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RESUMO

A Mitracapus (Rubiacea) € um género neotropical, com trés centros de diversidades no
México, Brasil e Caribe. Em relacdo a Mitracarpus baturitensis, ainda ndo existe relatos na
lieratura de estudos fitoquimicos e bioldgicos, devido & mesma ser uma espécie recém-
descoberta. Portanto o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana dos
compostos obtidos do extrato etanolico das partes aéreas de Mitracarpus baturitensis contra a
bactéria Streptococcus mutans. Os triterpenos Acido 3 p-hidroxi-urs-12-en-28-oico (acido
ursélico — AU) e o &cido 28- O-B-D-glucopiranosil-ester (&cido pomdlico) foram isolados do
extrato etanolico empregando técnicas cromatograficas usuais como: cromatografia
gravitacional em gel de silica, cromatografia flesh e cromatografia de camada delgada. A
caracterizacdo estrutural destes compostos foi realizado pelo uso de RNM’H e *3C, além de
comparar metodos espectroscopico 1V, reacdes com base na literatura. Apés a identificagdo
foram realizados teste de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), Concentracdo Bactericida
Minima (CBM), Curva do Tempo de Morte, acdo antibiofilme e ensaio de ataque ao biofilme.
O 4cido ursélico inibiu o crescimento bacteriano nas concentracdes de 500-62,5 pg. mL™
sendo bactericida na concentracdo de 500 pg. mL™. Além disso, 0 mesmo teve acdo sobre a
morte de S. mutans em apenas 30 minutos de contato. Acido ursélico também apresentou
efeito sobre a formacdo do biofilme reduzindo a biomassa em 97,37%, ndao obtendo o mesmo
resultado sobre o biofilme formado por 24 horas. Ndo foram obtidos resultados semelhantes
para o &cido pomolico. Assim, &cido ursélico pode ser considerado como um candidato a

insumo biotecnoldgico com impacto na pesquisa de antimicrobianos.

Palavras-chave: Mitracarpus baturitensis. Streptococcus mutans. Isolamento. Atividade

antimicrobiana.



ABSTRACT

The Mitracapus (Rubiaceae) is a neotropical genus with three centers of diversity in Mexico,
Brazil and the Caribbean. Regarding Mitracarpus baturitensis, there is still no report in
literatura phytochemical and biological studies due to it being a newly discovered species.
Therefore the aim of this study was to evaluate the antimicrobial activity of the ethanolic
extract obtained composts of parts of flights Mitracarpus bauritensis against the bacteria
Streptococcus mutans. Compounds ursolic acid (3B-hidroxi-urs-12-en-28-oico acid) and
pomolic acid (28- O-B-D-glucopiranosil- acid pomolico ester) were isolated from the
ethanolic extract by chromatographic assays, CCD and identified through the RNM. After
identification were performed testing the minimum inhibitory concentration (MIC), minimum
bactericidal concentration (CBM), curve of the time of the death, action antibiofilm, and assay
attack of the biofilm. The increase inhibited bacterial growth at concentrations from 500 to
62,5 ug. mL™ and bactericide concentration of 500 pg. mL™. Furthermore, the AU had an
effect on biofilm formation by reducing the biomass 97,37% same result is not obtained on
the biofilm for 24 hours. Similar results were not obtained for the AP. Thus, AU can be

analized as a candidate for biotechnological inputs impacting on research antimicrobial

Keyword: Mitracarpus baturitensis. Streptococcus mutans. Isolation. Antimicrobial activity.
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1 INTRODUCAO

Muito antes da descoberta dos micro-organismos pela humanidade, ja existia a
idéia de que certas plantas possuiam o potencial de cura. Desde entdo, 0 homem vem se
utilizando de vegetais como medicamento tradicional para tratar diversas doengas infecciosas
(RIOS; RECIO, 2005).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, cerca de 80% da populacdo mundial
faz uso de algum medicamento popular para seus cuidados priméarios na saude (ABERE;
ONYEKWELI; UKOH, 2007). Devido ao consumo destes medicamentos € que
etnofarmacologistas, botanicos e microbiologistas, estdo em busca de novos fitoquimicos que
possam ser utilizados no tratamento de varias doencas (MAHOMOODALLY et al., 2012).

As plantas sdo constituidas de muitas substancias quimicas, das quais, algumas,
atuam como principios ativos conferindo-lhes propriedades bioldgicas, enquanto que outras
sdo coadjuvantes facilitando a acdo destes (ROMERO; CASTELLA, 2012). Os metabdlitos
secundarios como também sdo chamados, sdo bastante empregados nas indrdstrias
farmacéuticas e recentemente nas industrias nutracéuticas (BOURGAUD et al., 2001). Além
disso, seu potencial é largamente empregado em composi¢cdo de drogas, antibiéticos,
herbicidas e inseticidas (CROZIER; CLIFFORD; ASHIHARA, 2006).

Atualmente muito desses principios ativos possuem comprovacao cientifica de
sua acdo biologica. Os compostos fenolicos (taninos e flavonodides) que estdo presentes na
maioria das plantas da caatinga do nordeste brasileiro, possuem atividade antimicrobiana,
hipoglicemica e antiiflamétoria. (SIQUEIRA et al., 2012). Outros compostos bastante
conhecidos sdo os diterpenos que se mostram um principio promissor contra doencas
associadas a biofilmes (CARNEIRO et al., 2010; CARDOSO et al., 2012; PORTO et al.,
2012).

Os biofilmes sdo consdrcios microbianos que se encontram embebidos por
substancias poliméricas extracelulares aderidas a uma superficie (DONLAN, 2002). Estes
podem se fixar em diversos substratos desde que sejam propincios para 0 Seu
desenvolvimento (KOLEMBRANDER, 2010). Superficie facilmente colonizada pelos
biofimes sdo as superficies dentarias, uma vez colonizadas desencadeia 0 processo
cariogénico resultando na a perda total dos dentes.

A doenga cérie representa um significativo problema de satde publica e individual
na maioria dos paises, por se tratar da doenca infecciosa crénica de maior incidéncia na

espéecie humana (LORENZO, 2004). Mesmo nas muitas nacfes que conseguiram apreciavel


http://www.wiley.com/WileyCDA/Section/id-302475.html?query=Hiroshi+Ashihara

17

controle dessa doenca em criangas e jovens, esta patologia continua sendo um sério problema,
principalmente a cérie radicular e as céries secundarias ou recidivantes (LORENZO, 2004). A
carie ainda se constitui na principal causa de perdas dos dentes, notadamente em pessoas com
idade inferior a 40 anos, na qual as doencas periodontais passaram a representar causa
significativa, cujo impacto aumenta conforme o aumento da idade (LORENZO, 2004).
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Produtos naturais

A utilizagdo das propriedades terapéuticas das plantas medicinais é uma prética
multimilenar encontrada nos tratados de fitoterapia das grandes civiliza¢bes, muitas delas ja
extintas, como também nas tradi¢des orais de tribos indigenas e povos de todos os continentes
(CARVALHO, et al., 2002).

Na idade antiga, muitos venenos foram descobertos da natureza e utilizados para
fins de defesa, caca e até mesmo em praticas ilicitas como execucdo de prisioneiros. Ao
passar do tempo muitas substancias foram sendo descobertas e com elas trouxeram grandes
impactos a humanidade (KOSSUGA, 2006). Um exemplo disto é a morfina, substancia
isolada em 1803 da planta Papaver somniferum que ficou conhecida por suas propriedades
soporiferas e analgésicas. A partir do isolamento da morfina muitos outros principios ativos
foram sendo descobertos e aplicados pelas industrias farmacéuticas para o tratamento de
varias doencas (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

Atualmente, cerca de 25% dos medicamentos prescritos nos paises
industrializados sdo originarios de plantas (FOGLIO et al., 2006) e seus principios ativos sdo
empregados nos mais variados tratamentos como, por exemplo: artemisinina isolado da planta
Artemisia annua usada como antimalarico, a atropina extraido da planta Abropa belladona
como anticolinérgico e a caféina isolada da Coffea arabica bastante usada como estimulante
(ROCHA; LOPEZ; SCHWARTSMANN, 2001).

O Brasil é o pais que detém a maior parcela da biodiversidade, em torno de 15 a
20% do total mundial, com destaque para as plantas superiores, nas quais detém
aproximadamente 24% da biodiversidade (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Existem cerca
55 mil espécies de plantas conhecidas, das quais 25 mil sdo utilizadas por 80% da populacéo
no tratamento de varias doencas (CARVALHO; COSTA; CARNELOCI; 2010). Segundo
Hostettmann, Queiroz e Vieira (2003) apenas 90 espécies conhecidas possuem comprovagdo
cientifica e tem seus principios ativos aplicados em terapias modernas. Vale ressaltar que por
uma biodiversidade grande, ha possibilidade de achar novas espécies de plantas e principios

ativos com atividades biologicas bastante promissoras.
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2.2 Familia Rubiaceae

Rubiaceae € uma das maiores familias de angiosperma, compreendendo cerca de
10.700 espécies distribuidas em cerca de 640 géneros (ROBBRECHT, 1988). Esta dividida
em trés subfamilias: Rubioideae, Cinchonoideae e Ixoroideae (ROVA et al. 2002). No Brasil
é relatado cerca de 110 géneros e 2000 espécies, com significativa representacdo na Mata
Atlantica e Bacia do Amazonas (DELPRETE, 2001).

As maiorias das espécies de Rubiaceae se apresentam como arvores de pequeno
porte ou arbustos encontradas em subosques. Esta familia pode ser facilmente reconhecida
pelas folhas opostas e pela presenca de estipulas interpeciolares. A grande variacdo nas
formas, tamanhos e cores das flores atrai um grande nimero de polinizadores para a familia.
Os frutos carnosos também variam nas cores e tamanhos, sendo dispersos por passaros,
morcegos ou ainda por pequenos mamiferos (TAYLOR; CAMPOS; ZAPPI, 2007).

2.3 Género Mitracarpus

Dentre o0s géneros pertencentes a familia Rubiaceae pode-se destacar o
Mitracarpus, um género neotropical, encontrado no sul dos Estados Unidos até o centro da
Argentina, como uma espécie invasora ocorrendo nos Paleotropicos. O género apresenta trés
centros de diversidade de espécies: o México, o Caribe e o Brasil (SOUZA; CABRAL,;
ZAPPI, 2010).

No Brasil o principal centro de distribuicdo ocorre no Centro-Oeste, &reas do
Planalto Central sob o dominio do Bioma Cerrado, onde foram registradas 10 espécies. Outro
importante centro de diversidade encontra-se na regido Nordeste, entre os Estados da Bahia e
Pernambuco, no submédio Sao Francisco, com 9 espécies encontradas (SOUZA, 2008).

Na literatura podem ser encontradas algumas propriedades relacionadas ao uso
dessas especies de Mitracarpus. Estudos realizados por Irobi e Damarola em 1993 com o0s
extratos etanolicos das folhas e inflorescéncia de Mitracarpus villosus demonstraram
atividades fungicida e fugistatica contra Trichophyton rubrum, Microsporum gypseum,
Candida albicans, Aspergillus niger e Fusarium solani. Além disso, em outro experimento
usando 0 mesmo tipo de extrato apresentou atividade antibacteriana contra géneros de
Escherichia, Staphylococcus, Bacilus e Streptococcus (IROBI; DAMAROLA, 1994).

Em outros estudos usando diferentes extratos da planta Mitracarpus frigidus

frente a onze espécies de bactérias e formas promastigotas de duas espécies de Leshmania,
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apresentaram excelentes atividades bioldgicas, mostrando ser um potente antileshmanial e
antimicrobiana (FABRI et al., 2009). Em analises de células com o extrato etanélico da M.
Frigidus, 0 mesmo inibiu a proliferacdo de células leucémicas, além de se apresentar como
um potente laxantivo sem efeito toxico in-vivo (FABRI et al., 2012).

Na Africa ¢ relatado o uso da espécie de M. Scaber na medicina tradicional no
combate a dores de cabeca, dor de dente, amenorréia, disperpsia hepatica e doencas venérias.
O sulco da planta é bastante usado topicamente em doencas de pele como dermatites
infecciosas, eczema e sarna (ADJANONHOUN, 2001).

Pesquisas realizadas por Germano et al., (1999) o extrato da planta M. scaber
possui efeito hepatoprotetor contra lesdes induzidas por CCL-4 in-vivo e in-vitro. Além disso,
tanto extratos quanto compostos isolados da planta mostram-se efeitivos contra fungos e
bactérias (BISIGNANO et al., 2000). J& Gbaguidi e colaboradores (2005) observaram que
triterpenos isolados da M. Scaber apresentava atividade bactericida contra o patdégeno

Dermatophilus congolensis em concetracdes inferiores.

2.4 Espécie Mitracarpus baturitensis

A planta Mitracarpus baturitensis € uma espécie restrita ao Brasil, sendo referida
para os Estados do Piaui, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Bahia, Goids e Mato Grosso. Planta
heliofita, encontrada entre 40 e 1000 m de altitude, preferencialmente sobre solos rochosos,
lateriticos, ou sobre inselbergs e afloramentos rochosos no Bioma Caatinga e no Cerrado
(SOUZA; CABRAL; ZAPPI, 2010).

Esta espécie caracteriza-se pelos caules de ramificagdo oposta, pela corola com o
dobro do comprimento dos maiores lobos do calice e pelas sementes com depressao
cruciforme dorsal. Além disso, sua bainha estipular com 5-7 setas (vs. 3-11 setas em M.
salzmannianus), folhas opostas (vs. folhas pseudoverticiladas) e sementes com depressao
cruciforme dorsal e encaixe ventral em forma de “X” (vs. sementes sem depressao cruciforme

dorsal e encaixe ventral em forma de “Y-invertido”) (SOUZA, 2008).
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FIGURA 1 - Glomérulo terminal da Mitracarpus baturitensis.

Fonte: Arquivo proprio

Até o presente momento ndo foi descrito nenhum estudo sobre atividades
bioldgicas de produtos dessa espécie visto que se trata de uma planta recentemente descoberta
no nordeste do Brasil. No entanto com base nos estudos descritos anteriormente, podemos
concluir que o género, na qual é pertencente esta espécie, possui amplo espectro de atividades
antimicrobianas, antifungicas, antileshimanial e hepatoprotetora. Além disso, foi demonstrado
gue metabdlitos secundarios como triterpenos, compostos fendlicos e flavondides estdo

envolvidos diretamente nessas atividades.

2.5 Carie

A carie € uma patologia infecciosa, transmissivel que acomete a maioria da
populacdo de diferentes paises (HORST et al., 2012). E caracterizada pela destruicdo da
estrutura dentaria que se da pela presenca de acidos organicos produzidos no metabolismo dos
carboidratos pelas bactérias inseridas no biofilme.

Segundo de Keyes (1960) é uma doenca multifatorial que se desenvolve logo ap6s
a interacdo de trés fatores como: hospedeiro, dieta rica em carboidratos e micro-organismos
presentes. Outro fator acrescentado por Newbrun (1989) conceitua a carie como sendo uma

doenca crénica que aparece apds um tempo de interagcdo com esses fatores.
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FIGURA 2 — Fatores que influenciam o aparecimento da carie.

tempo

dente suscetivel

cérie

dieta

microrganismos

Fonte: Lima (2007): Diagrama de Newbrum incluindo o tempo como outro fator etiol6gico (Modificagdo do
Diagrama de Keyes).

Dentre os fatores citados, os carboidratos presentes na dieta desempenham um
papel fundamental no desenvolvimento da carie (BOWEN, 2002; TOUGER-DECKER; VAN
LOVEREN, 2003; ZERO, 2004; MOYNIHAN, 2005). Dados comprovam que uma dieta rica
em acucares fermentaveis (sacarose, frutose e glicose) predispde ao individuo o aparecimento
da carie dentaria (RUGG-GUNN; MURRAY,1983). Além disso, a sacarose € o carboidrato
mais presente na dieta, por tanto é conhecido como o mais cariogénico até mesmo pela
facilidade de serem metabolizados pelos biofilmes (AIRES et al., 2006).

Vale ressaltar que os carboidratos ao serem metabolizados pelas bactérias,
promovem a producdo de &cidos que atuam desmineralizando a estrutura do dente ou
calcificando a placa (MARSH; MARTIN, 2005). Este fator também contribui para a
agregacdo e coagregacdo de bactérias patogénicas influenciando diretamente no
desenvolvimento de um biofilme cariogénico (FIORETTI; HAIKEL, 2010).

O desenvolvimento da carie tambem pode ser influenciado por fatores
socioeconémico, demograficos e comportamentais tais como: etnia, renda familiar, educacao
dos pais, nivel de escolaridade, crencas e habitos de higiene oral (MOREIRA,;
ROSENBLATT; PASSOS, 2006; LAURIS, 2006; CHU et al., 2010).
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2.6 Progressao da cérie

As bactérias ao fermentarem os carboidratos provenientes da dieta comegcam a
produzir &cidos organicos principalmente o acido latico. Estes por sua vez diminuem pH do
meio facilitando a desmineralizacdo da camada subsuperficial do esmalte dentério.
(LORENZO, 2004).

O esmalte é constituido por 95% de hidroxiapatita, um mineral de fosfato e
carbonato pouco soltuvel em agua, entretanto quando o pH bucal torna-se mais acido essa
substancia pode dissolver-se, caracterizando a desmineralizacdo do dente, esse processo €
descrito pela equacéo:

Ca5(P0O4)30H(s) + H20(1) 5Ca2+(aq) + 3P043-(aq) + OH-(aq)

Existem mecanismos intrinsecos ao hospedeiro que atuam equilibrando o
ambiente bucal. A saliva, por exemplo, atua como agente tamponante impedindo que faixas
de pHs baixo dure por tempo prolongado. (FIORETTI; HAIKEL, 2010). Sendo assim quando
ocorre quedas bruscas do pH pela presencga de &cidos organicos, a saliva por conter ions de
calcio e fosfato aumenta o pH do meio e ainda remineraliza o esmalte dentario (FIORETTI,
NEBOTE, 2006).

O consumo aumentado de carboidratos e um fluxo salivar diminuido cooperam
para a progressao da carie, uma vez que esta se da lentamente com o aparecimento de uma
pequena lesdo clinicamente detectavel, conhecida como “lesdo branca”. Essa lesdo deixa o
dente opaco e com a superficie rugosa (PAIVA et al., 2006). Nem todas as lesdes brancas
avangcam para uma cavitacdo podendo estacionar ou remineralizar dependendo do tratamento
com agentes quimicos (MARSH; MARTIN, 2005). Se o processo desmineralizante tiver
sequéncia (FIGURA 3), o dano aprofunda-se no sentido de cristais do esmalte, alcanca a
juncdo amelo-dentinaria onde se dissemina e propaga-se pela dentina chegando até a polpa
dental causando a total mortificacdo do tecido (LORENZO, 2004).
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FIGURA 3 - Progressdo da cérie dentaria.

A Al 4 ® Al 4 A
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Fonte: Disponivel em: www.odontologiaiwai.com.br/saude_bucal_ iframe_lesao_carie. htm:1. A nivel de
esmalte, ocorre o aparecimento de uma pequena lesdo ap6s a desmineralizagdo. 2. A nivel de dentina, a carie
evolui e atinge a parte da dentina que j& possui termina¢Bes nervosas e consequentemente o surgimento da dor.

3. A nivel de polpa, mortificacéo total do tecido.

A medida que o dente é descalcificado, a dentina vai se tornando cada vez mais
sensivel a certos fatores como: doce, frio e acidos, e com isso, 0 paciente, comega a sentir
dores que provocam desconfortos e acabam que por influenciar na sua qualidade de vida
(ALEXANDRE et al., 2006).

A progressao da cérie pode ser controlada mediante ao uso de agentes quimicos-
mecanicos ou através de métodos cirdrgicos-restaurados (NYVAD, 2005). Além disso, boa
pratica de escovacgdo aliada ao uso de antimicrobianos promove a inibicdo da formacdo de
biofilmes sobre a superficie dos dentes (MARSH; MARTIN, 2005). O gluconato de
clorexidina € um agente antiplaca mais estudado e mais eficaz (FEJERSKOV; KIDD, 2005).
E bastante usado como substancia padrdo para mensuracdo do potencial de outros agentes
devido largo espectro na atividade contra bactérias gram-positivas e gram-negativas
(FEJERSKOV; KIDD, 2005). Porém é comprovado que o mesmo ndo pode ser usado por
tempo prolongado em virtudes dos efeitos colaterais como queimaduras na mucosa e
coloracgéo indesejavel nos dentes (MARSH; MARTIN, 2005).

O fluor também é um quimico importante no controle desta patologia, devido a
sua capacidade de remineralizar a estrutura dentaria (LYNCH; SMITH, 2012). Atualmente a
maioria dos produtos usados para prevencgdo da cérie é a base de fluor, como por exemplo, 0s
dentifricios, enxaguatorios, geis e vernizes além de esta presente na agua de consumo. A acao
remineralizante do fllor se d& pela reagcdo com os tecidos dentarios formando CaF, ou
fluoropatita [Cal0(PO4)f2] dependendo dos niveis de pH do meio (GABRIEL, 2009). No

entanto assim como a clorexidina o flior possui efeitos colaterais, uma vez que 0 uso em
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excesso ocasiona a fluorose dentéria caracterizada pelo aparecimento de manchas

esbranquicadas na superficie do dente.

2.7 Biofilmes

A boca é um ambiente propicio para desenvolvimento de micro-organismos.
Segundo Kolembrander (2010) a boca é comparada a uma ilha por ser um ambiente Unico
com presenca de agua (saliva) e de uma superficie rigida (dentes), além de possuir mudancas
na temperatura e na disposicdo dos nutrientes. Os habitantes dessa ilha sdo o0s micro-
organismos que se encontram distribuidos por toda a cavidade oral colonizando regides como
mucosas (palato, bochechas, lingua etc.), superficies dentarias (lisas, proximiais, fissuras) e o
sulco gengival (FEJERSKOV; KIDD, 2005). Vale ressaltar, que colonizagdo microbiana
nestes ambientes ndo é homogénea, pois dados moleculares confirmam a existéncia de 700
espécies de micro-organismos diferentes, sendo 50% destes ndo cultivaveis em laboratério
(AAS et al., 2005, ZAURA et al., 2009). A maioria destas espécies sdo inofensivas ao
hospedeiro, no entanto algumas foram identificadas como agentes causadores de doencas
como a cérie e a periodontite (MEYER; FIVES-TAYLOR, 1998).

As bactérias ndo se ligam diretamente a superficie do dente, antes é necesséria a
presenca de uma fina camada protéica chamada de pelicula adquirida (FEJERSKOV; KIDD,
2005). Esta pelicula, por sua vez, é rica em proteinas e glicoproteinas proveniente de
diferentes fontes, incluido saliva, componentes bacterianos, fluidos creviculares, restos de
alimentos e de sangue (SCANNAPIECO, 1994). As glicoproteinas existentes atuam como
receptores que sdo reconhecidos pelas adesinas das bactérias que interagem através forcas
eletrostaticas (HARA; ZERO, 2010).

Independente do tipo de superficie do dente os colonizadores iniciais constituem
uma parte selecionada da microbiota oral, principalmente os estreptococos do grupo mitis,
que incluem Streptococcus sanguis, Streptococcus oralis, Streptococcus mitis e Streptococcus
gordonii (BLACK et al., 2004). Juntas, essas espécies de estreptococos somam 95% dos
estreptococos e 56% do total da microbiota inicial (NYVAD; KILIAN, 1990). A medida que
estas bactérias aderem-se e se multiplicam substancias poliméricas extracelulares (SPE) séo
produzidas, facilitando que outras especies de género diferentes interajam, até atingir um
biofilme maduro no tempo de duas a trés semanas (KOLEMBRANDER, 2010).

Os biofilmes séo considerados uma fase do ciclo de vida dos micro-organismos

que se diferenciam da vida planctonica (vida em suspencdo) (LUCCHESI, 2006). Sao
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definidos como uma associacao de células bacterianas e/ou fungos, fixada a umas superficies,
biotica ou abidtica, inclusas em uma complexa matriz extracelular de substancias poliméricas,
juntamente com nutrientes capturados para a formacao da matriz (CASALINE, 2008).
Segundo Huang, Li e Gregory (2011), a formacdo do biofilme se da através de
quatro eventos: formacgdo da pelicula, adesdo inicial, maturacdo e dispersdo do biofilme
(FIGURA 4). Os biofilmes orais sdo os Unicos dentre os biofilmes existentes que necessitam
de glicoproteinas salivares para se anexar ao hospedeiro e desenvolver um biofilme. Para isso
é necessario o envolvimento do dente pela pelicula adquirida, que por sua vez fornece
proteinas como a prolina, o-amilase dentre outras necessarias para adesdo inicial. As
bactérias que se encontra na forma plancténica ligam-se reversivelmente a pelicula por
interacdes fracas. As que ficam aderidas (colonizadoras iniciais) comecam a produzir EPS
(Substancia Poliméricas Extracelulares) com a finalidade de manter as células fixas e unidas -
neste momento a interagdo torna-se irreversivel. A medida que as células vio se multiplicando
e ocupando espaco, outras espécies chamadas de colonizadoras secundarias se ligam a essas
bactérias dando inicio a maturacédo do biofilme. A ultima etapa da formacéo do biofilme é a
dispersao das células, onde as células deixam o biofilme maduro e comecam a colonizar

outras locais em busca de nutrientes para sua sobrevivéncia.

FIGURA 4 - Formacao do biofilme oral.

A Pelicula adquirida B Adesao inicial C Maturagio D pispersao
L]
]
° A
L # 3®
PSS

acquired pellicle acquired pellicle

Superfice do dente

Fonte: Huang (2011): A- Revestimento da superficie do dente com saliva formando a pelicula adquirida, B-
adesdao inicial das bactérias a pelicula, C- maturagdo do biofilme com a coagregacdo de outras espécies a

bactérias ja aderidas e D- dispersdo de bactérias para a colonizagdo de outros microambientes.

As bactérias inseridas no biofilme tornam-se 1000 vezes mais resistentes a acao
de antibioticos, protozoérios, alteracdes mecanicas, temperatura e sistema imunolégico do
hospedeiro (TORTORA; FUNK; CASE, 2011; LOPEZ; VLAMASK; KOLTER, 2010). O
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aumento dessa resisténcia esta intimamente relacionado a presenca de Substancias
Poliméricas Extracelulares-SPE. Estas SPE atuam como barreira dificultando a passagem de
agentes antimicrobianos para dentro do biofilme, bem como a expressdo de metabdlitos
secundarios necessarios para o blogueio da acdo desses agentes (LEWIS, 2005).

Além da resisténcia os biofilmes sdo geralmente patogénicos, essa caracteristica
esta muitas vezes relacionadas com a presenca de determinados patégenos como
Streptococcus mutans (EGUCHI et al., 2011). Através de estudos realizados S. mutans foi
encontrado colonizando lesbes nas superficie do dente, além de induzir a formacéo de cérie
em ratos (LOESCHE, 1986).

2.8 Streptococcus mutans

Streptococcus mutans é caracterizado como um coco gram-positivo (FIGURA 5)
de morfologia ovalada, medindo aproximadamente 0,5 a 0,75 um de diametro, na qual
agrupam-se aos pares ou em cadeias (TORTORA, FUNKE, CASE, 2011). Sdo bactérias
anaerdbias facultativas, capazes de metabolizar uma grande variedade de agUcares (BALLINI;
2011). Encontra-se inserida no grupo mutans, formado por 8 sorotipos (a-h), com base na
especificidade soroldgica e nos antigenos de carboidratos localizados na parede celular
(MARSH; MARTIN, 2005; NAKANO; OOSHIMA, 2009). Estdo contidas neste grupo sete
espécies distintas, tais como: S. mutans, S. sobrinus, S. cricetus, S. rattus, S. macacae, S. ferus
e S. downei (MARSH; MARTIN, 2005). Dentre estas, S. sobrinus da continuidade ao
desenvolvimento da carie iniciada por S. mutans (KOHLER et al., 2003 appud (BALLINI;
2011). Streptococcus mutans pode colonizara orofaringe, o trato gastrointestinal e o trato
urinario, além de ocasionar infeccdes no endocardio e infecgBes intra-abdominais
(MURRAY, 1998).
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FIGURA 5 — Streptococcus mutans

Fonte: http://odontopedia.info/index.php/Streptococcus_mutans:Streptococcus mutans vista em microscopio

eletrénico.

De acordo com os sorotipos, S. mutans é classificada em trés tipos c, e, e f que se
diferenciam pela presenca de polimeros de ramnose, glicose na parede celular (NAKANO;
OOSHIMA, 2009). Estes polimeros por sua vez, sdo formados de uma cadeia central com
residuos de ramnose a-1,2 e a-1,3; e cadeias com residuos glicoliticos -1,2 sorotipo e a-1,2
sorotipo ¢, B-1,2 e a-1,3 sorotipo f. A presenca na cavidade oral destes sorotipos variam muito
como, por exemplo, o sorotipo ¢ encontra-se em maior quantidade cerca de 70-80%, seguido
do sorotipo e 20% e do sorotipo f em menor gquantidade com 5% (NAKANO; OOSHIMA
2009).

A diferenciacdo desses acUcares na parede celular bacteriana pode ser apontada
como fator de viruléncia, assim como a capacidade de adesdo na superficie, produgdo de
bacteriocinas (mutacinas) (RODRIGUES et al., 2008), producdo de acidos e a tolerancia em
pH relativamente baixo (ARNOLD et al., 2007). O conjunto destes fatores resulta na
modificacdo da ecologia da placa dentéaria, favorecendo o aumento de S. mutans e de micro-
organismos similares (MARSH; MARTIN, 2005) como, por exemplo, Streptococcus sobrinus
que segundo Kohler, Bikhed e Olsson 1995, em experimentacdo animal, se mostrou tdo
acidogénica quanto S. mutans.

A adesdo de Streptococcus mutans a superficie do dente é independente da
sacarose resultando na ligacdo de adesinas bacterianas a glicoproteinas salivares que recobrem
a superficie do dente (NOBBS et al., 2009). Streptococcus mutans interagem com aglutininas
salivares, superficie epiteliais e outras bactérias (BALLINI, 2011). Dentre as adesinas pode-se
destacar o Antigeno | / 1, e a proteina A, chamada de WapA, presentes na superficie de S.
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mutans, auxiliam no reconhecimento e na adesdo da bactéria a proteinas salivares ricas em
prolina (NICOLAS; LAVOIDE; 2011).

A bactéria na presenca da sacarose expressa enzimas GTF’s, glicosiltransferase, e
FTS’s, futasiltransferase, que quebram a sacarose em glicose e frutose produzindo energia e
grande quantidade de acido latico (BOWEN; KOO, 2011). As moléculas de glicose sdo
convertidas, através dessas enzimas, em polissacarideos intracelulares de alto peso molecular
(amilopectina ou glicogénio) (MARSH; MARTIN, 2005). Este processo proporciona
armazenamento de material para o metabolismo energético quando nenhum substrato exégeno
for encontrado. Além disso, na auséncia de sacarose, 0s S. mutans podem produzir hidrolases
glicosidicas que extraem carboidratos da saliva como fonte energética (KINDBLOM et al.,
2012).

Os S. mutans produzem pelo menos trés GTF’s distintas que atuam quebrando
sitios de ligagcdoo (1>3) e a(1->6) ligados a glucanos (BURNE, 1998). A GTF B sintetizam
primeiramente glucanos insoliveis, GTF C produz uma mistura de glucanos sollveis e
insoluveis, enquanto GTF D forma predominantemente glucanos soltveis (AOKI et al., 1986;
HANADA; KURAMITSU, 1989 appud BALLINI, 2011). Juntas essas enzimas auxiliam na
adesdo de S. mutans e de outras bactérias a superficie, porém com afinidades diferentes a
hidroxiapatita (NAPIMONGA et al., 2005; BOWEN; KOO, 2011), sendo a GTF C com
maior afinidade por possuir mais sitios de ligacdo do que as GTF D ou B (VACCA-SMITH;
BOWEN, 1991).

Além das glicosiltransferases, existem proteinas de ligacdo a glicanos (Gbps) que
ajudam o micro-organismo no reconhecimento dos glucanos e assim facilitando seu acimulo
(STIPP et al., 2008). Tém sido identificadas pelo menos 4 tipos de Gbp em S. mutans: Gbp A
(RUSSELL, 1979), Gbp B (SMITH et al., 1994), Gbp C (SATO; YAMAMOTO, 1997) e Gbp
D (GUGGENHEIM; BURCKHARDT, 1974; RUSSELL, 1979; BANAS; VICKERMAN,
2003). Essas Gbp sdo proteinas extracelulares que se encontram associadas a parede celular
da bactéria formando uma “ponte” que liga as superficies celulares destes micro-organismos a
matriz celular de glucanos (NICOLAS; LAVOIE 2011).
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2 OBJETIVO

3.1 Geral

e Avaliar a atividade antimicrobiana dos compostos isolados do extrato
etanolico das partes aéreas de Mitracarpus baturitensis frente a bactéria Streptococcus

mutans.

3.2. Objetivos especificos

e Obter o extrato etandlico (EEMB), as fracGes, assim como o isolar, purificar e
caracterizar os metabdlitos secundarios das partes aéreas de Mitracarpus baturitensis;

e Verificar a concentracao inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida
minima (CBM) dos metabdlitos secundarios sobre Streptococcus mutans;

¢ Analisar o efeito dos metabdlitos secundarios sobre a curva do tempo de morte
da bactéria;

o Verificar a formacdo de biomassa bacteriana no biofilme monoespécie de S.
mutans quando submetido a acdo dos metabolitos secundarios;

e Verificar o efeito dos metabolitos secundarios do extrato etanolico da

Mitracarpus baturitensis sobre o biofilme formado.
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3 MATERIAIS E METODOS

4.1 Parte experimental

4.1.1 Métodos de andlise

4.1.1.1 Métodos cromatograficos

As cromatografias de adsorcdo foram executadas utilizando gel de silica, com
granulometria de 70-230 mesh, da marca Vetec (cromatografia gravitacional) e 230-400 mesh
da marca merck para cromatografia sob média pressao (cromatografia flash). O comprimento
e o didmetro das colunas variaram de acordo com as aliquotas das amostras a serem
cromatografadas e com a quantidade de silica empregada. As cromatografias em camada
delgada (CCD) foram realizadas utilizando folhas ou laminas comerciais de gel de silica 60,
(@ um 5-40), com indicador de fluorescéncia na faixa de 254 nm (Fs4) sobre cromatofolha de
poliéster, MACHEREY NAGEL ou laminas de vidro revestidas com gel de silica 60 (0,063 -
0,200 MM) (70 — 230 MESH).

As revelacOes das substancias nas cromatoplacas analiticas e laminas de vidro
foram realizadas através da exposicdo destas a irradiacdo ultravioleta (UV) nos comprimentos
de onda 254 e 366 nm, emitidos por ldmpada modelo UVSL-25 da Mineral Ligh e/ou pela
borrifacdo com solugdo de vanilina/acido perclorico/EtOH, seguida de aquecimento em estufa
(= 100 °C), por aproximadamente 5 minutos. Os solventes utilizados como eluentes foram:
hexano, AcOEt, e MeOH, puros ou em misturas binarias, com gradiente crescente de
polaridade, todos de qualidade P. A. da marca Synth ou Vetec. A destilacdo das solugdes

resultantes foi realizada sob pressédo reduzida em evaporador rotatorio da marca FISATON.

4.1.1.2 Métodos fisicos

4.1.1.2.1 Ponto de fusdo

Os pontos de fusdo das substancias isoladas foram obtidos em equipamento de

Microdeterminagdo digital da Microquimica com placa aquecedora e uma central de
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processamento MQAPF-302. As determinacGes foram realizadas a uma velocidade de

aquecimento de 2°C/min e néo foram corrigidas.
4.1.1.2.2Espectroscopia na regido de absorcéo do infravermelho (1V)

Os espectros de absorcdo, na regido do infravermelho, foram registrados em
espectrometro Perkin-Elmer, modelo 1000-FT, utilizando-se pastilhas de brometo de potassio
(KB).

4.1.1.2.3 Espectroscopia de ressonancia magnéetica nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) e
carbono-13 (RMN *3C), uni e bidimensionais, foram obtidos em espectrometro Bruker,
modelo DPX-500, operando na frequéncia de 500 MHz para hidrogénio e 125 MHz para
carbono-13.

O solvente deuterado utilizado na dissolucdo das amostras e obtencdo dos
espectros foi (CDCls).

Os deslocamentos quimicos (3) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e
referenciados nos espectros de RMN *H pelo pico de hidrogénio pertencente & fracdo nao
deuterada do solvente cloroférmio (64 7,27), enquanto que nos espectros de carbono-13 0s
deslocamentos quimicos (6) foram referenciados pelo pico central do carbono-15 do
cloroférmio (577,23).

As multiplicidades das absor¢des foram indicadas segundo a convencao; s
(singleto), d (dubleto), dd (duplo dubleto), t (tripleto), quint. (quinteto) e sext. (sexteto).

O padrdo de hidrogenacdo dos carbonos foi determinado através da utilizacdo da
técnica DEPT (Distortionsless Enhancement by Polarization Transfer), com éangulo de
nutacdo de 135° (CH e CHs3 com amplitude em oposicdo aos CH,). Os carbonos néo-
hidrogenados foram caracterizados pela subtragéo dos sinais do espectro BB (Broad Band) e
DEPT 135° e segundo convencdo: C (carbono néo-hidrogenado), CH (carbono metinico),

CH, (carbono metilénico) e CHz (carbono metilico).
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4.2 Isolamento, purificacdo e caracterizacdo dos constituintes quimicos isolados.

4.2.1 Obtencéo do material botanico de Mitracarpus baturitensis.

A planta foi coletada na Serra do Rosario - Distrito de Jord&o, estado da Ceara em
Marco de 2009 e identificada pelo Prof. Elnatan Bezerra de Sousa (Coordenacdo de Biologia
da Universidade Estadual Vale do Acaral — UVA). A exsicata, correspondente a coleta,
encontra-se depositada no Herbario Francisco José de Abreu Matos - UVA, sob o numero
14660.

4.2.2 Obtencédo do extrato etandlico das partes aéreas de M. baturitensis.

As partes aéreas de Mitracarpus baturitensis (518,2 g) foram secas a temperatura
ambiente, trituradas e extraidas com etanol por um periodo de 15 dias. A solucdo resultante
foi destilada sob pressdo reduzida, seca em banho-maria resultando em 150 g de extrato

etanolico, o qual foi codificado de EEMB.

4.2.3 Tratamento cromatografico do extrato etand6lico (EEMB).

Uma aliquota de 100 g de extrato etandlico (EEMB) foi submetida a uma particéo
sequencial (extracdo liquido-liquido), onde o material foi inicialmente solubilizado em 100
mL de uma mistura de MeOH/H,0 (7:3). A solucdo hidrometandlica foi extraida com 70 mL
de AcOEt. A fase organica foi entdo separada da fase aquosa, que foi novamente submetida a
extracdo com 70 mL de n-BuOH. Cada extracdo foi repetida por trés vezes e as solucBes
resultantes foram evaporadas a presséo reduzida, fornecendo trés fracdes, descritas na Tabela
1.

TABELA 1 - Dados referentes a particao liquido-liquido de EEMB.

Fracdes resultantes Sigla Peso () Re (%)
AcOEt FAMB 43,0 43,0
n-BuOH FBMB 36,3 36,3
Hidrometandlica FHMMB 6,4 6,4

Fonte: Arquivo proprio
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4.2.4. Fracionamento cromatografico da fracdo acetato (FAMB).

A fracdo FAMB (43,0 g) foi misturada a 126,6 g de gel de silica, pulverizada em
gral de porcelana e disposta sobre 140,0 g de gel de silica em coluna de 250 mL. A eluic&o foi
realizada com os solventes: hexano/CHCI; 50%, CHCI;, CHCIs/AcOEt 50%, AcOEt e
MeOH. As soluctes obtidas (1 x 500 mL cada) foram concentradas sob presséo reduzida e,

posteriormente, analisadas por CCD resultando em 5 frac6es, descritas na Tabela 2.

TABELA 2 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico de FAMB.

Eluente Concentracdes (%) Peso (g)
Hexano/CHClI; 50 0,8
CHClI; 100 0,1
CHCI3/AcOEt 50 4,7
AcOEt 100 2,6
MeOH 100 35,3

Fonte: Arquivo proprio.

4.2.5 Fracionamento cromatografico da fragdo CHCI3/AcOEt 50% isolamento do acido
ursoélico (AU) e do acido pomolico (AP).

A fracdo CHCI3/AcOEt 50% (4,7 g), obtida da fracdo FAMB, foi misturada a
5,77 g de gel de silica, pulverizada em gral de porcelana e disposta sobre 52,0 g de gel de
silica em coluna de 125 mL. O fracionamento foi realizado com a série de eluentes: hexano,
CHCI3, AcOEt e MeOH, puros ou em mistura binarias, em ordem crescente de polaridade.

Foram obtidas 34 fracGes de 25 mL cada, de acordo com a Tabela 3.

TABELA 3 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fracdo CHCI3/AcOEt
50%

Eluente Concentracoes (%0) Fragdes (25 mL)
hexano/CHCl; 50:50 1-2
hexano/CHCl; 40:60 3-4

hexano/CHCI; 30:70 5-6
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hexano/CHCl; 20:80 7-8
hexano/CHCl; 10:90 9-10
CHCI; 100 11-12
CHCI3/AcOEt 90:10 13-14
CHCI3/AcOEt 80:20 15-16
CHCI3/AcOEt 70:30 17-18
CHCI3/AcOEt 60:40 19-20
CHCI3/AcOEt 50:50 21-22
CHCI3/AcOEt 40:60 23-24
CHCI3/AcOEt 30:70 25-26
CHCI3/AcOEt 20:80 27-28
CHCI3/AcOEt 10:90 29-30
AcOEt 100 31-32
MeOH 100 33-34

Fonte: Arquivo proprio.

Estas fracbes foram concentradas sob pressdo reduzida e analisadas por CCD,
resultando nos seguintes grupos: Fr. 1-2 (12,4 mg), Fr: 3-5 (15,8 mg), Fr: 6-21* (3,9 g), Fr:
22-23 (107,4 mq), Fr: 24-26 (63,8 mg), Fr: 27-29 (33,7 mg), Fr: 30-34 (72,1 mg).

A fracdo 6-21 (3,9 g) foi misturada a 1,6 g de gel de silica, pulverizada em gral de
porcelana e acondicionada sobre 31,2 g de gel de silica em coluna de 125 mL. O
fracionamento foi conduzido com os solventes: hexano, CHCIl3,AcOEt e MeOH, puros ou em
mistura binarias, aumentando gradativamente a polaridade como indicado na Tabela 4. Foram
coletadas 153 fragcOes de aproximadamente 10 mL cada, cuja analise por CCD permitiu reuni-
las em sete grupos: Fr. 1-7 (17,1 mg), Fr. 8-22 (69,6 mg), Fr. 23-38 (256,6 mg), Fr. 39-50
(282,5 mg), Fr. 51-142* (2,3 g), Fr. 143-153 (50,0 mg).

TABELA 4 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fragdo 6-21.

Eluente Concentracoes (%0) Fragdes (10 mL)
hexano/CHCI; 50:50 1-8
hexano/CHCl; 40:60 9-21
hexano/CHCl; 30:70 22-33

hexano/CHCI; 20:80 34-46
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hexano/CHCl; 10:90 47-59
CHCl; 100 60-71
CHCI3/AcOEt 90:10 72-84
CHCI3/AcOEt 80:20 85-97
CHCI3/AcOEt 70:30 98-109
CHCI3/AcOEt 60:40 110-120
CHCI3/AcOEt 50:50 121-132
CHCI3/AcOEt 10:90 133-143
AcOEt 100 144-149
MeOH 100 150-153

Fonte: Arquivo préprio.

A fracdo 51-142 (2,3 g) foi misturada a 3,6 g de gel de silica, pulverizada em gral
de porcelana e acondicionada sobre 54,3 g de gel de silica em coluna de 125 mL. O
fracionamento foi realizado com os solventes: hexano, CHCIl3;, AcCOEt e MeOH, puros ou em
mistura binarias, em gradiente crescente de polaridade conforme descrito na Tabela 5. Desta
coluna obteve-se 182 fracdes de 10 mL, as quais apds analise por CCD foram reunidas em
cinco grupos: Fr. 1-13 (1,2 mg), Fr. 14-44 (36,5 mg), Fr. 45-86* (823,0 mg), Fr. 87-156
*(572,3 mg) e Fr. 157-182 (93,5 mg).

TABELA 5 - Dados referentes ao fracionamento cromatogréafico da fracdo 51-142.

Eluente Concentracgdes (%) Fragdes (10 mL)
Hexano/CHCI3 10:90 1-17
CHCl; 100 18-31
CHCI3/AcOEt 90:10 32-85
CHCI3/AcOEt 80:20 86-109
CHCI3/AcOEt 70:30 110-123
CHCI3/AcOEt 60:40 124-136
CHCI3/AcOEt 50:50 137-151
AcOEt 100 152-161
MeOH 100 162-182

Fonte: Arquivo proprio.
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A fracdo 45-86 (823,0 mg) foi misturada a 1,3 g de gel de silica “flash”,
pulverizada em gral de porcelana e acondicionada sobre 178,7 g de gel de silica “flash”, em
uma coluna de 125 mL. A coluna foi empacotada e eluida com CHCI3/AcOEt 50%, obtendo-
se 143 fracdes de aproximadamente 5 mL, que apos analise por CCD, foram reunidas dando
origem aos grupos: Fr. 1-104 (50,4 mg), Fr. 105-142 (245,1 mg), Fr. 143-153 (286,7 mg) e
154 (55,6 mg). A fracdo 105-142 (245,1mg) foi novamente submetida a uma coluna “flash”,
sendo misturada a 564,4 mg de gel de silica, pulverizada em gral de porcelana e
acondicionada sobre 56,6 g de gel de silica em coluna de 125 mL. O fracionamento foi
realizado utilizando uma mistura binaria de CHCI3/AcOEt 30%. Deste fracionamento obteve-
se 76 fracBes de aproximadamente 8 mL. A analise por CCD possibilitou reuni-las em cinco
grupos: Fr. 1-16 (10,3 mg), Fr. 17-41 (129,7 mg), Fr. 42-57 (18,9 mg), Fr. 58-63 (17,0 mg),
Fr. 64-76 (30,7 mg). A fracdo 17-41, obtida na forma de um sélido branco envolto em um
liguido amarelo, foi adicionado acetona, seguida de filtracdo, resultando em 54,0 mg de um
s6lido branco, codificado como MB-1, que ap6s comparagdo dos dados de RMN *H e *C
com a literatura (FALCAO; FERNANDES; MENEZES, 2003) foi identificado como sendo o
acido ursélico (AU).

A fracdo 87-156 (572,3 mg), resultante do fracionamento cromatografico da
fragdo 51-142, foi misturada a 1,1 g de gel silica “flash”, pulverizada em gral de porcelana ¢
acondicionada sobre 43,9 g de gel de silica “flash”, em uma coluna de 125 mL. A coluna foi
empacotada e eluida com uma mistura de hexano/acetona 20%, deste procedimento foram
obtidas 93 fracdes de aproximadamente 8 mL, as quais foram reunidas apds analise em CCD
e resultaram nos seguintes grupos: Fr. 1-16 (23,9 mg), Fr. 17-28 (18,0 mg), Fr. 29-63 (127,9
mg), Fr. 64-68 (116,0 mg), Fr. 69-73 (127,0 mg), Fr: 74-77 (71,9 mg) e Fr. 78-94 (131,3 mg).
A fracdo 29-63 (127,9 mg) foi misturada a 253,3 mg de gel de silica pulverizada em gral de
porcelana e submetida a uma nova coluna “flash” sobre 15,1 g de gel de silica, em uma coluna
de 125 mL. A coluna foi empacotada e eluida com uma mistura binéria de hexano/acetona
30%. Desta coluna obteve-se 50 fracdes de aproximadamente 5 mL, que apds andlise por
CCD foram reunidas da seguinte forma: Fr: 1-4 (14,0 mg), Fr: 5-9 (8,5 mg) e Fr: 10-50 (113,4
mg). A fragdo 10-50 (113,4 mg) foi novamente submetida a fracionamento cromatografico
utilizando gel de silica “flash”, sendo misturada a 276,7 mg de silica, pulverizada em gral de
porcelana ¢ acondicionada sobre 25,64 g de gel de silica “flash”. A eluigao foi realizada com
CHCls/acetona 10%, foram obtidas 100 fracdes de aproximadamente 5 mL, das quais as
fracOes 47-64, reunidas de acordo com seus Rfs, apds monitoramento por CCD, resultaram

em 71,3 mg de um solido branco misturado com um sélido amarelo. A adi¢cdo de acetona a
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esta mistura, sequido de filtracdo, resultou em 43,7 mg de um sélido branco, amorfo,
codificado de MB-2, que ap6s comparacdo com substancia padrdo revelou tratar-se do acido
pomolico (AP).

4.3 Solubilizacéo e diluicédo das substancias teste

Para a solubilizacdo dos materiais, levou-se em conta a diferenca de polaridade
dos mesmos. Dessa forma, os compostos AU e AP, foram solubilizados em dimeltilsulfoxido
(DMSO) concentrado, em seguida, dissolvido em &gua destilada até obter uma concentragdo
final de 1000 pg. mL™, com uma porcentagem maxima de 8% de DMSO do volume total. Em
seguida, as solucdes foram submetidas a dilui¢cGes seriadas na base dois para obtencdo de
diferentes concentracdes (500 — 7,8 pg.mL™). Como controles, foram utilizados clorexidina
(controle positivo) nas concentracdes decrescentes de 500 ug.mL™ e 4gua estéril com DMSO
a 8% (controle negativo).

4.4 Micro-organismo

A espécie Gram-positiva Streptococcus mutans ATCC 25175, usada neste estudo,
foi gentilmente cedida pelo Instituto Oswaldo Cruz-FIOCRUZ Rio de Janeiro-Brasil.

4.5 Crescimento da estirpe

Partindo de uma cultura estoque em meio BHI (Brain Heart Infusion) com 20%
de glicerol, 50 pL da bactéria foi inoculado em 5 mL de meio BHI caldo fresco e incubada
por 24 h, a 37 °C com 10% de CO,. Apds a ativacdo inicial, a cultura foi renovada,
transferindo-se 50 pL do inéculo para 5 mL de BHI caldo estéril e cultivado sobre as mesmas

condig@es de crescimento anteriormente citadas.
4.6 Ajuste da Absorbancia
Apos a ativacdo e crescimento da bactéria, a cultura foi transferida para tubos tipo

eppendorf e centrifugados (5000 rpm, 4°C por 5 min), sendo ressuspendida em novo meio
BHI caldo estéril duas vezes concentrado e entdo reunido em tubos falcons de 50 mL, que
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com o auxilio do espectrofotrdmetro (Sunrise-tecam) a 640 nm, teve sua densidade celular
ajustada a 2x10° CFU mL™.

4.7 Atividade antimicrobiana

A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos compostos AU e AP foi realizada
segundo o teste de microdiluicdo em placas de poliestireno de 96 pocos de fundo “U”
padronizada segundo a diretriz M7-A 6 edicdo (metodologia dos testes de sensibilidade a
agentes antimicrobianos por diluicdo para bactérias de crescimento aerdbico), traducdo de
uma norma de aplicacdo global desenvolvida mediante o processo do CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute).

Cada poco da placa foi preenchido inicialmente com 100 pL da suspensdo
bacteriana meio BHI caldo (2 x 10° CFU mL™). Em seguida adicionou-se mais 100 pL das
substancias teste nas concentragdes acima citadas, obtendo um volume final de 200 pL.

Em seguida, a placa foi incubada por 24 horas, a 37°C com 10% de CO,. A
avaliacdo do crescimento bacteriano foi mensurada pela turbidez com auxilio do
espectrofotébmetro (Sunrise-tecam) a 620 nm. Foi considerado CIM (Concentracdo Inibitéria
Minima) a menor concentracdo das substancias testes capaz de inibir visualmente o
crescimento bacteriano. Para determinacdo da CBM (Concentracdo Bactericida Minima) foi
retirado 10 pL da solucdo contida nos pocos da placa que ndo apresentaram crescimento
microbiano, e inoculados em placas de petri com meio BHI Agar e em seguida incubadas nas
mesmas condigBes do experimento. Ap6s o periodo de 24 horas avaliou-se o crescimento
bacteriano.

4.8 Curva do tempo de morte

Para a realizacdo deste teste, foi adicionado em uma placa de poliestireno de 96
pocos 100 pL da solucéo teste na concentracdo de 500 pg.mL *juntamente com 100 uL de
suspenso bacteriana em meio BHI caldo (2x) com a densidade celular (2 x 10° CFU mL™). O
mesmo foi realizado para os controles positivo e negativo. A placa montada foi entdo
incubada em 10% de CO, a 37°C. Nos tempos 0, 5, 10, 15, 30, 60 minutos e 1, 5, 12 e 24
horas de incubacgdo, foram coletadas aliquotas de 10 pL de cada pogo do teste, controle
positivo e negativo, homogeneizados em eppendorf e diluidos seriadamente na base dez em
NaCl 0,15%. Em seguida 10 pL de cada diluicdo foram plaqueadas e incubadas por 48 horas
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nas mesmas condic¢des citados anteriormente. Apos esse tempo as coldnias crescidas foram
contadas e corrigidas o nimero de células, multiplicando o nimero de UFC na placa pela

diluicéo, expressando o valor em niimero de UFC mL™.
4.9 Ensaio de inibicdo da formacao do biofilme

Placas de poliestireno de 96 pogos foram preenchidas com 100 pL das solucbes
teste nas diferentes concentracfes, mais 100 uL de suspensdo bacteriana com a densidade
celular (2 x 10° CFU mL™) em meio BHI caldo (2x concentrado), suplementado com 2% de
sacarose. Em seguida, as placas foram incubadas por 24 horas, a 37°C com 10% de CO,.

4.9.1 Quantificacéo da biomassa

Ap0s 24 horas de incubagdo os pogos foram lavados com agua destilada (3x) para
retirada das células fracamente aderidas e adicionado 200 puL de metanol a 95% por 10
minutos para fixacdo das células em biofilme. Adicionou-se, entdo, 200 uL de cristal de
violeta 0,1% por mais 10 minutos, em temperatura ambiente para cora-lo. Apos duas lavagens
com agua destilada, o corante remanescente foi removido com &cido acético 33% e entéo as
moléculas de biofilme foram quantificadas através da medi¢édo da densidade Optica a 570 nm

pelo leitor de placas ELISA (BioTrak Il Plate Reader-Amersham Biosciences).
4.10 Ensaio de susceptibilidade do biofilme

Em duas placas de microtitulagdo foram adicionados 200uL de BHI caldo
suplementado com 1% de sacarose juntamente com a suspencao bacteriana ajustada para 2 X
10° CFU mL™. Em seguida as mesmas foram incubadas por 24horas a 37°C em CO,. Apds
esse tempo, as células em suspensdo foram retiradas e as células fixas foram lavadas com
NaCl 0,15% (3x) . Em seguida 100pL do teste na concentracdo de 500 pg.mL™ e 100pL de
meio BHI (2x) suplementado com 2% de sacarose foram adicionados aos pocos de ambas as
placas. O mesmo procedimento foi realizado para o controle positivo, ja para o controle
negativo, houve apenas a troca do meio. As placas foram incubadas durante 1hora nas
mesmas condicOes anteriores. Ao passar o tempo de 1h uma placa foi quantificada a sua
biomassa com CV (item 4.7.1) e na outra fez-se a verificacdo da viabilidade celular pela
contagem de UFC.
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4.10.1 Analise da viabilidade celular por Unidades formadoras de col6nias UFC

Para execucdo do referido teste através do método de Contagem de Unidade
formadora de colénias (UFC), a placa de biofilme crescido foi retirada da estufa e submetida a
trés lavagens com solucdo de NaCl 0,15 M. Posteriormente 200 pL da mesma solugdo foi
adicionado aos pocgos da placa e levado para o banho ultra-som (Sonicor/SC-52) por 10
minutos para liberacdo das células formadoras de biofilme. O volume de cinco pogos foram
retirados, com movimento de up-down e reunidos em um eppendorf esterilizado resultando
em um volume final de 1 mL. Em seguida, em uma nova placa de 96 pocos realizou-se a
diluicdo seriada na base dez da suspensao de células para posterior plaqueamento e incubacgéo
a 37°C durante 24 horas. Apés a contagem do namero de col6nias crescidas em cada placa,
foi feito a correcdo do numero de células multiplicando o nimero de UFC na placa pela

diluicéo, expressando o valor em niimero de UFC mL™.

4.11 Andlise estatistica

Trata-se de um estudo quantitativo experimental. Todos os experimentos foram
realizados em triplicatas e os resultados dos testes antimicrobianos, foram demonstrados
através de graficos. A diferenca entre as médias das triplicatas foi verificada através da
aplicacdo do teste One-way ANOVA com Bonferroni pos-teste, executados com o auxilio do
programa GraphPad Prism versdo 3.00 para Windows, Software GraphPad, San Diego
California USA. Nesses testes foram considerados estatisticamente significativos valores de
p<0,001.
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5 RESULTADOS
5.1 Elucidacédo estrutural do metabdlito bioativo isolado de Mitracarpus baturitensis
5.1.1 Determinacéo estrutural de MB-1

O tratamento cromatografico da fracdo hexano/AcOEt 50%, do extrato etandlico
das partes aéreas de M. baturitensis, de acordo com o procedimento experimental (ITENS
4.2.3), resultou no isolamento de um sélido branco amorfo e com ponto de fusdo na faixa de
237,5-241,7°C.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (FIGURA 7) apresentou uma
banda em 3399 cm™, compativel com a presenca de grupo hidroxila, uma banda intensa em
2924 cm™, caracteristica de deformacdo axial de ligagdo C-H; uma banda em 1686 cm™,
compativel com a presenca de uma carbonila de acido carboxilico, além das absorgdes em
1029 cm™ referente a deformagéo axial de ligagdo C-O e 1456 cm™ referente a deformacéo
axial de alcenos.

O espectro de RMN **C-BB [125 MHz, CDCl;] (FIGURA 9) apresentou 30 linhas
espectrais. Através da interpretacdo dos espectros de RMN **C-BB e DEPT 135° (FIGURA
10), foi possivel determinar para a estrutura de AU a presenca de sete carbonos metinicos,
nove carbonos metilénicos, sete carbonos metilicos e seis carbonos ndo-hidrogenados,
observados na Tabela 6. Esses dados forneceram subsidios para deduzir a formula molecular

C3oHs20, a qual apresenta 7 lacunas de insaturacao.

TABELA 6 -Padrdo de hidrogenacdo determinado por meio da analise comparativa entre 0s
espectros de RMN **C-BB e DEPT 135° de MB-1.

C CH CH, CHjs Formula molecular
180,3 (C=0)* 78,1 (CO)* 39,4 29,2
139,6 126,0 37,8 24,3
48,4 56,2 33,9 21,8
42,9 53,9 31,4 17,9
40,3 48,4 30,4 17,8

37,7 39,8 28,4 16,9
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37,6 39,9 25,3 16,4
24,0
19,2
6C 7CH 9CH; 7CH3 C30H4803

Fonte: Arquivo proprio. ® carbonila de acido; b- oxigénio pertencente a um grupo hidroxila.

O sinal em &¢ 78,5 (CH) caracterizou um carbono oxigenado. Os sinais em ¢
139,6 (C) e 126,0 (CH) evidenciaram a presenca de uma dupla ligacao trissubstituida.

O espectro de RMN *H [300 MHz, CsDsN] (FIGURA 8) apresentou um singleto
largo em &y 5,52 (1H, sl, H-12), caracteristico de hidrogénio olefinico. Um sinal em &y 3,48
(1H, t, J = 8,1 Hz, H-3), referente a hidrogénio pertencente ao carbono carbindlico e sete
sinais correspondentes a grupamentos metilicos, cinco deles apresentando-se como singleto
o1 0,91, 1,04, 1,07, 1,25 e 1,27 e dois como um dubleto em 6, 0,97 e 1,01.

Com base na analise exposta acima, e comparacdo com dados obtidos de RMN *H
e RMN ®3C registrados na literatura (GOHARI et al., 2009), de acordo com a tabela 7, pég.
44, concluiu-se que MB-1 tratava-se do triterpeno de esqueleto ursano, &cido 3B-hidroxi-urs-
12-eno-28-6ico, usualmente conhecido como acido ursolico, isolado de Mitracarpus scaber
(GBAGUIDI et al., 2005).

FIGURA 6 - Acido 3B-hidroxi-urs-12-eno-28-6ico (Acido ursolico)

Fonte: Arquivo proprio



TABELA 7 -Deslocamentos quimicos (8) de RMN **C (CDCls) de MB-1.

44

MB1 Lit.*>

C dc dc
1 39,4 39,4

2 28,4 28,1

3 78,5 78,1

4 37,7 39,1

5 56,2 55,8

6 19,2 18,8

7 33,9 33,6

8 40,3 40,0

9 48,4 48,0
10 37,6 37,3
11 24,0 23,6
12 126,0 125,7
13 139,6 139,3
14 42,9 42,5
15 30,4 28,7
16 25,3 24,9
17 48,4 48,0
18 53,9 53,6
19 39,9 39,5
20 39,8 39,4
21 31,4 31,1
22 37,8 37,5
23 29,2 28,8
24 16,9 16,6
25 16,4 15,7
26 17,9 17,5
27 24,3 23,9
28 180,3 179,9
29 17,8 17,5
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21,8

21,4

Fonte: Arquivo préprio.*Deslocamentos quimicos da literatura (GOHARI et al., 2009).

Acido 3B-hidroxi-urs-12-eno-28-oi (Acido ursolico)

FIGURA 7 - Espectro de absorgéo na regido do infravermelho (KBr)de MB-1
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FIGURA 8 - Espectro de RMN *H (300 MHz, CsDsN) de MB-1.
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FIGURA 10 - Espectro de RMN **C-DEPT135° (75 MHz, CsDsN) de MB-1.
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5.1.2 Determinacéo estrutural de MB-2

O tratamento cromatogréafico da fracdo CHCI3/AcOEt 50%, do extrato etandlico
das partes aéreas de M. baturitensis, de acordo com o procedimento experimental (ITEM
4.2.5) pag. 34, resultou no isolamento de um sélido branco amorfo e com ponto de fusdo na
faixa de 305,3-307,7°C.

O espectro de absorcédo na regido do infravermelho (FIGURA 12) apresentou uma
banda em 3383 cm™, que juntamente com a banda em 1685 cm™ evidenciaram a funcéo acida
carboxilica. Bandas em 2927e 2872 cm™, foram indicativas de deformacéo axial de ligacio
C-H; enquanto as bandas na faixa de 1046 1027 cm™ foram atribuidas a deformacdo axial de
ligagéo C-O.

O espectro de RMN **C-BB [125 MHz, CDCls] (FIGURA 14) exibiu 30 linhas
espectrais revelando a natureza terpenoidica do composto. A analise comparativa dos
espectros de RMN *C-BB e DEPT 135° (Fig. 15, pag. 53), permitiu determinar para a
estrutura de MB-2 a presenca de seis carbonos metinicos, dos quais o sinal em 6c78,5
corresponde a um carbono carbindlico; nove carbonos metilénicos, sete carbonos metilicos e
oito carbonos néo-hidrogenados, sendo o sinal em &c 73,1 associado a um carbono sp®
oxigenado (TABELA 8) pag.48.

O sinal em ¢ 181,0 foi atribuido a um carbono carbonilico de acido carboxilico,

confirmado pelas bandas em 3383 e 1685 cm™, observadas no espectro de infravermelho. Os
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sinais em d¢ 140,3 (C) e 128,4 (CH) sdo compativeis com a presenca de uma dupla ligacao
trissubstituida.

O espectro de RMN 'H [300 MHz, CsDsN] (FIGURA 13, PAGINAS52)
apresentou um singleto largo em &y 5,64 (1H, sl, H-12), caracteristico de hidrogénio
olefinico. Um sinal em &y 3,47 (1H, dd, J = 9,6 e 6,3 Hz, H-3), referente a hidrogénio
pertencente a carbono carbinolico e sete sinais correspondentes a grupamentos metilicos, seis
deles apresentando-se como singleto 4 0,94, 1,05, 1,13, 1,26 e 1,48, 1,75 e um como um
dubleto em 6y 1,13 (3H, d, J = 6,7 Hz, H-30).

TABELA 8 -Padrédo de hidrogenacao determinado por meio da analise comparativa entre 0s
espectros de RMN *C-BB e DEPT 135° de MB-2.

C CH CH; CHs; Formula molecular
181,0 (C=0)* 78,5 (C-0)° 39,4 29,1
140,3 128,4 38,9 27,3
73,1(C-0)° 56,2 33,9 25,0
48,7 55,0 29,2 17,5
42,5 48,1 28,5 171
40,7 42,7 26,7 16,9
39,7 29,7 15,9
37,7 24,4
17,6
8C 6CH 9CH, 7CH;  CsoH4g04

Fonte: Arquivo préprio.*carbonila de acido; b- oxigénio pertencente a um grupo hidroxila.

Com base na andlise exposta acima, e comparacdo tabela 9, pag. 49, com dados
obtidos de RMN *H e RMN *3C registrados na literatura (CHENG et al., 2010), concluiu-se

que MB-2 tratava-se do triterpeno de esqueleto ursano, acido 3f, 19a-di-hidroxi-urs-12-eno-28-
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6ico, denominado usualmente de &acido pomdlico, isolado pela primeira vez no género

Mitracarpus.

FIGURA 11 - Acido 3B, 19a-di-hidroxi-urs-12-eno-28-6ico (Acido pomolico)

Fonte: Arquivo préprio.

TABELA 9 -Deslocamentos quimicos (8) de RMN **C (CDCls) de MB-1.

MB2 Lit.*
C 8¢ Sc
1 39,4 39,4

2 29,2 28,1

3 78,5 78,2

4 39,7 39,4
5 56,2 55,9

6 17,6 18,9

7 33,9 33,6

8 40,7 40,3

9 48,1 47,8
10 37,7 37,3
11 24,4 24,0
12 128,4 128,0
13 140,3 140,0
14 42,5 42,1
15 29,7 29,3
16 26,7 26,4



17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

48,7
55,0
73,1
42,7
28,5
38,9
29,1
17,1
15,9
17,5
25,0
181,0
27,3
16,9

48,4
54,6
72,7
42,4
26,9
37,3
28,8
16,8
16,5
17,4
24,7

180.8
27,1
16,5

Fonte: Arquivo préprio.*Deslocamentos quimicos da literatura (CHENG et al., 2010).

Acido 3p, 19a-di-hidroxi-urs-12-eno-28-6ico

50



FIGURA 12 - Espectro de absorgédo na regido do infravermelho (KBr) de MB-2.
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FIGURA 13 - Espectro de RMN *H (300 MHz, CsDsN) de MB-2.
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FIGURA 14 - Espectro de RMN **C-BB (125 MHz, CsDsN) de MB-2.
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5.2 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

A acdo dos triterpenos &cido ursolico (AU) e acido pomolico (AP) sobre a
inibicdo do crescimento de Streptococcus mutans foi realizado através da técnica de
microtitulacdo em placa de poliestireno de 96 pocos. A concentracdo inibitoria minima foi
analisada como a menor concentracdo que visualmente ndo se observou crescimento. De
acordo com a analise estatistica, pode se observar que os compostos AU e AP apresentaram

resultados diferentes sobre o crescimento da cepa de S. mutans.

FIGURA 16 - Avaliacdo do potencial antimicrobiano dos compostos AU e AP em diferentes

concentracdes sobre o crescimento de Streptococcus mutans ATCC 25175.

AU x Streptococcus mutans AP x Streptococcus mutans
ATCC 25175 ATCC 25175

0.4+ 0.4-
0.3

0.2+

D-0620nm
0.D620nm

0.1+

+ 500 250 125 625 31,25 1562 781 - + 500 250 125 625 31,25 1562 781

pg.mL? pg.mL?

Fonte: Arquivo préprio: (M )Controle com 4gua e 8% de DMSO, ( ) Clorexidina 500pg.mL™ e ( mm )

Composto em varias concentragdes. * do controle negativo p<0,001.

De acordo com a figura 16, observou-se que apenas o AU foi capaz de inibir o
crescimento bacteriano nas concentracdes de 500-31,25 pg. mL™, obtendo uma diferenca
significativa de p<0,001 quando comparado ao controle negativo (agua/DMSO 8%), ndo
apresentando diferenca significativa quando comparado ao controle positivo (clorexidina a
500 pg. mL™). O AP interferiu levemente no crescimento de S. mutans na concentragdo de
500 pg. mL™.

5.3 Concentracéo Bactericida Minima (CBM)

A acdo bactericida foi determinada através do teste de Concentracdo Bactericida

Minima (CBM), com a maior diluicdo das amostras (menor concentra¢do), em que nenhum
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crescimento visual ocorreu sobre as placas de agar. As concentrages de 500 — 62,5 pg. mL™
foram submetidas as andlises inoculando em placa de petri contendo BHI &gar.

TABELA 10 - Concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima

(CBM) dos compostos AU e AP no tempo de 24h de crescimento.

Composto CIM MBC

(ng. mL™)
Acido ursolico 62,5 500

Acido pomélico - -

O composto AU revelou CIM de 62,5 pg. mL™* ¢ CBM 500 pg. mL™ enquanto
que o AP ndo apresentou CBM, concluindo que o AU foi bactericida na concentracdo mais
alta enquanto que o AP ndo matou a bactéria confirmando os dados apresentados

anteriormente para CIM.
5.4 Curva do tempo de morte

Neste teste foi analisado o tempo em que o metabdlito secundario comeca a fazer
efeito sobre a morte da bactéria. O AU na concentracéo de 500 pg. mL™ mostrou um tempo

de acdo efetivo sobre a morte Streptococcus mutans.

FIGURA 17 - Avaliacdo do AU na concentracdo de 500 pg.mL™ sobre curva do tempo de
morte de Streptococcus mutans ATCC 25175.

10 8_
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F'|_|10 4_]
IS
)
[
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10°4 O o)
10+ T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70
Tempo (min)

Fonte: Arquivo préprio. (()) Composto na concentracao de 500ug.mL™ ( [] ) controle positivo (Clorexidina
500ug.mL™) e (/) controle negativo (Agua/DMSO 8%).
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O AU reduz a contagem de UFC’s logo nos primeiros minutos. O AU tem efeito
tempo-dependente sobre a bactéria, pois a medida que o tempo aumentava, a viabilidade
celular diminuia até ndo apresentar nenhuma coldnia. Esse resultado foi alcangado com 30
min de contato. O controle positivo (clorexidina 500pug.mL™) teve um efeito sobre a bactéria
num espaco de tempo menor que AU, ou seja, com 5 minutos de contato ja ndo apresentava
mais crescimento bacteriano. O controle negativo com agua/DMSO 8% a bactéria cresceu

normalmente sem nenhuma interferéncia.
5.5 Atividade Biologica das Substancias Sobre a Formacéo de Biofilmes
5.5.1 Quantificacdo de biomassa do biofilme por Cristal Violeta (CV)

Nos ensaios de atividade bioldgica sobre a producédo de biofilmes monoespécie de
Streptococcus mutans, os compostos testados demonstram interferéncia sobre o crescimento
do biofilme de 24 horas. A analise dos dados das amostras testadas, mostram diferenca
estatistica * p<0,001 em relacdo ao controle negativo, 4gua/DMSO 8% (500 pg. mL™) como

mostra a Figura 18.

FIGURA 18 - Avaliacdo antibiofilme dos compostos AU e AP em diferentes concentragcdes

sobre o crescimento de Streptococcus mutans ATCC 25175.

AU x Streptococcus mutans ATCC AP x Streptococcus mutans
25175 ATCC 25175
51 5+
44
£ £
& & 31
Lo o
o o
o O 2-1
14
0-
+ 500 250 125 625 31,25 1562 7,81 - + 500 250 125 625 3125 1562 7,81
;,Lg.mL'1 pg.mL'1

Fonte: Arquivo préprio: ( ll) Controle com 4gua e 8% de DMSO, () Clorexidina 500ug.mL™ e ( @ )

Composto em varias concentragdes. * do controle negativo p<0,001.

O AU inibiu a formacdo do biofilme nas concentracdes de 500 - 31,25 pg.mL™ o
que levou a uma diferenca significativa do controle negativo. Em comparacao com o controle

positivo, ndo houve diferenca estatistica 500-125 pg.mL™, mostrando que o AU é tdo
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eficiente quanto a clorexidina na inibicdo da biomassa. Este mesmo resultado ndo foi
observado para o AP, que apresentou uma leve interferéncia nas concentragdes de 500 e 250

ne. mL™.
5.6 Acao da substéncia sobre o biofilme formado
5.6.1 Quantificacdo de biomassa do biofilme por Cristal Violeta (CV)

O biofilme de S. mutans foi crescido durante 24 horas em condi¢fes anaerobicas,
em seguida, foi testada a acdo do composto AU na concentragdo de 500pg.mL™. Tanto o
composto quanto os controles foram colocados em contato com o biofilme durante 24 horas e

em seguida quantificados com CV, Figura 19.

FIGURA 19 - Atividade antibiofilme do AU sobre o biofilme formado por 24 horas.

Quantificacao através do cristal violeta.

St epltococcus muians
ATCC 25175
5_
4
E
=
2 31
O
O 27
1
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- + Al

Fonte: Arquivo préprio: ( ) Controle com &gua e 8% de DMSO, ( 1) Clorexidina 500pg.mL™e ( I )

Composto na concentragdo de 500 pg.mL-.

Tanto a substancia teste como o controle positivo ndo diferenciaram
estatisticamente do controle negativo, 0 que indica que a biomassa das primeiras 24 horas de
crescimento foi quantificada pelo cristal violeta. Quanto a viabilidade deste biofilme foi

mensurada pela contagem de unidades formadoras de col6nias CFU.
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5.6.2. Contagem das Unidades Formadoras de Colonias (CFU’s)
Apbs 24 horas de formacgdo do biofilme S. mutans o mesmo foi submetido ao
contato com AU por mais 24h, em seguida realizado a contagem de CFU para verificacdo da

viabilidade celular.

FIGURA 20 - Atividade antibiofilme do AU sobre o biofilme formado por 24 horas.

Streptococcus mutans
ATCC 25175

Fonte: Arquivo proprio: ( M) Controle com agua e 8% de DMSO, ( 1) Clorexidina 500pg.mL™ e ( mm )

Composto em varias concentragoes.

De acordo com este resultado a substancia teste ndo teve acdo sobre o biofilme
formado, pois 0 mesmo continuou a crescer. J4 o controle positivo (clorexidina 500 pug.mL™)

inviabilizou as células no biofilme, aponto de impedir a sua continuacéo.
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6 DISCUSSAO

As plantas contém infinidades de substancias quimicas que podem ser utilizadas
na agricultura como inseticidas, e até na medicina natural no combate a diversas doencas
(MULAUDZI et al., 2012). Trabalhos publicados nas trés altimas décadas confirmam o
potencial antimicrobiano do extrato de plantas medicinais e compostos isolados sobre
diferentes géneros bacterianos, incluindo cepas resistentes a antibidticos (HABILA et al.,
2012).

Mitracarpus baturitensis por ser uma espécie recém-descoberta no nordeste
Brasileiro (SOUSA, 2008), ainda € pouco explorada pela comunidade cientifica. Entretanto,
outras espécies do mesmo género, como referido anteriormente no texto, possuem atividade
bioldgica contra diversos tipos de bactérias, fungos e protozoarios (ALI-EMMANUEL et al.,
2003; KPOROU et al.2010; SANOGO et al., 1996).

Os metabolitos secundarios acido 3B-hidroxi-urs-12-eno-28-oico (acido ursolico -
AU) e acido 3, 19a-di-hidroxi-urs-12-eno-28-oico (acido pomdlico - AP)foram isolados da
fracdo acetato do extrato etanolico das partes aéreas de Mitracarpus baturitensis. O
isolamento destes metabolitos estd sendo relatados pela primeira vez nesta espécie, apesar do
acido ursolico ser comum neste género, visto que o mesmo ja foi isolado do extrato alcodlico
de Mitracarpus scaber (GBAGUIDI et al., 2005). Ambos os compostos sao triterpenos
pentaciclicos, constituidos de cinco anéis com estrutura bastante similares (FIGURA 6 e 11).
Segundo Grudniak e colaboradores (2011) essa classe € bastante conhecida por esta
associadas as atividades antimicrobianas que muitas das vezes usadas na medicina popular.
Além disso, esses triterpenos requerem bastante atencdo pelo fato de estarem também,
envolvidas em atividades bioldgicas do tipo antitumoral e anti-inflamatéria (LI1U, 2005;
YOGEESWARI; SRIRAM, 2005). Ambos se apresentaram como sélidos branco amorfo com
rendimentos de 5,4% para AU e 4,37% para AP, ou seja, para cada 100 g de material verde
(partes aéreas) foram obtidos cerca de 54 mg para acido ursolico e 43,7 mg para o &cido
pomolico.

Nos testes de concentracdo bacteriostatica e bactericida, pode-se perceber, que o
composto AU apresentou efeito antimicrobiano sobre a cepa de Streptococcus mutans ATCC
25175. Esse composto apresentou efeito bactericida na concentracdo de 500 pg.mL™” e
bacteriostética entre as concentragdes de 62,5 - 250 pug.mL™. Enquanto que o composto AP
apresentou leve interferéncia no crescimento na concentragdo de 500 pug.mL™ sem apresentar

efeito bactericida.
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Nos testes de inibicdo da formacdo de biofilme, o composto AU inibiu
significativamente a biomassa de Streptococcus mutans em percentuais de 25,32% a 97,37%
nas concentracdes de 31,25 até 500 pg.mL™. Ao passo que o AP demonstrou uma leve
interferéncia nas concentracdes de 250 e 500 pg.mg™ em percentuais de 43,56 a 73,69%.

Em relagdo a analise da susceptibilidade do biofilme formado, o AU néo foi capaz
de eliminar e nem mesmo diminuir a biomassa formada, pois ndo reduziu o namero de células
viaveis pelas analises de contagem de unidades formadoras de colonias - CFU e nem
biomassa quantificado por cristal violeta — CV. Concluindo que o AU ¢é capaz de prevenir a
formagdo de biofilme, mas néo de erradica-lo.

Além disso, o metab6lito AU possui um efeito sobre a Streptococcus mutans
tempo-dependente, ou seja, a medida que o tempo de contato aumenta, a quantidade de
células viaveis diminui. Através deste teste foi possivel constatar que a turbidez mensurada
pelo espectrofotdmetro na concentragdo de 500 pg.mg™, ndo era de células bacterianas e sim
do proprio composto.

As substancias isoladas neste estudo, mostraram diferenca na atividade bioldgica
gue pode estar associada a uma pequena diferenca estrutural. Essa mudanca pode ser
observada no anel E de ambos os compostos, no qual o acido pomdlico apresenta um grupo
hidroxila posicionado no carbono 19, caracteristica essa ndao apresentada pelo acido ursolico.
Esta diferenca na atividade biolégica em funcdo da estrutura, também foi observada por
Fontanay e colaboradores (2008), em que a posicdo de um grupo metil no anel E colaborou
para uma diferenca significativa na atividade biologica entre dois triterpenos.

Segundo estudos de Jiménez e colaboradores (2005) o AU isolado de
Chamaedora tepejilote (Palmae), inibiu cerca 99% do crescimento de M. turbeculosis. Em
outro estudo o mesmo composto purificado de Baccharis dracunculifolia (Asteraceae)
apresentou concentracéo inibitéria minima de 3 pg.mL™ contra a cepa de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina MRSA (FILHO et al., 2008). Esta atividade antimicrobiana
também pode ser presenciada no género Salvia, através da espécie Salvia officialis que
segundo Horiuchi e colaboradores (2007) o é&cido ursélico foi capaz de eliminar em
concentracdes de 4 pg.mL™ cepas de Enterococcus faecalis (VRE) resistentes & vancomicina.

Assim, com base nas informacbes acima citado, o acido ursolico possui um
elevado potencial farmacolégico em se tratando de atividade antimicrobiana.Concluindo
assim, que o efeito bactericida e bacteriostatico encontrados neste estudo corrobora com 0s
achados na literatura cientifica.
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Em relagdo a formacdo do biofilme, ha registros na literatura quanto a
interferéncia de triterpenos pentaciclicos na formagdo dessas comunidades microbianas. O
estudo realizado por Raja e colaboradores (2011), mostra que o acido bosélico isolado de
Boswellia serrata inibiu a formacéo de biofilme de Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermides, além de reduzir biofilmes pré-formados desses mesmos micro-organismos. Em
outros estudos, triterpenos ndo possuiam a capacidade de inibir a formacdo do biofilme de
Pseudomonas aeruginosa, mas aumentaram a susceptibilidade dessa bactéria para um
posterior tratamento com antibidticos. Isso mostra que estes triterpenos potencializam a acéo
dos antibidticos contra bactérias gram-negativas (GARO et al., 2007). Ja o acido ursélico
isolado de D. dendo, planta comum da Africa, foi capaz de reduzir significativamente a
formacdo de biofilmes de P. aeruginosa e Escherichia coli numa concentracio de 10 pg.mL™
(REN et al., 2005).

Os triterpenos pentaciclicos sdo importantes agentes no combate a formacdo de
biofilmes microbianos inclusive o &cido ursélico. De acordo com essas informagfes pode-se
concluir que os efeitos antibiofilme apresentados neste trabalho pelo acido ursolico
corroboram com os resultados encontrados na literatura.

O mecanismo de a¢do destes triterpenos pentaciclicos pode estar relacionado com
interacdo com a membrana celular. Ap6s ocorrer contato, o composto pode afetar o
metabolismo do peptideoglicano e alterar a morfologia da bactéria, inibindo o crescimento e a
sobrevivéncia das espécies bacterianas, inclusive as patogénicas (GRUDNIAK et al., 2011;
KUREK et al., 2010; SZAKIEL et al., 2008). Além disso, estes compostos podem interferir
na expressdo genes relacionados ao stress bacteriano, bem como inibir do metabolismo
energético, causado por inibicdo da NADH-citocromo redutaze (REN et al., 2005;
BERNARD et al., 1997; PLAPER et al., 2003).
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7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que os
compostos isolados das partes aéreas de Mitracarpus baturitensis apresentaram efeitos
distintos sobre o crescimento de Streptococcus mutans ATCC 25175. O triterpeno acido
ursélico apresentou uma acdo bactericida e bacteriostatica na forma planctonica e biofilme,
enquanto que o &cido pomdlico apresentou uma leve interferéncia em ambas as formas.
Assim, o acido ursolico pode ser considerado como um possivel insumo biotecnoldgico para o

tratamento e prevencdo de doengas relacionadas a S. mutans, como a cérie dental.
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