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RESUMO

O géneroGuettarda (Rubiaceae) compreende plantas extensamentebdigis em areas
tropicais. Com relacdo a espéGeiettarda sericeaa literatura demonstra que existe uma
ampla caréncia acerca de estudos botéanicos efifitomps. Assim, o presente trabalho buscou
avaliar o efeito antibacteriano do extrato etamotdas folhas d&. sericea(EEFGS) e suas
fracOes sobre o crescimentoSkeeptococcus oraliaTCC 10557 . salivariusATCC 7073,
nas formas planctonicas e de biofilmes. Diferemesodologias foram empregadas para a
verificacdo do potencial antimicrobiano. Dentreasststdo a determinagdo da concentracao
inibitéria minima (MIC), a determinacédo da curvarderte e a avaliacdo da concentracédo
bactericida minima (MBC). Além disso, a quantifi@daga biomassa e do numero de células
viaveis do biofilme foi realizada, respectivameraeavés da coloracao pelo cristal violeta e
contagem de unidades formadoras de colénia (UFG).c@ntroles, negativo e positivo
utilizados em todos os ensaios foram, respectiveeneDMSO 4% e Gluconato de
Clorexidina com concentracado ajustada de acordo esrdados da CIM de cada micro-
organismo. Para a determinacdo da toxicidade ddGBHHRilizou-se 0 ensaio de toxicidade
sobre nauplios dértemia Os dados mostraram que o extrato e as subfrd@®es17 da
fracao cloroformio apresentaram um marcante e&itomicrobiano, sendo capazes de inibir
o crescimento plancténico, bem como o desenvolvionge biofilmes da cepa & oralisaté

a concentracdo de 62,5 pg.mlCom relacdo &. salivariusapenas a subfracdo 12 interferiu
sobre o crescimento bacteriano. No tocante a tedle, foi observado que a morte dos
nauplios de Artemia ocorreu em concentragfes mais elevadas do quelaaquge
apresentaram efeito antibacteriano. A partir d& regsultados pode-se concluir que EEFGS e
as subfracbes 13 a 17 podem ser utilizados comunios para o controle da formacao de
biofilmes deS. oralis Em adicdo, metodologias complementares que bosqueurificacao
dos compostos ativos e seus efeitos citotoxicosesoblulas eucaridticas necessitam ser

realizadas, visando sua utilizagdo como um agéoterpico.

Palavras-chave: Biofilme. Streptococcus oralis. Streptococcus salivariugfeito

antibacterianoGuettarda sericea



ABSTRACT

The genusGuettarda (Rubiaceae) comprises plants widely distributedtropical areas.
Regarding th&uettarda sericeapecies, the literature shows that there is a ddiddotanical
and phytochemicals studies. Thus, the present stundgd to evaluate the antibacterial effect
of ethanol extract of leaves @. sericea(EEFGS) and its fractions on the growth of
Streptococcus oralidTCC 10557 andb. salivariusATCC 7073 in both the planktonic and
biofilms states. Different methods were employedvarify the antimicrobial potential.
Among these are the determination of minimum irtbityi concentration (MIC) determination
of the death curve and evaluation of minimum badtal concentration (MBC).
Furthermore, quantification of biomass and the nemdd viable cells of the biofilm were
performed, respectively, by staining with crystadlet and counting colony forming units
(CFU). The negative and positive controls usedlinssays were respectively 4% DMSO and
chlorhexidine gluconate with concentration adjusiedording to the data of the MIC of each
microorganism. To determine the toxicity of EEF@Syas used the toxicity test dkrtemia
nauplii. The data showed that the extract and agbéms 13 to 17 of the chloroform fraction
show a remarkable antimicrobial effect, able toibiththe growth of planktonic and
development of biofilms oB. oralis strain until the concentration of 62;&.mL*. With
respect toS. salivarius only subfraction 12 interfered on bacterial ghlowiRegarding the
toxicity, it was observed that death Aftemianauplii occurred at higher concentrations than
those that exhibited antibacterial effect. Fromstheesults it can be concluded that EEFGS
and subfractions 13-17 can be used as agentsdauothtrol of biofilm formation o8. oralis

In addition, complementary methodologies that gmekication of the active compounds and

their cytotoxic effects on eukaryotic cells needbéoheld, aiming its use as an herbal agent.

Keywords: Biofilm. Streptococcus oralis. Streptococcus salivaridsitibacterial agent.

Guettarda sericea.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais, pelo homemamni® a recuperacédo da saude é
pratica tdo antiga quanto a sua prépria histaniaidlmente, o uso empirico destas plantas era
realizado, principalmente, através da casualid®tbeém, no decorrer da sua evolugéo, o
homem fundiu os conhecimentos populares e agregwasndescobertas cientificas pela
experimentacdo de suas propriedades quimicasp@igicas (DE VOS, 2010).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude — ((QW&3), pode-se definir
planta medicinal como todo e qualquer vegetal qoesyi, em um ou mais 0Orgaos,
substancias que podem ser utilizadas com fins @atmps ou que sejam precursores de
farmacos.

Os processos de sintese de biomoléculas desenoadeatbs vegetais séo
responsaveis pela formagédo e acumulo de inimeledasicias. Estudos revelam que estas
podem ser divididas em dois grupos: o primeiro aempde os metabdlitos primarios,
representados pelos lipidios, glicidios e proteirdds o segundo é compreendido pelos
metabolitos secundarios, representados pelos ftegsén alcaloides, glicosidicos e
flavonoides. Muitas destas substancias, especitédnasnde origem secundaria, sao utilizadas
na area da saude (MATOS, 2009)

Ainda segundo a OMS, 80% da populacéo, faz usoetkcamentos derivados de
plantas medicinais (fitoterapicos) e 85% utilizatanpas ou preparacdes destas nos seus
cuidados bésicos de saude, movimentando por ar,60®ilhdes. Pesquisas realizadas no
Brasil demonstram que mais de 90% da populacdezjai$o de alguma planta medicinal,
sendo que 46% mantém um cultivo caseiro de planacinais (ABIFISA, 2008).

Um dos fatores que contribuem para a utilizacapldetas para fins medicinais
no Brasil € o grande conhecimento popular acersaedpécies vegetais. Associado a isso,
deve-se considerar ainda as dimensfes continedtaipais, com suas peculiaridades
edafoclimaticas, caracteristicas de cada regiamaie unidade de paisagem. Dessa forma, ha
necessidade de se conhecer a grande diversidapgiamtas medicinais, muitas das quais
desconhecidas pela comunidade cientifica (BORBAMCEDO, 2006).

Nos ultimos anos, a aceitacdo da fitoterapia rie fan aumentado, resultando
no crescimento da producdo industrial dos labarsdrle varias empresas nacionais, que
empregam matéria-prima vegetal diretamente na klabo de fitomedicamentos. No Brasil,

20% da populacéo sao responsaveis por 63% do condammmedicamentos disponiveis; o
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restante da populagdo encontra nos produtos denoritatural, especialmente nas plantas
medicinais, a Unica fonte de recursos terapéu(lEO$LIO et al, 2006)

Atualmente, aproximadamente 48% dos medicamentpsegiados na terapéutica
advém, direta ou indiretamente, de produtos naueapecialmente de plantas medicinais que
permanecem como uma importante fonte para obtemedoedicamentos (CARVALH®@t
al., 2007).

As doencas infecciosas representam uma importaasacde morbidade e
mortalidade entre humanos, especialmente nos paisesdesenvolvimento. Assim, as
indUstrias farmacéuticas tém sido motivadas ao ndebamento de novas drogas
antimicrobianas nos ultimos anos, especialmenteflergdo da ocorréncia de resisténcia
microbiana a tais medicamentos (NASCIMEN#&Cal, 2000).

Em geral, bactérias tém habilidade genética destndim e adquirir resisténcia a
drogas usadas como agentes terapéuticos, consexd@nexposicdo excessiva, por longos
periodos, aos farmacos (WRIGHT, 2005). Frequent@mesio observados relatos na
literatura sobre isolamentos de bactérias que eeaonhecidamente sensiveis as drogas de
uso constante, mas que se tornaram resistenteslos, tou a quase todos, farmacos
disponiveis no mercado (SAKAGAMI e KAJAMURA, 2002).

A boca, pelas suas particularidades anatdomicastitirum ambiente favoravel
para a colonizacdo e proliferacdo de micro-orgaossnos quais, em condi¢des normais,
mantém-se em equilibrio devido a atividade compatjpor nutrientes e pela acao de fatores
fisico-quimicos proprios do meio bucal. (SIXOU, MEIROS e BOAURE, 1996)

Apesar das inumeras possibilidades de uso de plamtdicinais na odontologia,
estas tém sido pouco exploradas, seja para traemcds bucais ou para tratar doencas
sistémicas que repercutem em alteracdes na satde(BANTOSet al, 2009).

Desta forma, a pesquisa por produtos fitoterapiows atividade antimicrobiana
sobre patdgenos relacionados a infec¢des bucaisyedevantes efeitos adversos, é de suma

importancia na Biotecnologia de produtos direciasgolra a Odontologia.
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2 PRODUTOS NATURAIS

2.1 Conceito

Informacgdes concernentes ao uso de plantas mediers&u potencial terapéutico
tem sido acumuladas durante séculos; muito dessbecmnento empirico se encontra
disponivel atualmente. O homem sempre buscou rasiilade biologica, principalmente nas
plantas, a cura para os mais diversos tipos demeigfedes (ELVIN-LEWIS, 2001). As
plantas por sintetizarem seus principios ativosura@ sdo consideradas verdadeiros
laboratorios bioquimicos complexos. Além disso, aditina tradicional denominada de
fitoterapia tem sido recomendada pela OMS (Orggazaundial de Saude) como forma de
atendimento primario a saude (MOURA, 2006).

A palavra fitoterapia deriva de dois radicais geeghyton que significa planta, e
therapeia que conclui a ideia de tratamento de enfermidatesqual sdo empregados
vegetais frescos, drogas vegetais, ou extratostaisgereparados com esses dois tipos de
matérias-primas (OLIVEIRA e GOKITI, 2000).

O Brasil demorou a adotar uma politica para os caeaentos fitoterapicos e
plantasin natura bem como uma legislacédo especifica para o comércegistro de drogas
vegetais e fitoterapicas, porém no ano de 1995opas®xistir normatizacéo oficial sobre os
medicamentos fitoterapicos no Brasil. A Portarfaénda Secretaria de Vigilancia Sanitaria do
Ministério da Saude, publicada em 31 de janeiral@@5, foi revogada de acordo com o
artigo 4.° da Resolucéo da Diretoria Colegiaddlid,°de 24/fev./00 — Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria/Ministério da Saude. O arti@® da referida resolucdo aprovou o
regulamento técnico, visando a normatizacdo dostregde medicamentos fitoterapicos no
Sistema de Vigilancia Sanitaria, acrescentandditpterapico é “todo medicamento obtido e
elaborado utilizando-se exclusivamente de matgni@sas vegetais tendo como caracteristica
a profilaxia, cura, levando em consideracdo o ccintento da eficacia e dos riscos do seu
uso, a reprodutibilidade e constancia de sua caadid(JUNIORet al, 2005).

A partir dos produtos naturais tem-se desenvolvitivos farmacos que
apresentam beneficios como maior eficacia teraggutliminuicdo de possiveis efeitos
colaterais, além de variedade de estruturas qusneiteomoélogas que podem ser incorporadas
aos medicamentos (STROHL, 2000). Cerca de 75%odalgcdo mundial utiliza as plantas
medicinais no tratamento de enfermidades, devidmaeecteristicas desejaveis associadas ao

uso, como eficacia, baixo risco, reprodutibilidaeonstancia de qualidade. Elas tém sido
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utilizadas na assisténcia primaria a saude comlentes resultados em muitos paises da
América Latina, Europa e extensamente na Asia,azdior da presenca de substancias ativas
como taninos, alcaloides, compostos fendlicos, Okssenciais e vitaminas (CARVALHO,
COSTA e CARNELOSSI, 2010).

No Annual Reports of Medicinal Chemistnp periodo de 1941 a 2002, dos 90
farmacos analisados, 61 eram derivados semi-giogte plantas e nove eram oriundos de
plantas medicinais (SILVEIRA&t al, 2009). Como exemplo, temos inUumeros medicamentos
de extrema importancia para medicina como os digs quinina, atropina, pilocarpina,
artemisinina, além de algumas drogas usadas ramgato de cancer como: vimblastina,
vincristina, taxol, campotecinas (SIMOESal, 2007). Mais de 25% dos farmacos utilizados
no mundo, hoje, sdo derivados de produtos nat(tdiBBEA e VERPOORTEA, 2011).

Com relacéo ao efeito dos fitoterapicos sobre basks, pode-se afirmar que a
atividade antibacteriana de 6leos essenciais atextte plantas tem sido objeto de varias
pesquisas nos ultimos anos (NE&I al, 2005; SILVAN et al, 2013). Partes aéreas de
espécies vegetais, como ramos, folhas, florestegpaubterraneas, como tubérculos, rizoma e

raizes, sdo frequentemente utilizadas nas pesqosa®vos compostos (Al al, 2010).

2.2 Antimicrobianos naturais

No Brasil, os processos infecciosos causados part@g microbianos sao muito
frequentes, especialmente em decorréncia das éasdgeocliméticas do pais. Geralmente,
espécies dos géner&aphylacoccus, Salmonella, Listeria, Vibrio, CaladiCryptococcus,
Trichosporon, Rhizopus e Fusariuoonstituem-se como 0s principais agentes etioddgic
dessas infecgdes (ARAUJD al.,2004).

A resisténcia aos antibidticos atuais é uma daipais questdées da OMS para o
milénio de acordo com World Health Repor{Relatorio Mundial de Saude). Tal constatacéo
reflete-se no fato de que, na ultima década, pcegseise um aumento na investigacao de
plantas como fonte de controle de enfermidades. BIBO et al, 2010). Além disso,
antimicrobianos originados de plantas medicinaia o enorme potencial terapéutico tem-
se tornado eficazes no tratamento de doencas in$ascaliviando, ao mesmo tempo, muitos
dos efeitos colaterais que séo frequentementeiadesco uso de antimicrobianos de origem
sintética (KOKOSKAet al, 2002).

Relata-se na literatura que especiarias e ervassupas propriedades

antibacterianas contra patdgenos de origem alimenfiangos, porém existem poucos dados
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ou observacdes sobre a atividade antimicrobiarextiatos e de seus compostos ativos contra
bactérias orais, por exemplo. Tem sido apresentaglesas estudos com plantas utilizadas no
tratamento de desordens orais (carie e gengidategyés de enxagues orais ou até mesmo
com a mastigacao rotineira de gravetos ou outraeaas plantas baseadas no uso e
conhecimento popular (ADERINOKUN, LAWOYIN e ONYEASQ999).

Antimicrobianos naturais ocorrem em animais e pntomo mecanismo
evolutivo de defesa do hospedeiro contra patdgenwasores e estdo presentes em
abundancia no meio ambiente (NAIDU, 2010). Plardagas e especiarias, assim como seus
Oleos essenciais e compostos isolados, contém amdgmumero de substancias que inibem
as atividades metabdlicas de bactérias, levedunasfes (VIGIL, PALOU e ALZAMORA,
2005). Compostos antimicrobianos sdo comumentengnactos nas folhas dos vegetais (LEE
e LEE, 2010), flores (EBRAHIMABADEt al, 2010), bulbos (BENKEBLIA, 2004), rizomas
(SABULAL et al, 2006), frutos (SAMPAICet al, 2009) e outras partes da planta (WEI, MA
e DONG, 2010).

Componentes bioativos sdo produzidos por vegetammocprodutos finais,
subprodutos e também na forma de metabdlitos. Aonmatdeles sdo os acidos fendlicos,
flavonoides e compostos aromaticos (terpenoidesraedes e alcaloides), que exercem
diferentes propriedades bioldgicas favoraveis @esdnumana e ajudam a reduzir o risco de
doencas cronicas (TAJKARIMI, IBRAHIM e CLIVER, 201GAHUKAR, 2012).

Na odontologia, as plantas medicinais sdo usaddsitanaturacomo na forma
de compostos isolados. Dentre tais plantas podkesegcarSchinus terebinthifoliufRaddi
(aroeira-vermelha),Anacardium occidentale L(cajueiro), Stryphnodendron adstringens
Mart.(barbatimdo) e Salvadora persica (miswak), visto desempenharem papéis
antimicrobianos importantes sobre micro-organisnorais, como bactérias e fungos
patogénicos. (PEREIRAL al, 2006; JOHANNet al, 2008; SANTOS:t al, 2009; AMOIAN
et al, 2010). Apesar das inimeras possibilidades dele@gbantas medicinais na odontologia,
estas tém sido pouco exploradas, seja para traemcds como carie e gengivite ou no
combate a doencas sistémicas que repercutem aacékte na salude bucal (SANT@tal,
2009).

Oliveira e colaboradores (2007) realizaram umaséavide literatura sobre plantas
medicinais indicadas para afec¢des odontologicag BRanto, incluiram em sua pesquisa
bibliografica o conhecimento contido em livros,igos, sites cientificos e populares. Os
dados do trabalho mostraram que das 52 FamiliadnBak citadas como Uuteis, cinco

familias obtiveram os maiores numeros de espéa@esionadas (Figura 1, p. 23).
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Figura 1-Grafico representativo das familias botanicas ingi®rtantes p:@ o tratamento antimicrobiano
odontologia, de acordo co@liveira e colaboradores (20C

Familias

W Asteraceae

B Lamiaceae
Myrtaceae

M Rosaceae

M Fabaceae

Fonte:OLIVEIRA et al.2007

Com relacéo as espécies vegetais, as mais indipada® tratamento de afecc
odontologicas, de acordo com a teoria consultadarfPunica granatum .(roma),Althaea
officinalis L.(malvarisco) Salvia officinalisL.(salva), Calendula dficinalis L.(caléndula) e
Malva sylvestris l(malva)(OLIVEIRA et al.2007). Punica granatur possui varios taninos
e compostos fendlicos (JAllet al, 2011), Althaea officinalis L. contém polissacaride:
antimicrobianos (DETERSt al, 2010),Salvia officinalisL. ttm em sua composi¢ao quim
compostos fendlicos e monoterpenos (SOOtet al.,2013),Calendula dficinalis L contém
carotenoides, terpernos e compostos fendlicos (FEPFet al,2013) eMalva sylvestris ltem
principalmente em sua composiciterpenos ecompostos fendlicos antimicrobial
(CUTILLO et al.,2006).

2.3 Familia Rubiaceae

Apesar do pequeno numero de citacdes relativage#o antibacteriano exercic
por compostos isolados de membros da farRubiaceaesobre bactérias orais, tal fami
apresentaestudos que demostram grande potenantimicobacterino (MARTINS et
al.,2013) antiproliferativo (DAl et al., 2013); antineoplasic§OLIVEIRA et al, 2013);
antifangico (NINO; MOSQUERA; CORREA, 201 e antiangiogénico (PESCet al, 2013).

Rubiaceae € uma das maiores familias dentre aogpryimas, compreenden

cerca de 13.100 espécies, encc-se distribuida por todo o mundo, sendo que a npaide €



24

propria das regibes mais quentes, principalmente tdipicos, onde ja foram registradas
aproximadamente 5.000 espécies (SOUZA e LORENZI52GOVAERTSet al, 2007).

Na América do Sul tais plantas sdo adaptadas patiegmente todos os habitats,
apresentando um nuamero de espécies que supera dasdaemais regides do planeta
(CHIQUIERI, DI MAIO e PEIXOTO, 2004). No Brasil éonsiderada uma das principais
familias da flora brasileira, ocorrendo cerca d#@.espécies amplamente distribuidas nos
mais variados ecossistemas como a Amazonia, Caatihtata Atlantica e Cerrado,
predominando sob a forma de arvores e semi-arb(BOEZANI et al, 2001; SOUZA e
LORENZI, 2005).

Os representantes desta familia sdo caracterizpdosapresentarem folhas
opostas ou raramente verticiladas, simples e comgema inteira, estipulas comumente
interpeciolares persistentes ou caducas, inflonesag de varios tipos (cimosas, paniculadas,
tirsoides) ou reduzidas a uma flor solitaria. Awds sdo predominantemente actinomorfas,
hermafroditas, frequentemente heteromorfas, commudero e com corola gamopétala. Os
frutos desta familia podem ser capsulares, bacsaceopaceos ou esquizocarpicos e com
pericarpo carnoso ou lenhoso (DELPRETE, 2004).

De acordo com a classificacao botéanica realizade&Bpemer e Eriksson (2009),
com base na filogenia molecular de 534 taxons egé?@ros, a familia Rubiaceae encontra-
se atualmente dividida em trés subfamilias: Ixaraegl Cinchonoideae, e Rubioideae
correspondendo cerca de 44 tribos.

Rubiaceae retne um considerdvel numero de espémas importancia
econbmica, principalmente como ornamental, medicma alimenticia (DI STASI e
HIRUMA-LIMA, 2002; MENDOZA et al, 2004). Destacando-se por seus bioprodutos,
alcaloides, taninos, saponinas, esteroides, tespendlavonoides, além de que algumas
espécies sdo importantes para a medicina tradicifBARBONEZI et al, 2004;
HAMERSKI et al, 2005; SILVAet al, 2006; ALAM et al, 2008; CARDOSCet al, 2008).
Cada uma das subfamilias apresenta um perfil tipéza iridoides (Ixoroideae), alcaloides
inddlicos (Cinchonoideae) e antraquinonas (Rubamjleque sdo considerados marcadores
guimiotaxondmicos de Rubiaceae (Figura 2, p. 2&)(BANI et al, 2001).
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Figura 2 - Diversidade quimica e distribuicdo dosgipais metabdlitos secundarios dentre as suliteme
Rubiaceae.
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Fonte: adaptado de BOLZANH al, 2001. IXO:Ixoroideae; CIN: Cinchonoideae; RUBIideae.

Considerando a rigueza dos metabdlitos presentes nmembros da familia
Rubiaceae, o estudo fitoquimico de espécies queesempam os géneros dessa familia,
especialmente do génef@uettarda cuja parte quimica ainda € pouco conhecida, pode

conduzir a descoberta de novas fontes de substamatiaralmente bioativas.

2.3.1 Género Guettarda

Pertence a subfamilia Cinchonoideae e a tribo Gukthe que € composta por
cerca de 150 espécies amplamente distribuidasg@esetropicais e neotropicais (ACHILLE
et al, 2006). Possui cerca de 70 espécies distribuidadlarestas tropicais, a maioria na
América tropical e regido do Pacifico, porém tambgéode ser encontrado na costa do
Oceano indico. (TAO e TAYLOR, 2011).

Algumas dessas espécies sao Uteis na etnomedidi@®RA, FRANCA e
BARBOSA-FILHO, 2007; AGRAet al, 2008; BERTUCCIet al.2008). Sado popularmente
utilizadas na América do Sul para tratamento denfartos e inflamagodes, (CAPASSDal,
1998) além de apresentarem comprovadas atividaoid§gicas. Dentre as quais estéo
Guettarda angélicavlart, cujo extrato aquoso das sementes demonatreidade antiviral
contra herpesvirus equino, suino e bovino (BARRDSI, 2012). E o extrato das folhas de
G. pohlianacuja fragdo hexanica quando administrada de foap@d inibe 68% do edema
de orelha em camudongo, possuindo assim atividadenflamatoria, atribuida a presenca de
acidos ursdélico, oleandlico, pomdlico, rotundicguendvico (TESTAet al, 2011).

O extrato metandlico bruto e a fracdo acetato itk @tovenientes d&uettarda
pohliana Mill Arg apresentam atividade antioxidade avaliadalo método DPPH
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(OLIVEIRA et al, 2008). Ja o extrato etandlico G. grazielaefoi eficaz sobre larvas ¢
Aedes aegyptiL. (OLIVEIRA et al, 2010). Nao obstante(s. acrean: (Krause) tem
apresentado atividade amtfamatoria e antiespasmodiemcamundongc (CAPASSOet al,

1998).

2.3.1.1 Guettarda sericea

G. sericeaé uma planta arbustivasendo um taxon mais frequente nas flore
montanas nordestinalréjos de altituc), onde a familia Rubiaceae apresenta grande ric
de espécies, sendo conhecida popularmente na a@iio “espordao de galo” e no Ce
como “umbigo de cunhad” (Figura 3) (PEREIFet al, 2002). E valido salientar que att

presente data, a literaturao relata qualquer estudo botanicoquimico para esta espé:

Figura 3 -Guettarda serice encontrada na regido da Meruoc@eard, Brasi

Fonte: Prof. Elnatan Bezerra de Sc. A - Habito arbustivo; B +olha e frutos

Segunddelprete e Jardim (201zGuettarda sericeapresenta a seguir
classificacao botanica:
Subdivisédo: Angiospermae
Classe: Spermatopsida
Subclasse: Asteridae
Ordem: Gentianales
Familia: Rubiaceae
Tribo: Guettardeae
GéneroGuettarda
Espéciesericea- Mill.Arg.
Nome cientificoGuettarda sericedill.Arg.
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Capitulo 3 — Reviséao de literatura

Bactérias e biofilmes orais
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3 BACTERIAS E BIOFILMES ORAIS
3.1 Streptococcus

Os estreptococos sao cocos gram-positivos habieumérovalados (0,5 a 1,5 um)
gue aparecem frequentemente em cadeias de pegwasaas ou em pares — diplococos,
anaerobicos facultativos com metabolismo predonémaente fermentativo (FOX, 2010). E
0 género predominante da cavidade bucal e alguspEzies sdo produtoras de cépsulas e de
diferentes polissacarideos extracelulares (PE@j}racelulares, a partir, exclusivamente, da
sacarose. A maioria € denominada de “viridantefs goas hemolisinas causam lise parcial
de hemécias (LORENZO, 2004).

Streptococcusdo grupo viridans §. oralis, S. salivarius e S. mjtisao
colonizadores primarios da superficie do dente mom@&l e CAULFIELD, 1995). Estas
bactérias anexam-se a componentes salivares censdase, proteinas ricas em prolina e
glicoproteinas ricas em prolina formando um bioéilmue cobre a superficie mineral do
dente, através do crescimento e interacfes corasob#ctérias (HOJE al, 2009; CISARet
al., 1995).

Constituem parte de um conjunto de micro-organismdasflora normal da
cavidade oral, sendo conhecidos como estreptocois, porém podem ser isolados de
outras areas como a faringe, pele, vagina ou intgsionde normalmente ndo séao
considerados patogénicos, contudo em individuoshaaeprimidos e em recém-nascidos
podem estar envolvidos na sepse, pneumonia e nien(@ASTILLO et al, 2006). Além
disso, os “viridans” sdo conhecidos por causar esdite infecciosa, muitas vezes associada
a bacteremia apds procedimentos odontologicos, andos infeccdo nas valvulas ou
revestimento do coracao (DOUGLASal, 1993).

3.2 Biofilmes

Os biofilmes sdo comunidades microbianas complestabelecidas em uma
ampla variedade de superficies que estdo geralnasstciadas a uma matriz extracelular
composta por varios tipos de biopolimeros derivadtosnetabolismo bacteriano (ABEE
al., 2011; COSTERTON, STEWART e GREENBERG, 1999). &fuopostos geralmente por
diferentes espécies que se desenvolvem na formmangércios funcionais, estabelecendo um
mutualismo entre os membros da comunidade micrabigne pode ser estabelecida e

mantida por um longo periodo de tempo se compacado a forma de vida plancténica
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(RICKARD et al, 2006; FLEMMING e WINGENDER, 2001). Algumas caexcsticas
diferenciam este tipo de organizacdo das bact@tasctonicas, como, por exemplo, alta
densidade populacional, a produ¢do de uma matrizotimeros extracelulares e uma vasta
gama de heterogeneidades fisicas e quimicas (BEERO©DLEY, 2006).

O crescimento e a proliferacdo do micro-organismtrd do biofilme fornecem
protecdo contra a acdo de antibidticos e fatoresstiesse ambiental, proporcionando um
mecanismo de defesa e diminuindo ou impedindo eetpgéio de diferentes agentes
antimicrobianos através do biofiime (COSTERTON, BMART e GREENBERG, 1999;
COSTERTONet al, 2003), e assim, tornam-se extremamente dificeisngpossiveis de
serem erradicados (STOODLEeY al, 2002).

A protecdo decorre da barreira fisica formada peddriz extracelular, a qual
dificulta a penetracdo de agentes antimicrobiarers @ biofiime (COSTERTONet al,
2003), e mecanismos de comunicacdo bacterianogsiumulam as bactérias a produzirem
enzimas e proteinas importantes para a adaptachmfilme (CORBINet al, 2011). Além
disso, a matriz que o constitui permite a adesdolacéélula as superficies, conferindo
estabilidade mecéanica (FLEMMING e WINGENDER, 201@).sua natureza anionica
permite ligar-se a antibioticos e agentes biocidapedindo a sua difusdo e penetracdo no
interior da estrutura (DONLAN e COSTERTON, 2002).

Os exopolissacarideos da matriz asseguram tambémambiente altamente
hidratado, permitindo a sobrevivéncia dos microaorgmos e a manutengao da atividade de
enzimas, capazes de degradar compostos a seréradat como nutrientes e compostos
toxicos que destroem a integridade celular (DAVEY€OOLE, 2000; JEFFERSON, 2004).

Na Odontologia, um dos principais focos de estigdmsos biofilmes bacterianos
formados nas superficies da cavidade oral, poracdatseu papel etiolégico em doencas
bucais importantes (SALERNE& al, 2011; BEIKLER e FLEMMIG, 2011). Normalmente,
as bactérias no biofilme dentario vivem em harmawen o hospedeiro, mas mudancas
ecologicas podem ocorrer dentro da comunidade biama e resultar no desenvolvimento
das duas principais doencas orais: a cérie dergdaialoenca periodontal (JENKINSON e
LAMONT, 2005; MARSH, 2006).

Em relacdo a carie dentaria o perfil dos micro-migaos no biofilme dental é
decisivo para o estabelecimento de uma microbiotalemta e, por consequéncia, o
estabelecimento de lesdes cariosas. H4 evidénaigarte dentaria como doenca enddgena
resultante de uma mudanca na flora supragengivalyma dominancia de micro-organismos
aciduricos e acidogénicos (TAKAHASHI e NYVAD, 2008)
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3.2.1 Processo de formacéao do biofilme oral

A formacédo de biofilmes pode ser dividida em fageseticamente distintas,

seguindo uma cronologia bastante criteriosa (Figura

Figura 4- Fases de formacédo do biofilme microbiaasuperficie do esmalte dental.

1. Attachment 2. Colonization 3. Biofilm development
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Fonte: HOJGet al, 2009

A primeira fase acontece quando ocorre a ades@wldaizadores primarios ao
dente através de ligacGes fracas, como interagdesad der Waals, sendo tais interacdes
estabelecidas junto aos componentes da peliculdratdg Na segunda fase, as colénias que
nao foram imediatamente retiradas da superficieemocancorar-se de forma mais
permanente, através de moléculas de adesao calaldoyma a ocorrer interacdes estaveis
entre as proteinas da pelicula adquirida com pratede superficie bacteriana, as chamadas
adesinas. Na terceira fase, as primeiras col6fégeaem novos sitios de interacao, visto que,
colonizadores secundarios apresentam adesinasegligas as proteinas de superficie de
alguns colonizadores primarios, podendo coadedoagregar-se. A quarta fase tem como
caracteristica principal a producdo de uma matezpdlissacarideos extracelulares que
formard o biofiime e servira de ancoragem paraosummicro-organismos. Por ultimo,
evidencia-se a maturacdo do biofilme, etapa camdét pela multiplicacdo das células e

surgimento de um microambiente favoravel, com emépdo de canais para o transporte de
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agua, oxigénio e nutrientes para as ceélulas formaadio biofilme. Em seguida, aglomerados
de células presas a superficie do biofilme se dagpm e migram para outras regifes, que ao
se fixarem a um substrato, serdo capazes de fameapcolbénias dando inicio a um novo
biofilme (HOJOet al, 2009; KOLENBRANDERet al,, 2010).

3.2.1.1 Colonizadores primarios

Os primeiros organismos (Figura 5) que se ligarelecyla adquirida no esmalte
do dente sdo os colonizadores primarios, que emigies adequadas, podem multiplicar-se
formando microcolbnias, acarretando mudancas nasdigzes ambientais, e
consequentemente  permitindo a agregacdo dos cattmomezs  secundarios
(KOLENBRANDER et al, 2010).

Figura 5- Representagdo esquematica da naturepar@inda agregacao bacteriana sobre a superfiderte.
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Fonte: RICKARDet al, 2003. Os simbolos da adesina e do receptor (adwstra parte superior) representam
diferentes interacdes de coagregacédo ou de adegsiw@la adquirida.

A maioria dos estreptococos pode ser consideraoi® comensais, vivendo em
relativa harmonia com o hospedeiro. Sdo encontragiyalmente nas superficies das
mucosas, tais como os que habitam a cavidade mtahto respiratorio superior e gastro-

intestinal. Deste modo, séo nestes locais queptstacos podem iniciar doencas localizadas
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ou sistémicas, desde que tenham as condicOes aplapr(JENKINSON, 1997; DANNE;
DRAMSI, 2012).

Tais micro-organismos ao se aderirem as superfioias apresentam papel
fundamental na formagao da placa bacteriana, podacaretar no aparecimento de doencas
tais como cérie, gengivite e periodontite (BLA@Kal, 2004; BADIHI-HAUSLICH, 2011).
Com relacédo a superficie dental € valido ressaltar apés 6 h da formacdo do biofilme, a
placa dentaria mostra-se dominada (60-90%) porcespé&omosS. oralis, S. mitis e S.
sanguinis(RUTTERMANN et al, 2012). A colonizagéo e persisténcia de estreptxoa
cavidade oral séo atribuidas a trés fatores, ca@aeidestes organismos em aderir a qualquer
superficie presente em seu ambiente natural; cigubeide utilizar os nutrientes disponiveis
sobre condi¢cdes ambientais adversas; e capacidati@edar, resistir, ou mesmo destruir as
defesas imunoldgicas do hospedeiro (JENKINSON, 1997

Alguns trabalhos mostram que. oralis, S. mitis, S. gordonii e S. salivarius
servem de pontos de ancoragem para colonizadomesdi®ios da placa dental como
Fusobacterium spp., Prevotella spp Lactobacillus spp além de se coagregarem com
Candida spp quando associada a cérie da raiz do dente (BAGHVERWOOD, 1986;
KOLENBRANDER, ANDERSEN e MOORE, 1990; JENKINSON, LA e SHEPHERD,
1990).



Capitulo 4 — Reviséao de literatura

Carie




34

4 CARIE

4.1 Aspectos Gerais

A céarie dentaria € uma doenca crénica multifatot@mum do tecido
mineralizado dos dentes, cuja infeccdo sucederdeftenta e progressiva (WANG, ZHANG
e CHEN, 2007). E a principal causa de perda deedemtdor orofacial, embora possa ser
controlada em seus estagios iniciais, se medidapéeticas ndo forem adotadas, sua
progressao pode levar a destruicdo completa de defkTS, 2004).

De acordo com Newbrun (1983) (Figura 6), a existéwna carie depende de
fatores tais como substratos presentes na dietpetieiro susceptivel, microbiota cariogénica
e 0 tempo, uma vez que 0s trés primeiros precisstar @resentes por um determinado
periodo de tempo, para que a desmineralizacdogusiga do esmalte ocorra (NEWBRUN,
1983). Fejerskov (1997) refere-se a céarie ndo comavento Unico, mas como o efeito da
acumulacédo de eventos; um processo que se propaganpperiodo de tempo. Para ele, o
processo carioso € a dindmica do fendmeno de desatiracao-remineralizacado (des-re)
resultante do metabolismo microbiano na superfieistaria que, com o passar do tempo,

pode resultar em perda de mineral e, possivelmerasg variavelmente, em cavitacao.

Figura 6- Fatores etiolégicos primarios da carietélea

tempo

dante suscaetival

céaria

dieta

microrganismos

Fonte:NEWBRUN, 1983. 1. Fatores etiolégicos priogda céarie dentaria: 1) microbiota da placa degja
substratos (originados principalmente da dietahd3pedeiro susceptivel, 4) tempo.
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Desta forma, a definicdo de carie dentaria apoata pima desmineralizacao
irreversivel do esmalte, provocada pelo deseqigliirequente do fenbmeno de des-re,
durante um periodo de tempo, produzida pela ac@eides provenientes do metabolismo de
carboidratos na placa bacteriana dentaria. (LIMXQ72.

Diversos fatores podem influenciar na formacéo daecdentaria, no entanto,
nenhum fator causal sozinho foi identificado com@d responsavel, ou seja, ndo existe um
fator determinante para a instalacdo de uma leaéiosa (FEJERSKOV e KIDD, 2005).
Entretanto, a presenca de um biofilme cariogénicorsiderado fator etiolégico primordial
da carie dentéria, pois a lesédo de carie passanethbolismo bacteriano, culminando com a
formacdo de acido e consequente desmineralizac&srdalte, desencadeando, um processo
fisiologico de des-re; porém, a presenca do biofilmd® necessariamente determina o
desenvolvimento da carie (LIMA, 2007).

Outro aspecto importante na epidemiologia da carie influéncia de fatores
socioecondmicos e comportamentais que podem coitripara sua instalacdo e
desenvolvimento, destruindo as estruturas dentaignfleenciando sua ocorréncia e
severidade. Fejerskov e Manji (1990) (Figura 7)takzsam a importancia de fatores
modificadores ou moduladores na menor ou maiorgiitidade do individuo desenvolver
lesbes cariosas, tais como: renda, educacdo, gatocoenportamentais, conhecimento,

escolaridade e atitudes.

Figura 7- Fatores etioldgicos do desenvolvimentoata

“Classe Soclal”

Educacéo

Diata
Campaosigia Capacidade tampao
Fragléncia Tempo i

Espécias Taxade sliminagia

Microblanas

Conhecimento

Atitudes

Fonte: modificado de FEJERSKOV e MANJI, 1990. Hasfio esqueméatica da relacdo entre os fatores
etiolégicos (circulos azuis), determinantes (cticrdsa) e relacionados (circulo amarelo) com adagio e
desenvolvimento da carie dentéria. Os fatores ihtantes interagem diretamente com a superficigddanOs
fatores relacionados ndo estdo em contato com t,dearém influenciam o processo de aparecimenso da
lesdes cariosas.
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A placa dental tem sido implicada como um fatoolégico importante na carie
dentaria, podendo ser iniciada por varias estigesstreptococos (MARSH, 2010). Sua
composicao é regulada por fatores tais como a adssélar, coagregacgéo, crescimento e
sobrevivéncia no meio ambiente (KORKINA al, 2007). As bactérias da placa catabolisam
0s substratos de carboidratos fermentaveis solsapesficies dos dentes e produzem acidos
que promovem e prolongam a desmineralizacéo doliesdental. Quando o pH da superficie
do dente cai para menos de 5,5, a desmineralizagdsegue mais rapidamente do que a
remineralizagdo, resultando na deterioracdo premyi@sdos tecidos duros do dente
(KARTHIKEYAN et al, 2011).

Além das reconhecidas medidas de prevencdo da dén¢al, como o0s
procedimentos mecéanicos de remoc¢éo do biofimejeguacao da dieta e o uso do fluor;
(TINANOFF, KANELLIS e VARGAS, 2002) outros métoddaém sido propostos com a
finalidade de reduzir a adesdo bacteriana, inibarescimento e proliferacdo dos micro-
organismos na superficie do dente e modificanédatile bioquimica e a ecologia do biofilme
dentdrio para uma microbiota menos patogénica (ANMKOHEBBAL e MOCHERLA,
2008). Dentre esses agentes, destaca-se a cloexion detergente catibnico, da classe das
bisbiguanidas, o qual possui um amplo espectrocde,dendo como mecanismo de acéo
antibacteriano o fato da molécula cati6nica seoita pela membrana celular alterando sua
integridade, o que resulta no extravasamento dogpaoentes bacterianos, porém possuli
efeitos colaterais, podendo causar pigmentacado dieastes, interferéncia gustativa,
descamacédo da mucosa podendo induzir a resist@acimicro-organismos quando 0 uso
diario for prolongado (ANKOLA, HEBBAL e MOCHERLA,@8; KIM et al, 2010).

A cérie dentaria € a doenca infecciosa crénica d®mrincidéncia na espécie
humana (LORENZO, 2004). Tendendo a permanecer mdiada em muitas &reas
subdesenvolvidas, principalmente se considerarnies IGAo raro, 0 paciente s consegue
aliviar a sua dor com a extracdo dentaria (AJBi@l, 2002).

Segundo a OMS, a cérie dental ainda € um granddepna de sadde na maioria
dos paises industrializados, que afeta 60-90% dascas em idade escolar e a grande
maioria dos adultos (PETERSEN al, 2005). Mesmo o Brasil tendo atingido status ds pa
com baixa prevaléncia de carie, 56% das criancas I®» anos apresentam carie dentaria
(idade usada como referéncia pela OMS), Atinginskina, o indice de 2,07 no indicador
CPO-D (sigla para dentes cariados, perdidos e abs) (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).
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O alto grau de lesdes cariogénicas afeta diretasatonomia, tendo em vista o
gasto com a introducéo de fldor em idades precd@2esiltimos dados oficiais mostram que
entre 2007 e 2010, o Ministério da Saude investiRR bilhdes para melhorar a satude bucal
da populacdo do Pais. As principais acfes foranmidatias por meio da execucdo do
programa Brasil Sorridente. Tal programa, que fatepdo Brasil Sem Miséria, permitiu que
diversos brasileiros tivessem pela primeira vez aamsulta odontologica e ajudou a diminuir
a incidéncia de doencas bucais entre os brasilMGsREIRA, 2011).



Capitulo 5 — Objetivos
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial antimicrobiano do extrato etaw (EEFGS) e das fracdes
obtidas deGuettarda sericeaMull. Arg. sobre bactérias importantes para a

formacao e desenvolvimento da carie.

5.2 Objetivos Especificos

Avaliar o efeito do EEFGS sobre o crescimento ptarco e biofilmes dos
colonizadores primaricS. oralisATCC 10557eS. salivariusATCC 7073;

Avaliar o efeito das fragdes FA, FC, FN e R sobrerescimento planctonico e
biofilmes dos colonizadores primari& oralis ATCC 10557 e S. salivarius
ATCC 7073;

Avaliar o efeito das subfracdes da FC sobre o mnesto planctonico e biofilmes
dos colonizadores primari& oralisATCC 10557e S. salivariusATCC 7073;

Verificar a viabilidade de células incrustadas iailne monoespécie d8. oralis
ATCC 10557eS. salivariusATCC 7073 quando submetido a acdo do EEFGS;
Descrever a cinética de morte 8SeoralisSATCC 1055quando submetida a agéo
bactericida do extrato.

Avaliar a toxicidade do EEFGS sobre naupliofdemia sp.



Capitulo 6 — Materiais e Métodos
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Métodos cromatograficos

O extrato e as fragcbes utilizadas no presente @dtudm gentilmente cedidos
pela Profa. Maria Rose Jane R. Albuquerque (Cues@uimica da Universidade Estadual
Vale do Acarau). A metodologia de isolamento doemal utilizado encontra-se brevemente
descrita a seguir.

As cromatografias de adsorcdo foram executadagamilo coluna gel de silica,
com granulometria de 70-230 mesh, da marca Vetemm@tografia gravitacional). O
comprimento e o diametro das colunas variaram dedaccom as aliquotas das amostras a
serem analisadas e com a quantidade de silica gatae As cromatografias em camada
delgada (CCD) foram realizadas utilizando folhad&minas comerciais de gel de silica 60,
(@ um 5-40), com indicador de fluorescéncia na faix2%4 nm (k4 sobre cromatofolha de
poliéster (MACHEREY NAGEL) ou laminas de vidro retidas com gel de silica 60 (0,063 -
0,200 MM) (70 — 230 MESH).

As revelagbes das substancias nas cromatoplactiicarae |aminas de vidro
foram realizadas através da exposicao destas ac&adultravioleta (UV) nos comprimentos
de onda 254 e 366 nm, emitidos por lampada mod#¥8LLP5 da Mineral Ligh e/ou pela
borrifacdo com solugéo de vanilina/acido perclditOH, seguida de aquecimento em estufa
(= 100°C), por aproximadamente 5 minutos. Os solventdizadbs como eluentes foram:
hexano, AcOEt, e MeOH, puros ou em misturas bisar@m gradiente crescente de
polaridade, todos de qualidade P. A. da marca SgutWetec. A destilacdo das solugdes
resultantes foi realizada sob presséao reduzidavapoeador rotatério da marca FISATON.

6.2 Material vegetal

As folhas deGuettarda sericeautilizadas para a obtencdo do extrato e fracdes
foram coletadas em abril de 2010 na Serra da Maru@eara. A identificagcdo botéanica foi
realizada pelo Prof. Elnatan Bezerra de Souza.sicata da planta encontra-se depositada no
Herbario Francisco José Abreu Matos — UVA, sob memd de registro 12713, dados do

coletor E. B. Sousat al
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6.2.1 Obtencao dos extratos hexanico e etandlics fidhas de Guettarda sericea.

Folhas frescas d&. sericea (126,4 g) foram secas a temperatura ambiente,
trituradas e submetidas a extracdo exaustiva coxanbea frio, seguida de etanol. As
solugdes obtidas foram concentradas por rotaevggmra vacuo a 50°C, resultando nos

extratos hexanico (6,94 g) e etandlico (40,0 g).

6.2.1.1 Fracionamento do extrato hexanico e etaonodli

O extrato etandlico das folhas @e sericea(40,0 g) foi submetido a um processo
de particdo, no qual foi dissolvido em 150 mL dastoma MeOH/HO (3:1), seguido da
extracdo com os solventes hexano, GHBIOEt e n-ButOH (5 vezes 100 mL de cada
solvente). As solugbes obtidas foram concentradaswdtaram nas seguintes fragdes (Tabela
1).

Tabela 1 - Dados referentes a particao liquidadimde EEFGS.

Eluentes Sigla Peso (g)
Hexano FHEEFGS 4,8
CHCl;4 FCEEFGS 7,1
AcOEt FAEEFGS 4.2
n-ButOH FNEEFGS 4,38
Residuo REEFGS 15,9

Fonte:Préprio autor

6.2.1.2 Fracionamento cromatografico da fracaaraformio (FCEEFGS) obtida do
EEFGS

A FCEEFGY(7,1 g)foi misturada com 16,15 g de gel de silica, puksda em
gral de porcelana e acondicionada sob 88,24 g lddegsilica em coluna cromatografica de
125 mL.

O fracionamento foi conduzido com os solventes:ahex CHCI,, AcOEt e
MeOH, puros ou em misturas binarias. Utilizou-se gradiente crescente de polaridade
constituido de hexano/GHI, aumentando-se a concentragdo da seguinte forma:
hexano/CHCI, 8,5:1,5; 7,5:2,5; 1:1; 2,5;7,5; GEl,; CH,CI/AcOEt 8,5:1,5; 7,5:2,5; 1:1;
2,5;7,5; AcOEt, seguido de MeOH. Foram obtidasag@des de 50 mL de cada polaridade,
totalizando 33 fracbes que, apds andlise por cagrafia em camada delgada (CCD),

reuniu-se as que apresentaram a mesma razéo tie feultando em 18 grupos (Tabela 2).
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Tabela 2 - Dados referentes ao fracionamento cagriico da fracao (FCEEFGS).

Grupo Fracdes resultantes apés Peso (mg)
CCD (50mL)

A-l 1-3 1,9
A-ll 4-6 5,0
A-ll 7-9 0,5
A-IV 10-12 2,3
A-V 13-15 18,3
A-VI 16-18 13,7

A-VII 19-21 7,8
A-VIII 22 5,7
A-I1X 23 87,0

A-X 24 62,0

A-XI 25 257,0
A-XII 26* 260,0
A-XII 27 128,0
A-XIIV 28* 440
A-XV 29* 364,8
A-XVI 30~ 330,0
A-XVII 31-32* 455,0

A-XVIII 33* 860,0

Fonte: préprio autor. *Fracdes que obtiveram agistiel antimicrobiana

6.3 Cepas bacterianas e condi¢des de cultivo

As bactérias Gram-positiveitreptococcus orali@dTCC 10557 eStreptococcus
salivarius ATCC 7073 utilizadas neste trabalho foram gentilmente cedjpEla Fundagéo
Oswaldo Cruz-FIOCRUZ Rio de Janeiro-Brasil.

Para cada micro-organismo, partiu-se de uma cudsigue em meio BHB¢ain
Heart Infusion com 20% de glicerol e conservados a -80°C. Uriguaia de 50 pL desta
cultura foi inoculada em 5 mL de meio BHI caldoéeste incubado por 24 h, a 37 °C em
atmosfera com 10% GOApOs a ativacéo inicial, a cultura foi renovagtansferindo-seima
nova aliquotale 50 pLe inoculada em 5 mte BHI caldo estéril sobre as mesmas condicdes

de crescimento anteriormente citadas.

6.3.1 Ajuste da Absorbancia

Antes das bactérias serem utilizadas, a concent@dgs células de cada inoculo
foi ajustada através da utilizacdo de curvas deotsgfotometria e de calibracéo, previamente
determinada para cada bactéria. As células batteriam fase de crescimento exponencial
tardia foram transferidas para microtubos, cergatias a 1.619 a 4°C por 5 min, sendo o
pellet resultante posteriormente ressuspendido emh dle BHI caldo estéril. Posteriormente,
a absorbancia da suspensédo é determinada atrawSpetrofotometria a 620 nm, tendo a
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concentracdo ajustada para 2%10FC mL* (experimento para determinacdo da CIM) e
2x10 UFC mL* (experimentos com biofilmesCom o intuito de fornecer as condicdes
adequadas a formacdo de biofilmesmeio de crescimento foi suplementado com 2% de

sacarose.

6.4 Preparacéo das substancias-teste

O EEFGS, fracOes e subfracbes foram devidamentbibohdo em agua estéril
deionizada com 4% ddimetilsulféxido OMSO) & concentracdo de 1000 uginL

previamente ao uso.

6.5 Ensaio de atividade antimicrobiana

A avaliagéo da atividade antimicrobiana das sulssdarteste foi feito segundo o
teste de microdiluicdo em placas de poliestiren®@@@ocos de fundo em “U” padronizada
segundo a norma do CLSI (CLINICAL AND LABORATORY 8NDARDS INSTITUTE,
2010).

Cada poco da placa foi inicialmente preenchido 6gtmL deagua MiliQestéril,
com excecdo da primeira coluna, a qual, foi preeiacbom 0,2 mL da substancia-teste na
concentracéo de 1000 pg thLEm seguida realizou-se diluicdes seriadas na tiaisepara
obtencéo de diferentes concentrac@g®(-15,62 pg mt) em um volume final de 0,1 mL.
Depois deste processo, 0,1 mL de células (>XUEC mL?) ajustadas segundo item anterior
foi adicionado a cada pocgo, obtendo-se um volunad @e 0,2 mL. Gluconato de Clorexidina
(ETHICALL) e meio de cultura BHI com 4% deMSO foram utilizados, respectivamente,
como controles positivos e negatiyasém do controle de turbidez da substancia-tegte,
continha o extrato ou as fra¢des diluidas nas mesoraentracdes do teste antimicrobiano.

Em seguida, as placas foram colocadas em estuf&’@ Gom 10% de C©O
durante 24 horas. A avaliacao do crescimento bantefoi medido pela turbidez com auxilio
de espectrofotrometro (BioTrak Il, Amersham Bioacies) a 620 nm. A Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) foi estabelecida como sendomenor concentracdo da substancia
teste capaz de inibir visualmente o crescimenttebaoo.

Para a determinacdo da Concentracdo BactericidamielifCBM) utilizou-se
placas de petri contendo meio BHI agar, as qua#fanoculadas com 10 pL da suspenséao

contida nos pogos que ndo apresentaram crescinvesiial durante o experimento de
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determinagdo da CIM. A CBM foi estabelecida comadsea menor concentracdo das
substancias-testes capaz de inibir completamerndeestimento microbiano nas placas de

petri apos 24-48 horas de crescimento.

6.6 Ensaio de atividade antibiofilme

O ensaio da atividade antibiofilme foi realizado at®rdo com a metodologia
proposta porStepanovic e colaboradores (200P)acas de poliestireno de 96 pocos com
fundo chato foram preparadas seguindo os mesmae&@noentos anteriormente descritos
para os ensaios de atividade antimicrobig@entudo, para cada ensaio, duas placas foram
utilizadas, uma para a quantificacdo da biomassa e outra paragem das Unidades
Formadoras de Colbnias (UFCs). Devido a limitacdaa@uantidade das fracbes do extrato, a
contagem de UFCs foi feita apenas para determieéeito do EEFGS sobre ambas as cepas

submetidas ao experimento.

6.6.1 Quantificacdo de biomassa

Apds 24 horas em estufa a 37°C em atmosfera deClDg&s placas tiveram
seus pocos lavados trés vezes com agua destiladagimada das células fracamente
aderidas e em seguida adicionou-se 200 pL de atetlico P.A., por 15 minutos, para
fixacdo das células aderidas. Apos a remocao danolet200 uL de cristal de violeta
0,1% foram adicionados por 15 minutos, em tempexatunbiente. Esse processo foi
realizado para permitir a quantificacdo indireta fdemacao de biofilme através da
coloracdo com cristal violeta. Apos duas lavageosy @gua destilada, a placa foi
colocada em temperatura ambiente até secar comglete. Para a dissolucdo do corante
aderido ao biofilme, foi adicionado 200 pL de acatetico 33%, permanecendo por 15
minutos. A suspensdao obtida foi transferida patsagnriaca de 96 pocos estéril e feito a

medida da absorbancia de cada po¢co com o auxileitdo demicroplacas a 590nm.
6.6.2 Contagem das Unidades Formadoras de Coldnias (UFC)
Para execucéao do referido teste, a microplaca edates biofilmes crescidos foi

retirada da estufa e submetida a trés lavagensagua destilada estéril para possibilitar a

remocao das ceélulas fracamente aderidas. Postentem200 pL de solucéo salina estéril a
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0,9% foi adicionada aos pocos da placa e submatiodanho ultrassonico (Sonicor/SC-52) por

6 minutos para liberacdo das células incrustadasntesior da substéncia polimérica
extracelular. Assim, coletou-se o sobrenadantept6s, sendo este reunidos em microtubos
estéreis perfazendo um volume final de 1 mL. Enuisieg diluicbes seriadas na base dez
foram realizadas em uma nova placa de poliestiden®6 poc¢os. Entéo, inoculou-se 3 gotas
contendo 10uL de cada suspensdo bacteriana previamente dikrtgplacas de petri
contendo BHI agar, as quais foram apds secagergalas, incubadas de maneira invertida
em estufa a 37 °C com 10% g@urante24 horas, procedendo-se com a contagem do numero
de colonias para cada diluicdo inoculada. Consndierde o tamanho reduzido das colonias
de S. oralis as placas contendo esta cepa foram contadas4&bfsde crescimento. Os

resultados de todas as contagens foram expresso§e&mL™.

6.7 Curva do tempo de morte

A curva do tempo de morte foi realizada como d&santeriormente pelas
diretrizes do NCCLS (agora conhecido como CLSI) edgumas alteracées (NCCLS, 1999).
A bactéria foi crescida até a fase log (18-24h) amacentracdo das células no inéculo foi
ajustada para 2x{QFC mL*. O EEFGS foi ajustado para a concentracdo de vh@Ess 0
valor de sua CIM sobre a respectiva bactéria. Aantidades da bactéria e do extrato
dispensadas em cada poco foram semelhantes aguali@sdas nos testes de determinacéo
da CIM. Imediatamente ao preenchimento da plagads &0, 30, 60, 720 e 1440 minutos,
coletava-se o volume de 5 pocos contendo a suspéaséeriana em contato com o EEFGS e
procedia-se com a diluicAo seriada em base 10. &guida, inoculava-se as amostras
seguindo o mesmo procedimento que era executado gpanumeracdo das UFCs. Os
resultados foram expressos como UFC’mOs grupos controles utilizados nos ensaios da
curva do tempo de morte sdo semelhantes aos dtibzaos ensaios para determinacédo da
CIM.

6.8 Andlise estatistica dos ensaios microbiologicos

Todos os experimentos foram realizados em triglicebm 0s respectivos
resultados categorizados em Microsoft Excel (Ve@t? para Windows) e posteriormente
analisadas no software GraphPad Prism (Versao &#® \Windows, San Diego California

USA). As diferencas significativas entre os grufmyam verificadas através da aplicacdo do
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teste One-way ANOVA com pos-teste de Bonferroni. @los foram considerados
estatisticamente significantes quando p<0,001.

6.9 Ensaio de toxicidade comrtemia sp.

O ensaio de toxicidade foi realizado segundo a doébgia descrita por Veiga e
Vital (2002).0 calculo da CL50 foi feito com auxilio do prograestatistico TSK (Trimmed
Spearman-Karber) tendo como nivel de significang#0,05 (HAMILTON, RUSSO;
THURSTON, 1977). ApOs a obtencao dos valores de0Cesses valores foram comparados
por teste T de Student com dados ndo pareadagantb o programa estatistico GraphPad
Prism 2.0 para verificar se houve diferenca esizdimente significativa entre efeito toxico
do EEFGS.

6.9.1 Obtencéao dos nauplios Il

Para obtencdo dos nauplios Algemia sp.,pesou-se 30 mg de cistos que foram
hidratados durante uma hora em agua destilada ex@igé®d constante. Esse procedimento
permite que os cistos desidratados, que possuenafbiconcava, passem a apresentar uma
forma mais esférica e, entdo, permita uma maiop ai@ hipoclorito de sodio (agente
desencapsulante). Apds a hidratacdo, os cistospaspor um tratamento com hipoclorito
de sodio na concentracdo de 50%, sob agitacdoarw@saté passarem da cor marrom para a
cor alaranjada. O hipoclorito de sodio além de raham camada do corion, facilitando a
eclosdo, também promove a assepsia dos cistodirgiram a cor alaranjada os cistos foram
imediatamente lavados com agua corrente, sem degatuos do agente desencapsulante e,
depois, com agua destilada, para que a solucaoipdeldrito de sédio ndo atingisse o
embrido, em seguida foram transferidos para unpieste com fundo cénico com agua do
mar filtrada, recebendo aeracéo constante e, &bsas nauplios estavam na fase Il, prontos

para serem utilizados nos testes de toxicidade@AEVITAL, 2002).

6.9.2 Teste de sensibilidade

Foi realizado um teste de sensibilidade utilizaB8& (Dodecil Sulfato de Sadio)

para verificar se os organismos utilizados estagantro do padréo de sensibilidade descrito
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(VEIGA; VITAL, 2002). Para esse procedimento, foratilizadas diferentes concentracoes,
obtidas a partir da diluicdo de uma solucdo estatgué,5 g [*. Para controle do teste, foi

utilizado apenas agua do mar filtrada. O testédeito em triplicata e cada réplica recebeu 10
nauplios (fase Il). Apos 24 horas, com auxilio deadupa, 0os nauplios que demonstravam
auséncia de motilidade ou qualquer outro tipo depmtamento foram estimados como
mortos(BIRGE; BLACK; WESTERMAN, 1985)e com a ajuda do programa estatistico TSK

(Trimmed Spearman- Karber) tiveram a CL50 detergana
6.9.3 Teste de toxicidade

O EEFGS foi solubilizado em agua do mar, obtendarsa solucdo estoque na
concentracéo de 1 mg nile, a partir desta, foram realizadas diluicesadas na base dois
para obtencéo de concentracdes partindo de 105 #&2ug mL™. O controle negativo foi
feito com agua do mar filtrada contendo DMSO a 4%dos os ensaios foram feitos em
triplicata e repetidos trés vezes de forma indepetad Em cada réplica, foram adicionados
10 nauplios dértemia sp Os ensaios foram realizados em placas de aceditgreis com 24
pocos, sendo verificada a mortalidade dos naupliceda 24 horas. Para tanto, com o auxilio
de uma lupa, os nauplios desprovidos de motilidimam contados e submetidos ao
programa estatistico TSK (Trimmed Spearman- Karbpara a determinacdo da
concentracdo-teste que induz morte em 50% da pgHI§CL50) (Figura 8). Para a
aceitabilidade do teste, admitiu-se até 10% de atidade no controle (VEIGA; VITAL,
2002).

Figura 8- Representagdo esquematica do teste idedtmde aguda com nauplios Aegemia sp.

7 V ' e upliode i e
,/ | Astémia sp. Incuhaﬁ_u Ccom as
41_ - substincias testadas
|
Cistos sob aeracdo
constante
“w
. o .
Andlise *
Estatistica e
Determinagio da Clsa Contagem dos
nauplios mortos

Fonte: SILVA (2010)



Capitulo 7 — Resultados e Discusséo




50

7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrad etandlico

O Brasil possui grande potencial para o desenverim de produtos naturais
aplicados a odontologia, visto que, apresenta umaadg diversidade vegetal e ampla
sociodiversidade, a qual através da utilizacdo ldatgs medicinais permite o vinculo do
conhecimento tradicional com o tecnolégico, de madovalidar cientificamente este
conhecimento (ALBUQUERQUE e HANAZAKI, 2006).

Os estudos com produtos naturais tém relevanciafisgfiva, pois agregam
beneficios a populacao e facilitam o acesso agdamiedicinais com atividades terapéuticas.
Um dos principais fatores que tem engrandecidoeas|ypsas e potencializado a busca de
plantas medicinais com fins terapéuticos em Odogital € a constatacdo da atividade
antimicrobiana de muitos desses vegetais, tendovista que as principais doencas da
cavidade oral, carie dentaria e doencas periodgyni@presentam natureza infecciosa
(CASTROet al, 2010).

7.1.1 Determinagdo da Concentracdo Inibitoria Minar(CIM) e Concentracdo Bactericida
Minimo (CBM)

Na avaliacdo preliminar da atividade antibacterigioeam utilizadas seis
linhagens bacterianas cedidas pela Fundacdo Osw@ldz - FIOCRUZ, sendo:
Streptococcus oralis ATCC 10557, S. salivarius ATZ3, S. mutans ATCC 25175, S.
sanguinis ATCC 10556, S. sobrinus ATCC 6&Xreptococcus sp ATCC 153@ontudo,
0S experimentos prosseguiram somente com as capdsrgm sensiveis ao extrato bruto de
Guettarda sericea.

De acordo com o NCCLS (2003) a CIM é a concentragacs baixa de um
agente antimicrobiano que impede o crescimentwelisie um micro-organismo no teste de
sensibilidade. No presente estudo a técnica deodiigicdo em caldo, utilizada para
determinacdo da CIM, apresentou dificuldades nartisca observagdo da turbidez causada
pelo crescimento das células bacterianas. Istoragoprovavelmente, devido a intensa
turbidez apresentada pelo extrato testado, a gaddastante visivel quando este era disposto
nos pocos da microplaca e diluido pelo meio deiveultitilizado. Desta forma, com a

finalidade de verificar o espectro de absorcéaidelb extrato realizou-se uma varredura nas
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absorbancias com emissao de luz partindo de 2080&tém (Figura 9). Apos andlise de tal
espectro observou-se que o pico de absorcdao oeonre800 nm. Considerando que o
monitoramento do crescimento da célula bacteriareakizado a 620 nm, espera-se que nao
haja interferéncia da turbidez inerente ao extiasta dificuldade também foi encontrada por
Eloff (1998) que utilizou a técnica de diluicdo emicroplacas para verificar a atividade
antimicrobiana de extratos vegetais. Suas obsezgad@monstraram inconveniencias na
técnica, como a precipitacdo de compostos presestesalguns extratos, bem como o

aparecimento da coloracédo verde caracteristicaed®mpca de clorofila.

Figura 9-Espectro de ab&ncia de luz do extrato

EEFGS

0 100 200 300 400 500 600 700 800
comprimento de onda

Fonte: Préprio autor

Considerando o que foi outrora exposto, a detegdmada CIM visual foi
comprometida. Entretanto, no sentido de superar @giituldade, realizaram-se ensaios de
determinacdo da CIM mediante a verificacdo da &#dsmia a 620 nm. Os resultados estédo
dispostos em graficos que comparam a absorbansipafms contendo o grupo teste (extrato
e bactéria) e a dos pocos utilizados no controkeitiédez inerente ao extrato (extrato diluido
em meio). Assim, a turbidez intrinseca do extratisfibtraida daquela encontrada nos grupos
teste.

O EEFGS interferiu significativamente no crescimegpianctonico deé. oralise
S. salivarius(Figura 10A e 10B, p.52), quando comparado aorglmntnegativo. JA4 em
comparacao ao controle positivo, 0 grupo testesedimostrou estatisticamente diferente, ou
seja, 0 EEFGS teve efeito semelhante ao da clon@xidubstancia corriqueiramente utilizada
na clinica odontolégica.

Com relacao as outras cepasStieeptococcuso EEFGS néo apresentou atividade

inibitéria, mesmo nas concentracdes mais elevaldgXO).
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Figura 10- Avaliacdo a efeito dOEEFGS em diferentes concentracfes sobre o credcinpdanctonico di
S.oralis e S.salivarius

S. oralis ATCC 10557 S. salivarius ATCC 7073
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Fonte: Préprio autorSubstancia teste ), BHI com 4% DMSO |l e Clorexidina [] * p< 0,001
estatisticamente significante em relacdo ao cantnelgativo, # p < 0,001 estatisticamente significante
relacdo ao controle positivo=30

D.0.620nm

D.0.620nm
o

Considerando que duas das principais estratégiasppavenir a carie dental s
inibir o crescimentalos estreptococos e/ou inibir a aderéncia dessaérizes a superficie d
dentes (KOOet al, 2002) é importante salientar que os resultadaos presente trabalho
mostram qued EEFGS consegue interferir no crescimento e piuaante no metabolisn
de duas espécies 8&reptococcL que compdem a placa dentaloralis e & salivarius

Devido a observacédo e confirmacdo da CIM qualiater sido prejudicadifato
este expliado anteriormente, opt-sepor desconsiderar a CIM e utilizar somente o0s ea
da Concentracdo Btericida Minima (CBM) (Tabela). Através da CBMfoi possivel
determinara quantidade minima do agente antimicrobiano cagmzmatar as célule
bacterianas. A CBM par@.oralisfoi obtida na concentracdo de 125 mL™, enquanto para
S. salivariusobservouse crescimento das células bacterianas em todasraentraces,
logo, 0 EEFGS néo tem caracteristica bactericida pate micr-organismo. O resultac
encontrado par®. oralisfoi 0 mesmo de Sa e colaborado(@912, quando na ocasido

testavase um diterpeno isolado Croton nepetaefolius

Tabela 3-Concentrdg Bactericida Minima (CB do EEFG$ e Concentragao Inibitéria Minima (CIM |
clorexidina)

Espécie CBM do EEFGS CIM da Clorexidina (CHX)
S. oralisATCC 10557 125 pg mc* 0,122 pgnL*
S. salivariusATCC7073 - 0,976 pgmL™

Fonte: Préprio autor

A exclusividade do presente trabalho pode ser atidda pelo fato de que, ate
presente momento, nadi encontrad na literatura qualquer referénccom relacdo a

atividade antimicrobiana dGuettarda sericeaSegundo Miller (@11) existe, pelo menos,
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500 compostos bioativos medicinalmente Uteis, afgumto por descoberta em espécies de
plantas, cujos constituintes quimicos ainda naanfioravaliados, conseguentemente a
biodiversidade vegetal representa uma fonte poxplmeada de principios ativos que podem
potencialmente tratar e curar doencas.

Considerando que o EEFGS apresentou CBM sdhreoralis, avaliou-se
detalhadamente momentunde acdo do referido extrata partir darealizacdo da curva de
morte da cepa apos exposicdo em diferentes inbsndd tempo (Figura 11). O resultado
apresentado é bastante significativo, visto quivedade bactericida do EEFGS sobre a cepa
de S. oralisiniciou-se logo apds 15 minutos de incubacédo. é&Npshto, observou-se reducéo
de 2 logo UFC mL* do inéculo inicial, atingindo a reducdo de 6:tpgFC mL* ap6s 60

minutos, quando comparado ao controle negativo.

Figura 11- Curva de morte &oralisap0s exposicdo ao EEFGS por diferentes interdiddsmpo
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-8~ S. oralisx EEFGS
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Fonte: Préprio autor

De acordo com a curva de morte, o EEFGS teve agéteririda frente as
colonias deS. oralis logo apés 60 minutos de contato. A literaturateelque o efeito
bactericida pode ser observado pela diminuicdo degd UFC mL* ou 99% de morte
celular, a partir do in6culo inicial, sobre um temgdeterminado (MAYet al, 2000;
SHELBURNE et al, 2004). Por outro lado, Jones e colaboradores2j2@0nsideram
significativamente satisfatoria, a cinética bacidea de um produto, quando este € capaz de
reduzir o inéculo inicial, para valores iguais operiores a 2 logy UFC mL* em um tempo
menor ou igual a 24 horas de incubacéo, e considgraus menores de morte celular como

efeito bacteriostatico.
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7.1.2Quantificacado de biomassa do biofilme por Cristabléta (CV)

O EEFGS fotestado com o intuito de demonstaasua capacida de prevenir a
formacdaoin vitro de biofilmes monomicrobianos (S. oralis e S. salivaril. Tais biofilmes
foram quantificadosatravés o método do cristal violetaOs resultados mostraram c
EEFGS diminuiuwsignificativamente formacao do biofilme d&. oralis, quando comparado
ao controle negativo. Por outro lar nenhuma diferencastatisticamente significante
encontrada quando o EEFGS, concentracdes de 500-125 pg-*, foi comparado ao
controle com clorexidinéFigura 12/£). Com relagdo aos ensaios envolveS. salivarius o
EEFGS interfere na formacdo do biofiime apenas amgomroncentracgé testada, a qual,

inclusive, ndo apresentaliferenca estisticamente significante da clorexidi (Figura 12B).

Figura 12-Avaliacdo do potencial antimicrobiaide diferentes concentracdds EEFG! sobre a formagéo de
biofilmes deS. oralis(A) e S. salivariu (B).

S. oralis ATCC 10557 S. salivarius ATCC 7073

1.5 15
g 1.04 g 1.04
o o
(2} N
] 0
(@] (@]
dos-] ﬂﬂﬂﬂ - ﬂﬂﬂﬂﬂﬂ

JH - EE N .

(#) 500 250 125 625 3125 1562 7,81 O @) 50 125 625 3125 1562 781

A pg/mL B pg/mL

Fonte: Préprio autorSubstancia teste[] BHI com 4% DMSO () e Clorexidina (J * p< 0,001
estatisticamente significante em relacdo ao cantnalgativo, # p< 0,001 estatisticamente significante
relacdo ao controle positivai=30

Os biofilmessac formas mais resistente® vida microbiar quando comparados
a forma plancténica. Taesisténcia esta diretamente relaciorascaracteristicas naturais
solrevivéncia das células microbia que vivem nestes tipate comunidacs. Dentre estas
caracteristicas, destaca®m-0 crescimento mais lent@s células associadas ao biofiln
comparando-se com am estado planctdni, além dabaixa regulacdo de proces celulares
causada, principalmente, por um contato menor éadas no interior do biofilme col
nutrientes externosfEm adica, para sua protecdo, essas bactérias produzem atne
extracelular polissacaridica que dificulta a agd@gentes antimicrianos, justificando aind
mais sua resisténcia, uma vez que essa matriz @ge cma barreira de difusao p:
pequenas moléculi&NDERSON e O'TOOLE, 2008; HAL-STOODLEY e STOODLEY
2009).
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Poucos estudos relatam a influéncia dos agentémiamtbianos nos estagios
iniciais da formacé&o do biofilme. Isto por si spatia a ideia de pesquisar produtos naturais
que inibam a formacédo do biofiime de colonizadgramarios. Streptococcus sanguis, S.
mitis e S. oralistem fungcéo essencial no inicio dos depdsitos riarms nas superficies dos
dentes, pois sdo o0s primeiros colonizadores narfétipedental, e aparentemente, atuam
como receptores dos micro-organismos que se acanpdaa formar o biofilme cariogénico
(THYLSTRUP e FEJERSKOV, 2005).

Com relacdo ao efeito do EEFGS sobre a biomas$§a delis,as concentracdes
de 125-500 ug mt apresentaram-se téo efetivas quanto a clorexidjresar da existéncia de
um grande contetdo de biomassa residual. Com kdéda de confirmar se essa biomassa
residual é constituida por células viaveis ou apgua substancia polimérica extracelular, o
biofilme deS. oralisfoi formado em contato com o EEFGS em diferergagpbs (0, 15, 30,
60 e 120 minutos) (Figura 13). Os resultados mi@strague existe um aumento brusco na
absorbancia nos tempos iniciais, possivelmenteetieflo a presenca de polissacarideos
produzidos a partir da sacarose que é adicionadaesm de crescimento d& oralis.Apés
esse periodo, a quantificacdo da biomassa apresesdacao, até atingir com 120 minutos

valores estatisticamente iguais aos do controlgiyms

Figura 13- Avaliacdo da biomassa formada$oralisquando em contato com o EEF&& diferentes
intervalos de tempo.

Biofilme S.oralis
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Fonte: Préprio autor. * p< 0,001 estatisticamergaificante em relacéo ao controle negatiBdi( com 4% de

DMSO); # p< 0,001 estatisticamente significante emc@aao controle positivo (Clorexidina), n=18.

A partir de sacarose, cepas bacterianas produzdissguarideo extracelular
(PEC), que tem como funcao promover a aglutinagétebiana ao dente, formando a placa
bacterianaS. oralis, S. gordonii, e S. sangs#&o conhecidos por poss@licosiltransferass
(GTases) e produzir polissacarideo extracelular aatirp de sacarose (WILLCOX,
PATRIKAKIS e KNOX, 1995).S. oralisé um colonizador primario da flora bucal, e, sua
presenca afeta o potencial de infeccéo e colorizde&treptococos mutandevido a sintese
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de glucano pela GTaskincionando como um substratora a adesao das bactérias. A
disso, a prevaléncia de estreptococos do gsanguisé diferente em individuos com ple
dental cariogénica, pois a aderéncieS. mutanglepende de GTases, sacarose e tambe
S. oralis(FUJIWARA et al, 2000)

7.1.2. Enumeracao das Unidades Formadoras de Colbnias ()

A contagem das unidades formadoras de colbniagefaizada em todas .
concentracgdes, pois, a quantificacdo da biomasdiaada através do método do CV, te
nos tempos apés 24huanto em diversos intervalos de tempo de contmonstraral
significativaabsorbancia. Os resultados encontrados no que &@sfe ensaio sS40 mostra
na Figura 14.

Apés a enumeracao das células viaveis, obs-se que as concentragfes de
125-500 pg mb, o EEFGS quando em contato corB. oralis apresentou atividade
bactericida, pois ndo houveram col6nias viaveis gantagem, as demais concentrag
promoveram uma reducao sificativa na contagem de UBCquando comparado con
controle negativo (Figura4A).

Estes dados mostri-se semelhantes amcontrado nos ensaios de determini
da CIM e CBM, nos quaia atividade antimicrobiana fexpressa nas maiores concentrar
do EEFGS (125-500 pmL™), exercendo desta forma, atividade em modelo-respostasS.
oralis mostrou alta susceptiidade ao agente teste, o qualcoacentracdo de 7,81 jmL™
foi capaz de reduzir de forma significativa a gidatde de células bacterianas viav

Figura 14- Contagem das UF@sS. oralis(A) e S.salivariugB) quando em contato con EEFGS em
diferentes concentracdes.
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S. salivarius muito embora tenha evidenciado potencial resiséfrente ao
EEFGS, teve a sua quantidade de células viaveimuiida pelo mesmo. Na concentracdo de
500 pug mL, o extrato reduziu em aproximadamente 60% o nunderacélulas viaveis
(Figura 14B, p.56).

A contagem das UFCs d8. oralis confirmou que o EEFGS tem efeito
bactericida, inibindo a viabilidade celular; e ass@ipancia no método do CV deu-se pela
coloracdo das células mortas e da matriz extraoelgeradas como consequéncia da
atividade metabdlica no biofilme. A coloracdo deleia de cristal (CV) foi primeiramente
descrita por Christensen em 1985 e, desde entdiiljz&do para quantificar a biomassa do
biofilme no poco inteiro em placas de poliestird80 EPANOVIC et al, 2007). O cristal
violeta é um corante basico, que se liga as ma@scchrregadas negativamente, incluindo
moléculas de superficie e polissacarideos da mattiacelular em biofilmes maduros. Neste
método tanto as células vivas, quanto células moldeam como a matriz extracelular sdo
marcadas pelo corante, por esse motivo, este métgadnico adequado para avaliar a morte
de células do biofilme (LI, YAN e XU, 2003).

N&o se sabe ao certo qual o mecanismo de acaoBEEobre o crescimento de
S. oralis porém segundo KIM e colaboradores (2008), o nodisaho anticarie de agentes
antimicrobianos naturais pode ser classificado ens dhecanismos: primeiramente pela
destruicdo da integridade da parede celular baoterie segundo através da inibicdo da

aderéncia bacteriana, sem efetivamente ter efadt®bcida.
7.2 Avaliagdo da atividade antibacteriana das frags do extrato etanolico

Devido a natureza complexa do extrato, existiu wlfisuldade em atribuir a
atividade observada a qualquer componente presenteesmo. Portanto, para se obter uma
nocado do modo de acédo do EEFGS se fez necessarionex separadamente cada fracdo do
extrato, com a finalidade de adquirir constituirgagmicos que possuam ac¢ao inibitéria sobre
S.oralis.

O EEFGS foi fracionado através de coluna cromafiogratilizando solventes de
polaridade crescentes (hexano, cloroférmio, acetatetila e n-butanol). Neste processo, 0s
solventes retiram da mistura, em etapas sucessivagps de substancias de solubilidade
semelhante. A técnica de fracionamento € estratggigoropicia a investigacdo das diversas
substancias presentes no extrato bruto, possituiita separacdo dos componentes do extrato

segundo suas solubilidades nos solventes utilizgBARBOSAet al, 2004).
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Apos aobtencédo de cinco fragfes, apenas quatro frag@EEFGS/ FCEEFGS/
FNEEFGS/ REEFGSoramsubmetidas a teste frerés células planctdnicas S. oralis e S.

salivarius,devido somente estas sersollveis em DMSO 4%.

7.21 Determinacéo da Concdracgao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericidi

Minimo (CBM)

Todas as fracBes do extrapresentararmterferéncia no crescimento S. oralis
(Figura 15) contudo nenhuma fragcdo apresentou inibicao vist FCEEFGS demonstrou s
a mais efetiva exercendvoaior reducdo no crescimento plancténico, aproximadar 75%
na concentracdo de 500 pd.* (Figura 15B), 0 que sugere gereistem compostos c¢ acao

antimicrobiana nesta fra¢ do extrato.

Figura 15- Analise dpotencial antimicrobiano das fragcédo EEFGS endiferentes concentracdes sobt
crescimento planctdnico & oralis.
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Fonte: Proprio autorSubstancia teste [] BHI com 4% DMSO () e Clorexidina []). * p< 0,001
estatisticamente significante em relacdo ao cantnalgativo, # p< 0,001 estatisticamente significante
relacdo ao controle positivon=1¢. FAEEFGS: fracdo acetato do extrato etandlico fddsms deG.sericea;

FCEEFGS: fracao cloroformio; FNEEFGS: fracé-butanol.

No que concerne a espésS. salivarius a mema se mostrou susceptivel a to
as fracBes testadaBigura ‘6, p.59). Catudo, a concentracdo de 500mL™ da FAEEFGS,
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da FCEEFGS do Residuforam capazes de reduzir, pestivamente er69%, 53% e 63% o
crescimento desta bactéria (Figu6A, 16B e 16D) .

Figura 16- Andlisedo potencial antimicrobiano das fracéddo EEFGS endiferentes concentracdes sobr
crescimento planctbnico & salivariu.
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S. salivarius x FNEEFGS S. salivarius x Residuo
1.51 1.5+
E * * : ) g 1.0
10 . . * o+
& g o ## A E Q
© # ©
g )
0 05 O 0.5
0.0-
() () 500 250 125 625 31,25 1562 7,81 () (+) 500 250 125 625 3125 1562 781
C pg/mL D pg/mL

Fonte: Préprio autorSubstancia teste [ BHI com 4% DMSO i) e Clorexidina (] * p< 0,001
estatisticamente significante em relacdo ao cantragativo, # p< 0,001 estatisticamente significante
relacdo ao controle positivon=1¢ FAEEFGS: fracdo acetato do extrato etandlico fdlkss deG.sericea;

FCEEFGS: fracdo cloroférmio; FNEEFGS: fracgé-butanol.

As plantas poconteremmilhares de componentes sdo uma excelente fonge
pesquisasle compostos com atividade antimicrobiana. A escotirreta dos solventes e «
métodos de avaliacdo da atividade antimicrobianfunélamental para o isolamento

identificacdo dosampostoscom atividade biologica (OSTRSKat al, 200¢; DAS, TIWARI
e SHRIVASTAVA, 2010).

7.22 Quantificacado de biomassa do biofilme por Cristéibleta (CV)

Embora nenhuma das fracdes tenha iniltotalmenteo crescimento ancténico
das bactérigsa FCEEFGSdemonstrou nesta triagem ser a fracdo mais atioh & fracac
escolhida para prosseguirm as atividades antimicrobianas.

S. oralis se mostrou mais susceptivel a atividantibiofiime da FCEEFGS,
achado semelhante ao encontrado nos ensaios maad antimicrobiang(Figura 17A, p.60),

observandse uma reducéde cerca de 70% na formacéo do biofilmp@ando comparado ao
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controle negativo, e em relagcdo ao controle pasiio apresentou diferenga estica
(p>0,05). Em relacdo #&rmacdo do biofilm monoespécie d&. salivariusquando em

contato com FCEHEES, reduziu el 51,6% do seu biofilme (Figura BY.

Figura 17- Avaliacdo do potencial antimicrobiano das fracodsFGS diferentes concentracées sobi
formacéo do biofilme d8. oralic e S. salivarius

S. oralis x FCEEFGS S. salivarius x FCEEFGS

D.0.590nm
D.0.590nm

€ ) 500 250 125 625 3125 1562 7.81 () (#) 500 250 125 625 3125 1562 7.81

A ng/mL B pg/mL

Fonte: Préprio autorSubstancia teste ] BHI com 4% DMSO @@ e Clorexidina [] * p< 0,001
estatisticamente significante em relacdo ao cantnalgativo, # p< 0,001 estatisticamente significante
relacdo ao controle positivaiz1¢. FCEEFGS: fracdo cloroférmito extrato etandlico das folhas G.sericea.

7.3Avaliacéo da atividade antibacteriana @ FCEEFGS

A busca por novos agentes com acao sobre patégeasstem estimulado
pesquisa com produtos de origem natural, indo as plantas medicineé Uma grande
porcentagem @& novas moléculas descobertas, com vistas a swalugdo na industri
farmacéutica, provém de constituir isolados a partir do fracionamento dos extratosok
de plantas e/ou derivados semissintét(NEWMAN e CRAGG, 2007

7.3.1 Determinacao da Concdracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericid

Minima (CBM)

A partir dos resultados do fracionamento do EE, a fracdo cloroférnca, por
ser responsavel pela atividade antimicrok, foi fracionada com o intuito de investigar
diversas substancias preserna mesma, o que possibilitauseparacdo dos componentes
extrato segundo suas solubilidades nos solventéizados (BARBOA et al, 2004).
Utilizando um gradiente crescente de polaridadesttoindo dehexano/CHCI,. CH,Cly;
CH.CI,/AcOELt; AcOEt, seguido de MeOH, obte-se o total de 33ukfracbes, que foram
reunidas em 18 grupos de acordo com a razdo de.fOs experimetos foram realizados
apenas com 0S grupos cgy@esentara massa suficienteara a realizagcdo dos mesi..

A determinacdoa CIM visual dos grupos das subfragdesm como os valore

de CBM,foi estabelecida como mostranas Tabelas 4 e 5, p. 61.
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Tabela 4- Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) enCentracéo Bactericida Minima (CBM) dos grupos da

FCEEFGS frente 8. oralis

GRUPOS CIM CBM
9 - -
11 - -
12 500 ug mL™ -
13 250 ug mL™ 500 ug mL*
14 250 ug mL™ 500 ug mL*
15 62,5 ug m- 125 pg mrt
16 250 ug mt™ 500 ug mL*
17 250 ug mL- 500 ug mL*
18 500 pug mL™ -

Fonte: Préprio autor. * p< 0,001 estatisticamergaificante em relagdo ao controle negativo (BHhdMSO
4%), n=18.

Dos nove grupos analisados frenté&.aoralis,os grupos 13, 14, 15, 16 e 17
apresentaram melhor atividade, destacando-se @ droimue possuiu valor de CIM igual a
62,5 e CBM igual a 125 pg riL Apesar dos outros grupos possuirem valores de CIM
variando entre 250 e 500 pg thltodos apresentaram acdo bactericida na concéatde
500 ug mL}, com excecdo dos grupos 9 e 11 que demonstrai@nbacteriostatica frente a
S.oralis. No caso dos grupos que apresentaram fracOes a#istess demonstraram maior
atividade do que a fracdo FCEEFGS que as originou.

Todos os grupos avaliados frent8.ssalivariugTabela 6) ndo apresentaram acao
antibacteriana, com excecéo do grupo 12, que obtale de CIM igual a 500 ug mi.
mostrando-se bacteriostatico. E possivel que catextda planta contenha constituintes
antibacterianos em concentragbes ndo suficientes gar efetivo contra essa bactéria.
Entretanto, novos testes devem ser conduzidogartdio outras espécies bacterianas para
comprovacdo da auséncia de atividade antimicrob@desta planta frente a cepas de

Streptococcus.

Tabela 5- Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) enCentracéo Bactericida Minima (CBM) dos grupos da
FCEEFGS frente 8. salivarius.
GRUPOS CIM CBM

9 - -
11 - -
12 500 ug mL™ -
13 - -
14 - -
15 - -
16 - -
17 - -
18 - -

Fonte: Préprio autor. * p< 0,001 estatisticamergaificante em relagdo ao controle negativo (BHhdMSO
4%), n=18.
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Os valores de CIM das fragbes antibacterianasd@&stpossuem de moderada a
boa atividade biolégica, de acordo com a clasgifioada atividade antibacteriana das fracdes
vegetais proposta por Dalmarco (2010), onde as taasogjue apresentam valores de
concentracao inibitéria minima (CIM) abaixo de 1§ mL™ sdo classificadas com atividade
excelente, CIM entre 10 e 100 pg fitom atividade boa, CIM entre 100 e 500 pgiedm
atividade moderada, CIM entre 500 e 1000 pg-eom atividade fraca e CIM acima de 1000
ng mL'séo inativos.

Os resultados das CBM, assim como os da CIM evideam a possibilidade de
mais de um componente ativo estar presente no EEF@Sfracdes, e esses componentes
podem apresentar atividades distintas contra agrsc avaliadas, além disso, os resultados
do CBM das fragcbes mais ativas refletem com marecipdo o potencial microbicida do
extrato e das fracdes isoladasGlesericea

Os compostos sintetizados pelas plantas duranteem@bolismo secundario
apresentam diversas propriedades bioldgicas, pemsde natureza téxica para bactérias e
fungos fitopatogénicos. Neste estudo destacamg@@aamtibacteriana, que tem sido foco de
inUmeras pesquisas no mundo inteiro devido ao alnu®s casos de resisténcia bacteriana
as drogas antimicrobianas (SCHELZ e HOHMANN, 2006).

7.3.2 Quantificacao de biomassa do biofilme por €al Violeta (CV)

A gquantificacdo da biomassa do biofilme ocorreunagecom as fragGes ativas,
identificadas a partir da determinagcdo do CIM, izedlo anteriormente. Pa@ oralis os
grupos 13, 14, 15, 16 e 17 e p&tasalivariu grupo 12 (Figura 18, p.63).

A interferéncia das fracfes mais ativas sobre mdgéo do biofilme d&. oralis
permaneceutendo o grupo 15 a acdo mais expressiva nas coacéas 500-62,5 ug i,
guando comparado ao controle negativo (p<0,00Emale ser estatisticamente igual ao
controle positivo (p>0,05). O grupo 12, testadoferenacédo do biofilme dé&. salivarius,
também interferiu no crescimento desta bactéria forma séssil. Estas atividades
demonstraram a presenca de compostos ativos ceitiadi bactericida promissora frente a
colonizadores primarios do dente, além disso, agpay contendo as fragBes ativas
mantiveram a atividade do extrato (grupo 14, 167k du apresentaram atividade superior

(grupo 15).
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Figura 18-Avaliagéo do potencial antimicrobiano dos grupo$@&EFGSemdiferentes concentragdes sobi
formacéo do biofilme d8. oralic e S. salivarius

S. oralis x Grupo 13 S. oralis x Grupo 14
1.5+ 1.5+
£ £
= =
(=] o
[o2] (<2
] 0
o o
a a
(-) (#) 500 250 125 62,531,2515,627.81 ' (-) (+) 500 250 125 62,531,2515,627,81
A pg/mL B pg/mL
S. oralis x Grupo 15 S. oralis x Grupo 16
1.54 1.5+
g £
s 101 S
[=2] D
0 0
o) o)
O 0.5 a
0.0- X
(-) (+¥) 500 250 125 62,531,251562 7,81 (-) (#¥) 500 250 125 62,531,251562 7,81
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S. oralis x Grupo 17 S. salivarius x Grupo 12
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E 10 £
o [=]
[<2] (2]
10 10
o o
o o
E () () 500 250 125 62.531,2515.627.81 F () (#) 500 250 125 62,531,251562 7,81
pg/mL pg/mL

Fonte: Préprio autorSubstancia teste [0, BHI com 4% DMSO [l e Clorexidina (J * p< 0,001
estatisticamente significante em relacdo ao cantiebativ, # p< 0,001 estatisticamente significante em rele

ao controle positivo.

Nao foi possivel o isolamento dos composresponsaveis pe atividade
antibacteriaa demonstrada nos testes, mespoés a particdo do EEFGS e de suas fre.
Porém, a partir dos dados encontrados podemos sugrno EEFGS e na FCEEF,
existem varios tipos de metabdlitos secund com aividade antimicrobiana contrS.
oralis, poiso efeito bactericida permanece em varios grupd3QEEEFGS Esse fato pode ser
constatado, pois,ngbora uma planta possa conter centenas de meta secundarios,
apenasos compostos presentes em maior concentracdo sd@lmgete isolados e estudac

pda fitoquimica classica. A analise de substancias® é muito mais complexa e longa
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que geralmente os compostos presentes em menargiioma planta sdo os que apresentam
melhores efeitos biologicos (VIEGAS JR, BOLZANI ABREIRO, 2006).

As plantas medicinais apresentam inumeros compasiges que as tornam
importantes para a busca de novos usos terapéufioasiderando-se que novos produtos de
origem natural com atividade sobre patégenos qgraiem ser de grande importancia para
prevencdo e controle de doencas bucais infecciogdigindo a carie dental, estudos recentes
apresentaram efeitos de extratos e seus compastsvbs sobre fatores de viruléncia de
Streptococciapresentando potencial antimicrobiano e anti¢&@O et al, 2000; DUARTE
et al, 2006).

Estudos com a espéciBuettarda sericeacom atividade antibacteriana séo
inexistentes. No entanto, observa-se atividadienambbiana de extratos de outras espécies
de Guettarda como, G. speciosacujos extratos etanolico e o cloroformio sdo peten
antibacterianos contr@taphylococcus aurewsE.coli (THAMIZHVANAN et al, 2010);G.
virburnoidesque possui atividade antibacteriana frentelyaobacterium kansas(RAMOS
et al, 2008); eG. angélicague demonstrou efeito bactericidantra bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas (BISPO, FRANCISCO e SCHIMITT, 2007

7.4 Teste de Toxicidade

O ensaio de letalidade permite a avaliacdo da ittade geral e, portanto &
considerado um ensaio preliminar no estudo de cetopacom potencial antimicrobiano.
Estudos relatam quefatemia spé utilizada para determinar toxicidade de produogisrais
e quimicos, considerando que estas larvas apresesgasibilidade a substancias téxicas
(SANTOSet al, 2003; KRISHNARAJUAet al, 2005).

Apoés avaliacdo pelo teste de toxicidade coAtgmia sp.,por um o tempo de
exposicdo de 24h (CL50), obteve-se o valor médibaCde 310,79g mL™. A concentracédo
letal média CL50 foi menor que 100§ mL*, o que indica a possibilidade de realizacéo de
testes clinicos (COSTAt al, 2007).

A maioria das plantas produzem muitos composto®dimamente ativos como
parte normal de seu crescimento e desenvolviman&roresposta ao ataque de patdégenos ou
estresse, dentre esses compostos destacam-seicanttiamos, alelopaticos, antioxidante e
propriedades bio-reguladoras (SGARIGLEX al, 2011). No entanto o uso de produtos
naturais também pode resultar em efeitos toxicosgue salienta a necessidade de

compreender os efeitos bioldgicos de compostogsaiat(LIMA et al, 2006).
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8 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos pd6de-se conclug quextrato etandlico e suas
fracOes apresentaram atividade antimicrobiana aaiurs colonizadores primarios. Tendo o
EEFGS efeito bactericida sobre o crescimento phaimd deS. oralisapdés 60 minutos de
contato.

Através do fracionamento do EEFGS foi possivel terdenacdo de fracdes
ativas contras. oralis,com maior destaque para as subfracdes 13 a 1aghofcloroformio,
sendo capazes de inibir o crescimento planctobiem como o desenvolvimento do biofilme.
Com relagéo &. salivariusapenas a subfracao 12 interferiu no crescimerdtzbano.

Com base no teste de toxicidade, € possivel afiquaras concentracdes com
efeito antibacteriano do EEFGS, néo revelaram af&ea. Em adicdo, metodologias
complementares que busquem a purificagdo dos cdogpatvos e seus efeitos citotdxicos
sobre células eucaritticas necessitam ser reatizadsando sua utilizagdo como um agente

fitoterapico.
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ANEXO A- Avaliacdo do potencial simicrobiano do EEFGS entiferentes concentracdes sobre o crescinr

planctbnico destreptococcus.

Streptococcus sp ATCC 15300 S. mutans ATCC 25175
1.5+ 159
£ £ 104
S S
o o
a 0 o5
() 500 250 125 625 3125 1562 781 0.0- O M 500 20 125 626 325 1562 781
A pug/mL B pg/mL
S. sobrinus ATCC 6715 o
S. sanguinis ATCC 10556
15
15
£
g E 10
5 g
3 o
9 s
T () 500 250 125 625 3125 1562 781 R @) 500 280 1% 625 3125 1662 781
C pg/mL D pg/mL

Fonte: Proprio autorSubstancia teste [l BHI com 4% DMSO W) e Clorexidinald * p< 0,001
estatisticamente significante em relacdo ao cantrebativ, # p< 0,001 estatisticamente significaem relacao

ao controle positivo, n=18.



