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Améndola I. Potencial antimicrobiano de extratos glicolicos vegetais sobre bactérias
anerobias [tese]. S&o José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2018.

RESUMO

A resisténcia microbiana aos antibidticos disponiveis € preocupacdo constante,
devido a dificuldade no tratamento de infecgbes causadas por cepas resistentes, em
decorréncia do uso indiscriminado de antimicrobianos. Assim, a busca por terapias
antimicrobianas alternativas tem sido crescente e necesséria, sendo a fitoterapia
umas das opc¢des de escolha. O objetivo do presente estudo foi analisar a atividade
antibacteriana de extratos glicolicos de Achyrocline satureioides (macela), Cynara
scolymus (alcachofra), Hamamelis virginiana (hamamelis) e Persea americana
(abacateiro), pelos periodos de 5 min e 24 h de exposicdo sobre bactérias
anaerébias Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum, Parvimonas micra,
Porphyromonas endodontalis e Porphyromonas gingivalis, em culturas plancténica e
biofiimes. As bactérias armazenadas a -80°C foram ativadas em caldo Brucella
enriquecido (hemina 1%, menadiona 1% e sangue de carneiro desfibrinado 5%) e
incubadas em camara de anaerobiose por 48 h a 37°C por sete dias. A partir de
culturas puras, o teste de microdiluicdo em caldo foi conduzido em microplacas por
meio de suspensdes bacterianas padronizadas em solucao fisiologica estéril (NaCl
0,9%) e diluicdes dos extratos em caldo, sendo as placas incubadas por 48 h a 37°C
em anaerobiose. Aliquotas de cada poco foram semeadas em agar Brucella
enriquecido. ApOs incubagdo, a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) foram determinadas. As concentracdes
efetivas de cada extrato foram aplicadas sobre os biofiimes de cada espécie,
formados em microplacas a partir de suspensdes bacterianas puras padronizadas na
escala 0,5 de McFarland. As microplacas foram incubadas por sete dias a 37°C para
formacdo dos biofilmes, sendo o meio trocado a cada 48 h. Os biofilmes foram
tratados por 5 min e 24 h. Em seguida, foram lavados e desprendidos por
homogeneizador ultrassénico. As suspensdes diluidas foram adicionadas em agar
Brucella enriquecido. ApGs 48 h, as Unidades Formadoras de Colonia por mililitro
(UFC/mL) foram determinadas. Os resultados foram analisados por ANOVA e teste
de Tukey ou por Kruskal-Wallis e teste Dunns, ambos com nivel de significancia de
5% (p<0,05). Sobre as culturas plancténicas, a CIM e CBM dos extratos foi
determinada apenas para F. nucleatum. A CBM dos extratos de A. satureioides, C.
scolymus e P. americana foi obtida sobre P. micra. Nao foi obtida atividade
bactericida para P. endodontalis e P. gingivalis. Sobre biofilmes, todas as espécies
apresentaram reducdes significativas quando expostas aos extratos em ambos o0s
tempos. Pode-se concluir que o0s extratos testados apresentaram efeito
bacteriostatico sobre F. nucleatum. Atividade bactericida dos extratos foi observada
sobre F. nucleatum, bem como sobre P. micra, exceto para H. virginiana. Os
extratos avaliados também apresentaram efeito antibiofilme sobre F. nucleatum, P.
micra, P. endodontalis e P. gingivalis por 5 min e 24 h de exposicao.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Bactérias anaerébias. Biofilme. Antimicrobiano.



Améndola |. Antimicrobial potential of plant glycolic extracts on anaerobic bacteria
[doctorate thesis]. Sdo José dos Campos (SP): Sdo Paulo State University (Unesp),
Institute of Science and Technology; 2018.

ABSTRACT

Microbial resistance to antibiotics available is constant concern, due to the difficulty in
treating infections caused by resistant strains as a result of the indiscriminate use of
antimicrobials. Thus, the search for antimicrobial alternative therapies has been
growing and necessary, being one option the herbal medicine. The objective of the
present study was to analyze the antibacterial activity to Achyrocline satureioides
glycolic extracts (macela), Cynara scolymus (artichoke), Hamamelis virginiana
(Witch-Hazel) and Persea americana (avocado), for periods of 5 min and 24 h from
exhibition on anaerobic bacteria Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum,
Parvimonas micra, Porphyromonas gingivalis and Porphyromonas endodontalis in
planktonic communities and biofilms. Bacteria stored at -80°C have been activated in
Brucella broth enriched (hemin 1%, menadione 1% and defibrinated sheep blood
5%) and incubated in anaerobiose chamber for 48 h at 37° C for seven days. From
pure cultures, the microdiluicdo test in broth was conducted in microplates through
standardized bacterial suspensions in sterile saline solution (NaCl 0.9%) and dilution
of the extracts in broth, being incubated plates for 48 h at 37° C in anaerobiosis.
Aliquots of each well were sown in Brucella agar enriched. After incubation, the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration
(MBC) were determined. Effective concentrations of each extract were applied on the
biofilms of each species, formed in microplates from pure bacterial suspensions in
0.5 McFarland scale standard. The microplates were incubated for 7 days at 37°C for
the formation of biofilms, being the culture medium replaced every 48 h. Biofilms
were treated for 5 min and 24 h have been washed and given off by ultrasonic
homogenizer. Dilute suspensions were added in Brucella agar enriched. After 48 h,
the Colony Forming Units per milliliter (CFU/ml) were determined. The results were
analyzed by ANOVA and Tukey test, or Kruskal-Wallis test and Dunns, both with a
significance level of 5% (p < 0.05). On the planktonic cultures, CIM and CBM of
extracts was determined only to F. nucleatum. The CBM of the extracts of A.
satureioides, C. scolymus and P. americana was obtained on P. micra. Bactericidal
activity was not obtained for P. endodontalis and P. gingivalis. About biofilms, all
species exhibited significant reductions when exposed to the extracts in both times. It
can be concluded that the extracts tested showed bacteriostatic effect on F.
nucleatum. Bactericidal activity of extracts was observed on F. nucleatum and P.
micra, except for H. virginiana. The extracts evaluated also presented antibiofilme
effect on F. nucleatum, P. micra, P. endodontalis and P. gingivalis for 5 min and 24 h.

Keywords: Medicinal plants. Anaerobic bacteria. Biofilm. Antimicrobial.



1 INTRODUCAO

Fitoterapicos sdo medicamentos de origem exclusivamente vegetal, em que
qualidade, eficicia e seguranca devem ser comprovados clinica e cientificamente.
Além disso, estes produtos ndo podem conter principios ativos isolados, substancias
purificadas de origem sintética, semissintética ou natural e de origem animal, nem
mesmo quando adicionados a um extrato vegetal (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, 2015).

As atividades bioldgicas presentes nas plantas medicinais tém instigado a
comunidade cientifica e vem favorecendo as pesquisas em diversas areas a cerca
de fungbes dos compostos quimicos existentes em espécies vegetais, a fim de
serem descobertos novos medicamentos, a partir de produtos naturais, com baixo
custo e facilidade de acesso. As espécies Achyrocline satureioides (LAM.) DC.,
Cynara scolymus L., Hamamelis virginiana L. e Persea americana Mill., que foram
utilizadas no presente trabalho foram caracterizadas a seguir (Atanasov et al., 2015).

A. satureioides (LAM.) DC. é uma espécie vegetal nativa da América do Sul,
Europa e Africa, pertencente a familia Asteraceae (Casero et al., 2013).
Popularmente conhecida como macela, € uma planta medicinal comumente utilizada
no Brasil e frequentemente encontrada nos Estados do Sul e Sudeste. A vasta
utilizacdo desta espécie se deve a sua composicdo quimica rica em flavondides,
cumarinas, acidos fenolicos, dentre outros (Alerico et al., 2015). A variedade de
componentes quimicos encontrada em A. satureioides (LAM.) DC. proporciona
muitas atividades biolégicas, como anti-inflamatoria, antioxidante, antiviral,
antihiperglicemiante e antitumoral (Cariddi et al., 2015).

Outra espécie vegetal de grande importancia € C. scolymus L., uma planta
herbacea, de origem no Sudeste do Mediterraneo e Norte da Africa, membro da
familia Asteraceae (Ben Salem et al., 2017b). Conhecida por alcachofra, € uma
espécie vegetal de grande valor nutricional, sendo as folhas da cabeca da alcachofra
utilizadas como alimento. Os beneficios da alcachofra a saude humana tém sido
relacionados a presenca de grandes quantidades de compostos fendlicos nas
inflorescéncias imaturas, além de fibras, potassio e calcio (Rouphael et al., 2017). As

folnas da alcachofra tém sido utilizadas como coleréticas, hepatoprotetivas, anti-



inflamatorias, antioxidantes, além de inibidoras da biossintese de colesterol (Ben
Salem et al., 2017a).

H. virginiana L. também apresenta relevancia medicinal. E uma espécie
vegetal arbustiva, nativa da regido oriental da América do Norte e classificada como
componente da familia Hamamelidaceae (Duckstein et al., 2012). Popularmente
conhecida como hamamelis, € uma planta muito utilizada para tratamento de lesdes
dérmicas, hemorroidas e pequenos ferimentos, devido a sua atividade adstringente,
antiflogistica, antioxidante e antisséptica (Mouchrek Junior et al., 2015). Taninos,
pseudotaninos, taninos hidrolisdveis sdo alguns dos compostos encontrados em
extratos produzidos a partir de folhas do vegetal, além de hamamelitanino, &cido
galico e &cido tanico (Theisen et al., 2014).

P. americana Mill. € uma espécie vegetal original da América Central e
México, pertencente a familia Lauraceae. Comumente conhecida por abacate, seus
frutos tém alto valor nutricional, sendo compostos por minerais, vitaminas proteinas,
fibras e &cidos graxos insaturados benéficos a saude (Tremocoldi et al., 2018). A
casca e semente deste fruto sdo compostas quimicamente por flavonoides, acidos
fendlicos e taninos e, devido a essa constituicdo, algumas atividades bioldgicas,
como atividade anti-inflamatéria e antioxidante, lhe sao atribuidas (Soldera-Silva et
al., 2018).

As espécies vegetais citadas anteriormente sdo apenas algumas, dentre
uma infinidade de plantas, capazes de curar doencas. Com isso, € necessario o
desenvolvimento de pesquisas mais detalhadas, em relacdo a descoberta de novas
substancias antimicrobianas que poderiam ser utilizadas para o tratamento de
infeccbes causadas por micro-organismos resistentes aos antimicrobianos
convencionais (Besra, Kumar, 2018). Atividade antimicrobiana é um dos efeitos mais
almejados pelos grupos de pesquisa, devido ao avanco da resisténcia microbiana
aos farmacos disponiveis (Gupta, Birdi, 2017).

A cavidade oral possui mais de 750 espécies microbianas que podem se
agrupar e formar biofilme (Saleem et al., 2016), isto é, um conjunto de células
microbianas, aderidas a superficies rigidas bidticas ou abidticas, envolto por uma
matriz polissacaridica extracelular, que pode ser até mil vezes mais resistente aos
agentes antimicrobianos, em relacdo as células plancténicas (Stewart, 2015).

Em uma cavidade bucal saudavel, estdo presentes espécies de bactérias
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Gram-positivas e Gram-negativas, constituindo assim um ambiente heterogéneo.
Essa heterogeneidade prevalece mesmo quando ocorre 0 aparecimento de gengivite
e progressao para doencas periodontais mais severas. Estas Ultimas se dao por
meio da sucessdo ecoldgica bacteriana com predominancia de determinadas
espécies Gram-negativas anaerObias que se depositam na forma de biofilme
subgengival em nichos da cavidade oral com menor tensdo de oxigénio. A
progressao da doenca leva ao desenvolvimento de processos inflamatoérios cronicos,
que afetam os tecidos periodontais, levando a destruicdo da matriz extracelular e
reabsorgcéo do 0sso alveolar com consequente perda do elemento dental (Kornman
et al., 1997; Sudhakara. et al., 2018).

P. gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema denticola sdo espécies
bacterianas anaerGbias que compbe o complexo vermelho; Fusobacterium,
Prevotella e Campylobacter sdo géneros que pertencem ao complexo laranja, bem
como as espécies Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Eubacterium nodatum,
P. intermedia, P. micra. Todos 0s géneros e espécies citados acima estédo
fortemente associados ao desenvolvimento da doenca periodontal (Pérez-Chaparro
et al., 2014).

Os géneros Porphyromonas e Prevotella envolvem bacilos Gram-negativos
produtores de pigmento negro quando cultivados em agar sangue, frequentemente
associados a formas destrutivas da doenca periodontal. P. gingivalis € encontrada
com maior frequéncia em lesdes mais avancadas, enquanto que P. intermedia esta
associada a periodontite crénica e gengivite ulcerativa necrosante aguda e P.
endodontalis associada a infeccdo endodontica (Teanpaisan et al., 1998; de Lima et
al., 2018).

Estudos tém demonstrado que dentes acometidos por doencas pulpares
podem apresentar diferencas na constituicdo da microbiota endodoéntica. Essa
diferenca de composicdo microbiana pode levar ao aparecimento ou ndo de
sintomas, que podem estar relacionados a viruléncia dos micro-organismos
envolvidos no local da infec¢ao (Sakamoto et al., 2006).

Em estudo realizado por ROcas e Siqueira (2018) foi verificada uma
prevaléncia de 40 taxons bacterianos em amostras retiradas de abscessos apicais e
de dentes com doenca periodontal assintomatica. Os autores constataram que P.

endodontalis foi a mais prevalente das espécies (59%), seguida por F. nucleatum
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(55%), Dialister invisus (50%), Olsenella uli (49%), P. micra (48%) e Prevotella
baroniae (41%).

F. nucleatum é uma bactéria Gram-negativa, fusiforme (Ghosh et al., 2018),
frequentemente associada a formacdo de biofilme dental, faciltando de maneira
mutualistica a adesdo de micro-organismos tardios, como P. gingivalis e A.
actinomycetemcomitans (Henne et al., 2018). F. nucleatum também esta associado
as doencas sistémicas, como infeccbes respiratérias, alteracdes gastrointestinais,
aterosclerose e artrite reumatoide (Vander Haar et al., 2018). Estudos tém indicado
que F. nucleatum pode ter desenvolvido resisténcia as defensinas do hospedeiro,
utilizando como estratégia de viruléncia para desenvolvimento de infec¢des extra
orais, por meio da invasdo as células epiteliais, levando a complicacdes de doencas
sistémicas (Han et al., 2000; Ghosh et al., 2018).

P. micra é um coco, anaerdbio, Gram-positivo, membro comensal da
microbiota bucal e pode, portanto, causar doencas oportunistas (Uemura et al.,
2014), sendo comumente associado ao desenvolvimento de infec¢cées gengivais e
periapicais. Tem sido relatado que o comprometimento periapical pode levar a
complicacBes graves, como celulite e septicemia (Rocas, Siqueira, 2012; Willmann
et al.,, 2018). Além disso, foi sugerido que P. micra pode estar associada ao
desenvolvimento de meningite apds extracdo dentaria (Ko et al., 2015), bem como,
meningite pode estar ligada a osteomielite vertebral e abscessos peridurais (Frat et
al., 2004; Uemura et al., 2014).

Pesquisas utilizando extratos de plantas medicinais e bactérias anaerobias
ainda sao raros, mas um trabalho realizado com extratos vegetais de raizes de
Althaea officinalis L., flores de Arnica montana L. e Calendula officinalis L., folhas de
H. virginiana L. e Melissa officinalis L. e frutos de lllicium verum Hook. sobre estes
micro-organismos responsaveis por causarem doencas periodontais, indicaram
eficiente atividade antibacteriana contra a maioria das espécies testadas, sugerindo
uso topico profilatico de medicacfes desenvolvidas a partir de extratos alcéolicos de
H. virginiana L., A. montana L. e A. officinalis L (lauk et al., 2003).

De acordo com a literatura utilizada e a necessidade de novas substancias
com atividade antimicrobiana contra micro-organismos resistentes aos
medicamentos de uso convencional, o presente estudo se torna de grande

importancia, jA que propde a utilizagdo de extratos vegetais de baixo custo e
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facilidade de acesso sobre bactérias anaerébias normalmente encontradas em

infecgOes periodontais e endodonticas.
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2 PROPOSICAO

O objetivo do presente estudo foi analisar a atividade antibacteriana de
extratos glicolicos de A. satureioides (Lam) DC. (macela), C. scolymus L.
(alcachofra), H. virginiana L. (hamamelis) e P. americana Mill. (abacateiro), pelos
periodos de 5 min e 24 h de exposi¢cdo, sobre bactérias anaerbbias das espécies F.
nucleatum subsp. nucleatum, P. micra, P. endodontalis e P. gingivalis em culturas

planctonicas e biofilmes.
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3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Estudos
Interdisciplinares em Células (LEIC) do Instituto de Ciéncia e Tecnologia da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” do Campus de Séo José
dos Campos — SP.

3.1 Extratos vegetais

Os extratos glicdlicos de flores de A. satureioides, folhas de H. virginiana L. e
talo e folhas de P. americana Mill., a 200 mg/mL foram cedidos pela empresa Mapric
(Séo Paulo, Brasil), com os devidos laudos e especificacdbes (ANEXOS A, B, C),
bem como o extrato glicélico de folhas de C. scolymus L. a 200 mg/mL, cedido pela
empresa Seiva Brazilis (Sdo Paulo, Brazil), com o devido laudo e especificacdo
(Anexo D).

3.2 Cultivo das bactérias

Foram utilizadas neste estudo cepas de referéncia (ATCC - American Type
Culture Collection) de bactérias anaerébias como F. nucleatum (ATCC 25586), P.
micra (ATCC 23195), P. endodontalis (ATCC 35406) e P. gingivalis (ATCC 33277),
provenientes do Laboratério de Biotecnologia da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas (FCF), Unicamp, Campinas — SP, Brasil. As bactérias foram mantidas
a -80°C até ativacdo em caldo Brucella (Acumedia, Michigan, USA) enriquecido
(hemina 1% - Sigma-Aldrich Co. -, menadiona 1% - Sigma-Aldrich Co.- e sangue de
carneiro desfibrinado estéril 5% - Newprov, Pinhais — PR, Brasil).

As culturas foram incubadas em camara de anaerobiose (nitrogénio 80%,
diéxido de carbono 10% e hidrogénio 10%) a 37°C por 48 h (Whitley DG250



Workstation, West Yorkshire, Reino Unido). Para verificacdo da pureza das culturas,

as mesmas foram repicadas em agar Brucella enriquecido.

3.3 Padronizacéo das suspensdes bacterianas

Colbnias idénticas de culturas recentes com 48 h de incubacdo, foram
coletadas para a padronizagdo da suspensdo microbiana na escala 0,5 de
McFarland, em solugéo fisiologica estéril (NaCl 0,9%).

3.4 Atividade antibacteriana sobre culturas planctdnicas

A metodologia utilizada para este teste foi baseada no Clinical and
Laboratory Standards Institute, documento M11-A7 (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2007). Em pocos de placas de microtitulagcdo (Kasvi, Curitiba,
PR, Brasil), 100 pL de caldo Brucella suplementado foram adicionados. Apenas no
primeiro poco de cada coluna, 100 pL de extrato foram adicionados, iniciando oito
diluicdes seriadas com concentra¢des que variaram de 100 a 0,78 mg/mL. Aliquotas
de 10 pL de suspensédo bacteriana padronizada foram adicionadas em todos 0s
pocos. As microplacas foram incubadas em anaerobiose por 48 h a 37°C. Como
controle de crescimento foi utilizado 100 pL de caldo Brucella enriquecido e 10 pL de
suspensao bacteriana.

A Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) foi determinada no primeiro poco
visualmente limpido, ou seja, sem crescimento microbiano aparente. Para
determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM), aliquotas de 20 pL de
cada concentracdo dos extratos foram inoculadas em agar Brucella enriquecido por
meio da técnica da gota (Herigstad et al., 2001) e incubadas por até 7 dias a 37°C
em anaerobiose. A técnica da gota é baseada na contagem de UFC/mL de aliquotas
reduzidas (20 pL) de uma amostra. A diluicdo adequada da amostra representa uma

gota contendo entre trés e trinta colénias. A menor concentracdo capaz de inibir



completamente e crescimento bacteriano ap6s o periodo de incubacdo foi
considerada CBM.

3.5 Atividade antibiofilme

Em placas de microtitulacdo de 96 pocos (Kasvi, Curitiba, PR, Brasil), foram
adicionados 100 pL de caldo Brucella enriquecido e 100 pL da suspenséo
microbiana diluida em solugéo fisiolégica estéril e padronizada na escala 0,5 de
McFarland. As placas foram incubadas em anaerobiose por sete dias a 37°C, sendo
0 meio de cultura substituido a cada 48 h, sem lavagem dos biofilmes.

ApoOs o periodo de incubacéo, o biofilme foi lavado trés vezes com 200 pL de
solucao fisiolégica estéril e tratado com cada um dos extratos por 5 min e 24 h em
experimentos independentes. Depois da exposi¢ao ao extrato, o biofilme foi lavado
com 200 pL de solucdo fisiolégica estéril e desprendido por homogeneizador
ultrassénico (Sonoplus HD 2200 — Bandelin Electronic GmbH & Co. KG, Berlim,
Alemanha) com poténcia de 25% por 30 s. A suspensao gerada foi diluida e 20 pL
desta foram adicionados em agar Brucella enriquecido, por meio da técnica da gota
(Herigstad et al., 2001). As placas foram incubadas por 48 h a 37°C em anaerobiose
para posterior determinacao de UFC/mL.

Solucdo fisiologica estéril foi utilizada como controle para o tempo de
exposicdo de 5 min do biofilme ao extrato. Solucao fisiolégica e meio de cultura para
o periodo de 24 h de exposicao de acordo com cada concentracdo dos extratos.

Os biofilmes foram submetidos a acéo de trés diferentes concentracfes de
cada extrato, determinadas de acordo com o teste de microdiluicdo em caldo, para
as espécies bacterianas em que a CBM do extrato néo foi obtida, foram realizadas
exposicdes as maiores concentracdes possiveis com a CBM e duas concentracdes

superiores.



3.6 Andlise estatistica

Os resultados que apresentaram distribuicdo normal foram analisados
estatisticamente por ANOVA complementado por teste Tukey. Os resultados que
nao apresentaram distribuicdo normal foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis
e teste Dunns, ambos com nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Os resultados

foram analisados com o auxilio do programa GraphPad Prism versao, 5.0.
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4 RESULTADOS

4.1 Atividade antibacteriana sobre culturas planctdnicas

Os resultados obtidos com o teste da microdiluicdo em caldo podem ser

analisados na Tabela 1.

Tabela 1 — Concentracgao Inibitoria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima
(CBM) dos extratos de Achyrocline satureioides (Lam) DC., Cynara scolymus L.,
Hamamelis virginiana L. e Persea americana Mill. sobre espécies bacterianas
anaerobias de Fusobacterium nucleatum, Parvimonas micra, Porphyromonas

endodontalis e Porphyromonas gingivalis

Espécies F. nucleatum P. micra P. endodontalis | P. gingivalis
vegetais CIM - CMM CIM - CMM CIM - CMM CIM - CMM
A. satureioides 12,5-50 i-50 i-R i—R
C. scolymus 50 - 100 i-100 i-R i—R
H. virginiana 6,25-25 i-R i-R i—-R
P. americana 12,5-50 i—50 i-R i—-R

Legenda: Unidade de medida: mg/mL; i: indeterminado; R: resistente
Fonte: Elaborado pela autora

F. nucleatum foi sensivel aos cinco extratos testados até a maior
concentragéo obtida, 100 mg/mL. H. virginiana L. foi o extrato mais efetivo contra
esta bactéria, seguido de A. satureioides (Lam) DC., C. scolymus L. e P. americana
Mill.

P. micra também foi sensivel & maioria dos extratos testados, sendo A.
satureioides (Lam) DC. e P. americana Mill. os mais eficazes contra esta bactéria.

De acordo com a metodologia utilizada neste estudo, as maiores

concentragdes do extrato possiveis obtidas ndo foram efetivas sobre P. endodontalis



e P. gingivalis na forma plancténica.

4.2 Atividade antibiofilme

O percentual de reducao dos biofilmes de F. nucleatum tratados pelo extrato
de A. satureioides (Lam) DC. por 5 min foi superior a 50%, com diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao controle (p<0,05), sendo a concentracéo
de 200 mg/mL a que apresentou maior reducao (p=0,0022). Em 24 h de contato com
0 extrato, o percentual de reducédo dos biofilmes foi superior a 80% em relacdo ao

controle (p<0,05), sem diferenca estatistica entre os grupos (p=0,1269) (Figura 1).

Figura 1 — Percentual de reducédo do biofilme de Fusobacterium nucleatum subsp.
nucleatum (ATCC 25586) tratado pelo extrato de Achyrocline satureioides (Lam) DC.
pelos periodos de 5 min e 24 h
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Fonte: Elaborado pela autora.

O contato de 5 min entre o extrato de C. scolymus L. e os biofilmes de F.
nucleatum permitiu inibichio do numero de UFC/mL de pelo menos 60% na
concentracdo de 50 mg/mL e superior a 95% nas demais concentracdes, sendo 200

mg/mL a concentracdo que promoveu maior reducéo (p=0,0090). Com inibicao



bacteriana superior a 99%, 100 mg/mL e 200 mg/mL foram as concentracbes mais
ativas em 24 h (Figura 2).

Figura 2 — Percentual de reducdo do biofilme de Fusobacterium nucleatum subsp.
nucleatum (ATCC 25586) tratado pelo extrato de Cynara scolymus L. pelos periodos
de5mine 24 h
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Fonte: Elaborado pela autora.

A atividade antimicrobiana do extrato de H. virginiana L. sobre os biofilmes
de F. nucleatum foi melhor representada pelo tempo de 24 h, quando a média de
reducdo entre as concentracdes foi superior a 99% em relacdo ao controle (p<0,05),
sem diferenca estatistica entre os grupos (p=0,1269) (Figura 3).
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Figura 3 — Percentual de reducédo do biofilme de Fusobacterium nucleatum subsp.
nucleatum (ATCC 25586) tratado pelo extrato de Hamamelis virginiana L. pelos

periodos de 5 min e 24 h
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Fonte: Elaborado pela autora.

Os biofilmes de F. nucleatum tratados pelo extrato de P. americana Mill. por
5 min reduziram em média 60% o numero de UFC/mL, sem diferenca estatistica
entre os grupos (p=0,0685). Foi alcancada reducédo bacteriana acima de 99% no
periodo de 24 h de contato com o extrato nas concentracdes de 100 mg/mL e 200
mg/mL, sendo esses resultados estatisticamente diferentes dos obtidos pela
concentracdo de 50 mg/mL (p<0,0001) (Figura 4).
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Figura 4 — Percentual de reducédo do biofilme de Fusobacterium nucleatum subsp.
nucleatum (ATCC 25586) tratado pelo extrato de Persea americana Mill. pelos

periodos de 5 min e 24 h
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Fonte: Elaborado pela autora.

Na figura 5, observa-se que a atividade antimicrobiana do extrato de A.
satureioides (Lam) DC. em contato com o biofilme de P. micra por 5 min foi superior
a 90% em relacdo ao controle (p<0,05), sem diferenca estatistica entre os grupos
(p= 0,3679). No periodo de 24 h de contato com 0 mesmo extrato, o biofiime de P.
micra apresentou reducao superior a 99%, sem diferenca estatistica entre os grupos
(p=1,000).
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Figura 5 — Percentual de reducdo do biofilme de Parvimonas micra (ATCC 23195)
tratado pelo extrato de Achyrocline satureioides (Lam) DC. pelos periodos de 5 min
e24h
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Fonte: Elaborado pela autora.

C. scolymus L., em contato com o biofilme de P. micra pelo periodo de 5 min
também reduziu mais de 90% o numero de UFC/mL (p= 0,3158). Em 24 h de
contato, as concentragdes de 50 mg/mL e 100 mg/mL do extrato de C. scolymus L.

atingiram um percentual de redugéo superior a 99% (p= 0,0001) (Figura 6).

Figura 6 — Percentual de reducdo do biofilme de Parvimonas micra (ATCC 23195)

tratado pelo extrato de Cynara scolymus L. pelos periodos de 5 min e 24 h
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Fonte: Elaborado pela autora.



Na figura 7, € possivel observar a acdo do extrato glicélico de H. virginiana L.
sobre biofilme de P. micra por 5 min e 24 h de contato. O contato por 5 min permitiu
reducdo superior a 90%, sem diferenca estatistica entre as concentracdes testadas
(p=0,3679). Para o tempo de 24 h, o percentual de reducéo foi superior a 99%, sem

diferenca estatistica entre os grupos (0,0681).

Figura 7 — Percentual de reducdo do biofilme de Parvimonas micra (ATCC 23195)

tratado pelo extrato de Hamamelis virginiana L. pelos periodos de 5 min e 24 h
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Fonte: Elaborado pela autora.

As trés diferentes concentracdes do extrato de P. americana Mill. quando em
contato com o biofilme de P. micra por 5 min, foram capazes de reduzir acima de
90% o numero de UFC/mL, sem diferenca estatistica entre elas (p=0,1241). A
concentracédo de 25 mg/mL do mesmo extrato sobre o biofilme de P. micra por 24 h,
mostrou percentual de reducédo de 97%. Ja as concentracfes de 50 mg/mL e 100

mg/mL, inibiram aproximadamente 99% as UFC/mL (p=0,0078) (Figura 8).
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Figura 8 — Percentual de reducdo do biofilme de Parvimonas micra (ATCC 23195)

tratado pelo extrato de Persea americana Mill. pelos periodos de 5 min e 24 h
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Fonte: Elaborado pela autora.

Com relacédo aos biofiimes de P. endodontalis submetidos ao extrato de A.
satureioides (Lam) DC. pelo periodo de 5 min, todas as concentra¢cdes demonstaram
reducdes significativas em relacdo ao controle (p<0,05), sem diferenca estatistica
entre as concentracbes (p=0,0694). A concentracdo de 200 mg/mL foi a
queapresentou maior percentual de reducdo. Em 24 h de contato, a reducdo do
namero de UFC/mL foi superior a 99% e 100 mg/mL e 200 mg/mL foram as

concentracfes com maiores reduc¢des (p= 0,0001) (Figura 9).
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Figura 9 — Percentual de reducdo do biofiime de Porphyromonas endodontalis
(ATCC 35406) tratado pelo extrato de Achyrocline satureioides (Lam) DC. pelos

periodos de 5 min e 24 h
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Fonte: Elaborado pela autora.

Os biofilmes de P. endodontalis tratados por 50 mg/mL, 100 mg/mL e 200
mg/mL do extrato de C. scolymus L. pelo periodo de 5 min, em média, tiverem
reducdo de 79% do numero de UFC/mL (p= 0,4327). JA em 24 h, todas as
concentragfes testadas inibiram acima de 91% o numero de UFC/mL, sendo 50
mg/mL e 100 mg/mL as concentracdes que apresentaram as maiores reducdes em
relacdo ao controle (p= 0,0251) (Figura 10).
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Figura 10 — Percentual de reducédo do biofilme de Porphyromonas endodontalis
(ATCC 35406) tratado pelo extrato de Cynara scolymus L. pelos periodos de 5 min e
24 h
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Fonte: Elaborado pela autora.

O extrato de H. virginiana L., nas concentracfes testadas no periodo de 5
min, reduziu a média de 66% o numero de UFC/mL (p= 0,0424). Em 24 h, as
concentracfes de 50 mg/mL e 100 mg/mL promoveram as maiores reducfes do
biofilme, acima de 99% (p< 0,0001) (Figura 11).

Figura 11 — Percentual de reducéo do biofilme de Porphyromonas endodontalis
(ATCC 35406) tratado pelo extrato de Hamamelis virginiana L. pelos periodos de 5
min e 24 h
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Fonte: Elaborado pela autora.
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As concentracdes do extrato de P. americana Mill., quando em contato com
o biofilme de P. endodontalis por 5 min (p= 0,7344), apresentaram reducdes
inferiores a 50%, sem diferenca estatistica entre os grupos. Ja em 24 h, 25 mg/mL
reduziu em 81% o numero de UFC/mL e 50 mg/mL e 100 mg/mL pouco mais de
99% (p= 0,0002) (Figura 12).

Figura 12 — Percentual de redugéo do biofiime de Porphyromonas endodontalis
(ATCC 35406) tratado pelo extrato de Persea americana Mill. pelos periodos de 5
min e 24 h
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Fonte: Elaborado pela autora.

As concentracBes do extrato de A. satureioides testadas sobre o biofilme de
P. gingivalis pelos periodos de 5 min (p=0,0429) e 24 h (p=0,8434) de contato,
apresentaram reducdo superior a 99%, sem diferenca estatistica entre os grupos
(Figura 13).
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Figura 13 — Percentual de reducéo do biofilme de Porphyromonas gingivalis (ATCC

33277) tratado pelo extrato de Achyrocline satureioides (Lam) DC. pelos periodos de
5mine24h
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Fonte: Elaborado pela autora.

Em 5 min de contato com as concentragbes de 50 mg/mL, 100 mg/mL e 200
mg/mL do extrato de C. scolymus L., os biofilmes de P. gingivalis reduziram, no
minimo, 96% o niumero de UFC/mL. Os biofilmes de P. gingivalis em contato, por 24
h, com as concentracdes de 25 mg/mL e 50 mg/mL mostraram reducdo de 94% do
namero de UFC/mL. A concentracdo de 100 mg/mL permitiu a reducédo de 98% das
UFC/mL, sendo esta concentragédo a mais efetiva (p=0,0039) (Figural4).
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Figura 14 — Percentual de reducé&o do biofilme de Porphyromonas gingivalis (ATCC

33277) tratado pelo extrato de Cynara scolymus L. pelos periodos de 5 min e 24 h
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Fonte: Elaborado pela autora.

Os biofilmes de P. gingivalis tratados por 5 min pelo extrato de H. virginiana L.
apresentaram percentual de reducdo superior a 99% para as concentracfes de 50
mg/mL, 100 mg/mL e 200 mg/mL, sem diferenca estatistica entre o0os grupos
(p=0,4436). No tempo de 24 h de contato com o extrato, o biofilme tratado com 25
mg/mL do extrato de H. virginiana L. apresentou reducdo de 95%, sendo as
concentracbes mais efetivas as de 50 mg/mL e 100 mg/mL, com percentual de
reducado de 99% (p=0,0002) (Figura 15).
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Figura 15 — Percentual de redulcao do biofilme de Porphyromonas gingivalis (ATCC

33277) tratado pelo extrato de Hamamelis virginiana L. pelos periodos de 5 min e 24
h
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Fonte: Elaborado pela autora.

O extrato de P. americana Mill., na concentragdo de 50 mg/mL e 5 min de
contato, foi capaz de inibir 85% o biofilme de P. gingivalis. As concentragdes de 100
mg/mL e 200 mg/mL do mesmo extrato pelo mesmo periodo de tempo, mostraram
percentual de reducdo de 99% (p=0,0002). No tempo de 24 h, todas as
concentracdes levaram a inibicdo de 99%, sem diferenca estatistica entre os grupos
(p=0,6628) (Figura 16).



Figura 16 — Percentual de reducéo do biofilme de Porphyromonas gingivalis (ATCC
33277) tratado pelo extrato de Persea americana Mill. pelos periodos de 5 min e 24
h
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Fonte: Elaborado pela autora.
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5 DISCUSSAO

Na fase planctonica, por meio do teste da microdiluicdo em caldo, foi
possivel observar atividade inibitéria (CIM) dos extratos de A. satureioides, C.
scolymus, H. virginiana e P. americana sobre F. nucleatum. Ainda, atividade
bactericida foi observada sobre F. nucleatum, bem como sobre P. micra, exceto para
0 extrato de H. virginiana. Atividade antibacteriana n&o foi determinada para P.
endodontalis e P. gingivalis. Segundo lauk et al. (2003), a dificuldade de cultivo e
exigéncia nutricional de bactérias anaerobias da cavidade bucal atrapalham a real
determinacdo da atividade antimicrobiana das substancias avaliadas pelos testes
plancténicos.

Joray et al. (2013) realizaram o isolamento e a intera¢@o de principios ativos
extraidos de extrato etandlico de A. satureioides, tendo quercetina e 3-O-
metilquercetina apresentado atividade bacteriostatica moderada contra espécies
Gram positivas e Gram negativas sem obtencdo de efeito bactericida. Atividade
bacteriostatica do extrato glicélico de A. satureioides também foi observada no
presente estudo sobre F. nucleatum e P. micra, além de atividade bactericida na
concentracdo de 50 mg/mL para ambas as bactérias. Nossos resultados
demonstram que a atividade antimicrobiana do extrato completo de A. satureioides
pode ser mais eficaz quando comparada a acéo de principios ativos isolados, assim
como Wagner e Ulrich-Merzenich (2009) descrevem que interacdes entre todos os
componentes de um extrato, juntamente com metabdlitos menores e fibras, podem
gerar efeitos sinérgicos.

Zhu et al. (2004) avaliaram a atividade antimicrobiana de compostos
fendlicos extraidos de folhas de C. scolymus sobre bactérias Gram positivas
(Bacillus subtilis, S. aureus, Agrobacterium tumefaciens e Micrococcus luteus) e
Gram negativas (Escherichia. coli, Salmonella typhimurium e Pseudomonas
aeruginosa), fungos (C. albicans, C. lusitaniae, Saccharomyces cerevisiae e S.
carlsbergensis) e bolores (Aspergillus niger, Penicillium oxalicum, Mucor mucedo e
Cladosporium cucumerinum) e observaram que a fracdo de n-butanol foi a mais
ativa sobre todos 0s micro-organismos testados. Os autores sugerem ampla

atividade antimicrobiana de extratos produzidos a partir de folhas de C. scolymus,
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podendo ser utilizados como conservantes naturais de alimentos, assim como na
producdo de farmacos naturais. No presente estudo, o extrato de C. scolymus foi
efetivo agente bacteriostatico sobre F. nucleatum (50 mg/mL), apresentando
também atividade bactericida sobre esta cepa, bem como sobre P. micra. Assim
como no estudo citado, o extrato glicolico de C. scolymus também pode conter
compostos fendlicos de acdo antimicrobiana que implicam nos resultados obtidos
pelo presente estudo, indicando uma possivel utilizacdo como medicamento natural.

lauk et al. (2003) analisando a atividade antimicrobiana de extratos
metandlico e decoccao de raizes de Althaea officinalis L., flores de Arnica montana
L. e Calendula officinalis L., folhas de H. virginiana L. e Melissa officinalis L. e frutos
de lllicium verum Hook. sobre cepas de P. gingivalis, Porphyromonas
asaccharolityca, Prevotella melaninogenica, P. intermedia, F. nucleatum,
Capnocytophaga  gingivalis, Veilonella parvula, Eikenella  corrodens,
Peptostreptococcus micros e Actinomyces odontolitycus verificaram que o extrato
metandlico de H. virginiana L. foi o que apresentou os melhores resultados sobre a
maioria dos micro-organismos avaliados. Este produto inibiu a maioria das cepas de
P. gingivalis e Prevotella spp. por meio de CIM < 512 mg/L. A maior CIM deste foi
sobre cepas de F. nucleatum (= 16384 mg/L), C. gingivalis, V. parvula e P. micros
(2048 mg/L). No presente estudo, o extrato de H. virginiana L. também foi o que
apresentou melhor atividade antibacteriana utilizando baixas concentragées,
principalmente sobre F. nucleatum, que apresentou CIM de 6,25 mg/mL e CBM de
25 mg/mL. Esses autores ndo mencionaram dificuldades quanto a visualizagdo e
obtencdo dos valores de CIM para todos os extratos e bactérias analizados. A
metodologia da microdiluicdo utilizada no estudo de lauk et al., (2003) ndo continha
sangue de carneiro desfibrinado para diluicdo dos extratos, fator que pode ter
contribuido com a maior turvacdo e precipitacdo dos compostos, impedindo a
visualizagéo da CIM no presente estudo.

Améndola (2015) analisou a atividade anti-inflamatéria e antimicrobiana do
extrato glicdlico de H. virginiana sobre bactérias (Acinetobacter baumanii,
Enterococcus faecalis, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus e
Streptococcus mutans) e leveduras (Candida albicans, C. dubliniensis, C. glabrata,
C. guilliermondii, C. krusei e C. tropicalis) de interesse médico-odontoldgico.

Atividade fungistéatica e fungicida foi obtida para as espécies avaliadas, bem como
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atividade bacteriostatica e bactericida, exceto para E. faecalis, S. aureus e S.
mutans. Os resultados obtidos em ambos os estudos demonstram a importancia do
extrato glicélico de H. virginiana para o tratamento de doencas infecciosas tanto de
origem fungica quanto de origem bacteriana aerdbica e anaerodbica.

Alviano et al. (2008) avaliaram a atividade antibacteriana de extrato aquoso
de Cocos nucifera, extrato aquoso de Ziziphyus joazeiro, extrato aquoso de
Caesalpinea pyramidalis e extrato alcoolico de Aristolochia cymbifera sobre P.
gingivalis, P. intermedia, F. nucleatum, S. mutans e Lactobacillus casei. Os autores
obtiveram maior atividade antibacteriana do extrato de A. cymbifera sobre P.
gingivalis, seguido de P. intermedia, F. nucleatum, S. mutans e L. casei. No presente
estudo, F. nucleatum foi mais sensivel aos extratos avaliados, seguido de P. micra,
sendo P. gingivalis e P. endodontalis resistentes até a maior concentracdo testada.
Essas diferencas se devem aos extratos usados e produzidos a partir de outras
espécies vegetais. Além disso, demonstra que embora a cepa de F. nucleatum seja
a mesma em ambas as pesquisas e que entre 0s extratos avaliados no presente
estudo nao tenha havido diferencas comportamentais desta, essas podem existir até
mesmo em extratos produzidos a partir de um mesmo exemplar vegetal colhido em
diferentes épocas do ano, ja que a composicdo de substancias presentes pode
mudar (Rizzo et al., 2008).

Estudo realizado por Biasi-Garbin et al. (2016) avaliaram a atividade
antimicrobiana de espécies vegetais da caatinga brasileira, dentre elas P.
americana, sobre dermatéfitos (Trichophyton rubrun e T. mentagrophytes) e
obtiveram que o extrato metandlico dessa espécie apresentou efeito antimicrobiano
fraco. Entretanto, os autores afimam que esta planta € conhecida por possuir
atividade antimicrobiana contra bactéria e fungos, e que esta se deve a presenca de
substancias quimicas presentes no extrato. Essas informacdes corroboram com as
do presente estudo, jA que o extrato de P. americana apresentou atividade
bacteriostatica sobre F. nucleatum (12,5 mg/mL), assim como bactericida tanto para
esta cepa quanto para P. micra, em 50 mg/mL para ambas. Desta forma, podemos
sugerir que 0s varios extratos podem conter distintas concentracées de principios
ativos, fazendo com que as substancias antimicrobianas sejam desiguais entre eles,
explicando os diferentes resultados obtidos em ambos os estudos (Altemimi et al.,
2017).
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A adeséo de células planctdonicas microbianas a uma superficie € o primeiro
estagio para a colonizagéo e posterior formacgao de biofilmes, que podem ser até mil
vezes mais resistentes que as células planctbénicas, dificultando o tratamento de
doencas e podendo agir como focos de infec¢cbes patogénicas sistémicas, como
carie dentéria, doenca periodontal, pneumonia associada e osteomielite, sendo
importante encontrar alternativas terapéuticas para o tratamento de infeccoes
causadas por estes (Al-Jumaili et al., 2018). Dentro da infinidade de alternativas
terapéuticas naturais, os metabdlitos secundarios vegetais, bem como 06leos
essenciais e extratos, revelaram atividade antimicrobiana de amplo espectro (Hasan
et al., 2013; O’'Bryan et al., 2015).

No presente estudo, além da metodologia da microdiluicdo em caldo para
avaliar a atividade bacteriostatica e bactericida dos extratos, também foi realizado o
teste de atividade antibiofiime. Foram utilizados dois periodos de exposicdo dos
biofimes aos extratos, 5 min é o tempo utilizado para determinar a acéo
antimicrobiana como dentifricio ou enxaguatério e 24 h para determinar uma acao
sistémica do extrato. Estudos avaliando a acdo antibiofilme de extratos vegetais
ainda sd@o excassos sobre bactérias aerdbicas, mas principalmente sobre bactérias
anaerobicas.

Quando em biofilme, todas as bactérias submetidas aos extratos testados
apresentaram sensibilidade tanto no periodo de 5 min quanto em 24 h de exposicao,
exceto P. endodontalis quando submetida ao extrato de P. americana pelo periodo
de 5 min.

Extratos glicolicos ou hidroglicolicos s&o constituidos por propilenoglicol,
agua e extratos vegetais. Possuem ampla aplicabilidade na odontologia devido a
presenca de fracbes aromaticas puras e volateis, mais conhecidas como O6leos
essenciais, que no vegetal desempenham inumeras fungcbes, como atividade
antifingica e antibacteriana (Bhavnani, Ballow, 1992; Lima et al., 2006). Devido a
sua completa dissolucdo em agua, sdo inteiramente absorvidos pelo organismo e
em decorréncia de sua composicdo, podem ser utilizados em medicamentos de uso
topico e oral para o tratamento de doencas infecciosas (Batistuzzo et al., 2000).

Estudo demonstra que a exposicdo microbiana a metabdlitos secundarios
vegetais pode levar a inUmeras alteracdes metabdlicas celulares, como reducgédo de

atividade enzimatica, perda de presséo intracelular e modificagcbes na sintese
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protéica (Ultee et al., 1999). Além disso, alguns 6leos essenciais tém comprovada
acdo sobre a comunicacdo entre células, dificultando a rede de sinalizagdo quimica
do quorum sensing, impedindo a regulacdo do controle populacional bacteriano, bem
como alguns fatores de viruléncia, como a capacidade de formacdo de biofilme e
resisténcia a antibioticos (Szabd et al., 2010). Essas alteracdes metabdlicas podem
ter sido desencadeadas sobre as células bacterianas dos biofilmes submetidas aos
extratos, justificando a intensa atividade antibiofilme observada no presente estudo.

Células originadas de biofilmes, quando submetidas a concentracbes
subletais de uma substancia antimicrobiana, podem gerar uma taxa de transferéncia
plasmidial contendo gene de resisténcia antibidtica até dez vezes maior quando
comparadas as células plancténicas. Essa informacdo pode explicar o motivo pelo
qual o extrato de P. americana, ndo foi capaz de reduzir satisfatoriamente o biofilme
de P. endodontalis, em 5 min de exposicédo (Ma, Bryers, 2013).

Pesquisas a cerca das atividades bioldgicas de extratos vegetais ainda sédo
recentes e merecem atencao, sendo os resultados obtidos no presente estudo de
grande importancia por sugerirem a utilizacdo de extratos de A. satureioides, C.
scolymus, H. virginiana e P. americana na composicdo de enxaguatorios bucais,
dentifricios e farmacos de acdo antibacteriana e antibiofiime contra cepas
patogénicas associadas ao desenvolvimento de doenca periodontal, servindo como

alternativa terapéutica natural para o tratamento de infec¢des da cavidade bucal.
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6 CONCLUSAO

Os extratos glicolicos de A. satureioides, C. scolymus, H. virginiana e P.
americana apresentaram efeito bacteriostatico sobre F. nucleatum. Além disso,
atividade bactericida foi constatada sobre F. nucleatum apds exposicéo aos extratos,
bem como, sobre P. micra, exceto para H. virginiana, em culturas plancténicas. Os
extratos avaliados também apresentaram efeito antibiofilme sobre F. nucleatum, P.
micra, P. endodontalis e P. gingivalis, constatado por reduc¢des significativas destas

comunidades apés exposicao aos extratos vegetais por 5 min ou 24 h.
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ANEXO A — Laudo do extrato glicélico de Achyrocline satureioides Lam (D.C.)
emitido pela empresa Mapric
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mapric S

EXTRATO GLICOLICO DE MACELA (HG)

Mome Cientifico: Achyrocline satureioides, Asteraceaa
IMCI: Achyrocline Satureloides Flower Extract

N® CAS: 92346-81-1

Parte Utilizada: Flor

Formula Malecular: N.A&

Peso Molecular: MN.A

PRINCIPIOS ATIVOS
A Macela é constituida por: flavondides (guerdtina, luteolina, galangina, isognafalina); ésteres da
calerianina com addo cafeico e addo protocatéguico; dleo essencial e saponinas triterpénicas.

PROPRIEDADES E EMPREGOS TERAPEUTICOS

0 Extrato Glicolico de Macela tem acao antiinflamatoria, calmante, bactericida, miorrelaxante, estimula
a circulacdo sanglinea periférica. Indicado comeo auxiliar em tratamentos para queda de cabelos, em
produtos para peles e cabelos delicados, como auxiliar na protecao solar.

Fopularmente e usado para clarear cabelo. Podera ser utilizado em cremes, logdes cremosas,
hidroalcoolicas ou tonicas, oemes e produtos para massagem, em shampoos, geis, produtos para o
banho, mascaras faciais, produtos pos-barba e outros produtos cosmebicos. Indicado somente para
uso externo em concentracies de até 5%.

Atencdo: O Extrato Glicdlico de Macela deve ser adicionado no final da preparacdo cosmeética, com o
produto em temperatura abaixo de 457 C.

ESTOCAGEM E VALIDADE
Deve ser estocado hermeticamente fechado, ao abrigo da luz solar direta e do
calor. Prazo de validade: 36 meses a partir da data de fabricacao. Obs.:
* Podera ocorrer formacdo de precipitado efou turbidez durante a estocagem, sem alterar as
propriedades.
* Alteragies da cor sdo esperadas por modificagies dos compostos coloridos das plantas.
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ANEXO B — Laudo do extrato glicélico de Hamamelis virginiana L. emitido pela
empresa Mapric
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EXTRATO GLICOLICO DE HAMAMELIS (HG

Mome Cientifico: Hamamelis virginiana L. / Hamameliaceas
IMCI: Hamamelis Virginiana Leaf Extract

M® CAS: 84596-19-5

Parte Utilizada: Folhas

Farmula Molecular: MN.A

Peso Molecular: N.A

PRINCIPIOS ATIVOS
Tanino pirogdlico (hamamelitaning); pouco dleo essencial; saponina acida; colina; acidos
graxos; mucilagem e pectina.

PROPRIEDADES E EMPREGOS TERAPEUTICOS:

0 Extrato Glicdlico de Hamameélis tem acdo adstringente, wvasoprotetora, vasoconstritora,
descongestionante, anticlecsidade, anti-acnéica. Indicado nas afecches wvenosas como
varizes, flebites, hemorrdidas; em preparagies para oleosidade excessiva da pele & do couro
cabeludo. Poderd ser incorporado em cremes, logdes cremosas, hidroalcodlicas ou tSnicas,
em shampoos, géis, sabonetes, mascaras faciais, logbes de limpeza, produtos pos-barba e
outros produtos cosmeticos em concentracies de até 10%. Uso Extemno.

Atencdo: O Extrato Glicdlico de Hamamelis deve ser adicionado no final da preparacdo
cosmética, com o produto em temperatura abaizo de 45° C.

ESTOCAGEM E VALIDADE
Deve ser estocado hermeticamente fechado, ao abrigo da luz solar direta e do calor.
PFrazo de validade: 36 meses a partir da data de fabricacdo.
Obs.:
* Podera ocorrer formac3o de precipitado efou turbidez durante a estocagem, sem
alterar as propriedades.
= Alteragbes da cor sdo esperadas por modificagies dos compostos coloridos das
plantas.

REFERENCIAS BIBELIOGRAFICAS

Alonso, 1.R.; Tratado de Ficomedidna-Bases Clinicas e Farmacologicas. 1515 Ediciones SREL,
1998.

Balme, F.; Plantas Medicnais. Ed. Helmus, 1994,

Coimbra, R.; Manual de Fitoterapia. Ed. CEJUF, 1994.
Cruz, G.L. Dicionario das Plantas Uteis do Brasil, 3 edic3o, 1985.

Av. Dr Gentil de Moura, 194 CEP 04278 080 Ipiranga 530 Paulo SP
Tel/Fax 55 (11) 5061.5282 mapric@mapric.com.br www. mapric.com.br



ANEXO C — Laudo do extrato glicélico de Persea americana Mill. emitido pela
empresa Mapric
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EXTRATO GLICOLICO DE ABACATEIRO (HG

MNome Cientificn: Persea Grafissimg Gacriner
INCI: Persea Gratissima Leaf Extract

N TCAS: B4695-98-7

Parte Utilizada: Talo ¢ Folhas.

Formula Molecular: B_A

Peso Molecular: MN_A

PRINCIPIOS ATIVOS

Substincias amargas (asocatina); flavondides, querceting; beta-sitosterol; hepta dleool (perseitol,

do gual D-perseitol € o principio ativo); Gleo essencial (estragol ¢ anetol).

PROPRIEDADES E EMPREGOS TERAPEUTICOS

0 Extrato Glicilico de Abacateiro tem acio hidratante, calmante ¢ suavizante. E também
indicado para peles e cabelos secos e ressecados. Poderd ser incorporado em cremes, logies
cremosas, hidroaleodlicas ou tonicas, em shampoos, géis, cremes para banho e outros produtos

COSMELCos.
Indicado para uso externo em concentragdo de até 105%.

Atencio: O Extrato Glicdlico de Abacateiro deve ser adicionade no final da preparagio

cosmética, com o produto em temperatura abaixo de 45° C.

ESTOCAGEM E VALIDADE

Dieve ser estocado hermeticamente fechado, ao abrigo da luz solar direta e do calor.
Prazo de validade: 36 meses a partir da data de fabricagio.

bs.:

*  Poderi ocorrer formagdo de precipitado efou turbidez durante a estocagem, sem alterar as

propricdades.

*  Alteragdes da cor sio esperadas por modificagies dos compostos colonidos das plantas.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Alon=o, 1R Tratado de Fitomedicina—Bases Clinicas e Farmacoldgicas. 1515 Ediciones SEL,
149498,

Balmé. F_; Plantas Medicinais. Ed. Helmus, 1954

Coimbra, R.: Manual de Fitoterapia. Ed. CETUP, 19594,

Cravo, A.B.; Frutas e Ervas que Coram — Panacéia Vegetal. Ed. Helmus, 1995,

Cruz. G.L. Diciondrio das Plantas Uteis do Brasil, 3° edicio, 1985,

Moreira, F.; As Plantas que Coram. Ed. Helmus, 1985,
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ANEXO D — Laudo do extrato glicélico de Cynara scolymus emitido pela empresa

Mapric
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ST COMERCIO E EXPORTACAO LTDA

EXTRATO GLICOLICO DE ALCACHOFRA
Cynara scolymus

LAUDO DE ANALISE

DEFINICAD: Obtide por Ext':igéc- de folhas de alcachofa
CTFANNCI Mame: Gynara scolymus leaf extract
EINECS Mo: 281-658-3

CAS No.: B4012-14-8
FABRICACAD - 02.07.2014
VALIDADE: 24 meses

LOTE: STDO718

LEVEDURAS"® {20-25°C-5 dias)

AMALISE RESULTADOC ESPECIFICACAD
ASPECTOD Le acordo Liguido de media viscosidade
COR Ue acordo Castanho escuro
QODoR Lle acordo Caracteristico
CONMCENTRACAD Le acordo 200
pH {a 250C) 4.8 50£20
DENSIDADE (a 25°C) 1.015 1,000 = 0,050
SOLUBILIDADE Le acordo =aluvel em propilenoglicol, glicenna

& agua
RESIDUC SECO De acordo WMinimo 1.0%
COMTAGEM BACTERIANA Ule acordo = 1i0* UFCimil
[35-37°C -48h)
CONTAGEM BOLORESE Ule acordo = 1i0* UFCimil

Conservar o produto em kocal fresco e arejado, a0 abrigo de umidade e calor
Durante o prazo de validade podera ocomer precipitacao do produto sem alterar suas

propredades.

Cuimico Responsavel
vanison P. da Silva
CRO: 4483078

Ay. Brig. Farla Lima, 558. 3 Andar — gjio 32

Pinheiros — 530 Pawo — 5P CEP: 05426-200

F:{11) 3B54-3423/ [11) 3654-3428 e-mal: InfofEseivabrazills. com.or
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