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RESUMO

Estudos mostram que mais consumidores estdo usando produtos naturais para a saude no
mundo moderno. Observamos que enxaguatorios bucais contendo compostos naturais
mostraram um crescimento na demanda nos mercados e na comunidade profissional. O
Objetivo deste estudo foi realizar a caracterizagdo quimica e o potencial microbiolégico do
6leo essencial de Piper arboreum (EOPa), fornecendo dados que possibilite o
desenvolvimento de uma formulacdo de enxaguatério bucal de baixo custo voltada para
comunidades vulneraveis. A avaliacdo da atividade antibacteriana e moduladora da resisténcia
bacteriana foi realizada pelo método de microdiluicdo para determinar a concentracao
inibitéria minima (MIC). Os componentes quimicos foram caracterizados por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa, identificou 20 constituintes quimicos, sendo
Caryophyllene oxide, Myristicin, Spathulenol, E-Caryophyllene e Humulene Epoxide Il os
compostos majoritario. O EOPa apresentou concentracdo inibitéria minima CIM > 1024
pg/mL para todas as linhagens bacterianas utilizadas nos testes. Quando avaliada a atividade
moduladora do EOPa combinado com clorexidina, enxaguante bucal e os antibiotico
(ampicilina, gentamicina e penicilina G) frente a resisténcia bacteriana, o 6leo demonstrou
atividade sinergica significativa, reduzindo a CIM dos produtos testados em combinacdo,
percentualmente entre 37% a 87,5%. Portanto, recomendamos ampliagdo dos testes com
maior variacdo de combinacdes de concentragdo do EOPa e os produtos utilizados neste
estudo, bem como avaliagédo de toxicidade e ensaios in vivo, buscando o desenvolvimento de
uma possivel formulacdo de enxaguatorio bucal de baixo custo e acessivel a populacdo mais
vulneravel.

PALAVRAS-CHAVES: atividade antibacteriana. infeccdo bacteriana. modulagdo da
resisténcia. saude bucal. higiene oral.



ABSTRACT

Studies show that more consumers are using natural health products in the modern world. We
have noticed that mouthwashes contain natural compounds a growing demand in markets and
the professional community. The objective of this study was to carry out the chemical
characterization and microbiological potential of essential oil Piper arboreum (EOPa),
providing data that enable the development of a low-cost mouthwash aimed at vulnerable
communities. The evaluation of antibacterial and bacterial resistance modulating activity was
performed by the microdilution method to determine the minimum inhibitory concentration
(MIC). The chemical components were characterized by gas chromatography coupled with
mass spectrometry, identified 20 chemical constituents, being Caryophyllene Oxide,
Muyristicin, Spathulenol, E-Caryophyllene and Humulene Epoxide Il the major compounds.
The EOPa minimum inhibitory concentration MIC > 1024 pg/mL for all bacterial strains used
in the tests. When evaluating the modulating activity of EOPa combined with chlorhexidine,
mouthwash and antibiotics (ampicillin, gentamicin and penicillin G) against bacterial
resistance, the oil limited synergistic activity, between the MIC of the products tested in
combination, percentage 37% to 87.5%. Therefore, we recommend expanding the tests with
greater variation in the concentration of EOPa concentration and the products used in this
study, as well as toxicity assessment and in vivo tests, seeking the development of a possible
low-cost mouthwash base that is accessible to the most population vulnerable.

Keyword: antibacterial activity. bacterial infection. resistance modulation. oral health. oral

hygiene.
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1. INTRODUCAO

Diversos estudos cientificos descrevem algumas atividades bioldgicas de vegetais,
como acdo antidiabética (AKPAN et al., 2014), antioxidante (OJO et al., 2014), ansiolitica
(VENUPRASAD et al., 2014), sedativa (TANKAM; ITO, 2014), anti-inflamatéria (OKOYE
et al., 2014), hepatoprotetora (AWOGBIDIN et al., 2014), antitumoral (LIN et al., 2014),
gastroprotetora (GEGE-ADEBAYO et al., 2013), e hipolipidémica (EKOH et al., 2014). As
atividades antibacteriana e moduladora da resisténcia a antibiéticos utilizando produtos
naturais de origem vegetal estdo descritas em estudos utilizando diversas partes das plantas:
Extrato das folhas (MATIAS et al., 2010a), 6leo das folhas (MATASYOH et al., 2007),
extrato das folhas e caule (BANKOLE et al., 2012), 6leo das partes aéreas (KPOVIESSI et
al., 2012) e 6leo das folhas, caule e raizes (ADESEGUN et al., 2013).

Os o6leos essenciais sdo misturas complexas extraidas das plantas que possuem
diversas propriedades bioldgicas relacionadas a sua sobrevivéncia e a defesa (SIANI et al.,
2000), entretanto, a constituicdo quimica desses produtos varia de acordo com o genétipo da
planta, origem geografica, condicdes ambientais, estacdo no ano, método de extracdo e sua
conservacao (SUHR e NIELSEN, 2003).

A familia Piperaceae compreende 1100 espécies vegetais distribuidas em 12 géneros,
sendo o género Piper com destacada relevancia etnobotanica e etnofarmacoldgica, e
amplamente distribuido em regides subtropicais e conhecida por suas ervas aromaticas.
Conhecida popularmente como “pau-de-angola”, “jaborandi”, “pimenta malagueta”, a especie
Piper arboreum estd relacionada com diversas atividades bioldgicas como antifingica,

tripanocida, antibacteriana e antioxidante (DA SILVA et al., 2020).

Staphylococcus aureus, € uma bactéria Gram-positiva, constituinte da microbiota
natural da pele e mucosa nasal, considerado um patdgeno oportunista, esta frequentemente
associado a infecgdes adquiridas na comunidade e no ambiente hospitalar. (LOWY et al.,
1998; NAIMI et al., 2003; WEINSTEIN e FRIDKIN, 2001; WANG et al.,, 2017).
Streptococcus mutans, um dos diversos fatores etioldgicos da carie dentaria, é capaz de
colonizar a cavidade oral e também de formar biofilme bacteriano. Propriedades adicionais
que permitem ao S. mutans colonizar a cavidade oral incluem a capacidade de sobreviver em
um ambiente acido e a interagdo especifica com outros microrganismos que colonizam este
ecossistema (WEN et al., 2010; KRZYSCIAK et al.,, 2014; MATSUMOTO-NAKANO,
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2018; LEMOS et al., 2019).

A ruptura mecanica do biofilme com a escovacéo e a escovacéo interdental é o melhor
método de prevencdo atualmente para prevenir e reduzir a inflamagdo gengival. Esta acéo
mecanica é insuficiente sem o uso de produtos quimicos como dentifricios (ZAZE et al.,
2016; DE MENEZES et al., 2020).

Agentes quimicos, como triclosan, lauril sulfato de sodio (SLS) e propilparabeno, e
alérgenos como metilisotiazolinona e metilcloroisotiazolinona, bem como clorexidina, tém
sido adicionados aos dentifricios para reforcar sua acdo antibacteriana. Esses produtos podem
representar um risco para a salde humana. Algumas dessas substancias apresentam efeitos
colaterais indesejaveis, como alteracdo do paladar e manchas nos dentes, e persistem davidas
guanto aos impactos prejudiciais na funcdo enddcrina, notadamente, na fertilidade. Alguns
fabricantes se afastaram do SLS, clorexidina e triclosan e introduziram outros surfactantes
menos irritantes, como éteres de polietilenoglicol ndo i6nicos de &cido estearico
(HERVELLA-GARCES et al., 2016; HORTENSE et al., 2017; WAND et al., 2017;
FIORILLO, 2019; LI et al., 2019).

Os agentes antimicrobianos presentes nos dentifricios ndo conseguem penetrar
efetivamente em areas de dificil acesso na cavidade oral, resultando no acimulo de bactérias
que habitam o biofilme nos espacos interdentais (HALDEN et al., 2017; JACOB e
NIVEDHITHA, 2018). Nesse sentido, os enxaguatdrios bucais de uso diario sdo um
complemento a escovacao para melhorar a saude bucal (SOUZA et al., 2018; SALIASI et al.,
2018; SAFRIDA et al., 2020).

Diante dos argumentos apresentados, a pesquisa realizada teve como objetivo realizar
a caracterizacdo quimica e o potencial microbioldgico do 6leo essencial de Piper arboreum,
fornecendo dados que possibilite o desenvolvimento de uma formulacdo de enxaguatério

bucal de baixo custo voltada para comunidades vulneraveis.
2. MATERIAS E METODOS
2.1 Linhagens Bacterianas

Os microrganismos utilizados nos testes foram fornecidos pelo Laboratorio de

Microbiologia e Biologia Molecular — LMBM, da Universidade Regional do Cariri — URCA,
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sob Coordenacdo do Prof. Dr. Henrique Douglas Melo Coutinho. Foram utilizadas linhagens
padrdo de bactérias Staphylococcus aureus (ATCC25923 e resistente SA10), Escherichia coli
(ATCC25922 e resistente EC06) e Streptococcus mutans ATCC00446.

2.2 Preparo e padronizacdo de indculos bacterianos

Culturas de bactérias ficaram mantidas a 4°C em Heart Infusion Agar — HIA. Antes
dos testes, as linhagens foram repassadas para 0 meio HIA e incubadas a 35°C por 24 horas.
As linhagens bacterianas ativas foram inoculadas em Brain Heart Infusion — BHI na
concentracdo recomendada pelo fabricante, e incubadas nas mesmas condi¢Oes citadas
anteriormente. SuspensGes com crescimento bacteriano foram diluidas em BHI em
concentracio de 10% até a obtencdo de 10° céls/mL (JAVADPOUR et al., 1996).

2.3 Antibidticos e Solugdes Enxaguantes bucais

Digluconato de clorexidina, Gentamicina, ampicilina e penicilina G foram adquiridos
da Sigma Chemical Corporation, St. Louis, MO, EUA. Enxaguante bucal comercial
(composicéo: agua, glicerina, propilenglicol, sorbitol, pirofosfato de tetrapotéssio, polisorbato
20, pirofosfato tetrasodio, citrato de zinco, copolimero PVM/MA, éalcool benzilico, fluoreto
de sddio [225 ppm de fldor / 0,05%], sacarina sodica, azul acido 3 [CI 42051]), adquirido em
drogaria. Todas as substancias foram dissolvidas em &gua esterilizada antes da utilizacao.

2.4 Preparacéo do produto natural obtidos de vegetais
2.4.1 Obtencao do 6leo essencial

Folhas de Piper arboreum Aubl. (P.ar.), foram coletados na primavera do ano de 2019
na Reserva Biolégica do Bom Jesus (S25°13.644°/W48°34.985°), municipio de
Guaraquecaba, PR, Brasil. Os exemplares foram depositados no Herbario do Museu Botanico
Municipal - MBM, em Curitiba, PR, Brasil, sob 0 nimero 396412 (P.ar.). O material vegetal
foi coletado mediante autorizacdo do Sistema de Autorizagdo e Informacdes sobre
Biodiversidade - SISBIO n°® 49770-2. Além disso, as informacOes sobre a espécie foram
registradas no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimoénio Genético e Conhecimentos
Tradicionais Associados (SISGEN) sob o nimero A216E5A.

As folhas foram secas, a sombra, a temperatura ambiente e submetidas a
hidrodestilagdo em aparelho tipo Clevenger modificado (GOTTLIEB e MAGALHAES, 1960)
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no Laboratério de Quimica e Biologia da Universidade Federal do Parand, Setor Costeiro. Os
6leos foram separados dos hidrolatos com diclorometano bidestilado, seco com sulfato de
magnésio anidro, filtrado, concentrado em evaporador rotativo, transferido para um frasco de
5 mL e armazenado em geladeira. A porcentagem de extragéo de rendimento foi determinada
pela razdo entre a massa de 6leo e a massa do material vegetal utilizado (p / p).

2.4.2 Anélise quimica do 6leo essencial

A anélise em GC-FID e GC-MS da amostra do 6leo essencial de Piper arboreum
(EOPa) foram realizadas usando um Shimadzu 14B GC equipado com uma coluna capilar
(DB5 Supelco, 30 um x 0,25 um id x 0,25 um espessura de filme) e um Perkin-Elmer Clarus
680 equipado com uma coluna capilar (DB5 Perkin Elmer, 30 um x 0,25 um id x 0,25 um

espessura de filme) acoplada a um Perkin-Elmer Clarus 600T, respectivamente.

No GC-FID, foram utilizadas as seguintes condigdes analiticas: o injetor e o detector
operavam a 250 °C e 280 °C, respectivamente. Gas transportador hélio, taxa de fluxo de 1 mL
min?, injecdo de amostra de 0,4 uL no modo dividido (1:20). A temperatura do forno foi
programada de 60 °C (0 minutos) a 240 °C em gradiente de 3 °C min, sendo mantida nesta
temperatura por 2 min, dando uma analise de comprimento total de 62 min. No GC-MS,
foram utilizadas as seguintes condigdes analiticas: injecdo de amostra (1,0 uL), gas carreador
hélio, taxa de fluxo 1 mL min, modo dividido (1:20), temperatura do injetor 220 °C, fonte de
ions a 250 °C e transferéncia de linha a 240 °C. O detector seletivo de massa foi ajustado para
70 eV e faixa de massa de 40-400 amu. A temperatura do forno foi programada de 60 °C (0
minutos) a 246 °C em gradiente de 3 °C min’, dando uma analise de comprimento total de 62

min.

A identificacdo dos componentes foi feita por pesquisa em biblioteca de computador
com base no pareamento de espectros de MS (NIST 2008), comparagdo com dados da
literatura (ADAMS, 2007) e indices aritméticos experimentais (Al) (VAN DEN DOOL e
KRATZ, 1963), que foram calculados usando uma série homologa de alcanos lineares
analisados sob as mesmas condic¢des do detector de ionizagdo por chama GC (FID) descrito
anteriormente. A quantificacdo de componentes foi baseada em suas areas de picos de GC

sem correcéo para fatores de resposta.

2.5 Realizacao de ensaios antibacterianos.
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2.5.1 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) in vitro por contato

direto

Os ensaios para determinacdo da CIM do 6leo essencial de Piper arboreum (EOPa)
[1024 pg/mL], antibidticos (Ampicilina, Gentamicina, Penicilina G) [1000 pg/mL],
Clorexidina (CLX) [0,06%], e enxaguante bucal comercial [100%] foram efetuados através
do Método de Microdiluicdo em Caldo, com concentracdes que variaram [Cinicia/2] a
[Cinicia/11]. As suspensdes bacterianas foram diluidas 1:10 em Caldo BHI para obtencéo da
concentracéo final de 10° cels/mL (SADER et al., 2003). As amostras de produtos de teste
foram preparadas em concentracdo dobrada, onde as concentra¢des iniciais (Ciniciat) foram:
EOPa [1024 pg/mL], antibidticos [1000 pg/ml], Clorexidina (CLX) [0,06%], e enxaguante
bucal comercial (EN) [100%] em relacdo a concentracdo inicial e volumes de 100uL serdo
diluidos seriadamente 1:1 em caldo BHI 10%. Em cada cavidade com 100uL do meio de
cultura uma amostra suspensao bacteriana diluida 1:10. Controles negativos com o0 meio de
cultura, controles positivos (meio + indculo) e controles de inibicdo utilizando os produtos
testados foram incluidos nos ensaios. As placas preenchidas serdo incubadas a 35°C por 24
horas (JAVADPOUR et al., 1996). Para evidenciar a CIM das amostras, foi utilizada uma
solucdo indicadora de resazurina sédica (Sigma) em agua destilada estéril na concentracao de
0,01% (p/v). Apos a incubacdo, 20uL da solucdo indicadora foram adicionados em cada
cavidade e as placas foram incubadas por 1 hora em temperatura ambiente. A mudanca de
coloragdo azul para rosa devido a redugdo da resazurina indicara o crescimento bacteriano
(PALOMINO et al., 2002), auxiliando a visualizagdo da CIM, definida como a menor

concentracdo capaz de inibir o crescimento microbiano, evidenciado pela cor azul inalterada.
2.5.2 Atividade moduladora da acéo antibidtica in vitro por contato direto

Para avaliar o 0leo essencial de Piper arboreum (EOPa) como modulador da acéo
antibacteriana dos antibiéticos (Ampicilina, Gentamicina, Penicilina G) [1000 pg/mL],
clorexidina (CLX) [0,06%] e enxaguante bucal comercial (EN) 100%, a CIM foram avaliadas

na presenca e na auséncia do EOPa em microplacas de 96 pocos estéreis.

EOPa foi misturado em caldo BHI 10% em concentracfes subinibitdrias (CIM/8). As
solugdes de antibidticos foram preparadas com agua destilada estéril em concentracdo
dobrada (1000 pg/mL) em relagdo a concentracdo inicial definida e volumes de 100 L serdo

diluidos seriadamente 1:1 em caldo BHI 10%. Em cada cavidade com 100 pL do meio de
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cultura contem a suspensdo bacteriana diluida (1:10). Os mesmos controles utilizados na
avaliacdo da CIM para os produtos de teste foram utilizados (SATO et al., 2004, modificado).
As placas preenchidas serdo incubadas a 35°C por 24 horas e a leitura foi evidenciada pelo

uso de resazurina sédica como citado anteriormente.
2.5.3 Andlise estatistica dos ensaios microbiologicos

Os resultados da CIM obtidos em triplicata nos testes de modulacdo da resisténcia
bacteriana serdo tabulados em planilha utilizando software Microsoft Excel 2010, e aplicando
a formula de média geométrica e calculo do desvio obtendo dados paramétricos e possiveis de
submissdo a andlise estatistica e teste de significancia.

Para a analise estatistica os dados expressos pela média geométrica + erro padrdo da
média (EPM) foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de
significancia Bonferroni, considerando diferenca significativa quando p < 0,001, utilizando o
software GraphPad Prisma 5.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A pesquisas e investigagdes para identificacio e desenvolvimento de novos
medicamentos derivados de produtos naturais tem intensificou-se nos altimos anos, onde
estudos relataram que drogas de 225 fontes naturais estavam no fase de desenvolvimento, e
destes, cerca de 80% foram extraidas de plantas (THOMFORD et al., 2018; LIANG et al.,
2019). A busca por medicamentos e genes da natureza tem sido promovido como um uso nao
destrutivo de habitats, que promovem a salde humana, bem como apoiam desenvolvimento

econdmico e conservagdo (FERREIRA et al., 2011).

Apbs analise em GC-FID e GC-MS da amostra do 6leo essencial de Piper arboreum
(EOPa), foram identificados 20 constituintes quimicos, que corresponderam a 67,53% da
composicdo total da amostra, conforme representado na Tabela 1. Ainda com base nesta
anélise quimica, Caryophyllene oxide (No. 18) foi o composto majoritario, com 30,50%,
seguido pelo Myristicin (No. 14), Spathulenol (No. 17), E-Caryophyllene (No. 5) e Humulene
Epoxide 11 (No. 19), com 7%, 6,20%, 5,10% e 5,10%, respectivamente.
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Tabela 1: Composi¢do quimica do 6leo essencial de Piper arboreum (EOPa).

TR (min)
No. Constituinte CG-MS 1Aep At E?Pa
(EOPa) Pl
1 Linalool 11,34 1097 1095 0,50
2 d-Elemene 21,19 1331 1335 1,00
3 a-Copaene 22,86 1372 1374 2,00
4 B-Elemene 23,44 1386 1389 0,93
5 E-Caryophyllene 24,65 1417 1389 5,10
6 a-Humulene 26,08 1452 1452 0,96
7 Germacrene D 27,13 1478 1484 1,20
8 B-Selinene (1489) 27,44 1486 1484 1,52
9 Y-Amorphene 27,72 1492 1495 0,60
10 a-Muurolene 27,86 1495 1495 0,50
11 a-Bulnesene 27,97 1498 1500 0,55
12 d-Amorphene - 1515 1509 -
13 trans-Calamenene - 1517 1511 -
14 Myristicin 28,71 1518 1517 7,00
15 Elemol 29,81 1549 1548 2,00
16 E-Nerolidol - 1556 1561 -
17 Spathulenol 30,88 1577 1577 6,20
18  Caryophyllene oxide 31,08 1582 1582 30,50
19  Humulene Epoxide Il 32,08 1608 1608 5,10
20  1,10-Di-epi-Cubenol 32,34 1613 1618 1,87
Total caracterizado 67,53

IAexp: Indice de retencdo aritmético experimental; 1A Indice de retengdo aritmético da literatura
(ADAMS, 2007); tr: tracos (<0,1%); 1: identificado somente por CG-MS.

O caryophyllene oxide, assim como 0s sesquiterpenos derivados: Spathulenol, E-
caryophyllene e Humulene Epoxide I, encontrado em diferentes amostras de 6leos essenciais
de diversos vegetais, tem demonstrado a capacidade de modular diversas atividades
farmacoldgicas, ampliando seu efeito. Entre estas atividades podemos relacionar:
antiproliferativo, anti-inflamatério e antibacteriano (AMBROZ et al., 2019; ABD-
ELGAWAD et al., 2021).
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A substancia myristicin foi identificada pela primeira vez na semente da noz-moscada
(Myristica fragrans) e foi descrito nas colonias francesas em meados do século 18, nas ilhas
Maluku. Além da alta concentracdo nessa semente, a myristicin também pode ser encontrada
na canela, na salsa, em alguns tipos de pimenta e em outros temperos nativos da Asia. A noz-
moscada era usada desde antiguidade para tratar ansiedade, colicas estomacais, nauseas e
diarreia. Além disso, tem sido descrita como conservante de alimentos, por apresentar
atividades antimicrobianas, sdo relacionadas as atividade: antioxidante, anti-inflamatorio,
analgésica, antiproliferativa, inseticida e larvicida. Porém, quando usada em quantidades
muito elevadas, a myristicin pode ter efeitos tdxicos, levando & degeneracdo do figado e

confusdo mental, pois é tdxica para o sistema nervoso central (SENEME et al., 2021).

Quando avaliado o potencial antibacteriana do 06leo essencial de Piper arboreum
(EOPa), com a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM), o EOPa apresentou
CIM > 1024 pg/mL para todas as linhagens bacterianas utilizadas nos testes.

Os resultados deste estudo indicaram que o EOPa, ndo tem atividade antibacteriana de
relevancia clinica. No entanto, outros estudos demonstraram que embora um produto ou
substancia natural ndo apresente potencial antibacteriano, pode ser um modulador da
resisténcia bacteriana quando combinado com antibidticos, melhorando seu efeito (MATIAS
etal., 2016).

Os resultados referentes a atividade moduladora da resisténcia bacteriana, foram
organizados e demonstrados em 5 figuras, assim facilitar a compreensdo da combinacdo do

EOPa com clorexidina, enxaguante bucal, ampicilina, gentamicina e penicilina G.
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EOPa quando combinado com clorexidina, observou que a clorexidina apresentou
reducdo de 50% da CIM frente as linhagens bacterianas S. aureus SA10 e E. coli ECO06,
enquanto frente a S. mutans ATCC00446 a reducdo da CIM de clorexidina foi 75,1%,

indicando efeito sinérgico nas situacoes avaliadas, conforme demonstrado na figura 1.
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Figura 1 — Avaliagio da atividade moduladora da combinagéo do Oleo essencial de Piper arboreum (EOPa)
com Clorexidina frente linhagens bacterianas Gram positiva e Gram negativa.
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Na figura 2 foi representado o resultado da combinacdo do EOPa com enxaguante
bucal, observando que o enxaguante bucal apresentou reducdo de 50% da CIM frente as
linhagens bacterianas S. mutans ATCC00446, E. coli ATCC25922, e E. coli EC06, enquanto
frente a S. aureus SA10 a reducdo da CIM do enxaguante bucal foi 37%, indicando efeito
sinérgico da combinacao relatada.
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Figura 2 — Avaliagdo da atividade moduladora da combinacéo do Oleo essencial de Piper arboreum (EOPa)
com Enxaguante bucal frente linhagens bacterianas Gram positiva e Gram negativa.
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Na figura 3 foi representado o resultado da combinagdo do EOPa com ampicilina, e foi
observado reducdo de 50% da CIM deste antibiotico frente as linhagens bacterianas de S.
aureus SA10, S.mutans ATCCO00446, E. coli ATCC25922, e E. coli ECO06, indicando efeito
sinérgico desta combinacdo de produtos.
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Figura 3 — Avaliagio da atividade moduladora da combinagio do Oleo essencial de Piper arboreum (EOPa)
com Ampicilina frente linhagens bacterianas Gram positiva e Gram negativa.
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Quando testada a combinagdo do EOPa com gentamicina, o resultado observado foi
reducdo de 68,5% da CIM deste antibiodtico frente apenas a linhagem bacteriana de S. aureus

SA10, indicando efeito sinérgico da combinacdo, de acordo com apresentado na figura 4.
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Figura 4 — Avaliagio da atividade moduladora da combinagéo do Oleo essencial de Piper arboreum (EOPa)
com Gentamicina frente linhagens bacterianas Gram positiva e Gram negativa.
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Na figura 5 foi representado o resultado da combinagédo do EOPa com penicilina G, e
foi observado reducdo de 87,5% e 75% da CIM para este antibidtico frente as linhagens
bacterianas de S. aureus SA10 e S.mutans ATCC00446, respectivamente, indicando efeito

sinérgico na combinagdo informada.
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Figura 5 — Avaliagio da atividade moduladora da combinacéo do Oleo essencial de Piper arboreum (EOPa)
com Penicilina G frente linhagens bacterianas Gram positiva e Gram negativa.

O EOPa testado mostrou atividade modificadora de antibioticos, clorexidina e
enxaguante bucal, onde o 6leo essencial de Piper arborium apresentou os melhores resultados
qguando combinado e reduzindo a CIM das substéancias. Isso pode tem ocorrido devido ao fato
de que o Oleo é uma mistura complexa de varios compostos em quantidades variaveis,

permitindo que o Oleo atue em diferentes alvos (FREITAS et al., 2020).

Varios compostos quimicos (sintéticos ou natural) tém atividade antibacteriana direta
contra muitas espécies e/ou pode expandir a atividade de um antibidtico, revertendo a
resisténcia natural das bactérias a antibacterianos especificos, causando a inibicdo de
proteinas de efluxo de antibidticos através da membrana plasmatica e/ou eliminacdo de

plasmideos. Potencializacdo da atividade antibiotica ou reversdo da resisténcia aos
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antibidticos permitem a classificacdo destes compostos como modificadores da atividade
antibidtica (ARRIAGA et al., 2017; UDO e BOSWIHI, 2017).

O potencial modulador da atividade antibacteriana pode ser explicado por uma
estratégia conhecida como ‘“herbal-shotgun” ou “multiplos alvos de efeitos maltiplos™ devido
ao fato de que os produtos naturais de origem vegetal apresentam constituicdo diversificada
quimicamente, podendo atuar sobre os lipopolissacarideos (LPS) e as bombas de efluxo
reduzem a vulnerabilidade a drogas antimicrobianas (CARVALHO et al., 2019).

4, CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados, a composi¢do quimica do 6leo essencial obtido da
folhas de Piper arboreum contém substancias pertencentes a classes quimicas com atividade
bioldgica comprovada, porém a atividade antibacteriana do EOPa ndo apresentou resultado
clinicamente relevante, entretanto quando combinado o EOPa com clorexidina, enxaguante
bucal e os antibiotico (ampicilina, gentamicina e penicilina G) para avaliar sua influéncia na
resisténcia bacteriana, o 6leo demonstrou atividade sinérgica significativa, reduzindo a CIM
dos produtos testados de 37% a 87,5%. Portanto, recomendamos ampliacdo dos testes com
maior variacdo de combinagfes de concentracdo do EOPa e os produtos utilizados neste
estudo, bem como avaliacéo de toxicidade e ensaios in vivo, com objetivo de desenvolvimento
de uma possivel formulagdo de enxaguatorio bucal de baixo custo e acessivel a populagdo

mais vulneravel.
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