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RESUMO

Com o aumento dos microrganismos resistentes as substancias antimicrobianas ja conhecidas,
varios extratos de plantas medicinais tém sido testados com a finalidade de se encontrar novos
compostos com atividade antimicrobiana reconhecida. Este estudo teve como objetivo avaliar
a acdo antimicrobiana de alguns extratos vegetais presentes no semiarido brasileiro. Para
avaliacdo da atividade antimicrobiana foram testados os extratos hidroalcéolicos da Schinus
terebintifolius Raddi (aroeira-da-praia), Syderoxylum obtusifolium Roem et Schult,
(quixabeira), Bauhinia forficata linn (morord), Anadenanthera colubrina Brenan (angico),
Spondias tuberosa Arruda (umbuzeiro), Maytenus rigida Mart. (bom-nome), Tabebuia
pentaphylla (ipé rosa) e Guapira opposita (jodo-mole), frente as bactérias Streptococcus
mutans, Streptococcus salivarius, Streptococcus oralis e Streptococcus parasanguis; e as
cepas de Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida guilliermondii e Candida krusei.
Determinou-se a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) através da técnica da microdiluicdo
em caldo, a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e Concentracdo Fungicida Minima
(CFM) através do subcultivo em placas de Petri. Todos 0s extratos vegetais analisados
apresentaram atividade antimicrobiana para a maioria das cepas de Streptococcus e Candida,
sendo todas sensiveis a pelo menos um tipo de extrato. Os extratos que apresentaram 0s
menores valores de CIM e CBM foram os da Schinus terebintifolius Raddi ,Syderoxylum
obtusifolium Roem et Schult. Este estudo aponta algumas plantas com potencial
antimicrobianos, sendo necessaria a realizacdo de estudos que identifiquem as fragdes ativas,
assim como 0s seus mecanismos de acdo, com perspectivas de producdo de um novo

antimicrobiano para uso na odontologia.

Palavras-Chave: Microbiologia, Extratos Vegetais, Streptococcus, Candida.



ABSTRACT

With the increase of microorganisms resistant to antimicrobial substances already known,
various herbal extracts have been tested in order to find new compounds with antimicrobial
activity recognized. This study aimed to evaluate the antimicrobial activity of some plant
extracts present in the Brazilian semiarid. To evaluate the antimicrobial activity were tested
hydroalcoholic extracts of Schinus terebintifolius Raddi (Schinus-the-beach), Roem et Schult
Syderoxylum obtusifolium, (Quixabeira), Bauhinia forficata linn (morord) Anadenanthera
colubrina Brenan (mimosa), Spondias tuberosa Arruda (tuberosa), Maytenus rigida Mart.
(good name), Tabebuia pentaphylla (ipe pink) and Guapira opposita (john-mole), compared
the bacteria Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius, Streptococcus oralis and
Streptococcus parasanguis, and the strains of Candida albicans, Candida parapsilosis,
Candida guilliermondii and Candida krusei.. It was determined the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) by broth microdilution technique, the Minimal Bactericidal
Concentration (MBC) and minimum fungicidal concentration (MFC) by subculturing in Petri
dishes. All plant extracts analyzed showed antimicrobial activity against most strains of
Streptococcus and Candida, which are all sensitive to at least one type of extract. The extracts
that showed the lowest MIC and MBC were those of Schinus terebintifolius Raddi, Roem et
Schult Syderoxylum obtusifolium. This study suggests some plants with potential
antimicrobial, being necessary to carry out studies to identify the active fractions, as well as

their mechanisms of action, which may produce a new antimicrobial for use in dentistry.

Keywords: Microbiology, Plant Extracts, Streptococcus, Candida.
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1. INTRODUCAO

Durante muitos séculos, preparacGes a base de plantas constituiram os principais
tratamentos contra as inimeras doencas que acometiam a humanidade, destacando-se 0 uso no
tratamento de doencas venéreas, inflamacoes, infeccdes, feridas e gastrenterites. Com o
avanco cientifico, muitos produtos naturais foram identificados e isolados, possibilitando
tratamentos mais eficazes. O reino vegetal forneceu aproximadamente 25% dos farmacos de
origem natural utilizados atualmente, e continua sendo uma fonte rica em compostos ativos,
devido a sua vasta diversidade quimica. (GURIB-FAKIN, 2006; RAMIREZ; DIAZ, 2007)

A pesquisa de extratos vegetais com acdo antimicrobiana se apresenta como uma saida
para 0 combate aos microrganismos patogénicos, em razdo do aumento de sua resisténcia a
maultiplas drogas, resultante, na maioria das vezes, do uso indiscriminado de antimicrobianos,
levando assim & procura dessas novas alternativas terapéuticas. A diversidade de moléculas
encontradas em plantas faz das mesmas promissoras fontes de novos agentes antimicrobianos
(COUTINHO et al., 2008; SILVA et al., 2007; LEITAO et al., 2006).

Com base nesta premissa, tém sido desenvolvidos estudos de compostos de produtos
naturais, visando a obtencdo de agentes antimicrobianos, que possibilitem a prevencdo e o
tratamento de doencas bucais, especialmente as relacionadas ao biofilme dentario e as
candidoses, com 0 maximo de efetividade e 0 minimo de agressao ao organismo (BOTELHO
etal., 2007).

A clorexidina destaca-se entre as substancias utilizadas para controlar o biofilme
dentario (LAWRENCE et al., 2008, DINIZ et al., 2010). Entretanto, alguns microorganismos
ja apresentam resisténcia a este farmaco (MARINHO et al., 2007). A maioria dos antifingicos
clinicamente utilizados tem vérios inconvenientes em termos de toxicidade, eficécia e custo, e
sua utilizacdo freqlientemente leva ao aparecimento de espécies resistentes. Assim, existe uma
grande demanda por novos antimicrobianos de diferentes classes estruturais, agindo
seletivamente e com menos efeitos colaterais (ABAD, ANSUATEGUI, BERMEJO, 2007;
MENEZES et al,2009).
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Avaliar a atividade antimicrobiana de extratos vegetais de plantas do semiarido

paraibano sobre bactérias do género Streptococcus e leveduras do género Candida.
2.2. Objetivos especificos
- Avaliar a atividade antibacteriana e antifingica dos extratos vegetais;

- Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), Concentracdo Bactericida

Minima (CBM) e Concentra¢do Fungicida Minima (CFM) dos extratos testados.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1.Resisténcia dos microorganismos aos farmacos

O biofilme é a primeira etapa para a formacdo das lesbes de carie. Sua formacdo é
dependente de interagdes dos microrganismos com o dente e dos microrganismos entre si e
pode ser caracterizada por varios estagios arbitrarios: formacéo da pelicula adquirida, adeséo
as células bacterianas simples, crescimento de bactérias aderidas, formando micro colonias
distintas, sucessao e co-agregacdo microbiana e comunidade climax, que € o biofilme maduro
(FEJERSKOV, 2005).

Dentre os agentes quimicos disponiveis no mercado para prevencdo das doencas
bucais relacionadas com o biofilme dental, pode-se citar: a clorexidina, o triclosan, o
laurilsulfato de sodio e o fluoreto de s6dio (MOREIRA et al.,2009; PINTO FILHO et al,
2009; JOVITO et al., 2009). A clorexidina destaca-se entre estes por possuir uma boa eficécia
na remocdo do biofilme cariogénico (LAWRENCE et al.,2008), e ser uma substancia
considerada como um antissépticos de amplo espectro, além de atuar sobre fungos e bactérias
gram-positivas e gram-negativas (DINIZ et al., 2010). Entretanto, esta substancia apresenta
algumas limitacfes, como alteracdo do paladar, manchas nos dentes e desequilibrio da
microbiota bucal. Embora seja eficaz frente a diversos microorganismos, alguns j& apresentam
resisténcia a este farmaco (MARINHO et al., 2007).

A Candidose bucal tem sido definida como uma infeccdo causada por fungos presentes
na microbiota da cavidade bucal, sendo as espécies de Candida as mais relacionadas a doenca
(TEIN, 2006). Candida albicans é a mais frequentemente isolada da cavidade bucal e
representa 0 agente etioldgico mais comum da candidose. Existem outras espécies inseridas
no género Candida como C. guilliermondii, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicallis que
também podem estar envolvidas na etiologia desta infeccdo (LIMA et al., 2006).

Em relagdo ao tratamento da candidose, varios farmacos obtidos por meio da sintese
organica tém sido utilizados no tratamento de infeccdes micdticas, como 0s antissépticos a
base de tintura de iodo, violeta de genciana, acido salicilico e benzoico, derivados
sulfamidicos, corantes, quinonas e antifungicos poliénicos (nistatina, anfotericina). Além
desses, utilizam-se também antifingicos como os azois (cetoconazol, econazol, sulconazol,
miconazol, clotrimazol e fluconazol) e anfotericina B. Porém, algumas infec¢Ges fungicas séo
de dificil tratamento, fato relacionado a elevada resisténcia da Candida frente & acdo de
alguns antiflingicos convencionais (ARAUJO, 2004; ZANARDI et al., 2008).
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A resisténcia ao farmaco depende da interacdo entre o hospedeiro, o farmaco e o
microorganismo, porém os fatores do paciente sdo 0s mais importantes para o surgimento da
resisténcia (ZARDO, 2004). O uso indiscriminado de antibidticos aumenta a pressdo seletiva
e, também, a oportunidade da bactéria ser exposta aos mesmos (SANTOS,2004).

A resisténcia aos antifingicos ocorre quando as alteragdes na rota da biossintese dos
esterois e da expressdo do gene ERG 11 (Ets Related gene -11), envolvido na sintese da
enzima 14 DM (Dinamica Molecular) reduz o acumulo intracelular da droga e a inativacao da
mesma (MORSCHHAUSER, 2002).

A resisténcia de patdégenos humanos a multiplas drogas mostra a necessidade em se
buscar novas moléculas antimicrobianas a partir de fontes naturais (LEITAO et al., 2006).
Dessa maneira, a crescente demanda por novos antimicrobianos tem levado a investigacdes
fitoquimicas e farmacoldgicas de plantas, guiadas por informacBes sobre o0 uso
tradicional,etnobotanica (FILOCHE et al., 2005).

3.2. Schinus terebintifolius Raddi (Aroeira-da-praia)

Schinus terebenthifolius Raddi é um exemplar da familia Anacardiaceae que apresenta
as seguintes sinonimias boténicas: Schinus aroeira Vell, Sarcotheca bahiensis Turcz.,Schinus
antiarthritica Mart., Schinus mucromulata Mart. Schinus chichita Speg.,Schinus lentiscifolia
e Schinus rhoifolus Mart. (LORENZI, 2002).

Esta arvore € popularmente conhecida como:aroeira, aroeira pimenteira, aroeira
precoce, aroeira do campo, aroeira da praia, aroeira negra, aroeira branca, aroeira vermelha,
aroeira mansa, aroeira do brejo, aroeira do sertdo, fruto de raposa, fruto de sabi, coracéo de
bugre, cambui, balsamo, aroeira do campo, aroeira de sabia, aroeira do Parand, aguaraiba e
careiba (LIMA et al., 2004; RIBAS et al., 2006).

A Schinus terebenthifolius Raddi é uma arvore de pequeno a médio porte, e apresenta
propriedades farmacoldgicas, como adstringente, antiséptica, cicatrizante, antimicrobiana e
antiinflamatéria (AGRA et al., 2007; BIAVATTI et al., 2007; LIMA, 2006).as quais estdo
relacionadas com componentes quimicos presentes em diferentes partes da planta, como
taninos, terpenos, flavondides e saponinas. Destes componentes, as propriedades potenciais e
antioxidantes foram atribuidas aos flavonoides (CARVALHO et al., 2003;LIMA,2006).

Lima et al. (2004) avaliaram a acdo antimicrobiana de diferentes concentragcdes do
extrato aquoso de S. terebenthifolius obtido de caules e folhas e verificaram atividade frente

as linhagens referéncia de Staphylococcus aureaus , Staphylococcus epidermidis, Bacillus
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cereus, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Trycophytonrubrum, Microsporum
canis e Epidermophyton floccosum, utilizando o teste de difusdo em &gar.

Posteriormente, Alves et al.(2009) verificaram atividades bacteriostatica e bactericida
in vitro do extrato hidroalcoolico da aroeira sobre Streptococcus mutans, Streptococcus mitis,
Streptococcus sobrinus, Streptococcus sanguis e Lactobacillus casei, também pelo método de
difusdo em meio solido. No mesmo estudo, S. terebenthifolius exerceu a¢éo antifungica para a
Candida albicans, com concentracgéo inibitéria minima (CIM) de 1:8 e para C. tropicalis e C.
krusei, com CIM de 1:16.

No estudo de Freires et al (2011) a atividade do extrato da casca da S.
terebinthifolius frente a C albicans foi também confirmada, tendo média dos didmetros dos

halos de inibicdo de 25,32 mm.

3.3. Syderoxylum obtusifolium Roem et Schult. (Quixabeira)

Syderoxylum obtusifolium Roem et Schult é uma planta da flora brasileira. E um
espécie da familia Sapotaceae, caracterizada pela diversidade de substancias resultantes do
seu metabolismo secundario, como triterpenos, esterdides, taninos, polifendis além de
alcaldides, carotenos, compostos cianogénicos, carboidratos e &cidos  graxos
(MONTENEGRO et al, 2006; BARBOSA-FILHO et al., 2005).

A quixabeira é usada como antiinflamatério do sistema geniturindrio feminino
(AGRA, 2007), expectorante, analgésico, hipoglicemiante (AGRA et al., 2007, AGRA et al.,
2008) e em infecgdes bucais (SANTOS et al., 2009). No estudo de Costa et al (2010), a
quixabeira apresentou atividade antimicrobiana contra Enterococus faecalis, com halos de

inibicdo de até 12, 61 mm.

3.4. Bauhinia forficata Linn (Morord)

Bauhinia forficata Linn é uma espécie da familia Leguminoseae, nativa da América
do Sul, a qual possui distribuicdo na Argentina, Paraguai, Uruguai, Bolivia e Brasil (VAZ,
TOZZI, 2005). Constitui uma das 71 plantas selecionadas pelo Ministério da Saude como de
interesse ao SUS (Ministério da Saude, 2009).

A Bauhinia forficata Linn apresenta na sua estrutura fitoquimica glicosidios, acidos
organicos, sais minerais, taninos, pigmentos e mucilagens (LUSA, BONA, 2009).

Comercialmente é utilizada para fins medicinais e artesenal. As raspas do caule sdo utilizadas
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em xaropes para o tratamento de tosses e resfriados, diarréia, problemas renais, diabetes e no
controle de glicemia em diabéticos, além de possuir propriedades anticoagulantes e
antifibrinogenoliticas (LORENZI, MATOS, 2008; ARAUJO; SOUSA, 2011). E também
indicada contra moléstias da pele, hipertensdo, Ulceras, &cido uUrico, problemas da coluna,
cistites, hipocolesterémicas, parasitoses intestinais afeccfes vesicais, dores nas costas, prisao
de ventre, elefantiase e anemia. Possui propriedades mucilaginosas e adstringentes, sendo
usada como resolutiva (SILVA et al., 2006; AGRA et al., 2007; LORENZI, MATOS, 2008).

3.5.Anadenanthera colubrina Brenan (Angico)

Anadenanthera colubri Brenan (angico-vermelho) é uma espécie leguminosa arborea,
de crescimento rapido, medindo de treze a vinte metros de altura, ocorrendo desde o sul da
Bolivia até o norte da Argentina; no Brasil, s6 ndo aparece na regido Sul. Floresce entre
setembro e novembro com a planta quase sem folhas. Sua casca varia de uma forma quase lisa
e clara até rugosa ou muito fissurada e preta (SILVA et al.,2010).

Quimicamente, € constituido por: alcaldides indolico (O6xidode N, N-
dimetiltriptamina); esterdides (palmitato de J-sitosterol e  d-sitosterol); flavondides
(3,3',4',7,8-pentahidroflavona); triterpendides (lupenona e lupeol); derivados fenolicos(3,4,5-
dimethoxidalbergiona, dalbergiona e kuhlmannia) (PALMEIRA et al., 2010)

A Anadenanthera colubri Brenan ¢é bastante representativa nas caatingas e
economicamente importante com utilizacédo diversificada, incluindo extracdo de tanino, uso
na medicina popular, fabricacdo de mdveis, forragens das folhas fenadas, ornamentacéo,
carvao e reflorestamentos de areas degradadas. (SILVA et al., 2011; SUGAI, et al., 2011).

Na medicina popular, o angico, vem sendo utilizado de diversas formas, dentre elas, o
decocto da casca (ha preparacdo de xaropes), usado no tratamento das tosses, coqueluches e
bronquites; a maceracdo da casca, utilizada no tratamento de inflamacdes, leucorréias,
gonorréia e quando a preparacdo é com alcool ou cachaca, pode ser utilizada em ferimentos
externos, agindo como hemostatico e cicatrizante (PALMEIRA et al., 2010,LORENZI &
MATOS ,2008). No estudo de Palmeira (2010) o extrato hidroalc6olico da Anadenanthera
colubri Brenan apresentou atividade antimicrobiana, com CIM de 3,12% (1:32) e halos de

inibicdo variando de 19 a 25 mm, para todas as cepas de S. aureus testadas.
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3.6. Spondias tuberosa Arruda (Umbuzeiro)

Spondias tuberosa Arruda (umbuzeiro) é uma planta pertencente a familia
Anacardiaceae, endémica do semiarido brasileiro, que tem contribuido substancialmente
como fonte alternativa de renda para os pequenos agricultores. Sua frutificacdo é abundante e
tem inicio em torno de 45 dias ap6s a floragdo. Os frutos sdo dupras glabras ou levemente
pilosas e arredondadas, pesando em torno de 10 a 20 g. Spondias tuberosa Arruda tem sido
empregada como medicacdo oftalmica (AGRA et al., 2007), no entanto, pouco estudada para

fins medicinais.

3.7. Guapira opposita Vell. (Jodo-mole)

A Guapira opposita Vell. (Jodo-mole) pertence a familia Nyctaginaceae, a qual possui
distribuicdo pantropical, incluindo cerca de 30 géneros e 400 espécies. As espéecies arbdreas
de Nyctaginaceae recebem o nome vulgar de maria mole ou jodo mole, referéncia a baixa
qualidade de sua madeira (SOUZA et al., 2005).

Extratos vegetais de espécies da familia Nyctaginaceae possuem dados
etnofarmacoldgicos sobre seu uso para tratamento de diversas patologias, tais como atividade
antituberculose, antiinflamatoria, cicatrizante (COELHO et al., 2005; PAVAN et al., 2009) e
amareldo (SOUZA, et al,.2010). Tem sido demonstrada a sua atividade antimicrobiana contra

bactérias gram-negativas, como a Escherichia coli (PESCARINI et al., 2011).

3.8. Maytenus rigida Mart. (Bom-nome)

Maytenus rigida Mart. conhecida popularmente por bom-homem, bom-nome, cabelo-
de-negro, casca-grossa e pau-de-colher, € uma arvore de pequeno porte, com aspectos
terapéuticos, cujas indicagdes incluem o tratamento de dores em geral, infecgdes (AGRA et
al., 2007, 2008). O género Maytenus com cerca de 80 espécies distribuidas no Brasil,
apresenta metabdlitos bioativos da classe de triterpenos (NIERO et al., 2006; REYES et al.,
2006; GUTIEERREZ et al., 2007), flavonoides (ESTEVAM, 2006; XIE et al., 2007,
TIBERTI et al., 2007), quinonas (ALMEIDA et al., 2005) e alcal6ides (DELLE et al., 1984).

Estudos farmacoldgicos com extratos da Maytenus rigida Mart. relataram atividade
antiinflamatéria (REYES et al., 2006; SANOGO et al., 2006; SANTOS et al., 2007; SOSA et
al., 2007), antinociceptiva (NIERO et al., 2006; SANOGO et al.,2006; DIAS et al., 2007),
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estimulante do sistema nervoso central (OMENA, 2007), antioxidante (BRUNNI et al., 2006;
ESTEVAM, 2006, VELLOSA et al., 2006), antidiarréica, antiulcerogénica, antiespasmodica
(AGRA et al., 2007; SANTOS et al, 2007), antimalaria (MUREGI et al., 2007
MUTHAURA et al., 2007), antitumoral (BUFFA et al., 2004) e anticonvulsivante
(QUINTANS-JUNIOR et al., 2008)

3.9. Tabebuia pentaphylla Vell. (Ipé-rosa)

A espécie Tabebuia pentaphylla Vell. conhecida popularmente como ipé-rosa é
originaria de El Salvador, sendo semidecidua, podendo chegar a vinte metros de altura
(Lorenzi et al., 2003). Quanto suas propriedades medicinais, Tabebuia pentaphylla tem sido
pouco estudada, no entanto, as plantas do mesmo género tém sido utilizadas na medicina
popular (SOUZA, et al,.2010). Da entrecasca faz-se um cha que € usado no tratamento de
gripes e depurativo do sangue. As folhas sdo utilizadas contra Ulceras sifiliticas e
blenorragicas, além de atividade anticancerigenas, antireumaticas e antianémicas
(CARVALHO, 2003).

3.10. Streptococcus sp

Os estreptococos sdo bactérias Gram-positivas e constituem a principal populacdo de
microrganismos da cavidade oral. Neste género, os Streptococcus do grupo mutans sdo 0S
principais microrganismos da cavidade oral, especialmente, o S. mutans, por desempenhar
papel preponderante na formacdo de biofilme dentario, tornando-se o agente etioldgico
primério da cérie dentaria (SAMARAO et al., 2010). Possuem a capacidade de aderir,
colonizar, crescer, sintetizar polissacarideos extracelulares e produzir acidos na superficie dos
dentes (LANDUCCI et al., 2003).

S. oralis, S. sanguis e S. salivarius sdo estreptococcus do grupo viridans, comumente
encontrados no biofilme (KONEMAN, 2001), porém, por ndo serem acidogénicos, nem
aciduaricos, estdo presentes em seu estagio inicial de formacdo, ndo atuando diretamente na
desmineralizagdo do esmalte dentario, apenas tornando o meio mais adequado para
colonizacdo dos S. mutans (PALOMER, 2006).
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3.11. Candida spp

Os microrganismos do género Candida estdo presentes na cavidade bucal da maioria
da populagdo humana, sendo a Candida albicans a espécie mais comumente encontrada e
associada as infeccfes (MATTOS et al., 2009), seguida pela C. tropicalis e outras espécies
menos patogénicas como a Candida krusei e Candida parapsilosis (YANG, 2003).

Essas espécies de Candida podem estar relacionadas com alguns fatores locais e
sistémicos, que predispdem a ocorréncia da candidose bucal, como imunocomprometimento,
xerostomia, alteracdes hormonais, uso de aparelhos ortoddnticos e de proteses dentarias com
higiene precaria e pacientes sob terapia antibidtica prolongada (NONAKA et al, 2007
RODRIGUES, 2007; PATEL et al,. 2008; SILVA et al., 2008).

A C. albicans possui a capacidade de aderir as superficies e formar biofilmes (SILVA
et al., 2008). Fatores de viruléncia tém sido identificados como a presenca de adesinas na
parede celular, comutacdo fenotipica, formacdo de hifas e thigmotropismo e secrecdo de
enzimas hidroliticas, como as fosfolipases e enzimas proteoliticas (BRAGA-SILVA et al.,
2009). Devido a sua importancia medica, € importante analisar o processo dindmico de
formagdo e desenvolvimento de biofilme, com o intuito de estabelecer estratégias de

tratamento, que inibam a sua formacéo (SILVA et al., 2008).
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4. METODOLOGIA

4.1 Material

4.1.1. Material Vegetal

As plantas foram coletadas na regido do semiarido paraibano, na Serra de Bodocongo,

no municipio de Queimadas, na meso regido da Borborema e micro regido do Cariri Oriental

(Figura 1). Apos coleta e limpeza, o material foi acondicionado em sacos de papel, secado em

estufa de circulacdo de ar a 40°C, e posteriormente moido para preparacao dos extratos.
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Figura 1. Coleta do material vegetal.

As plantas selecionadas para este estudo foram as seguintes:

- Schinus terebintifolius Raddi ( aroeira-da-praia) — casca e folha

- Syderoxylum obtusifolium Roem et Schult.(quixabeira) — casca e folha
- Bauhinia forficata Linn (moror0) - casca

- Anadenanthera colubrina Brenan (angico) - casca

- Spondias tuberosa Arruda (umbuzeiro) - casca

- Maytenus rigida Mart.(bom-nome) - casca

- Tabebuia pentaphylla Vell.(ipé-rosa) — casca folha

- Guapira opposita Vell (jodo mole) — casca e folha
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Figura 3.Syderoxylum otsusifolium
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Figura 4. Bauhinia fortificata Linn

Figura 6. Spodias tuberosa Figura 7. Maytenus rigida
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Figura 8. Tabebuia pentaphylla Figura 9. Guapira opposita

4. 1.2 Meios de cultura

4.1.2.1. Brain Heart infusion Agar (BHI agar) e Sabouraud Dextrose Agar

O meio de cultura BHI agar foi utilizado para determinar a concentracdo bactericida
minima (CBM) e o meio de cultura Sabouraud para determinar a concentragdo fungicida
minima (CFM). O meio de cultura foi preparado de acordo com as recomendacdes do
fabricante, esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos. Quando o preparado estéril
atingiu a temperatura de 56°C, distribuiu-se 20 ml do meio com o auxilio de provetas em cada
placa de Petri 90x15 lisa. Apos o processo de geleificagdo do meio, as placas foram

identificadas, datadas e armazenadas na geladeira.
4.1.2.2. Brain Heart infusion caldo (BHI caldo) e Sabouraud Dextrose caldo

O meio de cultura BHI caldo foi utilizado para 0s ensaios antimicrobianos em
microdiluicdo para as bactérias, e 0 meio Sabouraud Dextrose caldo para as candidas. Foi
preparado o meio duplamente concentrado,conforme a metodologia de Castro e Lima (2010),

e dissolvido e esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos.

4.1.3. Substancias padréao
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e Clorexidina 0,12% (controle positivo para as bacterias)

e Nistatina (controle positivo para a candida)

4.1.4. Cepas
Os microorganismos foram selecionados levando-se em conta a composi¢ao

microbiana dos biofilmes orais e dos principais microrganismos relacionados a carie,
gengivite e candidose. As cepas foram fornecidas pela FIOCRUZ de forma liofilizada, sendo
estudadas as seguintes espécies:

e Streptococcus mutans (ATCC 25175)

e S, salivarius (ATCC 7073)

e S.oralis (ATCC 10557)

e S. parasanguis (ATCC 903)

e Candida albicans (ATCC 18804)

e Candida krusei (ATCC 34135)

e Candida guilliermondii (ATCC 6260)

e Candida parapsilosis (ATCC 22019)

4.2. Método

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Desenvolvimento e Ensaios de
Medicamentos (LABDEM) da UEPB. Os métodos relacionados ao preparo do material
vegetal e da atividade antimicrobiana estdo de acordo com a metodologia descrita por Castro
e Lima (2010). Os ensaios para determinar a atividade antimicrobiana foram realizados em

duplicata.

4. 2.1. Preparacdo dos extratos vegetais

Para obtencdo dos extratos foi utilizado o processo de maceracdo. O material moido
foi colocado em recipientes e cobertos com alcool a 70%, na proporc¢do (planta:solvente) por
5 dias, sendo ap0s este periodo filtrado (Figura 10), para obtengdo do extrato vegetal bruto, o
qual foi utilizado nas andlises da atividade antimicrobiana, respeitando as recomendac@es da

Farmacopéia Brasileira.
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Figura 10. Extracdo do material vegetal

4.2.2 .Preparacdo do inoculo

-Bactérias

As bactérias foram semeadas em &gar Brain Heart infusion(ABHI) e incubadas em
estufa de cultura a 37°C por 24 horas. Decorridas as 24 horas de crescimento bacteriano, foi
iniciado o preparo das suspensdes bacterianas. Foi transferida uma colonia de cada espécie
bacteriana da placa de Petri para tubos de ensaio estéreis com tampa e adicionadas em solucéo
salina (0,85%) esterilizada (5mL).Cada suspensdo foi homogenizada no vértex por 1 minuto,
ajustando sua absorbancia entre 0,08 a 0,10 a 625 nm,com o0 auxilio de um espectrémetro,
originando uma concentracdo equivalente a 1,5 x 10%éls/mL. O inéculo microbiano foi

padronizado antes do uso, conforme descrito na Farmacopéia Brasileira 1V edi¢&o).

- Candida

Todas as amostras foram semeadas em placas de Petri contendo agar Sabouraud
Dextrose(ASD) e incubadas em estufa microbiolégica a 25 °C por 48 horas. Foi transferida
uma coldnia de cada espécie de fungos da placa de Petri para tubos de ensaio estéreis com
tampa e adicionadas solugdo salina esterilizada (0,85%). O in6culo microbiano foi
padronizado antes do uso, conforme descrito na Farmacopéia Brasileira 1V edi¢do. Cada
suspensdo foi homogenizada no vortex por 1 minuto, e ajustando sua absorbancia entre 0,08 a
0,10 a 530 nm, no espectrdbmetro, originando uma concentracdo equivalente a 1,5 x
10%céls/mL.
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4.2.3. Ensaios antimicrobianos em microdilui¢céo em caldo

4.2.3.1. Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

A determinacdo da CIM dos extratos vegetais foi realizada através da técnica da
microdilui¢do. Inicialmente, foram distribuidos 100 pl. do meio de cultura duplamente
concentrado nos orificios das placas de microdilui¢do contendo 96 cavidades, com fundo em
forma de “U”, com tampa (ALAMAR®, Diadema, S&o Paulo, Brasil). A coluna 1 recebeu
apenas 0 meio de cultura. Como controle negativo, foi verificada viabilidade das cepas
ensaiadas, com a inoculacdo da suspensdo microbiana no meio de cultura na coluna 2. A
coluna 3 recebeu o inéculo, o meio de cultura e a substancia padrao (controle positivo). A
partir da coluna 4, foram distribuidos 100 pL do extrato bruto no primeiro orificio da placa, e
depois realizadas diluigdes seriadas, a partir da retirada de uma aliquota de 100 pL da
cavidade mais concentrada para a cavidade sucessora, sendo os 100 uL finais desprezados.
Nos orificios de cada coluna foram dispensadas aliquotas de 10 pL do indculo correspondente
a cada cepa (Figura 11). As microplacas das bactérias foram incubadas a 37°C durante 24

horas, e as microplacas das candidas foram incubadas a 25°C, durante 48horas.

Figura 11. llustracdo do ensaio antimicrobiano por meio da microdilui¢do em caldo.

Leitura dos resultados da CIM
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A leitura para determinacdo da CIM de cada extrato foi, inicialmente, feita a partir do
método visual, onde foi considerada a formagao ou ndo de aglomerados de células (“botao”)
no fundo da cavidade da placa (Figura 12). Considerou-se como CIM, a menor concentracao
do produto em teste capaz de produzir inibicdo visivel sobre o crescimento das cepas

utilizadas nos ensaios microbioldgicos.

Figura 12. Teste de sensibilidade da cultura de bactérias, decorridas 24 horas de incubacéo a
37°C.

Para confirmacdo da presenca de microrganismos Vvidveis nas concentracbes nao
inibitdrias, foi dispensada uma aliquota de 10 pL. do corante Rezasurina em todas as
cavidades da placa (inclusive nos controles), 24 horas apds a incubacdo. Isto tornou-se
possivel distinguir as amostras vivas, coloridas de vermelho, daquelas mortas, onde foi
mantida a cor azul do corante (Figura 13). Apos a introducdo do corante, as placas foram

levadas novamente para a estufa por mais 24 horas.
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Figura 13 . Placa de microdiluicdo em caldo, com corante rezasurina, exibindo po¢os com

amostras de bactérias vivas, coloridas de rosa,e bactérias mortas, coloridas de azul.

4.2.3.2. Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

Apos determinacdo da CIM, a concentragdo correspondente a inibitoria e as duas
concentracdes imediatamente mais concentradas, e 0s controles positivos foram subcultivados
em placas de agar Brain Heart infusion (BHI), desprovido de qualquer antimicrobiano. Apds
24 horas de incubacdo a 37 °C, as leituras das CBMs foram realizadas com base no
crescimento dos controles, sendo considerada CBM a menor concentracdo do extrato que

impediu o crescimento visivel do cultivo (Figura 6).

Figura 14. Concentragdo Bactericida Minima, apds 24 horas de incubacédo a 37°C

4.2.3.3. Determinacéo da Concentracdo Fungicida Minima (CFM)

Apo6s determinacdo da CIM, a concentracdo correspondente a inibitoria e as duas
concentracdes imediatamente mais concentradas, e 0s controles positivos foram subcultivados
em placas de Agar Sabouraud Dextrose, desprovido de qualquer antimicrobiano. Apés 48
horas de incubacdo a 25 °C, as leituras das CFMs foram realizadas com base no crescimento
dos controles, sendo considerada CFM a menor concentracdo do extrato que impediu o
crescimento visivel do cultivo(Figura 7).



Figura 15. Concentracdo Fungicida Minima ap6s 48 horas de incubacéo a 25 °C.
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5 RESULTADOS

Os resultados da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracdo
Bactericida Minima (CBM) dos extratos hidroalcoolicos das cascas e/ou folhas das oito

plantas analisadas neste estudo encontram-se nas tabelas 1 e 2, respectivamente.

TABELA 1: Concentracdo Inibitéria Minima dos extratos vegetais contra as
espécies de Streptococcus.

S. S. S. S.
Extrato Vegetal mutans  oralis  salivarius  parasanguis

pl /ul pl /ul pl /pl pl /pl
Schinus terebintifolius Raddi* 50 50 12,5 25
Schinus terebintifolius Raddi** 25 25 12,5 12,5
Syderoxylum obtusifolium Roem 6,25 25 50 12,5
et Schult*
Syderoxylum obtusifolium Roem 50 50 50 50
et Schult.**
Anadenanthera colubrina 50 25 R 12,5
Brenan*
Bauhinia forficata Linn* 50 50 50 12,5
Spondias tuberosa Arruda* 100 3,12 50 25
Tabebuia pentaphylla Vell.* 100 12,5 50 12,5
Tabebuia pentaphylla Vell.** 100 12,5 100 12,5
Guapira opposita Vell.* 100 R 100 25
Guapira opposita Vell.** R 100 100 100
Clorexidina 0,12% 0,39 0,39 0,39 0,39

* Extrato da casca
**Extrato da folha

R: resistente



TABELA 2: Concentracdo Bactericida Minima dos extratos vegetais contra as

espécies de Streptococcus.

S. S. S. S.
Extrato Vegetal mutans  oralis  salivarius  parasanguis

pl /ul pl /pl pl /ul pl /pl
Schinus terebintifolius Raddi* 50 50 12,5 R
Schinus terebintifolius Raddi** 25 25 12,5 R
Syderoxylum obtusifolium Roem 6,25 25 50 R
et Schult*
Syderoxylum obtusifolium Roem 50 50 50 R
et Schult.**
Anadenanthera colubrina 50 100 R R
Brenan*
Bauhinia forficata Linn* 50 R 50 R
Spondias tuberosa Arruda* 100 R 50 100
Tabebuia pentaphylla Vell.* 100 R 50 100
Tabebuia pentaphylla Vell.** 100 R 100 R
Guapira opposita Vell.* 100 R 100 R
Guapira opposita Vell.** R R 100 R
Clorexidina 0,12% 0,39 0,39 0,39 0,39

* Extrato da casca

**Extrato da folha

R: resistente
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Os resultados da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Fungicida Minima (CFM)

dos extratos analisados encontram-se nas tabelas 3 e 4, respectivamente.

TABELA 3.Concentracao Inibitéria Minima (CIM) dos extratos hidroalcoolicos contra cepas
de Candida.

C. albicans C.krusei C.guillermond C.parapsilosis

ExtratoVegetal (b /pl) (ul /pl) (ul /pl) (ul /pl)
S. terebintifolius Raddi* 6,25 25 12,5 25
S. terebintifolius Raddi ** 12,5 25 12,5 12,5
S. obtusifolium Roem et Schult* 12,5 25 12,5 3,12
S. obtusifolium Roem et Schult ** 12,5 25 25 6,25
B. forficta Linn* 12,5 100 25 6,25
A. colubrina Brenan* 12,5 100 6,25 6,25
S. tuberosa Arruda* 12,5 100 25 100
M. rigida Mart* 12,5 100 25 100
T. pentaphylla Vell* 12,5 25 12,5 6,25
T. pentaphylla Vell** 12,5 25 12,5 3,12
G. opposita Vell * 50 50 50 12,5
G. opposite Vell** 25 50 12,5 12,5
Nistatina 3,12 3,12 6,25 6,25
* casca
**folha

R: resistente



36

TABELA 4. Concentragdo Fungicida Minima (CFM) dos extratos hidroalcoolicos contra

cepas de Candida.

C. albicans  C.krusei C.guillermond C.parapsilosis

ExtratoVegetal (ul /) (ul /) (ul /) (/)
S. terebintifolius Raddi* 6,25 50 25 50
S. terebintifolius Raddi ** 12,5 50 25 50
S. obtusifolium Roem et Schult* 25 50 25 25
S. obtusifolium Roem et Schult ** 25 50 50 50
B. forficta Linn* 25 50 25 25
A. colubrina Brenan* 25 50 50 50
S. tuberosa Arruda* 25 100 25 50
M. rigida Mart* 25 100 25 100
T. pentaphylla Vell* 50 50 R 50
T. pentaphylla Vell** 50 R 25 50
G. opposita Vell* 50 R 25 25
G. oppositaVell** 50 R 50 50
Nistatina 3,12 3,12 6,25 6,25
*casca
**folha

R: resistente
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6. DISCUSSAO

Diante da necessidade de se obter novas substancias com poder antimicrobiano,
pesquisas utilizando plantas medicinais tém sido realizadas. O uso de plantas representa um
recurso promissor para a descoberta de novos agentes antifungicos e antibacterianos com
menores efeitos colaterais e de menor custo. As plantas vém sendo usadas na medicina
popular para tratamento destas infeccGes e tém servido de base para diversas aplicacfes
terapéuticas (MENEZES, 2009, ALVES, et al.,2009; COSTA, et al., 2009; DINIZ, 2009).

A observacdo dos resultados obtidos neste estudo possibilita afirmar que os extratos
hidroalcdolicos testados apresentam efeitos fungiostaticos, fungicidas, bacteriostaticos e
bactericidas in vitro sobre pelo menos uma espécie de Candida e de Streptococcus. Apesar
dos resultados positivos de todos os extratos vegetais estudados, destaca-se o potencial da
Schinus terebintifolius Raddi (aroeira-da-praia) e da Syderoxylum obtusifolium Roem e
Schult (quixabeira).

A atividade da Schinus terebintifolius Raddi estd relacionada com componentes
quimicos presentes em diferentes partes da planta, como taninos, terpenos, flavonoides e
saponinas (CARVALHO et al., 2003). Syderoxylum obtusifolium é caracterizada pela
diversidade de substancias resultantes do seu metabolismo secundario, como triterpenos,
esterdides, taninos, polifendis, além de alcaldides, carotenos, compostos cianogénicos,
carboidratos e acidos graxos (MONTENEGRO et al, 2006; BARBOSA-FILHO et al., 2008).

Apesar dos expressivos resultados da S. terebintifolius e S. obtusifolium contra todos
0s estreptococos estudados, esses extratos ndo apresentaram atividade antimicrobiana para S.
parasanguis. Este achado torna-se relevante, uma vez que esta espécie apresenta importante
papel na prevencdo do biofilme dental, por atuar como antagonista das bactérias responsaveis
por este processo (RODRIGUEZ et al.,2008). A S. parasanguis apresentou resisténcia a
maioria dos extratos analisados, com sensibilidade apenas para os extratos do Spondias
tuberosa da casca de Tabebuia pentaphylla.

Schinus terebintifolius tem sido relatada como uma das plantas de uso odontolégico
mais utilizada para tratamento de afecc¢des bucais (SANTOS et al., 2009). No estudo de Alves
et al. (2009) foi avaliada a acdo antimicrobiana in vitro do extrato hidroalcodlico da aroeira
sobre Streptococcus mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus sobrinus, Streptococcus
sanguise, Lactobacillus casei, verificando atividade bacteriostatica e bactericida do produto

sobre 0os microrganismos testados pela técnica da microdiluicéao.
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O S. mutans, principal patégeno da céarie dentaria, também apresentou uma
consideravel sensibilidade a Schinus terebintifolius (FREIRES et al., 2010; PEREIRA et al.,
2009) . Foi demonstrada, também, que é sensivel a outros extratos vegetais, como a
Anacardium occidentale Linn (cajueiro) (ARAUJO, 2009), Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir.
(jurema preta) (MACEDO COSTA et al., 2009a), Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg
(jabuticabeira) (MACEDO COSTA et al.,2009b), Rosmarinus officinalis Linn (SILVA et al,
2008), Rheedia gardneriana Plach & Triana (bacupari) (SAMARAO 2010).

N&o foram identificados relatos na literatura de ensaios antimicrobianos da
Syderoxylum obtusifolium frente ao género Streptococcus spp. No entanto, o estudo de Costa
et al. (2010) evidenciaram o potencial antimicrobiano desta planta em diferentes
concentracdes (100%, 50%, 25%, 12,5% e 6,25%) frente o Enterococcus faecalis, pelo teste
de difusdo em &gar, pelo método do poco, elucidando a necessidade de novos ensaios
microbioldgicos com o extrato desta planta.

A sensibilidade do S. oralis frente aos extratos vegetais tem sido pouco relatada. Ja foi
demonstrado que a M .cauliflora (MACEDO COSTA et al., 2009a ) apresentou atividade
antimicrobiana contra esse microorganismo.

O Streptococcus salivarius mostrou-se sensivel a todos os extratos, exceto ao extrato
da casca do Anadenanthera colubrina. Esta bactéria tem apresentado sensibilidade a outras
plantas medicinais, como M. cauliflora (MACEDO COSTA et al., 2009b), Stryphnodendron
adstringens (SOARES et al., 2008) e Pfaffia glomerata (ginseng-brasileiro) (MOURA et al.,
2011), através do método de diluicdo em caldo. A divergéncia de resultado mostrado com
relagdo a casca da Anadenanthera colubrina Brenan pode ser atribuida a uma diversidade de
fatores, que podem modificar a substancia ativa da planta, interferindo diretamente nas suas
propriedades. Em estudo pioneiro, Franz (1982) mostrou que o contetdo das substancias
ativas de plantas medicinais cultivadas pode ser afetado por véarios fatores, tais como:
variacdo genética e transmissdo hereditaria das substancias secundarias (geralmente o
principio ativo); variabilidade morfo e ontogenética, por exemplo, diferencas no contetido de
substancias ativas em varias partes da planta e durante seu desenvolvimento; influéncias
ambientais (localizacéo, fertilizacdo, clima, altitude), entre outras.

A C. albicans, espécie do género Candida mais patogénica em humanos (MENEZES,
2009; ORTALAN,et al,. 2009), mostrou-se mais sensivel ao extrato da S. terebintifolius
Raddi. Ja C. parapsilosis, que é a espécie mais comum e resistente depois da C. albicans, com
alto potencial de viruléncia (TAMURA et al, 2007; ORTALAN et al, 2009), mostrou-se mais

sensivel ao extrato da quixabeira.
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Achados positivos também foram encontrados por Alves et al (2009), quando
avaliaram a atividade antifungica in vitro do extrato hidroalcodlico Schinus terebintifolius
Raddi contra a C. albicans (CIM 1:8), Candida tropicalis e, Candida krusei (CIM 1:16).

Silveira et al. (2009) descreveram uma variedade de métodos para avaliar a atividade
in vitro de microrganismos contra 0s agentes antimicrobianos. Esses métodos influenciam
diretamente os resultados, ndo s6 pela técnica escolhida, mas também pelos microrganismos
utilizados para realizar o teste e pelo grau de solubilidade de cada teste, o que foi observado
neste estudo. Quando utilizou-se a técnica da microdiluicdo em caldo, Maytenus rigida
apresentou atividade antimicrobiana contra Candida albicans, C. parapsilosis, C.
guilliermondii e C. krusei. Por outro lado, pela técnica de Kirby-Bauer modificado (difusdo
em agar) a M. rigida ndo apresentou atividade frente a C. albicans e C. krusei. Considerando
que foram utilizados 0os mesmos extratos, esses diferentes resultados podem ser atribuidos as
diferencas de sensibilidades das técnicas utilizadas (ALVES et al., 2008).

Ainda sdo escassos 0s trabalhos na literatura, que demonstram a atividade antifingica
das espécies vegetais analisadas neste estudo, através da técnica da microdiluicdo em caldo.
Todavia foram publicados outros estudos com diferentes espécies vegetais, utilizando esta
técnica. No estudo de Guedes (2009) foi demonstrado, através da técnica da microdiluicdo em
caldo, que o extrato etandlico 70% da Petiveria alliacea tem atividade antifingica nas
concentragdes entre 250-760 pg/mL, para C. parapsilosis, C. albicans. Foi verificado que os
extratos de R. offcinalis Linn (alecrim) e S. cumini Linn (jamboldo) apresentam efeitos
fungiostaticos e fungicidas sobre as cepas clinicas de C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis
isoladas da cavidade bucal de pacientes que fizeram uso prolongado de antibiéticos (COSTA
et al, 2009).

Lubian et al (2010) avaliaram o potencial antifngico in vitro do extrato aquoso de
Arctium lappa L. sobre espécies do género Candida pela microdilui¢do. O extrato apresentou
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de 25mg/mL sobre a linhagem 23600 de C. tropicalis
e de 12,5 mg/mL sobre C. albicans; C. tropicalis; C. glabrata; C. stellatoidea, C. dublinensis
e C. Krusei.

Quanto as concentragdes inibitorias minimas e concentragdes bactericidas minimas
encontradas no estudo, observou-se discordancia de valores das analises. Isto pode ser
justificado pelo fato de que a determinagdo da CIM ¢é através do método visual, que considera

~ 9

a visualiza¢do de “botdao” no fundo da cavidade, enquanto que a CBM/CFM ¢ determinada

através de subcultivo em meio agar, com identificacdo exata da presenca ou auséncia do
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crescimento bacteriano/fungico. O que também pode contribuir para a divergéncia nas leituras
das concentragdes é o fato de que alguns extratos apresentam cores mais fortes, além de maior
precipitacdo no fundo da cavidade, o que dificulta a leitura visual da CIM.

Considerando a biodiversidade e o potencial das plantas no desenvolvimento de
produtos terapéuticos, muitos estudos ainda se fazem necessarios. Agra et al. (2008)
observaram que 483 espécies de plantas com propriedades ativas sdo utilizadas na regido
Nordeste. Apesar do numero expressivo de plantas medicinais em uso, para a maioria delas,
ainda ndo foram desenvolvidos estudos cientificos sobre os seus constituintes ativos. Do
mesmo modo os estudos sobre a comprovagdo cientifica da eficicia de plantas medicinais
para problemas bucais ainda séo escassos.
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7.CONCLUSAO

Todos os extratos analisados apresentaram atividade antimicrobiana contra pelo menos
um tipo de espécie, com destaque para a Schinus terebintifolius Raddi (aroeira da praia) e
Syderoxylum obtusifolium Roem e Schult (quixabeira). A S.tuberosa também teve grande
resultado neste estudo, com o menor valor de CIM contra S. oralis Os resultados encontrados
neste estudo reforcam a importancia de pesquisas com plantas medicinais com indicagdes
terapéuticas na clinica odontologica. Considerando as limitacbes dos estudos in vitro, é
importante ressaltar que estes resultados podem ndo corresponder aos reais comportamentos
dos extratos in vivo, uma vez que ndo estdo expostas as mesmas condic¢des da cavidade bucal.
Sugere-se a realizacdo de outros testes microbiologicos e ensaios clinicos para verificar a

viabilidade de seu uso na Odontologia.
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