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RESUMO

Streptococcus mitis € um microrganismo frequentemente encontrado na
cavidade oral, sendo um colonizador primario. Os 6leos essenciais (OE)
sdo substancias de plantas aromaticas conhecidos por suas propriedades
antimicrobianas. A busca por novas substancias que sejam capazes de
inibir a formacéo de biofilmes orais pode levar a importantes alternativas
de tratamento. O OE de Cola nitida e a alcamida espilantol foram
testados in vitro para verificar a capacidade de inibicdo de biofilme
formado por S. mitis NCIMB 13770, sobre superficies de discos de
titdnio. A clorexidina foi usada como controle positivo. Os biofilmes
bacterianos foram quantificados mediante o uso de coloragdo cristal
violeta e analisados por o espectrofotdmetro a 570 nm. A andlise
estatistica dos resultados foi realizada pelo teste de t-Student,
considerando p<0,05 como significancia estatistica. A Concentragao
Minima de Inibi¢do (CMI) foi analisada testando concentrages de 5000
a 0,0001 pg/mL. A CMI foi estabelecida em 87,5 pg/mL para ambas as
substancias testadas. O espilantol demostrou inibi¢do do biofilme O OE
de Cola nitida ndo inibiu nem o crescimento plancténico nem o biofilme.
Estes resultados ndo foram estatisticamente significativos. A Clorexidina
demostrou uma inibicdo de 50,8% para o biofilme e 49,2% para o
planctdnico, sendo estatisticamente significativo. Estes achados sugerem
que o espilantol demostrou atividade antibacteriana e anti-biofilme baixa
e Cola nitida ndo mostrou atividade antibacteriana nem anti-biofilme.

Keywords: Streptococcus mitis; biofilmes; implante dentério; titanio,
Acmella ciliata; Cola nitida.






ABSTRACT

S. mitis is a frequent organism in the oral cavity and a primary colonizer.
Essential oils (EO) are naturally occurring compounds in aromatic
plants, they are known to possess antimicrobial properties. Exploring
novel substances to inhibit biofilm formation can lead to important
alternative treatment measures. One EO (Cola nitida) and Spilanthol
were tested in vitro against S. mitis NCIMB 13770 biofilm using
chlorhexidine as a control group on surface of titanium discs. The
bacterial biofilms were quantified by crystal violet staining and analyzed
with a Spectrophotometer at 570 nm. The statistical analysis of the
results was accomplished using the t- Student test, considering p<0,05
statistically significant. Minimum Inhibitory Concentration (MIC) assay
with concentrations ranging from 5000 to 0.0001 pg/mL. The MIC was
estimated as 87.5 pg/mL for the substances tested. The results were not
significantly different from the control for spilanthol. The EO of Cola
nitida did not inhibit the growth of planktonic bacteria or biofilm.
Chlorhexidine showed inhibition of 50,8% for biofilm and 49,2% for
planktonic bacteria. These findings suggest that spilanthol displays a low
antibacterial and antibiofilm activity and Cola nitida did not showed
antibacterial or antibiofilm activity.

Keywords: Streptococcus mitis; biofilms; dental implants; titanium;
Acmella ciliata; Cola nitida.
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CAPITULO I

1. INTRODUCAO

Nos udltimos 40 anos, os implantes dentais tém sido utilizados
com éxito como uma alternativa de tratamento para o edentulismo. O
numero de pacientes sendo tratados com implantes tem aumentado e tem
se reportado algumas patologias, tais como a mucosite, onde existe uma
inflamac&o dos tecidos ao redor do implante, e pode levar a uma peri-
implantite (PI) onde existe uma destruigdo dos tecidos duros e moles ao
redor do implante. A microbiota que se apresenta nestas doengas € muito
similar aquela encontrada na periodontite. As doencas peri-implantares
tem sido relacionadas a presenca de bactérias Gram - anaerdbicas
ausentes nos sitios saudaveis (KOYANAGI et al., 2010). Pacientes com
periodontite que recebem implantes tem maior risco de Pl ja que pode ter
uma transmissdo de bactérias de dentes a implantes (AOKI et al., 2012).

As bactérias presentes na cavidade oral sdo muito diversas e se
organizam em biofilmes, comunidades que crescem em cima de uma
superficie e se rodeiam de matriz extracelular com fungéo protetiva e
estrutural (DAVEY, M. E. E O’TOOLE, 2000). Mais de 100 espécies
tém sido reportadas mediante a analise por reagdo em cadeia da

polimerase (PCR). Sitios com Pl apresentam biofilmes mais complexos
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comparados com sitios saudaveis e com periodontite (KOYANAGI et
al., 2010).
O género Streptococcus é formado por um grupo de bactérias que podem
causar infeccGes graves que causam morbidade e mortalidade em
humanos (JOHNSBORG et al., 2008). Streptococcus mitis é uma
bactéria comumente encontrada na cavidade oral e nas vias aéreas, em
niveis maiores no biofilme dental e menores na saliva (LI et al., 2004). E
classificada como colonizador primério, ja que tem a func&o de colonizar
as superficies orais e ser o ponto de partida para outras espécies
formarem o biofilme. Porém, pouca informagéo se encontra disponivel
sobre a sua funcédo na PI.

O tratamento da Pl inclui a descontaminacdo da area e em
muitos casos os pacientes podem ser tratados com antibioticoterapia. E
conhecido que os antibiéticos tém um efeito minimo a longo prazo na
prevencdo de biofilmes ja estabelecidos. A grande maioria dos
antibioticos tem sido projetada para ter como alvo células bacterianas
plancténicas metabolicamente ativas, sendo as células bacterianas
embebidas em matriz polimérica extracelular (MPE) nédo alcangadas ou
resistentes por os antimicrobianos (HALL-STOODLEY; COSTERTON;
STOODLEY, 2004). As bactérias quando organizadas em biofilmes sdo

capazes de sobreviver a tratamentos com concentracdes até 1000 vezes
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maiores do que as utilizadas para matar a mesma espécie bacteriana
quando em estado planténico (Newman 1999). E de extrema importancia
encontrar novas alternativas de tratamento que levem a introducdo de
novas e efetivas estratégias para o controle dos biofilmes.

Oleos essenciais (OF) sdo substancias produzidas por diferentes
espécies de plantas aromaticas. Podem ser extraidos por diferentes
métodos, mas € a destilacdo o método mais usado comercialmente. A
composicdo dos OEs varia dependendo das condicdes de crescimento da
planta (temperatura, composicao do solo e estacdo do ano) Mesmo duas
plantas da mesma espécie submetidas a diferentes condicdes, produzem
OEs com diferentes composi¢cGes (BENABDELKADER et al., 2011).
Estudos relacionados com a industria alimenticia demostram que os OEs
apresentam propriedades antibacterianas e sdo de uso rotineiro. Estima-
se que dos cerca de 3000 OEs conhecidos, 300 sdo comercialmente
importantes e destinados principalmente aos mercados de sabores e
fragrancias. (BURT, 2004)

Espilantol e derivado de uma planta chamada comumente Jambu
que é utilizada como anestésico para dor de dente (BARBOSA et al.,

2016b; NASCIMENTO et al., 2013; SILVEIRA et al., 2016).
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O objetivo deste estudo foi testar as propriedades anti-biofilme
de um OE derivado do extrato de Cola nitida e um componente isolado
do OE de Acmella ciliata sobre o biofilme de Streptoccocus mitis in vitro

formado sobre a superficie de discos de titanio.

A hipotese testada é que devido a sua natureza como OE exista
um efeito inibitorio sobre o biofilme mono espécie de S. mitis, um
colonizador primario, poderia levar a uma interrupcdo da formacéo do

biofilme oral.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 HISTORICO DA MICROBIOLOGIA NA PERI-

IMPLANTITE

A curiosidade do ser humano é uma fonte para os grandes
descobrimentos. Assim foi com Antoni van Leeuwenhoek, o inventor do
microscopio, que descreveu em 1676 pela primeira vez as bactérias
(BARDELL, 1983) em uma carta enviada a la Royal Society of London,
através de suas observagbes pelo microscopio da placa bacteriana
removida dos seus proprios dentes. O prémio Nobel de 1882, conferido a
Robert Koch, relacionou a presenca de bactérias com doencgas
transmissiveis estabelecendo a etiologia da infeccdo (ROBERT KOCH,

1890).

Bactérias sdo responsaveis por muitas doencas que pdem em
risco nossas vidas, sendo causadores de doengas como a pneumonia
(Streptococcus pneumoniae), salmonelose (Salmonella typhi), gripe
(Haemophilus influenzae), Colera (Vibrio cholerae) entre muitas outras.
Apesar das medidas modernas para controlar as infeccdes relacionadas
com bactérias (diagnéstico, tratamento (antibidticos) e vacinas) estas

ainda sdo problemas de grande magnitude para a satide publica.
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Alexander Flemming descobriu a penicilina em 1928 e devido a
esta descoberta foi premiado com o premio Nobel da Medicina em 1945,
salvando milhdes de vidas a nivel mundial. O que foi observado anos
depois foi que muitas bactérias que podiam ser controladas com
antibiéticos converteram se em resistentes. A OMS publicou um
relatorio em 2014 alertando sobre os riscos da resisténcia antimicrobiana,
quanto a reducdo da susceptibilidade a penicilina detectada para a S.
pneumoniae excedia os 50% (WHO, 2014). Este é o caso de muitos
antibidticos, convertendo a resisténcia aos antimicrobianos tradicionais
em um problema de saude publica mundial. Microrganismos patdégenos
como bactérias podem ter mudangas genéticas rapidas, levando ao
aparecimento de novas propriedades fenotipicas permitindo obter
vantagem das oportunidades ambientais e do hdspede (MORENS;

FAUCI, 2013).

O corpo humano tem a capacidade de rejeitar materiais que nao
sdo proprios do organismo. Em 1969, o médico ortopedista Per-Ingvar
Branemark, que fazia experimentos em coelhos, descobriu que o titdnio
ndo provocava esta rejeicdo e que possuia a propriedade de unir-se ao
0sso. Branemark 1983 denominou este fendmeno de osseointegracéo.

Assim, com o descobrimento da osseointegracdo, foram desenvolvidas
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préteses intradsseas de titdnio que poderiam também ser utilizadas na
cavidade oral. Em 1986, publicou-se um artigo onde um paciente
edéntulo total com defeitos maxilares congénitos foi reabilitado com
éxito com o uso de implantes osseointegrados, os quais forneceram
ancoragem adequada e promoveram estabilidade protética (STEPHEN

M. PAREL, P.l. BRANEMARK, 1986).

Nos anos 80, comegou-se a utilizar os implantes dentarios na
pratica odontoldgica. Assim, comecaram a aparecer casos de falhas em
implantes osseointegrados por infeccBes ao redor dos mesmos, 0 que
gerou interesse sobre quais bactérias poderiam estar ocasionando esta
infeccdo. Pesquisas iniciaram-se entdo neste sentido, como o estudo de
Mombelli e colaboradores, em 1987, onde foram avaliados pacientes
com implantes com boa salde peri-implantar e foram comparados com
pacientes com sinais clinicos (dor, profundidade de sondagem maior que
6 mm e/ou supuracdo) e radiograficos (perda éssea alveolar) de peri-
implantite. Foram coletadas amostras com pontas de cones de papel
absorvente do sulco peri-implantar de 4 pacientes edéntulos totais com
implantes carregados com o’rings e sobredentaduras. No grupo da PlI,
observou-se grande quantidade de microrganismos Gram-negativos

anaerébicos, particularmente fusobactérias, espiroquetas e organismos
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pigmentados de preto, como Prevotella intermedia. Os resultados deste
estudo indicam que a perimplantite (Pl) pode aqueles encontrados em
doencas periodontais (MOMBELLI et al., 1987), carie dental e PI.
Koyanagi e colegas usaram a biblioteca de clones 16s RNA para
comparar mediante analises de PCR as bactérias encontradas em
pacientes com PI, periodontites e pacientes sadios, encontrando um total
de 112 espécies bacterianas diferentes (KOYANAGI et al., 2010). Uma
das maiores dificuldades no tratamento de infeccbes orais é a sua
natureza poli-microbiana, onde € dificil estabelecer as principais
bactérias envolvidas ¢é de interesse trabalhar na prevengdo da formagéo

do biofilme.

Oleos essenciais sd0 misturas complexas de substancias
liquidas, volateis, lipofilicas e geralmente odoriferas, extraidos de
plantas. A grande maioria sdo classificados como fenolpropanoides ou
como terpenos (OLIVEIRA C, SCHENKEL E, GOSMANN G,
PALAZZO J, MENTZ L, 1999). Pesquisas in vitro e in vivo tem
mostrado o potencial dos OE contidos em colutdrios orais no controle
das doencas relacionadas com biofilme oral e sua efetividade na
eliminacdo de bactérias por meio da disrupcdo da parede celular e

inibicdo da atividade enziméatica (ALLAKER; DOUGLAS, 2009;
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FILOCHE; SOMA,; SISSONS, 2005; FINE et al., 2000; FINE;
FURGANG; BARNETT, 2001; SLIEPEN et al, 2010; VAN
LEEUWEN; SLOT; VAN DER WEIDEN, 2014). O colutério
comercialmente disponivel é uma mistura de 4 terpenos: eucaliptol,

mentol, timol e salicilato de metilo.

Pesquisas recentes (MOHAMMADI; ROHLOFF, 2016; MURATA
et al., 2010a; SAVIUC et al., 2015) tem se focado ndo na eliminacdo das
bactérias (efeito bactericida) mas no uso de substincias quimicas que
interrompam e perturbem a aderéncia bacteriana (KOO et al., 2003), sinteses
de exopolimeros e a formacdo de biofilme (MURATA et al., 2010a). Estas

substancias podem ser chamadas de antibiofilmes.

BIOFILMES ORAIS

A cavidade oral se encontra exposta constantemente a uma
variedade de micro-organismos que interagem entre si e com as células
que compBem os tecidos moles e duros. Muitas pesquisas tém
mostrado que as bactérias do género Streptococcus sdo 0s
colonizadores priméarios do biofilme sobre o esmalte, em particular

Streptococcus mitis, sendo esta bactéria uma espécie predominante na
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saliva e superficies teciduais (mucosa bucal, vestibulo anterior, palato

duro e labios superior e inferior) (MARSH, 2006).

Biofilmes sdo sistemas estruturalmente complexos e dindmicos
que tem atributos primordiais de organismos multicelulares e um
ecossistema multifacetado. A formacdo de biofilmes representa um
modo de protecdo que permite que as células sobrevivam em ambientes
hostis e também dispersem-se e colonizem novos sitios (HALL-

STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY, 2004).

De acordo com Lemon et al., em 2008, a formacg&o do biofilme
se dd em 3 fases, dependendo das espécies envolvidas, conforme

resumo na Figura 1.

As propriedades dos materiais, como a superficie do implante
dentario (titdnio), influenciam a adesdo bacteriana inicial. Os
colonizadores primarios criam um ambiente propicio para a chegada

dos colonizadores tardios (SUBRAMANI et al., 2009).
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Fase 3:Produgdo de Matriz
Extracelular e formagao de
uma arquitetura em 3D

Fase 2: Formagdo de
microcoldnia via migragdo e
reprodugdo

=
@ @
Fase 1: Fixagdo na superficie e
formagdo de um monocamada \‘
p mitis (colonizador) SVDSOSS® @ T
pelcla adauric. |
a Y

Figura 1. Estadios da formacdo do biofilme em superficies orais,

adaptado de http://biology. binghamton.edu/davies/images/biofilm.jpg

2.2.1 STREPTOCOCCUS MITIS

Streptococcus mitis atua como uma interface entre a
superficie do implante, os microrganismos responsaveis forman
uma pelicula estes incluem Streptococcus mitis, Streptococcus
sanguinis e Streptococcus oralis, estas bactérias criam as pré-
condicdes para a adesdo de outros patdgenos periodontais
(HEUER et al, 2007), e sdo chamadas de bactérias
colonizadoras primarias. S. mitis € comumente encontrado em
areas afetadas ao redor de implantes dentais. Porém, pouca

informacdo se encontra disponivel sobre sua fungédo na PI.
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Os grupos de bactérias classificadas como Viridans
Streptococci podem ser agrupadas em 5 grupos (Figura 2), no
qual encontramos 0 Grupo Filogenético mitis onde figura o
Streptococcus mitis. Esta bactéria encontra-se presente na
cavidade oral e nas vias aéreas muito relacionada ao
Streptococcus oralis, e ambas tém a capacidade de absorver
DNA ex6geno e incorpora-lo em seus genomas por
recombinacdo homéloga. O mecanismo descrito permite ao
S.mitis ter acesso a uma série de genes que fazem
significativamente maior seu préprio genoma, conseguindo
suportar mudangas em seu meio externo tais como tratamentos

com antibidticos (JOHNSBORG et al., 2008).

Grupos Filogenéticos
mutans
Viridans ___— salivarius
Streptococei | " anginosus
(VvS) __— sanguinis

S. mitis

S. oralis

S. pneumoniae

S. pseupneumoniae
S. sanguinis

S. parasanguis

S. gordoni

Figura 2. Esquema sobre a Classificagéo de Streptococcus mitis, e
Grupos Filogenéticos, adaptado de Ferrandiz et al. 2011
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2.3.USO TERAPEUTICO DE OLEOS ESSENCIAIS E

SEU USO EM ODONTOLOGIA

O uso de 6leos de canela, cravo e cassia por os antigos
egipcios nos processos de mumificacdo de seus mortos se
encontra muito bem documentado. E assim que a literatura faz
referéncias de como os romanos e gregos utilizavam este tipo
de 6leos para propésitos medicinais e  estéticos
(BULLERMAN; LIEU; SEIER, 1977).

A composicdo dos OE de um tipo de espécie particular
pode diferir dependendo da época da coleta, da regido
geogréfica e da parte da planta de onde foi coletada (LIS-
BALCNIN et al.,, 1999). Num estudo feito por Appel &
Cocroft, em 2014, folhas de Arabidopsis thaliana foram
expostas a gravacgOes de sons e vibragdes produzidos por seu
predador, a lagarta Pieris rapae, os pesquisadores analisaram as
substancias liberadas pela planta em reacdo aos estimulos. As
substancias liberadas: Glucosinolatos e antocianinas séo tdxicas
para o predador e foram liberadas pela planta como meio de

defesa.
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Os OE tém sido descritos por suas caracteristicas antibacterianas
(BURT, 2004; DAVIES, 2003; GIBBONS, 2004; LATEEF et al., 2015;
MACHADO et al., 2003; TAKARADA et al., 2004). As bactérias Gram-
negativas demostram maior resisténcia ao serem expostas a OE que as
Gram-positivas (RINCON MEJIA et al., 2015), isto pode estar
relacionado a presenga da membrana externa rica em moléculas de
lipopolissacarideos, que atuam como uma barreira com permeavilidade
seletiva contra agentes tdxicos. Macro-moléculas hidrofébicas como os
componentes dos OEs tem dificuldade para penetrar as membranas
bacterianas.

O OE mais utilizado na Odontologia é denominado de eugenol, é
um dbleo de cor amarela palida, extraido da espécie vegetal Syzigium
caryophyllatum. Encontra-se presente em concentracGes de 80-90% no
6leo de broto de cravo e de 82-88% no dleo das folhas. Os altos niveis de
eugenol contidos nos éleo essencial sdo os responsaveis pela sua atividade
antimicrobiana (BHUI'YAN N, BEGUM J, NANDI N, 2010). O uso mais
comum é como selador endoddntico em combinacio com Oxido de Zinco,
(Oxido de Zinco-Eugenol (OZE)).

Estudos (ALLAKER; DOUGLAS, 2009; FILOCHE; SOMA,
SISSONS, 2005; FINE, 2010; FINE et al., 2000; FINE; FURGANG;

BARNETT, 2001; HOFER et al., 2011; P1ZZO et al., 2008; SLIEPEN et



39

al., 2010; STOEKEN; PARASKEVAS; VAN DER WEIJDEN, 2007;
VAN LEEUWEN; SLOT, VAN DER WENDEN, 2014; VON
FRAUNHOFER et al., 2006) realizados mostram a efetividade dos
colutérios contendo OEs comercialmente disponiveis, tais como por
exemplo dleos da arvore de cha, lavanda, tomilho, horteld e eugenol

(FINE et al., 2000).

Pizzo et al., em 2008, realizaram um estudo comparando o
efeito de inibicdo da placa bacteriana de um colutdrio com fluoreto de
amina e fluoreto de estanho com outro & base de OE. Os resultados
mostraram que ndo houve diferenca estatisticamente significativa na
eficacia de ambos. Quintas et al., em 2014, na sua pesquisa, avaliou a
atividade antibacteriana in situ de um colutério com OE (Listerine) no
biofilme oral depois de 7h da sua aplicacdo. Os pacientes utilizaram
aparelhos projetados para conter sete discos de vidro nas margens
vestibulares dos dentes inferiores, permitindo o desenvolvimento do
biofilme. Quinze voluntarios sadios usaram os aparelhos por 48h e
depois utilizaram o colutério com OEs. Os discos foram removidos
depois de 30s e 1, 3, 5 e 7h. Ap6s 30s o efeito antibacteriano foi de
1,18% de inibicdo, depois de 7h foi de 47,68%. Tendo este colutdrio

capacidade de penetracdo in situ e substantividade por 7h. Estes
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resultados foram melhores que os observados com clorexidina 0,2% nas

mesmas condicdes.

2.3.1 ESPILANTOL DE ACMELLA CILIATA

Acmella ciliata (H.B.K.) Cassini (basionym: Sphilantes ciliata Kunt
Asteracae) é uma erva nativa das regides tropicais da América do Sul
(JANSEN, 1985) (Figura 3). Chamada comumente como jambd no
Brasil, é utilizada como tempero e na medicina tradicional para o
tratamento de dores de dente e seu principio ativo principal é o espilantol
(SILVEIRA et al., 2016). Tem sido achado em espécies vegetais como
Acmella ciliata (MARTIN; BECKER, 1985; MEJIA; CASTANO;
VAZQUEZ, 2012), Acmella oleracea (BARBOSA et al., 2016a;
CASTRO et al., 2014; MARTIN; BECKER, 1985; SIMAS et al., 2013)
e Heliopsis longipes (BARBOSA et al., 2016a; MOLINATORRES et al.,
1996). Spilanthol também é conhecido como affinin na literatura

(BARBOSA et al., 2016a; BOONEN et al., 2010a, 2010b).
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Figura 3. Acmella ciliata. Voucher do material vegetal utilizado no presente
estudo depositado no Herbéario do Jardim Boténico (Rio de Janeiro/RJ,
Brasil)

Propriedades antiinflamatorias e antibacterianas do Espilantol

Wu et al., em 2008, demostraram que o espilantol diminuia os
niveis de LPS-induzida por meio da sintese de oxido nitrico (iNOS) e
ciclo-oxigenase (COX-2) e a expressdo das proteinas em mMRNA,
inibindo a producdo de mediadores pro-inflamatorios a nivel
transcripcional e de translacionais. Os resultados deste estudo sugerem

que o espilantol, isolado de Sphilanthes acmella, pode ser Gtil em inibir
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estes mediadores e tem potencial aplicAvel como uma droga anti-

inflamatdria ndo esteroidal (AINES).

Figura 4. Esquema descrevendo a estrutura quimica do espilantol
(C14H23NO, 221.339 g/mol) Barbosa, De Carvalho, et al. 2016.

O Espilantol (Figura 4) tem mostrado atividades anti-
inflamatdrias (BARBOSA et al., 2016a; WU et al., 2008), antifungicas
(MOLINA-TORRES et al.,, 2004), antimalarica bem como efeito
larvicida (DEHARO et al., 2001) e (BOONEN et al., 2010b) aumento da
permeabilidade da mucosa bucal e da pele (DE SPIEGELEER et al.,

2013).

Mejia et al., em 2012, avaliaram a atividade antimicrobiana do
OE de Acmella ciliata contra Escherichia coli, Proteus mirabilis,
Klebsiella ozaenae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis e

Candida albicans do extrato das flores e folhas de Acmella ciliata
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através do teste de Difusdo de Disco. As bactérias Gram-negativas
mostraram-se mais resistentes, E.coli demostrou um halo de inibicdo de
11 mm contra K. ozanae e 11,5mm e 8mm para P. mirabilis. O extrato
inibiu o crescimento de S. aureus e S. epidermis a concentracGes de 25 e

15 mg/mL. C. albicans foi inibida a 25mg/mL.

Citotoxicidade do Espilantol

O estudo recente de Gerbino et al., em 2016, testou o extrato
metandlico de Acmella oleracea e espilantol isolado in vitro, em células
coletadas dos rins de rato (células HEK293). Em relacdo a
citotoxicidade, os valores da 1C50 em 24h foram de 234 pug/mL para o

extrato metandlico e de 260 pg/mL para o espilantol.

Wu et al., em 2008 avaliaram o efeito dos extratos de hexano,
cloroférmio, etil acetato e butanol de Acmella oleracea in vitro em
macréfagos RAW 264.7 mediante o teste de MTT. Apds 24h de
incubacdo, os extratos de hexano e cloroformo (80pg/mL) reduziram a
viabilidade celular em 75 e 81%, respetivamente. Os extratos de etil
acetato e butanol ndo alteraram significativamente a viabilidade celular

(91 e 93% respectivamente).
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Soares et al., em 2014, avaliou os efeitos do extrato
hidroetanolico de A. olarecea em células tumorais HEp-2 e células L929
(fibroblastos subcutaneos do tecido conjuntivo) in vitro. A citotoxicidade
foi determinada por o teste MTT, O IC50 do extrato foi de 513mg/mL,

mostrado uma alta citotoxicidade.

2.3.2 OLEO ESSENCIAL DE COLA NITIDA

Figura 5. Voucher do Herbério onde as amostras de Cola nitida foram
adquiridas
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A Cola nitida (Figura 5) é uma arvore que produz uma noz que
contém cafeina. A noz é mastigada em muitos paises da Africa, ja que
alivia a fome. Se tem reportado a propriedade etnomedicinal dessa
planta. Sendo a mesma utilizada para o tratamento da tosse e do asma.
Ela contem cafeina, 6leos esséncias, componente fendlicos e alcaloides

(LATEEF et al., 2015).

Atividade antibacteriana da Cola Nitida

Lateef et al., em 2015 avaliaram a atividade do extrato da casca
da Cola nitida, sintetizados com nano-particulas de prata contra E.coli e
P. aureginosa. Obtendo um Concentracdo Minima de Inibicdo (CMI) de

50ug/mL para E.coli e 120ug/mL para P. aeruginosa.

Dah-Nouvlessounon et al., em 2015, em um estudo conduzido
para a industria alimentar, avaliou o efeito do extrato etandlico e etil
acetato de Cola nitida. A atividade antibacteriana foi testada contra 28 de
bactérias da estirpe Staphylococcus com o teste de Difusdo de Disco. As
bactérias foram isoladas de amostras de carne. O CMI foi de

0,312mg/mL até 5000mg/mL.
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Indabawa Arzai et al, em 2011, testaram a atividade
antibacteriana do extrato da semente de Cola nitida (metandlico e
aguoso) contra S. aureus, K. pneumoniae, S.typhi e E. coli mediante o
método de Difusdo do Disco. O extrato metandlico demostrou uma
melhor atividade contra S. aureus em concentragcbes de 2000 até
2500ug/mL, o extrato aquoso ndo demostrou atividade contra E. coli e
sim para as bactérias S. aureus e K. pneumoniae em concentragdes entre

2000 até 2500ug/mL.

5.2 Citotoxicidade da Cola Nitida

Dah-Nouvlessounon et al., em 2015, avaliaram a citotoxicidade
usando o teste da larva Artemia salina onde a dose letal foi de

1.04mg/mL.

Ojo et al., em 2010, estudou os efeitos micro anatdmicos do
extrato etandlico de Cola nitida no estomago de ratos Wistar. O
resultado mostrou que a administracdo 600 mg/kg é capaz de causar

lesBes gastricas em ratos.
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Abstract

Streptococcus mitis is a frequent organism in the oral cavity and a primary
colonizer. Essential oils (EO) are naturally occurring compounds in aromatic
plants, they are known to possess antimicrobial properties. Exploring novel
substances to inhibit biofilm formation can lead to important alternative
treatment measures. One EO (Cola nitida) and Spilanthol were tested in vitro
against S. mitis NCIMB 13770 biofilm using chlorhexidine as a control group on
surface of titanium discs. The bacterial biofilms were quantified by crystal violet
staining and analyzed with a Spectrophotometer at OD570 nm. The statistical
analysis of the results was accomplished using the t- Student test, considering
p>0,05 statistically significant. Minimum Inhibitory Concentration (MIC) assay
with concentrations ranging from 5000 to 0.0001 pg/ml. The MIC was estimated
as 87.5 pg/ml for the substances tested. Spilanthol showed inhibition for biofilm
of 0,5% and inhibition of planktonic growth of 4% this results were not
statistically significant. The EO of Cola nitida did not inhibit the growth of
planktonic bacteria or biofilm. Chlorhexidine showed inhibition of 50,8% for
biofilm and 49,2% for planktonic bacteria. These findings suggest that
spilanthol displays a low antibacterial and antibiofilm activity and Cola nitida
did not showed antibacterial or antibiofilm activity.

Keywords: Streptococcus mitis; biofilms; dental implants; titanium; Acmella ciliata;
Cola nitida.
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1.

Introduction

For the last 40 years, dental implants have successfully been used as a
treatment alternative for edentulism. As more patients are receiving implants,
some complications have been reported, such as mucositis, being the
inflammation of the implant surrounding soft tissues, which can lead to Peri-
implantitis (Pl) where there is destruction of soft and hard tissues around
dental implants. The microbiota present in these diseases is very similar to
the one found in periodontitis. Peri-implant diseases have been related to the
presence of Gram negative anaerobic bacteria when compared to microbiota
of healthy sites (KOYANAGI et al., 2010). Periodontitis might be a risk
indicator for implant therapy outcome since bacteria present in periodontal
lesions can be transmitted to peri-implant tissues causing in this way
inflammation and crestal bone lose interfering implant therapy success and
survival rate (AOKI et al., 2012).

Diverse bacteria in the oral cavity organizes and develops biofilm which are
surface-attached communities of cells surrounded by an extracellular matrix
that has structural and protective role (DAVEY, M. E. E O’TOOLE, 2000).
More than 100 species have been found in oral biofilm related to PI reported
through Polymerase Chain Reaction (PCR) testing. Consequently, Pl has a
more complex biofilm compared to healthy and periodontally affected
patients (KOYANAGI et al., 2010).

Streptococcus genera of bacteria is a group which causes infections that are
major and cause morbidity and mortality in humans(JOHNSBORG et al.,
2008). Streptococcus mitis is a common bacteria present in the oral cavity
forming dental biofilm (LI et al., 2004). Furthermore, Streptococcus mitis a
primary colonizer, after exposure to bacteria of the dental surfaces, an
acquired pellicle is developed from salivary biopolymers (HANNIG, 1997).
This pellicle can spread in the interface between the implant surface and the
primary colonizers, including Streptococcus mitis, Streptococcus sanguis and
Streptococcus oralis. These bacterial microorganisms create appropriate
conditions for adhesion of periodontal pathogens (HEUER et al., 2007).
Which create proper conditions for other periodontal. S. mitis is commonly
found in infected areas around dental implants. However, few information is
available regarding its role on PI since the etiological factors of peri-implant
disease is still controversial and requires future studies (ALBREKTSSON et
al., 2016).

The treatment of Pl includes decontamination of the area and in many cases
systemic antibiotics therapy. It is known that antibiotics may have minimal
long-term effect on preventing or treating established biofilms, as most are
designed to target metabolically active planktonic bacterial cells, while
bacterial cells embedded in an extracellular polymeric substance (EPS)
matrix are unresponsive to antibiotic agents (HALL-STOODLEY;
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COSTERTON; STOODLEY, 2004). As follows, it is extremely important to
find new and effective alternative treatments to control oral biofilm.

Essential oils (EO) are substances produced by different species of aromatic
plants. They can be harvested by different means such as expression,
fermentation, enfleurage, extraction and distillation is the most used for
commercial production (BAKKALI et al., 2008; SIANI et al., 1999). The EO
composition varies depending on the growth conditions (such as temperature,
soil composition and seasons) Taking into consideration that even two plants
of the same specie grown in different conditions will produce EOs with
changed compositions (ANGIONI et al., 2006; MASOTTI et al., 2003)

The aim of this study was to test the antibacterial and antibiofilm properties
of one EO derived from the plant extracts of Cola nitida and Spilanthol
extracted isolated from the plant Acmella ciliata against in vitro
Streptoccocus mitis biofilm on titanium surfaces. The hypothesis is that the
tested EO will have antibacterial and antibiofilm effect on S. mitis biofilm.

Methods
2.1 Bacterial strains and Growth conditions

Streptococcus mitis NCIBM 13370 (Kwikstik, Microbiologics, France) were
grown for 48 h at 37°C in liquid medium with 200 ml de Brain Heart
Infusion (BHI, Bacto Difco, USA). S. mitis cells were then harvested by
centrifugation at 5000 rpm, 4°C, and 8000 g for 10 min and washed twice
with Phosphate buffered solution (PBS, Bacto Difco, USA). The optical
density (OD) of the suspension containing S. mitis was then measured in
microplate reader mod: (Stat Fax 3200, Palm City, FL, USA). The broth
cultures were adjusted to an OD at 0.5 McFarland, corresponding to
approximately 1.3 x 10® CFU/mL for S. mitis ATCC 6249 and 1.2 x 108
CFU/mL. Such cell suspension was used as an inoculum for microbiological
assays, as seen in Figure 1.

Figure 1. Cellular pellet obtained through centrifugation at 5000 rpm, 4°C,
and 8000 g for 10 min
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2.2 Preparation of the metallic surfaces

Commercially pure titanium (cp Ti) grade IV dics with dimensions of 6 x 1.5
mm were obtained from a bar using a precision cutting machine (Isomet 1000
Buehler®, USA). Samples were wet ground in an automatic polishing under
water lubrication with SiC paper to 1200 mesh. After the polishing
procedure, the samples were cleaned with isopropyl alcohol for 10 min and
rinsed in distilled water in an ultrasonic bath for 5 min. Cylinders were kept
in a dehumidifying chamber for 24 h before sterilization at 121 °C in
autoclave for 15 min.

2.3 Phytochemical compound extraction

Acmella ciliatta plant (RB 612273) was obtained from the Associagdo de
Funcionarios Fiscais at the Federal University of Santa Catarina (-
27°26°28.4) (Florianopolis/SC, Brazil) and cultivated in the herbarium at the
Jardim Boténico Research Institute (Rio de Janeiro/RJ, Brazil). The aerial
parts of the plant were shaved and extracted with 8 L of ethanol at room
temperature during 7 days. This procedure was repeated twice. After the
extraction, the ethanolic extract was then filtered and dried with a rotator
evaporator under reduced pressure at 40°C resulting in a production of 81.8

g.

For the extraction of Cola nitida’s essential oil, 50 g of the purified resin was
subjected to a technique of hidrodestilation using a Clevenger apparatus and
150 mL of purified water were used as a solvent. After 5 min the boiling
point (100 °C) was reached and the extraction was accomplished over a
period of 3 h. The oil was carefully collected (10 ml in 50 g) and stored at 3-
5 °C in a glass container, closed and protected from light. After the
extraction, a solution was prepared with 25 pL of the volatile fraction and 1
ml of Diethyl ether PA. 2 uL were injected in a gas chromatograph coupled
with a mass Perkin-Elmer spectrophotometer (30 m in height and diameter of
250 um in diameter) at Iml/min of Helium drag gas. The thermal treatment
followed the following sequence: heating at 60°C for 5 min, followed by a
heating rate at 5°C/min to reach 200 °C, and then maintaining a plateau for
10 min.

2.4 Determination of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

Streptococcus mitis cells were grown for 48 h at 37°C in 30 mL BHI (Bacto
Difco, USA). The phytotherapeutic compounds were diluted in 3.5%
Dymethil Sufoxide (DMSO) in gradated contents as from 5000 pg/mL down
to, 0.0001pg/mL as illustrated in Figure 2. Culture medium without
compounds and free of microorganisms were used in the tests as control
groups. Cultures were grown at 37°C for 24h and then OD was measured to
determine the MIC.
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Figure 2. 96-well plate distribution for MIC assay, different shades of blue
shows different concentrations (5000 to 0.0001 pg/mL) tested of Spilanthol,
green for different concentrations (5000 to 0.0001 pg/mL) of Cola nitida EO,
red for chlorhexidine, yellow for positive control (BHI medium with s.mitis)
and purple for negative control (BHI liquid medium).

2.5 Antibiofilm density test

15 Cp Ti grade IV discs were placed in 24 well plates. In new 24 well plates,
15 Cp Ti samples were washed with distilled water twice to remove the
planktonic biofilm and then 1ml methanol was added into each well to
enhance adhesion of the biofilm on titanium surfaces for 10 min. After 10
min, methanol was removed and samples were dried for 10 min at room
environment. Then, 1mL of 1% crystal violet (CV) was added and biofilm
stained was for 5 min. After, CV was removed and cp Ti samples were
placed in new 24-well plates. Cp Ti samples were washed in distilled water
twice and dried at room temperature for 10 min. Acetic acid (33%) was used
to dissolve any CV from the biofilm into a suspension to determine OD at
570 nm using the spectrophotometer. OD measurements were performed in
triplicate (n=9) as illustrated in Figure 3.

C O >
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Figure 3. 20-well plate distribution for testing the effect of Essential Oils
(Cola nitida and Spilanthol from Acmella ciliata) at minimum inhibitory
concentration (87,5 pg/mL) on stablished biofilms of Streptococcus mitis.
Single specie biofilms were cultivated in Brain Heart Infusion liquid medium
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on top of titanium discs medium for 24 h in 96-well plate and treated with
EOs.

2.7 Morphological aspects of the surfaces

15 Cp Ti discs covered with biofilms were washed twice in PBS and fixed in
2% glutaraldehyde for 5 min. Then, the cp Ti samples were washed three
times in PBS and dehydrated through a series of graded ethanol solutions (50,
70, 80, 90, and 100%). Samples were sputter-coated with gold, and analyzed
by Scanning Electrical Microscopy (SEM) observation (S360 Leica
Cambridge) at 15 kV.

2.8 Statistical analysis

Results were analyzed through qualitative and quantitative methods, data was
statistically analyzed using Student’s t-test (Microsoft Excel, USA)
considering p<0.05 statistically significant.

Results and Discussion

Streptococcus mitis MIC values for Spilanthol and Cola nitida testing
concentrations from 5000 to 0.0001 pg/mL, are shown in Figures 5 and 6,
87.5 pg/mL concentration was considered as MIC for both tested substances.
SEM micrographies (Figure 8) shows the presence of bacteria in both
samples after biofilm test. For antibiofilm activity, Cola nitida and spilanthol
inhibition percentage was lower compared to positive control chlorhexidine,
that inhibited 50% of biofilm growth under the same conditions (p<0.05).
Spilanthol and Cola nitida antibacterial and antibiofilms results were not
statistically significant as shown in Table 1 and Figure 6. (p<0.05). In
contrast, chlorhexidine used as the control group inhibited growth of
planktonic bacteria in 49.27% and was statistically significant as shown in
Table 1 and Figure 7. The hypothesis of the present study was not supported
by the result. The objective of this study was to test the antibiofilm effect of
spilanthol and Cola nitida, and brought the following results:

Many studies describe EOs antibacterial activity. (BUDZYNSKA et al.,
2011) have shown lavander oil, tea tree and lemon balm effective inhibition
of planktonic growth of S. aureus and E. coli. Additionally, Bowellia sp EO
has also been reported to have antibacterial activity against S. aureus and
C.albicans (SCHILLACI et al., 2008). Moreover, EOs from lemongrass
(Cymbopogon flexuosus) and grapefruit (Citrus paradisi) have showed
antibiofilm activity against S. aureus (ADUKWU; ALLEN; PHILLIPS,
2012). Few studies have reported spilanthol and Cola nitida’s antibacterial
and antibiofilm activity in the oral cavity. (Mejia et al. 2012) reported that
sphilantol, which is the main active compound isolated from Acmella ciliata,
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had an antimicrobial activity against Staphylococcus aureus and
Staphylococcus epidermidis (MIC values of 25 and 15 mg/mL respectively.
Also 7-epiclusianone isolated from Rheddia brasilensis EO showed strong
antibiofilm activity against Streptococcus mutans (MIC values of 6.25 to 800
mg/ml)(MURATA et al., 2010b). Ajoene a compound derived from garlic
(Allium sativum) EO showed to interfere on quorum sensing of P. aureginosa
exposed mice(JAKOBSEN et al., 2012). Apigenin and tt-farnesol propolis
derived compounds also present in plants EOs showed antibiofilm activity
against S.mutans(KOO et al., 2003, 2005). Nevertheless, the present study
that spilanthol had a low antibiofilm and antibacterial effect on S. mitis
growth. As follows, the results of this study cannot be compared to previous
since different bacteria were tested and being a limitation of this study since
there is no parameter for comparison. Another study reported an efficient
antibacterial activity of Cola nitida EO against 28 strains of Staphylococcus
with  MIC  wvalues of 0.312mg/mL to  5.000mg/mL(DAH-
NOUVLESSOUNON et al., 2015).. Cola nitida EO synthetized with silver
nano-particles showed antibacterial activity against E. coli and P. aeruginosa
with MIC values of 50pg/mL and 120pg/mL respectively (LATEEF et al.,
2015). However, there are no previous studies for S. mitis which is also a
limitation for comparison of the results of this study.

Spilanthol has been described as an nonsteroidal anti-inflammatory drug
(NSAID) by inhibition of the cyclo-oxygenase-2 enzyme (COX-2) (WU et
al., 2008), COX-2 inhibitor ketorolac showed to improve bone fractures
healing (GERSTENFELD et al., 2003). NSAIDs could decrease the host's
immune-inflammatory responses that play in the destruction of the
periodontal attachment structures (HOWELL; WILLIAMS, 1993), More
studies should be conducted in order to determine if spilanthol may have this
beneficial effects on bone healing.

Clorhexidine (CHX) showed antibiofilm and antibacterial activity against S.
mitis biofilm, it was chosen as a control because it has been considered as the
antibacterial gold standard (VAN STRYDONCK et al., 2012), previous
studies show that chlorhexidine displays good substantivity and has a broad
spectrum against Gram-positive and Gram-negative bacteria, and yeasts.
CHX can reduce biofilm, caries and gingivitis(MARSH, 2010). However,
side effects can occur over a long-term use including: discoloration of teeth
and tongue, loss of taste and burning sensations (MILES; MISRA, 1931).

Crystal violet (CV) assay used in the present study has limitations when
being tested with EOs. According to (NIU; GILBERT, 2004) many factors
could affect results such as: Structural characteristics that disturb dye
diffusion, morphological and physiological differences in individual cells that
influence dye loading and chemical interactions between plant EO
components and CV. Other techniques such PCR analysis may be more
specific and effective to identify biofilm inhibition (WANG et al., 2016). For
this reason, future studies could be done against oral biofilm collected from
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patients with Pl in order to mimic a more realistic situation. Additionally, this
study presents all the limitations of in vitro studies related to the difficulty to
simulate or include all of the biologic variables found within the human
body(WANG et al., 2016).

Furthermore, the characterization for essential oils is complex due to its
nature. Since the composition of the same EO plant species can vary
according to the growth and environmental conditions such as geographical
location, type of soil, part of plant, climate and others. (ANGIONI et al.,
2006; BENABDELKADER et al., 2011; MASOTTI et al., 2003). Certainly,
human made antibacterial compounds are easier to characterize and
standardize; Nevertheless, nature is more challenging but also more
beneficial due to its innumerable beneficial effects in the human body. For
this reason, further studies are recommended to develop characterization
techniques in order to identify exactly which active compounds are present to
have the desired antibacterial and antibiofilm effects.

Conclusion

Cola nitida EO had no antibiofilm or antibacterial activity and Spilanthol
exhibited low antibacterial and antibiofilm activity against S. mitis. More
studies should be conducted to test these substances against other bacteria.
Studies related to testing new compounds should be encouraged in the quest
of finding new substances of interest.
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Figure 4. Spilanthol from Acmella ciliata Minimum inhibitory concentration
(MIC), concentrations tested ranging from 5000 to 0,0001 pg/mL. (a)Percentage
of inhibition for Planktonic growth (b)for biofilm growth. Streptococcus mitis
was grown in Brain heart infusion liquid medium overnight in 96-well plate and
treated with different concentrations of EOs.
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tested ranging from 5000 to 0,0001 pg/mL. (a) Percentage of inhibition for
Planktonic growth (b)for biofilm growth. Streptococcus mitis was grown in
Brain heart infusion liquid medium overnight in 96-well plate and treated with
different concentrations of EOs.
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Figure 6. (a) Effect of Essential Oils (Cola nitida and Spilanthol from Acmella
ciliata) at minimum inhibitory concentration (87,5 pg/mL) on stablished
biofilms of Streptococcus mitis. Single specie biofilms were cultivated in Brain
Heart Infusion liquid medium on top of titanium discs medium for 24 h in 96-
well plate and treated with EOs. The values of absorbance are mean SEM of
three independent assays. The data were statistically analyzed by the Student’s

t-test (*p<0,05). (b) Inhibition percentage compared to positive control.
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Figure 7 . (a)Effect of Essential Oils (Cola nitida and Spilanthol from Acmella
ciliata) at minimum inhibitory concentration (87,5 pg/mL) on planktonic
Streptococcus mitis. Planktonic bacteria were cultivated in Brain Heart Infusion
liquid medium for 24 h in 96-well plate and treated with EOs. The values of
absorbance are mean SEM of three independent assays. The data were
statistically analyzed by the Student’s t-test (*p<0,05) (b). Inhibition percentage

compared to positive control.
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Figure 8. SEM images of titanium disc surfaces after being exposed to tested

substances. Right Spilanthol (2000x), left Cola nitida EO(2000x)

P values (p<0.05) Antibiofilm | Antimicrobial
assay assay

Chlorhexidine 0.009428285 | 0.003048714

Spilanthol(Acmella 0.305576565 | 0.387920409

ciliata)

Cola nitida 0.128725988 | 0.232533714

Table 1. p values of Student’s t-test
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