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RESUMO

Biofilmes sdo comunidades microbianas que se encontram aderidas a superficies bidticas ou
abidticas. A presencga dessas comunidades em dispositivos biomédicos e odontoldgicos tem
sido uma das causas crescentes de infeccdes hospitalares, sendo denominadas infeccdes
associadas a biomateriais. Streptococcus mutans é uma bactéria Gram-positiva, membro da
microbiota oral, com caracteristicas acidogénica e acidurica. Destaca-se como a principal
responsavel pela progressao da carie e outras doencas bucais, podendo também ocasionar
infeccdes no endocardio e intra-abdominais. As suturas fazem parte de um procedimento
essencial na pratica odontolégica. Sdo materiais que tendem a atrair bactérias, formando
biofilmes, agravando consequentemente infecgdes de sitio cirurgico. O desenvolvimento de
superficies antiadesivas, por revestimento com substancias bioativas, tem se destacado entre
as estratégias que impedem a colonizacao microbiana e posterior estabelecimento do biofilme.
Nesse contexto, os produtos naturais tém sido crescentemente estudados e aplicados como
ferramentas biotecnologicas promissoras. O eugenol, popularmente chamado de dleo de
cravo, € um membro dos fenilpropandides, possui propriedades farmacoldgicas eficazes e
acdo antibacteriana contra uma ampla variedade de microrganismos Gram-positivos e Gram-
negativos. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do composto na atividade
antimicrobiana, bem como a capacidade de interacdo com sutura de algoddo em impedir a
adesdo e formacdo de biofilme por Streptococcus mutans ATCC 25175. Foi verificada a
concentracdo inibitéria minima (CIM), a concentragdo bactericida minima (CBM), assim
como ensaios antibiofilme do eugenol, realizado para varios microrganismos Gram-positivos
do género Streptococcus, separadamente. Diante do obtido, todos os microrganismos testados
demonstraram ser suscetiveis ao composto, sendo S. mutans ATCC 25175 o mais relevante, e
por isso selecionado para os testes antiadesdo. Sobre esses ensaios, 0 eugenol apresentou
propriedades antiadesivas por reduzir pela metade a viabilidade de células inicialmente
aderidas ao fio. A biomassa e 0 metabolismo do biofilme formado na sutura também sofreram
reducdes expressivas de aproximadamente um terco e cinquenta por cento, respectivamente.
Esses dados corroboram a eficAcia do eugenol encontrados na literatura em diferentes
estratégias. Em conclusdo, estes resultados demonstram que o0 composto possui grande
potencial de acdo antimicrobiana, podendo ser aplicado como revestimento de superficies,

trazendo perspectivas para a prevencao de doencas associadas a biomateriais.

PALAVRAS-CHAVE: Eugenol; Antibiofilme; Antiadesdo; Streptococcus mutans.



ABSTRACT

Biofilms are microbial communities that are attached to biotic or abiotic surfaces. The
presence of these communities in biomedical and dental devices has been one of the growing
causes of nosocomial infections, being called infections associated with biomaterials.
Streptococcus mutans is a Gram-positive bacterium, member of the oral microbiota, with
acidogenic and acidic characteristics. It stands out as the main responsible for the progression
of caries and other oral diseases, and may also cause infections in the endocardium and
intraabdominal. Sutures are part of an essential procedure in dental practice. They are
materials that tend to attract bacteria, forming biofilms, consequently worsening surgical site
infections. The development of antiadhesive surfaces, by coating with bioactive substances,
has stood out among the strategies that prevent the microbial colonization and subsequent
establishment of the biofilm. In this context, natural products have been increasingly studied
and applied as promising biotechnological tools. Eugenol, popularly called clove oil, is a
member of the phenylpropanoids, has effective pharmacological properties and antibacterial
action against a wide variety of gram-positive and gram-negative microorganisms. Thus, the
objective of this work was to evaluate the influence of the compound on the antimicrobial
activity, as well as the capacity of interaction with cotton suture to prevent adhesion and
biofilm formation by Streptococcus mutans ATCC 25175. A minimum inhibitory
concentration (MIC), minimal bactericidal concentration (MBC), as well as eugenol
antibiofilm assays were performed for several Gram-positive microorganisms of
Streptococcus genus separately. Before the obtained, all the microorganisms tested
demonstrated to be susceptible to the compound, being S. mutans ATCC 25175 the most
relevant, and therefore selected for the antiadhesion tests. On these assays, eugenol showed
antiadhesive properties by halving the viability of cells initially adhered to the yarn. The
biomass and metabolism of the biofilm formed in the suture also experienced significant
reductions of approximately one third and fifty percent, respectively. These data corroborate
the eugenol efficacy found in the literature in different strategies. In conclusion, these results
demonstrate that the compound has great potential of antimicrobial action, being able to be
applied as a coating of surfaces, bringing perspectives for the prevention of diseases

associated with biomaterials.

Keywords: Eugenol; Antibiofilm; Antiadhesion; Streptococcus mutans.
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1. INTRODUCAO

Os biofilmes sdo comunidades microbianas que encontram-se aderidos a superficies
bidticas ou abidticas envoltos por uma matriz exopolimérica (MARSH, MARTIN, 2005),
podendo ser mono ou multiespécie, quando diferentes microrganismos estabelecem relagcdes
de sinergismo e mutualismo, gerando beneficios cooperativos para o favorecimento da
comunidade microbiana (RICKARD et al., 2006; OKUDA et al., 2012).

Em consequéncia a capacidade de interacdo desses biofilmes a determinadas
superficies, tem ocorrido um aumento significativo no nimero de infeccGes relacionadas a
dispositivos médicos e odontoldgicos, sendo atualmente designadas como infeccBes
associadas a biomateriais, 0s quais sdo considerados fatores de riscos relacionados a infecc¢oes
microbianas (AZEVEDO; CERCA, 2012). Nesse contexto, suturas comumente usadas para
reparo cirurgico em odontologia tornam-se um alvo facil para a colonizacdo por
microrganismos e formacdo de biofilme, resultando no aumento do nimero de infeccOes
(KATHJU et al., 2009).

Sabe-se que um fator crucial para a formacéo de biofilmes € a adesdo inicial de células
plactbnicas a uma determinada superficie (CULLER et al., 2014). Nesta fase, 0s
microrganismos produzem substancias poliméricas extracelulares que funcionam como um
mecanismo-chave, ja que constituem uma base para o crescimento do biofilme, facilitando a
adesdo inicial das células de forma irreversivel (JOO & OTTO, 2012).

Visto que as infec¢bes sdo consequéncias diretas da adesdo do microrganismo,
estratégias que visam prevenir essa etapa do processo sao atualmente o foco de estudos no
combate a formagéo de biofilmes (FUX et al., 2003; LYNCH & ROBERTSON, 2008).

Uma das abordagens mais promissoras consiste na producdo de superficies
antiadesivas seja atraves de alteracGes nas caracteristicas superficiais, modificacdo fisico-
quimica (hidrofobicidade, carga elétrica, natureza quimica), ou através de revestimento da
superficie com substancias bioativas, que impecam a colonizacdo microbiana prevenindo o
estabelecimento do biofilme (PONCIN-EPAILLARD & LEGEAY, 2003; BAZAKA et al.,
2011).

Surge entdo um interesse especial aos antimicrobianos derivados de plantas, baseado
em sua capacidade endogena, em busca de descobrir compostos com atividades
farmacologicas favoraveis ao tratamento de agentes infecciosos (CUNHA, 2010; YAMADA-
OGATTA, et al., 2015), com menor toxicidade, biocompatibilidade, prevencdo de doencas, e
economicamente viaveis a populagdo (CASTILHO; MURATA & PARDI, 2007).
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Neste trabalho foi utilizado um composto natural, o eugenol (4-alil-2-metoxifenol),
substancia aromatica que destaca-se como principal constituinte de cravos, canela, sassafrés e
mirra (SANABE; GIORGETTI; CRUZ et al., 2009).

Comumente usado em diversas técnicas odontologicas, consiste em analgésico,
anestésico local, anti-séptico, e quando associado ao 6xido de zinco, compde 0s cimentos a
base de Oxido de zinco e eugenol (OZE). Em virtude de seu efeito inibidor e bactericida
contra um amplo espectro de bactérias, os cimentos odontoldgicos possuem acentuada
inibicdo contra Streptococcus mutans, prevenindo desta forma lesdes cariosas (MOURA;
RABELLO & PEREIRA, 2013).

Estratégias que possibilitem o tratamento ou prevencdo de infeccGes ja estabelecidas,
através do revestimento de superficies, possuem grande relevancia, visto a capacidade que os
microrganismos apresentam de estabelecer interacdes e colonizar diversas superficies de
biomateriais (DUARTE, 2016).

Desta maneira, a obtencdo de uma sutura de algodéo revestida com uma substancia
bioativa, apresentando efetiva atividade antiadesiva, impedindo a colonizacdo microbiana e
sequente estabelecimento do biofilme, é considerada uma ferramenta promissora como

alternativa no combate aos biofilmes.
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2. BIOFILMES

2.1 Abordagem geral

Os seres humanos e seus microrganismos comensais evoluiram conjuntamente ao
longo dos dltimos dois milhGes de anos e tornaram-se dependentes uns dos outros
gradativamente (LEY et al., 2008). Registros fdsseis apontam que 0S microrganismos
formavam comunidades espacialmente organizadas ha 3,25 bilhGes de anos aproximadamente
(ALLWOOD et al., 2006). Essas comunidades denominadas biofilmes, possuem um modo
predominante de crescimento em diversos ambientes, assim o modo de vida microbiano pode
ser dividido em dois estados basicos: células planctonicas, também chamadas como células de
“vida livre” e células sésseis, que sao os biofilmes (TRENTIN; GIORDNI; MACEDO, 2013).

As comunidades microbianas que os formam caracterizam-se pela presenca de células
ligadas a um substrato, composta de material protéico, exopolissacarideos, DNA extracelular,
e suplementos celulares comumente citadas como EPS, Extracellular Polymeric Substances,
com acdo primordial de revestir as células agindo como uma camada protetora (ZIMMER et
al., 2014). Uma vez produzida pelos proprios microrganismos, a matriz exopolimérica
permite as células do biofilme um fendtipo distinto comparado aos seus homologos
planctonicos (DONLAN et al., 2002; BATONI et al. 2011).

A forma de vida em comunidade multicelular promove inimeros beneficios as células
sésseis, como, viabilidade celular, melhor adaptacdo a novos ambientes, capacidade de
colonizagdo e potencial metabolico elevados, propiciando a transferéncia de informacGes
genéticas, e a disseminacdo da resisténcia a antibioticos (DUARTE, 2016). Promove ainda
aumento e protecdo as células microbianas contra situacGes adversas do ambiente, como,
predadores, dessecacdo e estresse osmético (WARGO & HOGAN, 2006). E pode tornar-se a
maior causa de contaminacdes recorrentes em virtude das vantagens adquiridas com a relagdo
cooperativa (RICKARD et al., 2006; BENDAOUD et al., 2011; OKUDA et al., 2012).

Em se tratando dessa vantagem, a propriedade mais relevante do biofilme é a
resisténcia adquirida que pode ser até 1000 vezes maior em relagdo as células planctonicas
(NETT et al., 2007). Este modo de vida torna o controle do ambiente médico amplamente
dificil, e até mesmo impossivel de ser controlado, ja que esta resisténcia € uma consequéncia
de mudancas metabdlica, fenotipica e genotipica, contribuindo para a sobrevivéncia frente a
fatores adversos, incluindo os agentes antimicrobianos e o sistema imune do hospedeiro
(LEWIS, 2008; TRETER et al., 2014).
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A microbiota oral constitui um exemplo de uma das organiza¢des microbianas mais
complexas do corpo humano, composta por aproximadamente 700 espécies bacterianas (AAS
et al., 2005) e em menor proporcao, fungos, virus, micoplasmas e protozoarios (MARSH;
MOTER; DEVINE, 2011). A temperatura e umidade presentes na cavidade oral propiciam a
formagcdo de biofilmes assim também como, o esmalte dental, células epiteliais, colonizadores
primarios e até mesmo superficies de materiais ortodonticos que se encontram na cavidade
(JENKINSON; LAMONT, 2005). Dentre as espécies mais presentes na cavidade oral, pode-
se citar o0 género Streptococcus predominante com cerca de 80% dos colonizadores primarios
na regido bucal (KOLEMBRANDER; WILLIAMS, 1983). Os microrganismos preferem
viver aderidos a uma superficie formando biofilmes, sobretudo pelas vantagens que esta
comunidade oferece (SUN et al., 2013).

Em virtude disso, nos ultimos anos, setores industrial, clinico e cientifico, tém voltado
a atencdo ao crescente numero de ocorréncias de contaminacdo gerados por intermédio de
produtos e equipamentos (BUSSCHER et al., 2012; PRIMO et al., 2012). Essas infecgdes
envolvem ainda dispositivos biomédicos e odontolégicos, denominados atualmente como
Infeccbes Associadas a Biomateriais, biomaterials-associated infections (BAI), visto a
capacidade de interacdo e colonizacdo dos microrganismos a superficies bidticas ou abioticas
(BUSSCHER et al., 2012; ARCIOLA et al 2012).

De tal modo, pesquisas sobre o crescimento microbiano vém sendo realizadas nos
ultimos anos e mostram o impacto negativo da relacdo dos biofilmes em vérias atividades

humanas, especialmente no que diz respeito a saude publica (SUN et al., 2013).

2.2 Adesdo bacteriana e desenvolvimento dos biofilmes

O passo inicial para a formacdo do biofilme se da através da ligacdo de bactérias as
superficies hidrofébicas. Uma vez aderida, um processo de multiplas etapas € iniciado,
resultando em uma comunidade microbiana unificada em uma matriz autoproduzida
(TRETER et al., 2014).

A formacéo do biofilme é um processo complexo que envolvem riquezas de detalhes,
marcada por duas fases principais: a adesdo microbiana e uma continua acumulacgéo celular.
Todavia, estas duas fases caracterizam-se por diferentes sequéncias: (i) superficie onde as
células planctdnicas estdo presentes; (ii) adesdo a superficie; (iii) formacdo de microcol6nias

para a proliferacdo; (iv) maturacdo e desenvolvimento da comunidade microbiana; (v)
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diferenciacdo e dispersdo das células para proliferacdo de outros ambientes dando sequéncia a
um ciclo vicioso (CHEN & WEN, 2011; HALL-STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY,
2004; JOO; OTTO, 2012; ZIMMER et al., 2013).

Assim, a adesdo bacteriana que consiste o estagio inicial para formar o biofilme, se
destaca como a etapa crucial e determinante para o estabelecimento de toda a estrutura. Este
processo é determinado pela interacdo entre moléculas especificas da superficie condicionante
e a presenca de adesinas, como o flagelo, o pili, assim também como polissacarideos e
componentes de membranas bacterianas (JOO; OTTO, 2012).

Considerando um meio abidtico, a atracdo inicial das células planctdnicas a superficie
ocorre aleatoriamente, através do movimento browniano, estimulado pela forga gravitacional
ou, de modo conduzido, via mobilidade ou quimiotaxia (O’TOOLE; KOLTER, 1998).

Como regra geral o estagio de adesdo em superficies abidticas é elucidado através de
dois tipos de aderéncia: priméria e secundaria. A primeira consiste em uma adeséo reversivel,
onde colonizadores iniciais se unem a superficie por meio de intera¢des fisico-quimicas de longo
alcance, do tipo: forcas de Van der Waals e hidrodindmicas, interacGes hidrofobicas ou
eletrostaticas (figura 1). Porém, a adesdo em materiais bidticos a ligacdo se da através de
interagBes moleculares mais especificas, do tipo receptor-ligante. (DUNNE, 2002; PAVITHRA,
DOBLE, 2008).
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Figura 1: InteragBes envolvidas na adesdo reversivel de células bacterianas planctonicas & superficie abidtica
(TRENTIN; GIORDNI; MACEDO, 2013).

A segunda etapa da adesdo bacteriana se caracteriza por ser irreversivel. Nesse

momento, 0s microrganismos ligam-se fracamente a superficie consolidando o processo de
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adesdo com a producdo de EPS. Durante essa fase de adesdo, 0s microrganismos séo capazes
de se ligar a células ou colonizadores secundarios da mesma ou de diferentes espécies,
formando agregados que vao estar firmemente ligados a superficie, desencadeando etapas
posteriores que dardo origem e estabelecimento a estrutura do biofilme, para posterior liberagdo
de células (STOODLEY et al., 2002; TRENTIN; GIORDNI; MACEDO, 2013). A figura 2

ilustra o processo da formacéo de biofilme, destacando a progressiva producao de EPS.

. . Liberacdo
| ; ‘ Biofilme maduro i dec
Células . Agregados ou células
planctonicas . microcoldnias |y~
. H ; \ ~ .

Inicio do 0§

Adesao reversivel Adesdo irreversivel

Figura 2: Estdgios do desenvolvimento dos biofilmes: adeséo reversivel com a formagdo de microcolonias, a

adesdo irreversivel com a producéo de EPS e formacdo de estruturas com formato tipico de cogumelos e, por
fim, a ruptura dos biofilmes (TRENTIN; GIORDNI; MACEDO, 2013).

Quando o organismo e a superficie alcangcam a iminéncia da proximidade (em torno de
1 nm), o que determina a adesdo final é o somatorio das forcas de atracdo ou repulsdo gerada
entre as duas superficies. Como a maioria das bactérias e superficies inertes é carregada
negativamente, essas interacGes eletrostaticas tendem a favorecer a repulsdo; em
contrapartida, as interacfes hidrofébicas parecem apresentar maior influéncia sobre o
resultado da adesdo primaria. Todavia, as interacdes do tipo ligacGes de hidrogénio ou
interacBes moleculares especificas, podem superar a repulsdo entre duas superficies através da
mediacdo de adesinas, como o pili (TRENTIN; GIORDNI; MACEDO, 2013) (figura 1).

Estudos indicam que, apds a adesdo de células bacterianas, ocorre um aumento na
producdo, liberagdo e deteccdo de moléculas sinalizadoras autoindutoras que regulam a
formagédo de biofilme (DAVIES et al., 1998; BJARNSHOLT; GIVSKOV, 2007,
HODGKINSON; WELCH; SPRING, 2007). A medida que aumenta a densidade bacteriana,
essas moléculas autoindutoras acumulam e induzem a transcricdo de genes caracteristicos

para regular as diferentes fungdes como motilidade, viruléncia, producdo de matriz
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exopolissacaridica (EPS) e consequente formacdo de biofilmes. Esse processo de
comunicagdo encontrado em muitas bactérias patogénicas, que conecta a transcri¢cdo de genes
especificos com a densidade celular bacteriana, € chamado de Quorum sensing (QS)
(RUTHERFORD; BASSLER, 2012).

Considerando que a adesdo a um material inanimado seja a superficie de um
dispositivo biomédico ou odontolégico (como prdteses, cateteres urinérios e venosos, tubos
endotraqueais, valvulas cardiacas e fios de sutura) e que esse dispositivo sera implantado em
um hospedeiro, sera possivel reverter a primeira fase da adesdo entre a bactéria e a superficie
através de um filme condicionante (HERRMANN et al., 1988; GOTTENBOS et al., 2002;
ROCHFORD; RICHARDS; MORIARTY, 2012).

Uma vez que a propriedade de uma superficie foi alterada, a afinidade de um
microrganismo por uma superficie original ou condicionada implica em diferencas
significativas, evidenciando a dificuldade imposta, para controlar a adesdo bacteriana as
superficies abidticas (TRENTIN; GIORDNI; MACEDO, 2013) (figura 3). A adesdo
bacteriana direta ocorre no momento ou proximo do momento da insercdo de um implante,

enquanto que a adesdo via filme condicionante ocorre mais tarde, dias depois da insercdo do

implante.
Bactérias planctonicas
~
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Figura 3: Adeséo bacteriana direta e via filme condicionante (TRENTIN; GIORDNI; MACEDO, 2013).
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Capitulo 3 — Reviséo de literatura

Streptococcus mutans
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3. Streptococcus mutans
3.1 Caracteristicas gerais e fatores de viruléncia

Streptococcus mutans € um membro da microbiota oral, bactéria gram-positiva com
morfologia de coco ovalada, medindo aproximadamente 0,5 a 0,75 um de didmetro, podendo
se agrupar aos pares ou em cadeias (TORTORA, FUNKE, CASE, 2010; BASTOS et al.,
2013). S&o bactérias anaerobias facultativas, capazes de metabolizar uma grande variedade de
acucares (BALLINI, 2011). Encontra-se inserida no grupo mutans, formado por 8 sorotipos
(a-h), de acordo com a especificidade soroldgica e antigenos de carboidratos localizados na
parede celular (MARSH; MARTIN, 2005; NAKANO; OOSHIMA, 2009; BASTOS et al.,
2013).

S. mutans desempenha um papel primordial na deterioracdo dentéaria, a composicédo da
microflora oral tem um impacto significativo sobre este problema, porém esse microrganismo
se destaca como o principal responsavel da progressdo da cérie, podendo também colonizar a
orofaringe, o trato gastrointestinal, o trato urinario, além de ocasionar infeccdes no
endocardio e infec¢des intra-abdominais (MATSUI; CVITKOVITCH, 2010).

No caso da endocardite, a S. mutans como agente etiol6gico pode gerar uma doenca
grave e em muitos casos relacionada a pratica odontoldgica. Esta infeccdo pode ocorrer
mesmo durante as atividades do cotidiano de um individuo como: escovacao, uso de fio
dental e mastigacdo. Estima-se que 40% dos casos de endocardite infecciosa tenha origem na
cavidade bucal (SILVA, 2001; NOGUEIRA, 2016).

Em relacdo as propriedades de viruléncia, S. mutans é uma bactéria que é
primeiramente adquirida por criancas logo ap6s seu primeiro dente, com a méae sendo
identificada como a principal fonte (CAUFIELD; CUTTER; DASANAYAKE, 1993). Uma
vez adquirida, a consequéncia sera uma flora cariogénica com alteragdes na ecologia da placa
dentaria, impulsionadas por uma drastica queda no pH, devido o consumo de carboidratos
alimentares fermentaveis resultando em produtos metabdlicos é&cidos (JENSEN;
POLANSKY; SCHACHTELE, 1982; LOESCHE, 1986).

A caracterizacdo das propriedades expressas por S. mutans revela que essa mudanca
no ambiente pode favorecer sua propagacao e explica a capacidade de se estabelecer em um
lugar que muitas bactérias orais concorrentes se encontram (SVENSATER et al., 1997). Em

geral, trés principais fatores de viruléncia exibidos por este organismo incluem adeséo,
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acidogenicidade (a capacidade para produzir acido) e aciduricidade (a capacidade de tolerar
acido) (BANAS, 2004).

A capacidade de produzir &cidos a partir do metabolismo de carboidratos seria
suicida, se nao fosse sua notavel tolerancia a ele (LOESCHE, 1986). Isso significa um aspecto
crucial de viruléncia (HAMILTON; BUCKLEY, 1991). As alteragOes de pH influenciadas
fortemente pela ingestdo de determinados alimentos, resultam em niveis que pode cair de pH
neutro 7,0 para valores acidos abaixo de pH 3,0 em menos de 20 min (JENSEN;
POLANSKY; SCHACHTELE, 1982; JENSEN, WEFEL, 1989). Para suportar a acidez
continua de um ambiente &cido, S. mutans desenvolveu um repertério de mecanismos que se
enquadram em duas categorias distintas: mecanismos constitutivos e mecanismos indutiveis
por &cido (BURNE, 1998), definido e também conhecido como a resposta de tolerancia acida
(RTA), promovendo protecdo e reparacdo de macromoléculas (SVENSATER et al., 1997).

Esse mecanismo é definido como a capacidade de adaptagdo do microrganismo ao
estresse acido por exposicdo prévia. Inicialmente a um pH baixo, sub-letal de
aproximadamente 5,5, a inducdo de um estimulo (expressdo de certos genes) aumenta a
sobrevivéncia a um pH téo baixo quanto o pH 3,0 (HAMILTON; BUCKLEY, 1991; BELLI;
MARQUIS, 1991).

3.2 Biofilmes de Streptococcus mutans

A composicdo estrutural de um biofilme é formado em sua maioria pela matriz
polimérica extracelular (EPS), onde apenas cerca de 5 a 35% é relativo a fracdo de células
microbianas (TRENTIN; GIORDNI; MACEDO, 2013). A EPS representa uma camada
gelatinosa que recobre toda a estrutura “multicelular” promovendo protecdo, estabilidade e
mecanismos de sobrevivéncia que vao desde a fixacdo das células a armazenamento de agua e
nutrientes como fonte energética (AZEVEDO; CERCA, 2012).

S. mutans é um dos principais contribuintes para a formacéo da EPS em biofilmes em
que esteja envolvida. A ligacdo de células bacterianas a superficies (bidticas ou abioticas) e a
formacdo de microcoldnias dentro de uma matriz extracelular sdo passos criticos para o
desenvolvimento de biofilmes patogénicos (LAWRENCE et al 2007; JOHNSON 2008). As
células de S. mutans podem se anexar a diferentes superficies por meio de mecanismos,
independentes da presenca de sacarose, mediadas principalmente por interagdes especificas

entre peliculas protéicas e adesinas bacterianas (GIBBONS, 1996).
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A formacdo dos dominios especificos da EPS pode ser explicado pela presenca de
glicosiltransferases (GTFs) enzimaticamente ativas e proteinas especificas de ligacdo nédo
enzimatica denominadas, proteinas ligadoras de glucano (GBPs) secretadas pela S. mutans,
uma vez aderidas a superficie do material. Algumas Gbps sdo ligadas covalentemente a
parede celular bacteriana, enquanto que na S. mutans estdo ligadas a sua superficie por
ligacGes ndo covalentes (SCHILLING & BOWEN, 1988; VENKITARAMAN et al., 1995;
VACCA-SMITH & BOWEN, 1998; BANAS & VICKERMAN, 2003; HANNIG et al., 2008;
SPOLIDORIO; DUQUE, 2013).

A produgdo de EPS por GTFS é um mecanismo altamente eficiente pelo qual S.
mutans coloniza a superficie e mantém a estrutura tridimensional da microcol6nia, permitindo
conservar-se na superficie do material por longo periodo, seja em um ambiente mono ou
multi-espécies (KRETH et al., 2008).

Além disso, a EPS estruturada com microdominios dentro e circundante em toda a
profundidade do biofilme influencia sua biofisica mecénica, conferindo maior protecdo tanto
de influéncias hostis de agentes antimicrobianos, agressdes ambientais, como também de
gradientes quimicos que surgem devido a difusdo de nutrientes e produtos metabdlicos
diferenciados, que possam afetar as condi¢des do microambiente em biofilmes, tais como o
pH (LEWIS, 2001; HUNTER & BEVERIDGE, 2005; KRETH et al., 2008).

Considerando o potencial de S. mutans para formacdo de biofilme, Ribeiro et al
(2004) constataram que a fixacdo de aparelho ortodontico pode elevar em 20% o numero de
pacientes com cérie classificados como alto risco. Detectaram ainda altos niveis da mesma
bactéria durante a fase ativa de tratamento bucal e demonstraram em suas investigagdes um
aumento significativo desse microrganismo logo apds a insercdo de fios ortoddnticos na
cavidade oral, destacando as caracteristicas peculiares de S. mutans como bactéria cariogénica

e sua capacidade de adesdo a diversas superficies de materiais.



31

Capitulo 4 — Reviséo de literatura

Suturas




32

4. SUTURAS

4.1 Caracteristicas gerais

Sutura, conhecida popularmente como pontos cirdrgicos, sdo ligacdes feitas por
médicos, dentistas e médicos veterindrios em pele, mucosas, musculos, vasos sanguineos e
6rgdos com a finalidade de manté-los unidos ou fechados, apds cirurgia ou ferimento. A sutura
ainda faz parte de um procedimento essencial na pratica odontoldgica. Dentistas a utilizam em
diversas &reas, tais como periodontia, endodontia, implantodontia e cirurgia maxilofacial e
oral (MELDAU, 2014).

Os materiais de sutura utilizados ha mais de 2000 a.C. para o tratamento de feridas
eram originalmente materiais naturais, tais como, fibras de algoddo, barbantes e tendGes de
animais. Desde entdo, diferentes materiais passaram a ser explorados, sendo empregados na
producdo de fios para procedimentos cirargicos, como, por exemplo, seda, intestino de
animais, crina de cavalo, entre outros (PELZ, 2015).

O aprimoramento dos materiais usados na fabricacdo das suturas levou a um
desenvolvimento de fios especificos para cada procedimento, amenizando as dificuldades
enfrentadas pelos cirurgides no passado e reduzindo de forma significativa as infeccdes no
periodo pds-operatério (MELDAU, 2014).

Atualmente, o fio de sutura contém uma estrutura flexivel, de formato circular e
pequeno diametro. As suturas sdo classificadas em dois grandes grupos: absorviveis, aqueles
que sofrem degradacdo rapidamente, perdendo sua tensdo de estiramento em até 60 dias,
podendo ser absorvidos pelo organismo, e, deste modo, desaparecendo do ponto onde foram
suturados. Este processo varia em tempo e modo de absorcao, de acordo com o fio utilizado;
ndo-absorviveis ou inabsorviveis, o material que comp@e estes fios ndo é absorvido pelo
organismo, retém a forca de tensdo por mais de 60 dias, permanecendo no local onde foi
colocado por tempo indefinido ou até sua remogao mecénica (MELDAU, 2014).

4.2 Biofilme em suturas
Materiais de sutura tém se tornado fatores de risco para a reparacao da ferida cirurgica,

apesar de avangos continuos em principios de assepsia e melhoria da técnica cirurgica

esterilizada, as suturas ainda sdo materiais que tendem a atrair bactérias e a associacao entre
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biofilmes e infeccBes de sitio cirdrgico continuam se desenvolvendo de forma intensa
(ROTHENBURGER et al., 2002; ANTONIO et al., 2011; NETO et al., 2015).

Desta forma, o fio de sutura tem sido o objeto de especulagéo entre os cirurgides desde
0s anos 1960 (ALEXANDER et al., 1967; KATZ et al., 1981; MINGMALAIRAK, 2011). A
aderéncia microbiana a superficie deste material tem sido relatado na literatura durante muitos
anos. Foi descoberto que, na presenca desses fios, apenas 100 unidades formadoras de
colénias (CFU)/mg séo necessarias para produzir infeccdo (GOMEZ-ALONSO et al., 2007;
MINGMALAIRAK, 2011). Uma variedade de bactérias podem contaminar ndo so o tecido da
ferida cirargica, mas também o material que compde a sutura. Uma vez que ela torna-se
contaminada, mecanismos locais de descontaminacéo tornam-se ineficazes (UFF et al., 1995;
MINGMALAIRAK, 2011).

Gristina et al., (1985), relataram que os fios em superficie da pele foram colonizadas
por estirpes de S. epidermidis. Gomez-Alonso e colaboradores (2007), mostraram a presenca
de biofilmes apds 60 minutos de contaminacéo, e este apresentou-se aderido ao material trés
horas ap0s o contato com a bactéria (MINGMALAIRAK, 2011).

Como consequéncia, a infeccdo da ferida cirargica e das suturas tém se tornado uma
ameaca ao sucesso das intervencgdes cirurgicas, causando complicagdes aos pacientes. Como
os biofilmes sdo seres ubiquos e possuem um modo dominante de crescimento, qualquer
material, seja de composicdo natural ou sintética, de mono ou multifilamento € susceptivel a
fixacdo e colonizacdo bacteriana, (SOARES et al., 2001; DONLAN; COSTERTON, 2002;
PELZ; TODTMANN; OTTEN, 2015).

Apos a insercdo, a superficie inerte é rapidamente revestida com proteinas de tecido,
incluindo o fibrinogénio, a fibronectina, o colageno, e outros substratos solUveis, 0s quais
facilitam a fixacdo microbiana. A presenca desses fios, especialmente na cavidade oral,
facilitam a adesdo bacteriana e subsequente contaminacdo (AAS et al., 2005;
MINGMALAIRAK, 2011; EKE et al., 2012).

As suturas de algoddo e de seda s&o as mais utilizadas em cirurgia dento-alveolar. O
fio de algod&o, por ser multifilamentar, constituido de celulose com alto grau de absorgéo,
facilita o acumulo de fluidos, os quais constituem um meio propicio ao desenvolvimento
microbiano. Lilly (1968) salientou as propriedades adsorventes deste fio, indagando a
facilidade de penetragdo de microrganismos no interior da ferida cirdrgica, assim como a
producdo de reacOes inflamatdrias locais. Liedke e colaboradores (1975), em uma anéalise

comparativa de fios de algoddo, seda, linho, poliéster, catgut e nylon, empregados em feridas
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de extracdo dental, constataram que o algodao foi 0 que apresentou maior nimero de coldnias
bacterianas interferindo negativamente na cicatrizagdo dos tecidos.

Dentre as principais complicagbes dos pacientes submetidos a cirurgia, 77% das
mortes estdo diretamente ligadas a infeccdo de sitio cirargico, a permanéncia hospitalar é
cerca de 20 vezes maior, o custo total aumenta aproximadamente 5 vezes, a permanéncia na
internacdo cria custos que podem ser estimadas em 1,5 bilhdes USD anualmente (SEAL;
PAUL-CHEADLE, 2004; MINGMALAIRAK, 2011).

Perante o risco de infeccdo, investigacOes nesta area tem se centrado em busca de
evitar a colonizagdo bacteriana de biomateriais, especialmente pelo uso de revestimento
antibacteriano. Assim, o desenvolvimento de suturas com tais caracteristicas tem causado
impacto significativo na prevencdo de infeccdes pds-operatoria (CHEN et al., 2015; MEGHIL
etal., 2015).

4.3 Suturas antimicrobianas

O papel das suturas antimicrobianas foi registrado ha anos quando Fowler (1965)
recomendou que todos os materiais de sutura fossem mergulhado em uma solugdo de
clorexidina antes da manipulacdo, esta acdo segundo ele, reduzia infeccbes da ferida
operatéria (MINGMALAIRAK, 2011).

Suturas revestidas com agentes antibacterianos tém sido desenvolvidas desde o inicio
de 1980, numa tentativa de reduzir a aderéncia bacteriana a estes materiais (GOMEZ-
ALONSO, 2007; PETHILE et al., 2014). As estratégias preventivas incluiam clorexidina,
antibiodticos profilaticos e antissépticos potenciais para revestimento de superficies visando
prevenir a colonizacdo dos biofilmes.

Vaérios estudos tém demonstrado que a producdo de suturas com boas propriedades
antibacterianas mostra a possibilidade de inibir o crescimento bacteriano em feridas e aponta
para reducdo da taxa de infeccdo, sendo vital para cura do paciente (LEAPER et al., 2010;
ALEXANDER et al., 2011; PETHILE et al., 2014; CHEN et al., 2015).

Uma vez que foram desenvolvidas com sucesso, novos tipos foram sendo
estabelecidas: sutura com monofilamento (monocryl: poliglecaprona e PDS Il
polidioxanona), passou a ser usada em vez da entrelacada (Vicryl) ®, para diminuicdo do
efeito capilar do fio trangado, e mais recente, com triclosan (monocryl plus e PDS plus),
visando a diminuicdo das taxas de Infec¢des do Sitio Cirargico (ISC) (MING et al., 2007;
MINGMALAIRAK, 2011).
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Uma meta-analise mostrou o beneficio significativo de sutura trancada (poliglactina
910) revestida com triclosan na avaliacdo a adesdo e a atividade antibacteriana contra uma
selecdo de gram-positivos e gram-negativos (EDMISTON et al., 2006; WANG et al., 2013).
No entanto, a existéncia de multiplas drogas com a presenca do triclosan, proporciona um
aumento da resisténcia bacteriana em virtude do seu sistema de efluxo, gerando grande
preocupacdo (COPITCH; WHITEHEAD; WEBBER, 2010).

Além disso, sua ampla utilizacdo em cuidados de saude, lar e itens de cosmeéticos,
reforca a resisténcia bacteriana ao medicamento ja que tem sido frequentemente relatada em
relacdo a S. aureus, um patdgeno comum em infec¢cbes de feridas (YAZDANKHAH et al.,
2006; OBERMEIER et al., 2015). Testes realizados entre 2003 e 2004 ja demonstraram
deteccdo do triclosan na urina de 74,6% dos cidaddos dos Estados Unidos (MATL et al.,
2009; OBERMEIER et al., 2015).

Como a situagdo demanda coberturas alternativas, recentemente, o revestimento de
superficies em biomateriais tem sido investigado através da imobilizacdo de peptideos
antimicrobianos (AMPs), isolados de animais, plantas, bactérias, fungos e virus. Esses
peptideos exibem propriedades bactericidas e fungicidas em concentracdes muito baixas,
apresentando menor propensdo a resisténcia e alta estabilidade as mudancas de temperatura e
pH, mesmo quando imobilizados (COSTA et al., 2011).

Também esta sendo averiguado o recobrimento de superficies com produtos naturais,
onde um dos principais desafios é a conservacdo da atividade biolégica do composto ou

extrato de plantas uma vez retido a uma determinada superficie (BAZAKA et al., 2010).
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Capitulo 5 — Reviséo de literatura

Estrategias de combate aos biofilmes
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o. ESTRATEGIAS DE COMBATE AOS BIOFILMES

5.1 Aspectos gerais

A abordagem acerca do tratamento e controle de biofilmes tem obtido crescente
valorizagdo em fungéo do resultado que desempenham na medicina moderna. Considerando o
modo de combate aos biofilmes, o sucesso das estratégias pode ser alcancado através de dois
alvos distintos para inibicdo do crescimento bacteriano: pelo uso de compostos bactericidas
ou bacteriostéticos, que promovem o rompimento da comunicagdo celular (Quorum sensing),
erradicando assim os biofilmes formados, ou, por meio do bloqueio da adesdo bacteriana a
uma determinada superficie, impedindo consequentemente a formacdo de um novo biofilme.
Os principais alvos para intervencdo sao ilustrados na etapa 1 e 2 da figura 4 (TRENTIN;
GIORDNI; MACEDO, 2013).

Células  :Monocamada : Agregados ou ! Biofilme maduro 3 | ! Dispersio
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Figura 4: Principais alvos para combate aos biofilmes microbianos: a inibi¢do da formacdo de biofilmes via
blogueio da adesdo bacteriana a superficie (etapa 1) ou o rompimento da comunicacdo celular bacteriana -
Quorum sensing (etapa 2) e erradicacdo ou tratamento de biofilmes j& formados (etapa 3) (TRENTIN;
GIORDNI; MACEDO, 2013).

Este Gltimo conceito de terapia envolve uma caracteristica marcante: as terapias
antiviruléncia, esta via ndo abrange a morte bacteriana, seu principio € explorar novos
mecanismos de acéo a partir dos compostos, visando dificultar o desenvolvimento acelerado
da resisténcia bacteriana. Uma vez que mantém as ceélulas em estado planctdnico, pois ndo
afeta o crescimento das bactérias, a inibicdo de fatores de viruléncia (como a formacéo de
biofilmes) deve tornd-lo mais suscetivel ao sistema imunoldgico e aos antimicrobianos
utilizados na préatica clinica (CLATWORTHY; PIERSON; HUNG, 2007; RASKO;
SPERANDIO, 2010).



38

Em relacdo a substratos abioticos, algumas terapias foram desenvolvidas como:
alteracdo das caracteristicas fisicas e desenvolvimento de novas superficies com propriedade
antiaderente, impedindo as interacdes fisico-quimicas que medeiam a adesdo primaria ao
substrato; o recobrimento de superficies incluindo os mais diversos compostos (antibidticos,
peptideos antimicrobianos, compostos isolados de plantas) e moléculas inibidoras do sistema
QS (TRENTIN; GIORDNI; MACEDO, 2013).

Alternativas preventivas a formacdo de biofilmes fazem uso de antibioticos
profilaticos e biocidas (incluindo revestimentos de dispositivos biomédicos) seja por imersao
do dispositivo ou por lavagem do sitio cirdrgico com solugdes antibioticas, embora o uso da
profilaxia antimicrobiana tenha baixa eficicia em relacdo ao tempo, essa pratica € cada vez
mais comum em grupos de pacientes de alto risco (LYNCH; ROBERTSON, 2008).

Entretanto, o uso da profilaxia antibidtica se torna controverso por apresentar rapida
liberacdo, eficicia com curta duracdo e potencial para aumentar a resisténcia aos
antimicrobianos (VON EIFF et al., 2005). Isso requer coberturas alternativas, com moléculas
bioativas e antiadesao bacteriana por acessos que ndo envolvam a inibicdo do crescimento e
morte bacteriana (TRENTIM, 2013).

5.2 Produtos naturais

Desde tempos remotos, mesmo antes de a humanidade ter conhecimento da existéncia
dos microrganismos, ja existia o habito de usar certas plantas para tratar enfermidades por
possuirem poderes de cura. A medicina tradicional existe ha milhares de anos e tem como
base sistemas de uso de plantas fornecendo & humanidade novos medicamentos (FAO, et al
2012).

Uma planta pode ser classificada como medicinal quando esta possui substancias com
acao farmacolodgica, destacando a sua importancia terapéutica ao apresentarem um principio
ativo atuando em pontos especificos do organismo (CZELUSNIAK, et al 2012). Mediante a
eficacia desses produtos naturais e seus derivados 0s mesmos representam hoje mais de 50%
de todos os farmacos em uso clinico no mundo (MALHEIRQS, 2012). Assim, o interesse por
agentes com potenciais quimioterapicos de origem natural tem aumentado significativamente
nos ultimos anos tendo como base os inumeros trabalhos realizados (CARNEIRO, et al
2014).



39

O desenvolvimento histérico da Quimica Organica ocorreu paralelamente ao estudo de
plantas, principalmente a partir do século XIX onde foram registrados os primeiros estudos
com base cientifica a respeito das mesmas, resultando no isolamento de alguns metabolitos ja
entdo conhecidos como medicinais (MONTANARI et al., 2001). Além da quimica, a
comunidade cientifica também tem sido impulsionada a pesquisar nas areas de farmacologia e
microbiologia tendo como objetivo a busca de novos agentes terapéuticos (CECHINEL
FILHO, 2000; MACIEL et al., 2002). De forma geral, a natureza é responsavel pela producéo
da maioria das substancias ja conhecidas, e o reino vegetal € o maior contribuinte com
substancias Uteis para o tratamento de doencas de forma mais expressiva (MONTANARI et
al., 2001).

Os compostos de origem natural satisfazem quatro papéis importantes na medicina
moderna: (i) fornecem medicamentos extremamente Uteis, onde a producéo e comercializacao
de sua forma sintética sdo dificeis, tornando-se até mesmo impraticivel, a exemplo temos
algumas espécies de alcaldides como a vimblastina e vincristina (BRANDAO, et al 2010); (ii)
é possivel extrair de fontes naturais compostos basicos que permitem leve alteracdo por meio
de reaces quimicas tornando-0s menos toxicos e consequentemente mais eficazes como € o
caso das derivacdes estruturais da morfina (GUIMARAES et al, 2010); (iii) a sua utilidade
como moldes para a producdo de medicamentos sintéticos que desempenham atividades
fisiol6gicas de maneira semelhante as dos originais (ROBBERS, et al 1997; CUNHA, 2010);
(iv) podem ser usados como matéria-prima, até mesmo 0s compostos que apresentam pouca
ou nenhuma atividade, pois devido a facilidade de obtencdo, pode ser usado como molécula-
base para produzir potentes drogas através de ensaios quimicos ou bioldgicos. E o caso do
estigmasterol, abundante no 6éleo de soja e por meio dele é possivel produzir em larga escala a
hidrocortisona ou corticosteroides afins, substancias que ocorrem em quantidades minoritarias
na natureza (GUIMARAES et al, 2010).

Além desses quatro beneficios, 0s compostos naturais ainda apresentam uma atividade
particular denominada de Modificadores da Atividade Antibiotica (MAA), cuja acgéo
primordial é alterar o efeito de antibidticos, seja aumentando a atividade antibiotica através do
sinergismo ou revertendo a resisténcia do microrganismo aos antibidticos convencionais
(LEITE, et al 2014).

O emprego de tais compostos com principio ativo representa um progresso contra 0s
mecanismos de resisténcia que tem causado a inativacdo dos antibidticos, e pode ainda

prevenir o contato destes microrganismos com 0s antibidticos, diminuindo o risco de
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desenvolvimento de novos e melhores mecanismos de resisténcia bacteriana (OLIVEIRA, et
al 2012; ALENCAR, 2014).

Estudos tém demonstrado que algumas caracteristicas sdo predominantes na estrutura
de compostos naturais como, elevadas massas moleculares, distribuicdo de heteroatomos com
diferentes grupos contendo O- majoritariamente, N-, S- e halogénios de forma minoritaria
(HENKEL et al.,1999; MASSI et al 2013). Contendo expressivamente mais centros quirais e
anéis aromaticos. Consequentemente esses grupos bioativos caracterizam de forma
significativa as propriedades farmacocinéticas, evidenciando a diversidade natural desses
compostos em virtude de sua importancia farmacologica (GONCALVES et al, 2015).

Nesse contexto, nosso pais se destaca com a maior diversidade vegetal do mundo,
abrange cerca de 49.520 espécies vegetais catalogadas, enfatiza de forma relevante a vasta
producdo de compostos advindos de fontes naturais, j& que reune o maior ndmero de
metodologias cada vez mais recentes e modernas de isolamento e identificacdo, propiciando
um crescente aumento de novas substancias bioativas para fins de uso terapéutico e
farmacoldgico (BRANDAO et al., 2010).

5.3 Fenilpropandides

Os fenilpropandides consistem em um grande grupo de compostos organicos
produzidos metabolicamente pelas plantas, destacam-se por se tratarem de substancias
naturais difundidas nos vegetais com a finalidade de protegé-los de infeccdes, irradiacao
ultravioleta, herbivoros, entre outros (SILVA et al., 2014). Sdo constituidos por uma cadeia
de trés carbonos unidos a um anel aromatico, derivados da via biossintética do &cido
chiquimico (CUNHA et al., 2012; SIMOES et al., 2016).

Os Oleos essenciais de certas espécies contém concentracdes significativas de
fenilpropandides, embora tais constituintes ndo estejam entre os mais comuns nos 6leos
essenciais de plantas. Porem, quando ocorrem, sua classe e suas propriedades promovem
alteracbes expressivas as caracteristicas do 6leo, fornecendo sabor e odor indispensaveis
(CUNHA et al., 2012). Dentre os compostos desta classe, 0s principais sdo: eugenol, metil-
eugenol, apiol, dilapiol, anetol, estragol (SANGWAN et al. 2001).

A formacdo dos fenilpropanoides se da através do metabolismo secundario das
plantas. O é&cido chiquimico é constituido pela via de dois metabdlitos da glicose, o
fosfoenolpiruvato e a eritrose-4-fostato, quando ocorre a juncdo do &cido chiquimico com a

molécula de fosfoenolpiruvato resulta na formacgéo do acido corismico (PERES, 2004). Este
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por sua vez é o responsavel por originar aminodcidos arométicos, como a fenilalanina, a
tirosina e o triptofano, precursores de diversos alcaldides. Apds sofrerem agdo enzimatica
esses aminoacidos produzem o acido cindmico ou ao acido p-cumarico, ainda chamado de p-
hidroxicinamico (LORENZO et al., 2002). Uma vez formado, o acido cindmico dara origem a
compostos fenolicos simples nomeados fenilpropandides como ilustra a figura 5. Esses
compostos possuem comportamento Vvolatil, semelhantemente aos monoterpenos encontrados
nos Oleos essenciais (PERES, 2004).
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Figura 5: Biossintese de fenilpropandides (LORENZO et al., 2002; PERES, 2004).

5.4 Eugenol

O eugenol (Figura 5) quimicamente designado como 4-alil-2-metdxi-fenol, também
chamado de &cido eugénico, cuja férmula molecular é C10H120,, com uma cadeia lateral
alilica (MORRISON & BOYD, 1961; RODRIGUES, 2014). E um membro dos
fenilpropandides, recebeu nome popular de 6leo de cravo, por ser encontrado em quantidade
abundante e como composto majoritario na planta que o compde (ESCOBAR, 2002).
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Pode ser encontrado no cravo, canela, noz-moscada, folha de louro, sassafrs, mirra
entre outros (KIM et al, 1997; YOGALAKSHMI et al., 2010). No 6leo essencial e extrato
aquoso do cravo-da-india, Eugenia caryophyllata, este composto representa cerca de 89,5% e
98% da sua composicdo quimica, respectivamente (ESCOBAR, 2002; RODRIGUES et al.,
2009). Também pode ser extraido do Croton zenhtneri, também conhecido como canela-de-
cunhd (CRAVEIRO et al., 1981; WU et al., 1994) e da alfavaca, Ocimum gratissimum, a qual
€ muito empregada na cura de distarbios intestinais, sendo facilmente localizada na regiao
Nordeste (MADEIRA et al., 2005).

OH

F o

Figura 6: Estrutura quimica do eugenol (RAHIMI; ASHNAGAR; NIKOEI, 2012).

Sua rota metabdlica se da pela via dos fenilpropandides, sendo sintetizado a partir do
aminoacido fenilalanina (SENANAYAKE, 1977; KOEDUKA, 2006). Quanto as suas
propriedades fisicas, possui consisténcia liquida e oleosa, de cor amarelada, com odor peculiar
e sabor ardente, picante. Tem uma massa molecular de 164,20 g.mol™, os pontos de fusio e
ebulicdo sdo -7,5 e 254°C, respectivamente. Apresenta uma densidade igual a 1,06 g/cm® e
um pK, de 10,19 (a 25°C) (RODRIGUES, 2014). Pode ser instavel quando em contato com o
ar, tornando-se viscoso e cor avermelhada com tonalidade escurecida (ALMEIDA, 2004).

Em relacdo a interacdo quimica, é altamente lipossollvel, o que lhe permite facil
absorcdo através das membranas celulares, podendo alcancar rapidamente o local de acéo, e
especificos alvos celulares (ESCOBAR et al., 2002; USTA et al., 2002).

As propriedades farmacologicas do eugenol sdo diversas, eficazes e comprovadas. O
composto é empregado em diversas técnicas odontoldgicas, 0 seu uso consiste em analgésico,
anestésico local, antisseptico, e na producdo de cimentos obturadores de canais
(NAGABABU; LAKSHMAIH, 1994; ESCOBAR, 2002). O seu uso consiste ainda em
inflamacdes da boca e faringe, céries dentérias e otites além de ser utilizado no tratamento de
certas doengas infecciosas da cavidade bucal (FU et al., 2007, NAVEED et al., 2013).
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O eugenol possui grande potencial de acdo antibacteriana contra a maioria das
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, seu principal mecanismo farmacoldgico acerca
do efeito bactericida, ¢ devido a sua alta penetrabilidade na membrana citoplasmatica,
causando seu rompimento e aumento da permeabilidade, gerando um extravasamento do
contetdo celular e posterior morte da bactéria (AFFONSO et al., 2012).

Possui também atividade inseticida, antidiabetica, antitumoral, antitlcera, anti-
inflamatdria, antioxidante, antiviral, antifdngica (AFFONSO et al., 2012), e acéo
antinociceptiva e antiedematogénica (WRIGHT et al., 1995; JIROVETZ et al., 2006). No
tecido nervoso impede a conducdo do potencial de acdo em nervos periféricos e na jungéo
neuromuscular, com acdo anestésica geral (CRUZ, 2001).

Neste contexto o estudo de metabdlitos de origem vegetal tem apresentado amplas
perspectivas (CUNHA, 2010). E mediante as caracteristicas apresentadas, o uso do eugenol
comporta uma investigagdo em processos farmacoldgicos ainda ndo estudados, tendo em vista
novas terapias e caminhos alternativos ou complementares a tradicional antibioticoterapia,

baseado em diferentes alvos e novos mecanismos de acao.
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Capitulo 6 — Objetivos
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo Geral

Verificar a influéncia do eugenol na formagdo e desenvolvimento de biofilme de

Streptococcus mutans em fios de suturas de algodéo.

3.2 Objetivos Especificos

v Auvaliar a atividade antibacteriana do eugenol sobre o crescimento planctonico de
cepas de Streptococcus (estabelecimento de CIM e CBM);

v"Avaliar a atividade antibiofilme do eugenol em cepas de Streptococcus por meio
do método de quantificacdo da biomassa em placas de poliestireno (CV);

v" Analisar o efeito antiadesivo do eugenol através do revestimento de suturas de
algodéo em diferentes concentragoes;

v' Verificar a viabilidade, por contagem das Unidades Formadoras de Colbnia —
UFC, de S. mutans expostas ao fio de algodao revestido com eugenol;

v" Quantificar a biomassa e o metabolismo do biofilme ja formado em fios de

algodéo revestidos com eugenol durante o crescimento bacteriano.
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Capitulo 7 — Materiais e Métodos
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1. MATERIAL E METODOS

7.1 Substancia teste —Preparo da solucédo de Eugenol

O eugenol utilizado nesse estudo foi adquirido comercialmente pela Sigma-aldrich
(S&o Paulo, Brasil). Foi preparada uma solu¢cdo mde com DMSO (Dimetilsulféxido) 8% e
meio Brain Heart Infusion (BHI; Difco, Detroit, MI), numa concentracdo final de 0,2%. A
solucéo foi diluida seriadamente a fim de obter novas concentracfes para o teste de atividade
antimicrobiana. Para o ensaio antiadesdo foi usado DMSO 8% e tampéo fosfato salina (PBS
pH 12) com a finalidade de ionizar o composto.

[ Ensaio antimicrobiano ] [ Ensaio antiadesao ]
Diluigdo seriada 0,2% 0,5% 0,8%
Eugenol Eugenol
DMSO 8% - BHI DMSO 8% - tampio fosfato
C=0.2% salina (PBS pH 12)

Figura 7 — Representacdo esquematica do preparo da solucdo de eugenol para o0s ensaios antimicrobiano e
antiadesdo (AUTOR).

7.2 Cepas bacterianas e condiges de cultivo

Foram utilizadas cepas bacterianas padrdo comercializaveis de Streptococcus mutans
ATCC 25175, S. oralis ATCC 10517, S. parasanguinis ATCC 503, S. pyogenes ATCC
19615, S. salivarius ATCC 7073 e S. sp ATCC 15300 gentilmente cedidas pela Fundacéo
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ Rio de Janeiro, Brazil). Armazenadas em freezer -80 °C (INDREL)
em meio Brain Heart Infusion (BHI; Difco, Detroit, MI) caldo com 20% de glicerol.

Para ativagdo, uma aliquota de 50 pL foi inoculada em 5 mL de meio BHI caldo estéril
e incubada a 37 °C por 24 h em uma estufa (Shel Lab - TC2123-2E) com 5% de CO, . Apoés

as 24 h, as culturas foram renovadas inoculando-se uma aliquota de 50 uL em 5 mL de meio
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BHI caldo estéril, sob manutencdo das mesmas condi¢des de crescimento, por 18 h. Nesse
periodo as células atingem a fase de crescimento exponencial de acordo com a curva de
crescimento previamente estabelecida para cada microrganismo.

Para serem usadas nos ensaios bioldgicos, as células bacterianas na fase de
crescimento exponencial foram colhidas por centrifugacdo (VS-15000CFNII, VISION) a
5000 rpm, durante 5 min, a 4 °C, e ressuspendidas em meio de cultura BHI caldo estéril. Foi
ainda verificado a densidade optica (DO) com o auxilio de um espectrofotdometro (Biotrak Il
Reater - Amersham Biosciences) a A= 620 nm, a partir do qual pode-Se ajustar a concentracao
para 1-2 x 10® UFC.mL™.

Incubada a

A Incubada a
37°C (24 h) 37°C (18 h) Absorbancia
=== P (620 nm)

L
50 pL
— = -
oo
Cultura estoque \1 /

(BHI/ 20% glicerol)

7

-20°C Meio de Meio de
Cultura Cultura
(BHI) (BHI)

T8 |

Micro-organismo
em suspensao
2 x 10 UFC.mL""

Figura 8 — Representacdo esquematica das cepas bacterianas e condi¢Bes de crescimento dos microrganismos
(DUARTE, 2016).

7.3 Ensaio da atividade antimicrobiana —CIM e CBM

A atividade antibacteriana do eugenol foi verificada segundo o teste de microdiluigédo
em placas de poliestireno de 96 pocos, padronizada segundo a Metodologia para Testes de
Sensibilidade aos Antimicrobianos por Diluicdo para Bactérias de Crescimento Aerdbico
(CLSI, 2015).

Foram feitas dilui¢Oes seriadas na base dois para obtencdo de diferentes concentragdes
com um volume de 100 pl. Em seguida 100 pL de bactéria 2x10° UFC.mL™* foram
adicionados aos pogos da placa obtendo um volume final de 200 puL, com uma concentracdo
bacteriana final de 1x10° UFC.mL™. Os pogos que continham apenas inéculo e meio de

cultura BHI caldo estéril foram utilizados como controle de crescimento bacteriano.
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A placa foi incubada durante 24 h; 37° C; 5% de CO, (Shel Lab - TC2123-2E), para
determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) de cada substancia. Foi considerada CIM, a menor concentracdo de eugenol
capaz de inibir visualmente o crescimento bacteriano ap6s 24 h de incubacdo. Além disso, a
inibicdo do crescimento plancténico foi visualizada através de leitura espectrofotométrica de
DO sob £= 620 nm (Biotrak 1l Reater - Amersham Biosciences). Para determinar a CBM, 10
uL dos pogos onde ndo houve crescimento microbiano visivel foram inoculados em placas de
petri contendo meio de cultura BHI agar estéril. Apos um periodo de 24 h de incubacéo a 37
°C em condigdes aerdbicas. Foi considerado CBM a menor concentragdo capaz de inibir

completamente o crescimento microbiano na superficie de agar.
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Figura 9 — Representacdo esquematica da metodologia utilizada para determinacdo de CIM e CBM (DUARTE,
2016).

7.4 Ensaio de atividade antibiofilme —Quantificacdo da biomassa

Para a quantificacdo da biomassa, as bactérias planctonicas foram removidas e 0s
pocos lavados com agua destilada. Apés secagem da placa a temperatura ambiente, 200 uL de
alcool metilico PA foram adicionados e deixados por 15 minutos para fixacdo das células
aderidas. Apos a remocao do metanol, 200 uL de CV 0,1% foram adicionados por 10 minutos
para permitir uma quantificacdo indireta da biomassa através da coloragdo. Em seguida o CV
foi removido e repetido o processo de lavagem e secagem da placa. Em seguida foram
adicionados 200 pL de &cido acético 33% por 10 minutos para dissolucdo do corante preso ao
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biofilme. A suspensédo obtida em cada poco foi transferida para uma nova placa de 96 pocos
onde foi realizada a medicdo da absorbancia em um leitor de microplacas a 590 nm (Biotrak
Il Reater - Amersham Biosciences).

‘ EE Bactéria Incubadaa L
| 2 2 x 106 UFC.mL"" 37 °C (24 h) Avedom - com
‘ 00 . agua(3x)

’E” :
Absorbancia
Acido acético

(590 nm)
,@ 33 o Cristal Violeta Metanol PA
(4

Lavagem com Retirou-se l
agua (3x) o metanol
 —

Figura 10 — Representacdo esquematica da metodologia de quantificacdo de biofilme das cepas bacterianas,
gerado em placas de poliestireno de 96 pocos de fundo chato (DUARTE, 2016).

7.5 Processo de revestimento dos fios de sutura com eugenol

Nesse estudo foram usados fios de algoddo (Technofio 3-0) ®, cortados em tamanho
padrdo de 1cm e esterilizados. Em seguida, submergidos em solucdo de Eugenol/DMSO (8%)
/tampédo fosfato salina (PBS pH 12) nas concentracBes de 0,2, 0,5 e 0,8%. Posteriormente
incubados em agitacao orbital (overnight 37 °C, 100 rpm) (MARCONI - MA 410). Apds esse
periodo, os fios foram removidos da solucdo de eugenol e submetidos ao processo de secagem
por cerca de 1h e 30 minutos em temperatura ambiente.
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Figura 11 — Representa¢do esquematica do processo de revestimento dos fios de sutura com solugéo de eugenol
(AUTOR).

7.6 Efeito antiadesivo do revestimento dos fios de sutura com eugenol —  Contagem de

Unidades Formadoras de Colonias (UFCs)

Depois de secos, os fios foram colocados em contato com o microrganismo (1 x 10°
UFC/mL) por 6 h (37 °C, 100 rpm). Para analise das bactérias aderidas, os fios foram lavados
duas vezes com tamp&o PBS (pH 7,0) e submetidos ao processo de sonica¢io (CRISTOFOLI
Ultrasonic Cleaner) durante 360 segundos em 1 mL do mesmo tampdo. As células
desprendidas foram diluidas seriadamente na base 10, aliquotadas em meio BHI &gar e
incubadas por 24 h (37 °C; 5% de CO,), e posteriormente realizada a contagem de Unidades

Formadoras de Coldnias - UFC.

Banho ultrassonico 360 s

/ / / Lavagem 2x (PBS pH 7,0);
1000 puL PBS pH 7,0

e T NN
EV Y

1 2 4 5 6 2 a
‘Q\DCDQOQ € .
B%'<Q%%<f3t‘< : @ Dilui¢do (base 10)
SLAANN N >/

/ )
P Ve Y
“QQOOO ) R - }
Bactéria - / ;
1 x 106 UFC.mL-! 37°C, 100 rpm, 6 h /

BHI agar

37°C, 5% C02.24 h

Figura 12 — Representacdo esquematica do efeito antiadesivo do revestimento dos fios de sutura com eugenol
através da Contagem de Unidades Formadoras de Colonias (UFCs) (AUTOR).
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7.7 Efeito do revestimento dos fios de sutura no desenvolvimento do biofilme -
Quantificacdo da biomassa

Os fios de sutura revestidos com eugenol foram colocados em uma placa 24 pocos em
contato com 1000 pL de suspensdo bacteriana de S. mutans previamente ajustada na
concentracdo de 1 x 10° UFC/mL durante 6 h (37 °C; 100 rpm) proporcionando a ades&o
inicial.

Os fios destinados a andlise de diferentes etapas de maturagdo do biofilme
continuaram na estufa com rotacdo durante 48 h. Ha cada intervalo de 12 h os fios em contato
com o in6culo foram submetidos a duas lavagens em PBS (pH 7,0) e na sequéncia
transferidos a novos po¢os com meio de cultura esterilizado. Este procedimento foi repetido
nos intervalos de 12, 24, 36 e 48 h ap0s 6 h de adesdo inicial.

Depois de cada periodo de contato os fios foram retirados e lavados com agua
destilada (up and down) para quantificacdo de biomassa (vide item 7.4).

[ Quantificagdo da biomassa ]

// / — | AndlisesOh
0.2% 0.5% 0,8% —» | Andlises12 h

Lavagem 2x (PBS pH 7,0);
— | Analises 24 h 1000 pL BHI

000000 |
ncubagdo (37 °C; 100 rpm, 12 h)
888888 > | Analises 36 h I
1000000
> | Analises 48 h I
Bactéria 37°C, 100 rpm, 6 h
1 x 109UFC.mL"!

— [ Quantificagdo da biomassa ]

Figura 13 — Representacdo esquematica do efeito do revestimento dos fios de sutura no desenvolvimento do

biofilme através da Quantificacdo da biomassa (AUTOR).
7.8 Efeito do revestimento dos fios de sutura no metabolismo do biofilme —Ensaio XTT

Os fios de sutura revestidos com eugenol foram colocados em uma placa 24 pogos em
contato com 1000 pL de suspensdo bacteriana de S. mutans previamente ajustada na
concentracdo de 1 x 10° UFC/mL durante 6 h (37 °C; 100 rpm) proporcionando a ades&o

inicial.
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Os fios destinados a analise de diferentes etapas de maturacdo do biofilme
continuaram na estufa com rotacéo durante 48 h. Ha cada intervalo de 24 h os fios em contato
com o inoculo foram submetidos a duas lavagens em PBS 0,1 M estéril (pH 7,0) e na
sequéncia transferidos a novos po¢os para 0 ensaio XTT onde foi avaliado a diminuicdo da
atividade metabdlica de células viaveis.

O preparo da solucdo de PBS/XTT/Menadiona foi dissolvido nas seguintes
proporgoes: 790/200/10 uL por poco utilizado em uma placa de poliestireno (24 pogos),
levando-se em consideragdo o volume de 1000 puL em cada pogo. Em seguida, a placa foi
incubada em uma estufa (Shel Lab - G2545A) por 5 h a 37 °C. Ap6s o tempo transcorrido foi
feito a medicdo de absorbancia em um leitor de microplacas a 492 nm. Este procedimento foi

repetido nos intervalos de 24 e 48 h ap6s 6 h de adesdo inicial.

PBS/XTT/Menadiona
790/200/10 pL

/ / / | Ensaio XTT
0,2% 0,5% 0,8% Lavagem
[r— Anadlises 0 h 2x (PBS pH

1 2 3 4 5 6 7,0);
A
2 —
8 QOOQO@ Incu.llal:ggﬁo
37°C,5h
eeeesiak — R |

Bactéria 37°C, 100 rpm, 6 h

| x 10°UFC.mL"! L Ensaio XTT @

Figura 14 — Representacdo esquematica do efeito do revestimento dos fios de sutura no metabolismo do biofilme
através do ensaio XTT (AUTOR).

492 nm

7.9 Analise estatistica

Os resultados dos respectivos testes foram categorizados em Microsoft Excel (Versdo
2012 para Windows) e posteriormente analisadas no software GraphPad Prism (Verséo 5.0
para Windows, San Diego California USA). As diferencas significativas entre 0s grupos
foram verificadas através da aplicacdo do teste One-way ANOVA com poés-teste de
Bonferroni e pds-teste Tukey. Os dados foram considerados estatisticamente significantes

quando p < 0,01.
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Capitulo 8 — Resultados e Discussao
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8. RESULTADOS E DISCUSSAO

Um dos grandes desafios atuais da saude publica sdo as infec¢bes causadas por
agentes etiologicos amplamente resistentes aos antimicrobianos. Essas contaminacdes
ocasionam aumento no tempo de internacdo, nos gastos do sistema de salde e, sobretudo altas
taxas de morbi-mortalidade (NEIDELL et al., 2012). Com o surgimento dos biomateriais e
sua crescente utilizacdo a expectativa de vida humana tem se elevado.

O uso desses materiais implantaveis vem re-estabelecendo inimeras funcdes vitais,
porém, tem aumentado simultaneamente o problema das infec¢des, ja que passaram a ser
associadas a biomateriais e assim reconhecidas como um dos maiores problemas clinicos
(BUSSCHER et al., 2012). De acordo com 0 6rgdo norte-americano “National Institutes of
Health”, cerca de 80% de todas as contaminacdes mundiais estdo relacionadas a biofilmes,
envolvendo especialmente biomateriais (TRENTIM, 2013).

A adesdo, a diversidade metabdlica e a capacidade de adaptacdo a estresses ambientais
sdo caracteristicas fundamentais dos microrganismos que compdem o biofilme. Deste modo
os dispositivos biomédicos sdo facilmente colonizados por eles apds a sua implantacéo.
Assim, o material usado na producdo desses dispositivos certamente pode interferir na pro-
pensdo da aderéncia bacteriana (ROCHFORD; RICHARDS; MORIARTY, 2012).

As respostas bioldgicas aos materiais dependem essencialmente da composicdo das
superficies, assim como das interacfes quimicas tornando fundamental a modificacdo na
superficie de materiais (BAZAKA et al., 2012). Uma vez que as superficies irregulares e
texturizadas favorecem a aderéncia microbiana em relacéo as superficies regulares e lisas.

Deste modo a alteracdo de superficies tem recebido destaque por promover mudancas
na biocompatibilidade material-substrato dificultando a adesdo e colonizacdo microbiana. Ja
gue mantém inalteradas as propriedades mecanicas, o volume e as funcionalidades desejaveis,
além de introduzir sitios superficiais no material para a imobilizacdo de moléculas ativas
(GODDARD; HOTCHKISS, 2007).

Apesar das diferentes interagbes superficiais (bioticas, abioticas, com ou sem filme
condicionante), e distingdo celular (bactérias, fungos, células humanas) apresentarem
complexidade frente a tantas varidveis, a aplicacdo pratica vem estimulando continuos
esforgos neste campo de estudo multidisciplinar (TRENTIM, 2013).

Assim o revestimento superficial com os mais diversos compostos bioativos passou a

ser intimamente investigado visando a prevencdo da formacéo de biofilmes em biomateriais.
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8.1 Atividade antimicrobiana do Eugenol - CIM e CBM

A atividade antibacteriana do eugenol foi realizada com seis cepas de bactérias orais
Gram-positivas (tabela 1). A atividade do composto foi avaliada através do método de
microdiluicdo em caldo utilizando placas de poliestireno de 96 pocos (CLSI, 2015) para
determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). Essa atividade pode ser definida
como a menor concentracdo do agente antimicrobiano que impede o crescimento visivel de
um microrganismo em testes de sensibilidade por diluicdo em agar ou caldo.

No que se refere a acdo do composto, o eugenol obteve resultados relevantes para
bactérias Gram-positivas do género Streptococcus (Tabela 1). Os dados de CIM
(Concentracdo Inibitéria Minima) mostram que o eugenol inibiu o crescimento visivel de
todos os Streptococcus nas concentracfes de 0,02 a 0,10%. Dentre eles destaca-se a inibicéo
de S. mutans, que apresentou a menor concentracdo do composto. Ja nos resultados de CBM
(Concentracdo Bactericida Minima) foram praticamente 0s mesmos para todas as cepas,

diferenciando apenas a S. parasanguinis com 0,05% e S. pyogenes que ndo foi determinado.

Tabela 1: Dados obtidos de CIM e CBM do eugenol sobre o crescimento de bactérias Gram-positivas do género
Streptococcus. *Nd- N&o determinado.

Microrganismos CIM CBM
Eugenol (%)

Streptococcus sp. ATCC 15300 0,05 0,10
Streptococcus salivarius ATCC 7073 0,10 0,10
Streptococcus oralis ATCC 10517 0,05 0,10
Streptococcus mutans ATCC 25175 0,02 0,10
Streptococcus parasanguinis ATCC 503 0,05 0,05
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 0,10 Nd*

Fonte: autor.

Os compostos derivados de plantas tém sido amplamente utilizados na terapia contra
diversos microrganismos, como fungos e bactérias, que estdo direta ou indiretamente
envolvidos em alguma patologia (MARCOS-ARIAS; CRISTINA et al.,, 2011). Um dos
principais motivos que levam ao estudo desses compostos € o surgimento cada vez mais
preocupante de novos microrganismos resistentes ao tratamento convencional por

antibioticos.
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O eugenol é um fenilpropandide bastante usado na medicina e na odontologia por
apresentar propriedades antisséptica, antimicrobiana, anestésica, analgésica, antioxidante e
anti-inflamatoria (DE PAULA et al., 2014). Tendo em vista a vasta atividade bioldgica deste
composto, buscou-se aprofundar as propriedades antimicrobianas sobre bactérias orais.

O CIM e CBM do eugenol no presente estudo variaram de 0,02 a 0,10% e 0,05 a
0,10% respectivamente. Resultados semelhantes foram encontrados por Yadav e
colaboradores (2013) com Streptococcus pneumoniae, no qual se obteve inibicdo do
crescimento planctonico em concentracdes de 0,06 a 0,12%. Outros achados mostram sua
atividade inibitdria nas concentragdes de 0,01 a 0,08% contra S. sobrinus, S. sanguinis e S.
mutans, confirmando assim, seu efeito sobre bactérias orais (MOON; KIM; CHA, 2011).

O eugenol possui propriedade lipofilica, assim como os 6leos essenciais, que facilita
sua interacdo com a membrana plasmatica alterando a estrutura dos polissacarideos e
fosfolipidios presentes (DEVI et al., 2010). Além disso, essa interacdo acarreta a expanséo,
aumento e permeabilidade da membrana, podendo ainda, afetar o processo de respiragdo e

transporte iénico da célula.

8.2 Atividade antibiofilme

De acordo com o conhecimento atual, os biofilmes sdo a principal causa de doencas
infecciosas cronicas. Um biofilme dental maduro é de natureza polimicrobiana e pode
consistir em até 100 diferentes espécies. Os colonizadores primarios que predominam Ssao
Streptococcus orais, e 0 ponto crucial para sua formacéo € a adesdo inicial dessas bactérias as
superficies dentarias. O estabelecimento dessa adesdo se da através de pares de adesinas e
receptores de glicoproteina na pelicula adquirida (LARSEN & FIEHN, 2017).

Deste modo, buscou-se avaliar a atividade antibiofilme do eugenol através de ensaios
em placas de poliestireno com a producdo e desenvolvimento de biofilmes monoespécie de
Streptococcus orais com 24 h de crescimento.

Os resultados preliminares indicam que o eugenol promove diminui¢do da formacao
dos biofilmes, havendo uma reducdo significativa da biomassa formada para todas as
bactérias testadas.

Para Streptococcus sp a diminuicdo foi relevante nas duas primeiras concentragdes
(0,10% e 0,05%), para S. salivarius apenas na primeira (0,10%) e significativo na segunda
(0,05%). Para S. oralis, a inibicdo foi completa nas duas primeiras concentracfes (0,10% e

0,05%) e significativa na terceira (0,025%). Os resultados mais promissores dao énfase a S.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moon%20SE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21397894
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20HY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21397894
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cha%20JD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21397894
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mutans, S. parasanguinis e S. pyogenes 0s quais demonstraram inibicdo em todas as
concentragdes testadas apesar de apresentarem um CIM em concentrac6es de (0,025%, 0,05%
e 0,10%) respectivamente. Provando a eficiéncia do composto mesmo em concentragdes sub-

inibitdrias no ensaio com células plancténicas (Figura 15).
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Figura 15: Avaliacdo da atividade antibiofilme do eugenol em diferentes concentracBes sobre formacgéo do
biofilme de Streptococcus orais. Barra cinza = concentracdes da substancia teste; Barra preta = controle
negativo (-). * p < 0,01 em relacdo ao (-) (AUTOR).
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Outro ponto relevante sdo os baixos valores na densidade Optica para algumas
bactérias testadas. Todavia podem ser justificados pela auséncia de sacarose nos ensaios
realizados e, contudo ndo demonstrando interferéncia na formacéo dos biofilmes.

Khan & Ahmad (2012) avaliaram o efeito de varios fitocompostos, entre eles o
eugenol, contra biofilme de Candida albicans. Seus resultados mostraram atividade inibitoria
com concentracdes sub-MIC mesmo apds 48 h de tratamento.

He, Du, Fan & Bian (2007) relataram a atividade in vitro do eugenol contra biofilme
de Candida albicans e comprovaram sua atividade fungicida contra suas células sésseis. Os
resultados indicam que o efeito do eugenol sobre a aderéncia inicial das células e formag&o do
biofilme foi dependente do tempo e da concentracdo do composto. Além da atividade contra
biofilmes in vitro de C. albicans, apresenta ainda baixa citotoxicidade e, portanto, tem
potencial terapéutico que pode ser aplicado em biofilmes associados a infecc¢Ges fungicas.

Foi relatado por Li e colaboradores (2010) que o eugenol causa erradicacdo do
biofilme relacionado a carie em modelo de boca artificial com bactérias orais do género
Streptococcus, dentre elas S. mutans e S. sobrinus. Neste estudo foi demonstrada que as
glicosiltransferases (GTFs) catalizam a sintese de glucanos a partir da sacarose. Estes glucanos
estdo associados a uma aderéncia mais consistente a superficie do dente desempenhando uma
atividade essencial na formacéo do biofilme. Os resultados exibiram reducéo significativa do
glucano sugerindo ainda que o composto apresente um potencial de agdo anticariogénica
como um agente antiplaca.

Adil et al (2014) desenvolveram um estudo onde o eugenol induziu a supressao de
genes formadores de biofilme de Streptococcus mutans. Foi demonstrado que o composto
possui efeito inibidor na formacdo do biofilme mesmo em concentracbes sub-MIC,
reforcando os resultados do presente estudo.

O eugenol (4-alil-2-metoxifenol) é o componente majoritario de diferentes 6leos
essenciais extraidos a partir de folhas de plantas, como louro (Laurus nobilis) e de botdes de
cravo (Eugenia caryophyllata). Pode ser usado como analgésico em odontologia, possui vasta
atividade antimicrobiana, além de ser usado na medicina popular contra diarréia e infeccoes
de ferimentos (BURT, 2004).

No atual estudo, o eugenol causou uma reducgéo significativa na adesdo e formacao de
biofilme de todos os Streptococcus testados em placas de poliestireno. E provavel que na
presenca do composto as bacterias foram incapazes de atingir o limiar necessario, ou seja, ndo
houve um estimulo minimo para que se transformasse em uma resposta e houvesse formacédo
dos biofilmes (YADAV et al., 2013).
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Estes resultados sugerem que o eugenol pode interferir na formacao de biofilmes por
apresentar propriedades antiadesivas. Em conjunto, os achados aqui relatados corroboram a
eficacia do eugenol contra as células planctonicas e sésseis, reforcando o potencial deste
composto como antibacteriano, indicando que este fenilpropandide pode ter um efeito

benéfico adicional no tratamento da cérie dentaria e outras doencas orais.

8.3 Efeito do revestimento dos fios de sutura na contagem das unidades formadoras de

colbnia

Os microrganismos apresentam uma aptiddo congénita em colonizar diferentes
superficies, onde estabelecem agregados celulares complexos denominados biofilmes. Estas
comunidades tém se desenvolvido ao longo dos anos, alastrando-se naturalmente do meio
ambiente a0 meio social, tornando-se uma causa preocupante de infec¢Ges hospitalares
(CABOT et al., 2016).

O problema das infeccbes associadas a biofilmes esta vinculado, sobretudo ao uso de
dispositivos médicos, especialmente, aqueles inseridos ou implantados por longos periodos.
Em sua grande maioria, a superficie abidtica desses materiais constitui caracteristicas, tais
como, hidrofobicidade, carga potencialmente negativa, rugosidade que propiciam a adesao
microbiana e consequente formacdo, desenvolvimento e estabelecimento do biofilme
(TRETER et al., 2014).

Diante disso, nos ultimos anos, a comunidade cientifica tem empenhado intensos
esforcos para melhorar as propriedades antiaderentes das superficies existentes. Esse
melhoramento propGe aplicacdo de revestimentos com base em substancias bioativas ou
modificacdo e/ou alteracdo na arquitetura da superficie, todavia, preservando a funcionalidade
do biomaterial.

Para continuarmos o0s estudos visando o revestimento da superficie de uma sutura de
algoddo, escolhemos avaliar o potencial antiadesdo do eugenol. Nestas analises, as
concentragfes do composto chegaram a ser até oito vezes maior em relacdo a concentracao
com efeito bactericida, variando de 0,2 a 0,8%, apds 6 horas de adesdo inicial. E ainda em
virtude do papel de S. mutans na deterioragdo dentaria, a mesma foi selecionada para da
continuidade aos ensaios antiadesdo, onde foi verificado o efeito antiadesivo do eugenol através
das unidades formadoras de colonia.

Os resultados demonstraram um efeito inibitdrio significativo do composto testado

quanto ao numero de células viaveis de S. mutans aderidas ao fio. Apesar da presenca de
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células viaveis observado em todas as condi¢bes de tratamento, as contagens de UFCs
demonstraram uma diminuicdo de 50%, j& que foram reduzidas pela metade em relacéo ao
controle negativo (Figura 16). E notavel ainda que a taxa de inibicdo no que diz respeito a

adesdo bacteriana ao fio ocorreu de modo independente da concentracao.

Streptococcus mutans ATCC 25175
UFC 6 h de adeséo
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Figura 16: Efeito antiadesivo através das unidades formadoras de col6nias de S. mutans inicialmente aderidas ao
fio de sutura. (-) Controle bacteriano sem interferéncia do composto; (0,2, 0,5 e 0,8%) bactéria encubada com o

fio de sutura revestido com diferentes concentracGes de eugenol, (p < 0,01) (AUTOR).

A adesdo bacteriana a materiais sintéticos tais como fios de sutura, préteses e enxertos
tém sido objetos de estudo de muitos pesquisadores (NETO et al, 2015). Sabe-se que o
biofilme formado em suturas pode atuar como foco da infeccdo e gerar um risco potencial
para cicatrizacdo de feridas (VENEMA et al., 2011). Além disso, os fios que induzem a
inflamacgdo tendem a causar edema em torno da ferida acarretando a abertura das suturas
(NETO, 2015). Portanto, esfor¢os sdo determinantes para minimizar a adeséo bacteriana aos
fios pelo uso concomitante de agentes antimicrobianos.

A atuacdo de S. mutans além de bem caracterizado € crucial para o desenvolvimento
de infecgdes humanas assim como em implantes biomédicos, de acordo com o sitio de
infeccdo. Entre elas estdo caries dentarias, periodontite, endocardite infecciosa, e uma série de
infeccbes nosocomiais (STOODLEY et al., 2002). Esse microrganismo comumente
associado a carie tornou-se o principal alvo nos estudos de prevencdo dessa doenca.

Sabe-se que a cérie se trata de uma doenga infectocontagiosa, cronica, causada pelo

processo de desmineralizacdo da superficie dental. Isto se deve a capacidade de S. mutans em
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produzir &cidos organicos (acidogenicidade), de viver em pH baixo (aciduricidade) e de
sintetizar glucanos para aderir firmemente a superficie do dente, os quais sdo condicGes
necessarias na formacdo e manutencdo do biofilme dentario (BOWEN; KOO, 2011).

Diferentes agentes antimicrobianos foram testados contra a formacéo e maturacao do
biofilme deste microrganismo. O uso deles até reduz o nimero de microrganismos vidveis na
flora oral e embora eficazes essas terapias antibacterianas produzem varios efeitos
secundarios indesejaveis (ADIL et al., 2014).

A fim de desenvolver uma abordagem quimioterapéutica eficaz (diferente de
microbicidas) contra biofilmes dentais, o uso de plantas tem sido uma maneira promissora de
frustrar a patogénese de infeccdes orais.

Adil e colaboradores (2014) desenvolveram um estudo tendo como foco a supresséo
de genes formadores de biofilmes de Streptococcus mutans induzida a partir do eugenol.
Sabe-se que a capacidade de sintetizar glucanos utilizando GTFs é essencial para a adesao,
coesdo e acumulacdo desse microrganismo na superficie do dente e fornece integridade
estrutural para a matriz de biofilmes (XIAO; KOO, 2010). Desta forma a supressdo de
moléculas relacionadas a adesdo é o passo inicial contra a formacdo de biofilmes por S.
mutans e representam uma alternativa promissora na prevencdo da formacéo de biofilmes.

No mesmo estudo o eugenol reduziu significativamente a adesdo da bactéria em
comparacdo ao controle, bem como a atividade de GTFs e sua biomassa, apenas sua
viabilidade ndo foi afetada. Na presenca do mesmo, S. mutans foi incapaz de formar um
biofilme e os dados confirmam que seu efeito atua inibindo tracos de viruléncia sem afetar a
viabilidade (ADIL et al., 2014).

Outras pesquisas como a de Yadav e colaboradores (2013), ja mencionado, reforcam
os resultados da presente pesquisa. Pela contagem das UFCs tratadas com eugenol verificou-
se a presenca de células viaveis no nimero de coldnias formadas. E embora o biofilme de S.
pneumoniae tenha se mostrado tolerante a0 composto houve uma reducdo das UFCs pelo
tratamento com concentracdes acima da CIM e CBM.

8.4 Efeito do revestimento dos fios de sutura no desenvolvimento do biofilme

Foram realizados ensaios de quantificacdo da biomassa para analises sobre sua
producéo, apos o tratamento da superficie nas diferentes condic¢des pré-estabelecidas.
Apbs 6 h de adesdo inicial, a biomassa formada no intervalo de 0 h ndo apresenta

diferencas em relagdo ao controle negativo. Passam a ser notadas, somente, a partir do
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intervalo de 12 h, se tornam mais evidentes com 24 h e estabelece diferencas expressivas nos
intervalos de 36 e 48 h (Figura 17).

Ao fim do processo de maturacdo do biofilme, o controle negativo tem formado uma
espessa camada de biomassa observada nitidamente por meio dos valores de densidade dptica.
O que torna as diferencas ainda mais significativas entre este controle e as amostras tratadas.

Vale ressaltar novamente que o presente resultado ndo demonstra dependéncia das
concentracdes testadas. Porém € plausivel considerar que na presenca de diferentes

tratamentos de eugenol a producéo de biomassa diminui gradualmente em relagdo ao controle

negativo.
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Figura 17: Efeito antiadesivo através da quantificacdo da biomassa de S. mutans formada sobre superficie de fios
de sutura revestidos com eugenol em diferentes concentragdes durante 48 h de desenvolvimento com intervalos
de 12 h, (p < 0,01) (AUTOR).

A aderéncia microbiana a superficie dos substratos consiste 0 passo inicial para a
formacédo de biofilme. Como as células medeiam a primeira interacdo entre 0 microrganismo
e 0 ambiente, é neste momento que pode ocorrer a ligacdo irreversivel com a producdo de
elementos que favorecem a transicdo do modo de vida planctonico para a forma séssil
(PETROVA; SAUER, 2012).

Uma vez aderido da-se inicio a producdo de biomassa do biofilme que é rica em

polissacarideos sintetizados por glicosiltransferases (GTFs) e fornecem locais de ligacdo
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especificos para colonizacdo de bactérias entre si e na superficie do dente (XIAO; KOO,
2010).

A elevada quantidade de exopolissacarideos (EPS) promove estabilidade e integridade
estrutural ao biofilme, além de fornecer protecdo as células bacterianas de influéncias
ambientais hostis e de agentes antimicrobianos (FLEMMING; NEU; WOZNIAK, 2007).

A EPS e acidificacdo encontram-se intimamente relacionadas, ja que a persisténcia de
um ambiente acido leva a selecdo de bactérias altamente tolerantes a acidez. 1sso resulta na
dissolucdo do esmalte, iniciando o processo da carie dentaria (MARQUIS; CLOCK; MOTA-
MEIRA, 2003). Desta forma, o controle da biomassa do biofilme requerem metas primarias
para intervencdo quimioterapica.

Tendo em vista os elevados efeitos prejudiciais dos biofilmes, juntamente com 0s
efeitos colaterais associados aos agentes terapéuticos, intensos esfor¢os tem sido empenhado
para encontrar novos agentes para controlar e diminuir a patogenicidade desses
microrganismos.

Marks et al (2012) relataram em sua pesquisa que ceélulas de Streptococcus
pneumoniae em biofilmes sdo dificeis de erradicar, sendo necessario maiores quantidades de
antibioticos.

Jad no estudo de Yadav e colaboradores (2013), as concentracdes de eugenol
necessarias para erradicar biofilmes do mesmo microrganismo pré-estabelecidos eram
semelhantes as que foram necessarias para inibir o crescimento de células planctonicas. Este
resultado indica atividade antibacteriana do eugenol e demonstra seu forte efeito contra S.
pneumoniae em biofilmes.

Adil e colaboradores (2014) indicam que o eugenol pode exercer atividade semelhante
aos antibidticos em biofilmes pré-formados sobre a supressdo de genes formadores de
biofilme induzida por Streptococcus mutans.

A prevencdo de biofilmes precoce juntamente com a inibicdo de biofilmes é
considerado o tratamento mais eficaz contra a periodontite (WEI; CAMPAGNA; BOBEK,
2006).

Outra importante propriedade do eugenol é que ele interage principalmente com a
membrana citoplasmética da bactéria, fazendo com que a célula se torne hiperpermeéavel

tornando as bactérias mais susceptiveis a outros antimicrobianos (YADAV, 2013).
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8.5 Efeito antiadesivo do revestimento no metabolismo do biofilme

Uma vez revestido com diferentes concentragcdes de eugenol e colocados com o indculo
para adesao inicial, os fios de sutura foram submetidos ao ensaio XTT para avaliar a atividade
metabolica de células que compdem o biofilme durante 48 h de crescimento, com intervalos
de 24 h.

Ficou evidenciada uma diminuicdo expressiva do metabolismo celular presente nos
fios revestidos com eugenol. O controle bacteriano apresenta atividade metabolica
progressivamente mais elevada e proporcional ao tempo de maturacao estabelecido, enquanto

os fios tratados com eugenol reduz a atividade com diferengas significativas (figura 18).
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Figura 18: Efeito antiadesivo através da quantificacdo da atividade metabodlica de S. mutans formada sobre a
superficie de fios de sutura revestidos com eugenol em diferentes concentragdes durante 48 h de

desenvolvimento com intervalos de 24 h, (p < 0,01) (AUTOR).

As células sesseis em um biofilme diferem fisiologica e metabolicamente de suas
contrapartes planctdnicas e por isso expde diferentes resisténcias aos antibidticos (YADAYV et
al., 2013).

Estudos anteriores relatados na literatura por De Paula et al (2014) sobre a
determinacéo da atividade do eugenol sobre Candida albicans mostraram uma reducdo dose-
dependente na atividade metabdlica de biofilme formado

sobre superficie de poliestireno tratada com eugenol por 48 h. De acordo com 0s autores na
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presenca de 0,05 e 0,20 % de eugenol, foram detectados reducdo de 50% e mais de 80%,
respectivamente.

Khan & Ahmad (2012) analisaram o efeito de alguns compostos sobre a formacao de
biofilme de Candida albicans em placas de poliestireno. Foi demonstrado que o eugenol nao
sO inibiu sua formacéo, como também sua atividade metabolica, de forma dose dependente,
reforcando sua capacidade de inibicdo metabdlica ndo apenas bacteriana como demonstra o
presente estudo, mas também flngica.

Um fator relevante para a discussdo sobre o metabolismo de S. mutans sdo as
alteracdes nas condi¢des ambientais que resultam em uma diminui¢cdo do pH local. Estudos
realizados por Stephan na década de 1940 evidencia definitivamente a ligacdo entre o
metabolismo bacteriano a acidificacdo do ambiente, podendo cair para valores de pH muito
baixos em detrimento de uma atividade metabdlica ativa (MATSUI & CVITKOVITCH,
2010).

Em se tratando de S. mutans a acidogénese € uma caracteristica relevante desse
microrganismo. Drogas antimicrobianas usadas, como a clorexidina, interferem em seu
metabolismo, fato evidenciado com a manutenc¢édo do pH do meio (ELEY, 1999).

Devi et al, (2010) demonstrou que o eugenol atua como um agente antibacteriano
contra Salmonella typhi por ruptura da membrana celular. Seu efeito provoca alteragdes nos
grupos funcionais éster de lipidios e grupos acidos das proteinas e acidos nucleicos. Além
disso, foi observado uma deformacdo dos fosfolipidos presentes na membrana, causando sua
desintegracdo. Outro efeito notavel no mesmo estudo acerca do eugenol é que sua atividade
antibacteriana foi exibido nas taxas mais elevadas de pH. A atividade do composto aumentou
gradualmente em proporg¢éo ao aumento alcalino do meio.

Dessa maneira, a adesdo bacteriana € um processo de multifacetas que envolve trés
elementos: a bactéria, a superficie (bidtica ou abiGtica) e o microambiente em que se
encontram (DAROUICHE, 2001; TRENTIN; GIORDNI; MACEDO, 2013).

Nesse sentido, diversas variaveis influenciam esse processo, dentre eles se destacam: o
pH, tempo de exposigéo, filme condicionante e disponibilidade nutricional como principais
fatores do microambiente. No que diz respeito a superficie: carga elétrica, hidrofobicidade,
grupos funcionais quimicos e textura sdo as principais variaveis. Em relagcdo a bactéria:
espeécie e cepa, hidrofobicidade e carga elétrica, composicdo da superficie, adesinas, sistema
QS (TRENTIN; GIORDNI; MACEDO, 2013).

Os microrganismos possuem a capacidade de dissolver por si mesmo um biofilme,

uma vez que as condi¢cBes ambientais em que se encontrem sejam desfavoraveis, como
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mudancas de pH e privacdo nutricional. Para isso, eles coordenam o préprio comportamento a
fim de converter-se ao estado plancténico. Deste modo, o conhecimento de moléculas, as
quais estimulam o mecanismo natural de dispersdo de biofilmes, auxilia a busca de compostos
para a erradicacdo de biofilmes (MACEDO; ABRAHAM, 2009; OTTO, 2013).

Ainda se tratando do presente estudo, o resultado anterior acerca do ensaio antiadeséo
para analise do metabolismo de S. mutans, também néo aponta diferengas significativas entre
as concentracdes de eugenol pré-estabelecidas. Isto indica que ocorre um limite na interacdo
entre o composto e a superficie do fio, possivelmente gerado por uma questédo de solubilidade
ou interac0es fisico-quimica ndo especifica.

O eugenol por ter em sua estrutura um grupo fenol € levemente acido (pka 10,19 a 25
°C) e pode ser desprotonado por solucdo de NaOH. Com efeito, em meio basico, o eugenol
perde seu proton H* e o ion fenolato correspondente é soltvel em &gua (figura 15). Por
apresentar esta propriedade era comum utiliza-la para a separagdo de outros constituintes
organicos do 6leo de cravo (RAHIMI; ASHNAGAR; NIKOEI, 2012).

Desta forma, a solucdo de eugenol interage com o fio de algoddo que por sua vez
encontra-se eletricamente neutro. Sua estrutura permite uma eletrizacdo por contato (SAID,
2013) e por isso adquiriu carga elétrica ao entrar em contato com a solucdo de eugenol
ionizada.

Porém, por se tratar de um 6leo possui caracteristicas lipofilicas e consequentemente
comportamento instavel em solucdo aquosa (ATSUMI et al., 2001). Isso certamente justifica
a interacdo limitada com o fio de algodédo, ja que os resultados ndo apontam diferencas

significativas entre as concentragdes testadas.

OH (o)
NaOH
—— +H*
PBS
= 0 = 0
CHs CH,

Figura 19 — Representacdo esquematica da desprotonacao do eugenol com solucdo de PBS pH 12 (AUTOR).

Deste modo nossos resultados comprovam a atividade antibiofilme, por reduzir a

viabilidade, a biomassa e o0 metabolismo de células aderidas a um biomaterial.
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Um revestimento na superficie com um composto bioativo tornou o biofilme mais
susceptivel, trazendo perspectivas de uma provavel solucdo contribuindo para o blogueio de
resisténcia a antimicrobianos.

Portanto, podemos dizer que o eugenol exibe efeitos promissores contra S. mutans
destacando suas propriedades antiaderéncia e antibiofilme, dando-nos um conceito sobre o
modo pelo qual expressa sua propriedade de agéo, prevenindo doencas e infeccdes orais.
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Capitulo 9 — Concluséo
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9. Conclusédo

Diante dos resultados obtidos no presente estudo, o eugenol representa um importante
agente biotecnoldgico no que se refere ao favorecimento das atividades antimicrobiana,
antibiofilme e antiadesiva. Dada sua aplicabilidade, pode ser Gtil integrado ao fio de sutura de
algoddo via revestimento de superficie para minimizar ou evitar infecgBes bacterianas

associadas a sitio cirurgico.
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