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RESUMO

Teixeira CB. Screening de plantas presentes no pantanal sul-mato-grossense
fundamentado na atividade antimicrobiana. Campo Grande; 2014. [Dissertacao] —
Programa de Pdés-Graduagdo em Odontologia da Faculdade de Odontologia Prof.
Albino Coimbra Filho da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

Diversos estudos demonstraram atividade antimicrobiana de extratos de plantas com
potencial para o desenvolvimento de produtos terapéuticos. Diante da necessidade
de ampliar a disponibilidade de agentes antimicrobianos para combate e prevencao
da carie dentaria, foi desenvolvida a presente pesquisa visando explorar a
biodiversidade do Pantanal e estudar a atividade antimicrobiana de plantas para
aplicacado na odontologia. A partir da selecdo de 12 plantas que estdo inseridas no
bioma do Pantanal foi testado a atividade antimicrobiana dos extratos brutos e das
fracbes da planta de maior atividade frente a estreptococos cariogénicos e da
microbiota bucal. Foi utilizado o método da microdiluicdo em caldo que fornece a
Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) dos extratos testados nas concentracdes que
variaram de 15,6 a 1000 pg/mL. A clorexidina 0,12% foi utilizada como controle
positivo e a leitura da CMI foi realizada, apds 24 horas de incubacéo, pelo método
visual e posterior confirmagdo com resazurina. Os ensaios foram realizados em
triplicata. A Concentracdo Minima Bactericida (CMB) foi obtida pela inoculacdo, em
agar Brain Heart Infusion (BHI), das suspensfes dos pocos das placas de CMI, que
nao apresentaram crescimento bacteriano pela leitura visual. A menor concentracao
do extrato que impediu o crescimento bacteriano apds 48 horas de incubacao, foi
considerada a CMB. Ipomoea alba foi a planta que obteve melhor desempenho
dentre as 12 plantas selecionadas para o estudo. O extrato bruto apresentou
atividade bactericida e bacteriostatica diante de todos os estreptococos testados. Foi
constatada CMI de 31,2 ug/mL para todos estreptococos exceto S. gordonii que foi
15,6 pg/mL. O valor da CMB foi de 125 pg/mL para S. mutans, 62,5 pg/mL para S.
sanguinis, 31,2 yg/mL para S. oralis e S. gordonii. O extrato bruto de Ipomoea alba,
apresentou menor valor de CMI quando comparado com as fracdes testadas para o
S.mutans. Os extratos brutos de Ipomoea chiliantha, Cassia grandis, Coutarea
hexandra, Vitex cymosa ndo demonstraram atividade antimicrobiana para nenhum
dos micro-organismos testados. Os demais extratos, Eclipta prostrata, Echinodorus
grandiflorus, Senna obtusifolia, Zanthoxylum rigidum, Triplaris gardneriana,
Anadenanthera colubrina, Tabebuia impetiginosa apresentaram atividade
antimicrobiana para pelo menos um tipo de estreptococo testado. De acordo com o0s
resultados do presente estudo, a Ipomoea alba pode ser considerada uma planta
promissora para a realizacdo de estudos futuros com a finalidade de
desenvolvimento de produtos antimicrobianos que possam ser utilizados no controle
e prevencao da carie dentaria.

Palavras-chave: extratos vegetais; metabolitos secundarios; antimicrobianos.



ABSTRACT

Teixeira CB. Screening of wetland plants of the antimicrobial activity sul mato
grossense reasoned. Campo Grande; 2014. [Dissertacdo] — Programa de Pos-
Graduacdo em Odontologia, da Faculdade de Odontologia Prof. Albino Coimbra
Filho, da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

Several studies shown the antimicrobial activity of plants extracts with potential to
development of therapeutic products. In face of the need to enlarge the availability of
antimicrobial agents to fight and prevent the dental caries, this work was developed
in order to explore the biodiversity of Pantanal and verify the antimicrobial activity of
plants and its applicability on odontology. From the selection of 12 plants of Pantanal
biome tested the antimicrobial activity of their raw extracts and the fractions of the
plant with superior activity front of the streptococcus cariogenic and of microbiote
buccal. It was used the method of microdilution that provides the minimum inhibitory
concentration (MIC) of the tested extracts in the concentrations that vary from 15,6 to
1000 pg/mL. chlorhexidine 0,12% was used as a positive control and the MIC
reading was done, after 24 hours of incubation, by the visual method and verified
with the resazurin method. The test were performed in triplicates. The Minimum
Bactericidal Concentration (MBC) was obtained by inoculation, in agar Brain Heart
Infusion (BHI), of the suspension of the wells of the plates MIC, of the not wells in
which no bacterial growth was visually observed. The less concentration of the
extract that stopped the bacterial growth after 48h of incubation was considered the
MBC. The Ipomoea alba was the plant with best performance among 12 plants
selected in the study. Its raw extract shown bactericide and bacteriostatic activities in
face of all tested species of streptococcus. It was observed the MIC of 31,2 ug/mL on
all tested streptococcus, except the S. gordonii that was 15,6 pg/mL. The MBC was
125 pg/mL for S. mutans, 62,5 pg/mL for S. sanguinis, and 31,2 pg/mL for S. oralis
and S. gordonii. The raw extract of Ipomoea alba shown fewer MIC values when
compared to its tested fractions for S.mutans. The raw extracts of Ipomoea
chiliantha, Cassia grandis, Coutarea hexandra, and Vitex cymosa have not
presented antimicrobiotic activity for any tested microorganisms. The remaining
extracts, Eclipta prostrata, Echinodorus grandiflorus, Senna obtusifolia, Zanthoxylum
rigidum, Triplaris gardneriana, Anadenanthera colubrina, and Tabebuia impetiginosa
have presented antimicrobiotic activity for, at least, one tested specie of
streptococcus. According to the results obtained in this study, the Ipomoea alba can
be regarded as a promising plant to future works in order to develop antimicrobiotic
products for preventing and control of dental caries.

Keywords: plant extracts; secondary metabolites; antibiotics.
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1 INTRODUCAO

As plantas tém sido estudadas e utilizadas como matéria prima para a
fabricacdo de produtos com finalidades terapéuticas ao longo da histéria da
humanidade. Os avancos tecnoldgicos possibilitaram o desenvolvimento de métodos
capazes de isolar e identificar compostos quimicos biologicamente ativos a partir de
extratos obtidos de diferentes partes das plantas. Esses compostos podem
apresentar propriedades diversas, dentre elas, a atividade antimicrobiana (MACIEL
et al., 2002; NAMITA; MUKESH, 2012).

Pesquisas com plantas para investigacdo de propriedades antimicrobianas
merecem destaque em funcdo da grande disponibilidade de matéria prima,
variabilidade de compostos quimicos, baixo custo e possibilidade de superar o
espectro de atividade antimicrobiana dos farmacos existentes (NASCIMENTO et al.,
2000; FLOGLIO et al., 2006; ALMEIDA; SCHEFFER, 2012).

Os antimicrobianos atuam como coadjuvantes no combate das infec¢des que
acometem a cavidade oral, e dentre elas, esta incluida a cérie dentaria (BAELUM,;
FEJERSKOV, 2007; MENDES et al.,, 2008). De acordo com a epidemiologia da
doenca, houve um declinio expressivo na prevaléncia durante o final do século XX e
inicio do século XXI (NARVAI et al., 2006). Entretanto, a carie dentaria ainda €&
considerada um problema de saude publica e a causa primaria de dor e perda de
dentes em todas as partes do mundo (JURIC, 2013). No entanto, essa situacéo é
mais evidente em paises em desenvolvimento, onde a assisténcia odontologica é
limitada e os mecanismos de controle e prevencéo sdo insuficientes para minimizar
os efeitos deletérios da doenca. A despeito do declinio na prevaléncia, atribuido
principalmente ao maior acesso a agua e dentifricios fluoretados, a elaboracédo de
estratégias, com embasamento na etiologia microbiana e carater multifatorial da
doenca, pode significar um grande avanco para se alcancar o controle efetivo da
doenca (BAGRAMIAN et al., 2009; RUGG-GUNN, 2013).

Em relac@o ao carater multifatorial da carie dentaria, € importante destacar o
papel de micro-organismos como Streptococcus mutans, Lactobacilus e outros
membros da microbiota normal que também podem contribuir com o processo de
doenca (KUTSCH; YOUNG, 2011). A organizacdo dessas bactérias na forma de

biofilme acentua a complexidade da interacdo microbiana e da participagdo de cada
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micro-organismo na instalagéo e desenvolvimento da carie (MARSH, 2010).

O controle do biofilme dental € de fundamental importancia para a
manutencdo da saude bucal e pode ser realizado por meio de procedimentos
mecanicos e quimicos. A utilizacdo de agentes antimicrobianos no controle quimico
complementa a higienizagdo bucal, auxiliando na profilaxia e tratamento, n&o
somente da carie dental, mas também da doenca periodontal e da halitose (NARVAI
et al., 2006; MOREIRA et al., 2008; MARSH, 2010).

A clorexidina é considerada o agente antimicrobiano de referéncia no controle
quimico do biofilme dental (NOIRI et al., 2003; MATHUR et al., 2011). Trata-se de
um composto sintético, utilizado na forma de digluconato. Apresenta amplo espectro
contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos (TWETMAN, 2010). De
importancia para o tratamento e controle da carie dental, destaca-se por interferir na
adesdo bacteriana e substantividade que mantém o produto disponivel por
aproximadamente 12 horas (MATHUR et al., 2011).

Apesar dos seus beneficios, o uso da clorexidina é limitado pelo niamero de
efeitos adversos que causa. Dentre esses, destacam-se a perda temporaria da
capacidade gustativa (MOREIRA et al, 2008), manchamento de dentes,
restauracdes, lingua e préteses; tumefacdes nos labios e na glandula parétida;
descamacdes na mucosa oral; dispnéia;anafilaxia e urticaria (CIANCIO, 1995;
MATHUR et al., 2011).

Dessa forma, a busca de novos agentes antimicrobianos surge como uma
necessidade para ampliar as op¢des do mercado farmacéutico. Diante do exposto, o
objetivo deste estudo foi avaliar, in vitro, a atividade antimicrobiana de 12 espécies
de plantas presentes no Pantanal Sul-mato-grossense sobre o crescimento e a
viabilidade de bactérias da microbiota bucal, contribuindo com a possibilidade de

desenvolvimento de novos farmacos que possam ampliar as opgoes terapéuticas.



2 REVISAO DALITERATURA

2.1 Plantas medicinais

Ha milhares de anos, as plantas foram inseridas no contexto da humanidade
para uso na alimentacéo, arborizagdo, obtencdo de remédios, cosméticos, perfumes
e venenos. Como agentes terapéuticos, as plantas tém sido empregadas para o
tratamento de diversas enfermidades, ainda que empiricamente e fundamentado
apenas na observacdo (FLOGLIO et al., 2006). Propriedades como agédo anti-
inflamatoria geral e sobre a mucosa oral ja foram relatadas pela medicina popular,
além da acdo antipirética, analgésica, antimicrobiana, anticancerigena e
hepatoprotetora (MOSSINI; KEMMELMEIER, 2005; BHATTARAI et al., 2006;
GROPPO et al., 2008; JAIN et al.,, 2011; NAMITA; MUKESH, 2012). Sustentando
essas observagOes, pesquisadores vém comprovando, cientificamente, a existéncia
de substancias biologicamente ativas presentes em diferentes partes das plantas
(KUETE, 2010; LIMA et al., 2011).

Com referéncia na atividade antimicrobiana, as plantas tém recebido atencao
especial em funcdo da emergéncia disseminada de resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos tradicionais (NASCIMENTO et al., 2000). O uso de plantas pode
representar uma solucéo para o desenvolvimento de novos farmacos, uma vez que
propriedades antimicrobianas ja foram reconhecidas empiricamente ha séculos
(VERMA; SINGH, 2008). Extratos brutos e constituintes quimicos isolados de plantas
tém sido alvos de estudos com modelos experimentais in vitro e in vivo. Tais estudos
ja comprovaram a acdo contra micro-organismos envolvidos na etiologia de
importantes doencas infecciosas (INDU et al., 2006; GORDIEN et al., 2009; PANKAJ
et al., 2011).

Estudos para a utilizagéo de plantas medicinais como meio de tratamento ou
prevencdo de doencas infecciosas sdo realizados em muitas areas do globo e sao
influenciadas pelas caracteristicas culturais, condi¢des climaticas e do solo, pela
disponibilidade e pela biodiversidade da regido. Segundo Gobbo-Neto e Lopes,
(2007), a quantidade de compostos quimicos biologicamente ativos presentes nas
plantas ndo é constante ao longo do ano e pode ser influenciada pelas alteragfes

sazonais. Além disso, a temperatura, umidade e qualidade de nutrientes no solo
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também podem alterar a quantidade e o tipo de metabdlito presente. Dessa maneira,
a caracterizacdo de um composto quimico e de sua atividade biol6gica dependem

da regido geografica onde a planta foi cultivada.

2.2 Pantanal sul-mato-grossense

A regido do Pantanal é uma planicie inundada pela bacia do Alto Paraguai e
representa um dos ecossistemas do Brasil. Dentro do territorio brasileiro, abrange os
estados do Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, cuja extensdo é de
aproximadamente de 138.183 Km? ao qual 48.865 km? (35,36%) esta inserido no
Mato Grosso e 89.318 km? (64,64%) no Mato Grosso do Sul (SILVA; ABDON, 1998).
Em relacdo ao clima, é predominante tropical com periodos de seca no inverno, e
chuva no verdo (MARCUZZO et al., 2010). Sua vegetacdo é composta por quatro
regides fitoecoldgicas que sdo Mata Decidua, Mata Semidecidua, Cerrado e Chaco.
As caracteristicas climaticas e do solo possibilitaram grande biodiversidade na flora
da regido (SILVA et al., 2007).

As plantas Ipomoea alba, Ipomoea chiliantha, Echinodorus grandiflorus,
Zanthoxylum rigidum, Anadenanthera colubrina, Cassia grandis, Tabebuia
impetiginosa, Coutarea hexandra, Triplaris gardneriana,Vitex cymosa, Senna
obtusifolia e Eclipta prostrata; sdo plantas que compdem a flora pantaneira. Por
estarem inseridas em familias e géneros que apresentam compostos biologicamente
ativos, com propriedade antimicrobiana comprovada, podem ser promissoras para o
estudo da atividade contra estreptococos da microbiota bucal (SOUZA et al., 2004,
CORDEIRO et al., 2006; FERREIRA et al., 2006; MOCCELINI et al., 2009; LUCAS et
al., 2010; SIQUEIRA et al., 2011).

2.2 1 Ipomoea alba

A Ipomoea alba, conhecida como dama-da-noite, pertence a familia
convolvulaceae; é uma espécie de floracdo noturna, nativa das regides tropicais e
subtropicais da Ameérica. No Brasil, encontra-se em todas as regides. Quanto ao
dominio fitogeografico, pertence as vegetacdes da Amazodnia, Caatinga, Cerrado,
Mata atlantica e Pantanal (BIANCHINI; FERREIRA, 2010). J4& foram isolados
alcaloides da espécie a partir das sementes (GOURLEY et al., 1969) e relatada
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atividade antimicrobiana dos extratos cloroformico e etandlico das partes aéreas de
I. alba sobre Staphylococcus aureus, Lysteria monocitogenes e Bacillus cereus
(LUCAS et al., 2010).

Castilho et al., em 2013, testaram a acdo antimicrobiana de 25 extratos de
plantas sob Enterococcus faecalis. Dentre os extratos metandlicos ativos, a espécie
Ipomoea alba apresentou excelentes resultados. Foram isolados compostos e
identificados como possiveis triterpenos, e os valores de CMI e CMB foram iguais e
correspondentes a 0,04mg/mL.

Barrella et al., em 2012, avaliaram a acao do extrato de Ipomoea alba sobre a
doenca periodontal e presenca de toxicidade em ratos. O estudo foi realizado por
meio da andlise de perda 6ssea por fotografia padronizada. A perda éssea foi
mensurada pela distancia do cemento a crista 6ssea. O ensaio de toxicidade aguda,
foi realizado pela aplicacao intraperitoneal de diferentes doses do extrato e posterior
observacdo da presenca de reacfes toxicas. Os resultados demonstraram que o
extrato ndo apresentou nenhum efeito na reducdo da perda 6ssea, e quanto aos
testes de toxicidade aguda,demonstraram auséncia de toxicidade para o sistema

nervoso central, autbnomo, psicomotor e sensorial.

2.2.2 Ipomoea chiliantha

O Cipo-de-leite (Ipomoea chiliantha) pertence a familia convolvulaceae. Nao
possui descricdo literaria sobre dominio fitogeografico da espécie e sdo escassos
estudos sobre a atividade bioldgica da mesma. Existem investigacdes mostrando
propriedades antibacterianas de outras espécies do mesmo género como na
Ipomoea cairica (FERREIRA et al., 2006) e Ipomoeastans além da Ipomoea alba
relatada anteriormente (REYNOLDS et al.,, 1995). Existem ainda estudos
demonstrando propriedades antifingicas (GOUN et al., 2003) e anti-inflamatérias na
Ipomoea imperati (PAULA et al., 2003).

No trabalho apresentado por Ferreira et al. (2011), sobre compostos quimicos
de partes aéreas de Ipomoea chiliantha, foram identificados a presenca de 18
substancias, dentre elas flavonoides, esteroides, triterpenos, derivados do acido

cafeico e acido p-cumarico esterificados.
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2.2.3 Echinodorus grandiflorus

Echinodorus grandiflorus, popularmente conhecida como aguapé, entre outras
denominacdes, trata-se de um subarbusto aquatico que pode atingir 1-2 metros de
altura. Encontrada em vegetacOes de Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica,
geograficamente esta distribuida entre o nordeste, centro-oeste, sul e sudeste do
Brasil (BRASIL, 2010a). Essa espécie de planta tem despertado o interesse de
pesquisadores por apresentar substancias bioativas da classe dos flavonoides
(GARCIA et al., 2010) e taninos (JOAQUIM et al., 2008). Inameras propriedades ja
foram relatadas na literatura para os extratos dessa espécie de planta, dentre elas:
analgésica, anti-inflamatoria (DUTRA et al., 2006), anti-hipertensiva (LESSA et al.,
2008) e antimicrobiana contra Bacillus subtilis e Micrococcus luteus (SOUZA et al.,
2004).

Entretanto, ndo h& registros sobre estudos que relacionem a atividade
antimicrobiana da planta referenciada frente a linhagem de estreptococos incluidos

no presente estudo.

2.2.4 Zanthoxylum rigidum

A espécie Zanthoxylum rigidum pertence aos biomas do cerrado e do
pantanal; esta distribuida pelo centro-oeste e sudeste do pais (PIRANI, 2011).
Moccelini et al. (2009) estudaram a fitoquimica das raizes de Zanthoxylum rigidume
identificaram compostos quimicos como o triterpeno lupeol, os esteroides
campesterol, estigmasterol e sitosterol, a sacarose, o flavonoide hesperidina e os
alcaloides N-metilatanina e 6-acetonildiidroqueleritrina.

N&o ha relatos sobre atividades biolégicas para essa espécie. Quanto ao
género Zanthoxylum, ja foram atribuidas diversas propriedades como
antiplasmaddica, anti-inflamatéria, antimicrobiana (VILLAMIZAR et al.,, 2011),
antitumoral, fungicida e citotoxica (ADESINA, 2005).

Um estudo sobre a atividade antibacteriana de 21 substancias isoladas de
duas espécies do género Zanthoxylum (Z. monophyllum, Z. quinduense) comprovou
que 11, das 21 substancias naturais avaliadas, causaram inibicdo do crescimento

bacteriano. Foram testadas bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus e
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Enterococcus faecalis) e Gram-negativas (Escherichia coli e Salmonella
typhimurium) (LADINO et al., 2011).

2.2.5 Anadenanthera colubrina

A Anadenanthera colubrina € uma espécie arbdérea encontrada principalmente
em regides de caatinga, porém, também esta presente no Cerrado, Mata Atlantica e
no Pantanal. E uma planta que possui capacidade de adaptacdo fisiologica a
diferentes ambientes (POTT et al., 2009; BRASIL, 2010b).

No Brasil, concentra-se nas regides nordeste, centro-oeste, sul e sudeste. E
usada na arborizacdo de pastos, confeccdo de tacos, ripas, embalagens, lenha e
carvdao (MORIM, 2014). Apresenta acao antioxidante, antiproliferativa (MELO et al.,
2010), anti-inflamatoria (SANTOS et al., 2013) e antimicrobiana (MORS et al., 2000),
além da presenca de taninos,que contribuem para atividade antioxidante (MELO et
al., 2010).

No estudo realizado por Goncalves et al. (2005), foi avaliado a atividade
antimicrobiana de extratos hidroalcodlicos de 43 espécies de arvores, dentre elas
Anadenanthera colubrina. As bactérias estudadas foram Escherichia coli,
Enterobacter aerogenes, Streptococcus pyogenes, Klebsiella pneumoniae,
Providencia spp, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Shigella flexneri,
Staphylococcus aureus, e Staphylococcus spp coagulase-negativa. O
extratohidroalcodlico  Anadenanthera colubrina ndo apresentou atividade

antimicrobiana para nenhuma das espécies testadas.

2.2.6 Cassia grandis

Cassia grandis, popularmente conhecida como cassia-rosa, pertence a familia
fabaceae, tipica de regides tropicais e subtropicais. E considerada arvore de grande
porte, de 15 a 20 metros de altura, empregada na arborizacdo urbana. Tipica de
vegetacOes de Cerrado, Mata Atlantica, Pantanal e Amazonia, sendo encontrada no
norte, nordeste, centro-oeste e sudeste do Brasil (POTT et al., 2009; SOUZA,
BORTOLUZZI, 2012).
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Para a espécie, ja foram relatadas propriedades biolégicas como anti-
anémicas (CAPO et al., 2004), contra afecgdes cutaneas (MACEDO; FERREIRA,
2004), e hipoglicemiante (KOLI et al., 2010).

A partir de plantas do género Cassia, j& foram isolados alcaloides (VIEGAS
JUNIOR et al., 2004), o que motivou a investigacio da atividade antimicrobiana para
a espécie.

Segundo Siqueira et al. (2011), as folhas da Cassia grandis apresentaram
atividade antimicrobiana frente a bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e
bactérias alcool-4cido-resistentes, exceto para leveduras. Ainda ndo ha relatos na
literatura sobre a atividade dessa espécie contra estreptococos orais.

2.2.7 Tabebuia impetiginosa

A Tabebuia impetiginosa (Ipé-roxo) € uma arvore caracteristica da mata
latifoliada do Pantanal e do Cerrado. Pertence a familia Bignoniaceae e adapta-se
bem aos solos com textura arenosa, Umidos e com boa drenagem, sendo tipica da
regido centro-oeste (CARVALHO, 1994).

O principal composto biologicamente ativo € o lapachol (MELO et al., 2011;
GOMEZ et al., 2009), mas ainda existem outros compostos importantes como 0s
flavonoides (CORDEIRO et al., 2006).

A casca de Tabebuia impetiginosa, apresenta atividade antimicrobiana contra
Helicobacter pylori e sobre outras bactérias intestinais de humanos (PARK et al.,
2006).

Cordeiro et al. (2006) estudaram a atividade antimicrobiana de uma mistura
de extratos hidroalcodlicos de Rosmarinus officinalis, Plantago major, Tabebuia
impetiginosa, Achillea millefollium e Nasturtium officinale, com a finalidade de
desenvolver um enxaguatério bucal voltado para terapéutica de doencas
periodontais. Os resultados demonstraram inibicdo das bactérias Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Enterococcus faecalis e Pseudomonas

aeruginosa, pela combinacéo dos extratos.


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3Dtabebuia%2Bimpetiginosa%26hl%3Dpt-BR%26biw%3D1821%26bih%3D825%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Lapachol&usg=ALkJrhiz5vH7xpOEmvdPSmfK_F0-P_7HSw
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2.2.8 Coutarea hexandra

A Coutarea hexandra é uma arvore baixa de tronco tortuoso e copa globosa.
Nativa do Brasil esta presente em todas as regides e nas vegetacbes da Amazodnia,
Mata Atlantica, Caatinga, Cerrado e Pantanal (BARBOSA, 2013).

Explorada por sua acdo medicinal, € anti-inflamatoria e anti-nociceptiva
(LUCENA et al., 2006). No estudo de Santos et al. (2010), o extrato etandlico de
Coutarea hexandra apresentou substancias ativas para bactérias gram-positivas e
levedura. Entretanto, o extrato ndo apresentou atividade antimicrobiana para todos
0S micro-organismos gram-negativos testados. Nunes et al. (2012) identificaram alto

teor de flavonoides no extrato da casca dessa espécie.

2.2.9 Triplaris gardneriana

A Triplaris gardneriana, conhecida como pajal, pertence a familia
polygonaceae, tipica da Amazénia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica. No Brasil,
esta distribuida entre as regides nordeste,centro-oeste, sul e sudeste (MELO, 2010).

Até o momento, ndo h& estudos sobre atividade bioldgica e constituintes
guimicos dessa espécie. No entanto, flavonoides e taninos ja foram isolados de
outras espécies do mesmo género, sugerindo que essa espécie possa apresentar
compostos promissores biologicamente ativos (CAMONES et al., 2010).

Roque et al. (2010) realizaram um estudo etnoboténico sobre plantas
medicinais utilizadas por especialistas locais da comunidade rural de Laginhas no
municipio de Caic6-Rio Grande do Norte. O objetivo do estudo foi identificar o
potencial medicinal e caracteristicas botanicas das plantas utilizadas na regido;
dentre as plantas utilizadas, estava a Triplaris gardneriana, que segundo o estudo, é
conhecida pela populacdo por sua efetiva acdo contra gastrite e Ulcera, e utilizada

na forma de xarope ou infusdo da casca.
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2.2.10 Vitex cymosa

Essa espécie ocorre na regido centro-oeste e no sul da Amazoénia; seus frutos
sdo comestiveis e apresentam propriedades medicinais. Pertence aos biomas da
Amazonia e do Cerrado (POTT et al., 2009).

Conhecida popularmente como tarumd, sua arvore pode chegar a 20 metros
de altura (LEITAO et al., 2011). Santos et al. (2001) extrairam da fracéo
diclorometéanica das folhas de V. cymosa,um composto quimico da classe iridoide.
LeitAo et al. (2011) isolaram flavonoides e triterpenos. Além da atividade
antinociceptiva, a espécie é tradicionalmente usada no tratamento de artrite e como
inseticida (OLIVEIRA et al., 2012).

2.2.11 Senna obtusifolia

Senna obtusifolia popularmente conhecida como fedegoso, mede cerca de
70-160 centimetros de altura, possui vagens e as folhas sdo alternadas com poucas
flores de coloracdo amarela. Essa planta é frequentemente encontrada no meio de
pastagens e de lavouras de soja (LORENZI, 1982). E tipica dos biomas da
Amazobnia, Caatinga, Mata Atlantica e Pantanal (SOUZA; BORTOLUZZI, 2011).

Rodrigues et al. (2011) realizaram um estudo no qual foi demonstrado
propriedade antioxidante e atividade antimicrobianapara Escherichia coli e
Staphylococcus aureusa partir doextrato etandlico do caule e da folha de Senna
obtusifolia. Para o extrato obtido a partir do caule, tanto a propriedade antioxidante
guanto a atividade antimicrobiana superaram o extrato obtido com a folha.

Doughari et al. (2008) testaram as propriedades antimicrobianas e
antifangicas de fragBes acetodnicas, diclorometanicas, metandlicase hexanicas do
extrato das folhas de Senna obtusifolia contra bactérias e fungos. Concluiram que os
extratos apresentaram amplo espectro de atividade contra micro-organismos Gram-
positivos (Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae), bactérias Gram-
negativas (Neisseriagonorrhoeae, Salmonella sp., Pseudomonas aeruginosa,
Proteus vulgaris, Escherichia coli e Salmonella typhi) e fungos (Aspergillus niger,

Aspergillus tamari, Candida albicans e Fusarium oxysporum).
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2.2.12 Eclipta prostrata

Agrido-do-brejo como é conhecida a Eclipta prostrata, pertencente a familia
Asteraceae, é uma erva ereta de ambientes iumidos (TZONEV, 2007). Cosmopolita
no Brasil (MONDIN, 2004). Seu uso medicinal é amplo, sendo conhecida por sua
atividade anti-angiogénica, anti-cancerigena (LIRDPRAPAMONGKOL et al., 2008) e
pela sua acao leishmanicida (KHANNA et al., 2009).

No estudo de Karthikumar et al. (2007), as fracdes de hexano, acetato de
etila, etanol/agua, obtidas das folhas de Eclipta prostrata, demonstraram acéo
antioxidante e atividade antimicrobiana contra Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Shigella dysenteriae, Salmonella typhimurium, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus. Ja foram isolados alcaloides,
taninos, saponinas, esteroides, terpenos e flavonoides dessa espécie de planta
(DHANDAPANI; SABNA, 2008).

2.3 Propriedades bioldgicas das plantas

As plantas sintetizam uma grande variedade de compostos quimicos
envolvidos nos processos metabdlicos relacionados com a sobrevivéncia,
preservacdo e defesa vegetal. Tais compostos sdo denominados de metabdlitos
secundarios e podem apresentar diversas propriedades biolégicas, além de
desempenharem funcdes distintas para a planta (SANTOS, 2007).

Os metabodlitos secundarios sdo de grande interesse para o homem, uma vez
que ja foram comprovadas diversas propriedades biolégicas como antiviral, anti-
ulcerogénica, anti-neoplasica, antioxidante, hepatoprotetora, anti-hipertensiva, anti-
inflamatdria, antimicrobiana, antiplaquetaria e antifungica (LIMA et al., 2006;
MACHADO et al., 2008).

As classes de compostos quimicos resultantes do metabolismo secundario
das plantas, que apresentam propriedades antimicrobianas sao: flavonoides
(MACHADO et al., 2008), alcaloides (ASSIS et al., 2009), quinonas (FALKENBERG,
2007), taninos (MONTEIRO et al., 2005), cumarinas (LIU et al.,, 2008), terpenos
(DAVINO et al., 1989) e oleos essenciais (LIMA et al., 2006).

Os flavonoides séo produtos resultantes do metabolismo secundarios das

plantas pertencentes ao grupo quimico da classe de polifendis. Na planta
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desempenham acgéo de protecdo contra radiacao solar e contra infecgdo por micro-
organismos fito-patogénicos. Além disso, os compostos quimicos da classe dos
flavonoides sao responsaveis pelas cores das plantas, o que contribui para atracéo
de polinizadores (ZUANAZZI; MONTANHA, 2007). Quanto a suas acdes
terapéuticas, ja foram descritas atividade antimicrobiana, anti-neoplasica,
antioxidante e anti-inflamatoéria (MACHADO et al., 2008).

Ja os alcaloides sdo compostos normalmente derivados de aminoacidos. Nas
plantas, possuem funcéo de protecdo contra insetos e herbivoros, além de regular o
crescimento. Sao terapéuticos naturais com acgdo anestésica, analgésica,
psicoestimulantes, neurodepressores e antimicrobiana (HENRIQUES et al., 2007,
ASSIS, 2009).

As guinonas séo produtos da oxidacdo de fendis obtidas a partir do lapachol.
Atuam contra diversos quadros patologicos envolvendo processos inflamatérios,
infecgbes por fungos, virus e bactérias, além de apresentar potente agéo laxativa e
antitumoral (ANTUNES et al., 2006; ALMEIDA, 2009; CARDOSO et al., 2010).

Outra classe de compostos isolados a partir das plantas sao os taninos. Essas
substancias fendlicas ja apresentaram acdo antibacteriana, fungicida (MELLO;
SANTOS, 2001; MONTEIRO et al., 2005), anti-hipertensiva, anti-hemorragica, anti-
inflamatéria (LOGUERCIO, 2005; SANTOS; MELLO, 2007).

As cumarinas sao conhecidas por suas propriedades antitrombdéticas, anti-
inflamatorias eantimicrobianas (LIU et al., 2008; SINGH et al., 2010; YANG, 2010).
Os terpenos sao biossintetizados a partir de unidades de acetato, além de
antimicrobianos, apresentam atividade inseticida e leishmanicida (DAVINO, 1989;
VIEGAS JUNIOR, 2003; ARRUDA et al., 2005).

Os 6leos essenciais sdo compostos volateis exercem papel de protecao
contra predadores, perda de agua, aumento de temperatura, além de atrairem
polinizadores (SANTOS, 2007). Apresentam atividade antimicrobiana e antifingica
(ARAUJO et al., 2004; LIMA et al., 2006).

Metabolitos secundarios que apresentam atividade antimicrobiana ja foram
isolados a partir do género ou da espécie de todas plantas selecionadas para este
estudo. Entretanto, ndo ha registro da concentragdo minima inibitoria e da
concentracdo minima bactericida dos extratos das plantas selecionadas para as

espécies estreptococos testadas.
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2.4 Uso de antimicrobianos na Odontologia

Dentre as bactérias que compde a microbiota bucal encontram-se 0s agentes
etiologicos da carie e da doenca periodontal. Dessa forma, agentes antimicrobianos
sdo empregados no controle e prevencdo das principais doencas que acometem a
cavidade oral. Produtos com atividade antimicrobiana servem de coadjuvantes da
remocao mecéanica do biofilme dental. S&o indicados principalmente para o controle
da doenca ativa e para pacientes desmotivados, hospitalizados ou que apresentem
alguma deficiéncia fisica ou mental (MONFRIN; RIBEIRO, 2000; GEBRAN;
GEBERT, 2002; ADDY, 2005).

Com relacéo a etiologia da carie dental, os estreptococos se destacam como
0s principais responsaveis pelo inicio da lesdo cariosa. Apresentam inimeros fatores
de viruléncia que justificam o seu papel na etiologia da doenca (FLEMMING et al.,
2010). Além do envolvimento com a cérie dental, os estreptococos estdo entre os
grupos mais numerosos de bactérias, sendo encontrados em todas as superficies da
cavidade oral (AVILA et al., 2009). Estudos demonstraram que a partir da
colonizacdo da cavidade bucal, os estreptococos podem ainda estar envolvidos na
etiologia de outras doencas infecciosas como a endocardite bacteriana (DOUGLAS
et al.,, 1993; PEREIRA et al., 2003; SALGADO et al., 2013), abscessos hepaticos
(SCHIFF et al., 2003) e pneumonia em pacientes hospitalizados (MORAIS et al.,
2006). Tais estudos reforcaram a importancia da realizacdo do controle da
microbiota bucal para prevencao de doencgas oportunistas.

Diversos produtos sao utilizados na odontologia para o controle da microbiota
bucal; dentre eles, esta a clorexidina, que permanece como referéncia devido a
potente atividade antimicrobiana e substantividade. Embora de amplo espectro, a
clorexidina apresenta efeitos colaterais, o que constitui grande estimulo para a
busca de novas substancias com acao similar ou superior e livre de efeitos
indesejaveis (ANDRADE et al., 2011).

Além da clorexidina, o triclosan é utilizado como antisséptico bucal. O estudo
de Moreira et al. (2008) demonstraram que quando associado ao fluoreto, o triclosan
apresenta atividade antimicrobiana contra Streptococcus mutans ATCC 25175,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 115442, Enterococcus faecalis e Staphylococcus
aureus ATCC 6538, mas na forma isolada, apresentou eficacia e substantividade

limitadas.
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Outro produto conhecido € o Listerine, derivado de compostos fendlicos.
Consiste em uma mistura de 6leos essenciais: timol, mentol, eucaliptol e salicilato de
metila. A despeito de sua acdo antimicrobiana, tem uma baixa substantividade e
apresenta efeitos colaterais como sensacdo de queimacdo na mucosa bucal
(TORRES et al.,, 2000). Os compostos fluoretados também estdo dentre as
substancias antissépticas por reduzirem a desmineralizacdo e adesdo microbiana
aos tecidos dentais (RUGG-GUNN; BANOCZY, 2013).

Ja as plantas vém se destacando como fonte de recurso terapéutico para uso
na odontologia, devido a presenca de compostos biologicamente ativos. A
sanguinarina € um composto extraido da planta Sanguinaria canadenses; esse
composto quimico € utilizado na composicao de solucdes e dentifricios como agente
antimicrobiano contra micro-organismos patogénicos bucais. Assim como a
sanguinarina, o extrato de malva também é utilizado em bochechos, pois atuam em
processos inflamatérios e séo indicados no tratamento de aftas, gengivites,
amidalites, faringites, estomatites e abscessos dentarios (TORRES et al., 2000).

A utilizacdo de antissépticos como substancia de prevencdo ou como
coadjuvante no tratamento de infec¢Bes bucais de origem bacteriana € aceita pela
maioria dos estudos, pois visa explorar os recursos disponiveis para complementar
0s métodos de tratamento e prevencao existentes, visando a devolugédo da saude ao
individuo (GUNSOLLEY, 2010; VILLORIA; COSTINHA, 2013).

2.5 Antimicrobianos para controle e prevencéao da carie dentéria

Um fator de grande importancia na etiologia da carie dentaria € a producao de
acidos pelas bactérias da boca, a partir da fermentacdo de carboidratos da dieta.
Dentre as bactérias com potencial cariogénico, é provavel que, além da participacao
dos Streptococcus mutans e Lactobacilos, outros micro-organismos possam
colaborar com o processo de instalacdo e desenvolvimento da doenca. A carie
ocorre quando ha alteracdes significativas no ambiente da cavidade oral que
resultam no aumento da producdo de &cidos e selecdo de bactérias tolerantes a
redugéo do pH no biofilme dental (GUO; SHI, 2013).

A partir da selecdo de bactérias cariogénicas, caso nao seja realizada

nenhuma intervencao, ocorre a evolugcao da doenga com a destruicdo do esmalte,
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invasdo da dentina, polpa e comprometimento dos tecidos de suporte, aumentando
o risco de perda do elemento dentario (ANDERSON et al., 2010).

O tratamento da carie consiste na remocdo do tecido desmineralizado e
posterior reconstrucdo da estrutura afetada, para reabilitar estética e funcionalmente
o dente afetado. Porém, é importante ressaltar que o controle da doenca em
detrimento a reabilitacdo deve ser prioritario (LUAN et al., 2000).

Existem diversos métodos de prevencdo da carie, que vao desde a
higienizacdo mecanica com uso de escovas e fio dental, uso de colutérios, até
métodos mais abrangentes a coletividade, como a fluoretacdo da agua e do sal. Vale
a pena destacar que todos os métodos de prevencdo convergem para o controle do
biofilme dental (TWETMAN, 2010).

Os compostos fluoretados sempre foram bastante divulgados como
substancia para prevencdo da cérie. O flior atua como fortalecedor do esmalte
dental por ampliar a incorporagdo de minerais a esta estrutura, tornando-a mais
resistente ao ataque acido promovido por bactérias oraisn (TENUTA; CURY, 2005).
Além disso, o flior apresenta efeito antimicrobiano, porém, ndo impede a formacéao e
nem promove a eliminacdo de biofiime (AMERICAN, 2010). Para que o fluoreto
exerca acao direta sobre as bactérias cariogénicas, sua concentracdo deve exceder
a encontrada no meio bucal, atingindo concentracdes proximas as aplicadas por
profissionais (TORRES, 2000).

O uso da clorexidina no controle quimico do biofilme dental deve ser indicado
com cautela para pacientes hipertensos, uma vez que, dentre os efeitos indesejaveis
desse produto esta a alteracdo na capacidade gustativa, o que pode induzir o
consumo excessivo de sal por estes pacientes na busca de saciar a deficiente
percepcdo do sal durante o tratamento com a clorexidina. Um estudo realizado em
humanos constatou que a clorexidina pode diminuir em 80% a percep¢do da
salinidade (BRESLIN; THARP, 2001).

Devido aos maleficios que podem ser desencadeados pelo uso prolongado da
clorexidina, pesquisas foram desenvolvidas na busca por substancias que possam
substitui-la ou ampliar as opcdes de escolha no mercado farmacéutico. Os extratos
de plantas se tornaram a matéria prima para essa finalidade. Assim, é possivel
encontrar estudos que testaram a atividade antimicrobiana de diferentes plantas
sobre os Streptococcus mutans, utilizando a metodologia da microdiluicdo em caldo.

O quadro 1 apresenta os resultados dos estudos que testaram a atividade



antimicrobiana de plantas sobre duas cepas diferente de S. mutans e com os valores

de CMI, inclusive para a clorexidina.

Quadro 1 - Valores da CMI de plantas frente aos S. mutans.

S. mutans

CMI

UA159 ug/mL Planta Extrato Referéncia
1.600 Zingiber officinalis Oleo Essencial Froner et al., 2011
400 Lippia alba Oleo Essencial Froner et al., 2011
200 Siparuna guianensis Oleo Essencial Froner et al., 2011
100 Myrcia multiflora Oleo Essencial Froner et al., 2011
12,5-25 Rheedia brasiliensis Extrato hexanico Almeida et al., 2008
0,63 Clorexidina Liu et al., 2012
S. mutans . o Tintura L
ATCC 25175 6.250 Rosmarinus officinalis hidroalcoolica Pinheiro et al., 2012
6.250 Calendula officinalis . T|ntu,ra' Pinheiro et al., 2012
hidroalcéolica
6.250 Mikania glomerata _ Tintura Pinheiro et al., 2012
hidroalcoolica
>400 Stryphnodendron _ Extrato Soares et al., 2008
adstringens hidroalcodlico
12.500 | Anacardium occidentale : Extrat(?_ Melo et al., 2006
hidroalcodlico
3.125 Shinus terebinthifolius Tintura Freires et al., 2010
7.810 Solidago microglossa Tintura Freires et al., 2010
562,6 Cymbopogon citratus Oleo essencial Perazzo et al., 2012
62,5 Cudrania tricuspidata Extrato metandlico Lee, 2013
62,5 Sophora flavescens Extrato metandlico Lee, 2013
62,5 Ginkgo biloba Extrato metandlico Lee, 2013
31,25 Betula schmidtii Extrato metanolico Lee, 2013
40 Clorexidina Pinheiro et al., 2012




3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

- Verificar a possibilidade de utilizacdo de extratos brutos de plantas coletadas

no Pantanal sul-mato-grossense no controle de estreptococos orais.

3.2 Objetivo especifico

- Avaliar a atividade antimicrobiana de extratos brutos das plantas Ipomoea
alba, Ipomoea chiliantha, Echinodorus grandiflorus, Zanthoxylum rigidum,
Anadenanthera colubrina, Cassia grandis, Tabebuia impetiginosa, Coutarea
hexandra, Triplaris gardneriana, Vitex cymosa, Senna obtusifolia e Eclipta prostrata
em relacdo aos estreptococos da cavidade oral;

- Avaliar a atividade antimicrobiana das fracdes do extrato com melhor
atividade antimicrobiana frente aos Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis,

Streptococcus oralis e Streptococcus gordonii.



4 MATERIAIS E METODO

4.1 Selecao e identificacdo do material vegetal

A amostra foi constituida de 12 espécies de plantas selecionadas entre as
106 cadastradas no Banco de Extratos do Pantanal (BEPan) do Laboratério de
Produtos Naturais e Espectrometria de Massas do Centro de Ciéncias Bioldgicas e
da Saude (CCBS) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS). A
selecdo foi realizada de acordo com as caracteristicas quimicas e atividades
biolégicas das espécies, conforme relatos da literatura. Foram consideradas as
espécies que apresentavam metabdlitos secundarios das seguintes classes:
flavonoides (MACHADO et al., 2008), alcaloides (ASSIS et al., 2009), quinonas
(FALKENBERG, 2007), taninos (MONTEIRO et al., 2005), cumarinas (LIU et al.,
2008), terpenos (DAVINO et al., 1989) e 6leos essenciais (LIMA et al., 2006). Ainda
foram considerados os estudos realizados ndo somente com as espécies, mas
também com espécies diferentes incluidas no mesmo género. As 12 espécies

selecionadas estédo apresentadas no quadro 2.



Quadro 2 - Espécies selecionadas para o estudo
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o N Periodo da
Espécie Familia Parte coletada | Coordenada
coleta
28/07/12
Ipomoea alba Convolvulaceae PA 19°35'6"S
57°0'43"0
11/03/12
Ipomoea chiliantha Convolvulaceae PA/FO 19°35'49"S
57°2'10"0
Echinodorus _ 11/03/12
i Alismataceae PA/FO 19°36'15"S
grandiflorus oqiqn
57°3'1"0
. 10/03/12
Zanthoxylum rigidum Rutaceae RF/FO 19°29'2"S
57°2'16"0
Anadenanthera 27/07/12
ubri Fabaceae CAS 19°40'13"S
colubrina
57°0'20"0
28/07/12
Cassia grandis Fabaceae CAS 19°34'4"S
57°0'59"0
Tabebuia _ _ 27/07/12
_ i Bignoniaceae CAS 19°40'12"S
impetiginosa o9 AN
57°0'20"0
. 27/07/12
Coutarea hexandra Rubiaceae CAS/RF/FO 19°40'11"S
57°0'20"0
o _ 28/07/12
Triplaris gardneriana Polygonaceae CAS 19°34'36"S
57°59'59"0
. 10/03/12
Vitex cymosa Verbenaceae RF/FO 19°29'2"§
57°2'16"0
. . 10/03/12
Senna obtusifolia Leguminosae PA/FO/FL 19°34'9"s
57°1'10"0
. 10/03/12
Eclipta prostrata Asteraceae PA/FO 19°29'0"S
57°2'14"0

Nota: RF- ramo fino, PA- parte aérea (composta por folha, ramo fino e caule), FL- flor, FO- folha,

CAS- casca.

As plantas foram coletadas principalmente em areas umidas da regido do

Pantanal sul-mato-grossense. As coletas e a identificacdo das espécies estocadas

no banco de extratos foram realizadas pela equipe de pesquisadores do

BEPan/CCBS/UFMS, no periodo de marco a julho de 2012. Apos as coletas, as
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plantas foram desidratadas em temperatura ambiente e, posteriormente, trituradas
por meio de moinho de facas para estocagem sob a forma de po6. O
acondicionamento foi realizado em frascos de vidro hermeticamente fechados,
protegidos da luz, da umidade e do calor. Também foi coletado material para
confeccdo de exsicata e registro no Herbario do Departamento Botanico da
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul — Campo Grande, MS.

4.2 Delineamento do estudo

Estudo experimental, in vitro, no qual foi avaliado a atividade antimicrobiana
dos extratos brutos de Ipomoea alba, Ipomoea chiliantha, Echinodorus grandiflorus,
Zanthoxylum rigidum, Anadenanthera colubrina, Cassia grandis, Tabebuia
impetiginosa, Coutarea hexandra, Triplaris gardneriana, Vitex cymosa, Senna
obtusifolia e Eclipta prostrata. Os extratos foram testados contra as seguintes
espécies de bacterianas: Streptococcus mutans UA159 e as bactérias padronizadas
pela “American Type Culture Collection” (ATCC): Streptococcus sanguinis (ATCC)
10556, Streptococcus oralis (ATCC) 10557, Streptococcus gordonii (ATCC) 35105.
As bactérias foramcedidas pelo Laboratorio de Farmacologia do Departamento de
Ciéncias Fisioldgicas da Area de Farmacologia, Anestesiologia e Terapéutica da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas
(FOP/UNICAMP). A atividade antimicrobiana dos extratos foi estudada por meio do
teste de microdiluicdo em caldo, que fornece a concentragdo minima inibitoria (CMI).

4.3 Preparo do extrato

Para o preparo de cada extrato, foi utilizado aproximadamente 30 gramas da
droga vegetal seca. Apds a pesagem, o po triturado foi processado pelo extrator
Dionex modelo ASE 150 (Accelerated Solvent Extractor), por meio de liquido
pressurizado. O solvente utilizado na extracaofoi a mistura etanol/agua na proporcao
de 7:3 (70% etanol P.A e 30% agua MiliQ). O processo de extracdo foi realizado a
temperatura de 100°C, em um ciclo automatizado de 5 minutos. O liquido resultante
da extracdo, foi submetido & secagem para evaporacdo dos solventes. Esse

procedimento foi realizado em capela de exaustdo, sob temperatura ambiente,
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durante aproximadamente sete dias. Apos esse periodo o material foi acondicionado
em frasco de vidro com tampa, previamente esterilizado. Os extratos foram mantidos

a temperatura de -20°C até o inicio da realizacdo dos testes.

4.4 Preparo das culturas de estoque de bactérias

Foram preparadas culturas puras de cada bactéria, em caldo BHI (Oxoid) com
18 horas de incubacédio, a 37°C, e 5% de CO,. Em seguida, foram distribuidas
aliquotas de 300uL dessa cultura bacteriana em eppendorfs que continham 300uL
de BHI e 40% de glicerol, resultando em uma concentracéo final de 20% de glicerol
e volume de 600uL. Posteriormente, as aliquotas nos eppendorfs foram estocadas a
-20°C. Para a realizacdo dos testes microbiolégicos, foi utilizado uma aliquota

bacteriana para cada teste.

4.5 Preparo das solucdes dos extratos

De cada extrato, inicialmente foi preparada uma solucédo utilizando-se as
seguintes propor¢des: 8000ug do extrato bruto, adicionado a mistura de 1820uL de
agua MiliQ e 180puL de etanol P.A. Essa solugao foi distribuida segundo a ilustracao

da figura 1.

4.6 Preparo do in6culo (NCCLS, 2003)

Para o preparo do in6culo de cada bactéria, a cultura de estoque em glicerol a
20% foi descongelada em temperatura ambiente e uma aliquotas de 50uL foi
transferida para um tubo contendo 5 mL de caldo BHI. Esse tubo foi incubado em
jarras de anaerobiose com 5% de CO,, por 18 horas, a 37°C. Ap6s 18 horas, essa
cultura foi semeada em 4 placas contendo agar BHI, seguindo a técnica do
esgotamento para obtencdo de colbnias isoladas. As placas foram incubadas por 24
horas, nas mesmas condi¢cfes descritas anteriormente.

Decorrido as 24 horas, foram selecionadas 5 col6nias isoladas, de tamanho
uniforme, as quais foram transferidas para tubos com 5 mL de caldo BHI com auxilio
de uma alca de platina. Essa cultura foi incubada por 18 horas em jarras de

anaerobiose com 5% de CO»,, a 37°C.
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Passado o tempo de incubacdo foi realizada a leitura do crescimento
bacteriano em espectrofotometro (Uv Vis Metrolab, modelo 330) sob comprimento de
onda de 625 nanométros. A partir dessa leitura, a cultura foi diluida em caldo BHI
para obter o valor de absorbancia entre 0,08 a 0,1, o que corresponde a uma
quantidade aproximada de 1,5x10®° UFC/mL (Unidade Formadora de colénia por
mililitro) e comparado ao tubo 0,5 da escala de Mc Farland (PROBAC).

Apoés a diluicdo e obtencdo do valor de absorbancia adequado, a cultura foi
novamente submetida a diluicdo seriada decimal. Para essa diluicdo, 1mL da
solucdo contendo 1,5x10® UFC/mL foi transferido para 9mL de BHI e a seguir esse
procedimento foi realizado por mais uma vez para obtencdo de uma concentracao
de bactérias de 1,5x10° UFC/mL. O inéculo foi finalizado adicionando-se 5 mL de
caldo BHI a essa cultura o que resultou em uma concentracédo final de 1,0 x 10°
UFC/mL.

4.7 Preparo das microplacas

O teste de microdiluicdo em caldo foi realizado, utilizando-se microplacas
estéreis de poliestireno com fundo chato e 96 pocos. Os poc¢os, encontram-se
dispostos em colunas de 1 a 12 e linhas de A a H e possuem capacidade para 300
ML de volume. Dessa forma foi obtida a seguinte concentracdo do extrato a serem
testados: 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,2; 15,6 yg/mL.

Em cada microplaca foi distribuido inicialmente 100uL de caldo BHI em todos
0s pocos das colunas de 1 a 12 e das linhas de A a G. Na linha H foi distribuido
90uL de caldo BHI nas colunas 1, 2, 3, 7, 8 e 9; 100uL na colunas 4, 5 e 6, e 200 uL
nas colunas 10, 11 e 12 para a realizacao dos controles do teste.

A seguir foi distribuido 100uL da solugéo do extrato na linha A, nas colunas
de 1 a 12, de modo que cada microplaca recebeu trés extratos diferentes. Na
sequéncia, foi realizada a diluicdo seriada do extrato transferindo-se 100uL de cada
poco da linha A para a linha B e assim sucessivamente até a linha G, desprezando-
se 0s 100 pL finais.

Apos, foi distribuido 100uL do indculo nas linhas de A a G, porém, somente
nas colunas 1, 2, 3, 5, 6, 7, 9, 10 e 11. As colunas 4, 8 e 12 foram utilizadas como
controle de esterilidade do extrato, e para isso adicionou-se 100uL de caldo BHI

estéril. Dessa forma, todos os pogos apresentaram o volume final de 200uL e cada
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concentracéo do extrato foi testada em triplicata. A figura 1 representa a distribuicdo

dos extratos.

Figura 1- Esquema de distribui¢cdo dos extratos na microplaca

Extrato 1 Extrato 2 Extrato 3

r % N o % N o % N
hgfml 1. 2 &8 4 5 6 7 8 5 10 1112
1000 A
500 B * +
250 c * +
125 D + ’
62,5 E + *
31,2 F * *
15,6 G t ‘

n O

Nota: Os pocos da linha H representam os controles do solvente, inéculo,
clorexidina e do meio, respectivamente da esquerda para a direita.

Os pocos da linha H foram todos utilizados como controles. As colunas de 1 a
3 foram controles do solvente. Para isso foi adicionado aos 90 pL de BHI, 10uL da
solugéo etanol/agua, mais 100 pL do indculo para obtencdo da concentracgéo final de
9% de alcool. Nas colunas 4, 5, e 6 foi adicionado 100uL do inéculo aos 100uL de
caldo BHI para controle do crescimento bacteriano. Nas colunas 7, 8, e 9 foi
adicionado 100uL de inéculo aos 90uL de BHI mais 10 uL de clorexidina para
obtencdo da concentracéo final de 0,12 de clorexidina. Os pocos 10, 11 e 12 foram
utilizados como controle de esterilidade do meio de cultura e ja foram preenchidos

com 200uL de meio BHI estéril.
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Apébs o preparo, as placas foram incubadas em estufa a 37°C, com 5% de
CO,, durante 24 horas. Para maior confiabilidade dos resultados, os testes foram

repetidos em trés datas distintas.

4.8 Concentracdo minima inibitoria (CMI)

Apés 24 horas de incubacdo das placas, foi realizada a leitura para
determinacao da concentracdo minima inibitoria de cada extrato. Apds confirmada a
leitura dos pogos controles das colunas 4, 8 e 12 e da linha H, foi realizada a leitura
visual de crescimento bacteriano em todos 0s pog¢os que receberam o indculo. Essa
primeira leitura foi realizada pelo grau de turvacdo, comparando-se 0S po¢os que
continham o extrato com os pocos do controle de crescimento bacteriano. Para
confirmar o grau de turvagao referente ao crescimento bacteriano foi realizada
também a comparacgdo com a coluna de controle de esterilidade do extrato.

ApOs o registro da leitura visual foi retirada uma aliquota de 10uL de cada
poco sem turvacao para a realizacdo do teste de Concentracdo Minima Bactericida.
A sequir, os resultados da CMI foram confirmados com a adi¢céo de 30 L resazurina
0,01% em todos os pocos da placa. Essa substéncia de coloracéo azul em contato
com células bacterianas vivas oxida e altera a coloracdo do meio para vermelho. A
Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) foi determinada pela menor concentracdo do

extrato que apoés a adicdo de resazurina manteve a coloracao azul.

4.9 Concentracdo minima bactericida (CMB)

A determinacédo da CMB foi realizada com 10uL retirados dos pogos que nao
apresentaram crescimento bacteriano pela leitura visual. Os 10uL retirados de cada
poco foram semeados em placas de agar BHI. As placas foram incubadas em estufa
com 5% de CO,, a 37°C, por 48 horas. ApOs esse periodo, foi realizada a leitura
pela observacdo do crescimento bacteriano na superficie do agar. A CMB foi
considerada a menor concentracdo do extrato na qual n&o houve crescimento
bacteriano, o que representa 99,9% de morte bacteriana. A figura 2 a seguir,

representa o fluxograma resumido da metodologia.
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Figura 2 - Fluxograma metodoldgico

Selegdo do material vegetal Preparo das culturas de

1 estoque de bactérias

Preparo do extrato u
3

Preparo e diluigio das Preparo do inéculo
solugdes dos extratos ii
Preparo das microplacas
(teste - CMI) 2ah

Leitura de (CMI) + Teste (CMB)
48h C

Leitura de (CMB)

4.10 Extracao das particdes do extrato bruto de Ipomoea alba

O extrato bruto de Ipomoea alba foi submetido a particdo em extrator de
solvente acelerado ASE 150, Dionex. Para esse procedimento foram utilizados
diferentes solventes seguindo uma ordem crescente de polaridade dos mesmos.
Foram utilizados os seguintes solventes: hexano, diclorometano, cloroférmio, acetato
de etila, etanol/agua (7:3).

Para o fracionamento foi preparada uma coluna que continha uma camada de
22 gramas de silica (Aldrich 70-230 mesh), e uma camada da mistura de um grama
do extrato bruto e 22 gramas de silica (Aldrich 70-230 mesh) solubilizados com 10
mL de cloroférmio. Essas camadas foram separadas e preparadas sobre o papel
filtro.

Apdés a montagem, na coluna foi inserida extrator para a realizacdo do
processo de extracdo seriada programando-se o aparelho para temperatura de
100°C, um ciclo estéatico de um minuto, 150% de lavagem, 100 segundos de purga.
Para cada solvente, o processo de extracdo foi realizado duas vezes. A figura 3,

representa a montagem da coluna.
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Figura 3 - Distribuicdo dos materiais na coluna

IF |
Silica (22g) + extrato (1g)
. > + cloroformio (10 mL)
Papel filtro | —>
\\ —> Silica
| = |

Os extratos obtidos por meio desse processo de extracdo foram
posteriormente concentrados em evaporador rotativo e colocados em frascos de
vidro para a secagem em capela de exaustdo, por cinco dias. Apés a secagem, as
fracbes de Ipomoea alba foram submetidas aos testes de CMI e CBM para os
estreptococos: Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis, Streptococcus oralis

e Streptococcus gordonii.

4.11 Obtencéao de fracao alcaloidica

A fracdo alcaloidica de Ipomoea alba foi obtida por meio de extracdo
convencional em funil de vidro. Para esse procedimento, um grama de extrato bruto
foi solubilizado em 50mL de solucao constituida por etanol P.A/agua a 40%. Apéds a
solubilizacdo, foram adicionadas gotas de acido cloridrico até que a solucéo
atingisse o pH=2. Em seguida, foram adicionados 250mL de cloroférmio, em5
porcoes de 50mL, intercaladas por homogeneizacdo manual. A seguir, a mistura foi
colocada em funil de separagéo, onde permaneceu em repouso para separacao das
partes liquidas imisciveis. Apds a separacdo das partes, foram obtidas duas fracdes
uma aquosa e outra cloroférmica.

Na sequéncia desse processo, a solucédo aquosa foi basificada, adicionando
hidroxido de aménio até pH=8. A seguir, essa solucdo foi particionada com
cloroférmio, em 5 por¢cbes de 50 mL e novamente foi separada em duas fracdes,
uma aquosa e outra cloroférmica. Essa fracdo cloroformica foi rota-evaporada e
inserida em recipiente de vidro para secagem em capela de exaustdo, por cinco
dias, para posteriormente ser testada junto com as demais fracdes (SANTAVY,

1990). O fluxograma da figura 4 representa a obtencéo da fracdo alcaloidica.



Figura 4 - Fluxograma de confecgao da fragéo alcaloidica.

37

Extrato bruto (1 grama)

1- solubilizar com 50 mL de
solugéo de etanol / H,0 a 40%

Solucéo de alcaloides
(base livre) + impurezas

1- acidificar com HCI até pH=2

2- solubilizar com 5 porg¢ées de 50

mL de cloroférmio

Solucao aquosa acida (Alcaldides

) =1 Solucao cloroférmica
na forma de sais)

1- Alcalinizagdo com Hidroxido
de amdnio até pH=8

2-Extracdo com 5 porcdes de
50 mL de cloroférmio

Solucao de alcaldides totais

Fracd@o aquosa alcalina
(impurezas)

clorofémica (base livre) -

evaporacao rotatoria

4.12 Teste de deteccédo de alcaloides

Foram realizados os testes de Sonnescheim e Dragendorff para deteccao de

alcaloides, utilizando uma solucéo contendo 40 mg de extrato bruto de Ipomoea alba

e 1mL de acido cloridrico 2 molar. Os testes foram realizados com a utilizacdo dos

reagentes de Sonnescheim e Dragendorff, diluidos em solucdo de &cido cloridrico.

Como controle negativo, foi utilizado &cido cloridrico e como controle positivo, a

cafeina (SANTAVY, 1990). A distribuicdo dos reagentes, controles e extrato, segue 0

esquema a seguir, representado no quadro 3.



Quadro 3 - Esquema de distribuicdo dos materiais de acordo com as linhas e
as colunas para os testes de alcaloides.

O O O s Sonnescheim
O O O N Dragendorff
) - )




5 RESULTADOS

Foram selecionadas para este estudo 12 espécies de plantas: Ipomoea alba,
Ipomoea chiliantha, Echinodorus grandiflorus, Zanthoxylum rigidum, Anadenanthera
colubrina, Cassia grandis, Tabebuia impetiginosa, Coutarea hexandra, Triplaris
gardneriana, Vitex cymosa, Senna obtusifolia e Eclipta prostrata.

Com excecao dos extratos de Ipomoea chiliantha, Cassia grandis, Coutarea
hexandra, Vitex cymosa, 0os demais inibiram o crescimento de pelo menos uma
espécie de estreptococos sem, entretanto, exercer nenhuma atividade bactericida
nas concentragdes testadas.

Foi constatado que o Streptococcus sanguinis foi sensivel a maior nimero de
extrato do que os demais micro-organismos, seguido pelo Streptococcus oralis, que
foi inibido por quatro extratos e o Streptococcus gordonii por trés.

O extrato bruto de Ipomoea alba foi o que apresentou melhor atividade, com
destaque para a capacidade bactericida e bacteriostatica demonstradas pelos testes
de CMI e CMB. Todas as espécies de bactérias testadas, Streptococcus mutans,
Streptococcus sanguinis, Streptococcus oralis e Streptococcus gordonii, foram
inibidas e mortas pela acdo da Ipomoea alba.

A concentracdo minima inibitoria para a I[pomoea alba em relacdo as espécies
de estreptococos testadas foi de 31,2ug/mL, exceto para o Streptococcus gordonii
qgue foi inibido na concentracdo de 15,6pug/mL. Em relacdo a acdo bactericida, a
Ipomoea alba exerceu atividade contra S. mutans na concentragao (125ug/mL). Para
as espécies S. sanguinis, S. oralis e S. gordonii, a concentracdo bactericida foi
31,2ug/mL. Os resultados dos valores de CMI e CMB encontram-se expressos no

Quadro 4.



Quadro 4 — Valores de CMI e de CMB (ug/mL) para as plantas

estudadas em relacéo aos estreptococos orais.

Estreptococo!
orais

Espécies

S.mutans

S.sanguinis

S.oralis

S.gordonii

CMI CMB

CMmI CMB

CMI CMB

CMI CMB

Ipomoea alba

31,2 125

31,2 31,2

31,2 | 31,2

15,6 31,2

Ipomoea
chiliantha

Echinodorus
grandiflorus

250 -

1000 -

Zanthoxylum
rigidum

1000 -

Anadenanthera
colubrina

1000 -

Cassia grandis

Tabebuia
impetiginosa

1000 -

Coutarea
hexandra

Triplaris
gardneriana

1000 -

Vitex cymosa

Senna
obtusifolia

1000 -

Eclipta
prostrata

1000 -

1000 -

1000 -

40
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Figura 5 — Microplaca contendo extrato bruto de Ipomoea alba utilizada para o
teste de CMI frente aoStreptococos mutans.
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Nota: Os pocos em azul representam auséncia de bactérias; enquanto os em
vermelho representam presenca de bactérias.

ApoOs a finalizacdo dos testes com o0s extratos brutos das 12 plantas,
observou-se que Ipomoea alba obteve os melhores resultados. Com isso, seu
extrato bruto foi fracionado e testado para os estreptococos: S. mutans, S. sanguinis,
S. oralis e S. gordonii. A fragdo hexanica de Ipomoea alba n&o apresentou atividade.
A fragcdo de etanol/agua demonstrou CMI inferior aos CMI do extrato bruto de
Ipomoea alba para os Streptococcus sanguinis e oralis. Para o Streptococcus
mutans, a CMI encontrada no teste com as fragdes foi superior a obtida pelo extrato

bruto. O resultado dos testes com as fracbes de Ipomoea alba encontram-se
expressos na Quadro 5.
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Quadro 5 - Valores de CMI e CMB das fragGes de Ipomoea alba, segundo cada
estreptococo, em pg/mL.

Bacterias S.Mutans S.Sanguinis S.Oralis S.Gordonii
Fragses | CMI | CMB | CMI | CMB | CMI| CMB CMI | CMB
Hexano - - - - - - - -
Diclorometano - - 125 - 500 1000 1000 -
Cloroférmio 500 - 62,5 250-125 250 250 250 500
Acetato de - ; 250 250 125 250 250 -
Etila
Etanol/ Agua 62,5 | 250-125 15,6 62,5 15,6 62,5-31,2 15,6 125
Alcaloidica 62,5 | 125-62,5 62,5 125-62,5 | 62,5 62,5 31,2 62,5

O rendimento obtido do extrato bruto de Ipomoea alba foi de 11,23%, pois
com a utilizagcdo de 30 gramas da planta seca foi obtido 3,73 gramas do extrato. O
rendimento de cada fragao preparada a partir da utilizacdo de um grama do extrato
bruto foi de 0,08 gramas para a fragcdo hexanica; 0,503 gramas para a fracao
diclorometano; 0,0162 gramas para a fracdo cloroférmica; 0,1693 gramas para
fracdo de acetato de etila; 0,226 gramas para etanol/agua, o que corresponde a um
rendimento de 8%, 50,3%, 1,62%, 16,93% e 22,6%, respectivamente. Quanto a
fracdo Alcaloidica, foi utilizado um grama do extrato bruto e o rendimento foi de 0,18
gramas, que corresponde a um rendimento de 18%.

Os resultados dos testes de Sonnescheim e Dragendorff confirmaram a
presenca de compostos da classe dos alcaloides no extrato bruto de Ipomoea alba.
A presenca de alcaloides foicaracterizada pela precipitacdo do extrato bruto que
demonstrou-se semelhante ao controle positivo. A figura 6 representa os resultados
do teste de deteccdo de alcaloides, onde a primeira linha representa o teste de
Sonnescheim e a segunda linha o teste de Dragendorff. Na primeira coluna, os
pocos foram preenchidos com extrato bruto de Ipomoea alba, acido cloridrico e o
reagente; na segunda coluna os pocos foram preenchidos com &cido cloridrico e o
reagente; na terceira coluna os poc¢os foram preenchidos com cafeina, acido

cloridrico, reagente; como representado na metodologia descrita anteriormente.



Figura 6 - Representacédo dos resultados dos testes de Sonnescheim e
Dragendorff.

Ex + HCI HCI + Cafeina

Nota: Na primeira linha encontra-se o reagente Dragendorff, e na segunda linha o
reagente Sonnescheim
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6 DISCUSSAO

Estudos recentes realizados por diferentes grupos de pesquisadores
confirmaram o potencial antimicrobiano de diversas plantas, frente aos micro-
organismos envolvidos nas infec¢cdes que acometem a cavidade bucal (MELO et al.,
2006; SOARES et al., 2008; ALMEIDA et al., 2008; FREIRES et al., 2010; PERAZZO
et al., 2012; PINHEIRO et al., 2012; LEE, 2013).

Contribuindo com o conhecimento sobre a atividade antimicrobiana de plantas
medicinais para uso na odontologia, foram estudadas 12 espécies de plantas
coletadas na regido do pantanal sul-mato-grossense. As plantas, Ipomoea alba,
Ipomoea chiliantha, Echinodorus grandiflorus, Zanthoxylum rigidum, Anadenanthera
colubrina, Cassia grandis, Tabebuia impetiginosa, Coutarea hexandra, Triplaris
gardneriana, Vitex cymosa, Senna obtusifolia e Eclipta prostrata, crescem
naturalmente nessa regido, entretanto a maioria pode ser encontrada também em
outros biomas, como no Cerrado, Caatinga, Amazbnia e Mata Atlantica
(CARVALHO, 1994; MONDIN, 2004; POTT et al., 2009; BIANCHINI; FERREIRA,
2010; MELO, 2010; BRASIL, 2010a; BRASIL, 2010b; PIRANI, 2011; SOUZA;
BORTOLUZZI, 2011; SOUZA; BORTOLUZZI, 2012; BARBOSA, 2013).

Dentre as espécies estudadas, a Ipomoea alba foi a planta que apresentou
melhores resultados para os testes de atividade antimicrobiana, sendo bactericida e
bacteriostatica para todas as espécies de estreptococos orais testadas.

A Ipomoea alba cé uma planta popularmente utilizada como antipirética,
hipotensora e emoliente. Como agente antimicrobiano, demonstrou atividade contra
as bactérias Staphylococcus aureus, Lysteria monocitogenes, Bacillus cereus
(LUCAS et al., 2010), Enterococcus faecalis (CASTILHO et al., 2013), Streptococcus
mutans e sanguinis (BARELLA et al., 2012). Com rela¢édo aos Streptococcus mutans
e sanguinis, ndo ha literatura, resultados para os testes de Concentracdo Minima
Inibitéria (CMI) e Concentragdo Minima Bactericida (CMB). Nossos resultados
confirmam o potencial antimicrobiano e ampliam o espectro de atividade da Ipomoea
alba uma vez que foram testadas outras espécies de estreptococos orais
comoStreptococcus oralis e gordonii.

No presente estudo, a CMI de Ipomoea alba variou de 15,6 a 31,2 pg/mL,
para as espécies testadas. Esses resultados foram inferiores a 100 ug/mL, que é

considerada uma concentracdo adequada para uma possivel aplicagdo clinica do
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extrato (RIOS et al., 1988; SUFFREDINI et al., 2006). Além disso, o estudo de
Duarte et al. (2007) classificou as plantas que apresentam CMI inferior ou igual a
500 pg/mL como plantas de forte atividade antimicrobiana.

De acordo com 0s nossos resultados, o S. gordonii pode ser considerado a
espécie mais sensivel frente ao extrato bruto Ipomoea alba, pois foi inibido pela
menor concentracdo do extrato em relacdo as demais espécies. Em oposicédo, os S.
mutans demonstrou menor sensibilidade, principalmente em funcdo da necessidade
de uma concentracdo mais elevada para a acao bactericida. Esse fato pode estar
associado aos inumeros fatores de viruléncia ja descritos para os estreptococos do
grupo mutans, que 0s caracterizam como principais agentes etioldgicos da cérie
dentaria (KRZYSCIAK et al., 2014; FLEMMING; WINGENDER, 2010). Dentre esses
fatores de viruléncia, estdo incluidos mecanismos que garantem a sobrevivéncia
bacteriana sob condicbes especiais, 0 que, consequentemente, aumenta a
resisténcia natural aos agentes antimicrobianos (SILVEIRA et al., 2006) justificando
assim, os resultados registrados pelos testes de CMI e CMB para os Streptococcus
mutans.

Na concentracdo de 31,2 pug/mL, o extrato bruto de Ipomoea alba, apresenta
acdo bacteriostatica para todas as espécies de estreptococos testadas, no entanto,
a espécie S. gordonii teve o0 seu crescimento inibido na concentracéo de 15,6 pug/mL.

O extrato também possui acdo bactericida para todas as espécies de
estreptococos, na concentracdo de 31,2 a 125ug/mL. Dessa forma, o extrato bruto
de Ipomoea alba pode ser considerado de amplo espectro de atividade
antimicrobiana, pois possui atividade contra diferentes espécies de cocos e bacilos
Gram-positivos (LUCAS et al., 2010; CASTILHO et al., 2013; BARELLA et al., 2012).

A atividade bactericida do extrato pode ser considerada importante para o
tratamento da doenca carie ja instalada, quando ha o predominio dos estreptococos
cariogénicos como, por exemplo, na lesdo de mancha branca do esmalte (MELO et
al., 2006; SOARES et al., 2008; LEE, 2013). Além disso, a eliminacdo da microbiota
cariogénica, segundo Huang et al. (2011), pode propiciar a recolonizagcdo por
bactérias com menor potencial cariogénico. Por outro lado, a eliminacédo de bactérias
associadas com estado de saude pode causar um desequilibrio na microbiota
normal e proporcionar a instalacdo de micro-organismos com potencial patogénico

desconhecido (AVILA et al., 2009). Esse fato reforca a importancia para a correta
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indicacdo de qualquer agente antimicrobiano e condena o uso indiscriminado dessa
classe de medicamentos (PALMEIRA et al., 2010).

O S. sanguinis estd presente no processo inicial de formagcdo do biofilme
dental. Embora predomine na condicdo de saude, constitui importante agente
etiolégico da endocardite bacteriana subaguda, sendo responsavel por 31,9% das
endocardites (DOUGLAS et al.,, 1993; SALGADO et al.,, 2013). Dessa forma, a
Ipomoeaalba poderia ser indicada para o desenvolvimento de enxaguatério bucal
com finalidade como agente profilatico de endocardite bacteriana.

Apls a andlise dos resultados obtidos com o0s extratos brutos das doze
plantas e constatacdo do melhor resultado para Ipomoea alba, foram realizados
testes com as particbes do extrato bruto. Os resultados demonstraram que o extrato
bruto de Ipomoea alba apresentou melhor atividade antimicrobiana do que as
fracOes testadas. Isso ocorreu, possivelmente, devido ao sinergismo molecular dos
componentes quimicos presentes no extrato bruto. O potencial farmacoldgico das
moléculas em conjunto pode resultar em maior atividade antimicrobiana do que
quando fracionadas ou isoladas (SILVA JUNIOR et al., 2010).

Os resultados indicam que a utilizacdo do extrato bruto de Ipomoea alba é
considerada mais vantajosa para o0 controle dos Streptococcus mutans por
apresentar menor valor de CMI, quando comparado ao valor de CMI obtido pelas
fracbes para a mesma bactéria. JA para os Streptococcus sanguinis e oralis, as
fracGes etandlicas obtiveram menores valores de CMI que o extrato bruto. Enquanto
0s Streptococcus gordonii foram igualmente inibidos na concentracdo de 15,6
ug/mL, tanto pelo extrato bruto quanto pela fracdo de etanol/agua. Quanto a
atividade bactericida, o extrato bruto de Ipomoea Alba demonstrou-se mais ativo
para 0s Streptococcus sanguinis, oralis e gordonii, quando comparados com as
fracOes testadas, exceto para os Streptococcus mutans que apresentou variagao na
concentracdo bactericida entre os valores de 62,5 e 125ug/mL para a fracéo
alcaloidica que foi a mais ativa.

O extrato bruto de Ipomoea alba, apresentou maior rendimento apdés o
processo de extracao que a maioria das suas fracdes. Considerando o rendimento, a
simplicidade do processo de obtencdo e a analise dos resultados de CMI para a
principal bactéria envolvida na cérie, o Streptococcus mutans, € possivel propor que
0 extrato bruto de Ipomoea alba possa ser preferivel quando o seu uso é em relacao

a carie dentaria.
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Comparando-se o valor da CMI do extrato bruto de Ipomoea alba, com os
valores da CMI de outras plantas, frente aos Streptococcus mutans UA159,
observamos que somente o extrato bruto hexénico de Rheedia brasiliensis
apresentou menor valor de CMI (12,50-25 pg/mL) em relacéo ao valor de 31,2 pg/mL
obtido em nosso estudo. Vale considerar que o extrato bruto utilizado no presente
estudo foi preparado com agua e pequeno percentual de etanol. Comparando-se 0s
nossos resultados com os da literatura, podemos incluir o extrato bruto de Ipomoea
alba dentre os extratos de maior potencial antimicrobiano encontrados para o
Streptococcus mutans UA159 (SOARES et al.,, 2008; FREIRES et al., 2010;
FRONER et al., 2011; PERAZZO et al., 2012; PINHEIRO et al., 2012; LEE, 2013).

Em nosso estudo foi possivel detectar a presenca de compostos quimicos da
classe de alcaloides no extrato bruto de Ipomoea alba, esta classe de compostos ja
demonstrou diversas atividades biolégicas, inclusive antimicrobiana (ASSIS, 2009;
MEIRA et al., 2012). Analisando em conjunto os resultados do potencial
antimicrobiano do extrato bruto de Ipomoea alba, é possivel justificar a importancia
da realizacdo de estudos futuros detalhados sobre a planta, bem como de sua acdo
antimicrobiana sobre o biofilme formado pelos Streptococcus da cavidade oral.

No presente estudo, a fracdo alcaloidica e a fracdo etanol/agua de Ipomoea
alba apresentaram maior atividade antimicrobiana frente aos estreptococos testados.
Por outro lado, a fracdo hexanica ndo demonstrou atividade. Esses resultados
sugerem que 0s compostos ativos que interagem no extrato bruto podem estar
presentes nas fragcdes mais polares.

Embora do mesmo género que Ipomoea alba; a Ipomoea chiliantha néo
apresentou atividade antimicrobiana. O género Ipomoea €é considerado o mais
representativo da familia convolvulaceae por apresentar aproximadamente 700
espécies. Outras espécies do género de Ipomoea hederacea, por exemplo, é
conhecida por apresentar atividade antioxidante, hepatoprotetora e antibacteriana
contra Escherichia coli, Citrobacter sp, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhi, Micrococcus luteus, Proteus mirabilis e Bacillus
subtilis; atividade antifungica contra Aspergillus parasiticus, Aspergillus niger,
Aspergillus effusus, Yersinia aldovae, Candida albicans, Fusarium solani,
Macrophomina phaseolina, Saccharomyces cerevisiae e Trichophyton rubrum e
atividade analgésica (ZIA-UL-HAQ et al.,, 2012). Ja Ipomoea cairica apresenta

atividade antimicrobiana frente aos Staphylococcus aureus (FERREIRA et al., 2006).
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Quanto aos compostos quimicos isolados das espécies do género Ipomoea, foram
identificados nas espécies |. muricata, |. hardwickki e I. alba alcaldides indolizidinicos
ipalbidine que apresentam acdo analgésica e antioxidante; nas espécies |. fistulosa,
I. mueller e |I. tricolor, foram isolados alcaloides ergoline agroclavina, que sao
compostos quimicos com potencial antimicrobiano (MEIRA et al., 2012).

A despeito da identificacdo de esteroides, triterpenos, flavonoide, derivados
do acido cafeico e &cido p-cumarico esterificado, nas fragcbes hexanica,
diclorometénica e em acetato de etila, fracionadas de Ipomoea chiliantha
(FERREIRA et al.,, 2011), ndo foi observado atividade antimicrobiana para essa
espécie no presente estudo. Os resultados obtidos com o extrato de Ipomoea
chiliantha podem sugerir que o tipo e aquantidade de metabdlitos secundarios
possam sofrer interferéncia de fatores ambientais; interacdes bioquimicas,
fisiologicas, ecologicas e evolutivas. Dessa forma, plantas de mesmo género ou
espécie podem ser diferentes quimicamente e apresentar concentracdes distintas de
seus constituintes, o que pode ser uma variacao influenciada pelas condi¢cdes
climaticas e de cultivo da regido (ISMAN, 2000; SANTOS, 2007; GOBBO-NETO;
LOPES, 2007; OLIVEIRA et al., 2012).

Ipomoea alba, Tabebuia impetiginosa, Senna obtusifolia, Zanthoxylum
rigidum, Eclipta prostrata e Echinodorus grandiflorus sdo bacteriostaticos frente a
linhagem de Streptococcus sanguinis. Os S. sanguinis representam a espécie deste
estudo que foram inibidos pelo maior numero de extratos brutos testados.

S.sanguinis, S.oralis e S.gordonii, sdo espécies de estreptococos também
presentes nas condicdes de saude bucal (LEE, 2013). Por outro lado, estdo
envolvidos na etiologia da endocardite bacteriana subaguda, que consiste em um
processo inflamatorio do endocardio, causada por agentes infecciosos, e que evolui
com o passar de semanas a meses, apresenta toxicidade modesta e rara infeccao
metastatica (SALGADO et al., 2013; MACHADO; FERREIRA, 2013).

Como as espécies de plantas Echinodorus grandiflorus, Zanthoxylum
rigidum, Anadenanthera colubrina, Tabebuia impetiginosa, Triplaris gardneriana,
Senna obtusifolia, Eclipta prostrata, ndo apresentaram atividade antimicrobiana para
0 S. mutans ndo despertam interesse para a prevencdo e controle da cérie.

Embora estudos anteriores tenham demostrado a presenca de substancias
biologicamente ativas das classes de flavonoides, triterpenos em Ipomoea chiliantha
(FERREIRA et al., 2011); alcaloides no género Cassia (VIEGAS JUNIOR et al.,
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2004); flavonoides no extrato de Coutarea hexandra (NUNES et al., 2012); iridoides,
flavonoides e triterpenos na espécie Vitex cymosa (SANTOS et al., 2001; LEITAO et
al., 2011). Ipomoea chiliantha, Cassia grandis, Coutarea hexandra e Vitex cymosa,
nao apresentaram atividade antimicrobiana para os estreptococos da cavidade bucal
testados.

Ja a espécie Echinodorus grandiflorus demonstrou acéo bacteriostatica contra
S.sanguinis e S.gordonii na concentracdo de 1000 pg/mL, assim como Eclipta
prostrata, que além desses micro-organismos, também inibiu o crescimento do
S.oralis. Apesar de Echinodorus grandiflorus (GARCIA et al.,, 2010) e Eclipta
prostrata, apresentarem compostos quimicos com atividade antimicrobiana
(KARTHIKUMAR et al., 2007), neste estudo, estas duas espécies ndo demonstraram
atividade antimicrobiana relevante. Esse fato pode estar associado a quantidade do
metabdlito ativo, que pode ser insuficiente para exercer acao desejada (NCUBE et
al., 2010).

O extrato bruto de Zanthoxylum rigidum demonstrou-se pouco efetivo frente
as bactérias testadas, por apresentar atividade apenas bacteriostatica e contra 0s
Streptococcus sanguinis. Apesar dos resultados obtidos, a literatura é deficiente de
estudos sobre o seu uso terapéutico, tornando relevante nossos resultados de
atividade antimicrobiana contra os estreptococos.

Outra espécie pouco estudada é a Triplaris gardneriana; o seu potencial
guimico e biolégico permanece desconhecido para a comunidade cientifica, pois nédo
h& estudos demonstrando suas propriedades bioldgicas. Nesta pesquisa, pioneira
sobre a acao antimicrobiana dessa espécie de planta, verificamos que o extrato
bruto foi capaz de inibir apenas os Streptococcus oralis, sendo a concentracao
inibitéria equivalente a 1000 pg/mL, considerado um valor elevado segundo 0s
critérios de classificacdo de CMI e CMB adotados por Duarte et al. (2007).

Apbs a analise dos resultados obtidos por meio dos testes de CMI e CMB das
doze espécies de plantas selecionadas. Constatou-se neste estudo, que o extrato
bruto de Ipomoea alba apresenta atividade bactericida e bacteriostatica frente aos
estreptococos envolvidos no desenvolvimento da carie dental. Sua capacidade
bacteriostatica demonstrou-se superior aos demais extratos avaliados. Os resultados
corroboram com a literatura e fortalecem a utilizacdo de extratos de plantas como

principio ativo para identificacdo de agentes antimicrobianos, além de apresentar a
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espécie Ipomoea alba como uma possibilidade de utilizacdo na producédo de futuros

farmacos para utilizagdo na odontologia.



7 CONCLUSOES

A Ipomoea alba foi a planta que apresentou melhor atividade antimicrobiana
frente aos estreptococos bucais envolvidos no processo cariogénico.

Ipomoea chiliantha, Cassia grandis, Coutarea hexandra, Vitex cymosa nao
apresentaram atividade antimicrobianapara os estreptococos testados.

Zanthoxylum rigidum, Tabebuia impetiginosa e Senna obtusifolia sé&o
bacteriostaticas para Streptococcus sanguinis na concentracao de 1000 pg/mL.

Echinodorus grandiflorus é bacteriostatica para Streptococcus gordonii e
Streptococcus sanguinis.

Anadenanthera colubrina e Triplaris gardneriana sdo bacteriostaticas para
Streptococcus oralis.

Eclipta prostrata é bacteriostatica para Streptococcus oralis e Streptococcus
gordonii.

Ipomoea alba, é bacteriostatica e bactericida frente aos estreptococos:
Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis, Streptococcus oralis e
Streptococcus gordonii, em baixas concentracdes.

O Streptococcus mutans demonstrou menor sensibilidade do que as demais
bactérias, quando expostos aos extratos brutos; em oposi¢cdo ao Streptococcus
sanguinis, que foi 0 mais sensivel.

Apbés a identificacdo da planta com melhor desempenho, as fracbes
alcaloidica e etanol/agua de Ipomoea alba foram as que apresentaram menores
concentracdes inibitérias e bactericidas minimas.

O extrato bruto de Ipomoea alba, apresentou melhor potencial de inibicdo

para o Streptococcus mutans, que suas fragdes.
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