845 5,041
Média 4,749 5,165
Desvio Padrao 0,295 0,433

Tabela 15 — Numeros de UFC/mL (Log10), médias e desvio-padrao
obtidos nos ensaios realizados com 6leo essencial de
Cymbopogon citratus e controle, no grupo G6 de biofilme
de. S. mutans e S. aureus. Os dados referem-se a bactéria

S. aureus
Corpo de prova Oleo Controle
1 7,000 7,036
2 6,817 7,158
3 6,891 7,309
4 6,787 7,146
5 6,876 7,146
6 7,125 7,217
7 6,940 7,096
8 6,702 7,036
9 6,801 7,095
10 7,102 7,102
11 6,908 7,017
12 6,789 6,975
Média 6,896 7,111

Desvio Padrao 0,129 0,092
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Tabela 16 — Numeros de UFC/mL (Log10), médias e desvio-padrao
obtidos nos ensaios realizados com 6leo essencial de
Cymbopogon citratus e controle, no grupo G de biofilme de.
C. albicans, S. aureus e S. mutans. Os dados referem-se a
levedura C. albicans

Corpo de prova Oleo Controle
1 4,300 4,752
2 5,150 5,021
3 4,423 5,700
4 4,903 5,174
5 4,638 4,676
6 4,653 5,684
7 4,361 4,889
8 4,267 4,447
9 4,447 4,792
10 3,602 4,767
11 4,204 5,701
12 4,130 4,886
Média 4,423 5,041
Desvio Padrao 0,395 0,432

Tabela 17 — Numeros de UFC/mL (Log10), médias e desvio-padrao
obtidos nos ensaios realizados com 6leo essencial de
Cymbopogon citratus e controle, no grupo G de biofilme de.
C. albicans, S. aureus e S. mutans. Os dados referem-se a
bactéria S. aureus

Corpo de prova Oleo Controle

1 5,516 6,481

2 5,932 6,480

3 5,778 6,204

4 5,643 6,492

5 5,453 6,498

6 5,753 6,477

7 6,120 6,477

8 6,026 6,477

9 5,602 6,107
10 5,830 6,175
11 5,712 6,438
12 5,757 5,817
Média 5,761 6,343

Desvio Padrao 0,198 0,218
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Tabela 18 — Numeros de UFC/mL (Log10), médias e desvio-padrao
obtidos nos ensaios realizados com 6leo essencial de
Cymbopogon citratus e controle, no grupo G7 de biofilme
de. C. albicans, S. aureus e S. mutans. Os dados referem-
se a bactéria S. mutans

Corpo de prova Oleo Controle
1 5,260 5,349
2 5,209 5,243
3 5,313 5,352
4 5,380 5,477
5 5,575 5,653
6 5,056 5,439
7 5,716 5,707
8 5,695 5,240
9 5,198 5,643
10 5,627 5,633
11 5,012 5,068
12 5,350 5,398
Média 5,360 5,430

Desvio Padrao 0,230 0,190
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Tabela 19 — Numeros de UFC/mL (Log10), médias e desvio-padrao
obtidos nos ensaios realizados com 6leo essencial de
Tagetes minuta e controle, no grupo G1 de biofilme de C.
albicans. Os dados referem-se a levedura C. albicans

Corpo de prova Oleo Controle
1 5,000 5,619
2 4,975 6,566
3 4,980 5,471
4 4,470 5,468
5 4,685 5,411
6 4,602 5,589
7 4,939 5,617
8 4,947 5,580
9 5,051 5,551
10 5,091 5,033
11 5,526 5,544
12 5,079 5,437
Média 4,946 5,574
Desvio Padrao 0,270 0,350

Tabela 20 — Numeros de UFC/mL (Log10), médias e desvio-padrao
obtidos nos ensaios realizados com 6leo essencial de
Tagetes minuta e controle, no grupo G2 de biofilme de S.
aureus. Os dados referem-se a bactéria S aureus

Corpo de prova Oleo Controle
1 6,947 7,621
2 6,964 7,228
3 6,716 6,954
4 6,301 7,394
5 7,158 7,791
6 6,544 7,627
7 6,544 7,499
8 7,766 7,726
9 6,114 7,847
10 6,982 7,233
11 7,384 7,610
12 7,811 7,811
Média 6,939 7,529

Desvio Padrao 0,535 0,277
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Tabela 21 — Numeros de UFC/mL (Log10), médias e desvio-padrao
obtidos nos ensaios realizados com 6leo essencial de
Tagetes minuta e controle, no grupo G3 de biofilme de. S.
mutans. Os dados referem-se a bactéria S. mutans

Corpo de prova Oleo Controle
1 5,556 6,781
2 6,193 6,265
3 6,100 6,517
4 6,057 6,589
5 5,982 6,582
6 6,033 6,582
7 5,591 6,666
8 6,453 6,346
9 5,968 6,338
10 5,591 6,431
11 5,591 6,447
12 6,023 6,380
Média 5,921 6,494
Desvio Padrao 0,282 0,152
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Tabela 22 — Numeros de UFC/mL (Log10), médias e desvio-padrao
obtidos nos ensaios realizados com 6leo essencial de
Tagetes minuta e controle, no grupo G4 de biofilme de C.
albicans e S. aureus. Os dados referem-se a levedura C.

albicans
Corpo de prova Oleo Controle
1 4,672 5,623
2 5,079 5,373
3 5,225 5,633
4 5,391 6,500
5 5,017 5,387
6 4,937 5,531
7 4,312 5,505
8 4,845 5,665
9 4,866 4,819
10 4,518 5,662
11 5,064 5,662
12 4,939 5,662
Média 4,906 5,586
Desvio Padrao 0,297 0,375

Tabela 23 — Numeros de UFC/mL (Log10), médias e desvio-padrao
obtidos nos ensaios realizados com 6leo essencial de
Tagetes minuta e controle, no grupo G4 de biofilme de C.
albicans e S. aureus. Os dados referem-se a bactéria S.

aureus
Corpo de prova Oleo Controle

1 6,982 7,288

2 7,584 7,421

3 7,556 7,681

4 6,322 7,822

5 8,483 7,606

6 5477 7,375

7 7,401 7,398

8 7,735 7,283

9 7,497 7,459

10 7,593 7,164

11 7,305 7,627

12 7,037 7,354

Média 7,248 7,456

Desvio Padrao 0,756 0,191
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Tabela 24 — Numeros de UFC/mL (Log10), médias e desvio-padrao
obtidos nos ensaios realizados com 6leo essencial de
Tagetes minuta e controle, no grupo G5 de biofilme de C.
albicans e S. mutans. Os dados referem-se a levedura C.

albicans
Corpo de prova Oleo Controle
1 4,964 5,991
2 5,158 6,170
3 4,607 5,724
4 5,287 5,863
5 5,086 5,544
6 4,322 6,021
7 4,792 5,914
8 5,072 6,494
9 5,209 6,350
10 4,525 6,079
11 4,380 5,724
12 5,100 5,724
Média 4,875 5,967
Desvio Padrao 0,338 0,278

Tabela 25 — Numeros de UFC/mL (Log10), médias e desvio-padrao
obtidos nos ensaios realizados com 6leo essencial de
Tagetes minuta e controle, no grupo G5 de biofilme de C.
albicans e S. mutans. Os dados referem-se a bactéria S.

mutans
Corpo de prova Oleo Controle

1 4,711 6,300

2 4,658 6,322

3 4,371 6,716

4 4,685 5,628

5 4,447 5,628

6 4,926 5,204

7 3,477 6,025

8 4,000 6,079

9 3,477 5,245
10 4,550 4,894
11 4,607 4,894
12 4,361 4,895
Média 4,356 5,653

Desvio Padrao 0,470 0,633
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Tabela 26 — Numeros de UFC/mL (Log10), médias e desvio-padrao
obtidos nos ensaios realizados com 6leo essencial de
Tagetes minuta e controle, no grupo G6 de biofiime de
S.mutans e S. aureus. Os dados referem-se a bactéria S.

mutans
Corpo de prova Oleo Controle
1 2,929 4,102
2 2,954 4,086
3 3,895 4,077
4 2,477 4,049
5 0,000 4,090
6 3,556 3,638
7 2,813 3,892
8 3,903 3,946
9 3,728 3,813
10 3,389 4,119
11 3,875 3,991
12 2,778 3,991
Média 3,020 3,983
Desvio Padrao 1,080 0,143

Tabela 27 — Numeros de UFC/mL (Log10), médias e desvio-padrao
obtidos nos ensaios realizados com 6leo essencial de
Tagetes minuta e controle, no grupo G6 de biofilme de S.
mutans e S. aureus. Os dados referem-se a bactéria

S.aureus
Corpo de prova Oleo Controle
1 7,278 7,602
2 7,170 7,536
3 7,314 7,647
4 7,350 7,602
5 7,140 7,536
6 7,348 7,649
7 7,346 7,350
8 7,033 7,453
9 7,582 7,516
10 7477 7,491
11 7,394 7,431
12 7,314 7,301
Média 7,312 7,510

Desvio Padrao 0,148 0,111
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Tabela 28 — Numeros de UFC/mL (Log10), médias e desvio-padrao obtidos
nos ensaios realizados com O6leo essencial de Tagetes
minuta e controle, no grupo G7 de biofilme de C. albicans,
S. aureus e S. mutans. Os dados referem-se a levedura C.

albicans
Corpo de prova Oleo Controle
1 3,845 4,771
2 3,477 4,556
3 4,060 4,686
4 4,176 4,568
5 4,079 4,498
6 3,602 4,556
7 3,699 4,190
8 3,903 4,607
9 4,204 4,342
10 3,477 4,525
11 3,478 4,525
12 3,478 4,525
Média 3,790 4,529
Desvio Padrao 0,291 0,149

Tabela 29 — Numeros de UFC/mL (Log10), médias e desvio-padrao
obtidos nos ensaios realizados com 6leo essencial de
Tagetes minuta e controle, no grupo G7 de biofilme de C.
albicans, S. aureus e S. mutans. Os dados referem-se a

bactéria S. aureus

Corpo de prova Oleo Controle
1 6,991 7,198
2 6,700 6,932
3 6,685 7,806
4 6,716 7,288
5 6,484 7,114
6 6,398 7,643
7 7,358 7,354
8 6,455 6,842
9 6,267 7,225
10 7,193 7,041
11 6,544 7,434
12 6,845 7,269
Média 6,720 7,262
Desvio Padrao 0,329 0,277
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Tabela 30 — Numeros de UFC/mL (Log10), médias e desvio-padrao
obtidos nos ensaios realizados com 6leo essencial de
Tagetes minuta e controle, no grupo G7 de biofilme de C.
albicans, S. aureus e S. mutans. Os dados referem-se a
bactéria S. mutans

Corpo de prova Oleo Controle
1 2,000 5,362
2 2,000 5,176
3 2,000 5,152
4 3,275 4,700
5 3,217 4,681
6 2,000 4,883
7 2,812 4,204
8 3,724 4,400
9 2,000 4,152
10 3,978 4,880
11 2,000 3,400
12 3,267 3,700
Média 2,690 4,557

Desvio Padrao 0,772 0,605
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Tabela 31 — Numeros de UFC/mL (Log10), médias e desvio-padrao
obtidos nos ensaios realizados com 6leo essencial de
Curcuma zedoaria e controle, no grupo G1 de biofilme de
C. albicans. Os dados referem-se a levedura C. albicans

Corpo de prova Oleo Controle
1 4,146 5,000
2 4,100 5,047
3 4,176 4,908
4 3,602 4,906
5 3,814 4,816
6 3,845 5,027
7 3,954 5,03
8 4,217 5,155
9 3,740 4,872
10 3,954 5,133
11 3,000 5,340
12 0,000 5,000
Média 3,550 5,021
Desvio Padréao 1,160 0,144

Tabela 32 — Numeros de UFC/mL (Log10), médias e desvio-padrao
obtidos nos ensaios realizados com 6leo essencial de
Curcuma zedoaria e controle, no grupo G2 de biofilme de
S. aureus. Os dados referem-se a bactéria S. aureus

Corpode prova | Oleo | Controle
1 6,854 7,358
2 8,240 7,895
3 6,991 7,278
4 6,832 7,338
5 7,000 7,255
6 6,061 7,167
7 6,782 6,778
8 7,140 7,356
9 6,781 7,214
10 7,193 7,305
11 6,423 7,437
12 6,217 7,385
Média 6,876 7,314

Desvio Padrao 0,555 0,250
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Tabela 33 — Numeros de UFC/mL (Log10), médias e desvio-padrao
obtidos nos ensaios realizados com 6leo essencial de
Curcuma zedoaria e controle, no grupo G3 de biofilme de

S mutans. Os dados referem-se a bactéria S. mutans

Corpo de prova | Oleo | Controle
1 3,041 6,380
2 0,000 5,763
3 3,322 4,700
4 0,000 6,146
5 3,748 5,415
6 0,000 6,748
7 0,000 5,365
8 3,732 6,465
9 3,934 5,531
10 0,000 5,531
11 3,322 6,322
12 0,000 5,322
Média 1,760 5,808
Desvio Padrao 1,850 0,603
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Tabela 34 — Numeros de UFC/mL (Log10), médias e desvio-padrao
obtidos nos ensaios realizados com 6leo essencial de
Curcuma zedoaria e controle, no grupo G4 de biofilme de
C. albicans e S. aureus. Os dados referem-se a levedura C.

albicans
Corpo de prova | Oleo \ Controle
1 5,021 5,574
2 5,662 5,550
3 4,929 5,176
4 5,041 5,842
5 4,397 4,643
6 5,322 5,744
7 5,623 5,618
8 5,556 5,770
9 5,596 5,580
10 5,217 5,763
11 5,290 5,568
12 5,041 5,782
Média 5,225 5,551
Desvio Padrao 0,368 0,336

Tabela 35 — Numeros de UFC/mL (Log10), médias e desvio-padrao
obtidos nos ensaios realizados com 6leo essencial de
Curcuma zedoaria e controle, no grupo G4 de biofilme de
C. albicans e S. aureus. Os dados referem-se a bactéria S.

aureus
Corpode prova | Oleo | Controle
1 7,292 7,288
2 7,305 7,421
3 7,182 7,681
4 7,204 7,627
5 6,484 7,822
6 7,127 7,606
7 7,526 7,375
8 7,305 7,398
9 7,255 7,283
10 7,334 7,460
11 7,041 7,164
12 7,041 7,354
Média 7,175 7,457

Desvio Padrao 0,256 0,191




131

Tabela 36 — Numeros de UFC/mL (Log10), médias e desvio-padrao
obtidos nos ensaios realizados com 6leo essencial de
Curcuma zedoaria e controle, no grupo G5 de biofilme de
C. albicans e S. mutans. Os dados referem-se a levedura

C. albicans
Corpo de prova | Oleo \ Controle
1 4,311 5,991
2 3,875 6,170
3 3,875 5,724
4 3,544 5,863
5 4,000 5,544
6 4,423 6,021
7 4,021 5,914
8 3,653 6,494
9 4,130 6,350
10 4,525 6,079
11 3,000 6,079
12 3,000 4,079
Média 3,863 5,859
Desvio Padrao 0,496 0,616

Tabela 37 — Numeros de UFC/mL (Log10), médias e desvio-padrao
obtidos nos ensaios realizados com 6leo essencial de
Curcuma zedoaria e controle, no grupo G5 de biofilme de
C. albicans e S. mutans. Os dados referem-se a bactéria S.

mutans
Corpode prova | Oleo | Controle
1 4,512 6,301
2 3,602 6,322
3 4,000 5,716
4 3,845 5,623
5 4,041 5,628
6 4,505 6,204
7 4,097 6,079
8 3,699 6,245
9 4,278 5,895
10 4,484 6,025
11 3,602 5,623
12 3,602 5,623
Média 4,022 5,941

Desvio Padrao 0,360 0,289
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Tabela 38 — Numeros de UFC/mL (Log10), médias e desvio-padrao
obtidos nos ensaios realizados com 6leo essencial de
Curcuma zedoaria e controle, no grupo G6 de biofilme de e
S. mutans e S. aureus. Os dados referem-se a bactéria S.

mutans
Corpo de prova | Oleo \ Controle
1 4,255 5,869
2 4,643 5,613
3 4,447 4,848
4 4,176 6,334
5 4,278 5,991
6 4,176 5,889
7 4,431 5,415
8 4,380 5,695
9 4,322 6,049
10 0,000 6,027
11 4,322 6,049
12 4,322 6,049
Meédia 3,980 5,819
Desvio Padrao 1,260 0,390

Tabela 39 — Numeros de UFC/mL (Log10), médias e desvio-padrao
obtidos nos ensaios realizados com 6leo essencial de
Curcuma zedoaria e controle, no grupo G6 de biofilme de
S. mutans e S. aureus. Os dados referem-se a bactéria S.

aureus
Corpo de prova | Oleo | Controle

1 5,279 6,716

2 0,000 6,722

3 5,663 5,924

4 6,322 6,602

5 5,796 6,408

6 5,439 6,342

7 5,623 5,380

8 5,845 6,499

9 5,312 6,309

10 6,217 5,799

11 6,217 5,799

12 4,845 6,499

Meédia 5,210 6,250

Desvio Padrao 1,70 0,426
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Tabela 40 — Numeros de UFC/mL (Log10), médias e desvio-padrao
obtidos nos ensaios realizados com 6leo essencial de
Curcuma zedoaria e controle, no grupo G7 de biofilme de
C. albicans, S. mutans e S. aureus Os dados referem-se a
levedura C. albicans

Corpo de prova | Oleo \ Controle
1 5,648 6,164
2 4,875 6,373
3 4,653 6,176
4 4,397 5,686
5 5,060 5,398
6 5,190 5,667
7 5,602 5,079
8 5,423 5,080
9 5,146 5,643
10 5,190 6,140
11 5,190 5,505
12 5,176 6,146
Média 5,129 5,755
Desvio Padrao 0,360 0,443

Tabela 41 — Numeros de UFC/mL (Log10), médias e desvio-padrao
obtidos nos ensaios realizados com 6leo essencial de
Curcuma zedoaria e controle, no grupo G5 de biofilme de
C. albicans, S. aureus e S. mutans Os dados referem-se a
bactéria S. aureus

Corpode prova | Oleo | Controle

1 7,617 7,2
2 7,411 6,932
3 7,064 7,806
4 6,998 7,288
5 7,220 7,114
6 6,848 7,643
7 7,187 7,354
8 6,439 6,842
9 7,149 7,225
10 7,181 7,041
11 7,305 7,434
12 7,127 7,269

Média 7,129 7,262

Desvio Padrao 0,292 0,277
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Tabela 42 — Numeros de UFC/mL (Log10), médias e desvio-padrao
obtidos nos ensaios realizados com 6leo essencial de
Curcuma zedoaria e controle, no grupo G7 de biofilme de
C. albicans, S. aureus e S. mutans.Os dados referem-se a
bactéria S. mutans

Corpo de prova | Oleo \ Controle
1 5,079 5,362
2 4,700 5,176
3 4,699 6,152
4 5,371 5,700
5 6,079 5,681
6 5,311 5,883
7 5,398 5,204
8 5,724 5,398
9 5,097 6,152
10 5,217 5,883
11 5,361 5,398
12 5,041 5,699
Média 5,257 5,641

Desvio Padrao 0,390 0,337
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Almeida RBA, Evaluation of activity of essential oil Cymbopogon citratus
(D.C.) Stapf, Tagetes minuta L. and Curcuma zedoaria Roscoe against
microorganisms Candida spp., Staphylococcus spp. and Streptococcus
mutans [tese].Sdo José os Campos: School of Dentistry of Sdo José dos
Campos, Sdo Paulo State University; 2010.

ABSTRACT

In the search for preventive and curative means for periodontal disease
and tooth decay, herbal-purpose fungicide, antibacterial and anti-
inflammatory have been investigated. The aim of this study was to
evaluate the antimicrobial activity using the essential oils of Cymbopogon
citratus (D.C.) Stapf, Curcuma zedoaria Roscoe and Tagetes minuta L. on
strains of Staphylococcus spp., Streptococcus mutans and Candida spp.
in planktonic and biofilm growth. For the study of microorganisms in
planktonic growth, were determined Minimum Inhibitory Concentration and
Minimum Microbicidal Concentration of nine clinical strains and one ATCC
for each species: C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, S. aureus,
S. epidermidis and S. mutans. To assess the effects of essential oils in
biofilm, was used strains of Candida albicans (ATCC 18804),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) and Streptococcus mutans (ATCC
35688) alone and in associations in acrylic resin discs immersed in sterile
brain heart infusion broth (BHI) containing 5% sucrose, inoculated with
microbial suspension and incubated for 5 days. On the fifth day, the discs
were washed in sterile saline solution in order to remove loosely bound
material. Next, the acrylic resin discs were washed and placed in contact
with essential oils for 5 min. The number of CFU obtained in each biofilm
(CFU/mL) were subjected to descriptive statistical analysis using Minitab
software considering with significance level p < 0.05. It was also performed
scanning electron microscopy (SEM) acrylic resin disc with biofilm with
treatment and control. It was identified significant reductions in the number
of colony forming units (CFU/mL) in both planktonic and biofilm
associated. The largest reductions occurred in the treatment of essential
oil of C. citratus, followed by oil of T. minuta and C. zedoaria. We conclude
that the essential oils of Cymbopogon citratus, Tagetes minuta and
Curcuma zedoaria showed bacteriostatic activity, fungistatic and
microbicide on all strains of Staphylococcus spp., Streptococcus mutans
and Candida spp. in planktonic form. The strains most sensitive for
minimal microbicidal concentration of essential oil of C. citratus were C.
albicans, C. tropicalis and C. glabrata followed by strains of S. epidermidis,
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S. aureus and S. mutans. The strains most sensitive for minimal
microbicidal concentration of essential oil of T. minuta draft went to C.
albicans, C. tropicalis, C. glabrata; then followed by the bacterial strains S.
aureus and S. epidermidis and S. mutans. The strains most sensitive for
minimal microbicidal concentration of essential oil from oil C. zedoaria and
C.albicans was the most resistant was S. mutans. The microbial activity
against S. aureus, S. mutans and C. albicans when arranged in single and
mixed biofilms having significant reductions in CFU/mL of microorganisms.

Keywords: Biofilm. Microbial sensitivity test. Essential oils. Candida spp.
Staphylococcus spp. Streptococcus mutans.
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