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CFM — Concentracdo Fungicida Minima

ACAM — Herbéario Manuel de Arruda Camara
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RESUMO

O aumento de microrganismos resistentes aos antibioticos convencionais impulsiona a
busca de novas fontes de substancias antimicrobianas nas plantas medicinais a serem
usadas contra microrganismos que acometem a cavidade oral. O presente estudo
objetivou avaliar a atividade antimicrobiana das folhas de Guapira gracilifloraMart.
(jodo-mole) e da casca de Eritrina velutina (mulungu) sobre microrganismos orais
através do método da microdiluicdo em caldo. Utilizaram-se extratos vegetais brutos
oriundos das folhas da G. gracilifloraMart. e da casca da Eritrina velutina . De cada
espécie vegetal, foram obtidos trés extratos hidroalcoolicos em diferentes concentracdes
(30%, 50%, 70%), e um extrato etandlico. Em seguida foi avaliado o potencial
antimicrobiano desses extratos sobre cinco microrganismos da flora oral: Streptococcus
mutans (ATCC 25175), Streptococcus salivarius (ATCC7073), Streptococcus oralis
(ATCC1055), Streptococcus parasanguinis (ATCC 903) e Candida albicans (ATCC
18804), através da técnica da microdiluicdo em caldo. Os extratos da Eritrina velutina
apresentaram relevante sensibilidade a técnica da microdiluicdo em caldo, apresentando
atividade contra todos os microrganismos, mostrando melhor desempenho que o0s
extratos da G. GracilifloraMart. Todos os extratos apresentaram atividade antifingica
frente a C.albicans. Diante desses achados, foi possivel concluir que os extratos testados
apresentaram atividade antimicrobiana contra microrganismos orais, caracterizando-se
como alternativas promissoras para o0 desenvolvimento de novos produtos com

propriedades antimicrobianas de uso na odontologia.

Descritores: Plantas Medicinais; Antimicrobiano; Infec¢des Orais.



ABSTRACT

Due to the fact that the phytotherapy and the medicinal plants display a high therapeutic
potential, the interest of scientific community has grown recently and the development
of researches related to the antimicrobial properties can improve to the expansion of
products against microorganisms found in the oral cavity. This study aimed to evaluate
the antimicrobial activity of the leaves of Guapira graciliflora Mart. (J6ao-mole) and
the bark of Erythrinavelutina (mungulu) on oral microorganisms. Crude plant extracts
derived from the leaves of G. graciliflora Mart. and bark of Erythrinavelutinawere
used. In each species, three hydroalcoholic extracts were obtained at different
concentrations (30%, 50%, 70%), and an ethanol extract. Then we evaluated the
antimicrobial potential of these extracts on five oral flora microorganisms:
Streptococcus mutans (ATCC 25175), Streptococcus salivarius (ATCC7073),
Streptococcus oralis (ATCC1055), Streptococcus parasanguinis (ATCC 903) and
Candida albicans (ATCC 18804) by broth microdilution technique. The extracts from
Erythrinavelutina showed significant sensitivity to the microdilution technique, thus
presenting activity against all microorganisms. Therefore, extracts from
Erythrinavelutinaalso showed better antimicrobial activity compared to extracts G.
graciliflora Mart. All extracts showed antifungal activity against C. albicans. Given
these findings, it was concluded that tested extracts showed antimicrobial activity
against oral microorganisms, what can be characterized as promising option for the
development of new products with antimicrobial properties for its use in dentistry.

Descriptors: Phytotherapy. Plant Extracts. Anti-Infective Agents.
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1. INTRODUCAO

Doencas infecciosas sao causadas por micro-organismos patogénicos ou
oportunistas, como bactérias, virus, parasitas e fungos que podem ser transmitidos direta
ou indiretamente de uma pessoa para outra (WHO, 2014). Como consequéncia do uso
indiscriminado de antibioticos pela populacdo mundial, inmeras cepas de bactérias e
fungos desenvolveram mecanismos de resisténcia a acdo de agentes antimicrobianos
tradicionalmente utilizados (ASSOB et al., 2011; BIBI et al., 2011; TALIB et al.,2012).

Historicamente, as plantas tém constituido uma excelente fonte de agentes
biologicamente ativos, e a busca por compostos naturais com potencial atividade
antimicrobiana tem recebido cada vez mais importancia nos ultimos anos. Os
medicamentos fitoterapicos, amplamente usados, agora formam uma parte integrante
dos cuidados primarios de satide em muitos paises (DZOYEM et al., 2013; OLIVEIRA
etal., 2013; NIELSEN et al., 2012; VIOLANTE et al., 2012).

O Brasil possui grande potencial para o desenvolvimento da Fitoterapia, uma
vez que apresenta ampla biodiversidade vegetal com potencial fonte de moléculas
bioativas, e tecnologia para validar, cientificamente, a acdo dessas moléculas
(OLIVEIRA et al., 2007).

As condi¢des ambientais da cavidade oral favorecem o desenvolvimento de
infeccdes e inflamagdes causadas por micro-organismos, como o Streptococcus mutans
(S. mutans) que liga-se a superficie dentéria atuando no estabelecimento da cérie
dentaria (CHEON et al., 2013) e a Candida albicans (C. albicans), causadora da
candidiase oral (SHIN et al., 2013).

A pesquisa de produtos naturais no meio odontologico tem crescido ao longo
dos anos devido a busca por novos produtos com maior atividade terapéutica, menor

toxicidade e maior biocompatibilidade. A aceitacdo popular da Fitoterapia leva a boas



perspectivas no mercado odontolégico, podendo os produtos ser introduzidos desde
estudos laboratoriais até clinicos especificos, que comprovem sua eficacia. Muitos
extratos tém sido utilizados para o controle do biofilme dental e outras afeccGes bucais
(FRANCISCO, 2010).

Diante do exposto, o presente estudo avaliou o potencial antimicrobiano de
extratos de plantas do semiarido nordestino, Guapira Graciliflora Mart. (Jodo-mole) e
Eritrina velutina (Mulungu), contra micro-organismos relacionados a patologias
infecciosas orais: S. mutans, Streptococcus salivarius (S. salivarius), Streptococcus
oralis (S. oralis), Streptococcus parasanguinis (S. parasanguinis) e C. albicans, atraves

do método da microdiluicdo em caldo.
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2. OBJETIVOS

1.1. Objetivo Geral
Avaliar o efeito antimicrobiano in vitro de Guapira glaciliflora Mart. e Eritrina
velutina sobre micro-organismos orais.

1.2. Objetivos Especificos

e Avaliar a atividade antimicrobiana da Guapira Graciliflora Mart. e Eritrina
velutina, em diferentes concentragdes, sobre micro-organismos orais
patogénicos.

e Identificar a Concentracdo Inibitério Minima (CIM) da Guapira Graciliflora
Mart. e Eritrina velutina sobre micro-organismos orais patogénicos.

e Determinar a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e Concentracao
Fungicida Minima (CFM) dos extratos dessas plantas sobre micro-organismos

orais patogénicos.
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3. MATERIAIS E METODOS

Material Vegetal

Foram coletadas folhas e cascas de espécies de plantas encontradas no semiarido
brasileiro, sendo elas: folhas de Guapira graciliflora Mart. (jodo-mole) e cascas de
Eritrina velutina (mulungu). O material foi limpo, acondicionado em sacos de papel,
reduzido a partes menores e seco em estufa de circulacdo de ar a 40 °C. Os espécimes
testemunho encontram-se depositados na colecdo do Herbario Manuel de Arruda
Camara (ACAM) da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), Campus I, Campina
Grande, Paraiba.

Preparacdo dos Extratos

Para obtencdo dos extratos foi utilizado o processo de maceracdo a frio por cinco
dias, em temperatura ambiente, utilizando como solvente o alcool etilico nas
concentracdes: 30%, 50%, 70% e 96%, em uma proporcdo de 200g de planta seca
moida para 1L de solvente.

Atividade Antimicrobiana

Para manutencdo dos micro-organismos, foi utilizado o meio de cultura Brain Heart
Infusion Agar (BHI Agar) para bactérias e o Agar Sabouraud Dextrose para manuteng&o
da levedura C. albicans. Para os testes de atividade antimicrobiana, foi utilizado o meio
BHI caldo para bactérias e 0 Sabouraud Dextrose caldo para C. albicans.

Preparacdo do Inéculo

Os micro-organismos utilizados foram: S. mutans (ATCC 25175), S. salivarius
(ATCC7073), S. oralis (ATCC1055), S. parasanguinis (ATCC 903) e C. albicans
(ATCC 18804).

O inoculo microbiano foi padronizado em espectrofotdmetro, no comprimento de

onda de 625nm de modo a obter a transmitancia de 85%.

12



Determinacdo da Concentracgao Inibitéria Minima (CIM)

Em uma microplaca esterilizada de 96 pocos (8 linhas A-H/ 1-12 colunas), foram
depositados 100pL dos meios de cultura. Em seguida, acrescentou-se 100 pL do extrato
testado nas devidas colunas, sendo realizada, posteriormente, a microdiluigdo, onde
100pL do contetdo do primeiro poco foi homogeneizado e transferido para o seguinte,
repetindo-se este procedimento até a linha H, de modo a se obter uma concentragéo
decrescente do extrato (0,50 pL/uL a 1,58 pL/ pL). Os 100 pL finais foram
desprezados. Posteriormente, 10uL do indculo do microrganismo a ser avaliado, de
crescimento recente, foram adicionados. As placas foram incubadas por 24 horas a
37°C+1°C em atmosfera aerdbia, microaerofilia ou anaerdbia, dependendo da exigéncia
do microrganismo. Foram incluidos nos testes a clorexidina (Sigma-Aldrich®) e
nistatina  (Sigma-Aldrich®), como controle para comparagdo da atividade
antimicrobiana do material vegetal testado. Para verificar a esterilidade do meio de
cultura e controle do crescimento do microrganismo, bem como, dos materiais vegetais
testados, os mesmos foram colocados de forma individualizada nas microplacas.

No caso das bactérias, apds o periodo de incubacdo, foram adicionados 10 puL da
solucdo de resazurina 0,01% (Sigma-Aldrich®). A CIM foi definida como a menor
concentracdo da amostra capaz de impedir o aparecimento de coloracdo vermelha,
conferida ao meio quando as células apresentam atividade respiratoria. Para C. albicans,
apos o periodo de incubacdo, foi feita a leitura visual, verificado se houve a formacéo

do botdo resultante do crescimento do microrganismo.
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Determinacdo da Concentracdo Bactericida (CBM) ou Fungicida Minima
(CFM)

A atividade bactericida ou fungicida foi confirmada através do plaqueamento por
superficie, em meio de cultura especifico, do material do pogo correspondente & CIM e
duas concentragdes anteriores. A CBM/CFM foi definida como a concentragéo capaz de
impedir o crescimento microbiano em meio de cultura solido especifico (BHI Agar para

bactérias e Agar Sabouraud Dextrose para fungo).

14



4. RESULTADOS

A metodologia empregada neste estudo foi validada pela auséncia de crescimento
microbiano para o controle de esterilidade e controle positivo (clorexidina Sigma-
Aldrich® e nistatina Sigma-Aldrich®), bem como pela presenca de crescimento
microbiano para o controle de crescimento.

Todos os extratos analisados apresentaram atividade antimicrobiana contra ao
menos trés dos micro-organismos estudados. Pela técnica da microdiluicdo em caldo,
todos os extratos estudados apresentaram atividade antifungica frente a C. albicans.

Os extratos da Eritrina velutina mostraram expressiva sensibilidade a técnica da
microdiluicdo em caldo, por essa técnica, 0s extratos mostraram atividade contra todos
0S micro-organismos, excecao apenas do S. parasanguinis que mostrou resisténcia ao
extrato hidroalcoolico de Eritrina velutina a 30%. (Tabela 1). O S. mutans e o S. oralis
apresentaram resisténcia aos extratos da Guapira graciliflora Mart., de forma contraria,
0s extratos apresentaram, através da técnica de microdiluicdo, atividade antimicrobiana

contra o S. salivarius e o S. parasanguinis. (Tabela 2).
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Tabela 1: Distribuicdo da CIM e CBM/CFM dos extratos vegetais da Eritrina

velutina contra os micro-organismos estudados.

S. mutans S. oralis S. salivarius S.parasanguinis  C. albicans

CiMm CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CFM
Extratos

b/ pl g /b g/l sl s pl /ol pl/ pl pl/ - pl/ pl
El 50,00 50,00 50,00 50,00 6,25 R R - 6,25 R
E2 12,50 3,13 12,50 25,00 6,25 R 2500 R 25,00 25,00
E3 6,25 2500 6,25 2500 6,25 2500 6,25 R 25,00 25,00
EET 1250 1250 6,25 2500 12,50 25,00 2500 R 1250 R

E1 = Extrato hidroalcéolico 30%/ E2 = Extrato hidroalcdolico 50%/ E3 = Extrato hidroalc6olico 70% EET = Extrato etanélico/ R = Resisténcia.

Tabela 2: Distribuicdo da CIM e CBM/CFM dos extratos vegetais da

Guapiragraciliflora Mart. contra 0s micro-organismos estudados.

S. mutans S. oralis S. salivarius S. Parasanguinis C. albicans

CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CFM
Extratos

pl/ o ppd il g/ il /ol pl/ pl pl/ pl pl/ ol pl
El R - R - 25,00 R 25,00 R 25,00 25,00
E2 R - R - 25,00 R 25,00 R 25,00 25,00
E3 R - R - 25,00 25,00 25,00 25,00 12,50 R
EET R - R - 25,00 R 25,00 25,00 25,00 25,00

E1 = Extrato hidroalcéolico 30%/ E2 = Extrato hidroalcéolico 50%/ E3 = Extrato hidroalcdolico 70% EET = Extrato etanélico/ R = Resisténcia
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5. DISCUSSAO

Os estudos com produtos naturais aplicados a area de saude (fitoterapicos) vém
aumento significativamente nos ultimos anos devido a busca por produtos com maior
biocompatibilidade, menor custo e menor citotoxicidade. Na odontologia ndo é
diferente, de forma que a acdo dos fitoterapicos frente aos micro-organismos da
cavidade bucal sdo frequentemente pesquisados.

No que se refere a pesquisas in vitro, a utilizacdo do método da microdilui¢éo
em caldo é o que apresenta resultados mais confiaveis para determinar a
susceptibilidade dos micro-organismos aos antimicrobianos.

Alves et al. (2009), avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos de plantas
brasileiras (Malva silvestres, Myracrodruon urundeuva All e Psidium guajava Linn)
sobre micro-organismos orais (S. mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus sanguis,
Streptococcus sobrinus, Lactobacillus casei, C. albicans, Candida tropicalis, Candida
stelatoidea e Candida krusei), através do método de difusdo em meio sélido,
observando que todas as linhagens demonstraram  sensibilidade aos extratos
hidroalcoodlicos analisados.

Diniz et al. (2010), avaliaram o efeito antifungico do extrato da folha e do caule
de Myrciaria cauliflora berg. sobre micro-organismos orais (C. albicans, C. krusei e C.
guilliermondii) através do método da diluicdo em meio s6lido para a determinacdo da
CIM. O extrato hidroalcéolico da folha de Myrciaria cauliflora berg. apresentou
atividade antifangica frente a C. albicans e C. krusei observando-se que os halos
variaram de 14 a 17 mm. Entretanto, extrato do caule de Myrciaria cauliflora berg.
apresentou atividade antifungica frente a todas as linhagens, observando-se halos que

variaram de 9 a 20 mm.
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Hofling et al. (2010), avaliaram o potencial antimicrobiano dos extratos
diclorometano e metanol das plantas Menthapiperita, Rosmarinusofficinalis,
Arrabidaea chica, Tabebuia avellanedae, Punica granatum e Syzygiumcumini contra
linhagens do género candida, entre elas a C. albicans e a C. krusei pelo teste de
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). Os resultados demonstraram que nove dos 12
extratos testados apresentaram atividade contra C. albicans, e 10 contra a C. krusei.

Perazzo et al. (2012), avaliaram a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de
Cymbopogoncitratus sobre as bactérias formadoras do biofilme dentério: S. mutans,
S.salivarius e S. oralis pela técnica da microdiluicdo em caldo. O 6leo essencial da
Cymbopogoncitratus apresentou melhor desempenho frente ao S. mutans (CIM =
0,5626 mg/mL), mostrando atividade antimicrobiana semelhante para o S. salivarius e
0 S. oralis (CIM = 2,25mg/ml).

Oliveira et al. (2013), avaliaram a atividade antimicrobiana da E. arvense L., G.
glabra L., P. granatum L. e S. barbatimam sobre micro-organismos orais (S.aureus, S.
epidermidis, S.mutans, C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata) pelo método da
microdiluigdo. Os extratos de E. arvense L., P. granatum L. e S. barbatimam Mart. na
concentracdo de 50 mg / mL e o extrato de G. glabra L. na concentra¢do de 100 mg /
mL, foram eficazes contra todos 0s micro-organismos testados.

De acordo com Rocha et al. (2013), extratos hidroalco6licos das folhas e cascas
da Guapira Graciliflora Mart. apresentaram atividade antimicrobiana sobre bactérias
relacionadas a infec¢do endodéntica S. aureus (12,50 e 12,50 ul/ ul), E. faecalis (12,50
e 6,25 pl/ pl) e E. coli (12,50 e 6,25 pl/ ul).

A atividade antimicrobiana de plantas contra S. mutans vem sendo
frequentemente avaliada, e assim como o observado em nosso estudo, este

microrganismo apresenta sensibilidade frente ao 6leo essencial de Cymbopogoncitratus

18



(PEREZZO et al., 2012) e ao extrato de E. arvense L., G. glabra L., P. granatum L. e S.
barbatimam (OLIVEIRA et al., 2013) como também aos estratos de Malva silvestres,
Myracrodruon urundeuva All e Psidium guajava Linn (ALVES et al., 2009).

O S. oralis e S. mutans, além da sensibilidade frente ao extrato de Eritrina
Velutina, e o S. salivarius frente & Guapira graciliflora Mart e Eritrina velutina,
encontrada em nossa pesquisa, apresentam também sensibilidade frente ao oOleo
essencial de Cymbopogon citratus (OLIVEIRA et al., 2013).

A C. albicans, também vem sendo muito pesquisada nesse contexto, de forma
que além da sensibilidade encontrada frente a G. graciliflora Mart e Eritrina Velutina,
mostrou-se sensivel também ao 6leo de Cymbopogon citratus (PERAZZO et al., 2013);
ao extrato de E. arvense L., G. glabra L., P. granatum L. e S. barbatimam (OLIVEIRA
et al.,, 2013); extrato de Menthapiperita, Rosmarinusofficinalis, Arrabidaea chica,
Tabebuia avellanedae, Punica granatum e Syzygiumcumini (HOFLING et al., 2010);
extrato de Malva silvestres, Myracrodruon urundeuva All e Psidium guajava Linn
(ALVES et al., 2009); e extrato de Myrciaria cauliflora berg (DINIZ et al., 2010).

O Guapira graciliflora Mart, que no presente estudo, apresentou atividade
antimicrobiana frente a S. salivarius, S. parasanguinis e C. albicans, também mostrou
tal atividade contra Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus e E. coli (ROCHA et
al., 2013).

A atividade antimicrobiana da Eritrina Velutina, por sua vez, ndo foi avaliada
em outros estudos, mas mostrou na presente pesquisa atividade antimicrobiana contra S.

mutans, S. oralis, S. parasanguinis, S. salivarius e C. albicans.
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6.CONCLUSAO

Todos os extratos testados na presente pesquisa apresentaram acdo antimicrobiana
contra micro-organismos orais, caracterizando-se como op¢es para 0 desenvolvimento

de novos produtos com propriedades antimicrobianas de uso odontologico.
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