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Menezes TEC. Influéncia do extrato de aracéa (Psidium cattleianum) e aroeira do
sertdo (Myracrodruon urundeuva) na prevencao a carie em modelos animais
[dissertacdo]. Aracatuba: universidade estadual paulista; 2006.

Palavras-chave: extratos vegetais, carie, prevencdo, desafio cariogénico, S. mutans .

RESUMO: O presente estudo teve como objetivos avaliar a capacidade dos extratos de
araca e de aroeira do sertdo em interferir com a microdureza do esmalte dental de ratos
submetidos a desafio cariogénico, bem como avaliar o efeito desses extratos sobre a
microbiota cariogénica implantada desses animais, e seus possiveis efeitos colaterais.
Sessenta ratos do tipo Wistar, divididos em 4 grupos, foram submetidos a desafio
cariogénico (dieta NIH-2000) e, metade deles, a cirurgia para remocdo das glandulas
salivares maiores. Os grupos recebiam, como solucdo de hidratacdo, agua (controle),
extrato de araca (diluido em &gua) ou extrato de aroeira (diluida em &gua). Coletas da
microbiota bucal dos animais foram realizadas semanalmente e, ap6s 53 dias, 0s animais
foram sacrificados. Os dentes dos animas foram preparados e submetidos a analise de
microdureza longitudinal do esmalte, assim como o0s 6rgaos vitais de alguns animais foram
removidos e submetidos a analise histopatolagica. O modelo animal e as condi¢bes
experimentais se mostraram adequadas para a caracterizacdo dos efeitos dos extratos
testados sobre a microdureza do esmalte e sobre a microbiota cariogénica, sendo que 0s
dois extratos testados produziram uma reducdo substancial da microbiota cariogénica nos
animais experimentais e o consumo dos mesmos afetou positivamente a dureza superficial
do esmalte. A ingestdo dos extratos ndo alterou significativamente os 6rgaos dos animais,

quando comparado com 0s grupos controle.



Menezes TEC. Araca extract (Psidium cattleianum) and aroeira extract
(Myracrodruon urundeuva) efficacy in caries prevention using animal models
[dissertation]. Aracatuba: Universidade estadual paulista; 2006.

Key-Words: plant extracts, natural medicines, dental caries, prevention, S. mutans

ABSTRACT: The aim of this study was to evaluate the influence of “aracd” and “aroeira”
extracts on dental enamel microhardness of rats submitted to a cariogenic challenge, and on
their cariogenic microflora and determine the collateral effects of the extracts in the
animals. Sixty Wistar rats, divided in 4 groups, were submitted to a cariogenic diet (NIH-
2000 diet) and, half of them, was submitted to surgical remotion of the major salivary
glands. The groups received water (control), araca extract (solved in water) or aroeira
extract (solved in water) as hydration solution. Collections of oral specimens were
performed weekly and, after 53 days, the animals were sacrified. The animals teeth were
prepared and submitted to longitudinal enamel microhardness analysis, as well some vital
organs of animals were removed and submitted to histopathological procedures and
analysis. The animal pattern and experimental conditions were appropriated to evaluate and
measure the extracts effects on the enamel microhardness and on the cariogenic microbiota.
Both the extracts reduced substantially the cariogenic microbiota of the animals and the use
of them affected positively the longitudinal enamel microhardness. The extracts ingestion
did not affected in a significant extension the microscopic characteristics of the organs,

compared with control group (water).



1. INTRODUCAO

Apesar da reducdo significativa da incidéncia e prevaléncia da cérie nos paises
ocidentais, nos ultimos 20 anos, infelizmente alguns pacientes concentram grande parte das
lesbes cariosas nas comunidades em que vivem, constituindo os chamados “grupos de
polarizagdo”, os quais se mostram refratarios aos métodos preventivos disponiveis [Martins
et al., 2006; Narvai et al., 2006]. Esses pacientes com alto risco e/ou submetidos a atividade
cariogénica intensa apresentam niveis salivares elevados de estreptococos do grupo mutans,
0s quais possuem intima relacdo com o desenvolvimento da carie e cujos niveis salivares
podem ser utilizados para avaliar e quantificar o risco a cérie da populacéo [Carvalho et al.,
2006].

Sabe-se que S. mutans e espécies correlatas possuem caracteristicas especificas que
Ihes conferem alto potencial cariogénico, como sua notavel capacidade de adesdo a
superficie de esmalte [Daglia et al., 2002; Leitdo et al., 2004]. A literatura traz, ainda, que a
presenca de sacarose pode potencializar sobremaneira a cinética de formacdo do biofilme
dentario, possivelmente na fase de acumulagdo do biofilme, aumentando a producéo de
acidos organicos e a desmineralizacdo do esmalte dentério adjacente [Hodgson et al.,
2001].

A adesdo desses cocos a superficie do dente e a formacgdo do biofilme bucal ocorre
em dois estagios, sendo que o primeiro € a adesdo reversivel a pelicula adquirida
(interacBes inespecificas) e o segundo estagio é a acumulacdo de S. mutans através de
proliferacdo celular e producdo de glucanos extracelulares (interacBes especificas). A
interferéncia em algum desses mecanismos pode prevenir a formacgéo da cérie dentaria ou
pelo menos retardar o processo carioso [Daglia et al., 2002].

Para que um composto com atividade antimicrobiana exerca sua atividade sobre
microrganismos em biofilmes é necessario que o mesmo seja empregado em concentragdes
elevadas e que o composto permaneca por um periodo suficientemente prolongado no
interior da cavidade bucal, visto que a penetracdo dos mesmos, no interior de biofilmes, é
dificultada pela propria composicdo do agente quimico, do biofilme, e pela menor
sensibilidade que esses microrganismos, nos biofilmes, possuem em relagdo aos seus

congéneres plancténicos [Guggenheim et al., 2004].
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Além disso, a grande maioria dos colutorios e antimicrobianos disponiveis no
mercado, particularmente aqueles que possuem clorexidina em sua composi¢do, possui
desvantagens sérias quando utilizados por longos periodos de tempo, como manchamento
dos dentes, perda de paladar, ardor e sensacdo de queimacéo [Cardoso et al., 2005; Bruschi
et al., 2006].

Desta forma, se torna relevante a avaliagdo da atividade antimicrobiana e
antiaderente de extratos naturais, ja que muitos desses compostos sao largamente utilizados
na medicina popular ou mesmo na dieta [Morgan et al., 2001; Filoche et al., 2005]. Nessa
area, estudos vém mostrando atividade anticariogénica de extratos naturais, destacando-se a
semente de cacau [Ooshima et al., 2000(a); Ooshima et al., 2000(b); Matsumoto et al.,
2004], o propolis [Leitéo et al., 2004], o cafe [Landucci et al., 2003], assim como o0 uso de
alguns dleos essenciais naturais, como o cha-verde, associados a clorexidina [Filoche et al.,
2005].

Os resultados positivos dos extratos de araca e aroeira do sertdo obtidos em estudos
“in vitro” realizados junto ao departamento de Patologia e Propedéutica Clinica da FOA-
UNESP [Bianco, 2004; Landucci, 2005] sugeriram que estas espécies seriam capazes de
reduzir significativamente a atividade e desenvolvimento do biofilme microbiano dental,
apresentando potencial anticariogénico. Dessa maneira, se torna pertinente a realizacdo de
estudos, como o uso de modelos animais, que venham a caracterizar de forma mais
adequada o potencial desses extratos vegetais visando um emprego futuro dos mesmos na
prevencdo da cérie dental.

Assim o presente estudo tem como objetivos avaliar a capacidade dos extratos de
araca e de aroeira do sertdo em interferir com a microdureza do esmalte dental de ratos
submetidos a desafio cariogénico, bem como avaliar o efeito desses extratos sobre a
microbiota cariogénica dos animais e 0s possiveis efeitos colaterais dos extratos nos

animais.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Microrganismos
Nos testes para confirmar a atividade antimicrobiana sobre Streptococcus mutans

foram utilizados Streptococcus mutans ATCC 35688 e Streptococcus mutans ATCC 1910.
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2.2. Extratos vegetais

As plantas foram coletadas em areas ndo desmatadas e mantidas como reserva
permanente em propriedades rurais da regido da cidade de Aracatuba, Estado de S&o Paulo,
bem como no préprio campus da Faculdade de Odontologia de Aracatuba-UNESP. O
periodo da coleta correspondeu ao periodo chuvoso de 2005-2006. Foram preparados
extratos vegetais de araca (Psidium cattleianum) e de aroeira do sertdo (Myracrodruon
urundeuva).

As folhas das espécies vegetais utilizadas foram colhidas de plantas com aspecto
sadio e bom desenvolvimento, sem sinais de envelhecimento, doencas e pragas. As folhas
foram submetidas, inicialmente, a secagem em locais ventilados, em temperatura ambiente
(média de 27°C), seguida pela secagem em estufa a temperatura controlada de 37°C, em
dessecadores de vidro, a vacuo, até que se tornassem secas e quebradicas.

A seguir, realizou-se a etapa de fragmentagdo, que consistiu na divisdo das folhas
em particulas de tamanho homogéneo, que foram, logo apds, reduzidas a pé e mantidas em
frascos ambar. Posteriormente, 25 gramas de cada planta, foram adicionados a 100mL de
agua destilada e deixadas por 5 minutos a 100°C, por 1 hora a 55°C e por 72 horas em
temperatura ambiente. Finalmente, procedeu-se o tratamento dos preparados por meio de
filtracdo comum e o produto resultante foi transferido a frascos ambar (100mL).

Para os testes de atividade antimicrobiana “in vitro”, o preparado ainda era
submetido a filtragdo em membranas de éster de celulose com porosidade de 0,65 um e

esterilizado por filtragdo em membranas de 0,22 um (Millipore).
2.3. Avaliacédo da atividade antimicrobiana dos extratos vegetais

2.3.1. Determinacdo da maxima diluicdo inibitéria dos extratos vegetais [NCCLS,
1995].

Foi avaliada de acordo com a metodologia de diluicdo da droga em caldo. Os testes
foram realizados em triplicata. Os extratos vegetais foram adicionados a tubos contendo
caldo infuso de cerebro e coracdo (BHI) acrescidos de extrato de levedura (0,5%), e

inoculados com 10° UFC das cepas testadas, de forma a representar 1/2, 1/4, 1/8 e 1/16 da
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concentracdo original do extrato. A seguir os tubos foram incubados em condi¢cbes de
microaerofilia, a 37°C, por 48 horas. A maxima diluicdo inibitéria do extrato vegetal foi
concebida como sendo a maior diluicio do mesmo capaz de inibir totalmente o
desenvolvimento microbiano. Como controle utilizou-se o préprio caldo infuso de cérebro e

coracdo suplementado e inoculado com as cepas teste.

2.3.2. Avaliacéo da microbiota bucal dos animais.

A microbiota do biofilme supragengival dos roedores e a contaminagdo microbiana
presente na saliva dos animais foram avaliadas semanalmente, desde os procedimentos
cirirgicos até a eutanasia dos animais, para detectar as modificacdes que 0s extratos
vegetais e as condigdes experimentais poderiam ter produzido. Amostras de saliva e
biofilme microbiano, removidos com auxilio de zaragatoas, foram transferidas para solucéo
salina, submetidos a diluicGes seriadas e inoculados em agar MSBS.

As placas foram incubadas em anaerobiose, a 37° C, por 72 horas. Alguns isolados
foram identificados de acordo com suas caracteristicas morfocoloniais e bioquimico-
fisiologicas [Gold et al., 1973]. A determinacdo do nimero de unidades formadoras de
colbnia de S. mutans na saliva e no biofilme foi realizada com auxilio de um contador de

colonias digital (Comecta Digital Counter S.A.).

2.3.3. Avaliacdo da acdo do extrato vegetal sobre a ocorréncia de carie em animais
experimentais submetidos a desafio cariogénico.

Foram utilizados 60 ratos (Rattus norvegicus albinus — variedade Wistar) machos,
com peso aproximado de 180 gramas, com 60 dias de idade. Inicialmente foi realizada a
anélise da microbiota bucal dos ratos por meio de coletas de saliva e biofilme bucal com
zaragatoas, para verificacdo da colonizacdo prévia por estreptococos do grupo mutans. Os
espécimes foram inoculados em agar MSBS [Gold et al., 1973], por 48 horas em
anaerobiose (90% N, + 10% CO5), em dessecadores de vidro do tipo Pyrex, a 37°C.

Constatando-se auséncia de colonizagdo por esses microrganismos nos roedores
empregados, procedeu-se, a seguir, a inoculagdo de 10° UFC de S. mutans ATCC 1910 e
ATCC 35688, seguido de administracdo de dieta cariogénica (dieta NIH 2000, com 56% de

sacarose, Hamada et al., 1978) e &gua "ad libitum" por 7 dias para estabilizar a infeccéo e a
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implantagdo dos microrganismos no biofilme bucal [Peres et al., 2002]. O controle da
implantag&o das cepas de referéncia na microbiota bucal dos roedores foi realizado apos 7
dias atraves de cultura em agar MSBS, como descrito acima.

Apo6s 11 dias do inicio do experimento, os ratos foram divididos em 4 grupos
experimentais:

Grupo |: animais que NAO TIVERAM suas glandulas salivares maiores removidas
cirurgicamente e foram submetidos a dieta cariogénica (NIH 2000), recebendo os extratos
como solucéo para hidratacdo [Yu et al., 2000];

Grupo II: semelhante ao grupo anterior, mas constituido de ratos que TIVERAM
suas glandulas salivares submandibulares e sublinguais cirurgicamente removidas, como
descrito por Bowen et al. [1988], enquanto o ducto da glandula pardtida era submetido a
ligadura cirlrgica;

Grupo IlI: animais que NAO TIVERAM suas glandulas salivares maiores
removidas cirurgicamente, mas foram submetidos a dieta cariogénica e receberam agua
como soluc¢do para hidratacéo;

Grupo 1V: semelhante ao grupo Ill, mas que receberam o tratamento em suas
glandulas salivares como descrito no grupo 1.

Os procedimentos cirdrgicos em todos os animais, de todos os grupos, foram
realizados sob anestesia geral por injecdo de Tiopental (tiopental sédico), na dosagem de
50mg/Kg do animal, pela via intraperitonial. Apds 53 dias os animais foram sacrificados
por injecdo de excesso de tiopental sodico por via intraperitoneal e tiveram suas cabecas

dissecadas e colocadas em ambiente imido com gazes embebidas em formol a 2%.

2.3.4. Avaliacdo do peso corporal e dos 6rgéos vitais dos animais.

O peso corporal dos animais foi determinado periodicamente e, apos o desafio
cariogénico e sacrificio dos animais, procedeu-se a remocdo de 6rgaos de alguns animais
para analise histopatoldgica (Anexo 1). Partes dos pulmdes, baco, intestino grosso, intestino
delgado, coracdo, figado, rins e sistema nervoso central foram removidos, pesados e fixados
em formalina tamponada (10%), por 24 horas, desidratadas e incluidas em parafina. Cortes
semi-seriados com 6 pum de espessura foram corados pela técnica da hematoxilina e eosina

e analisados em microscopia convencional.
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2.3.5. Andlise da microdureza do esmalte [Shinoda, 1975].

Apods o sacrificio dos animais, os incisivos dos mesmos foram removidos
individualmente, enquanto os molares foram removidos em bloco. Todos as coroas dos
dentes foram removidas utilizando-se instrumento de baixa rotagdo com discos de corte. Os
dentes eram separados em frascos correspondentes a cada um dos animais e fixados com
gaze embebida em formol a 2%.

Em seguida, os dentes foram embutidos em blocos de resina acrilica e, apds a
obtencédo dos blocos com os dentes, realizou-se o ajuste dos mesmos na politriz. O desgaste
foi realizado sob baixa rotacdo e refrigeracdo, até que se observava a exposicdo da
superficie de esmalte, seguido de polimento da superficie de esmalte dos dentes com uma
seqliéncia de lixas e refrigeracdo a agua. Entre cada polimento, os blocos foram lavados
com jatos de &gua deionizada e submetidos ao ultra-som Branson 2210, em agua deionizada
durante 3 minutos. Na sequiéncia o esmalte foi polido com papel feltro para polimento e
suspensao de diamante. Posteriormente, os corpos de provas foram lavados com jato de
agua deionizada e submetidos ao ultra-som. Finalmente, os corpos de provas foram lavados
em jatos de 4gua deionizada, e, a seguir, conservados em ambiente Umido (gazes embebidas
em formol a 2%).

Em cada incisivo, na regido cervical, foram realizadas 4 edentacdes no esmalte,
utilizando-se carga de 25 gramas e o tempo de 10 segundos, separadas por uma distancia de
10 um em relagdo a superficie de esmalte e, as demais, 20 um entre si. Nos “blocos” de
molares, escolheu-se o fundo de sulco do segundo molar, onde foram realizadas 4
edentacdes no esmalte, utilizando-se carga de 25 gramas e o tempo de 10 segundos,
separadas por uma distancia de 10 um em relacdo a superficie de esmalte e, as demais, 20
wm entre si.

Os testes de microdureza realizados foram do tipo KNOOP e os resultados foram
analisados de acordo com FEATHERSTONE.

2.4. Anélise Estatistica
Os resultados obtidos com as contagens de coldnias, assim como os referntes a

microdureza do esmalte dos dentes dos animais foram analisados estatisticamente pelo
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programa GMC, através de analise de variancia (ANOVA) pelo Teste de Tukey, com nivel

de significancia de 5%.

3. RESULTADOS

As cepas de referéncia testadas (Streptococcus mutans ATCC 35688 e Streptococcus
mutans ATCC 1910) foram inibidas pelos extratos testados na diluicdo 1/8, ndo tendo sido
observada nenhuma diferenca individual das cepas, tampouco na efetividade dos dois
extratos testados.

Em relacdo a microbiota oral dos animais experimentais, através do Gréafico 1 pode-se
observar que aqueles que receberam o0s extratos de araca e de aroeira do sertdo
apresentaram menores contagens de colonias de S. mutans ao longo das coletas efetuadas
(p< 0,00001), ndo havendo diferencas significativas em relacdo aos resultados obtidos
entre os dois extratos testados.

Gréfico 1 — Coldnias de S. mutans apresentadas pelos grupos que receberam araca e
aroeira, e pelos grupos controle.

S.mutans / ml 350+
300+

(10Y)

250+
200+
150+
100+
50-
0

Oagua
W Araca
OAroeira

NN NN N

Extrato

Ja o Gréfico 2 deixa clara a diferenca de quantidade de colbnias de S. mutans
encontradas, ao longo do estudo, entre os animais dessalivados e os que ndo foram
submetidos a cirurgia. Fica nitida a maior contagem de coldnias de S. mutans nos animais
em que foram removidas as glandulas salivares maiores e atados os ductos principais da
parotida (p= 0,0001).
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Gréfico 2 — Coldnias de S. mutans apresentadas pelos animais dessalivados e pelos ndo

operados.
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Pbde-se observar que os animais dessalivados apresentaram maiores contagens de
col6nias de S. mutans, em relagdo aos animais ndo operados, mesmo ao se considerar cada
grupo experimental separadamente (p= 0.0127), sendo que 0s animais que receberam os
extratos apresentam contagens de coldnias inferiores aos grupos controle (Grafico 3).
Gréafico 3 — Colbnias de S. mutans apresentadas por cada grupo experimental

individualmente.

500-
S.
Mutans/
o 40017
(109 130017

O Controle
W Dessalivado

200+

100+

0_

Agua Araca Aroeira

Os Gréficos 4 e 5 evidenciaram que 0s animais que receberam 0s extratos de araga e
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aroeira do sertdo como liquido de hidratacdo apresentaram contagens inferiores de coldnias

de S. mutans, em relacdo aos grupos controle, mesmo ao se analisar os valores de cada

coleta individualizados (p= 0.0001). Observa-se, mais uma vez, que os resultados obtidos

pelos extratos testados ndo apresentam disparidades significativas entre si.

Gréfico 4 — Coldnias de S. mutans apresentadas pelos grupos experimentais a cada

coleta.
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Gréfico 5 — Coldnias de S. mutans apresentadas pelos grupos experimentais ao longo

do tempo (Grafico de linhas).
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Em relacdo a microdureza longitudinal de esmalte dos dentes dos animais

experimentais, a Tabela 1 revela que os ratos que receberam os extratos apresentaram

valores superiores de porcentagem de volume mineral do esmalte, em relagdo aos animais
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dos grupos controle (p= 0.000315), muito embora, ndo se observe diferengas significativas
de valores entre os animais dessalivados e 0s ndo operados. N&o se observam, ainda,
diferencas significativas de valores entre incisivos e molares, assim como entre 0S

resultados dos grupos que receberam os dois extratos testados.

Tabela 1 — Porcentagem de volume mineral do esmalte (média = dp, n=10) dos dentes

dos animais ndo operados e dessalivados de acordo com o extrato administrado.

Ratos
Tratamento Nao Onerados Dessalivados
incisivo molar incisivo molar
Agua 876+06a 87,7+0,2a 878+04a 87,8+0,2a
Araca 935+0,2h 93,3+0,2h 93,2+04hb 93,3+0,1b
Aroeira 934+04b 93,3+0,1b 93,2+04hb 93,3+0,1b

*Meédias seguidas de letras distintas apresentam diferenca estatistica entre si (p<0,05).

Quanto ao exame histopatoldgico dos 6rgdos dos animais testados, ndo foram
observadas alteragfes celulares ou teciduais que pudessem indicar que os extratos foram
particularmente tdxicos ou pudessem causar algum tipo de lesdo tecidual, quando
comparados com o grupo contrdle (agua). Em todas as laminas correspondentes aos 6rgaos
examinados dos trés grupos, pode-se observar células e arquitetura normal, demonstrando
que o0 extrato de aroeira e araca ingeridos pelos animais durante a fase experimental, ndo
provocaram danos teciduais nos orgdos examinados (Figuras de 1 a 6). Estes 6rgdos
também apresentaram peso dentro da normalidade (Anexo C). Os animais de todos 0s
grupos experimentais apresentaram um ganho de peso gradual ao longo dos 53 dias, sem

significancia estatistica (Anexos D, E e F).
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Figura 1- Caracteristicas microscépicas do figado de animal do grupo agua (controle),

corado por hematoxilina e eosina, com aumento de 40 vezes.

Figura 2 - Caracteristicas microscopicas do figado de animal do grupo araca, corado

por hematoxilina e eosina, com aumento de 40 vezes.

Figura 3 - Caracteristicas microscopicas do figado de animal do grupo aroeira, corado

por hematoxilina e eosina, com aumento de 40 vezes.
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Figura 4 - Caracteristicas microscopicas do rim de animal do grupo &gua (controle),

corado por hematoxilina e eosina, com aumento de 40 vezes.

Figura 5 - Caracteristicas microscépicas do rim de animal do grupo aracé, corado por

hematoxilina e eosina, com aumento de 40 vezes.

Figura 6 - Caracteristicas microscopicas do rim de animal do grupo aroeira, corado

por hematoxilina e eosina, com aumento de 40 vezes.
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4. DISCUSSAO

Em funcdo da relevancia dos estreptococos do grupo mutans na etiologia da céarie
dental, essas espécies bacterianas tornaram-se o alvo principal das abordagens ecologicas
preventivas, as quais objetivam interferir seletivamente com a participagdo dos diferentes
grupos microbianos na populacdo do biofilme dental e a expressdo de seus fatores de
viruléncia [Featherstone, 2000; Carvalho et al., 2006].

A descoberta de métodos e substancias que auxiliem no controle do
desenvolvimento desses biofilmes cariogénicos se torna, dessa maneira, importante para o
controle e prevencdo da carie dental [Tenuta et al.,, 2003; Narvai et al., 2006],
particularmente em funcdo da existéncia dos grupos de polarizagdo da carie, que nao
respondem satisfatoriamente as medidas preventivas tradicionais [Gushi et al., 2005;
Martins et al., 2006, Narvai et al., 2006].

Contudo, o uso de agentes antimicrobianos para o controle do biofilme esbarra em
sérias limitagdes, que vdo desde a maior resisténcia que esses microrganismos apresentam
quando comparados com bactérias plancténicas [Guggenheim et al 2004; Marsh, 2004;
Landry et al., 2006], dificuldade de penetracdo do principio ativo no interior do biofilme
[Marsh, 2004], alteragdes metabolicas bacterianas [Guggenheim et al 2004; Marsh, 2004],
além dos efeitos colaterais dos principais agentes quimicos, como clorexidina [Bruschi et
al., 2006], compostos fendlicos, entre outros [Cardoso et al., 2005], além da falta de
biodisponibilidade [Bruschi et al., 2006].

Assim, para que um composto com atividade antimicrobiana exerc¢a sua atividade
sobre microrganismos em biofilmes é necessario que o mesmo seja empregado em
concentracOes elevadas, o que poderia produzir reacdes adversas nos pacientes, e que 0
composto permanecga por um periodo prolongado no interior da cavidade bucal, o que
levaria a uma adaptacdo do biofilme com a selecdo de microrganismos menos sensiveis
[Guggenheim et al., 2004].

Nas ultimas décadas, muito interesse vem sendo dispensado ao estudo do efeito de
compostos naturais, disponiveis ou ndo na dieta, sobre infeccdes enddgenas humanas
[Leitdo et al., 2004; Takarada et al., 2004], particularmente sobre o biofilme bucal e seus
impactos na ecologia microbiana [Morgan et al., 2001; Ozaki et al., 2006]. Dentre os

extratos naturais que tiveram sua atividade inibitoria estudada destacam-se o cha-verde
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japonés [Otake et al., 1991; Gaetti-Jardim Jr et al., in press], propolis [Leitdo et al., 2004],
café [Landucci et al., 2003], a goiaba [Razak et al., 2006; Prabu et al., 2006] aléem de mate e
ché preto [Gaetti-Jardim Jr et al., in press].

No presente estudo, optou-se por avaliar os extratos de araca e de aroeira do sertdo
diante dos resultados favoraveis obtidos em estudos “in vitro” realizados junto ao
departamento de Patologia e Propedéutica Clinica da FOA-UNESP [Bianco, 2004,
Landucci, 2005], evidenciando que essas espécies eram capazes de reduzir
significativamente a colonizacdo de superficies de vidro, bem como apresentavam notavel
atividade inibitoria sobre cocos cariogénicos, além de outros microrganismos importantes
na formacé&o do biofilme microbiano.

Os extratos vegetais possuem uma composi¢do muito complexa, a qual pode variar
com a espécie testada, localizacdo geografica da planta utilizada (com suas peculiaridades
edafo-boténicas), linhagem clonal da planta e até mesmo a estacdo do ano em que deu a
coleta do espécime [Alves, 2001], o que limita a possibilidade de reproduzir os efeitos
inibitorios e mesmo sobre ades@o microbiana quando sdo comparados estudos realizados
com amostras de plantas obtidas de outras localidades e estacdes do ano.

Assim, para permitir um minimo de reprodutibilidade para o presente estudo e uma
comparacdo dos resultados apresentados com a literatura pertinente, optou-se por repetir 0s
ensaios com atividade antimicrobiana em todas as amostras de extrato. Desde que todas as
amostras preparadas evidenciaram atividade inibitéria comparavel a descrita por Bianco
[2004] e Landucci [2005], pdde-se atribuir parte dos efeitos bioldgicos observados nos
modelos animais a composi¢cdo dos extratos, as quais ndo tiveram sua atividade
antimicrobiana afetada pelos aspectos acima citados.

No presente estudo, para 0S ensaios com animais experimentais, empregou-se a
metodologia descrita por Keyes [1958](“a” e “b”), onde se constatou que 0s animais que
recebiam uma dieta rica em sacarose (56 % de agucar — dieta NIH 2000) desenvolviam
lesGes cariosas clinicamente detectaveis, particularmente nos sulcos e fissuras dos molares,
em funcdo do ambiente favoravel para a microbiota cariogénica. No presente estudo, a
despeito das significativas alteragcdes nos padrdes de microdureza observada (Tabela 1), ndo
se constatou a presenca de microcavidades detectaveis, mesmo nos animais dessalivados. A

despeito dessa auséncia de lesbes cavitadas de cérie clinicamente detectaveis, pdde-se
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considerar que o desafio cariogénico descrito no presente estudo foi adequado, visto que a
resposta do esmalte dental ao processo de desmineralizagdo se inicia muito antes de uma
cavidade se tornar clinicamente detectavel e o presente estudo pbde observar essa
“resposta” dental, como observado na tabela 1, bem como nos anexos G e I.

A utilizacdo de modelos animais para avaliacdo de medidas preventivas da carie
dental ou para determinacdo de fatores interferentes é universalmente aceita [Keyes,
1958(a); Keyes, 1958(b); Peres et al., 2002; Ozaki et al., 2006], a despeito das limitagdes
desse modelo de estudo, quer por aspectos de anatomia dental e do aparelho
estomatognatico, até por aspectos referentes a dieta e microbiota bucal.

Para padronizacdo, mesmo que parcial, das caracteristicas da microbiota
cariogénica, nos ensaios realizados com os roedores, optou-se pela inoculacdo de duas
cepas de referéncia de S. mutans, de reconhecida cariogenicidade [Leitdo et al., 2004;
Carvalho et al., 2006], mesmo diante da impossibilidade de se comparar o biofilme
produzido por esses microrganismos no modelo murino com o observado em humanos. A
despeito dessa limitacdo particular, Ooshima et al [1998] e Peres et al [2002] ressaltaram a
importancia de se inocular a cavidade oral dos animais que seriam submetidos a desafio
cariogénico, como medida de padronizacdo, como também realizado no presente estudo,
sendo que, essa padronizacdo objetiva criar 0s requisitos minimos para a reprodutibilidade
do experimento e comparacfes com dados disponiveis [Zero, 1995].

Quanto as vias de administracdo dos extratos vegetais, experimentos com extratos
de plantas, disponibilizados na ra¢do, demonstraram resultados inferiores aos administrados
com solu¢des aquosas [Ooshima et al.,1998], de forma que, por esse aspecto, optou-se pela
administracdo dos extratos testados em solugdes aquosas no presente estudo. Contudo, ndo
se pode avaliar o consumo “per capita” desses extratos pelos animais e, como tais produtos
apresentam palatabilidade muito diferente da 4gua, ndo se pode afirmar com seguranca que
a quantidade de liquidos consumidos ndo poderia ter interferido nos resultados do presente
estudo. Porém, como o consumo de agua parece ter sido superior, qualquer interferéncia
deve ter se dado no sentido de reduzir a significancia das diferencas observadas entre os
grupos testes (grupos I e 1), que receberam os extratos, e o grupo controle, que recebeu

agua como solucdo de hidratacéo.
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A literatura [Bowen et al.,1988; Peres et al., 2002] traz que a remocéo das glandulas
salivares maiores de ratos pode exacerbar o desafio cariogénico, com a subsequente
formacdo de areas de desmineralizagdo e cavitacdo. No presente estudo, as diferengas
observadas entre animais dessalivados e ndo operados ndo foram observadas nas
comparagdes referentes a microdureza do esmalte (Tabela 1, Anexos G e |; p= 0.000315),
mas sim na composicdo do biofilme, sendo que, entre os animais dessalivados, 0s
microrganismos cariogénicos inoculados tiveram uma participacdo muito mais significativa
na microbiota bucal (p= 0,0001), conforme o Grafico 2, mesmo nos animais que receberam
0s extratos vegetais (Gréfico 3).

Stamford et al. [2005] salientaram a importancia da saliva na prevencdo a carie
através de seu efeito tampdo e também pela remocdo de microrganismos e restos
alimentares da cavidade bucal, bem como Soriano et al [2002] verificaram a correlacdo
entre os indicadores salivares de um individuo e sua experiéncia de cérie. Deste modo,
reducdes significativas do fluxo salivar e/ou alteracfes qualitativas na composicao da saliva
podem estar associadas a um maior risco a carie (pela menor remog¢éo de microrganismos e
restos alimentares da cavidade oral), como observado em pacientes irradiados, idosos ou
que fazem uso prolongado de determinados medicamentos [Castro et al., 2004; Baptista
Neto e Sugaya, 2004].

Deve-se ressaltar, como o fizeram Tenuta et al [2003], que a desmineralizacdo do
esmalte dentario depende do tempo de exposicdo ao biofilme e estd mais relacionada a
composicdo do biofilme formado do que com os fatores salivares, 0 que pode ajudar a
entender porque no presente estudo os efeitos da dessalivacdo se fizeram presentes sobre a
microbiota e ainda ndo puderam ser estendidos & microdureza do esmalte.

Os Gréficos 1, 4 e 5 evidenciam que o uso dos extratos de aragé e de aroeira do
sertdo levou a uma reducdo significativa dos niveis de S. mutans na microbiota bucal dos
grupos experimentais, ao longo do tempo, 0 que pode ter ocorrido pela atividade inibitoria
direta produzida pelos extratos, ou pela interferéncia no processo de colonizagdo do
biofilme microbiano bucal, em funcdo dos efeitos dos extratos sobre a adesdo microbiana,
“in vitro”, como observado por Bianco [2004] e Landucci [2005], o que parece mais
provavel, visto que a alteracdo dos fendmenos de aderéncia pode ser obtida em

concentracBes muito inferiores as concentragcbes necessarias para inibir o crescimento
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bacteriano planctonico e, particularmente, no biofilme [Okamoto et al., 2002]. A propria
reducdo da producdo de polissacarideos extracelulares insollveis, como o dextrano,
fendmeno ja observado por Wu-Yuan et al. [1988] com as galotaninas , pode ter colaborado
para a reducdo desses microrganismos na microbiota bucal.

Fendmenos semelhantes puderam ser observados com outros compostos como a
clorexidina [Okamoto et al., 2002] e provavelmente devem estar atuando nos modelos
animais estudados.

Nesse particular, Otake et al [1991], Daglia et al [1998] e Bianco [2004] sugerem
que antimicrobianos naturais capazes de reduzir a formacdo do biofilme e com atividade
anticarie parecem agir principalmente na sintese dos polissacarideos extracelulares. Nessa
mesma linha, Kashket et al [1985](a), Kashket et al [1985](b) e Otake et al [1991]
verificaram que o acido tanico, encontrado em varios tipos de plantas, mostrou-se um
importante inibidor de crescimento bacteriano e da acdo da enzima glicosiltransferase, além
de formar um complexo estavel com proteinas ricas em prolina presentes na saliva
[Hagerman e Butler,1981], as quais estdo diretamente envolvidas com a adsorcdo de
bacterias bucais a pelicula adquirida, iniciando a adesdo dos colonizadores iniciais do
biofilme microbiano bucal, como S. mutans.

Em contraposicdo, Kashket et al [1985](“a” e “b”) constataram que 0s extratos de
cacau e de café ndo perderam sua habilidade inibitdria mesmo apds a retirada do acido
tanico presente em sua composi¢do. Esse fato demonstra a possivel existéncia de outros
componentes em extratos naturais eficazes no combate a atividade da microbiota bucal
cariogénica. Em uma linha semelhante, Ooshima et al [1993] e Daglia et al [2002] sugerem
que alguns extratos de plantas poderiam inibir a adesdo microbiana modificando também as
adesinas bacterianas, o que dificultaria o reconhecimento entre essas estruturas protéicas e
aqueles receptores presentes na pelicula adquirida, uma vez que esse processo apresenta
notavel especificidade [Angelini et al., 2006]. Os extratos vegetais também poderiam
competir com as adesinas pela ligacdo aos receptores do hospedeiro, ou mesmo terem
afinidade reciproca, uma vez que parte das adesinas bacterianas se comporta como lectinas
(as quais possuem afinidade por receptores que contenham carboidratos na sua estrutura),
de forma que glicoproteinas do extrato poderiam ter o efeito acima mencionado [Daglia et
al., 2002; Matsumoto et al., 2004].
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De acordo com a literatura [Ooshima et al., 1993; Hamilton-Miller, 1995; Leitdo et
al., 2004; Matsumoto et al., 2004; Gongalves et al., 2005], compostos fendlicos poderiam
levar a precipitacdo de proteinas e inibir o crescimento bacteriano em concentragdes
similares aquelas encontradas em bebidas [Hamilton-Miller, 1995]. Alguns extratos
vegetais também parecem capazes de inibir microrganismos bucais ndo relacionados com
0s estreptococos, como periodontopatdégenos Gram negativos [lauk et al., 2003; Bakri e
Douglas, 2005; Iwaki et al., 2006]. Infelizmente, o principio ativo ainda precisa ser
caracterizado.

J& Ikigai et al [1993] evidenciaram que a epigalocatequina, um dos compostos
fendlicos presentes no cha, podia levar a perfuracdo da membrana citoplasmética, o que
explica a maior sensibilidade das bactérias Gram-negativas, como Fusobacterium
nucleatum. Esses compostos fendlicos  (polifendis, flavonodis, epicatequina,
epigalocatequina) ainda sdo capazes de inibir bactérias Gram-positivas [EI-Gammal e
Mansour, 1986].

O estudo dos efeitos desses principios ativos sobre o metabolismo microbiano €
dificultado pela falta de um conhecimento mais profundo sobre a estrutura quimica e
atividade bioldgica dos mesmos [Daglia et al., 1998]. Esse fato se mostra verdadeiro até
para plantas como a Camellia sinensis e Coffea arabica, ja bem estudados, e que fazem
parte da dieta humana [Landucci et al., 2003].

Contudo, como os colutdrios geralmente permanecem por pequenos periodos de
tempo na cavidade bucal em concentrag@es inibitorias é de relevancia avaliar a cinética da
atividade antimicrobiana desses extratos, visto que residuos desses compostos podem
permanecer tempo suficiente na cavidade bucal para interferir com o processo de formacéo
do biofilme, ou interferir com a expressdo da viruléncia microbiana em concentragdes sub-
inibitorias (Gaetti-Jardim Jr et al., 2004).

Muito embora Bianco [2004] relate que esses extratos ndo tenham interferido,
aparentemente, no processo de desmineralizagdo/remineralizacdo do esmalte dentario, 0s
resultados do presente estudo sugerem que o consumo dos extratos de araca e aroeira do
sertdo parecem ter afetado positivamente a microdureza superficial do esmalte (Tabela 1,
Anexos G e 1), a qual mostrou-se mais elevada nos animais que os receberam, em todas as

profundidades do esmalte avaliadas.
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As diferencas entre os resultados da Tabela 1 com aqueles obtidos por Bianco podem
estar ligados as diferencas metodologicas, sendo que o modelo animal utilizado no presente
estudo mostrou-se mais adequado quando comparado com 0S ensaios “in vitro”
anteriormente utilizados. Bianco sugere que a auséncia de pelicula adquirida sobre os
fragmentos de esmalte poderiam ter reduzido a colonizagdo dos mesmos pelas cepas de
referéncia testadas, sendo que no presente ensaio, a presenca do animal experimental
garantiu uma colonizagdo mais intensa da superficie de esmalte.

Deve-se ressaltar, também, que a utilizacdo de modelos animais, mesmo com as
limitacbes que um modelo murino pode impor, € superior a estudos realizados unicamente
“in vitro”, desde que se os beneficios (ou a auséncia dos mesmos) venham a ser detectdos,
principalmente em condigdes mais proximas do que ocorre com a cérie e outras patologias
em humanos [Zero, 1995; Ozaki et al., 2006].

Podemos atribuir estes resultados superiores obtidos em relacdo a microdureza de
esmalte dos dentes dos ratos que ingeriram 0s extratos de aracé e aroeira do sertdo (Tabela
1, Anexos G e I) a diversos fatores, tais como a diminuicdo da populagdo de S. mutans na
cavidade oral desses animais (Gréaficos 1, 4 e 5), atraves da inibicdo da capacidade de
aderéncia bacteriana e da formacao do biofilme, como sugerido por Matsumoto et al [2004]
e Landucci [2005], ou, ainda, ser atribuido a uma possivel capacidade desses extratos de
reporem minerais a estrutura dental afetada pela atuacdo dos acidos organicos bacterianos,
como sugerido por Otake et al [1991] ao considerarem a possivel presenca de fltor e outras
substancias do género em alguns extratos de plantas. Outros autores sugerem, também, a
possibilidade de alguns extratos vegetais com potencial anticariogénico atuarem alterando o
metabolismo  bacteriano, interferindo na producdo dos 4acidos orgéanicos dos
microrganismos cariogénicos [Leitdo et al., 2004] e/ou alterando a a¢do ou producdo de
enzimas microbianas ligadas ao metabolismo do agucar [Kashket et al., 1985(a); Kashket et
al., 1985(b); Landucci et al., 2003; Leitdo et al., 2004]. Desta forma, fica mais uma vez
evidente a necessidade de uma analise dos compostos presentes em cada extrato.

N&o se pode esquecer a relevancia que a medicina popular apresenta para a
descoberta de novas drogas, sendo que caju nativo vem sendo empregado como analgésico
para odontalgias e como antiinflamatorio, a aroeira teria propriedades cicatrizantes e

analgésicas (além das avaliadas no presente estudo), o pequi é considerado adequado para o
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tratamento de resfriados, tosse e queimaduras, enquanto a candeia teria atividade anti-
esquistossomatica e 0s ipés teriam indicacdo no tratamento de rouquiddo e seriam
diuréticos. O jacaranda caroba teria atividade anti-sifilitica e anti-reumatica, enquanto o
capitdo do campo seria Util no tratamento e controle da estomatite aftosa e o angico poderia
colaborar no tratamento da bronquite. A arnica seria usada em casos de inflamacdes e
contusdes, 0 picdo seria eficaz no tratamento de diabetes e ictericia, ja a carqueja seria
usada em problemas de figado e/ou digestivos, a caléndula teria propriedades de
cicatrizacdo externa e o capim-liméo seria util contra a osteoporose, assim como um bom
calmante e digestivo [Souza e Felfili, 2006]. Entretanto nenhum estudo encontrado
procurou verificar se, de fato, essas indicagbes estavam baseadas em principios com
comprovada eficécia terapéutica.

Os resultados obtidos com os extratos de araca e de aroeira do sertdo voltam a
sugerir, agora em modelos animais, aspectos relevantes para um possivel uso na prevencao
a céarie, como também observado por Bianco [2004] e Landucci [2005], em estudos “in
vitro”. Dentre essas caracteristicas que poderiam vir a estimular seu emprego futuro, temos
a simplicidade de extragdo dos principios ativos, uma vez que &gua foi empregada como
liquido extrator, sem prejuizo para a atividade antimicrobiana e, possivelmente, de outros
aspectos bioldgicos, atividade mesmo em maiores dilui¢fes, rapida atividade inibitdria,
assim como a interferéncia na capacidade de aderéncia do microrganismo a superficie de
esmalte. Esses efeitos, quando associados, poderiam explicar a significativa supressao da
microbiota cariogénica observada em todos 0s grupos experimentais que receberam o0s
extratos vegetais (Gréficos 1, 4 e 5).

Desta forma, diante do exposto, verifica-se a necessidade de uma caracterizacdo
aprofundada (embora muito acelerada) dos extratos de aroeira e ara¢ca como possivel fonte
de compostos que venham a ser utilizados para o controle do biofilme bucal e mesmo em
outras areas, visto que os biofilmes microbianos sdo fonte de graves problemas infecciosos
em diversos ambientes, como os hospitais. Acrescentando-se que ndo foram observados
efeitos deletérios significativos sobre os tecidos dos animais que os consumiram. Nesse
sentido, temos que frisar que a busca e caracterizacdo de novos farmacos esbarra, em paises
em desenvolvimento (ou em subdesenvolvimento), no problema da biopirataria e,

enguanto, em nosso pais, estrangeiros e brasileiros carregados ilegalmente de espécimes
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bioldgicos escapam atraves de portos e aeroportos, 0s pesquisadores nacionais, que
publicam seus resultados como forma de disponibilizar uma informacdo para empregos
futuros livres de pagamento de direitos de exploracdo, esbarram em aspectos burocraticos
de todo tipo. Ndo nos sera inesperado se dentro de algum tempo, 0s extratos e principios
citados acima tenham sido patenteados por algum grande laboratério internacional ou
nacional.

No presente estudo se verificou que o0 modelo animal e as condigdes experimentais se
mostraram adequadas para a caracterizacdo dos efeitos dos extratos testados sobre a
microdureza do esmalte e sobre a microbiota cariogénica, sendo que os dois extratos
testados produziram uma reducdo substancial da microbiota cariogénica nos animais
experimentais e o consumo dos mesmos afetou positivamente a microdureza superficial do
esmalte, enquanto a dessalivagdo dos animais alterou significativamente os resultados da
microbiota oral e o consumo prolongado dos extratos na hidratacdo nédo alterou

significativamente os 6rgdos dos animais, quando comparado com 0s grupos controle.
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6. ANEXQOS

Anexo A — Tabelas de contagens de colénias dos ratos ndo-operados.

Anexo A.1l - Primeira coleta (07 dias apdés inoculacéo) --- (-1):

agua agua araca araca aroeira
R1 102 53 102 149 153
R2 201 29 112 92 174
R3 91 228 92 191 157
R4 82 130 254 81 41
R5 111 104 134 137 173

Anexo A.2 - Segunda coleta (18 dias apos inoculacgéo) --- (-1):

agua agua araca araca aroeira
R1 151 124 35 83 103
R2 232 82 97 64 97
R3 488 86 105 56 129
R4 328 121 65 102 32
R5 283 163 86 93 68

Anexo A.3 - Terceira coleta (25 dias apds inoculacdo) --- (-1):

agua agua araca araca aroeira
R1 345 196 48 71 124
R2 302 177 108 133 83
R3 472 351 102 69 38
R4 390 143 97 39 178
R5 331 198 101 136 80

Anexo A.4 - Quarta coleta (32 dias apos inoculagéo) --- (-1):

agua agua aracga araca aroeira
R1 340 109 56 57 77
R2 286 161 167 73 113
R3 400 201 148 31 43
R4 372 132 132 30 89
R5 201 196 93 48 54

Anexo A5 - Quinta coleta (39 dias apds inoculacéo) --- (-1):

agua agua araca araca aroeira
R1 252 197 36 32 54
R2 143 129 151 60 85
R3 207 231 99 26 31
R4 202 128 96 37 66
R5 415 135 75 42 37

Anexo A.6 - Sexta coleta (46 dias apoés inoculacéo) --- (-1):

agua agua aracga araca aroeira
R1 81 209 32 30 44
R2 140 127 73 23 62
R3 184 236 36 12 29
R4 133 146 42 06 51

R5 214 138 48 21 38

aroeira
109
264
312
109
59

aroeira
149
104
188
136
117

aroeira
123
63
109
132
93

aroeira
98
57
137
106
109

aroeira
77
41
81
94
62

aroeira
36
21
57
49
24



Anexo A.7 - Sétima coleta (53 dias apds inocula¢ao) --- (-1):

agua agua araca araca aroeira
R1 291 201 38 16 23
R2 203 163 31 28 47
R3 226 229 18 24 14
R4 301 217 33 12 28
R5 263 123 44 13 25

aroeira
21
26
13
20
31

Anexo B - Tabelas de contagens de colnias dos ratos dessalivados

Anexo B.1 - Primeira coleta (07 dias apos inoculagéo) --- (-1):

agua agua araca araca aroeira
R1 10 10 70 40 104
R2 530 919 10 97 217
R3 190 411 230 139 74
R4 100 70 560 173 193
R5 70 1420 392 410 110

Anexo B.2 - Segunda coleta (18 dias ap0s inoculagéo) --- (-1):

agua agua aracga araca aroeira
R1 110 120 130 10 50
R2 110 80 80 290 20
R3 100 70 10 30 20
R4 111 370 20 70 112
R5 112 1380 80 30 80

Anexo B.3 - Terceira coleta (25 dias ap6s inoculagdo) --- (-1):

agua agua araca araca aroeira
R1 1090 1170 10 60 70
R2 510 70 173 590 112
R3 1590 1590 280 450 520
R4 1230 1330 129 170 376
R5 3050 2050 940 560 109

Anexo B.4 - Quarta coleta (32 dias apds inoculagéo) --- (-1):

agua agua aracga araca aroeira
R1 120 100 20 20 00
R2 30 200 20 30 20
R3 600 30 00 20 30
R4 440 100 30 120 30
R5 30 80 450 290 00

Anexo B.5 - Quinta coleta (39 dias ap6s inoculagdo) --- (-1):

agua agua araca araca aroeira
R1 224 104 189 249 341
R2 546 148 269 463 181
R3 555 100 67 69 281
R4 382 170 44 584 125

R5 MORTO 824 213 47 129

aroeira
30
753
120
152
130

aroeira
20
40
70
20
120

aroeira
178
100
740
610
800

aroeira
120
60
00
30
80

aroeira
132
268
144
540
123



Anexo B.6 - Sexta coleta (46 dias ap6s inoculacao) --- (-1):

agua agua araca araca aroeira
R1 244 151 237 234 10
R2 513 423 62 235 100
R3 258 97 63 114 74
R4 382 281 185 56 33
R5 MORTO 454 81 132 72

Anexo B.7 - Sétima coleta (53 dias apoés inoculacéo) --- (-1):

agua agua araca araca aroeira
R1 237 464 211 66 03
R2 675 527 08 21 20
R3 224 430 52 03 04
R4 393 291 115 21 09
R5 MORTO 295 03 01 05

Anexo C - Peso dos 6rgaos dos animais da amostra.

Anexo C.1 - Agua :

Orgao R1 R2
cérebro 2,59 2,29
pulmdes 2,79 1,89
rins 2,39 2,69
baco 0,89 0,69
figado 14,39 15,19
coracéo 1,69 1,29
Anexo C.2 - Aracé:

Orgao R1 R2
cerebro 2,39 2,69
pulmdes 2,89 3,39
rins 3,99 3,49
baco 0,99 0,89
figado 24,89 23,59
coracdo 1,69 1,89
Anexo C.3 - Aroeira:

Orgao R1 R2
cérebro 2,29 2,29
pulmdes 2,89 2,59
rins 3,49 2,79
baco 0,59 0,89
figado 20,59 16,49
coracéo 1,49 1,29

37

aroeira
60
10
189
21
71

aroeira
28
12
0
16
25



Anexo D - Peso corporal dos animais ndo operados.

Anexo D.1 — Inicio:

agua agua araca araca aroeira aroeira
R1 401g 275¢ 311g 3289 325¢ 270g
R2  387,5g 3069 289g 3069 302g 315g
R3 4109 3069 300g 3099 328g 314,5¢
R4 433g 2939 3129 406,59 304g 3329
R5 395g 271g 321g 3759 330g 309g

Anexo D.2 — Final:

agua agua araca araca aroeira aroeira
R1 444g 349g 4064 408g 3859 3429
R2 416g 362g 384g 421g 3779 3779
R3 431g 393g 367g 392g 4089 4029
R4 489g 373g 395g 534g 4319 4499
R5 434g 317g 396 469g 4119 3669

Anexo E - Peso corporal dos animais dessalivados.

Anexo E.1 — Inicio:

agua agua araca araca aroeira aroeira
R1 379 3709 378g 324,5¢ 3539 328g
R2 3599 375g 2759 3489 309g 288g
R3 365g 338g 329g 360g 353,59 321g
R4 3349 336,59 359,5¢ 317g 3209 3729
R5 362g 332g 323g 353g 338,59 354g

Anexo E.2 — Final:

agua agua araca araca aroeira aroeira
R1 45559 425g 410g 341g 361g 361g
R2 392g 431g 317g 414g 353g 365g
R3 400,59 4179 4039 395¢g 3719 360g
R4 380g 400g 409g 348g 350g 394g

R5 MORTO 416 415¢ 418g 416 388g

38
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Anexo F — Grafico expressando a variacédo de peso corporal dos animais ao longo das
coletas realizadas.

Peso

()

450

400

350 W

300 -

250 —e—Agua

200 - 2rag§

150 roeira

100

50
O T T T T T T T
0 7 18 25 32 39 46 53

Anexo G — Resultados brutos da microdureza de esmalte.
Anexo G.1 — Agua Dessalivados — Incisivos.
R1 300 313 319 325 292 317 323 331
R1 307 319 323 331 304 313 321 333
R2 304 313 321 335
R2 300 311 323 337
R3 304 313 328 335 309 319 323 331
R3 307 315 319 323 307 319 323 326
R4 306 313 321 328
R4 300 317 323 331
R5 MORTO
R5
R6 304 311 323 328 309 313 321 331
R6 300 313 323 331 307 315 326 333
R7 299 313 326 331
R7 304 315 321 333
RS 293 307 315 323 299 306 313 323
RS 300 305 313 327 304 309 317 328
R9 297 300 307 323
R9 299 304 319 328
R10 300 309 313 321 299 309 319 326
R10 301 311 317 325 300 315 321 331




Anexo G.2 — Agua Dessalivados — Molares.
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R1 304 315 325 328

R1 302 311 319 326

R2 293 313 321 331 302 315 323 328
R2 300 309 317 328 299 311 319 331
R3 307 311 319 326

R3 304 313 321 328

R4 306 311 321 333 293 309 321 328
R4 302 317 323 331 304 315 325 333
R5 MORTO

R5

R6 304 315 323 335

R6 300 309 319 328

R7 307 315 321 333 304 319 323 335
R7 306 317 323 331 300 313 325 331
R8 302 311 323 331

R8 299 307 319 328

R9 306 315 323 339 300 313 325 335
R9 304 311 321 333 302 313 321 331
R10 307 315 321 335

R10 304 313 319 328

Anexo G.3- Aracé Dessalivados — Incisivos.

R1 347 361 370 385 347 359 368 380
R1 350 363 370 383 345 359 368 377
R2 352 359 368 378

R2 349 361 370 380

R3 347 354 366 373 339 343 354 373
R3 337 343 352 368 339 345 354 366
R4 352 361 368 378

R4 347 359 366 375

R5 345 356 368 378 347 361 373 383
R5 343 363 370 383 341 359 371 380
R6 345 359 366 378 341 359 370 378
R6 349 361 369 376 345 356 368 380
R7 347 359 368 385

R7 349 361 370 378

R8 350 363 370 380 347 363 373 380
R8 347 359 368 378 352 361 371 383
R9 352 361 375 388

R9 345 359 368 373

R10 347 356 368 378 345 352 368 375
R10 345 359 373 383 347 354 370 380




Anexo G.4 — Araca Dessalivados — Molares.
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R1 347 359 370 378

R1 345 357 366 378

R2 345 361 370 378 352 359 367 380
R2 350 359 368 375 347 356 370 373
R3 350 363 370 380

R3 352 359 368 375

R4 347 359 366 373 343 363 370 378
R4 345 361 368 375 347 356 368 380
R5 352 361 373 375

R5 347 354 366 373

R6 352 361 370 375

R6 350 359 368 375

R7 341 356 368 375 350 359 373 385
R7 347 363 370 378 343 356 366 375
R8 347 356 368 383

R8 350 359 370 378

R9 341 356 370 383 347 359 370 380
R9 345 361 368 373 352 363 373 378
R10 347 361 373 385

R10 345 363 370 380

Anexo G.5 — Aroeira Dessalivados — Incisivos

R1 341 350 359 373 345 356 363 378
R1 331 347 354 370 333 343 359 370
R2 345 354 361 378

R2 343 354 370 380

R3 345 361 366 378 343 359 366 378
R3 347 359 370 380 349 361 370 383
R4 350 359 363 378

R4 350 356 363 375

R5 352 361 368 380 343 354 363 378
R5 347 354 365 378 345 356 366 375
R6 345 356 370 378 350 361 368 383
R6 350 361 373 381 352 363 370 383
R7 347 361 370 378

R7 350 364 370 383

R8 347 361 373 381 343 359 370 385
R8 350 359 370 378 352 363 371 380
R9 350 363 370 380

R9 352 361 375 378

R10 347 359 366 385 352 363 370 388
R10 343 355 363 379 345 359 370 383




Anexo G.6 — Aroeira Dessalivados — Molares
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R1 347 359 366 380

R1 347 357 370 380

R2 352 363 373 380 354 363 371 383
R2 352 361 366 373 350 359 368 375
R3 343 361 370 383

R3 347 359 368 380

R4 352 359 373 380 350 361 368 375
R4 354 363 370 383 345 357 370 378
R5 350 366 368 385

R5 347 359 368 383

R6 347 363 370 383

R6 345 359 368 375

R7 345 359 368 380 343 357 366 383
R7 347 363 368 378 341 361 366 375
R8 347 359 363 378

R8 343 356 366 375

R9 345 359 368 375 350 359 366 378
R9 341 356 368 375 352 361 370 378
R10 352 363 370 380

R10 347 361 366 383

Anexo G.7 — Agua N&o-Operados — Incisivos

R1 297 307 319 328 300 315 326 335
R1 300 311 319 328 304 315 321 331
R2 311 319 321 331

R2 304 315 323 328

R3 307 315 323 331 313 321 328 337
R3 288 297 311 328 277 292 325 331
R4 297 304 313 323

R4 300 309 319 331

R5 307 313 321 328 293 309 321 328
R5 309 315 323 331 305 311 319 331
R6 306 313 319 325 307 317 321 325
R6 237 246 311 323 295 306 319 331
R7 304 313 321 331

R7 309 317 325 333

R8 311 317 321 331 309 317 325 337
R8 313 317 325 333 265 299 306 315
R9 315 319 323 331

R9 309 315 321 328

R10 229 254 292 304 293 317 325 331
R10 292 313 326 331 307 315 326 333




Anexo G.8 — Agua N&o-Operados — Molares.
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R1 297 311 326 333
R1 299 309 317 328
R2 304 315 321 328 293 307 319 323
R2 300 309 317 333 307 319 326 335
R3 309 317 323 335
R3 300 313 319 328
R4 299 315 323 331 306 317 321 335
R4 300 311 325 333 307 315 319 328
R5 293 304 311 323
R5 300 309 315 325
R6 300 315 321 333
R6 297 309 317 325
R7 304 317 323 328 304 315 319 326
R7 299 311 321 333 307 313 321 335
R8 299 313 319 328
R8 302 315 323 333
R9 297 307 317 328 304 313 319 326
R9 300 309 319 328 302 311 317 325
R10 304 313 323 333
R10 302 315 321 331
Anexo G.9 — Araca Ndo-Operados — Incisivos.
R1 350 363 375 380 347 361 373 383
R1 352 361 375 383 356 361 375 383
R2 352 361 370 380
R2 350 363 375 380
R3 347 356 368 380 352 363 370 383
R3 351 367 373 381 345 353 369 378
R4 354 361 370 381
R4 347 363 373 378
R5 347 368 375 380 350 361 370 380
R5 352 363 370 378 352 365 371 383
R6 350 363 371 380 345 361 373 380
R6 352 361 370 383 349 357 369 379
R7 347 363 369 378
R7 350 363 370 383
R8 350 363 373 385 347 361 370 381
R8 352 365 371 380 350 363 373 380
R9 356 370 375 380
R9 359 366 378 380
R10 347 356 366 368 343 352 366 373
R10 350 359 361 373 347 356 370 375




Anexo G.10 — Araca Ndo-Operados — Molares.
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R1 347 361 366 380

R1 345 359 370 375

R2 343 366 370 383 345 361 366 375
R2 345 357 370 378 347 359 368 378
R3 345 354 368 378

R3 343 358 366 375

R4 343 359 370 378 350 359 366 377
R4 345 357 366 375 347 357 368 378
R5 354 361 366 375

R5 352 366 370 380

R6 352 361 370 380

R6 350 363 369 378

R7 352 363 370 383 347 361 370 385
R7 350 361 373 380 347 359 367 378
R8 352 363 373 383

R8 350 361 370 385

R9 343 356 370 380 347 361 373 383
R9 345 359 368 375 350 366 370 378
R10 347 359 368 380

R10 350 361 370 378

Anexo G.11 — Aroeira Ndo-Operados — Incisivos

R1 352 363 373 385 350 363 373 380
R1 349 361 370 378 343 361 370 383
R2 345 363 370 383

R2 350 361 368 380

R3 350 359 370 380 347 366 375 380
R3 352 361 370 383 349 361 373 381
R4 347 361 370 385

R4 350 359 373 380

R5 347 359 366 378 350 361 373 383
R5 349 361 370 381 347 363 378 380
R6 345 359 363 375 350 363 370 378
R6 350 361 369 378 347 358 366 375
R7 352 366 373 380

R7 354 363 373 380

R8 354 368 373 388 347 356 373 385
R8 350 366 371 380 352 361 370 383
R9 350 363 370 383

R9 349 359 368 375

R10 345 359 363 375 337 347 361 370
R10 350 356 363 373 337 341 356 368




Anexo G.12 — Aroeira Nao-Operados — Molares
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R1 347 356 368 380
R1 352 363 370 378
R2 352 366 370 385 345 361 370 383
R2 347 363 370 378 350 359 368 378
R3 352 366 370 378
R3 350 361 368 375
R4 350 361 373 378 349 359 368 380
R4 347 357 368 375 345 361 370 378
R5 347 356 368 380
R5 343 359 366 375
R6 341 359 366 375
R6 345 356 370 380
R7 350 359 368 380 352 363 373 381
R7 347 359 370 375 345 361 366 378
R8 345 359 368 375
R8 343 361 370 378
R9 350 359 368 375 347 359 366 378
R9 345 356 368 383 350 361 373 380
R10 343 357 366 378
R10 341 358 366 375

Anexo H- Valores originais da andlise de variancia — microbiota oral.

Anexo H.1- Valores originais gerais.

Analise de variancia: Valores originais

Residuo

Fonte de Variacéao
Entre Tempo (T)
Entre Extrato(E)
Entre Saliva (S)
Interacédo TxE
Interacao SxT
Interacéo SxE
Interag.SXTXE

Variacgdo total

Soma de Quadr. G.L. Quadr .Médios (F) Prob. (HO)

4332223.5000 6 722037.
4503767 .5000 2 2251883.

1803346 .5000 1 1803346.
2676384 .7500 12 223032.
3151185.5000 6 525197.

807187.7500 2 403593.
1799777 .8750 12 149981.
14352683.0000 378 37970.

33426556.0000 419

2500 19.02 0.
7500 59.31 O.
5000 47.49 O.
0625 5.87 0.
5625 13.83 0.
8750 10.63 O.
4844 3.95 0.
0625

Anexo H.2- Valores originais - fator extrato.

Médias amostrais calculadas:

Valores originais

AGUA
ARACA

AROEIRA

Fator de variacdo: EXTRATO

332.92857 b
117.35714 a de tukey
109.37857 a

Valor critico

T = 55.17
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Anexo H.3- Valores originais - fator saliva (cirurgia).

Médias amostrais calculadas: Valores originais

N OP
DESSALIVADO

Fator de variagdo: SALIVA I

121.02857 P= 0,0001%
252.08095

Anexo H.4- Médias amostrais calculadas: valores originais - saliva (cirurgia) X tempo.

Médias amostrais calculadas: Valores originais

1. Fator de variacéao:

CONTROLE AGUA,
CONTROLE ARAGCA
CONTROLE AROEIRA

DESSALIVADO AGUA’
DESSALIVADO ARACA
DESSALIVADO AROEIRA

SALIVA X TEMPO

206.37 b
73.90 a Valor Critico
83.81 a
459.49 c de Tykey
161.81 ab
134.94 ab T = 94,32

Anexo H.5- Médias amostrais calculadas: valores originais — extrato X tempo.

Médias amostrais calculadas: Valores originais

1. Fator de variacao:

AGUA 7
AGUA 18
AGUA 25
AGUA 32
AGUA 39
AGUA 46
AGUA 53

ARAGA 7

ARACA 18
ARACA 25
ARACA 32
ARACA 39
ARACA 46
ARACA 53

AROEIRA 7
AROEIRA 18
AROEIRA 25
AROEIRA 32
AROEIRA 39
AROEIRA 46
AROEIRA 53

EXTRATO X TEMPO

243.05
231.05
829.25
210.90
271.55
236.10
308.60

173.25 Valor critico
76.80
213.30 de Tukey
91.75
142 .40 T = 222,22
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Anexo | - Valores obtidos através da analise dos resultados de microdureza de

esmalte.

Anexo 1.1 - Média dos valores de microdureza de esmalte dos animais ndo operados.

© 00 N O U A~ W N P

=
o

Agua

incisivo molar
316,0 316,0
318,1 316,0
314,0 317,9
316,4 317,8
316,5 313,3
306,3 315,4
320,3 317,3
315,1 315,5
318,0 313,9
305,5 316,4
314,6 316,0

4,9 1,5

a a

ANOVA

Anexo 1.2 - Média dos valores de microdureza de esmalte dos animais

dessalivados.

© 00 N o 0o b~ W DN B

=
o

ANOVA

incisivo
316,9
320,7
318,8
318,9
318,0
318,4
311,4
313,3
313,6
313,6

316,3
31
a

Agua
molar
317,0
315,0
314,3
317,0
317,6
318,9
316,4
318,3
316,8
316,8

316,8
14

Nao Operados

Araca
incisivo
367,4
365,8
364,8
365,6
366,6
365,2
365,2
366,5
367,0
360,1

365,4
2,0
b

molar
364,6
363,2
361,9
362,2
365,3
365,6
365,4
366,0
364,0
363,0

364,1
15
b

Dessalivados

Araca
incisivo
364,5
365,3
353,3
363,3
363,8
362,5
365,6
365,3
363,4
362,5

362,9
3.6
b

molar
363,4
363,1
363,3
362,4
362,4
364,9
362,8
362,4
363,7
365,6

363,4
11
b

Aroeira
incisivo molar
365,9 364,1
365,6 365,3
366,1 364,6
365,9 363,7
365,4 361,7
362,9 361,9
365,8 364,2
367,3 364,1
365,3 363,6
356,3 363,3
364,6 363,6
3,1 1,1
b b
Aroeira
incisivo molar
3545 363,9
359,3 365,2
363,4 364,4
361,3 364,9
361,6 364,9
365,3 364,1
365,5 362,5
365,1 363,6
365,4 362,6
364,2 363,6
362,5 364,0
35 0,9
b b
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ANOVA

p=0.02195 (tratxrato)
p=0.0000001 (trat)
gl=108 (6.8222)

q=4.73
vc=3.9 (12 médias)

Anexo 1.3 — Porcentagem de volume mineral do esmalte dos dentes dos animais nao
operados.
N&o Operados

Agua Aracé Aroeira

incisivo molar incisivo molar incisivo molar

1 87,7 87,7 93,7 93,4 93,5 93,3
2 88,0 87,7 93,5 93,2 93,5 93,5
3 87,5 88,0 93,4 93,1 93,6 93,4
4 87,8 87,9 93,5 93,1 93,5 93,3
5 87,8 87,4 93,6 93,5 93,5 93,1
6 86,5 87,7 93,5 93,5 93,2 93,1
7 88,2 87,9 93,5 93,5 93,5 93,4
8 87,6 87,7 93,6 93,6 93,7 93,3
9 88,0 87,5 93,7 93,3 93,5 93,3
10 86,4 87,8 92,9 93,2 92,5 93,2
87,6 87,7 93,5 93,3 93,4 93,3

0,6 0,2 0,2 0,2 0,4 0,1

ANOVA a a b b b b
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Anexo 1.4 — Porcentagem de volume mineral do esmalte dos dentes dos animais
dessalivados.
Dessalivados

Agua Aracé Aroeira
incisivo molar incisivo molar incisivo molar
1 87,8 87,9 93,4 93,3 92,2 93,3
2 88,3 87,6 93,5 93,2 92,8 93,5
3 88,1 87,5 92,1 93,2 93,3 93,4
4 88,1 87,8 93,2 93,2 93,0 93,4
5 88,0 87,9 93,3 93,1 93,1 93,4
6 88,0 88,1 93,2 93,4 93,5 93,3
7 87,2 87,8 93,5 93,2 93,5 93,2
8 874 88,0 93,5 93,2 93,5 93,3
9 874 87,8 93,3 93,3 93,5 93,2
10 87,8 87,8 93,2 93,5 93,3 93,3
87,8 87,8 93,2 93,3 93,2 93,3
04 0,2 0,4 0,1 0,4 01
ANOVA a a b b b b
ANOVA
p=0.000315
gl=108 (0.0963)
g=4.73
vc=0.46

Anexo J — Imagens.

Anexo J.1 — Coleta de amostra de biofilme e saliva sendo realizada em um dos animais
experimentais.
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Anexo J.2 — Inoculacdo em &gar MSBS apds diluicbes do material coletado da
cavidade oral dos animais.

Anexo J.3 — Crescimento de S. mutans ap0ds o periodo de incubacdo em anaerobiose,
em dessecadores de vidro, a 37° C, por 72 horas.

Anexo J.4 - Armazenamento dos blocos de resina com os dentes dos animais
experimentais embutidos para a analise da microdureza longitudinal de esmalte.

Anexo J5 - Momento da remocdo das glandulas salivares submandibular e
sublingual, durante a cirurgia em um dos animais que foram submetidos ao
procedimento.




ANEXO J.6 — Araga.

Anexo J.6 — Araca.

Anexo J.7 — Aroeira.

Anexo J.8- Embutidora e Politriz (respectivamente).

o1
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Anexo J.9- Ultra-som.

Anexo J.10- Contador de col6nias.

Anexo J.11- Microdurémetro.

Anexo K - Protocolo da Comisséo de Etica na Experimentacdo Animal (CEEA):

NUMERO: 92/05 ( ARACATUBA, 23 DE AGOSTO DE 2005), de acordo
com o COBEA.

Anexo | — Analise histopatologica dos 6rgédos dos animais:

Foi realizada pela Professora Evanice Menezes Marcal, Universidade de Cuiabd-UNIC.
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