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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi verificar in vitro a atuacdo dos extratos das plantas:
Caesalpinia férrea (juca), Bumelia sartorum (quixaba), Cnidoscolus phyllacanthus
(favela), Salvia officinalis (salvia), Morus nigra (amora-negra), Plantago maju
(tanchagem) sobre: S. mutans; S. aureus; S. oralis; E. faecalis; Escherichia coli;
Candida albicans. Para a determinacéo da atividade antibacteriana e antifungica dos
extratos foi utilizado o método de difusdo em agar com base na técnica dos discos,
em triplicata. Como controle positivo se utilizou a clorexidina a 0,12% e a nistatina.
Obtendo o0s seguintes resultados: o extrato da S. officinalis apresentou acéao
antimicrobiana para as cepas de E. faecalis, S. oralis e S. aureus. A M. nigra
demonstrou capacidade antimicrobiana para as cepas de E. faecalis, E. coli e S.
aureus. O extrato da B. sartorum, C. férrea, P. maju e C. phyllacanthus obtiveram
resultados positivo para com o S. aureaus. Porém o S. mutans e a levedura C.
albicans nao foi inibida por nenhum dos extratos.

Palavras-chave: Fitoterapia, Odontologia, Atividade Antimicrobiana.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the in vitro activity of plant extracts:
Caesalpinia iron (Juca), Bumel sartorum (Quixaba) Cnidoscolus phyllacanthus
(slum), Salvia officinalis (sage), Morus nigra (black mulberry), Plantago Maju
(plantain) on S. mutans (ATCC 25175), S. aureus (ATCC 25923), S. oralis (ATCC
10557), E. faecalis (ATCC 10541), Escherichia coli (ATCC 14948), Candida albicans
(ATCC 10231). To determine the antibacterial and antifungal activity of extracts was
used in agar diffusion method based on the technique of the disks, in triplicate. As a
positive control we used the 0.12% chlorhexidine and nystatin. Obtaining the
following results: the extract of S. officinalis showed antimicrobial activity for the
strains of E. faecalis, S. oralis and S. aureus. M. nigra showed antimicrobial capacity
for the strains of E. faecalis, E. coli and S. aureus. The extract of B. sartorum, C. rall,
P. Maju and C. phyllacanthus positive results obtained with S. aureaus. But the S.
mutans and the yeast C. albicans was not inhibited by any of the extracts.

Keywords: Fitoterapy, Dentistry, Antimicrobial Activity.
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1 INTRODUCAO

Fitoterapicos sdo substancias obtidas a partir de plantas que podem ser
utilizadas como medicamentos sob a forma de chas, solu¢des, comprimidos, dentre
outros. O uso destas plantas no tratamento e na cura de enfermidades € tdo antigo
quanto a espécie humana, e os conhecimentos de seus efeitos foram passados
pelas geracbes, tendo um importante papel cientifico e historico, colaborando
inclusive no desenvolvimento de algumas nagdes (MACIEL et al., 2002).

Nesse sentido, o Brasil € um pais privilegiado em relagdo ao emprego da
fitoterapia, pois possui 25% da flora mundial e um patrimdnio genético de grande
potencial para o desenvolvimento de novos medicamentos, 0 que corresponde a
mais de cem mil espécies, das quais menos de 1% tiveram suas propriedades
avaliadas cientificamente para determinar uma possivel acdo medicinal (CASTILHO
et al., 2007; LIMA Jr et al., 2006).

Embora haja uma grande biodiversidade no Brasil, alguns problemas
dificultam o seu emprego para o desenvolvimento de medicamentos. EXxistem
poucas leis especificas para o seu acesso, como também h& um pequeno ndimero
de publicacdes disponiveis sobre o0s compostos naturais. Em adicional, as
informacdes sobre a estrutura e a atividade desses compostos sdo escassas, além
de haver uma resisténcia de alguns profissionais em trabalhar com esses produtos
(STOB, 2000).

As precarias condicBes financeiras apresentadas por grande parte da
populacdo brasileira tornam-se um impasse para 0 uso de medicamentos
industrializados e neste caso a utilizacdo de plantas medicinais apresenta custos
inferiores e, consequentemente, mais acessiveis a essa populacdo. Por isso, a
fitoterapia é enfatizada como caminho a ser seguido com vistas a incrementar a
assisténcia farmacéutica basica, aumentando o acesso aos medicamentos a
populacao e reducéo dos gastos (LIMA JR et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2006).

Nesse sentido as pesquisas com produtos naturais no meio odontologico tém
aumentado nos ultimos anos devido a busca por novos produtos com maior
atividade terapéutica, menor toxicidade e melhor biocompatibilidade, além de
apresentarem custos mais acessiveis a populacdo. A aceitacdo popular da

fitoterapia leva a boas perspectivas no mercado de produtos odontolégicos que
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contém substancias naturais, e estes podem ser introduzidos desde que estudos
laboratoriais e clinicos especificos comprovem sua eficacia (OLIVEIRA, 2005).

O biofime dental € um aglomerado de microrganismos, contido em uma
matriz organica formada por substéncias da saliva, dieta do hospedeiro e por
polimeros bacterianos (Modesto et al., 2001). Um fator importante na prevencao da
carie e doenca periodontal € a remo¢ao mecanica do biofilme dental. No entanto, ha
ocasidoes onde o controle mecanico encontra-se limitado, como no caso do uso de
aparelhos ortodonticos e politraumatizados, necessitando assim de um controle
quimico.

O controle quimico do biofilme auxilia a remocdo mecanica, prevenindo a
instalacdo da carie e doencas gengivais, que estdo intimamente relacionadas a sua
presenca. A clorexidina é do ponto de vista farmacologico, um antisséptico com
extraordinéria propriedade bactericida, quando usada em altas concentracdes, e
considerada bacteriostética, quando usada em baixas concentra¢cdes. Sendo uma
molécula catidnica, a clorexidina é atraida pela superficie bacteriana onde é
absorvida, promovendo a ruptura da membrana citoplasmatica (LOPES; SIQUEIRA
JR, 1999).

Candido et al, (1996) demonstraram in vitro a atividade antifangica do

Cepacol®, Malvona® e Periogard®, e observaram que a clorexidina foi a substancia

mais eficaz, a qual inibiu todas as cepas de Candida albicans analisadas. Pedroso et
al, (2004) acrescentaram que a atividade antifingica da clorexidina frente a Candida
albicans é concentracdo dependente.

Portanto, vé-se a necessidade de se desenvolver uma substancia com
potente atividade antimicrobiana, capaz de interferir no desenvolvimento do biofilme,
que apresente efeitos colaterais reduzidos e um custo mais acessivel a populacao.
Neste contexto, surgem o0s agentes naturais (fitoterapicos), que sé&o
economicamente viaveis, e constituem alternativas eficazes para afecgbes bucais
(MORAN et al., 1992; PEREIRA, 2002).

Desta forma, torna-se relevante a realizacédo deste estudo, para avaliacdo da
atividade antibacteriana e antifungica in vitro dos extratos de Caesalpinia férrea,
Cnidoscolus phyllacanthus, Bumelia sartorum, Salvia officinalis, Morus nigra,
Plantago majus na prevencdo de formacgdo do biofiime dental e proliferagdo da
levedura Candida albicans.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Registros historicos demonstram que, na Antiguidade, o homem ja conhecia
diversas propriedades das plantas, destacando-se, dentre estas, as medicinais.
Muitas civilizagbes descreveram a utilizagao de ervas e outros vegetais como forma
terapéutica em seus registros e manuscritos. Os babilénicos e sumerianos (2.600
a.C.) usavam raizes, frutos, folhas, flores e cascas de plantas, a exemplo da oliveira
(Olea europaea L.) e do alho (Allium sativum L.), em seus remédios (PELISSARI,
2008). Assim, a utilizag&o de plantas sob a forma medicinal se entrelaga diretamente
com a prépria historia da civilizagdo humana.

Por muito tempo, produtos minerais, vegetais e animais constituiram o arsenal
terapéutico de escolha para diversos povos. As observacfes populares sobre o uso
e eficacia de plantas contribuem de modo relevante, para a divulgacédo das virtudes
medicinais dos vegetais e validam as informagdes terapéuticas que sdo acumuladas
ao longo dos séculos (MACIEL et al., 2002).

Nota-se um retorno do interesse pelas plantas medicinais, devido a grande
procura por terapias alternativas. Isto se deve principalmente a ineficiéncia de alguns
produtos sintéticos, ao alto custo dos medicamentos alopéaticos e a busca da
populacao por tratamentos menos agressivos ao organismo (RIBEIRO et al., 2005).

Neste sentido, o interesse pelos medicamentos de origem natural, usados
pela “sabedoria popular brasileira”, voltou a crescer acompanhado de um aumento
significativo nos investimentos em pesquisa, demonstrando que 0s costumes
populares devem ser valorizados. O acervo de conhecimento a respeito de
tratamentos de salde praticado pelas culturas de influéncias indigena, afro-
brasileira, oriental, além dos sertanejos e ribeirinhos, ainda ndo foi explorado em sua
totalidade (LIMA Jr et al., 2006; OLIVEIRA, 2005).

Por incentivo do Governo Federal, no ano de 2006, algumas praticas
integrativas e complementares (PIC) foram incorporadas ao Sistema Unico de
Saude (SUS), atraves da Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares (PNPIC), na qual se inclui a Fitoterapia, surgindo como opc¢ao
preventiva e terapéutica aos seus usuarios. Alguns dos objetivos desta incluséo
visam contribuir para 0 aumento da resolubilidade do sistema de saude e a
ampliacdo do acesso da populacao as PIC, garantindo qualidade, eficacia, eficiéncia
e seguranca no uso (BARROS, 2006).
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Os medicamentos fitoterapicos sédo preparacdes farmacéuticas (extratos,
tinturas, pomadas e capsulas) de ervas medicinais obtidas a partir de uma ou mais
plantas, que podem ser utilizadas para o tratamento de varias doencas. Usualmente,
as substancias ativas responsaveis por seu efeito farmacologico sdo desconhecidas;
Dentre as inUmeras vantagens dos fitoterapicos estéo seu largo uso terapéutico, seu
baixo custo e a grande disponibilidade para a populagéo de baixa renda (CALIXTO,
2000).

Existem inUmeras preparacfes galénicas utilizadas em Fitoterapia, as mais
usadas pela populacdo sdo: a infusdo que é preparada pelo préprio utilizador,
colocando-se agua fervente sobre a planta (geralmente a folha da planta) e ap6s 5 a
15 minutos a mistura € coada; o macerado, uma preparacdo liquida resultante da
extracdo dos constituintes sollveis da planta; e o cozimento que consiste na fervura
de uma determinada parte da planta. Existem ainda as preparac¢fes galénicas mais
elaboradas como os extratos que correspondem as preparacdes concentradas
liquidas, sélidas ou de consisténcia intermediaria, obtidas a partir de plantas secas e
as tinturas que sdo preparacfes liquidas geralmente obtidas a partir de farmacos
secos. Para se obter a tintura sdo utilizados os processos de maceracdo ou
lixiviagdo ou ainda processos convenientes com a diluigdo de um extrato utilizando
etanol de graduacdo apropriada. As tinturas sdo obtidas geralmente a partir de uma
(1) parte da planta e dez (10) partes de solvente ou uma (1) parte da planta e cinco
(5) partes de solvente (CUNHA et al., 2003).

Os produtos fitoterapicos possuem acdo mais suave que os medicamentos
alopéticos. Isso se deve ao fato de que o principio ativo da planta ndo é utilizado de
maneira isolada, atuando juntamente com outras substancias presentes nas plantas.
Esse conjunto de elementos € chamado de fitocomplexo, e sdo justamente os
fitocomplexos os responsaveis pelo efeito terapéutico suave e pela reducdo dos
efeitos colaterais (BARA, 2006).

Neste sentido Lorenzi; Matos (2008) afirmaram que, no Brasil, a validagao de
uma planta como medicinal requer a comprovacao da propriedade terapéutica que
Ihe é atribuida, bem como do seu grau de toxicidade em doses compativeis com o
seu emprego medicinal, através de estudo farmacolégico pré-clinico com avaliagdo

da toxicidade, seguido de ensaio clinico.
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2.1 MORUS NIGRA L

A Morus nigra L., pertencente a familia da Moraceae, é uma éarvore de 5 a
20m de altura, é encontrada em diferentes regides do Brasil e se destaca por suas
virtudes medicinais. O xarope dos frutos € util no tratamento de faringites e doencas
inflamatérias do trato gastrintestinal (LORENZI; MATOS, 2008; SENGUL;
ERTUGAY; SENGUL, 2005). Os frutos, as folhas e as cascas sao citados como
laxativo, sedativo, expectorante, refrescante, emoliente, calmante, diurético,
hipoglicemiante, anti-inflamatério, emético, tdnico, anti-helmintico e tenifugo
(ERCISLI; ORHAN, 2007; LORENZI; MATOS, 2008). Estas partes da planta contém
substancias como: 1-deoxinojirimicina, usada para o tratamento de diabetes
(SOUFLEROS; MYGDALIA; NATSKOULIS, 2004); fenilflavonoide (morusina), com
acao analgésica (SOUZA et al., 2000).

2.2 CNIDOSCOLUS PHYLLACANTHUS

Cnidoscolus phyllacanthus é wuma planta que pertence a familia
Euphorbiaceae, subfamilia Crotonoideae, género Cnidoscolus. E conhecida também
por favela, faveleira e faveleiro. Esse vegetal pode atingir o porte arbéreo entre 4 e 5
anos, com, aproximadamente, 5 metros de altura, dotada de copa alongada ou
arredondada e rala. Sua casca é suberosa e rica em proteinas. Quando inciso flui
um liquido leitoso coagulavel em contato com o ar atmosférico. Suas raizes sao
tuberculadas, as flores hermafroditas, brancas e distribuem-se em cachos axilares e
terminais (RIBEIRO, 2008).

Segundo Bezerra (1972) a favela apresenta como atividade biolégica
propriedades desinfectantes e cicatrizantes. O cataplasma da entrecasca é o
medicamento usado para cicatrizagao de ferimentos e contra infecgbes ovarianas e
gerais. O latex tem sua indicacao para tratamento de inflamagdes no ovario e gerais,
sendo utilizado também contra as dermatoses e na cicatrizagdo de verrugas.
Segundo Ribeiro (2008) suas sementes apresentam proteinas, extrato etéreo,
carboidratos totais, calcio, ferro, fésforo, acidos miristicos, palmitico, estearico,

oléico, linoléico e araquidico.
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2.3 CAESALPINIA FERREA MART.

Caesalpinia ferrea Mart., popularmente conhecida como juca ou pau-ferro, é
uma espécie que esta inserida na familia das Leguminosae, uma das maiores
familias dentre as dicotiledoneas com cerca de 650 géneros, que reinem mais de
dezoito mil espécies (CRONQUIST, 1981). C. ferrea ocorre em toda a regiao
Nordeste, estendendo-se até o Espirito Santo e o Rio de Janeiro, na Floresta Pluvial
Atlantica (BRAGA, 1976). E encontrada em quase todo o Ceard, sendo, porém, mais
frequente na Serra do Araripe, Serra do Apodi, parte leste, oeste e sul do estado
(MAIA, 2004).

Na medicina popular, sdo inUmeras as propriedades terapéuticas descritas
para C. ferrea, que inclui o uso da entrecasca para o tratamento de feridas,
contusBes, combate a asma e a tosse crbnica (BRAGA, 1976). Os frutos séo
antidiarréicos, anticatarrais e cicatrizantes e as raizes séo antitérmicas (MAIA, 2004).
Bacchi e Sertie (1988) descreveram o efeito do extrato aquoso bruto contra Ulceras
gastricas, além das atividades antiinflamatéria e analgésica relatadas por Thomas et
al., (1988) e Carvalho et al.,, (1996). A C. ferrea foi ainda caracterizada pelas
atividades cardiotbnica, antimicrobiana, analgésica e antiinflamatéria (Carvalho et
al.,1996), antihistaminica, antialérgica, anticoagulante, entretanto seu uso deve ser
cuidadoso por se tratar de uma planta hepatotoxica (Di STASI et al., 2002).

2.4 BUMELIA SARTORUM MART.

A Quixaba cujo nome cientifico € Bumelia sartorum Mart., possui outros
nomes populares como: rompegib&o e sacutiaba. E uma arvore que pode atingir de
10 a 15 metros de altura, frequente na Caatinga alta do sertdo. Distribui-se desde o
Piaui até o norte de Minas Gerais (ALMEIDA, 1982). A atividade antiinflamatéria foi
detectada em estudo realizado por Almeida (1982). Popularmente a casca €
utilizada contra traumatismos, diabetes e como cicatrizante (ROMAO, 1992). Foram
realizados experimentos com o extrato, utilizando o método de inducdo de Ulcera
pela reserpina e pela aspirina. Os resultados indicam que a planta tem razoavel
atividade antiulcerogénica (BOLETIM, 1991).
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2.5 SALVIA OFFICINALIS L

A Salvia officinalis L. pertence a familia botanica Lamiaceae. Seus sinGnimos
populares sdo: salva, salva-das-boticas, salva-dos-jardins, salva-ordinaria, salveta,
erva-santa, salva-menor. Salvia officinalis L. (salvia), herbacea, perene, de 30-60 cm
de altura, empregada para indigestao, bronquite crénica, infec¢bes de pele, gengiva,
garganta e boca (CASTELLUCCI et al., 2000). Tem como constituintes quimicos
acidos rosmarinico, caféico e clorogénico, carnosol, flavonoides e 6leos essenciais
(NASCIMENTO et al., 2000). S. officinalis, L. também tem sido usada como erva
medicinal; seu 6leo essencial possui atividade antibacteriana devida a presenca das
substéancias 1,8- cineol (DUKE, 1985) e antifungica (LIMA et al., 1992).

2.6 PLANTAGO MAJUS L.

Plantago majus L. (Plantaginaceae), € uma planta herbacea popularmente
conhecida como: tanchagem, transagem, tanchagem-maior, platangem, sete-nervos
gue ocorre espontaneamente nas regides de clima temperado ou subtropical, sendo
facilmente cultivada no Brasil. E utilizada no tratamento de inflamacées de boca e
garganta, infeccfes intestinais e como agente antibacteriano. O infuso das folhas é
usado como enxaguatorio bucal no combate a gengivite (FREITAS et al., 2002).

O extrato da Plantago majus, possui acdo adstringente, cicatrizante,
antimicrobiana, antiinflamatoéria, devido a presenca do componente fitoquimico
tanino (sdo bons inibidores enzimaticos e atuam como anti-envenenamento por
determinados alcaloides) e mucilagens (suco viscoso que funciona como
antiinflamatario, cicatrizante e protetor das mucosas) (SANTOS, 1988). O  extrato
da planta inteira, obtido tanto por decoc¢cdo como por infusdo, apresenta atividade
comprovada contra Bactéria Gram positiva (Staphylococcus aureus) e Bactérias
Gram negativas (Escherichia coli, Salmonella typhimurium e Pseudomonas
aeruginosa) (DUARTE et al. (2002).
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2.7 CANDIDA ALBICANS

A Candida albicans é um microrganismo fungico, semelhante a levedura,
capaz de desenvolver a infeccdo fungica mais comum no homen. Essa infecgéo
pode ser denominada candidiase ou candidose, como preferem os ingleses, e seu
diagnostico clinico torna-se muitas vezes dificil por esta apresentar diversas
manifestacdes clinicas. De fato, a C. albicans pode ser um componente normal da
microflora bucal, e 30 a 50% das pessoas simplesmente possuem 0 microrganismo
em suas bocas, sem evidéncias clinicas de infeccdo. Tal incidéncia aumenta com a
idade, podendo estar préximo de 60% nos pacientes com dentes e idade acima de
60 anos que nao apresentam sinal de lesdes na mucosa oral (NEVILLE et al., 2000).

Até hoje ndo existe uma terapia antifingica ideal, ou os agentes empregados
ndo sao 100% eficazes ou apresentam efeitos indesejaveis aos pacientes
(toxicidade, gosto ruim, etc). A nistatina, por exemplo, é a droga de escolha para o
tratamento das infeccbes por Candida da cavidade oral, mostrou-se eficaz no
controle das leveduras em estudos in vitro, no entanto em estudos in vivo essa
efichcia ndo foi verificada devido a ndo aceitacdo pelos pacientes (nduseas e
vomitos) (FARIAS et al., 2003).

No entanto, devido a ocorréncia de fatores indesejaveis como o surgimento
de resisténcia de algumas cepas aos antifiungicos convencionais, principalmente em
individuos imunodeprimidos, e, em carater geral, a presenca de efeitos toxicos
destes. Um numero satisfatério de produtos vegetais da regido nordeste exibe
substancias com atividade antifiungica sobre leveduras de Candida, podendo atuar

seletivamente sobre estes microrganismos (MICHELIN et al., 2005).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar in vitro a atividade antimicrobiana e antifingica dos extratos de
Caesalpinia férrea, Cnidoscolus phyllacanthus, Bumelia sartorum, Salvia officinalis,

Morus nigra, Plantago majus, para utilizacdo na prevencao da formacéo do biofilme

dental e da candidose.

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a acdo antimicrobiana de seis tipos de extratos vegetais.

e Determinar quais cepas bacterianas sdo mais afetadas pelos extratos.

e Verificar a acao antifangica dos extratos sobre a C. albicans.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 CARACTERIZACAO DO ESTUDO

Foi realizado um estudo experimental, analitico e quantitativo. Estudo in vitro

em diferentes espécies de bactérias orais e fungos.

4.2 LOCAL DA PESQUISA

As atividades de pesquisa foram desenvolvidas no Laboratério de Pesquisas
em Atividades Antimicrobianas do Departamento de Farmacia da Universidade
Estadual da Paraiba (UEPB).

4.3 LINHAGENS MICROBIANAS E FUNGICAS

Foram utilizadas neste trabalho, cepas padrdao American Type Culture Collection
(ATCC) identificadas como: S. mutans (ATCC 25175); S. aureus (ATCC 25923); S.
oralis (ATCC 10557); E. faecalis (ATCC 10541); Escherichia coli (ATCC 14948);
Candida albicans (ATCC 10231); fornecidas pela Fundagdo Oswaldo Cruz
(FIOCruz).

4.4 MEIOS DE CULTURA

Foram utilizados os meios de Agar Mueller-Hinton (AMH), Agar Sabouraud
Dextrose (ASD), Agar Mueller Hinton sangue e Brain Heart Infusion Broth (BHI
caldo), os quais foram preparados seguindo-se as recomendacfes do fabricante
DIFCO.

4. 4.1 Material Vegetal
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e Caesalpinia férrea (juca)

e Bumelia sartorum (quixaba)

e Cnidoscolus phyllacanthus (favela)
e Salvia officinalis (salvia)

e Morus nigra (amora-negra)

e Plantago maju (tanchagem)

4.5 COLETA E OBTENCAO DOS EXTRATOS VEGETAIS HIDROACOOLICOS

As plantas foram coletadas na regido do semiarido paraibano. As amostras
selecionadas foram coletadas a partir de plantas adultas. As plantas Tanchagem,
Salvia e Quixaba foram adquiridas em um comércio de raizes localizada na cidade
de Campina Grande/PB, na Rua Dep. José Tavares (Casa dos integrais e ervas
medicinais), no Centro da cidade. Em seguida, foram levadas para o Laboratorio de
Botanica/UEPB, para sua identificagéo etnobotanica.

Para obtencdo dos extratos, foi realizada a secagem das cascas das plantas
em estufa. Inicialmente, as mesmas foram pesadas, em balanca de alta preciséao,
acondicionadas em pequenos sacos de papel tipo Kraft e levadas para a estufa com
renovacao e circulacéo de ar, a temperatura de 40 °C, até estabilizacdo da umidade.
Para isto, a cada 24 horas, as plantas eram novamente pesadas, cujo procedimento
foi repetido até que ndo houvesse mais variagdo no peso, indicando a perda total da
agua. Passado este periodo, o material foi retirado da estufa, triturado em p6 em
moinho elétrico e entdo submetido a processo de extracao dos principios ativos.

Os extratos foram preparados no Laboratério de Farmacotécnica da UEPB.
Para a sua preparacdo foram utilizados os seguintes materiais e instrumentais:
cascas secas das plantas, algoddo, alcool 70, agua destilada, alcool cereais,
percolador, pipeta, balanca de precisao, recipiente de vidro na cor ambar e tampa de
plastico, os instrumentais utilizados para a preparacéo da tintura foram lavados trés
vezes com detergente, em seguia com alcool a 70% e por fim com agua destilada.
Os extratos foram obtidos através da imersdo da planta em solucdo hidroalcodlica
70% em um percolador de formato cilindrico, na propor¢cdo de uma (1) parte da

planta para cinco (5) partes de alcool etilico 70%. Apés sete dias em repouso, a
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temperatura ambiente, a substancia foi coletada. O extrato foi retirado do percolador
e acondicionado em recipientes de vidro, na cor ambar, etiquetados, identificados e

armazenados.

4.6 METODO DE DIFUSAO EM AGAR (TECNICA DOS DISCOS)

Para a determinacdo da atividade antimicrobiana dos extratos foi utilizado o

método de difusdo em &4gar com base na técnica dos discos, em triplicata.

4.6.1 Preparo do meio de cultura

Diluicdo de Agar Miiller Hinton (DIFCO) ®, Sabouraud Dextrose (ASD), Brain
Heart Infusion Broth e BHI caldo em agua destilada e esterilizacdo da solucdo em
autoclave a 122 "C por 15 minutos deixando resfriar até atingir uma temperatura
entre 45 e 50 "C. Colocacéo de 20 mL do Agar Miiller Hinton esterilizado em placas
de Petri de 150 x 15 mm, com o auxilio de uma proveta.

Para o preparo do meio Agar Miiller Hinton sangue, primeiramente prepara-
se o Agar Miiller Hinton em agua destilada e esteriliza-se a solucio em autoclave a
121 °C por 15 minutos deixando resfriar até atingir uma temperatura entre 45 e 50
°C, é entao retirado da autoclave e resfriado a 50 °C, em seguida é misturado com
sangue de carneiro desfibrinado (5% de sangue de carneiro para 1 litro do meio de
cultura Agar Miller Hinton) de forma asséptica, homogeneizando bem sem formar

espuma.

4.6.2 Atividade Antimicrobiana

A reativacado das bactérias liofilizadas ocorreu em placa, imediatamente apés
a abertura do envelope protetor. Esta placa foi denominada “placa mae” e incubada
em estufa de cultura a 37°C por 24 horas. Apés o crescimento por 24 horas, seguiu-
se a preparacao do liéfilo, que foi adquirido através da 22 passagem. Para realizacao

de todos os experimentos foi estabelecida a 3% passagem, para obtencao da cultura



22

fresca. A técnica utilizada na placa para estriar as bactérias foi de esgotamento. A

placa foi mantida em estufa a temperatura de 37°C, por 24 horas.

4.6.3 Ensaios antimicrobianos em disco difusdo em Agar

Decorridas as 24 horas de crescimento bacteriano, na 32 passagem, foi
iniciado o preparo das suspensfes bacterianas. Foi transferida uma alcada de
colénias de cada espécie bacteriana da placa de Petri para tubos de ensaio estéreis
com tampa com 9 mL de solugéo salina. Cada suspenséo foi homogeneizada no
vortex por 1 minuto e levado para o espectrofotdmero. O inéculo microbiano foi
padronizado de acordo com Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2005),
onde as referidas suspensfes foram diluidas de modo a obter a transmitancia de
85%, no comprimento de onda de 625 nm em espectrofotbmetro, marca
BIOSPECTRO, acoplado a um computador, em cubetas de vidro, a fim de obter-se

uma preparacdo microbiana com concentracéo final préxima a 10° UFC/mL.

4.6.4 Controles utilizados

Como controle positivo foi utilizado o digluconato de clorexidina a 0,12% e
nistatina para os fungos.

4.6.5 Semeamento de placas

O ind6culo bacteriano foi semeado em placas de acordo com os tipos de
bactérias, para os S.aureus foi utilizado o Agar Mueller Hinton com auxilio de swab
estéril pela técnica do esgotamento; para o S.mutans foi utilizado o Agar Mueller
Hinton sangue e as demais bactérias com o BHI caldo. O ensaio de atividade
antifangica foi realizado através da técnica de difusdo em meio sélido. Adicionou-se
20 mL do meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose (HIMEDIA®, S&o Paulo, Brasil)
- (ASD) em cada placa de Petri descartavel. Em cada placa foram acomodados 3

discos absorventes estéreis, onde receberam 20 microlitros de extrato e 20
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microlitros de digluconato de clorexidina a 0,12% ou nistatina, com o auxilio de
micropipeta de volume variavel. Para as bactérias as placas foram mantidas em
estufa de cultura a 37 °C por 24 horas, momento em que a acéo antibacteriana dos
extratos foi quantificada em milimetros através do diametro dos halos de inibicao
medidos com o auxilio de um paquimetro (figura 1). As placas da Candida foram
mantidas em estufa de cultura a 25 °C por 48 horas e assim realizada a leitura dos

halos de inibicéo.

Figura 1. Paquimetro digital.

4.7 ANALISE DOS DADOS

O resultado final foi determinado pela média aritmética dos diametros dos
halos de inibicdo (mm), obtidos nas triplicatas, de cada ensaio, aferidos com o

auxilio de um paquimetro digital.
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5 RESULTADOS

Os resultados demonstraram que o extrato da S. officinalis apresentou acao
antimicrobiana para as cepas de E. faecalis, S. oralis e S. aureus (Figura 2). A M.
nigra demonstrou capacidade antimicrobiana para as cepas de E. faecalis, E. coli e
S. aureus (Figura 3). O extrato da B. sartorum, C. férrea, P. maju e C. phyllacanthus
obtiveram resultados positivo apenas para com o S. aureaus (Figura 4). Observa-se
que o S. mutans (Figura 5) e a levedura C. albicans (Figura 6) nao foi inibida por
nenhum dos extratos.

A clorexidina a 0,12% apresentou 12,74 mm como média de halo de inibi¢cdo
sobre as bactérias, e a nistatina demonstrou 12,05 mm contra a C.albicans.

Tabela 1. Média dos halos de inibicdo em (mm) dos extratos, pela técnica de difusédo

em agar.
PLANTAS Média dos halos de inibicdo em mm
S.oralis S. mutans S. aureus E. faecalis E. coli C. albicans

SALVIA OFFICINALIS 10,21 0 13,56 9,36 0 0
CAESALPINIA FERREA 0 0 10,77 0 0 0
MORUS NIGRA 0 0 14,72 8 15,16 0
BUMELIA SARTORUM 0 0 8,0 0 7,32 0
PLANTAGO MAJU 0 0 12,16 0 0 0
CNIDOSCOLUS 0 0 11,18 0 71 0
PHYLLACANTHUS

CLOREXIDINA 12,11 12,01 14,18 12,42 13,02 =

NISTATINA = = = = = 12,05



Figura 4. Acdo antimicrobiana da B. sartorum (1), C. férrea (2), P, maju (3) e C. phyllacanthus (4)

contra S. aureus
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Figura 5. Acéo antimicrobiana da C. férrea (1), S. officinalis (2) e clorexidina (3) contra S. mutans.

Figura 6. Acao antifiingica da B. sartorum (1), P, maju (2), C. phyllacanthus (3) e nistatina (4) contra

C. albicans.
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6 DISCUSSAO

Aliado a crescente utilizagdo da fitoterapia na area médica, verificamos um
importante avanco de estudos na area odontoldgica. A associacdo de plantas
medicinais a dentifricios ou colutérios bucais tem sido proposto por varios estudos e
diversos extratos de plantas foram testados com o objetivo de reduzir a atividade de
microrganismos da cavidade bucal (MODESTO et al., 2001). Considerando que as
principais doencas que acometem a cavidade bucal sdo de origem microbiana é
recomendavel o uso de substancias que tenham efeito microbicida sobre
microrganismos causadores da céarie, doencas periodontais e candidoses.

Em estudos anteriores foi observado que fitoterapicos colhidos de regides
diferentes, apresentam variabilidade do efeito terapéutico da mesma planta devido a
variedade quimica dos solos (CORREA et al.,1988) E que a composi¢do dos
principios ativos das plantas é variavel em decorréncia das diferentes condicdes de
cultivo, colheita, secagem, armazenamento e preparo dos fitoterapicos(CUNHA, et
al., 2003).

Salvia officinalis € uma graminia pertencente a familia das Laminaceas,
conhecida por suas propriedades anti-sépticas, cicatrizante, bactericida e
antioxidante. Existem varios estudos publicados a respeito da Salvia officinalis como
antimicrobiano, atuando em bactérias diferentes.

Pesquisas relatam a utilizacdo do extrato etandlico de S. officinalis, o qual,
nao apresentou zona de inibicdo sobre as bactérias como S. aureus, P. aeruginosa e
E. coli (NASCIMENTO et al., 2000; VELICKOVIC et al., 2004; BARA E VANETTI,
1997/1988). Em contrapartida, utilizando o extrato aquoso e etandlico de S.
officinalis, demonstraram que o mesmo, possui atividade inibitéria sobre E. coli
(ABU-SHANAB et al., 2004; PERREIRA et al.,2004). Resultados semelhantes foram
encontrados por Weckesser et al., (2007) quando avaliaram extratos de diferentes
plantas, incluindo Salvia officinalis, sobre 29 bactérias aerbbias, anaerdbias e
leveduras e verificaram importante agao antimicrobiana.

Adicionalmente Molina et al., (2008) avaliaram in vitro a atividade antifiungica
de extratos glicélico da salvia sobre 20 cepas de Candida albicans isoladas da
cavidade bucal e a determinacdo da concentracdo fungicida minima (CFM). O
extrato glicélico de salvia apresentou capacidade fungicida para 80% das cepas,
com CFM variando de 5 a 50%.
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O mesmo resultado n&o foi observado no presente estudo, pois os resultados
mostraram que o0 extrato hidroalcéolico da salvia apresentou capacidade
antimicrobiana para E. faecalis, S. aureus e S. oralis , 0 mesmo nao apresentou
atividade antifungica contra a C. albicans. Indicando que pode, em um futuro
proximo, fazer parte das plantas utilizadas com propriedades terapéuticas na
odontologia.

A espécie Plantago major € utilizada popularmente para o tratamento caseiro
de queimaduras, disenteria, diarreias e infeccbes da boca e garganta. Estas
propriedades terapéuticas justificam a sua atividade antimicrobiana frente ao
Staphylococcus aureus, microrganismo associado a graves infec¢cdes como:
septicemia, bacteremia, endocardite e pneumonia (MADIGAN et al., 1997). Em
adicdo Navarro et al. (1998) comprovaram clinicamente o efeito antinflamatério e
antibacteriano do colutério a base de uma tintura de Plantago major sobre
microrganismos da placa dental, sugerindo a utilizacdo do Plantago major como
suplemento efetivo para o controle da gengivite e da placa bacteriana supra
gengival.

Neste estudo, o extrato hidroalcéolico da tanchagem mostrou atividade
antimicrobiana contra o S. aureus. Resultados positivos, também, foram encontrados
no trabalho de Freitas et al. (2002) no qual foi realizado um estudo microbioldgico
para a avaliacdo da atividade do extrato hidroalcodlico, realizado pelo método de
difusdo em meio sdlido, frente a doze isolados clinicos de Staphylococcus aureus,
obtidos de feridas abertas da pele, secrecdes vaginais e da orofaringe, todas as
amostras de Staphylococcus aureus mostraram-se sensiveis ao extrato
hidroalcodlico.

Em adicional Dos Santos et al. (2008), analisaram a eficacia in vitro do
extrato da tanchagem a 20, 30 e 100% frente a microrganismos causadores da
endocardite bacteriana. A tanchagem, frente as bactérias testadas produziu halos de
inibicAo para K. Pneumoniae e Candida tropicalis, em contrapartida mostrou-se
ineficaz contra C. albicans. Corroborando assim com o presente estudo, que
igualmente ndo apresentou atividade antifingica contra a C. albicans. Resultados
gue sugerem a necessidade de mais pesquisas, para disponibilizar o seu uso como

uma alternativa terapéutica.



29

No presente estudo, dos microrganismos observados, foi encontrada
atividade antimicrobiana do extrato hidroalcéolico do juca contra o S.aureus.
Corroborando com a pesquisa realizada por Soares et al., (2006) na qual avaliaram
a atividade antibacteriana de diversos extratos, o extrato do jucd apresentou uma
significativa atividade antibacteriana sobre S. mutans, S. sobrinus, S. mitis, S.
sanguis e L.casei. Cavalheiro et al., (2009), pesquisaram atividades biolégicas no
extrato de sementes de C. férrea. Os resultados indicaram a presenca das
atividades celulasica, amilasica, anticoagulante e larvicida contra A. aegypti no
extrato aquoso das sementes de C. ferrea, entretanto, ndo foram observadas as
atividades toxica aguda, hemolitica, heparinésica, antibacteriana e antifiingica. Neste
estudo o extrato do jucd ndo demonstrou acdo antifingica sobre a C. albicans.
Sugerimos entédo a realizacao de novas pesquisas utilizando este extrato.

Dantas et al., (2003) em uma pesquisa realizada em Comunidades do Semi-
arido paraibano, relataram que a utlizacdo da favela tem sido maior como
fitoterapico, seguido de alimentacdo animal, enquanto que, na alimentacdo humana
ha pouco conhecimento das suas potencialidades. Como fitoterapico, foram
relatadas as propriedades: cicatrizante, analgésico, antiinflamatorio, antibiético e
diurético; indicada para dor de dente, cura do cancer, dores na coluna, doencas
infecciosas, cura de mioma e problemas no ovario, doencas renais, fratura éssea,
doencas do estdmago, dor de ouvido, atenuante de pancadas e tratamento de
verruga. Neste estudo, a favela mostrou acédo antimicrobiana contra o S. aureaus, no
entanto ndo houve acao antifungica sobre a C. albicans.

No conhecimento popular a quixaba tem as suas folhas utilizadas como
antiinflamatdrias e analgésicas. Como principio ativo dos seus efeitos fitoterapicos
as Saponinas triterpénicas sdo as substancias tidas como as responsaveis, Visto
que, esse fato é observado em algumas espécies da familia Sapotaceae
(SCHENKEL et al., 1999). Estudos realizados com o extrato etandlico de B. sartorum
também mostraram que esta planta tem atividade hipoglicemiante (NAIK et al., 1991,
ALMEIDA et al., 1982; MODESTO FILHO, 1989). No presente estudo, a quixaba
apresentou discreta atividade antimicrobiana sobre o S. aureus e nenhuma atividade
antifungica contra a C. albicans.

A amora-negra € utilizada tanto como medicinal quanto alimenticia, e é
pertencente a familia Moraceae, em que se incluem também a jaca, figo, fruta-péao e
a umbauba (BALBACH; BOARIM, 1995). O género Morus é também conhecido por
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conter inimeros compostos fendlicos incluindo flavonodides, isoprenilados,
cumarinas, cromonas e xantonas, sendo estes em sua maioria detentores de
propriedades, tais como atividades antiinflamatoria, diurética e efeitos hipotensores
(NOMURA; HANO, 1994). Regularmente € utilizada contra aftas, diarreia, dor de
garganta, inflamacBes na boca, diabete, problemas de menstruacdo e de ovério
(BOSCOLO; SENNA VALLE, 2008), além de possui Atividades biolégicas
estabelecidas como Hipoglicemiante (PETLEVSKI, 2001) e analgésico (De SOUZA,
2000).

Neste estudo, a amora-negra nao apresentou atividade antifangica contra a C.
albicans, porém demonstrou acdo antimicrobiana contra o E. faecalis, E. coli e S.
aureus. Corroborando com o estudo realizado por Toshio et al., (2005), no qual, da
amora-negra foi isolada uma substancia denominada chalcomoracina de espécies
de Morus, a qual apresentou consideravel atividade antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina. A poténcia da atividade inibitoria
contra o crescimento microbiano foi comparada a vancomicina. Sugerimos a
realizacdo de mais pesquisas, para que futuramente faca parte do arsenal de
plantas terapéuticas na odontologia.

Estudos com o objetivo de avaliar in vitro a acéo antifingica dos extratos do
jucd, quixaba, favela e amora-negra sobre a levedura C. albicans ndo foram
encontrados na literatura.

Os resultados demonstram a importancia de se estudar novos meios
alternativos e de baixo custo e sugerem a utilizagcdo destes extratos como agente

antimicrobiano em novas pesquisas na odontologia.
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7 CONCLUSAO

Considerando o halo de inibicdo de crescimento = 8mm, os resultados
encontrados permitem verificar que os extratos de Salvia officinalis, Caesalpinia
férrea, Morus nigra, Bumelia sartorum, Plantago maju e Cnidoscolus phyllacanthus
nao possuem atividade antifingica contra C. albicans, mas demonstram capacidade
de inibir as bactérias patogénicas, comprovando que possuem atividade
antimicrobiana e constituem perspectivas para a obtencéo de antibioticos topicos.

Sendo, portanto, valida a busca por novas plantas que possuam atividade
antimicrobiana formadoras do biofilme dentario, em prevencédo a céarie e a doenca
periodontal.

Os resultados do presente estudo com extratos fitoterapicos mostram a
necessidade e a importancia de se realizar mais pesquisas sobre meios alternativos
e economicamente vidveis para o controle quimico do biofilme, facilitando o acesso

das popula¢cdes mais carentes aos enxaguatorios bucais.
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