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RESUMO

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E ANTIBIOFILME DE OLEO DE Thymus vulgaris
FRENTE A Streptococcus mutans

AUTORA: Daniela Dalcin da Rosa
ORIENTADOR:Prof. Dr. Roberto Christ Vianna Santos
CO-ORIENTADORA: Dr2. Cristiane de Bona da Silva

A carie dentéaria ainda constitui um grande desafio, apesar de todos os meios
hoje disponiveis para o seu tratamento. O desenvolvimento das lesdes cariosas
na cavidade bucal ocorre da combinacao simultanea de varios fatores, sendo
considerados primordiais, a presenca de microrganismos cariogénicos, o
conteldoda dieta e uma higiene bucal incapaz de desorganizar de forma
eficiente o biofilme presente na superficie dos dentes. Descrita como uma
doenca infecciosa, multifatorial e transmissivel, a carie é considerada pela
Organizacdo Mundial de Saude uma das principais enfermidades de risco para
a saude bucal. Desencadeada e perpetuada por bactérias Gram-positivas, sendo
gue o agente etiologico primario é a bactéria Streptococcus mutans (S.mutans),
cuja formacdo de biofilme, resisténcia a antibioticoterapia convencional e a
antissépticos bucais, exigem a busca por novos métodos coadjuvantes ao
tratamento clinico. Neste enfoque, pesquisas que buscam identificar produtos
naturais com atividade biolégica representam uma alternativa para o tratamento
dessa doenca. Nesse contexto, o uso de fitoterapicos tem sido uma opc¢ao
terapéutica para os profissionais de salude que procuram novas alternativas com
potencial atividade farmacol6gica, menor toxicidade e menores custos a
populacdo. Desse modo, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
atividade antimicrobiana e antibiofiime do 6leo essencial de Tomilho (Thymus
vulgaris) frente a S. mutans. Foi realizada a caracterizacdo do 6leo por
cromatografia gasosa, onde se observou a presenca dos componentes
majoritarios, timol e o-cimeno nas respectivas porcentagens de 47,40% e
27,186%. A atividade antimicrobiana foi avaliada por método convencional de
microdiluicdo em caldo. O 6leo de T. vulgaris, foi capaz de inibir o crescimento
bacteriano em concentracao inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida
minima (CBM) de 0,375mg/mL. Os testes de suscetibilidade in vitro foram
realizados conforme CLSI, 2018. Foi avaliado a capacidade de formacgao de
biofilme em modelo ex vivo, utilizando modelo de dentes bovinos. A atividade
antibiofilme foi analisada através de microscopia de forca atdbmica e contagem
de microrganismos viaveis, demonstrando que o 6leo de T. vulgaris nas
concentragfes de 0.75 mg/mL e 1,5 mg/mL em ambas as técnicas, promoveu
reducédo dos biofilmes formados.Almeja-se que estes resultados possam nortear
futuros estudos para a producéo de formulacdes que possam ser utilizadas no
tratamento de biofilmes causados por S.mutans.

Palavras-chave:Cérie.:Biofilme:.Oleo essencial; Timol; o-cimeno.



ABSTRACT

ANTIMICROBIAL AND ANTIBIOFILM ACTIVITY OF THE OIL OF Thymus vulgaris
FRONT THE Streptococcus mutans

AUTHOR: Daniela Dalcin da Rosa
ADVISOR: Prof°. Dr. Roberto Christ Vianna Santos
CO-SUPERVISOR: Dra. Cristiane de Bona da Silva

The caries desease is still a major challenge, despite all the means available
today for your treatment. The development of caries lesions in the oral cavity is
the simultaneous combination of several factors, being considered primordial, the
presence of cariogenic microorganisms, the content of the diet and an oral
hygiene incapable of efficiently disorganizing the biofilm present on the surface
of the teeth. Described as an infectious, multifactorial and transmissible disease,
it is considered by the World Health Organization one of the main risk diseases
for oral health. Triggered and perpetuated by Gram-positives, where the primary
etiologic agent isthe bacterium Streptococcus mutans, whose biofilm formation,
resistance to conventional antibiotic therapy and oral antiseptics, require the
search for new methods to support clinical treatment. In this approach, research
that seeks to identify natural products with biological activity represent an
alternative for the treatment of this disease. In this context, the use of herbal
medicines has been a therapeutic option for health professionals who seek new
alternatives with potential pharmacological activity, less toxicity and lower costs
to the population. The present work had as objective to evaluate the antimicrobial
and antibiofilm activity of the essential oil of Thyme (Thymus vulgaris) against S.
mutans. The oil characterization was performed by GC-FID and GC-MS, where it
was observed the presence of major components, o-cymene and thymol in their
respective percentages of 47,40% and 27,186%. The antimicrobial activity was
evaluated by a conventional broth microdilution method. The T. vulgaris oil was
able to inhibit bacterial growth at a minimum inhibitory concentration (MIC) and a
minimum bactericidal concentration (CBM) of 0.375mg/mL, in vitro susceptibility
tests were performed according to CLSI 2018. The capacity of biofilm formation
was evaluated in an ex vivo model, using a bovine teeth model. The antibiofilm
activity was analyzed through atomic force microscopy and viable
microorganisms counting, demonstrating that the T. vulgaris oil at concentrations
of 0.75 mg/mL and 1.5 mg/mL in both techniques promoted a reduction in the
formed biofilms.It is hoped that these results can guide future studies for the
production of formulations that can be used in the treatment of biofilms caused
by S.mutans.

Keywords: Caries;Biofilms ; Essential oil, Thymol; o-cymene.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Principais componentes do 6leo essencial estudado...........ccccccevvvvvveenen. 30
Tabela 2: Composicéo percentual do 6leo essencial de T.vulgaris. .........ccccceeeeennn. 31
Tabela 3: Resultados da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracéo

Bactericida Minima (CBM) do 6leo de T. VUIQariS. .............uvuvuueermirriiiiieiiiiieennnnnnnnnnnn. 32



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Formacéo de biofilme. Células planctbnicas aderem reversivelmente a uma
superficie. A medida que proliferam, produzem componentes da matriz extracelular

enquanto motilidade e outros fatores de viruléncia s&o inibidos. Por fim, algumas

células se desprendem do biofilme e voltam a forma plancténica...............cccccvvveenn. 14
Figura 2: Imagem de biofilme formado de S.mutans. .............ccccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 16
Figura 3: Tomilho (Thymus VUIQariS L). .....cocouuuiiiiiiiecieeeeces e 19
Figura 4: Estrutura quimica dos compostos timol (a) e carvacrol (b). ........cccccceee.. 20

Figura 5: Cromatograma do 0Oleo essencial de T.vulgaris 1 — a-pineno; 2 — o-cimeno;
4 -y-terpineno; 5-linalol ,6-timol ; 7-Carvacrol............cccooveiiiiiiiiiiiic e 30
Figura 6: Estrutura quimica dos componentes majoritarios do 6leo essencial de
T.vulgaris- — 0- cimeno -y-terpineno; -linalol ; -timol............ccccccoiiii i, 31
Figura 7: Contagens médias de formacao de unidades formadores de colénias (UFCs)
nas diferentes solucdes. Os resultados estdo expressos em porcentagem (Média +
Erro padrédo da média). C+: Controle Positivo (Solugdo NaCl 0,85%). CHX 0,12% -
Clorexidina 0,12% OL MIC Oleo de T. Vulgaris 0,375 mg/mL, OL 2XMIC- Oleo de T.
Vulgaris 0,75 mg/MI, OL 4XMIC- Oleo d T. Vulgaris 1,5 mg/mL. A andlise estatistica
sera realizada utilizando ANOVA de uma via, seguido pelo este de Dunnett. O dados
serdo representados como a média + SEM. Serd utilizado o software Graph Prism
6.01. a - Diferenca significativa com relacdo ao controle positivo. b — Diferenca
significativa com relagao a CHX 0,12%0........ccceeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeee e 32
Figura 8: Analise da superficie do CP. Imagem obtida através de MFA demonstrando
a presenca do biofilme formado por S mutans - Controle positivo ...........c.ccceevvvennnn.. 33
Figura 9: :Andlise da superficie do CP. Imagem obtida através de MFA demonstrando
biofilme formado por S. mutans ao utilizar OL IMIC. ..........ccciiiiiiiiiiiiii e, 33
Figura 10: Andlise da superficie do CP. Imagem obtida através de MFA demonstrando
a reducdao do biofilme formado por S. mutans ao utilizar OL 2MIC,ao promover redugéo
NA SUA AMPHTUGE. ... e 33
Figura 11: Analise da superficie do CP. Imagem obtida através de MFA demonstrando
a reducéo do biofilme formado por S. mutans ao utilizar OL 4MIC. ............ccccvvvennnn. 34
Figura 12: Andlise da superficie do CP. Imagem obtida através de MFA demonstrando

a reducéo do biofilme formado por S. mutans ao utilizar CHX 0,12%..........ccccc........ 34



SUMARIO

R RI0] 510070 TS 10
2 OBJIETIVOS ...ttt ettt ettt e sttt n et n e 12
2.1 OBIETIVO GERAL......oviuiieieee ettt 12
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ......ooveeeieeceee et 12

3 REFERENCIAL TEORICO .......cciiieieeeee et 13
3.1 BIOFILME DENTARIO E DOENCA CARIE.......c.ccoooivieeiieeeeece e, 13

G 0 It S T 1 411 1 7= g P 15

3.2 TRATAMENTO DA DOENGCA CARIE.......c.coooviiieeeee e 16
3.3 OLEOS ESSENCIAIS......c.ccvieieeceeeee ettt 17
3.3.1 TOMILHO (T. VUIQAIIS) c.eevvrriiiiee et 18

A MANUSCRITO ..ottt ettt n s e e e 22
B DISCUSSAD ..ottt ettt ettt et e et e et et e st et e saenee s 41
B CONCLUSAOD. ...ttt ettt ettt et eeteetesae e 44
7. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS ..ottt 45

REFERENCIAS ... ettt 46



1 INTRODUCAO

No decorrer das décadas, com o0 advento das pesquisas na area odontologica,
foi estabelecido que o acumulo de “placa” dentaria, também chamado biofilme oral, é
um potencial agente causador da cérie, tendo S. mutans como principal bactéria oral
responsavel pela iniciacdo e progressdo dessa doenca (MARSH, 2004). O
microrganismo S. mutans é caracterizado por ser uma bactéria Gram-positiva que se
apresenta agrupada aos pares ou em cadeias, sdo anaerodbios facultativos e requerem
meios nutricionalmente ricos para seu crescimento (MARSH& MARTIN 1992).

Neste contexto, o termo biofilme pode ser definido por um ecossistema ou
comunidade microbiolégica complexa, caracterizado por apresentar células sésseis,
as quais possuem adesao a um substrato ou podem estar aderidas entre si e inseridas
em uma matriz formada de polissacarideos extracelulares de producéo prépria. As
bactérias presentes em biofilmes encontram-se protegidas do sistema imunoldgico e
da exposicdo a antimicrobianos, o0 que acarreta em problemas na sua erradicacéo
(CAIXETA, 2008; SALDANHA, 2013). A remocgéo do biofilme bacteriano é considerado
0 elemento mais decisivo na prevengéo e tratamento desta doenca (ATABEK et al.,
2012).

No entanto, a desestruturacao desse biofilme dentario torna-se um desafio, pois
muitos pacientes sdo incapazes ou desmotivados para realizar esse procedimento
com a regularidade e eficiéncia que se é necessaria. Dessa maneira o uso de agentes
quimicos associada a bochechos se torna imprescindivel. Portanto enxaguatdrios
bucais com adjuntos quimicos tem sido cada vez mais indicados e estudados, com o
objetivo de melhorar o controle do biofilme (BATTINO M,et al .,2002). Frente a isso,
0s 6leos essenciais tém sido estudados como uma alternativa para inibir a colonizacéo
bacteriana, impedindo a formacgéo de biofilme na cavidade oral e consequentemente
diminuindo a prevaléncia da doenca carie.

A utilizacdo de produtos naturais com fins medicinais € uma préatica milenar.
Sabe-se que as plantas medicinais possuem em sua constituicho compostos com
atividade biologica, também chamados metabdlitos secundarios, que auxiliam na
cura e no tratamento de varias doencgas. Os Oleos essenciais extraidos das plantas
tém sido largamente empregados por suas propriedades ja observadas na
natureza, ou seja, por sua acdo antibacteriana e antifungica(ANDRADE et al.,
2007).
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Também chamados de 6leos volateis, O0leos etéreos ou esséncias, 0s 6leos
essenciais estdo presentes nas plantas, onde seus principais constituintes séo
principalmente os derivados terpénicos, 0s quais Sao responsaveis pelas suas
propriedades organolépticas e terapéuticas (MIRANDA et al., 2016; SOLORZANO-
SANTOS, et al., 2012).

Dentre a diversidade de 6leos essenciais existentes na natureza, encontra-se
0 6leo essencial derivado da familia Laminaceae, Thymus vulgaris, popularmente
conhecido como 6leo essencial de tomilho (BERWICK, 1996). Seu 6leo, considerado
responsavel pelas atividades atribuidas a essa planta, apresenta acfes antisséptica,
expectorante, carminativa e antiespasmoddica. Sua atividade biol6gica esta
relacionada com o timol e o carvacrol. O timol tem demonstrado -efeitos
antibacterianos, antifiungicos e anti-helminticos, enquanto o carvacrol tem sido
estudado por seus efeitos bactericidas (CARRETTO et al., 2007).

A cérie dentéria € uma doenca infecciosa, multifatorial e que representa um dos
maiores desafios da odontologia, sendo considerado um problema de saude publica.
De acordo com a OMS, a carie dentaria € uma doenca cara, que consome de 5 -10%
dos orcamentos da saude nos paises industrializados para tratamento (WHO, 2017).
Essa € a causa mais frequente da perda de denticdo permanente de acordo com a
Global Burden of Disease (GBD 2015), afetando cerca de de 2,3 bilhfes de pessoas
(VOS et al 2015).

Nesse sentido, grandes esforcos sao destinados na busca de terapias capazes
de prevenir ou erradicar biofilmes dentarios, incluindo a pesquisa de novos compostos
eficazes na prevencgéo e controle das patologias da cavidade oral. Portanto, torna-se
de fundamental interesse cientifico os estudos realizados a fim de se conhecer os
mecanismos ambientais, moleculares e genéticos envolvidos na formacédo de
bioflmes. Da mesma forma, a avaliacdo da efetividade de novos agentes
antimicrobianos e biocidas frente a essas estruturas se mostra necessaria e pertinente
de modo que a utilizacdo de 6leos essenciais com atividade antimicrobiana pode
resultar em melhoria da resisténcia a colonizacdo microbiana e mitigacdo do
desenvolvimento de biofilmes. Além disso, 0s 0leos essenciais apresentam menores
efeitos colaterais devido as baixas concentracdes dos ingredientes ativos e possuem

menor custo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar atividade antimicrobiana e antibiofilme do 6leo essencial de T. Vulgaris

frente a S. mutans formador de biofilme.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar o 6leo de T. vulgaris;

e Avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo através da Determinacao
da Concentracgéo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragéo Bactericida Minima
(CBM) frente a cepa S. mutans (ATCC 25175);

e Avaliar a cinética de formacéao de biofilme em modelo ex vivo;

e Avaliar a atividade antibiofime do 6leo de T. vulgaris sobre
biofilmes formados por S.mutans por meio da contagem de microrganismos

viaveis e Microscopia de Forca Atdmica.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1BIOFILME DENTARIO E DOENCA CARIE

O termo biofilme pode ser definido por um ecossistema ou comunidade
microbiolégica complexa, caracterizada por células que possuem adesdo irreversivel
a um substrato ou podem estar aderidas entre si. Estas células, denominadas sésseis,
sdo encontradas envoltas por uma matriz extra de polissacarideos autoproduzida.
Estes ainda podem interagir de modo isolado ou combinado devido a esta matriz
(CAIXETA, 2008). Os microrganismos que vivem no interior do biofilme apresentam
uma série de vantagens em relacdo aos seus homologos de vida livre, isso se deve
ao fato dos aglomerados de bactérias apresentarem maior disponibilidade de
nutrientes, interferindo nas taxas de crescimento, cooperatividade metabdlica e
protecdo aos fatores externos (BEHLAU; GILMORE, 2008).

Desta forma, as bactérias presentes em biofilmes encontram-se protegidas do
sistema imunoldgico e da exposicdo aos antimicrobianos, potencializando a
dificuldade de seu tratamento, podendo o biofilme tornar-se 10 a 1000 vezes mais
resistente aos seus efeitos (CAIXETA, 2008; MAHO TOOLE, 2001; SALDANHA,
2014). A alta resisténcia dos biofilmes aos antimicrobianos, em compara¢do com as
células livres é de grande relevancia clinica (THEIN et al.,2009).

A formacao de biofilme ocorre em pelo menos cinco passos sequenciais como
€ mostrado na figura 1: inicialmente o microrganismo em sua forma planctonica se
adere a superficie, este processo ocorre através da interacdes fisico-quimicas néo
especificas entre a bactéria e a superficie abidtica (inanimada, plastico e metais por
exemplo), essa interacdo ocorre aleatoriamente, através de forca gravitacional,
movimento browniano ou de forma ordenada, através de mecanismos de cada
patdgeno como: quimiotaxia e motilidade através de flagelos e pili, este estado é
reversivel ( MORAES, et al., 2013; TRENTI et al.; 2013). A adesdo em superficies
bidticas (células, tecidos animais e vegetais por exemplo), se da através de interagdes
moleculares mediadas por ligacdes especificas (ligante-receptor).

Depois de aderidos, ocorre a proliferacdo destes microrganismos levando a
um acumulo dos mesmos, que irdo produzir metabdlitos que atrairdo outros

microrganismos, produzindo em conjunto uma matriz de exopolissacarideo (EPS), que
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funcionard como uma protecéo para a comunidade bacteriana frente a alteraces de
pH, temperatura, umidade, producéo de toxinas, expressao dos fatores de viruléncia
e até mesmo troca plasmidial (DONLAN, et al, 2001; CAIXETA, 2008; FLACH, 2005).

A segunda etapa consiste na adesdo secundaria ou irreversivel, onde os
colonizadores primérios passam a se multiplicar, formando macro-coldnias, as quais
comecam a sintetizar EPS, estabelecendo o processo de adeséo. Apés estruturado,
comecga haver trocas entre 0 meio interno e o externo, que ocorrem devido ao
gradientede concentracdo e pelos sinalizadores produzidos pelos microrganismos
(MENOITA,2012).

Na proxima etapa, ocorre o processo de dispersdo/deslocamento ou
desprendimento de porc¢des de biofilme, isso pode ocorrer devido ao ambiente néo
se encontrar mais favoravel, por alteraces ambientais, ou devido a programacéo
celular exercidas pelas proprias bactérias. Podem ocorrer no intuito de “crescimento”
da area acometida pelo biofilme, incidindo o desprendimento de células mais externas
a matriz, ou pelo processo de abrasdo, devido a constantes colisbes que ocorrem
entre a superficie em que o biofilme est4 aderido e 0 meio em que se encontra
(XAVIER, 2002; MENOITA, 2012; TRENTIN, et al., 2013).

Figura 1: Formac&o de biofilme. Células planctonicas aderem reversivelmente a uma superficie. A
medida que proliferam, produzem componentes da matriz extracelular enquanto motilidade e outros
fatores de viruléncia séo inibidos. Por fim, algumas células se desprendem do biofilme e voltam a
forma plancténica.

. \
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Fonte: Adaptado de MAUNDERS (2017)

Os biofilmes permitem a coexisténcia de diferentes microrganismos em sua
estrutura, podendo ser de mesma espécie ou ndo. Podem estar presentes em muitos
utensilios hospitalares, como por exemplo, lentes de contato, catéteres e implantes
mamarios, resultando em infeccdes resistentes (DONLAN, 2001; VICKERY, et al.,
2004). Além de colonizarem materiais hospitalares, os biofiimessdo grandes
problemas em industrias, gerando danos e entupimentos em tubulacdes, circuito de
agua e esgoto, entre outros (SANDHOLM; WIRTANEN, 1992).

Acometendo também a cavidade oral, as placas dentarias que sdo complexos
microbianos encontrados na superficie dos dentes, também sdo causadas por
biofilmes. Estes, s&o encontrados em dentes de individuos saudaveis ou doentes, e
estdo diretamente associados com a formacdo de céaries e doencas periodontais
(ARWEILER, 2004).

A cérie dentaria é uma doenca multifatorial, infecciosa, transmissivel,
dependente do aproveitamento de carboidratos fermentaveis causada por biofilme
microbiano composto por microrganismos acidogénicos e aciduricos, aderidos sobre
as superficies dentarias. Quanto maior for a exposicdo dos tecidos dentarios a
condi¢bes criticas de pH, maiores serdo as chances de evidenciar sinais clinicos
provenientes do processo de carie dentaria, como manchas brancas e cavidades em
esmalte e dentina. (SELWITZ, ISNAIL et al.,2007).

O agente etiolégico primario da carie € S. mutans, porém Streptococcus
sobrinus e o Lactobacillus tém também implicac6es nesta doenca (SHANMUGAM,
K. T. etal.,2013).

3.1.1 S. mutans

S. mutans tem sido referido como a principal espécie responsavel pela cérie
dental. Trata-se de um microrganismo Gram-positivo, organizado em pares ou
cadeias, anaerobio facultativo, que forma biofilmes nas estruturas dentais, infiltra em
fissuras e pode desmineralizar o esmalte e a dentina com producéo de acidos. Nessas
fissuras ele esta bem protegido do oxigénio e da atividade antimicrobiana natural da
saliva (GOREE et al., 2006). Habitualmente s&o isolados da orofaringe, dosistema
gastrointestinal e do sistema urinario. A patogenicidade do S. mutans esta diretamente

relacionada em sua capacidade de produzir grandes quantidades de acidos organicos
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(acidogenicidade) e de tolerar o ambiente &cido (aciduridade), isso o torna a espécie
mais numerosa no biofilme cariogénico (LEMOS et al., 2008). Além dessas
caracteristicas, a elevada capacidade de adesdo e colonizacdo da superficie dos
dentes, fazem do S. mutans o principal agente microbiano associado ao
desenvolvimento de leses de carie (BANAS et al., 2003). A partir do biofilmeoral, o
S. mutans pode causar bacteremia, quando ele atinge a corrente sanguinea devido a
lesbes na cavidade oral, ou devido a extracbes dentarias. A presenca deste
microrganismo na corrente sanguinea pode causar colonizacdo em alguns 6rgaos,
como as valvulas cardiacas, causando endocardite, principalmente em pacientes com
lesGes preexistentes (FIGUEIRA et al.2020)

Figura 2: Imagem de biofilme formado de S.mutans.

Fonte: Galeria de imagens da escola de saude da Universidade de Peters. Disponivel em:
http://eyemicrobiology.upmc.com/PhotoGalleryBiofilms.html

3.2 TRATAMENTO DA DOENCA CARIE

O processo da cérie dentéria € dinamico, inevitavel, ocorrendo durante toda a
vida do individuo, porém pode ser controlada (DE MOURA et al., 2009).

O elemento decisivo na prevencao e tratamento da doenca carie é a remocao
do biofilme, entretanto a erradicacdo de biofilmes microbianos é uma tarefa dificil
frente as limitagbes dos métodos mecéanicos de higiene. Agentes antimicrobianos
tém entdo sido propostos com a finalidade de inibir a formacdo e o crescimento
bacteriano, e consequentemente a adeséo de microrganismos a superficie do dente,
em particular de bactérias (PINHEIRO et al., 2012).

Anos de pesquisas documentadas estabeleceram que o digluconato de

clorexidina (CHX) é seguro, estavel e efetivo no controle do biofilme dental, sendo


http://eyemicrobiology.upmc.com/PhotoGalleryBiofilms.html
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considerado o0 agente quimico padrdo-ouro dentre 0s enxaguatorios
(GUNSOLLE,2010).

Apesar da clorexidina ser considerada o padréo ouro dos enxaguatorios bucais,
seu uso a longo prazo é limitado pelos efeitos adversos, como manchamento dos
dentes e restauracdes, alteracdo no paladar e aumento na formacédo de célculo
(ADDY, 1983), por outro lado, o cloreto de cetilpiridineo e o triclosan em uso
prolongado também apresentam efeitos indesejaveis, como sensacao de ardéncia na
lingua e mucosas, manchas extrinsecas, devido a interacdo do cetilpiridineo com os
corantes utilizados nos alimentos (SHEEN, OWENS; ADDY, 2001).

Neste contexto, em Odontologia, pesquisas com produtos naturais como 0s
Oleos essenciais tém crescido nos ultimos anos, devido a procura por novos produtos
com maior atividade farmacolégica, com menor toxicidade e com maior
biocompatibilidade, além de apresentar valores mais acessiveis a popula¢éo (ABREU-
PINHEIRO et al., 2012).

3.3 OLEOS ESSENCIAIS

Oleos essenciais (OE) ou esséncias vegetais aromaticas, sdo substancias
volateis perfumadas com consisténcia oleosa, tipicamente produzidas pelas plantas,
sintetizadas por todos os 6rgaos vegetais, ou seja, por brotos, flores, folhas, caules,
galhos, sementes, frutas, raizes, madeira ou casca, sendo armazenados em células
secretoras, cavidades, canais e células epidérmicas (BAKKALI et al.,2008).

Apresentam misturas complexas e volateis de até 60 componentes bioativos
distintos, caracterizando-se por exibir 2 ou 3 constituintes majoritarios que compdem
cerca de 20-70% do 6leo. O constituinte majoritario, em geral, é o responsavel pela
atividade do 6leo. (HUSNU; BASER; DEMIRCI, 2007).

Os componentes dos Oleos essenciais sao produzidos pelo metabolismo
secundario das plantas e entre as principais classes de substancias que as compde
estdo 0s monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides (SIMOES et al., 2007).

A primeira mencgéo em relagédo aos 6leos essenciais serem usados para fins
terapéuticos esta no papiro de Ebers, onde mais de 800 produtos e tratamentos foram
listados (VIGAN, 2010). Desde entéo, os 6leos essenciais sdo reconhecidos por suas
propriedades anti-inflamatérias, antimicrobianas e antioxidante (BHATTI et al., 2014.).

Suas propriedades tém sido exploradas ao longo da histéria para uma série de
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aplicacbes. Na sociedade moderna, tem relevancia em setores como: industria
alimenticia, de fragrancias, farmacéutica, cosmética e na medicinacomplementar e
alternativa através da aromaterapia.

Diversos 6leos essenciais possuem Otima atividade antimicrobiana contra uma
série de microrganismos planctonicos e inclusive sobre biofilmes (SULISTYANI et al.,
2016; HANS et al., 2016; SADERI et al., 2003). Entretanto, seu mecanismo de acéo
ainda ndo esta totalmente elucidado. Pesquisas sugerem que o0s terpendidesse
difundem na membrana celular, danificando-a irreversivelmente, causando a morte
bacteriana, pois devido a natureza lipofilica desses compostos, 0s mesmos aumentam
a permeabilidade celular, resultando na perda dos constituintes da célula,alterando
sistemas enzimaticos, reduzindo a producdo da energia e a sintese de componentes
estruturais da célula, podendo ocasionar a inativacdo ou a destruicdo do material
genético (COX et al.,2000;KNAAK;FIUZA., 2010).

3.3.1 TOMILHO (T. vulgaris)

O tomilho, conhecido cientificamente como T. vulgaris € uma planta medicinal
aromatica e condimentar, cuja espécie pertence a ordem Lamiales, da familia
Lamiaceae, e do género Thymus. Esta planta € originaria da Europa e € cultivada no
sul e sudeste do Brasil (PORTE & GODOQY, 2001). T.vulgaris € um subarbustoperene,
ereto, ramificado, muito aromético, de 20-30 cm de altura, com ramos levemente
cobertos de pelos brancos e de folhas simples pequenas, verde escuras, de forma
oval e com comprimento entre 6 a 12 mm., conforme mostra a figura 3. E utilizado
como planta medicinal e como especiaria, seu Oleo essencial tem atividades
antimicrobianas e antioxidantes comprovadas (NASCIMENTO et al., ,2000). Seu
cultivo ndo demanda muitas exigéncias, prefere regides secas, aridas, solos arenosos

e calcareos (CASTRO & CHEMALE,1995).
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Figura 3: Tomilho (Thymus vulgaris L).

Fonte: Préprio autor

A maioria dos 6leos de T. vulgaris sé@o ricos nos compostos fendlicos timol e
carvacrol, relacionados com muitas atividades biologicas, como efeito antimicrobiano,
antifingico e anti-helmintico (GUTIERREZ LARRAINZAR et al., 2012). Apesar da
composicao ser muito diferente de um local para outro, o timol pode representar de 10
a 64% do 6leo e seu isdbmero carvacrol entre 2 a 11%. Outros compostos em
concentragdes relevantes, identificados e normalmente presentes sdo o y-terpineno
(2-31%) e o p-cimeno (10- 56%) (BURT,2004).

O Oleo essencial de T. vulgaris possui agcdo antisséptica, expectorante,
carminativa e antiespasmadica, sendo que sua atividade biolégica esta relacionada
aos seus principais constituintes: o timol e o carvacrol., cujas estruturas quimicas

podem ser visualizadas na figura 4.
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Figura 4: Estrutura quimica dos compostos timol (a) e carvacrol (b).
(a) (b)

OH

OH

Fonte: Préprio autor

O timol tem demonstrado efeitos antifungicos, antibacterianos e anti-
helminticos, e o carvacrol tem sido estudado por seus efeitos bactericidas (SAKURAI
et al.,2016).

A acao bactericida sobre as bactérias Gram positivas e negativas do 6leo de
tomilho se deve a combinacéo de seus componentes. O mecanismo de acéo do timol
e de seu isbmero carvacrol sobre os microrganismos se d4 através do rompimento da
membrana citoplasmatica da parede das bactérias Gram negativas. Ja o p- cimeno,
por ser uma substancia hidrofébica, gera um inchaco exacerbado da membrana
citoplasmatica, fragilizando-a (BARBOSA, LN,2010).

FANI et al (2017) testaram o Oleo frente a isolados de Streptococcus pyogenes,
S. mutans, Candida albicans, Actinobacillus actinomicetemcomitans e
Porphyromonas gengivalis onde os dados apresentados neste estudo revelaram forte
atividade antimicrobiana in vitro. Outro estudo realizado por Gongalves e
colaboradores (2011), demonstrou o efeito inibitério do 6leo de tomilho sobre S.
mutans.

Reyes-Jurado e colaboradores (2003) verificaram a atividade antimicrobiana
dos oleos essenciais comerciais de orégano (Lippia berlandieri), tomilho (T. vulgaris)
e mostarda (Brassica nigra) contra uma série de bactérias e fungos por meio do
teste de difusdo em fase de vapor por cromatografia gasosa. Os 0leos apresentaram
atividade antimicrobiana significativa, sugerindo que os 6leos testados podem ser
usados para proteger alimentos embalados contra 0 crescimento de microrganismos.

Em 2020, DE OLIVEIRA CARVALHO e colaboradores realizaram um estudo

onde evidenciaram que o 6leo essencial e cremes dentais contendo 6leo essencial de



21

cravo, canela, orégano e tomilho foram altamente eficazes em inibir o crescimento de

S. mutans e interromper os biofilmes pré-formados.
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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofilme
do oleo essencial de Tomilho (T. vulgaris) frente a S. mutans, conhecido como
potencial formador de biofilme. Foi realizada a caracterizacdo do 6leo por
cromatografia gasosa, onde se observou a presenca dos componentes majoritarios,
timol e o-cimeno nas respectivas porcentagens de 47,40% e 27,186%. Foi avaliada a
capacidade de formacéao de biofilme em modelo ex vivo, utilizando modelo de dentes
bovinos. Avaliando o potencial antimicrobiano pela técnica de microdiluicdo em caldo,
T. vulgaris apresentou atividade antimicrobiana, sendo capaz de inibir o crescimento
bacteriano em concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida
minima (CBM) de 0,375 mg/mL A atividade antibiofiime foi analisada através de
microscopia de forca atbmica e contagem de microrganismos viaveis, demonstrando
gue o Oleo de T. vulgaris nas concentracdes de 0.75 mg/mL e 1,5 mg/mL em ambas
técnicas, promoveu reducao dos biofilmes formados. A microscopia de for¢ca atémica
indicou a agao positiva do OL na destruicdo do biofilme, ao promover diminuicdo da
sua amplitude. Almeja-se que estes resultados possam nortear futuros estudos para
a producdo de formulacdes que possam ser utilizadas no tratamento de biofilmes
causados por S.mutans.

Palavras-chave: Céarie.:Biofilme:;.Oleo essencial; Timol; o-cimeno
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1.INTRODUCAO

A utilizagao de produtos naturais, particularmente da flora, com fins medicinais,
nasceu com a humanidade. Sabe-se que as plantas medicinais possuemem sua
constituicdo compostos com atividade biologica (metabdlitos secundarios), que
auxiliam na cura e no tratamento de véarias doencas (ANDRADE et al; 2007). Os 6leos
essenciais extraidos das plantas tém sido largamente empregados por suas
propriedades ja observadas na natureza, ou seja, por sua acdo antibacteriana,
atividade antifungica e inseticida. Os constituintes dos Oleos essenciais séo
principalmente os derivados terpénicos, como 0S mMono e sesquiterpenos e 0s
fenilpropandides (SOLORZANO-SANTOS, MIRANDA-NOVALES, 2012), os quais séo
responsaveis pelas suas propriedades organolépticas e terapéuticas (MIRANDA et al,
2016).

O tomilho (T. vulgaris) é uma planta medicinal, aromética e condimentar,
pertencente a familia Lamiaceae. Seu 6leo, considerado responséavel pelas atividades
atribuidas a essa planta, apresenta acdes antisséptica, expectorante, carminativa e
antiespasmadica. Sua atividade biolégica esta relacionada com o timol e o carvacrol.
O timol tem demonstrado efeitos antibacterianos, antifungicos e anti- helminticos,
enguanto o carvacrol tem sido estudado por seus efeitos bactericidas (CARRETTO et
al, 2007).

No decorrer das décadas, com o advento das pesquisas na area odontoldgica,
foi estabelecido que o acumulo de placa dentaria € um potencial agente causador da
carie, tendo como principal bactéria oral responsavel pela iniciacdo e progressao da
carie dentéria, o Streptococcus mutans (MARSH, 2004). A cérie consiste na condicéo
infecciosa oral mais prevalente em seres humanos, sendo a remocao do biofilme
bacteriano o elemento decisivo na prevencao e tratamento destas doencas (ATABEK
et al, 2012).

Nesse contexto, os 0leos essenciais tém sido estudados como uma alternativa
para inibir a colonizacéo bacteriana, impedindo a formacao de biofilme na cavidade
oral e consequentemente diminuindo a prevaléncia da doenca carie. (DE OLIVEIRA
et al 2017).

Diante disso, este estudo teve como obijetivo, avaliar a atividade antimicrobiana

e antibiofilme do 6leo de T.vulgaris frente a S. mutans.
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2.MATERIAIS E METODOS

2.1.Microrganismo

Foi utilizada cepa padrédo de S. mutans ATCC 25175, formadora de biofilme.

2.2.0btencéo e caracterizacao do 6leo

O oOleo essencial de T. vulgaris foi extraido em escala industrial por
hidrodestilac&o a arraste de vapor pela Empresa Ferquima Ind. e. Comércio de Oleos
Essenciais Vargem Grande Paulista, Sdo Paulo. As partes utilizadas foram folhas e
cascas dos frutos.

A analise fitoquimica do 6leo essencial foi realizada no NTA (Nucleo de
Tecnologia de Alimentos) da UFSM. A caracterizacao do 6leo essencial de T. vulgaris
foi realizada em um cromatografo a gas Varian Star 3400CX (CA, EUA) equipado com
um detector de ionizacdo de chama (GC-FID) segundo metodologia de Teixeira et al
(2014) com modificacBes.Para andlise do 6leo, 5uL do 6leo foi diluido em 1mL de
hexano e uma aliquota de 1pL da solucdo foi injetada na porta deinjecdo do
cromatografo a uma temperatura de 250 °C no modo split de razédo 1:30. Os
compostos foram separados numa coluna capilar apolar de silica fundida BPX 5 (25
m x 0.22 mm x 0.25 pym, SGE, Australia). O hidrogénio foi utilizado como gas de
arraste a uma pressao constante (15 psi). A temperatura inicial da coluna foi ajustada

para 50 °C e mantida durante 0,5 min. Em seguida, um gradiente de temperatura foi
iniciado subindo a 4 °C min "L até 80 ° C, e depois até 260 °C por um aumento a 10

°C min "1, e mantida em condicBes isotérmicas durante 2 min. A temperatura do
detector foi mantida a 250 °C. Uma série de n-alcanos homdélogos foram analisados
sob as mesmas condi¢des cromatogréficas para calcular o indice de retencao linear
(IRL).(VIEGAS et al 2007).

A analise qualitativa dos compostos foi efetuada por um cromatografo gasoso
Shimadzu QP2010 Ultra acoplado a espectrometro de massas (GC/MS, Shimadzu
Corporation, Quioto, Jap&o). Para estas analises, foram usadas as mesmas condi¢des
cromatograficas acima descritas e hélio foi utilizado como o gas de arraste. O detector
foi operado no modo de ionizagdo por impacto de elétrons com uma energia de
ionizacao de 70 eV e um intervalo de varredura de massas 35-350 m/z. Os analitos
foram identificados com base na comparacédo com os espectros de massas disponivel

na biblioteca National Institute of Standards and Technology(NIST) e por comparacéo
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dos indices de retencdo linear calculados com aqueles disponiveis na literatura
cientifica. (ADAMS, 2007)

2.3.Dentes bovinos

Foram utilizados como corpos de prova, dentes bovinos extraidos de animais
abatidos em abatedouro local. Conforme Lei n° 11.794/2008 ndo é necessaria
submissdo de projeto ao Comité de Etica no uso de Animais para obtencdo dos

dentes.

2.4.Testes de atividade antimicrobiana

2.4.1.Preparacédo do inoculo

O in6culo da cepa S. mutans ATCC 25175 foi padronizado de acordo com o
protocolo M07-MO09 aprovado pelo “Clinical and Laboratory Standards Institute”(CLSI
2018). Colbnias isoladas foram cultivadas por 24 -48 horas em agar Brain Heart

Infusion (BHI) e a suspensao foi preparada em solucédo salina(NaCl 0,85%) com

densidade ajustada para 0,5 na escala de McFarland (1,5 x 108 CFU / mL) .

2.4.2.Determinacao da concentracéo inibitoria minima (CIM)

A diluicdo do 6leo essencial deT. vulgaris foi realizada em tubo de ensaio estéril
em proporc¢ao de 1:10, onde foram adicionados 10% do 6leo essencial,10% de Tween
80 (polissorbato) e 80 % de agua destilada., esta solucéo foi agitada em vértex (Mod
AP56, Phoenix) a fim de se obter uma concentracao de 6 mg/mL.

A CIM foi determinada pelo método de microdiluicdo em caldo utilizando placas
de 96 pocos padronizado de acordo com o protocolo MO7-MQ9 aprovado pelo “Clinical
and Laboratory Standards Institute”(CLSI 2018). Resumidamente foram adicionados
em todos os pocgos 100 pL de caldo Brain Heart Infusion (BHI), em seguida foram
adicionados 100 pL do 6leo na coluna 1 e foi realizada a diluicdo seriada até a 102
coluna.As faixas de concentragfes finais do Oleo nos pocos das placas de

microtitulacdo foram de 6-0,04687 mg/mL. O in6culo foi preparado na escala 0,5

McFarland, e diluidos 1:20, apresentando aproximadamente 1,5 x 108 unidades
formadoras de col6nia (UFC/mL). Apoés a realizacao da diluicéo, foi adicionado 10 pL
do in6culo bacteriano em cada poc¢o, exceto na coluna 11 (controle negativo). O

controle positivo foi realizado na 12° coluna, considerado o po¢o com o indculo e caldo
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BHI, enquanto o controle negativo foi apenas composto pelo caldo BHI e o éleo. As
placas foram envolvidas em aluminio e incubados por 48 horas a 37°C. em condi¢fes
de microaerofilia. O ensaio foi realizado em triplicata em trés momentos diferentes.
Para melhor visualizacdo de presenca ou auséncia do crescimento do microrganismo
o ensaio foi revelado utilizando o corante cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazolio, que
desenvolve uma cor vermelha na presenca de crescimento/viabilidade dos micro-
organismos. A concentracdo mais baixa que ndo mostrar alteracdo na cor sera

considerada como CIM.

2.4.3.Determinacao da concentracdo bactericida minima (CBM)

Para a determinacdo da CBM, apds a leitura da CIM no teste de microdiluicdo
em caldo, os pocos que apresentaram auséncia de crescimento foram repicados (1
ML) para placa contendo agar Brain Heart Infusion (BHI), As placas foram incubadas
a 37°C, por 48 horas em microaerofilia, em estufa bacteriolégica. Os valores de CBM
foram determinados como sendo a menor concentracdo nha qual ndo houve

crescimento bacteriano visivel no agar BHI.

2.5.Determinacao de atividade antibiofilme
Um modelo de biofilme (GUGGENHEIM et al 2004) foi modificado para formar
bioflme de S.mutans utilizando corpos de prova (CPS). Os mesmos foram

confeccionados a partir de dentes incisivos bovinos nas medidas 5mm x 5mm x 1mm

espessura. As medidas foram conferidas com um paquimetro digital (Jomarca®) e
posteriormente foram autoclavados. Corpos de prova foram imersos em 1,5 ml de
saliva artificial estéril por 30 minutos em placa de 24 pocos para formacao inicial da
pelicula. Apos a formacéo inicial da pelicula, os CP foram depositados em uma mistura
de 100 ul de saliva artificial estéril e 300 ul de caldo BHI suplementado com 0,25% de
sacarose, inoculado com 40 ul de S. mutans, sendo utilizado como controle positivo
(meio de cultura, inéculo e CP). A placa de 24 pogos contendo os CPs foi incubada a
37 c° por 24 horas em condi¢gdes de microaerofilia.

Depois da inoculacdo por 24 horas, os pogos foram lavados no minimo 3 vezes
com agua destilada estéril para remover as células fracamente aderidas (células
planctbnicas), e os biofilmes pré formados na superficie dos CPs, foram tratados com

OL nas concentracdes 1xMIC, 2xMIC e 4xMIC por 6 horas. Foi realizado também
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tratamento com a clorexidina 0,12% (Periogard® Colgate, Brasil.), a qual é

considerado padr&o ouro como colutério e comumente utilizado pela populacéo.

2.5.1.Contagem de microrganismos viaveis

Para a andlise da viabilidade bacteriana, os CPs foram retirados da placa de
24 pocos, apos realizado os tratamentos com OL e CHX 0,12%, transferidos
imediatamente para microtubos (do tipo ependorff) contendo 1 mL de solucédo salina
e mantidos em sonicador por 15 minutos (tempo determinado previamente em um
teste piloto, dados ndo mostrados) para desprender as bactérias aderidas na
superficie do esmalte. As amostras foram homogeneizadas em vértex (3000 rpm)
por 30 segundos e diluidas para 1:500 e 1:1000 em salina estéril. Aliquotas de 10 ul
foram semeadas pelo método de espalhamento em agar BHI. As placas de Petri foram
incubadas em anaerobiose por 48h a 37°C e a contagem das col6nias foi realizada
apos 48h de incubacdo. Os resultados foram expressos em porcentagem
considerando o controle positivo como 100% de viabilidade (DE SOUZA et al 2017).

2.5.2.Microscopia de forca atdbmica (MFA)

A andlise tridimensional da estrutura do biofilme foi realizada por Microscopia
de Forca Atdmica de acordo com a metodologia descrita por Arend e colaboradores
(2016) com algumas modificacBes. Apds o periodo experimental os dentes bovinos
foram removidos e fixados com metanol absoluto durante 1 min (QUATRIN et al.,
2015). A disperséo resultante foi colocada em pequenos pedacos quadrados de mica
recém-cortada e fotografada. Os mapas topograficos foram registrados em um
microscopio Park NX10 (Park Systems, Suwon - Coréia) equipado com um software
SmartScan versao 1.0.RTM11a. As medi¢Oes foram realizadas utilizando uma sonda
TAP300G com frequéncia de ressonancia nominal de 300 kHz e constante de forga
de 40 N / m. Todas as medi¢cdes foram feitas em condicbes ambientais com
temperatura ambiente de 21 + 50C e umidade relativa de 55 + 10% com taxa de
varredura de 0,35 Hz. As imagens foram tratadas offline usando o software XEI versao
4.3.4Build22.RTM1.

2.6.Anéalise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando ANOVA de uma via, seguido pelo
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teste de Dunnett. Os dados foram representados como a média + SEM. Foi utilizado
o software Graph Prism 6.01. (Graphpad Software, INC). A analise microbioldgica foi
apresentada de forma percentual, com descricdo de médias e desvio padrdo. A
formacdo de UFC de cada tratamento foi comparado a seu controle positivo e a

clorexidina 0,12%.
3.RESULTADOS

3.1 Avaliagcéo cromatografica do 6leo de T. vulgaris (Caracterizacao fisico-quimica)

Na tabela abaixo (tabela 1) estdo descritos 0s principais componentes
majoritarios do 6leo essencial utilizado segundo laudo técnico da empresa

Ferguima.

Tabela 1: Principais componentes do 6leo essencial estudado.

Nome comum Nome cientifico (Familia) Componentes majoritarios

Timol (50%)

p-cimeno (30%)

linalol (6,05%)
Thymus vulgaris y-terpineno (6%)

Carvacrol (5%)
Mirceno (2%)
a-pineno (2%)

Tomilho
(Lamiaceae)

Figura 5: Cromatograma do 6leo essencial de T.vulgaris 1 — a-pineno; 2 — o-cimeno; 4 -y-terpineno;
5-linalol ,6-timol ; 7-carvacrol.

1.000

s38BbE888888834d8888

Fonte: autor
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Tabela 2: Composicdo percentual do 6leo essencial de T.vulgaris.

Pico Substancia Porcentagem
1 a-pineno 2.36

2 o-cimeno 27,186

4 Y -terpineno 6,78

5 linalol 4,891

6 timol 47,40

7 carvacrol 2,50

Fonte: Autor

Figura 6: Estrutura quimica dos componentes majoritarios do éleo essencial de T.vulgaris- — o-
cimeno -y-terpineno; -linalol ; -timol

orto-cimeno y-terpineno

OH

B-Linalool Timol
Fonte: Préprio autor.

3.2.Atividade antimicrobiana

Os resultados obtidos com o teste de microdiluicdo em caldo, demostraram que
o 6leo de T. vulgaris, apresenta ativividade antimicrobiana em baixas concentracdes
frente a S.mutans ATCC 25175.
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Tabela 3: Resultados da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracao Bactericida
Minima (CBM) do dleo de T. vulgaris.

Microrganismo CIM (mg/ml) CBM (mg/ml)

S.mutans ATCC 25175 0,375 mg/mL 0,375 mg/mL

3.3.Atividade antibiofilme

3.3.1.Avaliag&o antimicrobiana das solugdes testadas no biofilme

A avaliacdo da viabilidade celular estd apresentada na figura 7. O controle
positivo foi considerado com um crescimento de 100% das unidades formadoras de
colénias (UFC). Os biofilmes tratados com a CHX reduziram o nimero de UFCs para
14%, OL 2xMIC para 52% e OL 4xMIC para 21% UFCs.

Figura 7: Contagens médias de formacao de unidades formadores de colénias (UFCs) nas diferentes
solugdes. Os resultados estao expressos em porcentagem (Média + Erro padrdo da média). C+:
Controle Positivo (Solu¢do NaCl 0,85%). CHX 0,12% - Clorexidina 0,12% OL MIC Oleo de T. Vulgaris
0,375 mg/mL, OL 2XMIC- Oleo de T. Vulgaris 0,75 mg/MI, OL 4XMIC- Oleo d T. Vulgaris 1,5 mg/mL.
A analise estatistica sera realizada utilizando ANOVA de uma via, seguido pelo este de Dunnett. O
dados seréo representados como a média £+ SEM. Sera utilizado o software Graph Prism 6.01. a -
Diferenca significativa com relacdo ao controle positivo. b — Di ferencga significativa com relacéo a
CHX 0,12%

CHX0,12%4 4b
OL MIC - 4a
OL 2xMIC 4 —] ab
OL 4xMiC 4 {b
Ll I Ll
Q ¢,Q \QQ \‘,Q

Viabilidade bacteriana (%)
3.3.2.Microscopia de for¢ca atbmica
As imagens de MFA representadas nas figuras de 8 até 12 mostram a agéo das

solucdes sobre a estrutura tridimensional do biofilme. Nas analises das imagens de

MFA a estimativa aproximada das dimensdes do biofilme variou entre 500 e 200 nm.
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Figura 8: Andlise da superficie do CP. Imagem obtida através de MFA demonstrando a presencga do
biofilme formado por S mutans - Controle positivo

Hm
0.5

-1.5

Figura 9: :Andlise da superficie do CP. Imagem obtida através de MFA demonstrando biofilme
formado por S. mutans ao utilizar OL 1MIC.

Hm
0.5

-1.5

Figura 10: Andlise da superficie do CP. Imagem obtida através de MFA demonstrando a reducéo do
biofilme formado por S. mutans ao utilizar OL 2MIC,ao promover reducdo na sua amplitude.

-200
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Figura 11: Andlise da superficie do CP. Imagem obtida através de MFA demonstrando a redugéo do
biofilme formado por S. mutans ao utilizar OL 4MIC.

200

-200

Figura 12: Anélise da superficie do CP. Imagem obtida através de MFA demonstrando a reducéo do
biofilme formado por S. mutans ao utilizar CHX 0,12%.

200

-200

4.DISCUSSAO

O dleo essencial de T. vulgaris apresentou os compostos timol (47,40%), o-
cimeno (27,186%), linalol (4,891%,) y-terpineno (6,78%), carvacrol (2,50)% e a-pineno
(2,366%) como componentes abundantes como mostra a figura 5, assim como
reportado por Carvalho e colaboradores (2015), que identificaram os compostos timol
(43,19%), p-cimeno (28,55%), y -terpineno (6,36%), linalol (5,57%), carvacrol (3,14%)
e a-pineno (2,60%) e Hoferl e colaboradores (2009) que encontraram 0S compostos
timol (43,4%), p-cimeno (23,5%) e o carvacrol (4,1%), como componentes
majoritarios.

Alguns autores relatam que as atividades biologicas de Oleos essenciais estao

relacionadas com a atividade dos componentes majoritarios. De fato, diversos estudos
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demonstraram que esses compostos apresentaram atividade quando testados
separadamente, porém, essas atividades também podem ser atribuidas a possiveis
interacBes entre todos os componentes (BASSOLE et al., 2010; HERMAN et al.,
2016).

Desta forma, estudos que envolvem atividades antimicrobianas de produtos
naturais devem conter, de preferéncia, as analises quimicas das substancias testes,
pois assim se torna possivel identificar os componentes majoritarios e a associacao
com as atividades biologicas (SIMOES et al, 2004).

Os resultados demonstraram significativo efeito antimicrobiano do 6leo de T.
vulgaris comparavel a CHX, onde sua atividade antimicrobiana é atribuida
principalmente ao carvacrol e timol, que atuam principalmente na parede celular,
modificando sua permeabilidade e causando a perda de material celular, tais como
ATP e &cido nucleico (TROMBETTA et al., 2005).

Na andlise da viabilidade bacteriana a CHX apresentou resultados
significativamente superiores ao OL 1xMIC e 2xMIC e muito proximo ao obtido com
o0 OL 4xMIC. Isso se deve ao fato da sua natureza dicationica, a CHX 0,12% adsorve-
se a compostos anidnicos como glicoproteinas salivares, radicais fosfatados e
carboxilicos presentes na pelicula dental e no biofilme dental como bactérias e
polissacarideos extracelulares (ADDY; MORAN, 1983) e apresenta capacidade de
permanecer retida 12 horas, sendo liberada gradativamente. A CHX 0,12% é o
padrao-ouro no controle do biofilme dental e inflamacéo gengival, sendo amplamente
utilizada na Odontologia (VAN STRYDONCK et al., 2012). Por esta razdo a CHX
0,12% foi utilizada como um dos tratamentos neste estudo para fins de comparacéo
com OL. Apesar de ser bastante utilizada, uma das suas desvantagens é a
possibilidade de manchar os dentes, um fator negativo principalmente por causa da
estética bucal do paciente. Outra desvantagem é a possibilidade de alteragdes do
paladar (LACHENMEIER, 2017). Também apresenta um sabor desagradavel,
descama a mucosa e pode causar reacdes alérgicas (KLUK et al, 2016).

Assim o uso de alternativas naturais, como extratos de plantas e ervas, vem
ganhando uma maior aceitacdo no mercado odontoldgico e resultando em um
crescente interesse em pesquisa para novas formula¢des.(KOTHIWALE et al., 2014).

O ¢6leo de T. Vulgaris utilizado neste estudo, é rico nos compostos fendlicos
timol e carvacrol, relacionados com muitas atividades biolégicas como efeito
antimicrobiano, antiftingico e anti-helmintico (GUTIERREZ LARRAINZAR et al., 2012).
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O timol tem demonstrado efeitos antifingicos, antibacterianos e anti-helminticos, e o
carvacrol tem sido estudado por seus efeitos bactericidas (SAKURAI et al., ,2016),
onde seu mecanismo de a¢ao sobre 0s microrganismos se da através do rompimento
da membrana citoplasmatica da parede das bactérias Gram negativas. Ja o p-cimeno,
outro constituinte, por ser uma substancia hidrofébica, gera um inchaco exacerbado
da membrana citoplasmatica, fragilizando-a (BARBOSA, 2010).

Nossos resultados corroboram estudos realizados in vitro como o de Ciandrini
e colaboradores (2014) onde avaliaram os efeitos do carvacrol, composto presente
no 6leo essencial de tomilho, sobre biofilmes pré-formados de patdgenos orais entre
eles S. mutans ATCC 25175, onde concluiram que esse composto mostrou atividade
antibiofilme contra o respectivo microrganismo. Outros estudos, como o De Oliveira
Carvalho e colaboradores em 2020, demonstraram e confirmaram a atividade
antibacteriana e antibiofilme do 6leo de T. vulgaris contra S. mutans , onde concluiram
que o Oleo reduziu em 72% o biofilme em sua maior concentracao (4MIC) .Nikoli et
al (2014) também realizaram testes antimicrobianos com 6leo detrés espécies do
género Thymus para tratamento de feridas menores, distlrbios de cavidade oral, bem
como a higiene bucal, justificando o uso do 6leo para tais fins

Sugere-se entdo uma associac¢ao entre o OL de T.vulgaris e CHX 0,12%, afim
de potencializar a acao antimicrobiana da mesma, diminuir seus efeitos colaterais em
decorréncia de poder usa-la em uma concentracdo menor, a exemplo de alguns
produtos, dentre eles, vernizes bucais, que fazem uso da clorexidina e timol em
associacdo, Estudos como o de Brailsford et al. (2003) e de Anand et al. (2012,)
comprovaram que a combinagao de clorexidina e timol na forma de verniz ao ser
utilizada por um grupo de idosos, reduziu significativamente lesbes cariosas bem
como foi um importante coadjuvante no tratamento periodontal.

A Microscopia de Forga Atdmica evidenciou-se como uma eficiente técnica para
caracterizacdo qualitativa e quantitativa dos biofilmes, pois possibilita a visualizacéo
das superficies em trés dimensdes (CAHILL; FREGER; KWAK, 2008).

As Fig.8 até a 12 mostram mapas de topografia 2D e 3D obtidos por
Microscopia de Forca Atdmica (AFM) para substratos de dentes bovinos (CP) tratados
com MIC (0,375 mg / mL), 2XMIC (0,75 mg/mL), 4XMIC (1,5mg/mL) e CHX 0.12%
,submetidos ao processo antibiofilme. O controle positivo (figura 8) nas imagens 2D e
3D, mostra biofiime formado na matriz, evidenciado pela presenca de matrizes

poliméricas constituido por estruturas bacterianas crescidas com altura medida de 500
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nm. Foram avaliadas por MFA as concentragdes de MIC, 2XMIC, 4XMIC e CHX
0,12%. Na concentragdo de 2XMIC a altura do biofilme medido foi de 400 nm e na de
AXMIC (1,5mg/mL) a altura foi de 200 nm., semelhante ao tratamento com CHX
0,12%, demonstrando maior acdo antibiofiime a concentracdo de 4XMIC, a qual
apresentou menor amplitude do biofilme.

Os estudos in vitro sédo relevantes para estabelecer as interacdes bacterianas
gue ocorrem no biofilme, no entanto ndo simulam de uma forma exata as condi¢cdes
de desenvolvimento na boca, como por exemplo a diversidade de nutrientes,
alteracbes de umidade, pH, temperatura, saliva e ainda a formacdo do biofilme
polimicrobiano, o qual pode representar pelo menos 800 espécies.

5.CONCLUSAO

Conclui-se com o presente estudo que o 6leo essencial de T.vulgaris apresenta
composi¢cdo semelhante a encontrada na literatura em relacdo aos componentes
majoritarios. Possui atividade antimicrobiana e bactericida na concentracéo de 0,375
mg/mL frente a S. mutans, além de potencial atividade antibiofiime, a qual foi
evidenciada através da contagem de colbnias vidveis e da microscopia de forca
atdmica. As imagens capturadas demonstraram a efetividade do OL 2XMIC (0,75
mg/mL) e 4XMIC (1,5mg/mL) na ag&o de destruicao do biofilme sobre a superficie do
CP, sendo considerado agente promissor para o emprego em produtos de higiene
oral. Entretanto, estudos mais detalhados in vitro e in vivo bem como estudos de
avaliacdo de toxicidade devem ser realizados visando uma possivel aplicacdo
profilatica e/ou terapéutica

6.CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

A habilidade em desenvolver biofilmes esta relacionado diretamente com a
capacidade do microrganismo em causar infecgdes e, como tal, deve ser motivo de
preocupacdo na comunidade cientifica.Compreender os fatores genéticos e
fisiologicos, associados a formacdo de biofilmes, contribui para a elucidacao do
potencial patdgenico apresentado por estes microrganismos.

A presente dissertacdo concentrou-se no estudo da eficacia do OL de T.vulgaris
sobre biofilmes formados por S.mutans, principal causador da carie dentaria e de

grande relevancia clinica.
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Entretanto ainda que os objetivos deste trabalho tenham sido alcangados

sugere-se a curto e longo prazo:

e Avaliar o potencial antimicrobiano do OL sobre biofilme formado in situ
utilizando um modelo de dispositivo intra oral, onde ser&o inseridos 0s
CP.

e Avaliar a eficacia do OL frente aos biofiimes na forma de uma
nanoestrutura.

e Realizar associacao entre OL e a CHX 0,12%, para posterior avaliacao

do potencial antibiofilme e antimicrobiano .
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5 DISCUSSAO

O oleo essencial de T. vulgaris apresentou os compostos timol (48,43%), O-
cimeno (27,186), linalol (4,891%), y-terpineno (6,78%), carvacrol (2,50%) e a-pineno
(2,366%) como componentes abundantes como mostra a figura 5, assim como
reportado por Carvalho e colaboradores (2015), que identificaram os compostos timol
(43,19%), p-cimeno (28,55%), y -terpineno (6,36%), linalol (5,57%), carvacrol (3,14%)
e a-pineno (2,60%) e Hoferl e colaboradores (2009) que encontraram 0S compostos
timol (43,4%), p-cimeno (23,5%) e o carvacrol (4,1%), como componentes
majoritarios.

Os resultados obtidos no estudo demonstraram significativo efeito
antimicrobiano do Oleo de T.vulgaris comparavel a CHX, onde sua atividade
antimicrobiana € atribuida principalmente ao carvacrol e timol, que atuam
,principalmente na parede celular, modificando sua permeabilidade e causando a
perda de material celular tais como ATP e acido nucleico.(TROMBETTA et al.,2005).

Na andlise da viabilidade bacteriana a CHX apresentou resultados
significativamente superiores ao OL 1xMIC e 2xMIC e muito proximo ao obtido com
0 OL 4xMIC. Isso se deve ao fato da sua natureza dicatidnica, a CHX 0,12% adsorve-
se a compostos anidnicos como glicoproteinas salivares, radicais fosfatados e
carboxilicos presentes na pelicula dental e no biofilme dental como bactérias e
polissacarideos extracelulares (ADDY; MORAN, 1983) e apresenta capacidade de
permanecer retida 12 horas, sendo liberada gradativamente. A CHX 0,12% é o
padrao-ouro no controle do biofilme dental e inflamacéo gengival, sendo amplamente
utilizada na Odontologia (VAN STRYDONCK et al., 2012). Por esta razdo a CHX
0,12% foi utilizada como um dos tratamentos neste estudo para fins de comparacéo
com OL. Apesar de ser bastante utilizada, uma das suas desvantagens é a
possibilidade de manchar os dentes, um fator negativo principalmente por causa da
estética bucal do paciente. Outra desvantagem é a possibilidade de alteragdes do
paladar (LACHENMEIER, 2017). Também apresenta um sabor desagradavel,
descama a mucosa e pode causar reacdes alérgicas (KLUK et al, 2016).

Assim o uso de alternativas naturais, como extratos de plantas e ervas, vem
ganhando uma maior aceitacdo no mercado odontologico e resultando em um

crescente interesse em pesquisa para novas formulagées.(KOTHIWALE et al., 2014).
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O ¢6leo de T. Vulgaris utilizado neste estudo, é rico nos compostos fendlicos
timol e carvacrol, relacionados com muitas atividades biolégicas como efeito
antimicrobiano, antiftingico e anti-helmintico (GUTIERREZ LARRAINZAR et al., 2012).
O timol tem demonstrado efeitos antifingicos, antibacterianos e anti-helminticos, e o
carvacrol tem sido estudado por seus efeitos bactericidas (SAKURAI et al., ,2016),
onde seu mecanismo de acdo sobre 0s microrganismos se da através do rompimento
da membrana citoplasmatica da parede das bactérias Gram negativas. Ja o p-cimeno,
outro constituinte, por ser uma substancia hidrofébica, gera um inchaco exacerbado
da membrana citoplasmatica, fragilizando-a (BARBOSA, 2010).

Nossos resultados corroboram estudos realizados in vitro como o de Ciandrini
e colaboradores (2014) onde avaliaram os efeitos do carvacrol, composto presente
no 6leo essencial de tomilho, sobre biofilmes pré-formados de patégenos orais entre
eles S. mutans ATCC 25175, onde concluiram que esse composto mostrou atividade
antibiofilme contra o respectivo microrganismo. Outros estudos, como o De Oliveira
Carvalho e colaboradores em 2020, demonstraram e confirmaram a atividade
antibacteriana e antibiofilme do éleo de T. vulgaris contra S. mutans , onde concluiram
que o 6leo reduziu em 72% o biofilme em sua maior concentracao (4MIC) .Nikoli et
al (2014) também realizaram testes antimicrobianos com o0leo detrés espécies do
género Thymus para tratamento de feridas menores, distlrbios de cavidade oral, bem
como a higiene bucal, justificando o uso do 6leo para tais fins

Sugere-se entdo uma associacao entre o OL de T.vulgaris e CHX 0,12%, afim
de potencializar a acdo antimicrobiana da mesma, diminuir seus efeitos colaterais em
decorréncia de poder usa-la em uma concentragdo menor, a exemplo de alguns
produtos, dentre eles, vernizes bucais, que fazem uso da clorexidina e timol em
associacédo, Estudos como o de Brailsford et al. (2003) e de Anand et al. (2012,)
comprovaram que a combinagdo de clorexidina e timol na forma de verniz ao ser
utilizada por um grupo de idosos, reduziu significativamente lesbes cariosas bem
como foi um importante coadjuvante no tratamento periodontal.

A Microscopia de Forca Atbmica evidenciou-se como uma eficiente técnica para
caracterizacdo qualitativa e quantitativa dos biofilmes, pois possibilita a visualizacéo
das superficies em trés dimensdes (CAHILL; FREGER; KWAK, 2008).

As Fig.8 até a 12 mostram mapas de topografia 2D e 3D obtidos por
Microscopia de Forca Atdmica (AFM) para substratos de dentes bovinos (CP) tratados
com MIC (0,375 mg / mL), 2XMIC (0,75 mg/mL), 4XMIC (1,5mg/mL) e CHX 0.12%
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,Submetidos ao processo antibiofilme. O controle positivo (figura 8) nas imagens 2D e
3D, mostra biofiime formado na matriz, evidenciado pela presenca de matrizes
poliméricas constituido por estruturas bacterianas crescidas com altura medida de 500
nm. Foram avaliadas por MFA as concentracdes de MIC, 2XMIC, 4XMIC e CHX
0,12%. Na concentragdo de 2XMIC a altura do biofilme medido foi de 400 nm e na de
AXMIC (1,5mg/mL) a altura foi de 200 nm., semelhante ao tratamento com CHX
0,12%, demonstrando maior acdo antibiofiime a concentracdo de 4XMIC, a qual
apresentou menor amplitude do biofilme.

Os estudos in vitro séo relevantes para estabelecer as interagdes bacterianas
gue ocorrem no biofilme, no entanto ndo simulam de uma forma exata as condi¢oes
de desenvolvimento na boca, como por exemplo a diversidade de nutrientes,
alteracdes de umidade, pH, temperatura, saliva e ainda a formacdo do biofilme
polimicrobiano, o qual pode representar pelo menos 800 espécies.

Na Odontologia, apesar do uso da fitoterapia ser milenar, a utilizacao de plantas
medicinais para tratamento de doencas bucais € pouco explorada. Levando em conta
.a importancia do controle do biofilme oral podemos sugerir que o 6leo de Thymus
vulgaris pode ser uma promissora estratégia de tratamento frente a Streptococcus

mutans, principal microrganismo responsavel pela formacéo da placa bacteriana.



6 CONCLUSAO

Com os objetivos propostos neste estudo e os resultados experimentais
obtidos, podemos concluir que:

e A composicdo do Oleo utilizado é significativamente igual a
encontrada na literatura, apresentando 0S mesmos
componentes, em proporgdes relativas muito semelhantes;

. OL de Thymus vulgaris demonstrou atividade antimicrobiana

e bactericida na concentracdo de 0,375 mg/mL frente a S.mutans (ATCC
25175);

o A partir das imagens capturadas através da microscopia de
forca atbmica (MFA) foi observada a alta capacidade de formacao de
biofilme por S. mutans em superficie de dentes bovinos e, do mesmo
modo demonstraram a efetividade do OL 2XMIC e 4XMIC na acéo de

destruicdo do biofilme sobre a superficie desse substrato
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7. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

A habilidade em desenvolver biofilmes esta relacionado diretamente com a
capacidade do microrganismo em causar infec¢des e, como tal, deve ser motivo de
preocupacdo na comunidade cientifica.Compreender os fatores genéticos e
fisiologicos, associados a formacdo de biofilmes, contribui para a elucidacao do
potencial patégenico apresentado por estes microrganismos.

A presente dissertacdo concentrou-se no estudo da eficacia do OL de T.vulgaris
sobre biofilmes formados por S.mutans, principal causador da carie dentaria e de
grande relevancia clinica.

Entretanto ainda que os objetivos deste trabalho tenham sido alcancados

sugere-se a curto e longo prazo:

e Avaliar o potencial antimicrobiano do OL sobre biofilme formado in situ
utilizando um modelo de dispositivo intra oral, onde seréo inseridos os
CP.

e Avaliar a eficacia do OL frente aos biofimes na forma de uma
nanoestrutura.

¢ Realizar associacao entre OL e a CHX 0,12%, para posterior avaliacao

do potencial antibiofilme e antimicrobiano .
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