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Um dia, quando passei por uma loja, vi um anjo por tras do balcao.
Maravilhado entrei e perguntei-lhe:
-Santo Anjo do Senhor... 0 que vendes?
-Todos os dons de Deus.
- Custa muito caro?
- N&o... é tudo de graca.
Contemplei a loja e vi:

Jarros de fé, pacotes de esperanca, caixinhas de amor, vidros de
humildade e muito mais. Fiquei entusiasmado! Tomei coragem e pedi:
- Por favor, embrulhe para mim paciéncia, amor de Deus, todo o perdao
dele, bastante felicidade e tudo que seja bom para mim e para minha
familia.

O Anjo do Senhor anotou tudo, separou os itens e colocou tudo em um
pequeno embrulho que cabia na palma da méo.

Surpreso, perguntei-lhe;

- Como é possivel caber tudo isso nesse pacotinho?

O Anjo respondeu sorrindo:

Meu querido irméo... na loja de Deus nao vendemos FRUTOS...
Apenas SEMENTES....

A todos aqueles que direta ou indiretamente me ajudaram a transformar
as sementes em frutos!

Aos meus Pais, Benedito e Helena

Ao meu querido irmao, Carlos

Aos meus Tios, Pedro e Luiza

Aos meus avos, Issao, Yoshiko e Maria

A minha amiga e namorada, Késia

Ao meu amigo e irm&o Elerson

DEDICO ESTE TRABALHO COM AMOR E CARINHO
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LANDUCCI, L. F. Atividade inibitéria de extratos vegetais de plantas
do cerrado brasileiro sobre microrganismos bucais. 2005. 103f. Tese
(Doutorado em Biopatologia Bucal, Area Biopatologia Bucal) — Faculdade
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RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar atividade antimicrobiana dos extratos
vegetais de plantas do cerrado brasileiro sobre microrganismos bucais e a
capacidade desses extratos inibirem a adesado de Streptococcus mutans
ATCC 35688 e ATCC 1910 e inibirem a capacidade de hemaglutinagcédo
de Fusobacterium nucleatum ATCC 10953 e ATCC 25586. Para tanto,
foram utilizadas 22 espécies de plantas de uso na medicina popular nas
regides de cerrado, das quais foram obtidos 33 extratos hidroalcodlicos e
33 extratos aquosos. Inicialmente foi realizada uma triagem para se
determinar a atividade antimicrobiana dos extratos. Em seguida, foram
realizados testes para avaliar a maxima diluicao inibitéria (MDI) dos por
meio do método de diluicdo em caldo. Verificou-se também. A influéncia
de concentragbes subinibitérias sobre a adesao ao vidro das cepas de S.
mutans foi avaliada utilizando-se diluicdo em caldo e bastbes de vidro. A
inibicdo da atividade hemaglutinante pelos extratos sobre as cepas de F.
nucleatum foi determinada utilizando-se placas de microtitulagdo. Os
resultados demonstraram que aproximadamente 27% dos extratos
hidroalcodlicos e aquosos apresentaram alguma atividade antimicrobiana
contra as cepas de S. mutans testadas e aproximadamente 24% dos
extratos hidroalcodlicos e 15% dos extratos aquosos foram capazes de
inibir o crescimento de pelo menos uma das cepas de F. nucleatum
testadas. Concluiu-se que os extratos de aroeira, araga, candeia,
jacaranda e guajuvira foram os que mais afetaram a adesdo microbiana
de S. mutans e a maioria dos extratos nao inibiram a capacidade
hemaglutinante de F. nucleatum.

PALAVRAS - CHAVE: Plantas medicinais; Streptococcus mutans;
adesao; hemaglutinacéo; Fusobacterium nucleatum.



1 INTRODUGAO

A maioria dos processos patoldégicos que acometem a
cavidade bucal é de natureza infecciosa (ALALUUSUA et al.!, 1991),
merecendo destaque as periodontopatias e a carie dental em funcdo de
suas elevadas prevaléncias e danos que causam ao aparelho
estomatognatico (DAROUT et al.?!, 2002). Nessas doencgas, tem-se a
participacéo de diferentes grupos microbianos, que desempenham papéis
especificos na etiopatogénese das mesmas (FEATHERSTONE®2, 2000).

A patogénese da carie dental esta diretamente associada
a producdo de 4&cido orgéanico, particularmente acido latico, por
microrganismos acidogénicos e aciduricos, levando a destruicdo das
estruturas dentais adjacentes (CLANCY et al.'®, 2000). Entretanto, para
que esses microrganismos venham a participar de fato desse processo é
necessario que os mesmos sejam capazes de aderir a estrutura dental,
contribuindo para a elaboracao do proprio biofilme microbiano, por meio
da producdo de polimeros extracelulares de carboidratos, como o
dextrano e mutano, que estabilizam a adesao dos estreptococos do grupo
mutans (GIBBONS & NYGAARD?¥, 1968), os quais sdo intimamente
implicados na etiopatogénese do processo carioso (GIBBONS &
NYGAARD?*, 1968; WU-YUAN et al.'', 1988). A interferéncia na
producdo desses polissacarideos pode prevenir a fase de acumulacao
desses cocos acidogénicos na superficie do elemento dental, reduzindo o
potencial cariogénico do préprio biofime (CIARDI et al.’, 1981).

A despeito da reducao no indice CPOD observado em
nosso pais, com a implementagcdo de numerosos programas preventivos

em diferentes ambitos da esfera social, novas modalidades preventivas
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devem ser encontradas e pesquisadas e, uma vez declaradas eficazes,
adicionadas ao arsenal preventivo disponivel.

As doencas periodontais também representam patologias
de natureza infecciosa e de carater enddgeno, associada ao
desenvolvimento do biofilme subgengival. A doenga periodontal crénica
se agrava com a idade e o seu desenvolvimento pode ser reduzido parcial
ou totalmente a partir da introducdo de medidas de controle do biofilme
bacteriano ja que essas doencas sao o resultado do desequilibrio entre os
fatores de viruléncia de algumas espécies bacterianas que colonizam a
bolsa periodontal e a resisténcia do hospedeiro (SUNDQVIST &
JOHANSSON'%, 1982; SLOTS & GENCO'%, 1984; XIE et al.''®, 1991).

Nesse sentido, Slots & Genco'% (1984) classificaram os
fatores de viruléncia em trés categorias: a) fatores relacionados com a
capacidade dos microrganismos em colonizar o hospedeiro na presenca
de adesinas e da coagregagcao com outras espécies; b) fatores vinculados
a capacidade do microrganismo em produzir danos teciduais através da
producao de proteases, exo e endotoxinas, sulfeto de hidrogénio, ambnia
entre outros; c) fatores que estariam relacionados a evasao das defesas
do hospedeiro.

Diferentes espécies bacterianas vém sendo envolvidas na
etiopatogénese das doencas periodontais, em particular os bastonetes
Gram-negativos (MOORE & MOORE"?, 1994), os quais exibem um papel
essencial nas diferentes modalidades clinicas da doenga periodontal,
como Porphyromonas gingivalis na periodontite do adulto (SLOTS'"',
1982), Prevotella intermedia associado com espiroquetas na gengivite
necrosante e gengivite na gravidez (MOORE & MOORE™, 1994) e
Actinobacillus actinomycetemcomitans, nas periodontites agressivas,
relacionados a outros microrganismos Gram-positivos e negativos
(CHRISTERSSON et al.”®, 1987; HARASZTHY et al.**, 2002).

Dentre o0s microrganismos periodontopatogénicos,
desperta interesse Fusobacterium nucleatum, o qual pode atuar como

uma ponte entre colonizadores iniciais da placa bacteriana, representados
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basicamente por microrganismos do género Streptococcus, e 0S
colonizadores finais, criando condicbes ambientais favoraveis para a
implantacdo de Actinobacillus actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P.
intermedia e Selenomonas spp., possuindo, entdo, grande importancia no
estabelecimento de uma microbiota subgengival periodontopatogénica.
Além desse aspecto, F. nucleatum tem capacidade de aderir a eritrécitos,
linfécitos, neutrdfilos, fibroblastos, células Hela, células epiteliais bucais,
hidroxiapatita revestida por saliva ou estaterina e colageno tipo IV, além
de produzir compostos téxicos como o sulfeto de hidrogénio e uma
potente endotoxina (XIE et al."'® 1991; BOLSTAD et al.?, 1996; GAETTI-
JARDIM JUNIOR®, 1997).

A prevencdo das doengas periodontais baseia-se no
controle da formagdo do biofilme microbiano, produzindo resultados
bastante satisfatérios na maioria da populacdo (MILGROM et al.”®, 2000).
Porém, alguns pacientes continuam experimentando perdas de insercao
conjuntiva a despeito de todas as modalidades de tratamento e de
controle do biofilme, de forma que outras modalidades terapéuticas
devem ser analisadas (QUIRYNEN et al.® 2002). Nessas condigdes, o
emprego de coadjuvantes quimicos no controle do biofiime (LANG &
RABER®, 1981) e durante a terapia periodontal (KLEINFELDER et al.*,
2000) vém recebendo grande atencgéao.

Na populacdo em geral, existe um costume de considerar
a utilizacdo de ervas medicinais e outros produtos naturais como recursos
farmacoldgicos eficientes no tratamento de patologias bucais, existindo
também a idéia que estes compostos ndao causam efeitos colaterais. Em
paises como o Brasil, que concentra uma parcela significativa da
biodiversidade vegetal do planeta, esses aspectos apresentam grande
importancia (VIEIRA & MARTINS'3, 2000).

Merece destaque o fato de que apenas minima parcela
das denominadas “plantas medicinais” tenha sido avaliada em
experimentos in vitro ou in vivo capazes de comprovar ou nao sua

eficacia, sendo que o ritmo de ocupacao antrépica dos diferentes biomas
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vegetais é infinitamente maior do que a capacidade de avaliagdo das
propriedades bioldgicas das plantas que se extinguem, particularmente
quando falamos de ecossistemas complexos e ricos como o cerrado
brasileiro (BATALHA et al.”, 2001).

O bioma Cerrado possui uma flora estimada em sete mil
espécies (MENDONGA et al.®®, 1998, citado por VIEIRA & MARTINS'',
2000), sendo o segundo bioma brasileiro de maior diversidade vegetal
(VIEIRA & MARTINS''® 2000). Entretanto, o crescimento populacional e a
demanda por mais alimentos, associados as condi¢des edafo-climaticas
favoraveis do cerrado, transformaram essa regido em importante area
para atividades agropecuarias implicando em um ritmo acelerado de
ocupacao antrépica nas ultimas décadas, levando a irreparavel perda do
patrimonio genético vegetal (VIEIRA & MARTINS''®, 2000).

Extratos vegetais envolvidos no presente estudo sao
encontrados com grande freqiiéncia na dieta e medicina populares, sendo
utilizados, por vezes, em quantidade elevada. Assim, avaliar a atividade
antimicrobiana desses extratos pode permitir uma maior compreensao da
influéncia que os mesmos exercem sobre a microbiota da cavidade bucal
e também realizar um levantamento sobre a atividade antimicrobiana das
plantas medicinais normalmente empregadas pela populacdo do cerrado
brasileiro.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Plantas medicinais

Historicamente, as plantas medicinais sempre foram
objeto de estudo da farmacognosia, termo idealizado por Seydler, em
1815, para designar um dos ramos da farmacologia que se ocuparia dos
estudos voltados para examinar e caracterizar as drogas ou bases
medicamentosas de origem natural, utilizadas como matéria-prima para a
preparacdo de medicamentos (RODRIGUES®, 1998).

Apesar do estudo das plantas medicinais ter surgido no
século dezenove, acredita-se que a utilizacdo das plantas como
medicamento seja tdo antiga quanto a prépria humanidade (DI STASI?,
1995; MARTINS et al.®’, 2000; LORENZI®?, 2002; VOLPATO et al.',
2002). O uso de recursos naturais por populacées é orientado por um
conjunto de conhecimentos acumulados, resultantes da relagéo direta de
seus membros com 0 meio ambiente, motivada por um modo de vida que
ainda guarda acentuada dependéncia da natureza préxima
(CASTELLUCCI et al.'®, 2000). Numerosas etapas marcaram essa
evolugcdo da arte de curar, porém, torna-se dificil delimita-las com
exatidao, ja que a medicina esteve por muito tempo associada as praticas
mégicas, misticas e ritualisticas (CORDEIRO et al.'®, 1996).

A busca de novos medicamentos em plantas é, hoje, a
esperanga mais concreta para pacientes que possuem doengas graves.
A industria farmacéutica chega a gastar somas elevadas e anos de
trabalho na pesquisa de novas drogas. Para o tratamento do céncer, por

exemplo, j& foram testadas mais de um milh&o de formulagdes produzidas
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em laboratério, e, dessas, apenas 15 agiram eficazmente contra a doenca
(SANTOS®, 1996, citado por CASTRO & FERREIRA'", 2001). A
alternativa mais rapida e barata, portanto, sdo as plantas que produzem
substancias quimicas que podem ser usadas como medicamentos.
Partindo dos vegetais, as chances de acerto sdo de uma para cinco mil
tentativas (SANTOS®, 1996, citado por CASTRO & FERREIRA'", 2001).

A importancia dos produtos naturais na formulacdo dos
medicamentos pode ser vista quando se considera que, mesmo nos
paises industrializados, 45% dos produtos farmacéuticos provém de
produtos naturais. Essa proporcdo € ainda maior nos paises em
desenvolvimento, ainda, segundo CECHINEL FILHO & YUNES,' (1998),
cerca de um quarto das prescricoes médicas nos Estados Unidos, em

1973, continha um ou mais ingredientes ativos de origem vegetal.

A Organizacao Mundial da Saude (OMS), visando diminuir
o numero de excluidos dos sistemas governamentais de saude,
recomenda aos O6rgaos responsaveis pela saude publica de cada pais,
que: a) procedam levantamentos regionais das plantas usadas na
medicina popular tradicional; b) estimulem e recomendem o uso daquelas
plantas que tiverem comprovada eficacia e seguranca terapéuticas; c)
desaconselnem o emprego das praticas da medicina popular
consideradas inuteis ou prejudiciais; d) desenvolvam programas que
permitam cultivar e utilizar as espécies vegetais na forma de preparacoes
dotadas de eficicia, seguranca e qualidade (LORENZI®?, 2002). Ainda
segundo a OMS, as plantas medicinais seriam a maior e melhor fonte de
obtencédo de farmacos para a humanidade (SANTOS et al.*®, 1995, citado
por CASTRO & FERREIRA'", 2001).

Na China, a interagdo dos conhecimentos tradicionais
com a visdo cientifico-tecnolégica contemporanea tem-se mostrado
altamente vantajosa. No periodo entre 1956 e 1986, foram lancados 60

novos medicamentos com base em informagbes etnofarmacoldgicas.
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Esse numero representa 59% de todos os produtos farmacéuticos
chineses desenvolvidos no mesmo periodo (MARTINS et al.®’, 2000).
Rodrigues® (1998), em trabalho sobre a etnofarmacologia
no parque do Jau, AM, obteve 519 citagdes de receitas de remédios
caseiros elaborados a partir de associagbes esporadicas de plantas,
animais e minerais. Mais da metade desses remédios (66,13%) é usada
na forma de chas (infuso e decocto) e tinturas (extrato e xarope), seguido
pelo uso topico (26,85%) nas formas de compressa e emplastro. As 83
indicagdes terapéuticas citadas no trabalho abrangem em ordem
decrescente de citagdes: febres, vermes, doenga do ar, picadas de cobra,
dor de estbmago, disenteria, ictericia, tosse, facilitadores de trabalho de
parto, problemas hepaticos e gripe. Ainda no Brasil, Garcia®® (1998)
avaliou a existéncia de numerosas plantas do cerrado empregadas pelos
indios guarani-kaiova no tratamento de patologias infecciosas e
inflamatodrias, faltando, entretanto, a realizacdo de ensaios experimentais

que comprovem o conhecimento etnobotanico registrado.

2.2 Plantas medicinais no Brasil

No Brasil, a utilizacdo de plantas no tratamento de
doengas apresenta, fundamentalmente, influéncias da cultura européia,
africana e, naturalmente, indigena (MARTINS et al.?”, 2000). Até o século
vinte, o Brasil era um pais essencialmente rural, com amplo uso da flora
medicinal, tanto nativa quanto a introduzida. Entretanto, o conhecimento
tradicional passou a ser posto em segundo plano com o inicio da
industrializacéo e subseqliente urbanizagao do pais.

As primeiras informagdes sobre a flora medicinal brasileira
datam do século dezoito, com relatos feitos por José Mariano da
Conceigao Velloso (frei Velloso — 1742-1811) e do naturalista e professor

da Faculdade de Medicina do Rio de Janeiro, Francisco Cysneiros Freire
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Allemao (1797-1874). No entanto, o trabalho mais significativo sobre as
plantas medicinais da flora brasileira foi publicado em 1843 por Karl
Friedrich Philipp von Martius (1794-1868), intitulado “Systema Materiae
Medicae Vegetabilis Brasiliensis’ (LORENZI & MATOS®® | 2002). No
século vinte, a maioria das publicacées constitui-se de compilacbes de
trabalhos antigos de carater regional (LORENZI & MATOS®, 2002).
Atualmente, devido a preocupagdo com a biodiversidade e as idéias de
desenvolvimento sustentavel, surgiram novos motivos para o estudo das
plantas medicinais, as quais, no Brasil, tém sido utilizadas em vérias
areas da saude como forma de alternativa de tratamento e prevengéo (DI
STASI*, 1995).

Existem controvérsias, oriundas principalmente da
imprecisdo de dados e da falta de pesquisa, sobre 0 numero de espécies
vegetais existentes no Brasil. Segundo Maciel et al.** (2002), o Brasil é o
pais com maior numero de espécies vegetais no mundo, muitas com
potencial para obtencao de novas drogas. Pouco se sabe sobre a
composicao quimica de 99,6% de nossa flora, sendo que a despeito dos
mais de cinqienta anos de pesquisas de plantas medicinais no Brasil, o
namero de espécies estudadas é muito reduzido (SOUZA BRITO &
SOUZA BRITO'%, 1993, citado por GUARIM NETO & MORAIS*', 2003).

Nos ultimos vinte anos no Brasil, o numero de
informagdes sobre plantas medicinais tem crescido 8% anualmente
(GUARIM NETO & MORAIS*| 2003). Isso mostra que um pais
biologicamente tdo rico, mas com ecossistemas tdo ameagados,
pesquisas com plantas medicinais devem ser incentivadas. Afinal, elas
poderiam levar a reorganizagdo das estruturas de uso dos recursos
naturais (em vista da necessidade de sua extracdo estar associada aos
planos de manejo) e crescimento econémico, visto que ha grande
tendéncia mundial de aumento na utilizagdo de fitoterapicos (GUARIM
NETO & MORAIS*!, 2003).
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2.3 Cerrado brasileiro e plantas medicinais do cerrado

O cerrado é o0 segundo bioma brasileiro de maior
diversidade vegetal com, aproximadamente, sete mil espécies vegetais
(MENDONCA et al.*®, 1998) e cobria, originalmente, uma regifo estimada
em dois milhdes e quatrocentos mil quilémetros quadrados, em sua
maioria na regiéo central do Brasil. A presenca de diferentes tipos de solo,
relevo e clima resultaram na existéncia de uma vegetacdo variada e
complexa, constituida predominantemente por cerrado (ou savana) - o
tipo de vegetacdo que domina a paisagem do Planalto Central do Brasil,
revestindo grandes extensdes dos estados de Goias, Minas Gerais, Mato
Grosso, Tocantins e Piaui, alcangando boa parte dos estados do
Maranhao, Mato Grosso do Sul, Bahia e Sao Paulo.

Para Guarim Neto & Morais*' (2003) o cerrado é o mais
brasileiro dos biomas sul-americanos, pois, excetuando-se algumas
pequenas areas na Bolivia e Paraguai, ele é totalmente inserido no
territério nacional. Este bioma é apontado como grande detentor de
diversidade biolégica, sendo a formagédo savanica com maior diversidade
vegetal do mundo, especialmente quando se consideram as espécies
lenhosas (GUARIM NETO & MORAIS*', 2003). Amorozo® (2002) divide o
cerrado com relagcéo a vegetacao predominante em: campo limpo; campo
sujo; campo cerrado; cerrado sentido restrito e cerraddo - mas com
significativa presenca de florestas de galerias; florestas mesofiticas de
interflavio (florestas sazonais) e veredas, dentre outros tipos de

vegetacao.

Ainda ha caréncias de estudos voltados para a
identificacdo de plantas uteis do Cerrado, principalmente quando
comparada a diversidade e a area outrora ocupada. O desconhecimento
de sua riqueza e possibilidades se agrava quando se estima que parcela
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significativa do bioma ja tenha sido devastada e que o cerrado possui
somente 1,5% de sua extensao protegida por lei, sendo atualmente a
vegetacdo de maior risco no pais (ANDERSON et al.*, 2003). E preciso
considerar que os recursos naturais oferecidos por ele, uma vez extintos,
estardo indisponiveis as futuras geracdes (GUARIM NETO & MORAIS*,
20083).

Apesar de largamente difundido o uso de plantas
medicinais na regido do cerrado brasileiro, poucos estudos etnobotanicos
tém sido realizados e publicados, nao comprovando todas as qualidades
curativas das plantas medicinais, permanecendo apenas o0

reconhecimento terapéutico popular (LOPES et al.®°, 2001).

Ha, possivelmente, mais espécies vegetais (diversidade
especifica) em areas amostrais de Floresta Amazénica que nas de
cerrado de mesmo tamanho, salientando, porém, que a diversidade
taxon6mica € certamente muito maior no ultimo. Essa diversidade relativa
aos taxons mais elevados (género, familia e ordem) mostra a importancia
do cerrado para pesquisas com plantas medicinais. Isso porque, quanto
maior é a diversidade taxon6mica em niveis superiores, maior € o
distanciamento filogenético entre as espécies e maior € a diferenca e
diversidade quimica entre elas. Por isso, a gama e o potencial de
compostos bioativos produzidos pelas espécies do cerrado seriam
maiores que as da Floresta Amazonica (GUARIM NETO & MORAIS*,
2003).

2.4 Atividade antimicrobiana de extratos vegetais sobre diversos

microrganismos

Anesini & Peres® (1993) pesquisaram a atividade
antimicrobiana de 122 espécies de plantas medicinais da flora Argentina

contra microrganismos Gram-positivos, Gram-negativos e fungos.
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Observaram que 12 espécies de plantas apresentaram atividade
antimicrobiana sobre S. aureus - penicilina G resistentes, dez foram ativos
contra E. coli e quatro mostraram atividade contra Aspergillus niger. De
forma semelhante, lzzo et al*® (1995) estudaram a atividade
antimicrobiana de 68 extratos de plantas usadas na medicina popular da
Italia. Os resultados mostraram que de 68 extratos pesquisados, 64
(94,1%) apresentaram atividade inibitérias contra uma ou mais espécies

microbianas.

Lima et al.*® (2000), estudando a atividade antimicrobiana
dos acidos anacardicos do 6leo da casca de castanha de caju sobre
microrganismos bucais, observaram que os acidos anacardicos
apresentaram atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus
(ATCC 12598), Candida albicans (ATCC 10231), Candida utilis e
principalmente Streptococcus mutans (ATCC 25175), que foi o

microrganismo mais inibido.

Limsong et al.”” (2004) observaram a diminuicdo da
atividade da enzima glicosiltransferase de S. mutans ATCC 25175 e TPF-
1 quando submeteram esses microrganismos ao contato com extratos
hidroalcodlicos de Andrographis paniculata, Cassia alata, cha preto chinés
(Camellia sinensis), goiaba (Psidium guajava), Harrisonia perforata e

Streblus asper.

O isolamento de produtos naturais, a partir de extratos de
plantas medicinais, com atividade anticariogénica e antiplaca tem sido
demonstrado, sendo que, por exemplo, o tanino obtido do cha foi capaz
de inibir o crescimento e a atividade da enzima glicosiltransferase (GTF)
de S. mutans (PAOLINO et al.®*, 1980; ELVIN-LEWIS et al.?’, 1980;
KASHKET et al.*®, 1985). Navarro et al.”® (1998) avaliaram a eficacia
clinica anticariogénica de uma preparacao fitoterapica a base de
Tanchagem (Plantago major), para uso diario em bochechos na forma de
colutério, comparada com clorexidina. Os autores observaram reducao

dos escores dos indices de placa bacteriana tanto para o grupo que
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utilizou clorexidina quanto para o que utilizou Tanchagem, sendo as
caracteristicas de substantividade semelhantes entre as duas substancias

testadas.

Jagtap & Karkera®™ (1999) verificaram que o extrato
aquoso de Terminalia chebula (planta medicinal da india), foi capaz de
reduzir significativamente os niveis de estreptococos na saliva e manteve
sua acao inibitéria por trés horas apds sua utilizacdo. Os autores
verificaram que o extrato foi capaz de inibir a proliferagédo e adeséo de S.

mutans.

Em estudo sobre a atividade anticariogénica de extratos
obtidos de cascas de sementes de cacau, Ooshima et al.?® (2000)
observaram que o extrato obtido foi capaz de inibir a atividade da enzima
glicosiltransferase e a producao de acidos por S. mutans MT8148R e S.
sobrinus 6715.

Koo et al®® (2000) estudando sobre atividade
antimicrobiana in vitro de extrato obtido de arnica (Arnica montana)
observaram atividade contra todos o0s microrganismos testados (C.
albicans, S. aureus, E. faecalis, S. sobrinus, S. sanguis, S. cricetus, S.
mutans, A. naeslundii, A. viscosus, P. gingivalis, P. endodontalis e P.
denticola), no entanto o extrato n&o foi capaz de inibir a produgdo de
polissacarideos extracelulares por S. mutans.

Por milhares de anos na China, medicamentos contendo
extratos de plantas medicinais tém sido usados para o tratamento de
caries e doencga periodontal. A efetividade desses como medicamentos
antiinflamatoérios tem sido demonstrada, além de suas atividades

antibacterianas para microrganismos bucais (WU-YUAN et al.""’, 1988).

Estudos tém sido realizados verificando-se a atividade
antimicrobiana de extratos vegetais (NASCIMENTO et al.”*, 2000;
PALOMBO & SAMPLE®®, 2001; OLIVEIRA et al.”, 2003), no entanto
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poucos sao aqueles que utilizam microrganismos da cavidade bucal que

estao envolvidos com doenca periodontal e carie.

2.5 Streptococcus mutans

Apesar da prevaléncia da carie dentédria em criangas ter
declinado na maioria dos paises ocidentais nos ultimos vinte anos, essa
doencga continua sendo um dos maiores problemas de saude publica no
mundo (FEATHERSTONE®, 2000). O processo carioso tem sido
intensamente estudado e descrito (MARSH®®, 1999; CLANCY et al.’,
2000; FEATHERSTONE®, 2000), sendo caracterizado como uma
destruicdo localizada do tecido dentario por acidos, particularmente o
acido latico, produzido através da fermentacdo de carboidratos por
microrganismos presentes no biofilme bacteriano (MARSH®, 1999;
CLANCY et al.™, 2000).

Os dois mais importantes grupos de bactérias bucais que
predominantemente produzem &cido latico sdo estreptococos do grupo
mutans e lactobacilos. Esses dois grupos de bactérias, atuando em
conjunto ou isoladamente, sdo os principais agentes microbianos da cérie
dentaria (FEATHERSTONE?®?, 2000). Estreptococos do grupo mutans sao
0S principais responsaveis pela céarie de superficie lisa, uma vez que
possuem a capacidade de aderir, colonizar, sintetizar polissacarideos
extracelulares e produzir acidos na superficie dental (CIARDI et al.™,
1981; FUKUSHIMA et al.®*, 1981; WU-YUAN et al.'"”, 1988).

Segundo Gibbons & Nygaard®” (1968), a aderéncia
desses cocos na superficie do dente e subsequente formacgao do biofilme
ocorrem em dois estagios. O primeiro estagio é a aderéncia reversivel da
célula bacteriana a pelicula adquirida presente na superficie do esmalte e
0 segundo estigio € a acumulacdo de S. mutans através da sua

proliferagcdo e producdo de glucanos extracelulares. A interferéncia em
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alguns desses mecanismos pode reduzir ou prevenir a formacao da carie
dentaria (CIARDI et al.™*, 1981).

A adeséao de células bacterianas a superficie dental é de
fundamental importancia para o inicio da lesdo cariosa. Glucanos
extracelulares insollveis sdo 0s principais responsaveis por esse
fendbmeno e também pela coesdo intercelular entre bactérias diferentes
como, por exemplo, estreptococos e Actinomyces (NEWBRUN et al.”’,
1977). A sintese de glucanos extracelulares insoluveis resulta da acdo da
enzima glicosiltransferase sobre a sacarose (GIBBONS & NYGAARD?,
1968; NEWBRUN et al.”’, 1977; FUKUSHIMA et al.**, 1981; WOLINSKY
& SOTE'"® 1984; WU-YUAN et al."'’, 1988). Essa enzima pode ser
encontrada na superficie desses cocos, bem como no seu citoplasma
(NEWBRUN et al.””, 1977).

Os niveis salivares desses cocos cariogénicos parecem
refletir, com maior ou menor propriedade, o risco a carie do individuo, o
que facilita o acompanhamento da estratégia preventiva instituida, bem
como a resposta da microbiota as mesmas, particularmente em

populagdes que recebem atencao precoce.

3.6 Fusobacterium nucleatum

As doencas periodontais representam uma das principais
causas da perda precoce dos dentes, agravando-se com a idade e,
situando-se entre os principais problemas sécio-econémicos e de saude
publica mundiais, acometendo todas as classes sociais, sem distingdo de
género ou raca (LISTGARTEN®®, 1992). Moore & Moore’® (1994), em
extensa revisdo de literatura, incluiram F. nucleatum no conjunto de

periodontopatéogenos, podendo o0 microrganismo estar envolvido na



26

patogénese das diferentes modalidades de periodontopatias, desde
gengivite até a periodontite cronica (ROGERS et al.**, 1991).

Bactérias do género Fusobacterium constituem o segundo
grupo microbiano anaerébio mais freqlentemente isolado da microbiota
humana e animal, destacando-se Fusobacterium nucleatum (DEMUTH et
al.?2, 1996) que pode ser comumente isolado de infecgbes em variados
locais do organismo humano e em outros animais.

Essa espécie esta presente como parte importante do
biofilme bacteriano (COSTA et al.'’, 1974), na iniciacdo da gengivite
(MOORE et al.”®, 1982) podendo ser isolada de casos de bacteremia
(EDSON et al.?®, 1982), infeccdes do trato urinario (RIBOT et al.®!, 1981),
apendicite (RAUTIO et al.®®, 2002), bronquite crénica (BROOK &
FRAZIER®, 2001), pericardites (TRUANT et al.''®, 1983), abscessos
peritonsilares (JOUSEMIES-SOMER et al.*’, 1993), abscessos cerebrais
e osteomielites (DARENFED et al.?°, 1999), artrites sépticas (GONZALES-
GAY et al.*,1993), abscessos alveolares e doenca periodontal (VAN
PALENSTEIN HELDERMAN'", 1975; MANGAN et al.®®, 1989; BOLSTAD
et al.®, 1996), além de outras infecgdes na regido de cabeca e pescoco,
como infecgdes pulpares (SUNDQVIST'®, 1992; GOMES et al.*®, 1994) e
periapicais (PETERS et al.¥”, 2001).

Kolenbrander & London®' (1993) propuseram que essa
fusobacteria poderia atuar como ponte entre colonizadores iniciais do
biofilme bacteriano, os quais aderem a pelicula adquirida na superficie do
dente e coagregam-se com outros microrganismos e colonizadores
tardios, os quais ndo aderem a hidroxiapatita coberta por saliva ou o
fazem pobremente.

Oguntebi et al.”® (1982) demonstraram a variabilidade da
microbiota bacteriana em abscessos periapicais. Nesses processos,
anaerobios foram observados em 80% das lesdes, sendo que anaerdbios
obrigatérios correspondiam a 48% dos isolados. Fusobacterium sp. e
estreptococos foram isolados como co-infectantes em seis dos dez

abscessos estudados. Nessa linha, Farber & Seltzer’' (1988) e Vigil et
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al.""* (1997) confirmaram o relevante papel de bactérias anaerébias em
abscessos periapicais, sendo que F. nucleatum é um dos mais freqlentes
patégenos observados.

Kuriyama et al.>® (2000) observaram que Fusobacterium,
Streptococcus, Peptostreptococcus, Prevotella e Porphyromonas sao
freqlientemente isolados de infecgdes orofaciais de origem odontogénica,
enquanto Jung et al.*® (2000), estudando a associacdo de patégenos nas
infeccbes de canais radiculares através de PCR (Polymerase Chain
Reaction), observaram que o microrganismo mais freqientemente
encontrado foi Fusobacterium sp. (68,4%).

Observando-se a presenca de periodontopatégenos nas
infeccbes endodonticas, Rupf et al.*® (2000) verificaram, por meio de
PCR, que F. nucleatum foi detectado em 45% das amostras oriundas de
canais radiculares de dentes em que esse anaerdbio colonizava o
periodonto marginal.

Roques et al.** (2000) observaram que, dos isolados
clinicos obtidos de pacientes adultos com doenca periodontal, a
subespécie mais freqlentemente encontrada foi F. nucleatum subsp.
nucleatum (17/49), seguida pelo F. nucleatum subsp. vincentii (13/49), F.
nucleatum subsp. polymorphum (11/49) e finalmente F. nucleatum subsp.
fusiforme (8/49).

De acordo com Babu et al.® (1995), F. nucleatum foi
capaz de aderir a células epiteliais gengivais, as quais estavam revestidas
com fibronectina, demonstrando que essa proteina poderia ter um
importante papel no processo de coloniza¢do da cavidade bucal pelo F.
nucleatum.

De acordo com Falkler Junior & Hawley®® (1977), os
isolados orais de F. nucleatum demonstraram capacidade de aglutinar
eritrécitos humanos e de animais como coelhos, macacos, equinos,
caprinos e bovinos. Outros membros do género que foram testados (F.
necrophorus, F. varium e F. mortiferum) demonstraram pouca ou

nenhuma habilidade de hemaglutinar. Os autores nao observaram a
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presenca de fimbrias e sugeriram uma ligagcdo proteina-carboidrato no
mecanismo de adesdo do F. nucleatum. Entretanto, Mongiello & Falkler
Junior”' (1979) demonstraram a inibicdo dessa atividade hemaglutinante
pela adicdo de acucares contendo D-galactose e N-acetil-D-
galactosamina, o mesmo ocorrendo com a capacidade desse anaerobio
em coagregar-se com outros membros do biofilme bacteriano bucal
(FALKLER & BURGER®®, 1981).

Peros & Gibbons® (1982) demonstraram que a
capacidade hemaglutinante de F. nucleatum AB4 foi diminuida por
concentragdes subinibitérias de vancomicina e tetraciclina e aumentada
por penicilina G. Antimicrobianos como a estreptomicina, clindamicina,
eritromicina, cloranfenicol e neomicina ndo alteraram a capacidade
hemaglutinante.

Ozaki et al.®? (1990), estudando a aderéncia de cepas de
F. nucleatum a eritr6citos humanos, neutréfilos, fibroblastos e células
Hela, ndo encontraram diferencas na capacidade hemaglutinante entre
grupos sanglineos diferentes, observando que houve aderéncia a
neutrdfilos, fibroblastos e células Hela.

Han et al.*® (2000), avaliaram a habilidade de bactérias
Gram-negativas anaerobias em aderir e invadir células epiteliais gengivais
humanas. Demonstraram que F. nucleatum possui capacidade de aderir e
invadir essas células, o que é acompanhado por elevada secrecao de
interleucina-8 (IL-8) pelas células epiteliais, observando também que o
mecanismo de adesdo e internalizacdo envolveu a participacdo de
proteinas do citoesqueleto, sinais de transdugéo, sintese de proteinas e
metabolismo energético, tanto do microrganismo quanto das células
epiteliais gengivais.

Falkler Junior et al.*® (1983) e Haake & Lindemann®
(1997) observaram que a parede celular de F. nucleatum possui a
capacidade de aderir a polimorfonucleares neutréfilos (PMNs). A adsorcao
a parede celular de neutrdfilos foi inibida pela presenca da galactose,
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sugerindo que o fator de aderéncia é semelhante as lectinas e localiza-se

na parede celular.



3 PROPOSICAO

Tendo em vista a grande importancia que plantas
medicinais do cerrado brasileiro possuem para a populacdo das regioes
onde ha o predominio desse bioma e a grande freqiéncia com que sao
utilizados como recursos terapéuticos, esse estudo tem como objetivos:

a) avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos vegetais
de plantas medicinais do cerrado brasileiro sobre
microrganismos bucais;

b) avaliar a capacidade desses extratos inibirem a adesao
de Streptococcus mutans (ATCC 35688 e ATCC 1910)
ao vidro e a capacidade de hemaglutinacdo de
Fusobacterium nucleatum (ATCC 10953 e ATCC
25586).



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Microrganismos

Foram utilizados Streptococcus mutans ATCC 35688 e S.
mutans ATCC 1910, Fusobacterium nucleatum ATCC 10953 e F.
nucleatum ATCC 25586, cultivados em caldo Infuso de Cérebro Coracao
(BHI - Difco - Becton Dickinson and Co., USA) enriquecido com 0,5% de
extrato de levedura e mantidos em condi¢des de microaerofilia (S. mutans
ATCC 35688 e ATCC 1910) e anaerobiose (F. nucleatum ATCC 10953 e
ATCC 25586), a uma temperatura de 37°C. Os microrganismos também
foram mantidos em caldo de tioglicolato e repiques mensais (F.

nucleatum) e em sangue.

4.2 Preparo dos extratos vegetais

4.2.1 Plantas Medicinais do Cerrado utilizadas nos testes

Foram preparados extratos vegetais das espécies listadas
no Quadro 1, divididas por familia, espécie, parte utilizada na medicina
popular e nome popular. A escolha das espécies de plantas utilizadas

seguiu as recomendacdes da populacado das areas geograficas visitadas.
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As principais formas de utilizacado das plantas medicinais pela populacao
do cerrado encontram-se listadas no Anexo A.

As folhas das espécies vegetais utilizadas foram colhidas
de plantas com aspecto sadio e bom desenvolvimento, sem sinais de
envelhecimento, doengas e pragas. As cascas do caule foram colhidas de
plantas adultas e sadias, em pequenos pedacos, apenas de um dos lados
da planta. Antes de retird-las, foi realizada uma leve raspagem para
remover a superficie impregnada com poeira ou insetos. As cascas foram,
em seguida, lavadas em &gua corrente e colocadas para secar no
ambiente local (MATOS®, 2002).

As plantas foram coletadas em areas ndo desmatadas e
mantidas como reserva permanente em propriedades rurais dos
municipios de Carolina (MA) (Anexo C, Figuras 1 e 2) e Camapua (MS)
(Anexo C, Figuras 3 e 4). O periodo da coleta correspondeu ao periodo
chuvoso (dezembro a fevereiro) dos anos de 2002 e 2003, por facilidade

de acesso.

Quadro 1 — Relagéo de espécies do cerrado de uso na medicina popular,
empregadas no presente estudo, de acordo com familia,

espécie, parte da planta utilizada, nome popular (continua)

Familia Espécie Parte utilizada Nome popular
Anacardiaceae Anacardium Folha Cajuacu
giganteum
Anacardiaceae Anacardium Folha Caju
occidentale
Anacardiaceae Myracrodruon Casca do caule e Aroeira
urundeuva folhas
Asteareceae Solidago Caule Arnica
chilensis
Bignoniaceae Jacaranda Folha Caroba
cuspidifolia
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Quadro 1 - Relagcao de espécies do cerrado de uso na medicina popular,
empregadas no presente estudo, de acordo com familia,

espécie, parte da planta utilizada e nome popular (conclusao)

Familia Espécie Parte utilizada Nome popular
Bignoniaceae Tabebuia Casca do caule e Ipé-roxo
impetiginosa folhas
Bignoniaceae Tabebuia Casca do caule e Ipé-amarelo
ochracea folha
Bignoniaceae Tabebuia réseo- | Casca do caule e Ipé-branco
alba folha
Boraginaceae Cordia glabrata Casca do caule e Louro-de-mato-
folhas grosso
Boraginaceae Patagonula Folhas Guajuvira
americana
Caryocaraceae Caryocar Casca do caule e Pequi
brasiliense folhas
Celastraceae Maytenus Caule Cancerosa
ilicifolia
Combretaceae Terminalia Casca do caule Capitdo-do-campo
argentea
Compositae Piptocarpha Casca do caule e Candeia
rotundifolia folhas
Leguminosae Diptychandra Casca do caule e Balsaminho
aurantiaca folhas
Leguminosae Platypodium Casca do caule Jacaranda
elegans
Meliaceae Cedrela fissilis Casca Cedro
Mimosaceaea Anadenanthera Casca do caule e Angico
falcata folhas
Moraceae Ficus enormis Casca do caule e Figueira
folhas
Myrtaceae Psidium Casca do caule e Araca
cattleianum folhas
Phytolaccaceae Gallesia Folhas Pau d’alho
integrifolia
Proteaceae Roupala Folhas Carne-de-vaca
brasiliensis
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4.2.2 Preparo de extratos hidroalcodlicos dos vegetais

Os extratos hidroalcodlicos foram obtidos de acordo com
metodologia empregada por Navarro et al.”® (1998). Apés secagem inicial
em locais ventilados em temperatura ambiente (média 27°C) (Anexo C,
Figura 5), as folhas e cascas dos caules foram submetidas a secagem em
estufa (Anexo C, Figura 6), até o ponto em que as folhas e cascas dos
caules apresentavam-se secos e quebradi¢cos. A seguir, pesaram-se 25
gramas de cada vegetal em balanca semi-analitica. Apenas o material em
bom estado de conservacgao ou representativo foi utilizado nesta operacao
(Anexos C, Figuras 7 e 8).

A seguir, realizou-se a etapa de fragmentacdo, que
consistiu na divisdo das plantas em particulas grosseiras, de tamanho
homogéneo, por meio de trituracdo manual. Cada planta fragmentada foi
transferida para frascos ambar (250mL) identificados por codigos.
Adicionou-se entdo, 125mL de etanol 80% (preparado com auxilio de
alcobémetro). Os frascos foram agitados vigorosa e manualmente por trés
minutos. Esta operagéo foi realizada cinco vezes ao dia durante 12 dias,
para assegurar a adequada extragao dos principios ativos.

Finalmente, procedeu-se a filtragem das preparacdes por
meio de filtracdo comum (auxilio de suporte e argolas). O produto
resultante, denominado macerado, foi transferido a frascos ambar
(100mL). Foi obtido um minimo de 25mL de macerado para cada droga
vegetal pesquisada. Os extratos foram esterilizados por filtragdo em
membranas de éster de celulose Millipore 0,22um e imediatamente
utilizado nos testes.
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4.2.3 Preparo de extratos aquosos dos vegetais

Os extratos aquosos dos vegetais (Quadro 1) foram
preparados de acordo com metodologia descrita por Tsuchiya et al.'"
(1994). Para tanto, 100 gramas de folhas ou cascas e caules, de cada
planta foram adicionadas a 100mL de solugéo salina fosfatada tamponada
a 0,1M (PBS) (Anexo B) e mantidas por 5 minutos a 100°C, por 1hora a
55°C e por 72 horas em temperatura ambiente. Cada mistura foi agitada a
cada 24 horas. Os extratos aquosos foram purificados por meio de
filtracdo fracionada em membranas de éster de celulose de porosidade
0,65um e esterilizados por filtracdo em membranas de 0,22um (Millipore)

e imediatamente utilizados nos testes.

4.3 Avaliacao da atividade antimicrobiana dos extratos vegetais

Inicialmente, foram executados testes para verificar a
eficacia da atividade antimicrobiana das variadas espécies vegetais contra
microrganismos bucais, a fim de otimizar os testes subsequentes.

De acordo com metodologia descrita por Nascimento et
al.”* (2000), as culturas bacterianas desenvolvidas em caldo infuso de
cérebro e coracdo (BHI) acrescido de 0,5% de extrato de levedura e
mantidas a 37°C, por 48 horas, foram comparadas com o tubo cinco da
escala de McFarland, 10° céls. bact./mL, sendo 0,1mL transferido para as
placas contendo agar infuso de cérebro e coracao acrescido de 0,5% de
extrato de levedura. Subsequentemente, discos de papel de filtro, com

seis milimetros de didmetro, saturados com cada extrato a ser testado
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(20uL) foram colocados na superficie de cada placa, sendo posicionados
quatro por placa.

Os discos de papel, testes e controles, foram mantidos
por 12 horas em estufa (37°C) antes dos testes realizados, para
evaporagao do alcool presente. Todos os testes foram realizados em dez
repeticdes. As placas foram incubadas a 37°C, em microaerofilia (S.
mutans ATCC 35688 e ATCC 1910) ou anaerobiose (F. nucleatum ATCC
10953 e ATCC 25556) por 48 horas verificando-se, a seguir, a presenca
ou ndo de halos de inibicdo. A presengca de zonas de inibicdo do
crescimento bacteriano foi observada com auxilio de lupa esteroscopica.
Todos os extratos que produziram halos iguais ou superiores a sete
milimetros foram considerados como inibidores das cepas bacterianas
testadas e posteriormente submetidos a testes para avaliar a cinética de
sua atividade inibitéria e a maxima diluicdo dos extratos capazes de inibir
o crescimento bacteriano.

Como controle positivo empregou-se alcool 70% e
solucéo de polivinilpirrolidona iodada e hipoclorito de sédio a 1%. Como
controle negativo para a atividade inibitéria foi empregado discos de papel

de filtro embebidos previamente em caldo infuso de cérebro e coragao.

4.4 Determinacao da maxima diluicao inibitéria (MDI) dos extratos
vegetais

Para a determinagcdao da MDI de cada extrato vegetal
testado (que apresentaram atividade inibitéria no teste de difusdo em
agar), foi utilizado o método de diluicdo em caldo. Os extratos vegetais
foram adicionados a tubos contendo caldo BHI, acrescido com 0,5% de
extrato de levedura, previamente inoculados com 10° UFC das cepas
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testadas, de forma a representarem 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 e 1/128
da concentracdao original. A seguir os tubos foram incubados em
condicoes de microaerofilia (S. mutans ATCC 35688 e ATCC 1910) e
anaerobiose (F. nucleatum ATCC 10953 e ATCC 25586) em
dessecadores de vidro do tipo Pyrex a 37°C, por 48 horas. Conceituou-se
a maxima diluicdo inibitéria do extrato vegetal como sendo a maior
diluicdo do extrato testado capaz de inibir totalmente o crescimento
microbiano. Como controle utilizou-se o préprio caldo BHI suplementado

com 0,5% de extrato de levedura e inoculado com as cepas teste.

4.5 Acao inibitéria de contato

Foi avaliada de acordo com a metodologia empregada por
Sundqvist & Johansson'® (1982) para testes de susceptibilidade ao soro.

As células bacterianas foram cultivadas em caldo peptona
extrato de levedura (PY) (Anexo B) com 1% de sacarose, a 37°C, por 48
horas em condigdes de microaerofilia (S. mutans ATCC 35688 e ATCC
1910) e anaerobiose (F. nucleatum ATCC 10953 e ATCC 25586).
Aliquotas de 0,1mL foram centrifugados em tubos Eppendorf 3000xg por
trés minutos e lavadas trés vezes em tampéo fosfato (PBS), pH 7,2.

A seguir, foi removida, cuidadosamente, a solugédo salina
fosfatada tamponada e ao inéculo resultante (10® UFC) foi adicionado
1,5mL do extrato vegetal a ser testado (que apresentaram atividade
inibitéria no teste de difusdo em agar). A mistura foi incubada a 37°C, em
microaerofilia (S. mutans ATCC 35688 e ATCC 1910) e anaerobiose (F.
nucleatum ATCC 10953 e ATCC 25586) por 5, 10, 20, 30 e 60 minutos, 2
horas, 1, 7 e 14 dias.

Aliquotas de 0,1mL dessa mistura foram removidas,
submetidas a diluicdes seriadas em PBS e inoculadas em placas com

agar sangue (agar BHI acrescido de sangue desfibrinado de cavalo a
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5%). As placas foram incubadas a 37°C, em microaerofilia (S. mutans
ATCC 35688 e ATCC 1910) e anaerobiose (F. nucleatum ATCC 10953 e
ATCC 25586) por 72 horas. Apbés o que, procedeu-se a leitura dos
resultados por meio de contagem do numero de colbnias, em que uma
diminuicdo maior ou igual a 90% do inéculo bacteriano, em relagdo ao
controle, indicou atividade inibitéria de contato do extrato vegetal. Como
controle o in6culo bacteriano permaneceu em contato com a solugéo
salina fosfatada tamponada (PBS). Os testes foram realizados em
duplicata.

4.6 Atividade inibitéria em biofilme

4.6.1 Formagao do biofilme microbiano

Foi utilizada metodologia empregada por Lopes® (2003).
A partir de uma cultura de 48 horas em agar BHI, acrescido de 0,5% de
extrato de levedura e 5% de sangue desfibrinado de cavalo (agar
sangue), um inéculo das duas cepas-teste de F. nucleatum e S. mutans
foram repicadas, separadamente, para tubos contendo 5mL de caldo BHI
suplementado com extrato de levedura (0,5%) e incubados em
anaerobiose e microaerofilia, respectivamente, a 37°C, por 48 — 72 horas.
A seguir, o inoculo foi centrifugado a 3000xg por trés minutos, sendo o
sobrenadante desprezado e o sedimentado lavado trés vezes com PBS
nas mesmas condigdes.

Assim, 10° céls. bact/mL de cada cepa teste, foi
transferido para placas de microtitulacdo contendo 150uL de caldo BHI

suplementado com 0,5% de extrato de levedura e 5% de sacarose e
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incubados em anaerobiose a 37°C, por sete dias, com substituicao diaria
do meio de cultura.

A composigao final do biofilme microbiano foi avaliada por
meio da remocdao do mesmo das microplacas, com auxilio de espatula
plastica descartavel esterilizada, sua agitagdo em tubos contendo solucao
PBS e inoculacao em placas de agar sangue, as quais foram incubadas a
37°C, em anaerobiose e microaerofiia, por 72 e 48 horas,

respectivamente.

4.6.2 Atividade inibitéria dos extratos vegetais sobre os microrganismos

em biofilme

Aliguotas de 200uL dos extratos testados (que
apresentaram atividade inibitéria no teste de difusdo em agar) foram
adicionadas as microplacas e ali mantidas a 37°C, em anaerobiose, por
até 24 horas. Apoés incubagéo por 5, 10, 20, 60 minutos, 2 e 24 horas,
aliuotas de 0,1mL dessa mistura foram removidas e submetidas a
diluicbes seriadas de PBS e inoculadas em placas de agar sangue. As
placas foram incubadas a 37°C, em anaerobiose, por 48 horas. Apos,
procedeu-se a leitura dos resultados por meio de contagem do numero de
colénias em contador de colénias (Fanen Co - USA). Como controle, o
biofilme bacteriano permaneceu em contato com a solugcdo salina
fosfatada tamponada (PBS) nas condicbes descritas acima. Os testes

foram realizados em duplicata.
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4.7 Influéncia dos extratos vegetais sobre a aderéncia microbiana ao

vidro

Foram utilizados S. mutans ATCC 35688 e ATCC 1910,
mantidos em caldo BHI e repicados a cada 48 horas. Para a realizagcéao
dos testes foram utilizados os extratos aquosos que apresentaram
atividade inibitéria no teste de difusdo em &gar. Todos os diferentes
extratos foram colocados em concentragcdes equivalentes a um quarto
abaixo de suas maximas diluicbes inibitorias (MDI), ou seja, em
concentragbes subinibitérias, em tubos contendo meio de cultura
desidratado (caldo BHI acrescido de 10% de sacarose), possuindo um
volume total de 9mL. Foi utilizado um grupo controle (caldo BHI acrescido
de 10% de sacarose e agua deionizada). A seguir, bengalas de vidro de
tamanho padronizado (20mm) foram inseridas em cada um dos tubos, os

quais foram esterilizados em autoclave (121°C/15min).

Para a verificagdo da aderéncia bacteriana ao vidro
utilizou-se metodologia empregada por Otake et al.®’ (1991) com
modificagdes. As células de S. mutans ATCC 35688 e ATCC 1910 foram
lavadas por centrifugagdo a 3000xg, por 5 minutos, em PBS e
ressuspendidas no mesmo tampdo até a obtencdo de 10° UFC,
determinada em escala de McFarland. A seguir, 10° UFC foram
transferidas para cada tubo experimental.

Depois de agitacao e incubagédo por 90 minutos a 37°C,
as bengalas foram lavadas em solugcdo tampao fosfato (PBS) e
transferidas para tubos contendo o mesmo tampao. Bactérias que
adsorveram as bengalas foram dispersas utilizando-se agitador de tubos
(Vortex), diluidas e transferidas para placas com meio de cultura BHI
acrescido de 10% de sacarose. Apds 48 horas de incubacéo a 37°C em
microaerofilia, o numero de UFC foi determinado. Os testes foram

realizados em duplicata.
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4.8 Influéncia dos extratos vegetais sobre a capacidade

hemaglutinante

O teste foi realizado com metodologia descrita por Falkler
Junior & Hawley®* (1977). Para tanto, foram utilizadas placas de
microtitulagdo, as quais continham eritrocitos humanos lavados duas
vezes a 1000xg, por 5 minutos, em PBS e ressuspendidos nessa mesma
solugcdo até alcangar a concentragéo de 2%.

A cepas de referéncia de Fusobacterium nucleatum foram
cultivadas em &gar sangue suplementado com extrato de levedura e
acrescido dos extratos vegetais que mostraram atividade inibitéria, de
forma que a concentragdo dos mesmos no meio de cultura fosse 4 vezes
menor que a concentracao inibitéria (ou o equivalente a 4 vezes a diluicao
maxima inibitéria).

As células de F. nucleatum ATCC 10953 e ATCC 25586
foram preparadas através da centrifugacao a 3000xg, por 5 minutos, em
PBS, sendo realizadas trés lavagens sucessivas para posterior
ressuspensdo, em PBS, na concentragéo de 10°UFC/mL.

Inicialmente, adicionaram-se 50uL da suspensao
bacteriana as microplacas, realizando-se, a seguir, diluigdes, em base
dois. Em seguida, foram adicionados 50uL da suspensao de eritrécitos.
Posteriormente, as microplacas foram delicadamente agitadas, por um
minuto, e mantidas a 37°C, por 30 minutos, seguidas de incubagéo por
duas horas em temperatura ambiente, para a leitura final dos resultados.

O titulo de hemaglutinacao foi definido como o reciproco
da maior diluicdo bacteriana apresentando hemaglutinacdo. Os testes
foram realizados em duplicata. Considerou-se que ocorreu inibicao da
hemaglutinagdo quando o titulo de hemaglutinagdo dos microrganismos
cultivados nas concentragdes subinibitérias dos extratos vegetais foi igual
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ou inferior a 1/4 daquele observado com o0s microrganismos cultivados

nas condicdes controle, sem a presencga dos extratos vegetais.



5 RESULTADOS

Para a maioria dos extratos vegetais testados, observou-se
alguma correlacdo entre a atividade antimicrobiana da preparacao
hidroalcodlica (Quadro 2) e aquosa (Quadro 3), principalmente frente aos
estreptococos testados. O Quadro 2 evidencia o resultado da triagem
inicial envolvendo os extratos hidroalcodlicos, sendo que, os extratos da
folha de araga (Psidium cattleianum), folha de aroeira (Myracrodruon
urundeuva), caule de cancerosa (Maytenus ilicifolia), casca do caule de
candeia (Piptocarpa rotundifolia), folha da guajuvira (Patagonula
americana), casca do caule de jacaranda (Platypodium elegans) e folha
da caroba (Jacaranda cuspidifolia) apresentaram atividade inibitéria frente
a todos os microrganismos testados. O extrato de folha da figueira (Ficus
enormis) apresentou atividade sobre todos os microrganismos testados,
exceto F. nucleatum ATCC 10953, e o extrato de casca de louro-de-mato-
grosso (Cordia glabrata) apresentou atividade antimicrobiana apenas
sobre as cepas de S. mutans.

O Quadro 3 apresenta os resultados da triagem inicial
envolvendo os extratos aquosos, sendo que os resultados mostraram-se
semelhantes aos apresentados no Quadro 2. No entanto, o extrato de
caule de cancerosa (M. Ilicifolia), casca do caule de candeia (P.
rotundifolia), casca do caule de jacaranda (P. elegans) e folha de caroba
(J. cuspidifolia) ndo apresentaram atividade antimicrobiana sobre F.
nucleatum ATCC 10953, o que difere dos resultados apresentados para
os extratos hidroalcodlicos. O extrato aquoso de caule de cancerosa (M.
ilicifolia), folha da figueira (F. enormis), folha de guajuvira (P. americana) e
folha de caroba (J. cuspidifoliay ndao demonstraram atividade
antimicrobiana frente ao F. nucleatum ATCC 25556, diferentemente do

resultado apresentado por seus extratos hidroalcodlicos.
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Com relacado a Maxima Diluicdo Inibitéria (MDI),
apresentada no Quadro 4 para os extratos hidroalcodlicos e Quadro 5
para 0s extratos aquosos, observamos que as diluicbes inibitérias
variaram de 50% (1/2) a 0,78% (1/128) da concentracao inicial, sendo que
as maiores diluigdes foram observadas para o extrato da folha de aragé
(P. cattleianum), tanto na forma hidroalcodlica quanto aquosa, e as
menores para a casca de louro-de-mato-grosso (C. glabrata) em ambas
as formas de apresentacao. O extrato hidroalcodlico da folha da figueira
(F. enormis), ndo apresentou atividade inibitéria para F. nucleatum ATCC
10953, os extratos aquosos do caule de cancerosa (M. ilicifolia), casca do
caule de candeia (P. rotundifolia), folha da figueira (F. enormis), casca do
caule de jacaranda (P. elegans), folha de caroba (J. cuspidifolia), e casca
do caule de louro-de-mato-grosso (C. glabrata), nao apresentaram
atividade contra F. nucleatum ATCC 10953, sendo que desses extratos
apenas os extratos de casca do caule de candeia (P. rotundifolia) e casca
do caule de jacaranda (P. elegans) apresentaram atividade contra F.
nucleatum ATCC 25556.

No Quadro 6 e Quadro 7 pode-se observar que o tempo
necessario para eliminar 90% do in6culo dos microrganismos testados (S.
mutans ATCC 1910 e ATCC 35688), tanto para os extratos
hidroalcodlicos (Quadro 6) quanto extratos aquosos (Quadro 7) foram
similares, o minimo de 5 minutos, e o tempo maximo de 1440 minutos (24
horas). Para a reducdo de 90% do in6culo de F. nucleatum ATCC 10953
e ATCC 25586, Quadros 8 e 9 (extratos hidroalcodlicos), respectivamente
e Quadros 10 e 11 (extratos aquosos), respectivamente, observa-se que o
tempo minimo foi 10 minutos e o maximo 1440 minutos.

A maioria dos extratos hidroalcodlicos e aquosos foram
capazes de inibir o crescimento microbiano em biofilme (Quadro 12 e
Quadro 13, respectivamente). No entanto, o periodo de tempo necessario
para a inibicao do biofilme mostrou-se superior aos observados para os

microrganismos no estado plancténico, sendo que para alguns extratos
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nao foi observada atividade inibitéria significante, particularmente quando
se empregaram o0s extratos aquosos.

Verificando-se a influéncia dos extratos aquosos em
concentracdes subinibitérias sobre a capacidade de adesao das cepas de
S. mutans ATCC 1910 (Tabela 1) e ATCC 35688 (Tabela 2) observa-se
que a maioria dos extratos foi capaz de inibir a adesdo microbiana de
forma significante. Apenas o extrato aquoso de folha de candeia (P.
rotundifolia) nao foi capaz de inibir a adesao de S. mutans ATCC 1910 ao
vidro de forma estatisticamente significante. Os extratos aquosos de
caule de cancerosa (M. ilicifolius) e folha de figueira (F. enormis) nao
inibiram de forma significante a adeséo de S. mutans ATCC 35688.

Os resultados da inibigio de hemaglutinagéo
apresentados no Quadro 14 para extratos para os extratos aquosos,
demonstram que a maioria dos extratos ndo apresentou capacidade
hemaglutinante, sendo os Unicos extratos aquosos vegetais capazes de
apresentar hemaglutinacao o caule de cancerosa (M. ilicifolius), casca de
candeia (P. rotundifolia) e folha de figueira (F. enormis). No entanto o
Unico extrato que promoveu hemaglutinacdo em diluicAo superior ao
apresentado no grupo controle foi o exirato de folha de figueira (F.
enormis) frente a F. nucleatum ATCC 25586. A maioria dos extratos

testados provocou intensa hemalise (Anexo D).
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Quadro 2 - Triagem inicial da atividade antimicrobiana dos extratos

vegetais hidroalcodlicos (continua)

F. n. F.n. S.m. | S.m.
Extrato vegetal ATCC | ATCC | ATCC | ATCC
10953 | 25556 | 35688 | 1910

Casca de angico (A. falcata) - - - -

Folha de angico (A. falcata) - - - -

Casca de araca (P. cattleianum) - - - -

Folha de aragé (P. cattleianum) + + + +

Caule de arnica (S. chilensis) - - - -

Casca de aroeira (M. urundeuva) - - - -

Folha de aroeira (M. urundeuva) + + + +

Casca do caju (A. occidentale) - - - -

Folha do cajuacu (A. giganteum) - - - -

Caule de cancerosa (M. ilicifolia) + + + +

Casca da candeia (P. rotundifolia) + + + +

Folha da candeia (P. rotundifolia) - - - -

Casca do capitdo-do-campo (T. argentea) - - - -

Casca de cedro (C. fissilis) - - - -

Folha de cedro (C. fissilis) - - - -

Casca da figueira (F. enormis) - - - -

Folha da figueira (F. enormis) - + + +

Folha da carne-de-vaca (R. brasiliensis) - - - -

Folha de guajuvira (P. americana) + + + +

Casca do ipé roxo (T. impetiginosa) - - - -

Folha do ipé roxo (T. impetiginosa) - - - -

Casca do ipé amarelo (T. ochracea) - - - -

Folha do ipé amarelo (T. ochracea) - - - -

Casca do ipé branco (T. roseo-alba) - - - -

Folha do ipé branco (T. roseo-alba) - - - -
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Quadro 2 - Triagem inicial da atividade antimicrobiana dos extratos

vegetais hidroalcoodlicos (conclusao)

F. n. F.n S.m S.m

Extrato vegetal ATCC | ATCC | ATCC | ATCC

10953 | 25556 | 35688 | 1910
Casca de jacaranda (P. elegans) + + + +
Folha de caroba (J. cuspidifolia) + + + +

Folha de pau d’alho (G. integrifolia) - - - -

Folha de pequi (C. brasiliense) - - - -

Casca de pequi (C. brasiliense) - - - -

Casca de louro-de-mato-grosso
(C. glabrata)

Folha de louro-de-mato-grosso
(C. glabrata)

Casca de balsaminho (D. aurantiaca) - - - -

Folha de balsaminho (D. aurantiaca) - - - -

F. n. (Fusobacterium nucleatum)
S. m. (Streptococcus mutans)
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Quadro 3 - Triagem inicial da atividade antimicrobiana dos extratos

vegetais aquosos (continua)

F. n. F.n. S.m. | S.m.
Extrato vegetal ATCC | ATCC | ATCC | ATCC
10953 | 25556 | 35688 | 1910

Casca de angico (A. falcata) - - - -

Folha de angico (A. falcata) - - - -

Casca de araca (P. cattleianum) - - - -

Folha de aragé (P. cattleianum) + + + +

Caule de arnica (S. chilensis) - - - -

Casca de aroeira (M. urundeuva) - - - -

Folha de aroeira (M. urundeuva) + + + +

Casca do caju (A. occidentale) - - - -

Folha do cajuacu (A. giganteum) - - - -

Caule de cancerosa (M. ilicifolia) - - + +

Casca da candeia (P. rotundifolia) - + + +

Folha da candeia (P. rotundifolia) - - - -

Casca do capitdo-do-campo (T. argentea) - - - -

Casca de cedro (C. fissilis) - - - -

Folha de cedro (C. fissilis) - - - -

Casca da figueira (F. enormis) - - - -

Folha da figueira (F. enormis) - - + +

Folha da carne-de-vaca (R. brasiliensis) - - - -

Folha de guajuvira (P. americana) + - + +

Casca do ipé roxo (T. impetiginosa) - - - -

Folha do ipé roxo (T. impetiginosa) - - - -

Casca do ipé amarelo (T. ochracea) - - - -

Folha do ipé amarelo (T. ochracea) - - - -

Casca do ipé branco (T. roseo-alba) - - - -

Folha do ipé branco (T. roseo-alba) - - - -
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Quadro 3 - Triagem inicial da atividade antimicrobiana dos extratos

vegetais aquosos (conclusao)

F.n F.n S.m S.m

Extrato vegetal ATCC | ATCC | ATCC | ATCC

10953 | 25556 | 35688 | 1910
Casca de jacaranda (P. elegans) - + + +
Folha de caroba (J. cuspidifolia) - - + +

Folha de pau d’alho (G. integrifolia) - - - -

Folha de pequi (C. brasiliense) - - - -

Casca de pequi (C. brasiliense) - - - -

Casca de louro-de-mato-grosso
(C. glabrata)

Folha de louro-de-mato-grosso
(C. glabrata)

Casca de balsaminho (D. aurantiaca) - - - -

Folha de balsaminho (D. aurantiaca) - - - -

F. n. (Fusobacterium nucleatum)
S. m. (Streptococcus mutans)




Quadro 4 — Maxima diluicao inibitéria (MDI) dos extratos vegetais

hidroalcodlicos

F. n. F. n. S.m. S.m.

Extrato vegetal ATCC ATCC | ATCC | ATCC

10953 25556 | 35688 1910

Folha de aracé (P. cattleianum) 1/64 1128 | 1/64 1/64
Folha de aroeira (M. urundeuva) 1/32 1/32 1/64 1/64
Caule de cancerosa (M. ilicifolius) 1/8 1/8 1/4 1/4
Casca da candeia (P. rotundifolia) 1/8 1/8 1/4 1/4
Folha da figueira (F. enormis) _a 1/2 1/4 1/4

Folha de guajuvira (P. americana) 1/16 1/32 1/32 1/32

Casca de jacaranda (P. elegans) 1/16 116 1/32 1/32

Folha de caroba (J. cuspidifolia) 1/4 1/2 1/4 1/4

Casca de louro-de-mato-grosso
(C. glabrata) 1/2 1/2 1/2 1/2

F. n. (Fusobacterium nucleatum)
S. m. (Streptococcus mutans)
—= Extrato que nao conseguiu inibir o biofilme significativamente
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Quadro 5 — Maxima diluicao inibitéria (MDI) dos extratos vegetais aquosos

F.n. F. n. S.m. S.m.
Extrato vegetal ATCC ATCC | ATCC | ATCC
10953 25556 | 35688 1910
Folha de aracé (P. cattleianum) 1/64 1/64 1/64 1/64
Folha de aroeira (M. urundeuva) 1/32 1/32 1/64 1/64
Caule de cancerosa (M. ilicifolius) _a _a 1/4 1/4
Casca da candeia (P. rotundifolia) _a 1/4 1/4 1/4
Folha da figueira (F. enormis) _a _a 1/4 1/4
Folha de guajuvira (P. americana) 1/8 _a 1/32 1/32
Casca de jacaranda (P. elegans) _a 1/4 1/32 1/32
Folha de caroba (J. cuspidifolia) _a _a 1/4 1/4
Casca de louro-de-mato-grosso
(C. glabrata) —a —a 172 172

F. n. (Fusobacterium nucleatum)
S. m. (Streptococcus mutans)
—2 Extrato que ndo conseguiu inibir o biofilme significativamente
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Quadro 6 - Tempo necessario para eliminar o inéculo em contato com os

extratos vegetais hidroalcodlicos para S. mutans ATCC 35688

e ATCC 1910
Extrato Tempo (minutos)

Folha de aragé (P. cattleianum) 10
Folha da aroeira (M. urundeuva) 20
Caule de cancerosa (M. ilicifolius) 120
Casca de candeia (P. rotundifolia) 120
Folha de guajuvira (P. americana) 10
Casca de jacaranda (P. elegans) 5
Folha de caroba (J. cuspidifolia) 1440
Casca de louro-de-mato-grosso 120
(C. glabrata)

Quadro 7 - Tempo necessario para eliminar o inéculo em contato com os

extratos vegetais aquosos para S. mutans ATCC 35688 e

ATCC 1910
Extrato Tempo (minutos)

Folha de aragé (P. cattleianum) 10
Folha da aroeira (M. urundeuva) 20
Caule de cancerosa (M. ilicifolius) 120
Casca de candeia (P. rotundifolia) 120
Folha de guajuvira (P. americana) 10
Casca de jacaranda (P. elegans) 5
Folha de caroba (J. cuspidifolia) 1440
Casca de louro-de-mato-grosso 120
(C. glabrata)
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Quadro 8 - Tempo necessario para eliminar o inéculo em contato com os

extratos vegetais hidroalcodlicos para F. nucleatum ATCC

10953
Extrato Tempo (minutos)
Folha de aragé (P. cattleianum) 10
Folha da aroeira (M. urundeuva) 10
Caule de cancerosa (M. ilicifolius) 120
Casca de candeia (P. rotundifolia) 120
Folha de guajuvira (P. americana) 20
Casca de jacaranda (P. elegans) 60
Folha de caroba (J. cuspidifolia) 1440

Quadro 9 - Tempo necessario para eliminar o inéculo em contato com os

extratos vegetais aquosos para F. nucleatum ATCC 10953

Extrato Tempo (minutos)
Folha de aragé (P. cattleianum) 10
Folha da aroeira (M. urundeuva) 10
Folha de guajuvira (P. americana) 20
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Quadro 10 - Tempo necessario para eliminar o inéculo em contato com

os extratos vegetais hidroalcodlicos para F. nucleatum ATCC

25586
Extrato Tempo (minutos)
Folha de aragé (P. cattleianum) 10
Folha da aroeira (M. urundeuva) 10
Caule de cancerosa (M. ilicifolius) 120
Casca de candeia (P. rotundifolia) 120
Folha da figueira (F. enormis) 1440
Folha de guajuvira (P. americana) 60
Casca de jacaranda (P. elegans) 120
Folha de caroba (J. cuspidifolia) 1440

Quadro 11 - Tempo necessario para eliminar o in6culo em contato com os

extratos vegetais aquosos para F. nucleatum ATCC 25586

Extrato Tempo (minutos)
Folha de araca (P. cattleianum) 10
Folha da aroeira (M. urundeuva) 10
Casca de candeia (P. rotundifolia) 120
Casca de jacaranda (P. elegans) 120
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Quadro 12 - Atividade inibitéria de extratos vegetais hidroalcodlicos sobre

biofilmes microbianos

Tempo necessério para eliminar

Extrato 90% dos microrganismos (em
minutos)

Folha de aragé (P. cattleianum) 60
Folha da aroeira (M. urundeuva) 120
Caule de cancerosa (M. ilicifolius) 1440
Casca de candeia (P. rotundifolia) 1440
Folha de figueira (F. enormis) _a
Folha de guajuvira (P. americana) 120
Casca de jacaranda (P. elegans) 120
Folha de caroba (J. cuspidifolia) 1440
Casca de louro-de-mato-grosso

1440

(C. glabrata)

—= Extrato que ndo conseguiu inibir o biofilme significativamente
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Quadro 13 - Atividade inibitéria de extratos vegetais aquosos sobre

biofilmes microbianos

Tempo necessério para eliminar

Extrato 90% dos microrganismos (em
minutos)

Folha de aragé (P. cattleianum) 60
Folha da aroeira (M. urundeuva) 120
Caule de cancerosa (M. ilicifolius) 1440
Casca de candeia (P. rotundifolia) 1440
Folha de figueira (F. enormis) _a
Folha de guajuvira (P. americana) 120
Casca de jacaranda (P. elegans) 120
Folha de caroba (J. cuspidifolia) __a
Casca de louro-de-mato-grosso

a

(C. glabrata)

—= Extrato que ndo conseguiu inibir o biofilme significativamente
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Quadro 14 - Titulos de hemaglutinacao de F. nucleatum ATCC 10953 e
ATCC 25586 na presenca de diferentes extratos vegetais em

concentracdes subinibitérias

_ _ Titulo de hemaglutinacao
microrganismo

extrato vegetal
*cont. 1 2 3 4 5 6 7 8

10953 128 % % 16 32 128 X X X

25586 64 X & 16 16 128 X X X

*Cont. (controle)

1 Folha de araga (P. cattleianum)

2 Folha da aroeira (M. urundeuva)

3 Caule de cancerosa (M. ilicifolius)

4 Casca de candeia (P. rotundifolia)

5 Folha de figueira (F. enormis)

6 folha de guajuvira (P. americana)

7 casca de jacaranda (P. elegans)

8 folha de caroba (J. cuspidifolia)

X extratos que induzem precipitacdo das hemacias.
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Tabela 1 - Influéncia de extratos vegetais aquosos em concentracdes

subinibitérias sobre a capacidade de adesao ao vidro de S.

mutans ATCC 1910.

Extrato Controle Teste P
Folha do aracé (P. cattleianum) 203.10° 66.10* | 0,0000001
Folha da aroeira (M. urundeuva) 203.10° | 198.10* | 0,0000001
Caule de cancerosa (M. ilicifolius) 203.10° 123.10° 0,0150
Casca de candeia (P. rotundifolia ) 203.10° | 209.10° | 0,06890*
Folha de figueira (F. enormis) 203.10° 96.10° 0,0045
Folha de guajuvira (P. americana) 203.10° 55.10* | 0,0000001
Casca de jacarandé (P. elegans) 203.10° 36.10° | 0,0000001
Folha de caroba (J. cuspidifolia) 203.10® | 108.10° 0,0002
Casca de louro-de-mato-grosso 203.10° 174.10*| 0,0000001

(C. glabrata)

*Sem significancia estatistica
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Tabela 2 - Influéncia de extratos vegetais aquosos em concentracdes

subinibitérias sobre a capacidade de adesao ao vidro de S.

mutans 35688.
Extrato Controle | Teste P
Folha do aracé (P. cattleianum) 279.10° | 178.10°| 0,01120
Folha da aroeira (M. urundeuva) | 279.10° | 114.10*| 0,0000001
Caule de cancerosa (M. ilicifolius) | 279.10° | 143.10°| 0,0525*
Casca de candeia ( P. rotundifolia) | 279.10° | 1310* | 0,0000001
Folha de figueira (F. enormis) 279.10° | 206.10°| 0,20960*
Folha de guajuvira (P. americana) |279.10° | 68.10° | 0,0000001
Casca de jacaranda (P. elegans) | 279.10°|125.10°| 0,0005
Folha de caroba (J. cuspidifolia) 279.10° [ 119.10°|  0,0001
Casca de louro-de-mato-grosso 579.10° | 91. 10 0,00001

(C. glabrata)

*Sem significAncia estatistica



6 DISCUSSAO

As doengas infecciosas da cavidade bucal s&o decorrentes,
em sua maioria, da perda do equilibrio entre a microbiota autoctone e o
hospedeiro (SUNDQVIST & JOHANSSON'?, 1982; SLOTS & GENCO'%,
1984; XIE et al.'® 1991). Nesse sentido, o controle do biofilme
microbiano bucal se mostra indispensavel para a manutencdo do
equilibrio entre 0 mesmo e os tecidos do hospedeiro, que com ele
continuamente interagem através de componentes microbianos,
metabdlitos, mecanismos do sistema imunolégicos, salivares ou teciduais.

Dos processos patolégicos que acometem a cavidade
bucal, merecem destaque as periodontopatias e a carie dental, em funcao
de suas elevadas prevaléncias e danos causados ao aparelho
estomatognatico (DAROUT et al.?', 2002).

O processo carioso tem sido intensamente estudado e
descrito, merecendo destaque a participagdo de espécies de
estreptococos na sua etiopatogénese (GIBBONS & NYGAARD®, 1968;
WU-YUAN et al.'” 1988). A redugdo na participacdo desses
microrganismos na formacao e composi¢éo do biofilme e de seus fatores
de viruléncia, associados ao controle de sua acidogenicidade, aciduridade
e capacidade de adesdo as estruturas mineralizadas, pode levar ao
controle da doenca cérie (CIARDI et al.'*, 1981).

As periodontopatias sdo o resultado do desequilibrio entre
alguns fatores de viruléncia de espécies bacterianas que colonizam a
bolsa periodontal e a resisténcia imunolégica do hospedeiro (SUNDQVIST
& JOHANSSON' 1982; SLOTS & GENCO'%, 1984; XIE et al.''®, 1991).
Dentre os microrganismos periodontopatogénicos, merece destaque

Fusobacterium nucleatum devido sua capacidade de aderir a eritrécitos
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(FALKLER JUNIOR et al.?®, 1983; TANNER et al.'®® 1998), linfécitos,
neutréfilos, fibroblastos, células HeLa (OZAKI et al.®?, 1990), células
epiteliais bucais, hidroxiapatita revestida por saliva ou estaterina e
colageno tipo IV, além de produzir compostos tdxicos como sulfeto de
hidrogénio e uma potente endotoxina (SVEEN & SKAUG'®, 1980).

De acordo com Kolenbrander & London®' (1993), esse
anaerobio Gram-negativo atuaria como ponte entre colonizadores iniciais
do biofilme bacteriano dentario, representados basicamente por
microrganismos de género Streptococcus, € 0s colonizadores finais,
criando condicbes ambientais favoraveis para a implantacdo de
Actinobacillus  actinomycetemcomitans, = Porphyromonas  gingivalis,
Prevotella intermedia e espécies do género Selenomonas entre outras,
possuindo, entdo, grande importancia no estabelecimento de um biofilme
bacteriano subgengival com potencial periodontopatogénico.

Com a finalidade de prevencdao e controle de
periodontopatias e carie dentaria, 0 emprego adjunto de agentes quimicos
que interferem na instalacdo dos microrganismos diretamente
relacionados com essas doengas, ou mesmo na sua eliminagcao, vem
ganhando popularidade, principalmente em pacientes que apresentam
dificuldades de realizar a remog¢ao mecanica do biofilme, a exemplo das
criancas e dos pacientes portadores de deficiéncias fisicas e mentais,
além dos individuos cuja doenga periodontal ou carie mostra-se de

progressao mais rapida.

Nesse sentido, deve-se salientar, ainda, que a maioria dos
colutérios e antimicrobianos disponiveis no mercado e utilizados para o
combate de doencas que acometem a cavidade bucal possuem
desvantagens sérias quando utilizados por longos periodos de tempo,
como manchamento dos dentes, perda de paladar, ardor e sensacao de
queimacdo (GROPPO et al.®®, 2002). Desta forma, a avaliagdo da
atividade antimicrobiana e antiaderente de extratos naturais merece ser
estudada, uma vez que muitos desses compostos sdo largamente

utilizados na medicina popular. Além disso, nosso pais apresenta rica
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biodiversidade, devendo-se considerar também o menor custo destas
formas terapéuticas em relacdo a medicamentos industrializados
(REHDER et al.®°, 2004).

E comum o pensamento de que plantas medicinais de uso
tradicional ja foram testadas e homologadas pelo uso prolongado em
populagcbes humanas, sendo considerados eficazes e que nao
apresentam efeitos colaterais, ndo necessitando, portanto, de avaliacdo
laboratorial (VOLPATO et al.'™®, 2002). Além desse aspecto é notavel o
interesse no desenvolvimento de alternativas para o controle quimico do

biofilme microbiano e seus impactos na ecologia microbiana bucal.

No presente estudo, optou-se por estudar extratos de
plantas do cerrado em fungédo da importancia desse bioma no panorama
da exploracao comercial do solo no Brasil, bem como pela significativa
riqueza botanica, que agrega espécies oriundas da floresta ombrofila
densa litoranea (mata atlantica) e em menor extensdo, da floresta
ombrofila densa equatorial (floresta amazénica). As consequéncias do
desconhecimento de sua riqueza se agravam quando se verifica que
cerca de 40% do bioma ja tenha sido devastado e afirmam que o cerrado
possui somente 1,5% de sua extensao protegida por lei, e atualmente é o
bioma em maior risco no pais, sendo que menos de 1% do potencial
farmacolégico dessas plantas foi avaliado (FELFINI & FELFINI*® 2001).

Foram utilizadas 22 espécies vegetais encontradas no
cerrado brasileiro e utilizadas na medicina popular, como evidenciado por

Vieira & Martins'"®

(2000), sendo preparados extratos hidroalcodlicos e
aquosos desses vegetais. As areas escolhidas para a coleta dos
espécimes de vegetais sdo representativas dos principais tipos de
vegetacao de cerrado, sendo que se optou pela inclusdo de areas nao
submetidas a agressbes humanas e que pudessem representar a
vegetacdo que cobria originalmente grande parte do Brasil central.
Coletaram-se amostras na regiao de Pedra Caida e Grajau no municipio

de Carolina (Estado do Maranh&o), bem como no municipio de Camapua
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(Estado do Mato Grosso do Sul) durante o periodo chuvoso, nos meses
de dezembro, janeiro e fevereiro, dos anos de 2002 e 2003.

No presente estudo, os vegetais foram submetidos a
secagem inicial em temperatura ambiente e posteriormente em estufa a
37°C, sendo a metodologia descrita por Navarro et al.”® (1998) e Tsuchiya
et al."" (1994), uma vez que o érgdo vegetal seja ele folha, raiz ou casca,
quando recém-colhido apresenta elevada umidade, o que concorre para
que a degradagcao enzimatica seja aumentada, além da proliferacdo de
microrganismos. Esta agdo compreende oxidagdes, redugdes, rearranjos
moleculares, hidrélises e remogéao ou adigdo de radicais, que implicam
alteragOes dos principios ativos. A redugé@o do teor de umidade também
faz com que a atividade enzimética seja diminuida, prevenindo a perda de
qualidade das plantas (MARTINS et al.®”, 2000).

Silva et al.'® (2003) observaram em estudo sobre a
atividade antimicrobiana de O6leos essenciais de uma espécie vegetal
(Malaleuca alternifolia) que o material de plantas medicinais ndo necessita
processamento imediato apds a colheita, sendo importante o processo de
secagem, uma vez que a mesma reduz a agcdo de enzimas pela
desidratacdo e de microrganismos alteradores e/ou patogénicos,
permitindo sua maior conservagao e concentragao de principios ativos.

Mesmo apéds a escolha da planta medicinal a ser coletada,
deve-se observar que o vegetal oferece algumas dificuldades na
uniformidade e estabilidade do produto a ser utilizado. Exemplares de
uma mesma espécie, colhidos em épocas diferentes, ndo possuem
necessariamente a mesma atividade biologica, tornando-se dificil seu
controle quimico, em virtude do grande nimero de substancias presentes
(VOLPATO et al."*®, 2002), portanto no presente estudo foram retiradas
folhas, caules e cascas de caule de um Unico exemplar de cada espécie e
a coleta foi realizada de uma unica vez, sendo a quantidade suficiente
para a producao dos extratos utilizados em todos os testes.

Para a obtencédo das amostras de plantas foram utilizados

os moradores de cada regido, ja acostumados com a coleta dos
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espécimes estudados. A contribuicdo dos moradores locais no manejo e
obtengdo de plantas medicinais é essencial, uma vez que 0s mesmos
apresentam habilidade em localizar, identificar, extrair e manipular os
recursos locais utilizados na elaboracdo de remédios caseiros ha
geracées (RODRIGUES, 1998).

Dos 33 extratos hidroalcodlicos testados, oriundos de
vinte e duas espécies de plantas tipicas do cerrado, nove evidenciaram
atividade inibitéria sobre todos, ou, pelos menos, metade das amostras
microbianas testadas, representando um percentual elevado em
comparagao com trabalhos realizados com plantas medicinais na
Argentina, onde 12 espécies vegetais apresentaram alguma atividade
antimicrobiana em um total de 122 espécies estudadas (ANESINI &
PERES®, 1993). Outros estudos, como o de Lopez et alf' (2001)
demonstraram um percentual maior de plantas com atividade em relagéao
ao numero de espécies estudadas, no entanto, nenhuma das 24 plantas
estudadas apresentou atividade contra bactérias Gram-negativas,
diferentemente do presente estudo onde oito dos nove extratos que
apresentaram atividade antimicrobiana foram capazes de inibir o
crescimento de F. nucleatum, um bastonete anaerébio e Gram-negativo.

As preparacdes hidroalcodlicas e aquosas mostraram
atividade antimicrobiana semelhante em todas as modalidades de testes
realizados, particularmente sobre os estreptococos, o que indica que o(s)
principio(s) ativo(s) pode(m) ser extraidos por métodos simples,
empregando-se agua como liquido extrator sem muito prejuizo para a
atividade antimicrobiana. Esses resultados estdo de acordo com Paz et
al.®® (1995) que realizaram um levantamento da atividade antimicrobiana
de extratos de plantas medicinais do Uruguai, utilizando extratos
alcoodlicos e aquosos, nao verificando diferencas estatisticas entre os
resultados apresentados pelos dois extratos.

O Quadro 2 evidencia os resultados da triagem inicial
envolvendo os extratos hidroalcodlicos testados, sendo que, apenas o0s

extratos da folha de araca (Psidium cattleianum), folha de aroeira
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(Myracrodruon urundeuva), caule de cancerosa (Maytenus ilicifolia), casca
de candeia (P. rotundifolia), folha da guajuvira (Patagonula americana),
casca de jacaranda (Platypodium elegans) e folha da caroba (Jacaranda
cuspidifolia) tiveram atividade inibitéria frente a todos os microrganismos
testados. O extrato de folha da figueira (Ficus enormis) apresentou
atividade sobre todos os microrganismos testados, exceto F. nucleatum
ATCC 10953, e o extrato de casca de louro-de-mato-grosso (Cordia
glabrata) apresentou atividade antimicrobiana apenas sobre as cepas de
S. mutans.

O Quadro 3 apresenta os resultados da triagem inicial
envolvendo os extratos aquosos testados, sendo que, os resultados
apresentam-se semelhantes aos apresentados no Quadro 2, no entanto,
o extrato de caule de cancerosa (M. ilicifolia), casca do caule de candeia
(P. rotundifolia), casca do caule de jacaranda (P. elegans) e folha de
caroba (J. cuspidifolia) ndo apresentaram atividade antimicrobiana sobre
F. nucleatum ATCC 10953, o que difere dos resultados apresentados
para os extratos hidroalcodlicos. O extrato aquoso de caule de cancerosa
(M. licifolia), folha da figueira (F. enormis), folha de guajuvira (P.
americana) e folha de caroba (J. cuspidifolia) nao apresentaram atividade
antimicrobiana contra F. nucleatum ATCC 25556, diferentemente dos
resultados apresentados por seus extratos hidroalcodlicos.

Com relaggo a MDI dos extratos vegetais
hidroalcodlicos (Quadro 4) e aquosos (Quadro 3) observa-se que a
maioria dos extratos hidroalcodlicos foi capaz de eliminar os
microrganismos em concentragées mais baixas, como por exemplo, 0
extrato da folha de araga (P. cattleianum), que foi capaz de eliminar F.
nucleatum ATCC 25556 em concentragdo equivalente a 1/128 da
concentracgéo inicial utilizada, no entanto os extratos aquosos nao foram
capazes de produzir resultados semelhantes, sendo que a maioria inibiu o
crescimento microbiano em concentragdes superiores. Deve-se ressaltar
que a menor quantidade de extratos vegetais aquosos capazes de inibir o

crescimento de F. nucleatum ocorreu devido esses mesmos extratos ndo
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terem apresentado atividade contra o microrganismo nos testes iniciais, o
que serviu como contraprova dos resultados obtidos e apresentados no
Quadro 3.

Quando se comparam os resultados obtidos com os
extratos sobre S. mutans e F. nucleatum (Quadros 4 e 5), verifica-se que
houve necessidade de maiores concentragcdes dos mesmos para inibir o
crescimento de F. nucleatum em relagéo a inibicdo do crescimento de S.
mutans, o que estad de acordo com os resultados de Ebersole et al.?®
(1997), que observaram que a eliminacao de microrganismos anaerobios
e Gram-negativos apresenta-se dificultada pelo proprio metabolismo e
caracteristicas fisiologicas bacterianas quando em comparagdo com
microrganismos aerdbios e Gram-positivos.

Até onde se puderam verificar, as plantas que
apresentaram atividade antimicrobiana ndo s&o utilizadas para controle
do biofilme microbiano bucal e mesmo para tratamento das infecgbes
superficiais, embora possam ser encontradas referéncias ao seu uso
como parte da medicina popular em outras areas, como antiinflamatérios,
anti-reumaticos, antidiarréicos e outros usos populares (ALVES et al.?,
2000; OLIVEIRA et al.”®, 2003).

Em extensa revisédo de literatura sobre o emprego popular

dessas plantas, Vieira & Martins'™®

(2000) revelaram que a aroeira (M.
urundeuva) teria propriedades cicatrizantes e analgésicas, a figueira (F.
enormis) € utilizada contra infeccées dos rins e como potente cicatrizante,
a casca do caule de jacaranda (P. elegans) é considerada adequada para
o tratamento de verminoses e dor de dentes, candeia (P. rotundifolia) teria
atividade anti-esquistossomatica, o caule de cancerosa (M. ilicifolia) teria
indicagdo no tratamento de gastrite, Ulceras e indigestdo. A caroba (J.
cupidifolia) teria atividade anti-sifilitica e anti-reumética. Com relacéo a
casca de louro-do-mato-grosso (C. glabrata), folha de guajuvira (P.
americana) e folha de aracga (P. cattleianum) nao foi encontrado relatos na
literatura sobre a utilizacdo dessas plantas, apenas encontrou-se o relato

dos moradores das regides onde as plantas foram coletadas. Entretanto
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nenhum estudo procurou verificar se, de fato, essas indicacdes populares
correspondiam a uma realidade passivel de avaliacdo laboratorial,
tampouco qual principio ativo poderia exercer os alegados efeitos
terapéuticos.

Observou-se que os extratos que mostraram atividade
antimicrobiana frente as cepas de referéncia testadas, S. mutans ATCC
35688 e ATCC 1910 (Quadros 6 e 7) e F. nucleatum ATCC 10953
(Quadros 8 e 9) e ATCC 25586 (Quadros 10 e 11) apresentaram atividade
significativamente menor quando os microrganismos encontravam-se em
biofilme (Quadros 12 e 13).

Diferentes fatores podem contribuir para o fendmeno,
inicialmente, tem-se que a limitagdo de nutrientes observada no interior
dos biofilmes condiciona uma reducdo da atividade metabdlica desses
microrganismos (SHU et al.*®, 2000), o que também reduziria a
efetividade de drogas capazes de interferir com a atividade metabdlica
bacteriana (SPRATT et al."®, 2001). A presenca de numerosas espécies
bacterianas diferentes no interior do biofilme, in vivo, também colaboraria
para reduzir ainda mais a atividade dessas drogas, visto que um
microrganismo resistente poderia pela exportacao de enzimas ou outros
compostos capazes de inativar os antimicrobianos, tornar o0s
microrganismos vizinhos mais resistentes, sendo que as bases genéticas
do fenémeno também podem ser transferidas de uma célula bacteriana
para outra através de conjugacao, transformacdo e transducao, como
ocorre com 0s genes de resisténcia aos antibidticos e quimioterapicos
com atividade antimicrobiana (SPRATT et al.'®, 2001). No biofilme criado
no presente estudo, esse ultimo mecanismo pode ser desconsiderado,
visto que o biofilme possui composigcdo microbiana definida e pobre,
sendo que nenhum dos microrganismos utilizados possui capacidade de
resistir aos produtos testados quando em estado plancténico, como
evidenciado nos Quadros 6, 7, 8,9, 10 e 11.

Além desses aspectos, merece destaqgue a menor

penetracdo do principio ativo no interior do biofilme, devido a existéncia
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de uma densa matriz extracelular de polissacarideos e proteinas
envolvendo os microrganismos em proliferacéo (LI et al.*®, 2001). Como
0s estreptococos do grupo mutans estao entre os maiores produtores
desses polissacarideos extracelulares é de se conjecturar a importancia
desse fendbmeno na maior resisténcia do estado de biofilme sobre a
condigdo plancténico, como também observado comparando-se o0s
Quadros 6 e 7 com os Quadros 12 e 13. Deve-se ressaltar, ainda, que a
maior resisténcia dos microrganismos em biofilme quando submetidos
aos extratos aquosos pode ter sido proporcionada pela maior resisténcia
apresentada pelo F. nucleatum a esse tipo de extrato, uma vez que os
resultados mostraram que o microrganismo foi inibido por um numero
menor de extratos aquosos (Quadro 3). Entretanto, para uma melhor
caracterizacdo do fendmeno, necessita-se de um maior conhecimento
sobre quais compostos poderiam ter atividade inibitéria sobre esses
microrganismos bucais e quais estariam presentes nesses extratos e em
que concentracdes. Os resultados evidenciam que os extratos vegetais
com atividade antimicrobiana mais evidente sobre os biofilmes também se
revelaram como aqueles capazes de atuar nas maiores diluicdes sobre os
microrganismos planctoénicos (Quadros 4 e 5).

A literatura relata efeito inibitério do cha ou de outros
extratos aquosos frente a S. mutans ou o efeito sobre a experiéncia de
cérie da populagdo (PAOLINO et al.?*, 1980; ELVIN-LEWIS et al.?’, 1980;
KASHKET et al.*®, 1985). Segundo Paolino et al.®* (1980), o 4cido tanico
presente em plantas inibe enzimas bacterianas como a aminocidase, B-
galactosidase, glicose isomerase e dextrano-sucrase em S. mutans.

De acordo com Wu-Yuan et al.''” (1988), compostos
fendlicos poderiam levar a precipitacdo de proteinas e inibir o crescimento

bacteriano em concentragdes similares aquelas encontradas em bebidas.
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Extratos vegetais também parecem capazes de inibir microrganismos nao
relacionados com os estreptococos, como periodontopatégenos Gram-
negativos e leveduras do género Candida (GAETTI-JARDIM JUNIOR,
2004, estudo em andamento, comunicacao pessoal). Infelizmente, os
principios ativos ainda precisavam ser caracterizados.

Elvin-Lewis et al.?” (1980) evidenciaram que a
epigalocatequina, um dos compostos fendlicos presentes no cha, podia
levar a perfuracdo de estruturas de membrana, o que explica a maior
sensibilidade das bactérias Gram-negativas, como F. nucleatum. Esses
compostos fendlicos (polifenais, flavonais, epicatequina,
epigalocatequina) ainda sdo capazes de inibir o crescimento de bactérias
Gram-positivas, a enzima transcritase reversa do virus HIV, hemolisinas
de S. aureus e de Vibrio parahaemolyticus.

O estudo dos efeitos desses principios ativos sobre o
metabolismo microbiano é dificultado até pela falta de um conhecimento
mais profundo sobre a estrutura quimica e atividade biolégica dos
mesmos. Esse fato se mostra verdadeiro até para plantas como a
Camellia sinensis e Coffea arabica, ja bem estudados, e que fazem parte

da dieta humana.

Na Tabela 1, verifica-se que a maioria dos extratos
aquosos foi capaz de inibir a adesao de S. mutans ao vidro. A adesao de
células bacterianas a superficie dos dentes € de fundamental importancia
para o inicio da lesdo cariosa. Segundo Gibbons & Nygaard®” (1968), a
aderéncia desse microrganismo a superficie dos dentes e subseqlente
formacdo do biofilme microbiano bucal ocorre em dois estagios. O
primeiro estagio é a aderéncia reversivel da célula bacteriana a pelicula
adquirida presente na superficie do esmalte e o segundo estagio é a
acumulacao de S. mutans, por meio da sua proliferacao e producao de
glucanos extracelulares. Estudos tém demonstrado a acdo de uma série
de produtos quimicos, agentes biologicos e substancias naturais antiplaca

e anticarie na restricao in vivo da formacao do biofilme e cérie, os quais

GAETTI-JARDIM JUNIOR, E. (Universidade Estadual Paulista — UNESP). Comunicagao
pessoal, 2004.
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agem principalmente sobre a formacao dos polissacarideos extracelulares
(STRALFORS'®, 1967; CURY'®, 1981; OTAKE et al.?', 1991; DAGLIA et
al.’®, 1998).

O &cido tanico, encontrado em varios tipos de vegetais, €
estudado como um importante inibidor de crescimento bacteriano e da
acdo da enzima glicosiltransferase (Stralfors'®, 1967; PAOLINO et al.?*,
1980; KASHKET et al.*®, 1985; OTAKE et al.®', 1991). Esse composto
também se mostra capaz de formar um complexo estavel com proteinas
ricas em prolina presentes na saliva, as quais estdo diretamente
envolvidas com a adsorcao de bactérias bucais a pelicula adquirida. Essa
capacidade de unir as proteinas pode interferir com os receptores da
superficie celular dos microrganismos envolvidos na adesdo bacteriana
(OTAKE et al.®", 1991; SCALBERT®, 1991).

Os dados da Tabelas 1 e 2 evidenciam que os padrdes de
adesdo das duas cepas microbianas de referéncia testadas sao
semelhantes e sofreram influéncias similares dos extratos vegetais
testados em diluicées subinibitorias, que provavelmente permaneceriam
por um tempo maior na cavidade bucal. Verificou-se que a adicdo dos
extratos vegetais a suspensdo de caseina e de gelatina levaram a
precipitagdo do conteudo protéico (resultados ndo apresentados),
sugerindo que a inibicdo do processo de adesdo, como evidenciado nas
Tabelas 1 e 2, esteja relacionado ndo apenas com uma alteragcao na
producédo de polissacarideos extracelulares, mas também, na estrutura
das adesinas dessas bactérias. A modificagdo dessas adesinas poderia
afetar a adesao microbiana por dificultar o reconhecimento entre essas
proteinas bacterianas e aqueles receptores presentes na pelicula
adquirida, uma vez que esse processo apresenta notavel especificidade.

Além da modificacdo das adesinas bacterianas de
superficie e da possivel inibicdo da sintese dos polissacarideos
extracelulares, extratos vegetais também poderiam competir com as
adesinas bacterianas pela adesao aos receptores do hospedeiro, como

observado por Daglia et al.'”® (1998). Nesse estudo, os autores
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responsabilizaram o acido nicotinico, o acido clorogénico, a cafeina e a
trigonelina como responsaveis pelo fendbmeno. Entretanto, no presente
estudo, esses compostos nao poderiam responder pelos resultados visto
que a superficie do vidro nao possui 0s mesmos tipos de receptores que
podem ser encontrados na pelicula adquirida, a menos que se tivesse
criado condicdes para a deposicao de proteinas tipicas da saliva e do
sangue.

Uma vez que a agregacdo e a adesdo bacteriana a
células do hospedeiro dependem da interagdo de adesinas presentes na
superficie da bactéria e receptores do hospedeiro, os fendis contidos nos
extratos de plantas poderiam também desnaturar as proteinas da
superficie bacteriana, inibindo a ligacdo adesina / receptor. Entretanto
esse fendmeno somente poderia ser confirmado para os extratos
utilizados no presente estudo por meio de ensaios que permitissem a
formacdo de uma estrutura semelhante a pelicula adquirida, como ja
mencionado.

Entretanto, para se confirmar esses resultados, tornam-se
necessarios novos estudos como forma de se avaliar em qual etapa do
processo de adesdo os extratos viriam a exercer maior influéncia e quais
componentes teriam maior atividade na inibicao desse processo.

O estudo da capacidade de adesdo as células do
hospedeiro constitui um importante instrumento para se compreender a
colonizagdo da bolsa periodontal por microrganismos autéctones a esse
ambiente (MONGIELLO & FALKLER JUNIOR.”", 1979). Nesse sentido
Falkler Janior. & Hawley® (1977) relataram que a capacidade de F.
nucleatum em aderir a eritrécitos (hemaglutinagdo) estava intimamente
relacionada a adesao as células epiteliais e demais células humanas.

Apenas o0s extratos aquosos vegetais capazes de
apresentar hemaglutinacdo (Quadro 14) foram o caule de cancerosa (M.
ilicifolius), casca de candeia (P. rotundifolia) e folha de figueira (F.
enormis). No entanto o Unico extrato que promoveu hemaglutinagdo em

diluicdo superior ao apresentado no grupo controle foi o extrato de folha
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de figueira (F. enormis) frente a F. nucleatum ATCC 25586. A maioria dos
extratos testados provocou intensa hemolise (apéndice A). Apesar das
espécies vegetais apresentarem a capacidade de produzir hemolise
(NASCIMENTO et al.”’, 1990) esse fato ndo mostra correlagdo com a
atividade antimicrobiana apresentada pelas mesmas.

O conhecimento sobre a atividade antimicrobiana de
espécies vegetais mostra-se importante ndo somente para a saude
humana diretamente, atuando sobre bactérias patogénicas, mas também
sobre microrganismos que sédo capazes de causarem danos ao ambiente
e principalmente que afetam plantas economicamente importantes, dentre
as quais, cereais, plantas ornamentais e madeira (DINIZ et al.?®, 2003),
além disso, hd que se considerar que, na atualidade, as bactérias que
causam prejuizos a saude humana possuem resisténcia a maioria dos
antimicrobianos (REHDER et al.®®, 2004) e varias tecnologias sao
sugeridas para resolver o problema da resisténcia desses
microrganismos, tais como a selecao de novos antimicrobianos a partir de
espécies vegetais.

No Brasil, estudos com a mesma finalidade s&o de grande
importancia, uma vez que plantas medicinais tém sido utilizadas em
varias areas da saude como forma alternativa de tratamento e prevencao.
Apesar da reducao no indice CPOD observado em nosso pais, novas
modalidades preventivas devem ser pesquisadas e caso apresentem
eficacia, adicionadas aos programas preventivos ja existentes,
principalmente pela concentragdo do risco a carie em determinados
grupos populacionais e alta prevaléncia de doengas periodontais. No
Brasil, deve-se destacar a utilizagdo de plantas medicinais como forma
alternativa de tratamento e prevencado de doencgas, pois além do menor
custo, nosso pais apresenta rica biodiversidade vegetal, ainda pouco
explorada e muito ameacada (REHDER et al.*°, 2004).

Ja se vive o terceiro milénio e, entretanto, ainda ha
grande necessidade de investimentos em pesquisa, educacdo ambiental

e programas de conservagao de areas intactas ou de recomposicao de
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areas degradadas. Essa necessidade é dependente e deveria estar
associada a uma mudancga da postura econémica e politica que marcaria
a distingcao entre o modelo vigente e um modelo adequado de utilizagao
sustentavel dos cerrados brasileiros (GUARIM NETO & MORAIS*!, 2003).

Quando se constata a quantidade de espécies com
potencial medicinal na flora do cerrado deve-se questionar a substituicao
(destruicao) desta diversidade em favor de espécies exéticas. Pode-se
considerar a vegetacdao do cerrado pobre e sem recursos de interesse?
Esse bioma tem possibilidades de aproveitamento sustentavel e a atual
forma de manejo e aproveitamento do cerrado, na maioria das vezes
imediatista, pode levar a extincdo de muitas espécies endémicas
(GUARIM NETO & MORAIS*', 2003).



7 CONCLUSOES

O presente estudo permitiu concluir que:

a) a ocorréncia de plantas com atividade antimicrobiana mostrou-se
elevada;

b) os mesmos extratos que mostraram maior atividade inibitéria
sobre microrganismos em estado planctbénico também
revelaram atividade semelhante frente aos cultivados em
biofilmes, com excec¢ao do extrato da folha da figueira, caroba e
louro-de-mato-grosso;

C) a maioria dos extratos vegetais testados inibiu a adesdo de
S.mutans sobre a superficie lisa do vidro;

d) sobre S. mutans ATCC 35688, os extratos de aroeira, candeia e
guajuvira foram os que mais afetaram a adesdo microbiana
enquanto sobre S. mutans ATCC 1910 os extratos de aroeira,
araga, jacaranda e guajuvira foram os que mais afetaram a
adesao microbiana;

e) a maioria dos extratos testados nao inibiu a capacidade

hemaglutinante de F. nucleatum ATCC1095 e ATCC 25586.
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ANEXO A - Formas de Utilizacdo de Plantas Medicinais (LORENZI &
MATOS®, 2002)

As formas mais comumente usadas nos tratamentos
caseiros com plantas medicinais séo:
a) Alua: bebida parcialmente fermentada feita com raizes amilaceas. E
preparado triturando-se, inicialmente, a raiz e colocando em recipiente
fechado com agua. Ap6s um dia completo em repouso, coa-se e toma-
se adogado e gelado.
b) Cataplasma: preparagdo feita com farinha de trigo e agua,
geralmente a quente e adicionada ou ndo da planta triturada, as vezes
usando o cozimento da planta ao invés da agua. E aplicada sobre a
pele da regido afetada entre dois panos finos. As plantas frescas sdo
aplicadas diretamente sobre a parte afetada ou envolvidas em pano
fino ou gaze.
c) Chas:
- por infusdo: neste processo os chas sao preparados juntando-
se agua fervente sobre os pedagos de erva, misturando-os e
deixando em repouso por 5 — 10 minutos até que alcance a
temperatura ideal para ser ingerido.
- por decocgao ou cozimento: coloca-se a planta em agua fria e
leva-se a fervura. O tempo de fervura varia de acordo com cada
espécie de planta, dependendo da consisténcia da mesma.
- por maceracgao: a planta é amassada ou picada e mergulhada
em 4gua fria, durante 10 a 24 horas, dependendo da parte

utilizada. O recipiente deve permanecer em local fresco,
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protegido da luz solar direta, podendo ser agitado
periodicamente.
d) Inalacao: preparacao que aproveita a acdo combinada de vapor de
agua quente com aroma de drogas volateis.
e) Lambedor ou xarope: preparacdao espessada com agucar. Junta-se
o cha por infusdo com acucar cristalino. Pode ser obtido o xarope a frio
ou quente.
f) Po6s: a planta é seca e depois triturada até que fique somente pé.
g) Sinapismo: € um tipo especial de cataplasma a qual se adiciona
mostarda, pimenta malagueta, gengibre ou outras plantas que
provocam rubefacao ou tornam a pele bem vermelha.
h) Tintura: preparagdo por macera¢do ou percolagdo com &lcool ao
invés de agua. O processo mais pratico € o da maceracdo. Em geral
deixam-se as partes frescas ou secas, grosseiramente trituradas,
mergulhadas em alcool por oito a dez dias.
i) Vinho medicinal: preparagao geralmente feita com vinho tinto no qual

se deixa em maceracao durante oito dias, uma ou mais plantas.



ANEXO B - [Férmula de solucdes e meios de cultura utilizados]

1 Solugéao de PBS

NAZHPO4 T2H20 ... 2,898¢
KH2P O 4 0,29
NACH. ..o 7,659
O PSPPSRI 0,29
HoO e e 1000mL

2 Caldo peptona-extrato de levedura (caldo PY)

Peptona. .. .o 0,59
Caldo de soja tripticaseina.........cccoeeceieeeiniiee e 0,59
Extrato de levedura............ciiiiiiiii e 1,09

S To] (V1= o o [T 7= UL U 4,0mL
L-CIStOINA. e 0,059
Y SR 100mL

CaCk i 0,29
MOS O 4 0,29
K2HPO4 ................................................................................... 1 ,Og
KH2P04 ................................................................................... 1 ,Og
NAC . . e et 2,09
NP (OO YR 10,09

HoO e 1000mL
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4 Tampé@o fosfato uréia magnésio (PUM)

22,29
7,269
1,89
0,29
1000mL
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ANEXO C - llustragdes espaciais dos Estados do Maranhdo e Mato
Grosso do Sul, vegetacado e relevo predominante nas areas da
cidade de Carolina — MA e Camapua - MS
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MIRANDA, E. E. de; COUTINHO, A. C. (Coord.). Brasil Visto do Espaco. Campinas:
Embrapa Monitoramento por Satélite, 2004. Disponivel em:
<http://www.cdbrasil.cnpm.embrapa.br>.

FIGURA 1 - Mapa do Estado do Maranhao e localizacdo espacial da cidade de

Carolina
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MIRANDA, E. E. de; COUTINHO, A. C. (Coord.). Brasil Visto do Espaco. Campinas:
Embrapa Monitoramento por Satélite, 2004. Disponivel em:
<http://www.cdbrasil.cnpm.embrapa.br>.

FIGURA 2 — Regido da cidade de Carolina — MA, relevo e vegetacao visto em

fotografia por satélite.
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MIRANDA, E. E. de; COUTINHO, A. C. (Coord.). Brasil Visto do Espaco. Campinas:
Embrapa Monitoramento por Satélite, 2004. Disponivel em:
<http://www.cdbrasil.cnpm.embrapa.br>.

FIGURA 3 - Mapa do Estado do Mato Grosso do Sul e localizacédo espacial da

cidade de Camapua
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MIRANDA, E. E. de; COUTINHO, A. C. (Coord.). Brasil Visto do Espagco. Campinas:
Embrapa Monitoramento por Satélite, 2004. Disponivel em:
<http://www.cdbrasil.cnpm.embrapa.br>.

FIGURA 4 - Regido da cidade de Camapua — MS, relevo e vegetagao visto em

fotografia por satélite.
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FIGURA 5 - Laboratério de Bioquimica onde foram obtidos os extratos vegetais
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FIGURA 6 - Estufa especial para secagem de plantas
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FIGURA 7 - Folha de carne-de-vaca (Roupala brasiliensis) apds secagem
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e

FIGURA 8 - Caules e folhas secas de caroba (Jacaranda cuspidifolia)



APENDICE A - Dados complementares da atividade hemolitica dos
extratos vegetais aquosos testados:

Quadro 15- Atividade hemolitica dos extratos vegetais aquosos testados:
(continua)

Extrato vegetal —
Hemolise sangue A+

Casca de angico (A. falcata) -

Folha de angico (A. falcata) -

Casca de aragé (P. cattleianum) -

Folha de aracé (P. cattleianum) +

Caule de arnica (S. chilensis) -

Casca da aroeira (M. urundeuva) +

Folha da aroeira (M. urundeuva) +

Casca do caju (A. occidentale) -

Folha do cajuagu (A. giganteum) -

Caule de cancerosa (M. ilicifolius) +

Casca da candeia (P. rotundifolia) +

Folha da candeia (P. rotundifolia) -

Casca do capitdo-do-campo (T. argentea) -

Casca de cedro (C. fissilis) -

Folha de cedro (C. fissilis) -

Casca da figueira (F. enormis) -

Folha da figueira (F. enormis) -

Folha da carne-de-vaca (R. brasiliensis) -

Folha de guajuvira (P. americana) +

Casca do ipé roxo (T. impetiginos) -

Folha do ipé roxo (T. impetiginos) -




Quadro - Atividade hemolitica dos extratos vegetais aquosos testados

(concluséo):

Extrato vegetal —
Hemolise sangue A+

Casca do ipé amarelo -

Folha do ipé amarelo -

Casca do ipé branco -

Folha do ipé branco -

Casca de jacaranda (P. elegans) -

Folha de caroba (J. cuspidifolia) +

Folha de pau d’alho (G. gorarema) -

Folha de pequi (C. brasiliense) -

Casca de pequi (C. brasiliense) -

Casca de louro-de-mato-grosso -

Folha de louro-de-mato-grosso -

Casca de balsaminho +

Folha de balsaminho -




LANDUCCI, L. F. Inhibitory activity of plants extracts from brazilian
savanna on oral bacterias. 2005. 103f. Tese (Doutorado em Biopatologia
Bucal) — Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos,
Universidade Estadual Paulista. Sdo José dos Campos.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate antimicrobial activities of plants
extracts from braziliam savanna on oral microrganisms and the ability of
these extracts to inhibit adhesion of Streptococcus mutans ATCC 35688
and ATCC 1910 to glass surfaces and to inhibit the ability of
Fusobacterium nucleatum ATCC 10953 and ATCC 25586 to
hemagglutinate human erythrocytes. It was used 22 plant species
commonly by employed in popular medicinal in landscapes of savanna
from which were prepared 33 hidroalcoholic extracts and 33 aqueous
extracts. At first it was performed a trial by used a disc dilution method to
determine the antimicrobial activity of the extracts. Following it was carried
out tests to evaluate the maximum inhibitory dilution of the extracts
through an broth dilution method. The influence of subinhibitory
concentrations of the extracts on S. mutans ATCC 35688 and ATCC 1910
adhesion to glass surface was evaluated by using glass sticks. The
influence of these extracts on agglutination of human erythrocytes by
fusobacteria was determinate in microtitulation plates. It was realized that
nearly 27% of the tested extracts have shown antimicrobial activity on S.
mutans, while 24% of hidroalcoholic extracts and 15% of aqueous extracts
have demonstraded the same action on at least one of tested
fusobacteria. Concluded that extracts of aroeira, aragca, candeia,
jacaranda and guajuvira to be able to reduce significantly mutans
streptococci adhesion to glass surface, while the most of extracts no
evidence ability to reduce hemagglutination by tested fusobacteria.

KEYWORDS:Medicinal plants; Streptococcus mutans; adhesion;
hemagglutination; Fusobacterium nucleatum.
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