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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da 8-hidroxiquinolina (HQ) contra alguns
patégenos envolvidos na cérie dentaria e estomatite, como o Streptococcus mutans (SM),
Lacobacillus casei (LC) e Candida albicans (CA). Aliquotas de suspensdes padronizadas de
cada microrganismo foram uniformemente colocadas em placas de 4gar de sangue (SM e CA)
e Rogosa (LC). Discos de papel filtro estéril com didmetro padronizado foram impregnados com
solugéo alcodlica de HQ em diferentes concentracdes (de 40 mg/mL a 0,019 mg/mL) e
transferidos para placas de agar. A clorexidina 0,12% (CHX), etanol e agua esterilizada foram
utilizados como controles. As placas foram incubadas a 37°C por 24h (CA) ou 48h em
condi¢gdes microaerdfilas (SM e LC). O didmetro dos halos de inibicdo foi medido com um
paquimetro digital e calculou-se a razdo entre este didmetro sobre o diametro do papel filtro.
Os resultados foram analisados estatisticamente e observou-se que, para SM, o efeito
antimicrobiano de HQ em concentracdes de 40 a 5 mg/mL foi estatisticamente superior a CHX.
Este efeito foi mais baixo em concentracdes inferiores a 0,31 mg/mL. Para LC, a HQ em
concentracdes de 40 a 1,25 mg / mL mostrou efeito semelhante a CHX. Para CA, apenas a HQ
na concentracdo de 40 mg/mL apresentou melhor efeito em comparagdo com a CHX. Pode-se
concluir que a HQ tem efeito antimicrobiano contra os agentes patogénicos da cavidade oral,
principalmente contra a SM e CA, sendo um composto antimicrobiano promissor na
odontologia. Palavras-chave: 8-hidroxiquinolina. Atividade antimicrobiana. Carie dentaria.

EVALUATION OF THE ANTIMICROBIAL EFFECT OF 8-HYDROXYQUINOLINE AGAINST
ORAL CAVITY PATHOGENS - IN VITRO STUDY

ABSTRACT
This study aimed to evaluate the effect of 8-hydroxiquinoline (HQ) against some pathogens
involved in dental caries and stomatitis, such as Streptococcus mutans (SM), Lacobacillus casei
(LC) and Candida albicans (CA). Aliquots of standardized suspensions of each microorganism
were evenly plated onto blood agar plates (SM and CA) and rogosa agar (LC). Sterile filter
paper discs with standardized diameter were impregnated with alcoholic solution of HQ in
different concentration (from 40 mg/mL to 0,019 mg/mL) and transferred to agar plates.
Chlorhexidine 0.12% (CHX), ethanol and sterile water were used as controls. Plates were
incubated at 37°C for 24h (CA) or 48h under microaerophilic conditions (SM and LC). The
diameter of inhibition halos were measured with a digital caliper and it was calculated a ratio
between that measurement of the halos and the diameter of the filter papers. Results were
statistically analyzed. It was observed that for SM, the antimicrobial effect of HQ in
concentrations from 40 to 5 mg/mL was statistically higher than CHX, but this effect was lower
in concentrations lower than 0.31 mg/mL. For LC, HQ in concentrations from 40 to 1.25 mg/mL
showed antimicrobial effect similar to CHX. For CA, only HQ in concentration of 40 mg/mL
showed better antimicrobial effect compared to CHX. It can be concluded that HQ presents
antimicrobial effect against oral cavity pathogens, mainly against SM and CA, being a promise
antimicrobial compound for use in dentistry. Keywords: 8-hiroxyquinoline. Dental Caries.

Microbiology.
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INTRODUCAO

A 8-hidroxiquinolina (HQ) é uma quinolina derivada da planta Sebastiana
comiculata, a qual é utilizada amplamente como reagente quelante de metais. No
organismo humano, os ions metdlicos desempenham um papel fundamental nos
processos biolégicos, visto que a perda da homeostase, inclusive quando causada por
sobrecarga ou deficiéncia de metal, pode acarretar diversas doencas (1). Além dessa
propriedade, também h& estudos que demonstram a atividade antimicrobiana exercida
por essa substancia (2,1,3,4).

O efeito antimicrobiano da HQ tem sido consideravelmente descrito na literatura
(5,6). Uma avaliacdo do efeito antimicrobiano da HQ e de seus derivados frente as
bactérias da flora intestinal, tais como Bifidobacterium longum, Clostridium difficile,
Clostridium perfringens, Escherichia coli, Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus
casei demonstrou que a HQ apresentou efeito contra esses microrganismos pelo teste
de difusdo em agar, no qual foi observada forte inibicdo para E. coli e C. dificile na
concentracdo de 0,5mg/disco, e para C. perfrigens na concentragdo de 0,1mg/disco
(2). Ainda em relacdo ao efeito antimicrobiano da HQ, resultados demonstraram que
uma solucdo aquosa obtida a partir desse composto huma concentracdo de 0,5 %
inibiu o crescimento de cepas de Staphylococcus aureus meticilina-resistentes a uma
concentracdo de 12,5 pg/mL. O estudo demonstrou que essa solucdo aquosa cliva a
parede celular desses microrganismos acarretando em lise celular e que é capaz de
eliminar 99,9% de todas as células bacterianas avaliadas num periodo de 6 horas,
dado semelhante ao observado para o antibiético gentamicina (7). Assim, tem sido
sugerida a utilizacdo tépica desse composto (0 qual ndo causa resisténcia bacteriana
comparada ao uso rotineiro de antibidticos) para limpeza das maos na tentativa de se
evitar a transmissao deste patdgeno (7).

Na cavidade bucal, existem centenas de espécies de microrganismos que, em
associacao, formam o biofilme, resultando em um ecossistema amplamente rico e
diverso para o desenvolvimento de bactérias e fungos. Dentre esses microrganismos,
estdo os principais agentes etiolégicos desencadeantes da céarie e de estomatites (8).
A carie dentaria € a doenc¢a bucal mais comum em todo o mundo afetando, ja na
denticdo decidua, certa de 32% dos individuos pré-escolares e na permanente 28,5%
(9). Trata-se de uma doenga infecciosa cronica causada por acidos provenientes da
fermentacéo, por bactérias do biofilme dental, dos carboidratos da dieta que, com o
tempo, causam a desmineralizagcdo dos tecidos duros dos dentes (10). Entre os

principais microrganismos envolvidos nesta doenga encontram-se 0s Streptococcus
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mutans e Lactobacillus sp., uma vez que sdo capazes de tolerar ambientes de baixo
pH decorrentes da fermentacdo dos carboidratos da dieta, o que confere uma
vantagem ecoldgica em relacdo a outras bactérias do biofilme dental (11,12).

Atualmente, ha evidéncias crescentes de que C. albicans participa ativamente
em biofilmes cariogénicos por meio da interagdo sinérgica com o S. mutans (13,14).
Sugere-se que a maior producdo de matriz extracelular, facilitada pela &area da
superficie vinculada a rede de hifas, suporta o crescimento do biofilme misto na
superficie dentaria.

Em relacdo as estomatites, a candidiase é a infeccdo fungica oral mais
prevalente, sendo presente em aproximadamente 20% dos usuarios de protese a
partir dos 50 anos. A Candida albicans, é responséavel pela colonizacdo das préteses e
o principal microrganismo envolvido na candidiase oral (12,15,16,17). Inadequada
higiene oral, imunossupresséo, radioterapira de cabeca e pescoco e uso de proteses
totais mal higienizadas estdo dentre os principais fatores predisponentes para o
desenvolvimento dessa doenca. Com o aumento da idade, ha uma piora na
motricidade tendo-se assim um decréscimo na qualidade da higiene oral dos idosos
ocasionando uma maior ocorréncia de doencgas oportunistas, como a candidiase (18).

Em vista do exposto, sabe-se que o controle mecanico € a melhor forma de
prevenir e controlar o biofilme dental, mas nem todos os individuos conseguem
realizd-lo de maneira adequada. Além disso, seria desejavel que um agente
antimicrobiano pudesse ser usado na desinfeccao de proéteses totais. Dessa maneira,
a utilizacdo de substancias antimicrobianas pode ser apontada como recurso adjunto
ao controle mecanico do biofilme e tem sido motivo de diversos estudos devido a sua
facilidade de aplicacéo e abrangéncia nos sitios da cavidade bucal (19).

Dentre as solugbes comerciais presentes no mercado, como coadjuvante para
o controle quimico do biofilme dental utilizado atualmente, a clorexidina é considerada
o padrdo ouro (20). Esse antisséptico apresenta agdo antimicrobiana frente a uma
ampla variedade de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas sendo, também,
eficaz contra alguns fungos e virus. Nado ha relatos na literatura de resisténcia
antimicrobiana em longo prazo para esse antimicrobiano (20,21). Entretanto, diversos
estudos demonstram efeitos colaterais locais como manchas acastanhadas nos
dentes, restaura¢gfes e dorso de lingua, além de alteragdo do paladar, erosdo da
mucosa oral (em concentracdes mais elevadas), tumefacdo da parétida (ocorréncia
rara) e estimulo da formacéo de calculo supragengival em decorréncia da precipitagéo

das proteinas salivares na superficie dentaria o que proporciona um aumento na
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espessura da pelicula adquirida e/ou a precipitacdo de sais na camada da pelicula
(21,22). Em relacdo a desinfeccdo de proteses, o composto utilizado em solugdes de
imersdo é o hipoclorito de sodio a 0,5% considerado padréo ouro (23). Entretanto,
essa solugdo, além de causar deteriorizacdo da protese, pode ocasionar danos aos
tecidos da cavidade bucal. Desta forma, tem-se buscado métodos alternativos de
desinfec¢@o que sejam menos nocivos a protese e aos tecidos bucais (24,25).

Devido aos efeitos adversos ocasionados pelos agentes antimicrobianos
considerados padrdo ouro, h&d necessidade da busca de métodos alternativos de
controle quimico que sejam mais eficazes e seguros, sem efeitos deletérios relevantes
para o paciente. Com a caréncia de compostos ideais, 0 presente estudo buscou
avaliar o efeito antimicrobiano da HQ sobre alguns patégenos da cavidade bucal
envolvidos com carie dental ou candidiase, como 0s microrganismos Streptococcus
mutans (SM), Lactobacillus casei (LC) e Candida albicans (CA), a fim de investigar

novos compostos a serem utilizados na area odontolégica.

MATERIAL E METODOS

Cultivo dos microrganismos

A atividade antimicrobiana foi avaliada frente as seguintes cepas padrao:
Streptococcus mutans (UA 159) (SM), Lactobacillus casei (ATCC 4646) (LC) e
Candida albicans (ATCC 90028) (CA). As cepas foram reativadas a partir de estoques
congelados em Brain Heart Infusion (BHI) (Becton Dickinson and Company, Sparks,
MD) suplementado com 5% de sangue de carneiro desfibrilado (para SM e CA) ou
agar Rogosa (HIMEDIA) (para LC) e as placas foram incubadas a 37°C por 48 horas.
Unidades formadoras de colonias (UFC) foram transferidas das placas de agar para
tubos contendo BHI suplementado com 1% de sacarose para o crescimento de SM e
LC e BHI suplementado com 1% de glicose para o crescimento de CA. Os tubos foram
incubados a 37°C por 24 horas. Decorrido esse periodo, os mesmos foram
centrifugados a 3042 rpm, por 10 minutos. Foi, entdo, realizado o descarte do
sobrenadante e ao precipitado foram adicionados 5 mL de solugdo salina para a
obtencdo do in6culo [turbidez 0.5 da escala de MacFarland (PROBAC do Brasil,
nefelobac Lote:NEFE050510) — aproximadamente 1x10° UFC/mL].

Preparo das solucées de 8-hidroxiquinolina

Uma solucdo de 40 mg/mL de 8-hidroxiquinolina (Sigma-Aldrich lote.

#BCBN2733V) em etanol absoluto foi preparada sob constante agitacao. Esta solucéo
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foi seriadamente diluida em etanol absoluto para obtencdo de solugcdes com
concentracbes de 20 mg/mL, 10 mg/mL, 5 mg/mL, 2,5 mg/mL, 1,25 mg/mL, 0,625
mg/mL, 0,3125 mg/mL, 0,156 mg/mL, 0,078 mg/mL, 0,039 mg/mL e 0,019 mg/mL.
Essas solucdes foram acondicionadas em microtubos esterilizados e imediatamente

utilizadas no ensaio descrito abaixo.

Ensaio de disco-difusdo em agar

Apb6s ajuste da densidade Optica das suspensdes microbianas, cerca de 100 uL
de cada suspensédo microbiana foi semeada em placas de Petri contendo agar sangue
para SM e CA e agar Rogosa para LC. Papéis filtro estéreis (8 mm de didametro cada)
foram impregnados com solugédo de quinosol nas concentragdes descritas acima e
transferidos para as placas de agar, sendo 3 discos de papel filtro utilizados para cada
concentragdo analisada. Como controles foram utilizados Periogard® 0,12%
(Colgate® lote. 09 2014AK), etanol (Casa da Quimica, &lcool etilico 95% PA-
ACS93INPM CAQ, lote 09030445, cod. 311619) e 4gua destilada esterilizada. As
placas foram incubadas a 37°C por 48 horas para SM e LC e 24 horas para CA. Os
halos de inibicdo foram medidos em milimetros com auxilio de um paquimetro digital
(Digimess, Shinko Precision Ganging LTD.). As medidas foram determinadas a partir
de dois pontos opostos localizados nos limites mais externos do halo de inibicdo
formado ao redor de cada disco, incluindo-se a medida do disco. Entédo, foi calculada

uma razao entre o diametro do halo de inibicdo e o diametro do papel-filtro.

Andlise estatistica

Os resultados da razéo entre o halo de inibicdo e o didmetro dos discos de papel
filtro foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) de duas vias seguido do teste
de Holm-Sidak para comparacdo entre diferentes tratamentos dentro do mesmo
microrganismo e para comparagdo do mesmo tratamento entre microrganismos
diferentes. O nivel de significancia foi de 5% e a analise foi realizada no software
SigmaPlot 12.0. Os resultados foram apresentados como média e desvio padréo para

cada condicéao avaliada.

RESULTADOS
Em relacdo ao SM, o efeito antimicrobiano da HQ nas concentrages de 40 a 5
mg/mL foi estatisticamente maior que o da CHX. Entretanto, em concentracdes

inferiores a 0,31 mg/mL, a HQ apresentou efeito antimicrobiano inferior ao da CHX.
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Para LC, HQ nas concentracdes de 40 a 1,25 mg/mL apresentou efeito antimicrobiano
semelhante & CHX, sendo que em concentracbes menores que 1,25 mg/mL, a HQ
apresentou menor efeito quando comparada a CHX. Para CA, a HQ apresentou
melhor efeito em relacdo a CHX apenas na concentracdo de 40 mg/mL, ndo havendo
diferenca em relagdo as demais concentragbes (Figura 1). Nenhum efeito
antimicrobiano foi observado apods exposicdo aos discos de filtro contendo agua
destilada ou etanol (dados ndo mostrados).
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Figura 1. Razéo entre o halo de inibicdo e o diametro do papel filtro (média + dp) em
relacé@o os diferentes tratamentos e microrganismos.

Linhas verticais representam o desvio-padrao.
Barras verticais seguidas por letras mailsculas diferentes diferem estatisticamente entre si na comparagdo entre o0s
microrganismos para cada concentragdo analisada enquanto que barras verticais seguidas por letras mindsculas
diferentes diferem estatisticamente entre si na comparagéo com o grupo CHX dentro de cada microrganismos pela
ANOVA de duas vias seguida do teste de Holm-Sidak (p<0,05)

DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo sugerem que o SM apresenta uma maior
sensibilidade ao composto HQ quando comparado ao LC e CA, apresentando uma
maior tendéncia de inibicdo quanto maior for a concentragdo da HQ (até 40mg/mL)
(Figura 1). Em 2012, foi demonstrado que a HQ (1mg/mL) apresentou atividade
semelhante a da CHX(0,12%) frente ao SM (6). Sabe-se que pacientes com atividade
de carie dentaria apresentam uma maior contagem microbiolégica de S. mutans.
Sendo assim, o uso da HQ contra o SM poderia resultar em um beneficio ao paciente
que ndo consegue controlar biofilme dental satisfatoriamente. Em contrapartida, o LC

mostrou um comportamento variavel, ndo seguindo uma uma proporcionalidade na
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relacdo concentracdo x efeito antimicrobiano. N&o ha relatos na literatura que
demonstrem a razdo pela qual SM é mais sensivel & HQ quando comparado ao LC,
necessitando ser melhor investigada futuramente. A atividade antimicrobiana da HQ
frente CA faz com que essa substancia possa ser utilizada por pacientes usurarios de
protese a fim de possibilitar a desinfecgdo das mesmas. O enxaguatorio Malvatricin®,
0 qual € composto por tirotricina a 0,3 mg/mL e HQ a 10 mg/mL, apresentou acao
bacteriostética, principalmente frente a bactérias Gram-positivas (26,27)._Entretanto,
observou-se que o unico composto da formulagdo desse enxaguatério que apresenta
efeito antimicrobiano é a HQ (6). Os resultados do presente estudo sugerem que a
HQ, em concentragcbes maiores ou iguais a 5 mg/mL, exercem um efeito
antimicrobiano em relacdo ao SM superior ao da CHX (Figura 1). Os resultados
obtidos no presente estudo representam um primeiro screening do efeito
antimicrobiano da HQ, a qual apresenta potencial para estudo e uso clinico no futuro.
Sao necessarias novas investigagbes para verificar o mecanismo de acdo, a
citotoxicidade e a cinética do efeito antimicrobiano da HQ com o intuito de estabelecer

melhores parametros para serem utilizados em estudos in vivo.

CONCLUSAO
Os resultados do presente estudo sugerem que a HQ apresenta efeito
antimicrobiano contra microrganismos da cavidade oral, especialmente para SM e CA,

apresentando por isso potencial para ser utilizada na area odontolégica.
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