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Apesar da prevaléncia da carie dentaria em criancas ter declinado na maioria dos
paises ocidentais nos ultimos 20 anos, essa doenca continua sendo um dos maiores
problemas de sautde publica no mundo **. O processo carioso tem sido intensamente

estudado e descrito 81°33

, sendo caracterizado como uma destruicdo localizada do
tecido dentario por &cidos, particularmente o &cido latico, produzido através da
fermentacao de carboidratos por microrganismos presentes no biofilme bacteriano %,

Os dois mais importantes grupos de bactérias cariogénicas sao 0s estreptococos
do grupo mutans e os lactobacilos *°. Estreptococos do grupo mutans sdo os principais
responsaveis pela carie de superficie lisa, uma vez que possuem a capacidade de
aderir, colonizar, sintetizar polissacarideos extracelulares e produzir acidos na
superficie dos dentes 1",

A adesdo de células bacterianas a superficie dos dentes é de fundamental
importancia para o inicio da lesdo cariosa. Segundo Gibbons e Nigaard *°, a aderéncia
desse microrganismo na superficie do dente e subseqiente formacdo do biofilme
microbiano bucal ocorre em dois estagios. O primeiro estagio € a aderéncia reversivel
da célula bacteriana a pelicula adquirida presente na superficie do esmalte e o segundo
estagio é a acumulacdo de Streptococcus mutans através da sua proliferacdo e
producdo de glucanos extracelulares. A interferéncia em alguns desses estagios pode
prevenir a formacao da carie dentéria ’.

Essas bactérias acidogénicas estdo presentes no biofime de individuos carie-

ativos ou inativos e individuos livres de carie. A capacidade de produzir 4cido varia de
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acordo com as diferentes espécies de bactérias, que em condi¢cfes 6timas, produzem
mais acido do que outras. Os estreptococos do grupo mutans sdo notadamente
acidaricos e acidogénicos, podendo proliferar em um ambiente de pH = 5,2, sendo esse
aspecto de grande valor na desmineralizacao dental.

Os niveis salivares desses cocos cariogénicos parecem refletir, com maior ou
menor propriedade, o risco a carie do individuo, o que facilita 0 acompanhamento da
estratégia preventiva instituida, bem como a resposta da microbiota as mesmas %,
particularmente em populacdes que recebem atencdo odontolégica precoce 3.

Na populacdo em geral, existe um costume em considerar a utilizacdo de ervas
medicinais e outros produtos naturais como recursos farmacolégicos eficientes no
tratamento de patologias bucais, existindo também a idéia que estes compostos nao
causam efeitos colaterais. Em paises como o Brasil, que concentra uma parcela
significativa da biodiversidade vegetal do planeta, esses aspectos apresentam grande
importancia.

Merece destaque o fato que apenas minuscula parcela das denominadas
“plantas medicinais” tenha sido avaliada em experimentos in vitro ou in vivo capazes de
comprovar ou nao sua eficacia farmacolégica, sendo que o ritmo de ocupacédo antrépico
dos diferentes biomas vegetais é infinitamente maior do que a capacidade de avaliacao
das propriedades biolégicas das plantas que se extinguem 2!, particularmente quando
falamos de ecossistemas complexos e ricos como o cerrado brasileiro **, que

representa a mais produtiva das fronteiras agricolas e vem experimentando um ritmo de

devastacdo sem precedentes na historia nacional.
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Sendo assim, este trabalho desenvolveu-se em dois manuscritos, nos quais
foram abordados os parametros acima mencionados.

No primeiro capitulo “Avaliacdo da atividade antimicrobiana de extratos
vegetais da savana brasileira sobre Streptococcus mutans”, a proposta foi avaliar
através de um estudo in vitro, a atividade antimicrobiana de extratos vegetais de plantas
da savana brasileira sobre bactérias cariogénicas. Ja o segundo capitulo “Avaliagdo da
influéncia de diluicdes sub-inibitérias de extratos vegetais da savana brasileira sobre a
adesdo de Streptococcus mutans a superficie do vidro e capacidade de
desmineralizacdo”, a proposta foi avaliar, através de um estudo in vitro, a influéncia que
esses extratos possuem sobre a adeséo a superficie do vidro de bactérias cariogénicas

e a capacidade de desmineralizacdo desses mesmos microrganismos.




Avaliacao da atividade antimicrobiana de
extratos vegetais da savana brasileira sobre
Streptococcus mutans
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Avaliacdo da atividade antimicrobiana de extratos vegetais da savana

brasileira sobre Streptococcus mutans

A patogénese da carie dental esta diretamente associada a producdo de acidos
organicos, particularmente acido lactico, por microrganismos acidogénicos e aciduricos,
levando & destruicdo das estruturas dentais adjacentes . Entretanto, para que esses
microrganismos venham a participar de fato desse processo € necessario que 0s
mesmos sejam capazes de aderir a estrutura dental e contribuir para a elaboragdo do
préprio biofilme microbiano, além de sintetizar extensa quantidade desses acidos
organicos.

Muitos géneros microbianos do biofilme bucal, mesmo em biofilme de individuos
carie-ativos ou inativos e individuos livres de céaries, sdo capazes de metabolizar
carboidratos em &cidos. Os estreptococos do grupo mutans sdo extremamente
aciduricos e acidogénicos, podendo proliferar em um ambiente de pH = 5,2. Mesmo
nessas condi¢cdes esses estreptococos irdo manter sua capacidade de produzir acido,
principalmente o lactico, e posteriormente abaixar esse pH.

Os niveis salivares desses cocos cariogénicos parecem refletir, com maior ou
menor propriedade, o risco a carie do individuo, o que facilita o acompanhamento da
estratégia preventiva instituida, bem como a resposta da microbiota & mesma 2°,

particularmente em populacdes que recebem atencdo odontolégica precoce 3.
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A despeito da significativa reducdo no indice CPOD observado em nosso pais,
com a implementacdo de numerosos programas preventivos em diferentes ambitos da
esfera social, novas modalidades preventivas devem ser encontradas e pesquisadas e,
uma vez declaradas eficazes, adicionadas ao arsenal preventivo disponivel.

Na populacdo em geral, existe um costume em considerar a utilizacdo de ervas
medicinais e outros produtos naturais como recursos farmacolégicos eficientes no
tratamento de patologias bucais, existindo também a idéia que estes compostos ndo
causam efeitos colaterais. Em paises como o Brasil, que concentram uma parcela
significativa da biodiversidade vegetal do planeta, esses aspectos apresentam grande
importancia.

Merece destaque o fato que apenas minudscula parcela das denominadas
“plantas medicinais” tenha sido avaliada em experimentos in vitro ou in vivo capazes de
comprovar ou ndo sua eficacia farmacoldgica, sendo que o ritmo de ocupacao antrépico
dos diferentes biomas é infinitamente maior do que a capacidade de avaliagcdo das

propriedades bioldgicas das plantas que se extinguem %

, particularmente quando
falamos de ecossistemas complexos e ricos como o cerrado (mais adequadamente
denominado de savana brasileira) **, que representa a mais produtiva das fronteiras

agricolas e vem experimentando um ritmo de devastacdo sem precedentes na historia

nacional.




Capitulo 1 27

1.2 PROPOSICAO

A proposta deste estudo foi de verificar, através de um estudo in vitro, a atividade

antimicrobiana de extratos vegetais da savana brasileira sobre Streptococcus mutans.

Karina Gerhardt Bianco — Mestrado em Odontopediatria — UNESP - 2004
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1.3.1 Microrganismos
Foram utilizados Streptococcus mutans GS 5 e Streptococcus mutans ATCC
1910 e 5 isolados clinicos obtidos de pacientes com alto risco a carie e identificados de

acordo com suas caracteristicas bioquimico-fisiolégicas e morfolégicas .

1.3.2 Preparo dos extratos vegetais
1.3.2.1 Preparo de Extratos Hidroalcodlicos dos Vegetais

Para o preparo dos extratos vegetais aproveitaram-se apenas as folhas e casca
das plantas (Anexo C) que se mostravam integras, sem quaisquer sinais de
decomposicdo ou de dano. As plantas foram coletadas nas regides dos municipios de
Camapua (MS) e de Carolina (MA), em areas nao desmatadas e mantidas como
reserva permanente nas propriedades rurais (Anexo B). O periodo de coleta
corresponde ao periodo chuvoso (dezembro a fevereiro) dos anos de 2002 e 2003.

Vinte e cinco gramas de cada vegetal sofriam fragmentacéo, que consistiu na
divisdo das plantas em particulas grosseiras em fragmentos de dimensdes
homogéneas. Cada planta fragmentada foi transferida para frascos ambar (250 mL)
identificados por codigos. Adicionou-se entdo, 125 mL de etanol 80% e os frascos foram
agitados por trés minutos. Esta operacao foi realizada cinco vezes, diariamente durante
12 dias. A seguir, procedeu-se a filtracdo das preparacfes e o produto resultante, foi
transferido a frascos ambar (100 mL). Foi obtido um minimo de 25 mL de macerado

para cada vegetal pesquisado. Posteriormente, os extratos vegetais foram esterilizados
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por filtracdo em membranas de éster de celulose Millipore 0,22um e imediatamente
utilizados nos testes.

Foram preparados extratos vegetais de casca e folha de angico (Anadenathera
falcata), casca e folha de araca (Psidium cattleianum), caule de arnica do campo
(Solidago microglossa), casca e folha de aroeira do sertdo (Astronium urundeuva),
casca do caju (Anacardium occidentale), folha do caju-acu (Anacardium giganteum),
caule da cancerosa (Maytenus ilicifolius), casca e folha da candeia (Vanillosmopsis
erythropappa), casca do capitdo do campo (Terminalia argentea), casca e folha do
cedro (Cedrela fissilis), casca e folha da figueira (Ficus enormis), folha da folha de carne
(Roupala montana), folha de guajuvira (Patagonula americana), casca e folha do ipé
roxo (Tabebuia impetiginosa), casca do jacaranda (Platypodium elegans), folha de
jacaranda caroba (Jacaranda cuspidifolia), folha de pau d’alho (Gallepsia gorarema) e
folha e casca de pequi (Caryocar brasiliense).
1.3.2.2 Preparo de Extratos Aquosos dos Vegetais

Os extratos foram preparados de acordo com metodologia descrita por Turng et
al.*®. Para tanto, 100 gramas de folhas ou cascas e caules, de cada planta eram
adicionadas a 100 mL de solucédo salina fosfatada tamponada a 0,1 M (PBS) (Anexo J)
e deixadas por 5 minutos a 100°C, por 1 hora a 55°C e por 72 horas em temperatura
ambiente. Cada mistura foi agitada a cada 24 horas. A seguir 0s extratos aquosos eram
purificados através de filtracdo em membranas de éster de celulose de porosidade 0,65

um e esterilizadas por filtracdo em membranas de 0,22 pm (Millipore®).
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1.3.3 Avaliagéo da atividade antimicrobiana dos extratos vegetais

Inicialmente, fez-se uma triagem empregando-se o método de difusdo em agar.
Para tanto, empregou-se o infuso de cérebro e coracao acrescido de 0,5% de extrato de
levedura, inoculado previamente com 10® UFC da cepa bacteriana a ser testada. Os
extratos vegetais (20uL) eram adicionados a discos esterilizados de papel de filtro, que
eram posicionados de maneira equidistante e em numero de 4 por placa. Como
controles positivos empregou-se o alcool 70 iodado e hipoclorito de sédio a 1%. Todos
0s extratos aquosos e hidroalcoodlicos foram testados em duplicata. A seguir, as placas
foram incubadas em condi¢des de microaerofilia, em dessecadores de vidro (Anexo D),
por 48 horas. A presenca de zonas de inibicdo do crescimento bacteriano (Anexo E) foi
observada com auxilio de lupa esteroscopica (Anexo D). Todos os extratos que
mostraram qualquer capacidade de inibicAo do crescimento bacteriano foram
submetidos a testes para avaliar a cinética de sua atividade inibitéria e qual a maxima

diluicdo dos extratos que inibiu o0 crescimento microbiano.

1.3.4 Avaliacdo da cinética da atividade antimicrobiana dos extratos vegetais
sobre microrganismos em estado plancténico

Foram utilizadas as cepas Streptococos mutans GS-5 e ATCC 1910.

Esses testes foram realizados de acordo com a metodologia empregada por
Barnard et al.3. As células bacterianas foram cultivadas em caldo peptona extrato de
levedura com 1% de sacarose (Anexo J), em condicOes de microaerofilia, a 37°C, por
48 horas. Aliquotas de 0,1 mL foram transferidas para tubos Eppendorf e lavadas trés

vezes em tampdao fosfatado tamponado, pH 7,2, por centrifugacdo a 3000 x g por 3
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minutos. A seguir, a solugéo salina fosfatada tamponada foi removida cuidadosamente
e o indculo resultante (10° UFC) foi adicionado a 1,5 mL do extrato vegetal testado.
Essa mistura foi incubada a 37°C, em microaerofilia por 5, 10, 20, 30, 60 minutos, 2
horas, 1, 7 e 14 dias. Aliquotas de 0,1mL dessa mistura foram removidas nos diferentes
periodos de tempo e submetidos a diluicbes seriadas em PBS e inoculadas em placas
de agar infuso de cérebro e coragédo suplementado com extrato de levedura e acrescido
de 5% de sangue de cavalo desfibrinado. As placas foram incubadas a 37°C, em
microaerofilia, por 48 horas. Apds o que, procedeu - se a leitura dos resultados através
de contagem do numero de colénias. Como controle, o in6culo bacteriano permaneceu
em contato com a solucéo salina fosfatada tamponada (PBS) nas condi¢des descritas

acima.

1.3.5 Avaliacdo da cinética da atividade antimicrobiana dos extratos vegetais
sobre microrganismos em biofilme

Foram utilizadas as cepas Streptococos mutans GS-5 e ATCC 1910.

Os microrganismos foram cultivados em caldo infuso de cérebro coracéo
suplementado, em microaerofilia a 37° C, por 18 a 24 horas. A seguir, o inéculo foi
centrifugado a 3000xg por 3 minutos, sendo que o sobrenadante foi desprezado e o
sedimento foi lavado 3 vezes com PBS . Assim, 10° UFC foram transferidas para placas
de microtitulacdo contendo 150 pL de caldo infuso de cérebro e coracdo suplementado
com extrato de levedura e acrescido de 5% de sacarose e incubadas em microaerofilia,

a 37°C, por 7 dias, com a substituicao diaria do meio de cultura.
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A seguir aliquotas de 200 uL dos extratos testados (que apresentaram atividade
inibitoria no teste de difusdo em agar) foram adicionadas as microplacas e ali mantidas
a 37°C, em microaerofilia, por até 24 horas. Apds incubacdo por 5, 10, 20, 30, 60
minutos, 2 e 24 horas, aliquotas de 0,1mL dessa mistura foram removidas e submetidas
a diluicbes seriadas de PBS e inoculadas em placas de &gar sangue (Anexo J). As
placas foram incubadas a 37°C, em microaerofilia, por 48 horas. Apés, procedeu-se a
leitura dos resultados através de contagem do numero de coldénias em contador de
colonias (Anexo D). Como controle, o biofilme bacteriano permaneceu em contato com

a solucao salina fosfatada tamponada (PBS) nas condi¢cbes descritas acima.

1.3.6 Determinacdo da maxima diluicdo inibitéria dos extratos vegetais

Foram avaliadas de acordo com a metodologia de diluicdo em caldo. Os testes
foram realizados em duplicata. Os extratos vegetais foram adicionados a tubos
contendo caldo infuso de cérebro e coragdo acrescido de extrato de levedura (0,5%)
previamente inoculados com 10° UFC das cepas testadas de forma que
representassem 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32 e 1/64, 1/128 da concentracdo original do
extrato. A seguir os tubos eram incubados em condicbes de microaerofilia em
dessecadores de vidro do tipo Pyrex a 37°C, por 48 horas. Conceituou-se a maxima
diluicdo inibitéria do extrato vegetal como sendo a maior diluichio do mesmo que foi
capaz de inibir totalmente o crescimento microbiano. Como controle utilizou-se o préprio

caldo infuso de cérebro e coracdo suplementado e inoculado com as cepas teste.
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Todos o0s extratos vegetais testados mostraram nitida associacdo entre a
atividade antimicrobiana da preparacdo hidroalcodlica e aquosa, de forma que os
resultados da Tabela 1 foram expressos sem evidenciar o tipo de extrato testado. Essa
tabela evidencia os resultados da triagem inicial envolvendo os extratos testados,
revelando que apenas os extratos da folha de aracéd (Psidium cattleianum), folha da
aroeira do sertdo (Astronium urundeuva) e folha da guajuvira (Patagonula americana),
além da casca de jacaranda (Platypodium elegans) tiveram atividade inibitoria frente a
todos os microrganismos testados. Os extratos de caule de cancerosa (Maytenus
ilicifolius), casca de candeia (Vanillosmopsis erythropappa), folha de figueira (Ficus
enormis) bem como a folha do jacaranda caroba (Jacaranda cuspidifolia), inibiram a
maioria dos microrganismos testados.

Observou-se que os extratos que mostraram maior atividade frente as cepas de
referéncia testadas também demonstraram uma maior e mais rapida atividade inibitoria
frente aos microrganismos em estado plancténico e formando biofilmes (Tabela 2 e 3,
respectivamente). Esses evidenciam também, que os extratos vegetais com atividade
antimicrobiana mais evidente se revelaram como aqueles capazes de atuar nas maiores

diluicdes (Tabela 4).
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Tabela 1 - Triagem inicial da atividade antimicrobiana dos extratos vegetais

Extrato vegetal

Casca de angico (A. falcata)

Folha de angico (A. falcata)

Casca de araca (P. cattleianum)

Folha de araca (P. cattleianum)

Caule de arnica do campo (S. microglossa)

Casca da aroeira do sertdo (A. urundeuva)

Folha da aroeira do sertdo (A. urundeuva)

Casca do caju (A. occidentale)

Folha do caju-acu (A. giganteum)

Caule da cancerosa (M. ilicifolius)

Casca da candeia (V. erythropappa)

Folha da candeia (V. erythropappa)

Casca do capitdao do mato (T. argentea)

Casca de cedro (C. fissilis)

Folha de cedro (C. fissilis)

Casca da figueira (F. enormis)

Folha da figueira (F. enormis)

Folha da folha de carne (R. montana)

Folha de guajuvira (P. americana)

Casca do ipé roxo (T. impetiginos)

Folha do ipé roxo (T. impetiginos)

Casca de jacaranda (P. elegans)

Folha de jacaranda caroba (J. cuspidifolia)

Folha de pau d’alho (G. gorarema)

Folha de pequi (C. brasiliense)

Casca de pequi (C. brasiliense)

Cepa
4 GS 5| 1910
+ + +
+ + +
- + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
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Tabela 2 - Atividade inibitéria de extratos vegetais sobre microbianos em estado

plancténico

Extrato

Tempo necessario para
eliminar 90% dos
microrganismos (em minutos)

Folha de aracé (P. cattleianum) 10
Folha de aroeira do sertdo (A. urundeuva) 20
Caule de cancerosa (M. ilicifolius) 120
Casca de candeia (V. erythropappa) 120
Folha de figueira (F. enormis) 1440
Folha de guajuvira (P. americana) 10
Casca de jacaranda (P. elegans) 5
Folha de jacaranda caroba (J. cuspidifolia) 1440

Tabela 3 - Atividade inibitéria de extratos vegetais sobre biofilmes microbianos

Tempo necessario para

Extrato eliminar 90% dos
microrganismos (em minutos)

Folha de aracéa (P. cattleianum) 60

Folha de aroeira do sertdo (A. urundeuva) 120
Caule de cancerosa (M. ilicifolius) 1440
Casca de candeia (V. erythropappa) 1440
Folha de figueira (F. enormis) a
Folha de guajuvira (P. americana) 1_20
Casca de jacaranda (P. elegans) 120
Folha de jacaranda caroba (J. cuspidifolia) a

2 Extrato que nao conseguiu inibir o biofilme significativamente
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Tabela 4 - Atividade inibitoria de extratos vegetais sobre microrganismos

plancténicos

Extrato

Méaxima diluicdo do extrato vegetal
gue manteve atividade inibitéria
sobre microrganismos
plancténicos

Folha de aracé (P. cattleianum) 1/64
Folha de aroeira do sertdo (A. urundeuva) 1/64
Caule de cancerosa (M. ilicifolius) 1/4
Casca de candeia (V. erythropappa) 1/4
Folha de figueira (F. enormis) 1/4
Folha de guajuvira (P. americana) 1/32
Casca de jacaranda (P. elegans) 1/32

Folha de jacaranda caroba (J. cuspidifolia)

1/4
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A microbiota bucal desempenha importante papel na resisténcia inespecifica da
cavidade bucal, competindo com microrganismos oriundos do meio externo, por
nutrientes e espago, 0 que viria prevenir a instalacdo de diferentes patologias de
natureza infecciosa na cavidade bucal ***8, Entretanto, as doencas infecciosas bucais
sdo, em sua grande maioria, fruto da perda do equilibrio entre essa microbiota
autdctone e o hospedeiro, sendo, pois, endégenas ***®. Desta forma, o controle do
biofilme microbiano bucal se mostra indispensavel para a manutencdo do equilibrio
entre 0 mesmo e os tecidos do hospedeiro, que com ele continuamente interagem
através de componentes microbianos, metabdlitos, mecanismos do sistema
imunolégico, presentes ou ndo na saliva **2.

A importancia da participacdo de algumas espécies de estreptococos na
etiopatogénese do processo carioso torna esses microrganismos 0s principais alvos de
uma abordagem ecologica de controle da cérie dental, objetivando reduzir a
participacdo dos mesmos na populacdo do biofilme e a expressdo de seus fatores de
viruléncia, associados a sua acidogenicidade, aciduridade e capacidade de adesao as
estruturas mineralizadas 4“2,

A grande maioria dos colutérios e antimicrobianos disponiveis no mercado possui
desvantagens sérias quando utilizados por longos periodos de tempo, como
manchamento dos dentes, perda de paladar, ardor e sensacdo de queimacdo. Desta

forma, a avaliacdo da atividade antimicrobiana e antiaderente de extratos naturais

merece ser melhor estudada, ja& que muitos desses compostos sao largamente
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utilizados na medicina popular ou mesmo na dieta. Além desse aspecto é notavel o
interesse de grupos de pesquisa ao redor do mundo buscando novas e seguras
alternativas para o controle quimico do biofilme microbiano e seus impactos na ecologia
microbiana bucal.

No presente estudo optou-se por estudar extratos de plantas do cerrado em
funcdo da importancia desse bioma no panorama da exploragdo comercial do solo no
Brasil, bem como pela sua enorme variedade botanica, que agrega espécies oriundas
até da floresta ombréfila densa litordnea ou do planalto atlantico (mata atlantica) e da
floresta ombréfila densa equatorial (floresta amazbnica) e vem sofrendo uma
devastacdo sem paralelos nas Ultimas duas décadas “°, sendo que menos de 1% do
potencial farmacoldgico dessas plantas foi avaliado.

As areas escolhidas para coleta dos espécimes de vegetais sado representativas
dos principais tipos de vegetacao genericamente denominados de “cerrado”, sendo que
optou-se pela inclusdo de areas ndo submetidas a agressbes humanas e que
pudessem representar a vegetacdo que cobria originalmente grande parte do Brasil
central. Coletaram-se amostras na regido de Pedra Caida e Grajau (Estado do
Maranhdo), bem como no municipio de Camapua (Estado do Mato Grosso do Sul)
durante o periodo chuvoso, nos meses de dezembro, janeiro e fevereiro. As plantas
estudadas representam alguns dos principais géneros de plantas do cerrado e séo
utilizadas na medicina popular, como evidenciado por Vieira e Martins “°.

Dos 26 extratos vegetais testados, oriundos de 18 espécies de plantas tipicas do
cerrado, 8 evidenciaram atividade inibitoria sobre todos ou, pelo menos, a maioria das

amostras microbianas testadas, o que representa um percentual muito elevado e, até
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certo ponto, inesperado. As preparac¢des hidroalcodlicas e aquosas mostraram a
mesma atividade antimicrobiana em todas as modalidades de testes realizados, o que
indica que o(s) principio(s) ativo(s) pode(m) ser extraidos por métodos simples,
empregando-se 4gua como liquido extrator sem prejuizo para a atividade
antimicrobiana. Esses resultados contrastam com os de Alade e Irobi *, que
evidenciaram afinidade antimicrobiana mais significativa de extratos hidroalcodlicos de
Acalypha wilkesiana, em detrimento do extrato aquoso. A Tabela 1 evidencia que
apenas os extratos da folha de aracad (Psidium cattleianum), aroeira do sertdo
(Astronium urundeuva) e guajuvira (Patagonula americana), além da casca de
jacaranda (Platypodium elegans) tiveram atividade inibitéria frente a todos os
microrganismos testados. Os extratos da casca de candeia (Vanillosmopsis
erythropappa), da folha de figueira (Ficus enormis), jacaranda caroba (Jacaranda
cuspidifolia), bem como do caule de cancerosa (Maytenus ilicifolius) inibiram a maioria
dos microrganismos testados.

Até onde se podde verificar, essas plantas ndo sdo utilizadas para controle de
biofilme microbiano e mesmo para tratamento das infeccbes superficiais, embora
possam ser encontradas referéncias ao seu uso como parte da medicina popular em
outras areas, como antiinflamatérios, anti-reumaticos, antidiarréicos e outros usos
populares.

Em extensa reviséo de literatura sobre o emprego popular dessas plantas, Vieira
e Martins “° revelaram que o caju nativo vem sendo empregado como analgésico para
odontalgias e como antiinflamatorio, a aroeira teria propriedades cicatrizantes e

analgeésicas, o pequi é considerado adequado para o tratamento de resfriados, tosse e
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gueimaduras, enquanto a candeia teria atividade anti-esquistossomatica e os ipés
teriam indicacdo no tratamento de rouquiddo e seriam diuréticos. O jacarand& caroba
teria atividade anti-sifilitica e anti-reumatica, enquanto o capitdo do campo seria util no
tratamento e controle da estomatite aftosa e 0 angico poderia colaborar no tratamento
da bronquite. Entretanto nenhum estudo procurou verificar se, de fato, a essas
indicacdes populares correspondia a uma realidade passivel de comprovacao cientifica,
tampouco que principio ativo poderia exercer os alegados efeitos terapéuticos.

Observou-se que os extratos que mostraram maior atividade frente as cepas de
referéncia testadas também demonstraram uma maior e mais rapida atividade inibitoria
frente aos microrganismos em estado planctonico (Tabela 2) e formando biofilmes
(Tabela 3). Sabe-se que a sensibilidade a antimicrobianos em microrganismos
proliferando no interior de biofilmes é significativamente menor do que a observada em
células em estado plancténico, sendo que diferentes fatores podem contribuir para o
fenbmeno.

Inicialmente, tem-se que a limitacdo de nutrientes observada no interior dos
biofilmes condiciona uma reducdo da atividade metabélica desses microrganismos *, o
gue também reduziria a efetividade de drogas capazes de interferir com a atividade
metabdlica bacteriana ®*°. A presenca de numerosas espécies bacterianas diferentes
no interior do biofilme, in vivo, também colaboraria para reduzir ainda mais a atividade
dessas drogas, visto que um microrganismo resistente poderia, pela exportacdo de
enzimas ou outros compostos capazes de inativar os antimicrobianos, tornar os
microrganismos vizinhos mais resistentes, sendo que as bases genéticas do fenébmeno

também podem ser transferidas de uma célula bacteriana para outra através de
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conjugacéo, transformacéo e transducdo, como ocorre com 0s genes de resisténcia aos
antibiéticos e quimioterapicos com atividade antimicrobiana ?°. No biofilme criado no
presente estudo, esse Ultimo mecanismo pode ser considerado desprezivel, visto que o
mesmo possui composicdo microbiana definida e nenhum dos cocos utilizados possui
capacidade de resistir aos produtos testados quando em estado planctbnico, como
evidenciado nas Tabelas 1 e 2.

Além desses aspectos, merece destaque a menor penetracdo do principio ativo
no interior do biofilme, devido & existéncia de uma densa matriz extracelular de
polissacarideos e proteinas envolvendo os microrganismos em proliferacdo *. Como os
estreptococos do grupo mutans estdo entre 0s maiores produtores desses
polissacarideos extracelulares é de se conjecturar a importancia desse fenbmeno na
maior resisténcia do estado de biofilme sobre a condi¢cdo planctdnica, como também
observado comparando-se a Tabela 2 com a Tabela 3. Entretanto, para maiores
discussdes sobre esse aspecto, necessita-se de um maior conhecimento sobre que
compostos poderiam ter atividade inibitéria sobre microrganismos bucais e que estariam
presentes nesses extratos. Os resultados evidenciam que o0s extratos vegetais com
atividade antimicrobiana mais evidente nessas tabelas também se revelaram como
agueles capazes de atuar nas maiores diluices (Tabela 4).

A literatura relata efeito inibitério do cha ou de outros extratos aquosos frente a
Streptococcus mutans ou o efeito sobre a experiéncia de cérie da populagéo ** #3739
43.49.%0 gegundo Paolino et al.*°, o 4cido tanico presente em plantas inibe enzimas

bacterianas como a aminocidase, B-galactosidase, glicose isomerase e dextrano-

sucrase em Streptococcus mutans.
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De acordo com Wu-Yuan et al.*®, compostos fendlicos poderiam levar a
precipitacdo de proteinas e inibir o crescimento bacteriano em concentracfes similares
aquelas encontradas em bebidas #*. Extratos vegetais também parecem capazes de
inibir ~ microrganismos ndo relacionados com 0s estreptococos, como
periodontopatégenos Gram negativos *, e leveduras do género Candida (Gaetti-Jardim
Jr, 2004, estudo em andamento, comunicacdo pessoal). Infelizmente, o principio ativo
ainda precisava ser caracterizado.

Ikigai et al. ?° evidenciaram que a epigalocatequina, um dos compostos fenélicos
presentes no cha, podia levar a perfuracdo da membrana, o que explica a maior
sensibilidade das bactérias Gram-negativas, como Fusobacterium nucleatum. Esses
compostos fendlicos (polifendis, flavonois, epicatequina, epigalocatequina) ainda sao

2, a enzima transcritase reversa do virus

capazes de inibir bactérias Gram-positivas *
HIV **, hemolisinas de Streptococcus aureus e de Vibrio parahaemolyticus *°.

O estudo dos efeitos desses principios ativos sobre o metabolismo microbiano é
dificultado até pela falta de um conhecimento mais profundo sobre a estrutura quimica e
atividade biolégica dos mesmos °. 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®.

Contudo, desde que os colutérios, geralmente permanecem por pequenos
periodos de tempo na cavidade bucal em concentracdes inibitérias € de relevancia

avaliar a cinética da atividade antimicrobiana desses extratos, visto que residuos

desses compostos podem permanecer tempo suficiente na cavidade bucal para
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interferir com o processo de formacgéo do biofilme, ou interferir com a expresséo da
viruléncia microbiana em concentracdes sub-inibitorias.

Os resultados desse estudo sugerem que extratos aquosos de plantas
presentes no segundo maior bioma em extensdo do Brasil podem exercer uma acéo
inibitoria sobre cocos cariogénicos in vitro, evidenciando a necessidade de estudos em
modelos animais para se avaliar a eficacia dos mesmos in vivo e a seguranca de seu
emprego clinico, associado a um maior conhecimento dos principios ativos, poderia

colaborar para um futuro emprego em ensaios clinicos.
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O presente estudo permitiu concluir que:

a ocorréncia de plantas com atividade antimicrobiana mostrou-se muito elevada;
0S mesmos extratos que mostraram maior atividade inibitéria sobre
microrganismos em estado planctdnico também revelaram atividade semelhante
frente aos cultivados em biofilmes, com excec¢éo do extrato da folha da figueira e
do jacaranda caroba;

a maioria dos extratos com atividade antimicrobiana conservou essa atividade

mesmo quando o extrato foi significativamente diluido.




Avaliacao da influéncia de diluicdes
sub-inibitdrias de extratos vegetais da
savana brasileira sobre a adeséao de
Streptococcus mutans a superficie do vidro
e capacidade de desmineralizacao
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Avaliacéo da influéncia de dilui¢Bes sub-inibitorias de extratos
vegetais da savana brasileira sobre a adesao de Streptococcus mutans a

superficie do vidro e capacidade de desmineralizacao

Apesar da prevaléncia da carie dentaria em criancas ter declinado na maioria dos
paises ocidentais nos ultimos 20 anos, essa doencga continua sendo um dos maiores
problemas de satde publica no mundo *°. A grande maioria dos processos patolégicos
que acometem a cavidade bucal é de natureza infecciosa 2, merecendo destaque as
periodontopatias e a carie dental em funcéo de suas elevadas prevaléncias e dos danos
que causam ao aparelho estomatognatico **. O processo carioso tem sido intensamente

estudado e descrito %

, sendo caracterizado como uma destruicdo localizada do
tecido dentario por &cidos, particularmente o &cido latico, produzido através da

fermentacao de carboidratos por microrganismos presentes no biofilme bacteriano %3,

Os dois mais importantes grupos de bactérias cariogénicas sao 0s estreptococos
do grupo mutans e os lactobacilos **. Estreptococos do grupo mutans s&o os principais
responsaveis pela carie de superficie lisa, uma vez que possuem a capacidade de
aderir, colonizar, sintetizar polissacarideos extracelulares e produzir acidos na

superficie dos dentes "1"4°.

A adesdo de células bacterianas a superficie dos dentes é de fundamental

importancia para o inicio da lesdo cariosa. Segundo Gibbons e Nygaard *°, a aderéncia
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desse microrganismo na superficie do dente e subsequiente formacdo do biofilme
microbiano bucal ocorre em dois estdgios. O primeiro é a aderéncia reversivel da célula
bacteriana a pelicula adquirida presente na superficie do esmalte e o segundo estagio é
a acumulagdo de Streptococcus mutans através da sua proliferacdo e producdo de
glucanos extracelulares. A interferéncia em alguns desses mecanismos pode prevenir a

formacé&o da céarie dentaria ’.

Essas bactérias acidogénicas estao presentes no biofilme de individuos carie-
ativos ou inativos e individuos livres de carie. A capacidade de produzir 4cido varia de
acordo com as diferentes espécies de bactérias, que em condi¢des 6timas, produzem
mais acido do que outras. Os estreptococos do grupo mutans sdo notadamente
acidaricos e acidogénicos, podendo proliferar em um ambiente de pH = 5,2, sendo esse

aspecto de grande valor na desmineralizacao dental.

Os niveis salivares desses cocos cariogénicos parecem refletir, com maior ou
menor propriedade, o risco a carie do individuo, o que facilita o acompanhamento da
26

estratégia preventiva instituida, bem como a resposta da microbiota as mesmas “,

particularmente em populacdes que recebem atencéo precoce .

Na populacdo em geral, existe um costume em considerar a utilizagdo de ervas
medicinais e outros produtos naturais como recursos farmacolégicos eficientes no
tratamento de patologias bucais, existindo também a idéia que estes compostos ndo
causam efeitos colaterais. Em paises como o Brasil, que concentra uma parcela
significativa da biodiversidade vegetal do planeta, esses aspectos apresentam grande

importancia.
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Merece destaque o fato que apenas minulscula parcela das denominadas
“plantas medicinais” tenha sido avaliada em experimentos in vitro ou in vivo capazes de

comprovar ou ndo sua eficacia, sendo que o ritmo de ocupacao antrépico dos diferentes

7

biomas vegetais € infinitamente maior do que a capacidade de avaliacdo das

21

propriedades bioldgicas das plantas que se extinguem <, particularmente quando

falamos de ecossistemas complexos e ricos como o cerrado brasileiro **, que
representa a mais produtiva das fronteiras agricolas e vem experimentando um ritmo de

devastacdo sem precedentes na histéria nacional.
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2.2 PROPOSICAO

A proposta deste estudo foi de verificar, através de um estudo in vitro, a
influéncia de diluicdes sub-inibitérias que esses extratos vegetais possuem sobre a
adesdo de Streptococcus mutans a superficie do vidro e sua capacidade de

desmineralizagéo.

Karina Gerhardt Bianco — Mestrado em Odontopediatria — UNESP - 2004



50

2.3.1 Preparo dos extratos vegetais

Foram preparados extratos vegetais de folha de araca (Psidium cattleianum),
folha de aroeira do sertdo (Astronium urundeuva), caule de cancerosa (Maytenus
ilicifolius), casca de candeia (Vanillosmopsis erythropappa), folha de figueira (Ficus
enormis), folha de guajuvira (Patagonula americana), casca de jacaranda (Platypodium
elegans) e folha de jacaranda caroba (Jacaranda cuspidifolia).

Os extratos foram preparados de acordo com metodologia descrita por Turng et
al.*®. Para tanto, 100 gramas de folhas ou cascas e caules, de cada planta eram
adicionadas a 100 mL de solucéo salina fosfatada tamponada a 0,1 M (PBS) e deixadas
por 5 minutos, a 100°C, por 1 hora a 55°C e por 72 horas a temperatura ambiente.
Cada mistura foi agitada a cada 24 horas. A seguir 0s extratos aquosos eram
purificados através de filtracdo fracionada em membranas de éster de celulose de

porosidade 0,65 pm e esterilizadas por filtracdo em membranas de 0,22 pm (Millipore®).

2.3.2 Microrganismos

Foram utilizados Streptococcus mutans GS 5 e Streptococcus mutans ATCC
1910, mantidos em nitrogénio liquido e, posteriormente, cultivados em caldo infuso de
cérebro e coracédo (Difco) acrescido de 0,5 % de extrato de levedura, em condicbes de

microaerofilia em dessecadores de vidro, a 37°C, por 48 horas.
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2.3.3 Determinacdo da méaxima dilui¢do inibitéria dos extratos vegetais

Foram avaliadas de acordo com a metodologia de diluicdo em caldo. Os extratos
vegetais foram adicionados a tubos contendo caldo infuso de cérebro e coracdo
acrescido de extrato de levedura previamente inoculados com 10° UFC das cepas
testadas de forma que representassem 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32 e 1/64, 1/128 da
concentracdo original. A seguir os tubos eram incubados em condicbes de
microaerofilia em dessecadores de vidro do tipo Pyrex a 37°C, por 48 horas.
Conceituou-se a méaxima diluicdo inibitéria do extrato vegetal como sendo a maior
diluicdo do extrato testado capaz de inibir totalmente o crescimento microbiano. Como
controle utilizou-se o proprio caldo infuso de cérebro e coracdo suplementado e

inoculado com as cepas teste.

Os testes de aderéncia ao vidro e de desmineralizagdo foram realizados
acrescentando-se o0 extrato vegetal na diluicdo equivalente a duas vezes a diluicdo
maxima inibitoria, representando 50% da concentracdo que inibiu o crescimento

bacteriano.

2.3.4 Teste de aderéncia ao vidro

Para a verificagcdo da aderéncia bacteriana ao vidro foi empregada a metodologia

descrita por Otake et al. *®

com modificacdes. As células bacterianas foram cultivadas
em caldo infuso de cérebro e coracdo suplementado com extrato de levedura (0,5%) e

sacarose (1%) por 36 horas, em microaerofilia a 37° C. A seguir as células bacterianas
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eram lavadas em tampédo fosfato 0,01M (pH 7,0) por centrifugacdo (5000xg) e
ressuspendidas no mesmo tamp&o até a obtencdo de 10° UFC/mL, determinada em
escala de MacFarland. A seguir, 10° UFC foram transferidas para cada tubo contendo
caldo infuso de cérebro e coracdo suplementado com extrato de levedura (0,5%) e
sacarose (10%). A seguir, bengalas de vidro (Anexo H) de tamanho padronizado foram
inseridas no caldo e incubadas a 37°C por 72 horas. Aos tubos também foram
adicionados extratos das plantas testadas de forma que a mistura final representasse o
dobro da diluicdo maxima inibitoria. Os tubos controle de cada cepa ndo recebiam o

extrato vegetal.

A seguir, as células bacterianas foram incubadas em dessecadores de vidro em
condicdes de microaerofilia, por 5 dias, a 37°C. Bactérias que se adsorveram das
bengalas foram dispersas no tampéao fosfato utilizando o agitador de tubos (Vortex),
submetidas a diluicbes seriadas e transferidas para placas contendo agar infuso de
cérebro e coracdo acrescido de 10% de sacarose e 5% de sangue desfibrinado de
cavalo. A determinagdo do numero de unidades formadoras de coldnia que aderiram ao

vidro foi realizada em contador de col6nia.

2.3.5 Preparacdo dos corpos de prova para o0s testes de capacidade de

desmineralizacao

Blocos de esmalte (4x4 mm) foram obtidos de dentes incisivos bovinos (Anexo
F). Inicialmente, as coroas foram separadas das raizes e foram fixadas em placas de

acrilico para a seccédo da porcédo palatina. A porcéo vestibular das coroas foi fixada nas
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placas de acrilico para obtencao de blocos de esmalte. Foram realizadas 2 secg¢bes, na
porcdo mais plana, sendo uma no sentido longitudinal e outra no sentido transversal da
coroa, obtendo blocos medindo 4 x 4 mm. Todos os procedimentos foram feitos sob

refrigeracdo com agua deionizada para evitar trincas no esmalte.

Apoés a obtencdo dos blocos de esmalte, realizou-se o ajuste da dentina, na
politriz, para obtencéo de superficies paralelas entre esmalte e dentina. O desgaste foi
realizado sob baixa rotacdo e refrigeracdo. Em seguida, foi realizado o polimento da
superficie de esmalte dos blocos com uma sequéncia de lixas e refrigeracdo a agua.
Entre cada polimento, os corpos de provas foram submetidos ao ultra-som Branson
2210, em agua deionizada durante 2 minutos. Na sequéncia o esmalte foi polido com
papel feltro para polimento e suspensdo de diamante. A seguir, 0s corpos de provas
foram lavados com jato de &4gua deionizada e submetidos ao ultra-som, imersos em
solucdo detergente diluida em &gua destilada. Finalmente, os corpos de provas foram
lavados em jatos de agua deionizada, e apés, conservados em ambiente imido prontos

para anélise da microdureza superficial inicial do esmalte **°*.

2.3.6 Analise da microdureza superficial inicial do esmalte e selecdo dos blocos

dentais

Os testes de microdureza nos blocos de esmalte foram baseados no trabalho
descrito por Zero **. No centro de cada bloco, foram realizadas 5 indentacdes (Anexo
G) no esmalte (Microdureza Superficial Inicial — MDSI), utilizando-se carga de 25

gramas e o tempo de 10 segundos, separadas entre si por uma distancia de 100 um.
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Foram selecionados os blocos que apresentaram média de comprimento de indentagéo
dentro do intervalo de confianca £ 3 um e ndo apresentaram trincas ou defeitos no

esmalte.

2.3.7 Teste de desmineralizagéo in vitro

As células bacterianas foram cultivadas em caldo infuso de cérebro e coracéo
suplementado com extrato de levedura (0,5%) e sacarose (1%) por 36 horas, em
microaerofilia a 37° C. A seguir as células bacterianas eram lavadas em tampao fosfato
0,01M (pH 7,0) por centrifugacédo (5000xg) e ressuspendidas no mesmo tampéo até a
obtencdo de 10° UFC/mL, determinada em escala de MacFarland. Estes corpos de
prova foram adicionados em caldo infuso de cérebro e coracdo suplementado com
extrato de levedura (0,5%) e sacarose (10%) e esterilizados em autoclave adicionando-
se, a seguir, o inéculo de 10 ° UFC. Aos tubos também foram adicionados extratos das
plantas testadas de forma que a mistura final representasse o dobro da diluicdo maxima
inibitéria. Foi realizada a incubacdo a 37°C por 7 dias em microaerofilia. Os tubos
controle de cada cepa ndo recebiam o extrato vegetal. Apés a incubacdo, os
fragmentos dentais foram removidos, esterilizados em autoclave e a avaliagdo da

microdureza final °* foi realizada.

2.3.8 Analise da microdureza final ap0s o periodo de desmineralizagdo in vitro
A microdureza de superficie foi determinada (Microdureza Superficial Final -

MDSF) utilizando-se o microdurémetro Shimadzu HMV-2000 (Knoop) (Anexo G), sob
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carga de 25 g por 10 s. Realizaram-se cinco indentagbes equidistantes entre si e, em
relacdo a SMH inicial, 100 um, sendo a porcentagem de variagdo de microdureza de
superficie (%SMHC) calculada [%SMHC = ((SMH final - SMH inicial)/ SMH inicial)

x100].

2.3.9 Analise estatistica
Os resultados dos testes de desmineralizacdo foram analisados estatisticamente
pelo Teste de Wilcoxon e os resultados da capacidade de adeséo a superficie do vidro

pelo Teste do Qui-quadrado, com significancia de p<0,05.
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Os resultados do presente estudo séo apresentados nas Tabelas 1, 2 e 3. Pela

Tabela 1 evidencia-se que todos os extratos testados, com excecao do extrato de casca

de candeia, foram capazes de reduzir significativamente a adesdo de S. mutans ATCC

1910 ao vidro. Quanto aos resultados referentes a cepa S. mutans GS 5, apenas 0s

extratos de caule de cancerosa e folha de figueira ndo inibiram significativamente a

adesdo microbiana ao vidro (Tabela 2).

Os resultados da Tabela 3 evidenciaram que o0s extratos vegetais testados nao

tiveram atividade significativa sobre a capacidade de desmineralizacdo de fragmentos

de esmalte pelos microrganismos testados (Anexo I).

Tabela 1 - Influéncia de extratos vegetais em concentragdes sub-inibitorias sobre

a capacidade de adesao ao vidro de S. mutans ATCC 1910

Extrato Controle Teste p
Folha do aracé (P. cattleianum) 148.10° | 72.10° |0,0000001
Folha de aroeira do sertéo (A. urundeuva) 148.10° | 67.10° |0,0000001
Caule de cancerosa (M. ilicifolius) 148.10° | 109.10° | 0,0150
Casca de candeia (V. erythropappa) 148.10° | 181.10° | 0,06890*
Folha de figueira (F. enormis) 148.10° | 103.10° | 0,0045
Folha de guajuvira (P. americana) 148.10° | 38.10° |0,0000001
Casca de jacarandé (P. elegans) 148.10° | 53.10° |0,0000001
Folha de jacaranda caroba (J. cuspidifolia) | 148.10° | 91.10° 0,0002

*Sem significancia estatistica
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Tabela 2 - Influéncia de extratos vegetais em concentracdes sub-inibitérias sobre

a capacidade de adesao ao vidro de S. mutans GS 5

Extrato Controle Teste p
Folha do aracéa (P. cattleianum) 211.10° | 162.10° | 0,01120
Folha de aroeira do sertdo (A. urundeuva) | 211.10° | 126.10° |0,0000001
Caule de cancerosa (M. ilicifolius) 211.10° | 173.10° | 0,0525*
Casca de candeia (V. erythropappa) 211.10° | 128.10° |0,0000001
Folha de figueira (F. enormis) 211.10° | 186.10° | 0,20960*
Folha de guajuvira (P. americana) 211.10° | 70.10° |0,0000001
Casca de jacarandé (P. elegans) 211.10° | 145.10° | 0,0005
Folha de jacarandéa caroba (J. cuspidifolia) | 211.10° | 139.10° | 0,0001

*Sem significancia estatistica

Tabela 3 - Influéncia de concentragcdes sub-inibitérias de extratos vegetais sobre

a capacidade microbiana de modificar a microdureza superficial de blocos

esmalte
Microdureza média final em
relacdo a microdureza
inicial (%)
Extrato Vegetal Cepas bacterianas testadas
GS5 ATCC 1910
Folha de araca (P. cattleianum) 95,14 94,67
Folha de aroeira do sertdo (A. urundeuva) 99,82 87,86
Caule de cancerosa (M. ilicifolius) 96,14 89,45
Casca de candeia (V. erythropappa) 97,57 95,03
Folha de guajuvira (P. americana) 98,54 96,17
Casca de jacaranda (P. elegans) 89,13 98,82
Folha de jacaranda caroba (J.cuspidifolia) 95,77 102,62
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A capacidade de adesao a superficie dental é condicdo predisponente para que
um microrganismo exerca o papel de colonizador inicial do biofilme microbiano bucal *2.
Esse fenbmeno de adesdo € mediado por diferentes tipos de interacdes entre o
microrganismo e seu hospedeiro, iniciando-se por eventos mais reversiveis e
culminando com o estabelecimento de ligacdes especificas entre componentes
microbianos e do hospedeiro.

O microrganismo que nao é capaz de aderir a essas superficies é rapidamente
removido pela saliva e pelos movimentos das estruturas anatbmicas, e
consequentemente ndo colonizara o hospedeiro e ficara impossibilitado de expressar
seus fatores de viruléncia e causar danos *’. Nesse sentido, um dos principais fatores
de viruléncia dos estreptococos do grupo mutans reside em sua notavel capacidade de
adesdo as superficies lisas, conferindo-lhe papel fundamental no desenvolvimento da
carie de esmalte " '® ¥ *° A adesdo desse microrganismo na superficie dental e
subsequente formacdo do biofilme microbiano ocorre em dois estagios, sendo que o
primeiro estagio € a aderéncia reversivel da célula bacteriana a pelicula adquirida
presente na superficie do esmalte e o segundo estagio é a acumulagédo de S. mutans
através do seu crescimento e producéo de glucanos extracelulares *°.

A producdo de polissacarideos extracelulares parece colaborar para o préprio

processo de adesdo, bem como na estabilizacdo do processo e desenvolvimento do

biofilme microbiano bucal ®>. Como demonstrado por Burne et al. °, a presenca de
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sacarose pode potencializar sobremaneira a cinética de formacéo do biofilme por esses
cocos acidogénicos.

A maioria dos estudos sobre adesdo microbiana e expressdo de fatores de
viruléncia foram realizados com microrganismos planctonicos e a formacao do biofilme,
como ocorre na propria cavidade bucal afetando desta maneira, a expressdo e
regulacdo dos genes gtfB, gtfC e gtfD, responsaveis pela sintese dos polissacarideos
extracelulares dos S. mutans %°.

Para que um composto com atividade antimicrobiana exerca sua atividade
sobre microrganismos em biofilmes é necessario que o mesmo seja empregado em
concentracdes elevadas, o que poderia produzir reacdes adversas nos pacientes, e que
0 composto permaneca por um periodo prolongado no interior da cavidade bucal, visto
que a penetracdo de produtos antimicrobianos no interior de biofilmes é dificultada pela
prépria composicdo do mesmo e pela menor sensibilidade que esses microrganismos

do biofilmes possuem em relacdo aos seus congéneres planctonicos .

Substancias naturais capazes de reduzir a formagdo do biofilme e com
atividade anticarie parecem agir principalmente na sintese dos polissacarideos
extracelulares %% Nesse particular, o &cido tanico, encontrado em varios tipos de
plantas, mostrou-se um importante inibidor de crescimento bacteriano e da acdo da

enzima glicosiltransferase 2* 3

, além de formar um complexo estavel com proteinas
ricas em prolina presentes na saliva %%, as quais estdo diretamente envolvidas com a
adsorcéo de bactérias bucais a pelicula adquirida, iniciando a adeséo dos colonizadores

iniciais do biofilme microbiano bucal, como S. mutans.
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A producao de polissacarideos extracelulares por S. mutans também pode ser
influenciada pela concentracao de flior nos extratos testados, como também observado

por Elvin-Lewis e Steelman

em algumas variedades de cha. Outros estudos
envolvendo extratos de cacau, cha e café inibiram a enzima glicosiltransferase de
estreptococos orais, sendo que 0s extratos de cacau e café ndo perderam essa
habilidade mesmo ap6s a retirada do &cido tanico presente em seus extratos 2" .
Deve-se, nesse particular o estudo de Stralfors *?, que observou que a teobromina,
cafeina e xantina na concentracdo de 0,2% promoveram inibicdo de cérie em 37% dos
animais testados.

Os dados das Tabelas 1 e 2 evidenciam que os padrdes de adesdo das duas
cepas microbianas de referéncia testadas sdo semelhantes e sofreram influéncias
similares dos extratos vegetais testados em diluicdes sub-inibitérias, que provavelmente
permaneceriam por um tempo maior na cavidade bucal. Verificou-se que a adicdo dos
extratos vegetais a suspensdo de caseina e de gelatina levaram a precipitacdo do
conteudo protéico (resultados nédo apresentados), sugerindo que a inibicdo do processo
de adesédo, como evidenciado nas Tabelas 1 e 2, esteja relacionado ndo apenas com
uma alteracdo na producdo de polissacarideos extracelulares, mas também, na
estrutura das adesinas dessas bactérias. A modificacdo dessas adesinas poderia afetar
a adesdo microbiana por dificultar o reconhecimento entre essas proteinas bacterianas
e aqueles receptores presentes na pelicula adquirida, uma vez que esse processo
apresenta notavel especificidade.

Aléem da modificacdo das adesinas bacterianas de superficie e da possivel

inibicdo da sintese dos polissacarideos extracelulares, extratos vegetais também
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poderiam competir com as adesinas bacterianas pela adesdo aos receptores do

10 Nesse estudo, os autores

hospedeiro, como observado por Daglia et al.
responsabilizaram o &cido nicotinico, o acido clorogénico, a cafeina e a trigonelina
como responsaveis pelo fendbmeno. Entretanto, no presente estudo, esses compostos
nao poderiam responder pelos resultados visto que a superficie do vidro ndo possui 0s
mesmos tipos de receptores que podem ser encontrados na pelicula adquirida, a menos
qgue se tivesse criado condi¢des para a deposi¢do de proteinas tipicas da saliva e do
sangue. Assim, acredita-se que os resultados observados nas Tabelas 1 e 2 venham se
dar pela interferéncia na sintese de polissacarideos extracelulares por esses extratos,
reduzindo a capacidade de acumulagédo desses cocos na superficie dental.

Uma vez que a agregacdo e a adesdo bacteriana a células do hospedeiro
dependem da interacdo de adesinas (proteinas) presentes na superficie da bactéria e
receptores do hospedeiro, os fendis contidos nos extratos de plantas poderiam também
desnaturar as proteinas 3’ da superficie bacteriana, inibindo a ligacdo adesina /
receptor. Entretanto esse fenbmeno somente poderia ser confirmado para os extratos
utilizados no presente estudo através de ensaios que permitissem a formacdo de uma
estrutura semelhante a pelicula adquirida, como ja mencionado.

Dentre 0os compostos presentes em vegetais capazes de levar a precipitacao
das proteinas bacterianas deve-se destacar o acido tanico, como demonstrado por Wu-
Yuan e Wu *°, entretanto ainda ndo se conhece a composicdo quimica, tampouco a

proporcdo ocupada pelo &cido tanico e compostos fendlicos nos extratos vegetais

testados e, até onde se pbde avaliar, 0 presente estudo se mostrou Unico quanto as
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plantas estudadas, o que limita a possibilidade de uma andlise comparativa com a
literatura.

Paolino et al. *° evidenciaram que o acido tanico presente em chas e outros
alimentos, inibe enzimas como B-galactosidase, glicose isomerase e dextrano-sucrase
em Streptococcus mutans, sendo que essas enzimas possuem um papel essencial no
metabolismo de carboidratos desse coco cariogénico. No entanto, os resultados da
Tabela 3 ndo evidenciaram quaisquer efeitos dos extratos vegetais testados sobre a
capacidade de desmineralizacdo do esmalte pelas cepas bacterianas estudadas, o que
poderia ter se dado pelo pouco tempo de contato do microrganismo com 0s corpos-de-
prova, uma vez que o pH final em todos os ensaios, quer no grupo controle, quer nos
grupos que receberam as diluicbes sub-inibitérias dos extratos, oscilou de pH 5,3 a pH
5,8, evidenciando que a capacidade acidogénica dos microrganismos, bem como sua
aciduridade néo foram afetados pelos extratos vegetais.

Entretanto, para se confirmar esses resultados, tornam-se necessarios novos
estudos como forma de se avaliar em qual etapa do processo de adesado os extratos
viriam a exercer maior influéncia e quais componentes teriam maior atividade na

inibicdo desse processo.




63

A adesado de S.mutans sobre a superficie lisa do vidro foi inibida pela maioria dos
extratos vegetais testados em concentragdes sub-inibitorias;

Sobre S. mutans GS 5 os extratos de aroeira do sertdo, candeia e guajuvira
foram os que mais afetaram a ades&o microbiana;

Sobre S. mutans ATCC 1910 os extratos de aroeira do sertdo, araca, jacaranda e
guajuvira foram os que mais afetaram a adesdo microbiana;

A adicdo dos extratos vegetais nao interferiu significativamente com a
capacidade de desmineralizacdo dos cocos cariogénicos sobre fragmentos de

esmalte.
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ANEXO A - FLUXOGRAMA DA PESQUISA

Coleta e
identificacdo dos
vegetais

Isolamento microbiano
+

Cepas de referéncia

Triagem da atividade
antimicrobiana

Determinacao da
maxima diluicao
inibitoria

Avaliacdo da cinética da
atividade inibitéria em
microrganismos
plancténicos e do biofilme

Avaliagéo da influéncia de
diluicbes sub-inibitérias sobre
a adesdo microbiana ao vidro
e capacidade de
desmineralizacao
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ANEXO B - ORIGEM BOTANICA DAS PLANTAS UTILIZADAS

Campo nativo na savana de Pedra Caida — MA.
Fazenda Dona Elza.
Cortesia de Ellen Cristina Gaetti Jardim

Campos nativos na savana de Pedra Caida — MA.
Fazenda Vovo Cecilia.
Cortesia de Ellen Cristina Gaetti Jardim.

Cerrado “denso estrito” em Pedra Caida — MA.
Fazenda Santa Giulia.
Cortesia de Ellen Cristina Gaetti Jardim.
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Anexos

Vista geral do Rio Tocantins, separando os
estados do Tocantins e Maranh&o. Notar a

integridade da vegetacéo ciliar.

Cerrado de encosta.
Regido de Pedra Caida — MA.

Fazenda Dona Elza.
Cortesia de Ellen Cristina Gaetti Jardim.

O maior inimigo do Cerrado sdo as queimadas.
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Anexos

ANEXO C - PLANTAS UTILIZADAS

angico (Anadenathera falcata) angico (Anadenathera falcata)

http: www.polmil.sp.gov.br http: www.polmil.sp.gov.br

araca (Psidium cattleianum) araca (Psidium cattleianum)

http://eis.bris.ac.uk/~bzmlh/strqgua.htm http:www.noarovivaio.it/galleria7.htm
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arnica do campo (Solidago microglossa) arnica do campo (Solidago microglossa)

http:www.pousadatrilhadosol.com.br http:www.saguaro.com.br/SG/fot_arnic.htm

aroeira do sertdo (Astronium urundeuva) aroeira do sertdo (Astronium urundeuva)

http://www.esalg.usp.br/trilhas/lei/leil0.php http://www.esalg.usp.br/trilhas/lei/leil0.php
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caju (Anacardium occidentale) caju (Anacardium occidentale)

http://www.rain-tree.com/Plant-lmages http://www.uog.edu/cals/site/POG/anacard.html

caju-acu (Anacardium giganteum) caju-acu (Anacardium giganteum)

http:www.jornaldapaisagem.com.br/artigos http://www.cspwebservices.com/dohr
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cancerosa (Maytenus ilicifolius)

http://micol.fcien.edu.uy/flora/Maytenus-ilicifolius.htm

candeia (Vanillosmopsis erythropappa) candeia (Vanillosmopsis erythropappa)

http://davesgarden.com/pdb/showimaqge/26478/ http://davesgarden.com/pdb/showimaqge/26478/
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capitdo do campo (Terminalia argentea) capitdo do campo (Terminalia argéntea)

http://eadmelo.sites.uol.com.br/cerrd http://www.cjb.unige.ch/BotSyst/EspListeTop.htm

cedro (Cedrela fissilis) cedro (Cedrela fissilis)
http://www.amazonlink.org/sementesamazonia  http://www.amazonlink.org/sementesamazonia
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. ‘; z‘i i ?‘i!}
Figueira (Ficus enormis) Figueira (Ficus enormis)
http://www.plantarum.com.br/gameleira.html http://www.plantarum.com.br/gameleira.html

folha de carne (Roupala Montana)

http:www.botanypages.org/Nee/ambo/Checklist/slides-ros/pages

Karina Gerhardt Bianco — Mestrado em Odontopediatria — UNESP - 2004



ANexos 81

guajuvira (Patagonula americana)

http://www.biologia.edu.ar/botanica/tema6/6 9diseminac.htm

ipé roxo (Tabebuia impetiginosa)

http://kathie.hp.infoseek.co.jp/Pink%20Trumpet%20tree.htm
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jacaranda (Platypodium elegans)

http://[fm2.fieldmuseum.org/plantquides/herb demonstration.asp

jacarandéa caroba (Jacaranda cuspidifolia) jacaranda caroba (Jacaranda cuspidifolia)

http:www.clubedasemente.org.br http:www.clubedasemente.org.br
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pau d'alho (Gallepsia gorarema)

http:www.brotasonline.com.br

pequi (Caryocar brasiliense) pequi (Caryocar brasiliense)

www.clubedasemente.orq.br www.clubedasemente.org.br
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ANEXO D - EQUIPAMENTOS UTILIZADOS PARA TESTES
MICROBIOLOGICOS

Estufa bacteriol6gica Estufa bacterioldgica com dessecadores
de vidro do tipo Pyrex

Dessecadores de vidro do tipo Pyrex Centrifuga de células para tubos Eppendorf
contendo placas de agar sangue utilizada na lavagem de células bacterianas

s
Espectofotdmetro para determinacéo Lupa esteroscopica do
do inéculo bacteriano contador de col6nias

Karina Gerhardt Bianco — Mestrado em Odontopediatria — UNESP - 2004
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ANEXO E - TESTES MICROBIOLOGICOS

Presenca de halo de inibicdo do crescimento bacteriano em placas de Petri
contendo &gar infuso de cérebro e coracao suplementado com extrato de levedura

Karina Gerhardt Bianco — Mestrado em Odontopediatria — UNESP - 2004
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ANEXO F - PREPARO E SELECAO DOS BLOCOS DE
ESMALTE

Confeccéo dos blocos de esmalte bovino (4 x 4 mm)

1. Coroa do dente bovino incisivo central inferior, separada da raiz
através de disco diamantado de duas faces (KG Sorensen D 91),
montado em motor de bancada (Nevoni), mantido sob refrigeracio
(4gua destilada/deionizada).

2. Coroa dentéria fixada em placa de acrilico (4x4 cm e 4 mm de
espessura) com cera pegajosa (Kota Ind. e Com. LTDA) pela sua
face proximal.

3. Placa montada em cortadeira (Isomet Low Speed Saw —
Buehler, Lake BIuff, lllinois, USA) sob refrigeracdo com agua
destilada/deionizada.

4. Seccdo da coroa utilizando disco diamantado (série 15 HC
Diamond— n. 11-4244 Buehler) separando a superficie vestibular
da lingual.
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5. Face vestibular fixada na placa de acrilico.

6. Seccdo da face vestibular no sentido longitudinal, na porcao
mais plana, utilizando-se 2 discos diamantados (série 15 HC
Diamond -n. 11-4243 Buehler), montados em cortadeira sob
refrigeracdo com agua destilada/deionizada e separados por um
disco espacador de aluminio com 4 mm de espessura.

7. Seccdo da face vestibular no sentido transversal, na porcéo
mais plana, utilizando-se 2 discos diamantados (série 15 HC
Diamond - n. 11-4243 Buehler), montados em cortadeira sob
refrigeracdo com 4gua destilada/deionizada e separados por um
disco espacador de aluminio com 4 mm de espessura.

8. Fragmento vestibular do dente bovino, fixado sobre placa de
resina. Ao lado, bloco de esmalte dentario.

Karina Gerhardt Bianco — Mestrado em Odontopediatria — UNESP - 2004
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Planificacdo da dentina e polimento do esmalte

1. Bloco de esmalte fixado em disco de resina
acrilica pré-fabricada (+ 3 cm de didmetro por
+ 8 mm de espessura), com auxilio de cera
pegajosa (Kota Ind. e Com. LTDA), com a
superficie dentinéria voltada para cima.

2. Ajuste da dentina para obtencdo de
superficies paralelas entre esmalte e
dentina, utilizando Politriz  APL-4
AROTEC e lixas de granulagdo 320
(CARBIMET Paper Discs, 30-5108-
320, BUEHLER), 2 pesos, durante 20
segundos sob baixa rotacdo e
refrigeracao.

3. Blocos fixados com a superficie do esmalte
voltada para cima, a qual sera polida.

Sequéncia do polimento de esmalte:

1. Pedra-pomes, agua deionizada e taca de borracha montada em contra-angulo em baixa-rotacao.

2. Na Politriz APL-4 AROTEC - lixa de granulacéo 600, 800 e 1200 (30 segundos — 2 pesos) e
refrigeracdo a agua. Limpeza em lavadora ultrassbnica e agua destilada/deionizada por 2
minutos, entre cada lixa;

3. Na Politriz APL-4 AROTEC - acabamento final com disco de papel feltro TEXMET 1000 (Buehler
Polishing Cloth) (1 minuto — 2 pesos) e suspensédo de diamante 1 micron base-agua (Buehler);

4. Limpeza em lavadora ultrassdnica utilizando solucdo detergente (Ultramet Sonic Cleaning
Solution - Buehler) diluida 20:1 em agua destilada/deionizada (3 minutos);

5. Lavagem durante 30 segundos com jato de 4gua destilada/deionizada.

Karina Gerhardt Bianco — Mestrado em Odontopediatria — UNESP - 2004
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ANEXO G - MICRODUREZA DE SUPERFICIE (SMH)

r*‘ ,

l“ﬂ""}

Microdurbmetro Shimadzu Micro Hardness
Tester HMV-2.000 (Shimadzu Corporation -
Kyoto-Japan), com penetrador tipo Knoop,
acoplado ao Software para andlise de
imagem CAMS-WIN (NewAge Industries,
USA).

2. Bloco de esmalte sendo submetido
a leitura no microdurémetro, carga
estatica de 25 gramas e tempo de
10 segundos, para andlise da
microdureza de superficie.

3. Fotomicrografia das indentacdes das

analises de microdureza de superficie inicial
e final do esmalte (Aumento: 100x).

Karina Gerhardt Bianco — Mestrado em Odontopediatria — UNESP - 2004
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ANEXO H - ENSAIO DE ADESAO E DESMINERALIZACAO

Bengala de vidro para ensaio Bengala de vidro com crescimento
de adesé&o microbiana bacteriano ao redor

Bloco de esmalte dental imerso em caldo de sacarose para ensaio de
desmineralizacéo

Karina Gerhardt Bianco — Mestrado em Odontopediatria — UNESP - 2004
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ANEXO | - TESTES DE MICRODUREZA

Casca de Aroeira do sertdo (Astronium urundeuva)

Microorganismos Inicial Final %ADS P
330|347 |324|343|343| | 355 |353|355|353(353| 4.9 _
ATCC 1910 349|352|364349|371| | 361 |359|359|360(361| 0.8 p=0.179694
341(343|341 347|341 350 {351|350(350|351| 2.3 _

GS5 400|411|392|400|400 357 |357(355(357|357| -11 p=0.654742
Controle s/ MO |352|334|368|347|345| | 360 | 359|359 |360|360 3 p=0.317298
Folha de Aroeira do sertdo (Astronium urundeuva)

Microorganismos Inicial Final %ADS P
400|394 414|408 |400 352 (352|352 (352|352 | -12.7 _
ATCC 1910 381(392|384 (392|394 | | 359 |360|359|360(359| -7.5 p=0.179694
352|361|347|361|368| | 358 |358|359|358(358| 0.1 _

GS5 345|352 (373|352 |373 357 |358|358|357|357| -0.5 p=0.654742
Controle sy MO |381|371|373|384|386| | 355 |354|355|355|355| -6.4 |p=0.317298
Caule de Cancerosa (Maytenus ilicifolius)

Microorganismos Inicial Final %ADS P
345|338|379(406|400| | 354 |354|354|354|356| -5.2 _
ATCC 1910 411|420 |426 436|436 358 [357|357|359|359| -15.9 p=0.179694
359(359|343 (341|336 351 {351|351(351|350| 0.9 _

GS S 386|379|389(392|376| | 352 |352|350|352|350| -8.6 p=0.654742
Controle s MO 400400417 ]400[400]| | 359 |360|361|359|360| -10.8 |p=0.317298
Casca de Candeia (Vanillosmopsis erythropappa)

Microorganismos Inicial Final %ADS P
371|356|368|368|343 359 (358358358359 -0.8 _
ATCC 1910 397 (403|384 (392|386| | 357 |356|357|357|357| -9.1 p=0.179694
389(381|386(371|384| | 335 |335|334|336(335| -12.3 | __
GS5 324 (1330|349 349|343 350 [{351|350(351|351| 3.4 p=0.654742
Controle s/ MO | 356|356 |359 |364|326 358 356357358356 1.4 |p=0.317298
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Folha de Guajuvira (Patagonula americana)

Microorganismos Inicial Final %ADS P
389/384|379|389|394| | 361 [362|361|361|360| -6.8 | _
ATCC 1910 349|359|366|376|371| | 360 [361|361|362|361| -0.9 p=0.179694
345|343[361|341|345| | 350 [350|351|350|351 1 _

GSS 381|376|373|371|350| | 354 |356|357|356|356| -3.9 p=0.654742
Controle s/ MO | 356|371|371|373|379| | 358 |357|358|358(358| -3.3 |p=0.317298
Casca de Jacaranda (Platypodium elegans)

Microorganismos Inicial Final %ADS P
330/345|352|345(334| | 356 |357|358|356|356| 4.5 _
ATCC 1910 386|366 |386|392|389| | 358 |357|358|358|357| -6.9 p=0.654742
400[392/400(392|394| | 357 |357(357|359|358| -9.6 | _

GS5 403|408|411 403|408 | | 357 |358|358|357|357| -12.1 p=0.179694
Controle sy MO | 352[343|356|356|349| | 354 |354|355|355|355| 0.9 |p=0.317298
Folha de Jacaranda caroba (Jacaranda cuspidifolia)

Microorganismos Inicial Final %ADS P
359354349 |345(368| | 354 |355|356|356(355| 0.1 _
ATCC 1910 352|334|334|332|352| | 357 |359|359|359|359| 5.2 p=0.179694
376|371|376|371|352| | 356 [357|357|356|355| -3.6 | _

GS5 376386373381 (371 | 360 [358|358|359|359| -4.9 p=0.179694
Controle sy MO | 373|376|368|376|368| | 356 |358|357|357|356| -4.1 |p=0.317298
Sem Extrato Vegetal

Microorganismos Inicial Final %ADS P
381 379|381|384|384| | 358 [357|357|356|356| -6.6
ATCC 1910 |373 373|376|359|364| | 360 [361|361|360|360| -2.4 |p=0.108806
361|373|384 356|361 | | 357 |357|356|357|357| -2.8
GS5 343|352|368|347|368| | 352 |353|351|352|352| -1.1 |p=0.317298
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ANEXO J - SOLUCOES UTILIZADAS

SOLUCAO SALINA FOSFATADA TAMPONADA (PBS)

Naz HPOy4 12 HoO oottt e e e e e e e e 2,898 g
S P = © PR 0,29

N F= (O TR RTTPPPPPPI 7,659
O ISR 02g

[ L RS PRT 1000 mL

AGAR SANGUE

Agar infuso de CErebro @ COTaGAD .........cvuiiveiriieeeeee i eee e eee e eae s 40 g
EXtrato de [@VEAUIA...........uvuieiiiiiiie e e e 59
SANQUE. ...ttt a e r e e e rare 50 mL
SR 1000 mL

CALDO SACAROSE

Peptona agar de soja triptiCaseiNa .......cccoeeeeeeiiiiiiiiicie e 15¢
EXtrato de [@VEAUIA ..........uvuuiiiiiiiii e e e 5009
Solucao estoque de L-Cystina 20 Mg/ML ......coiiiiiiiiiiieiiiieeeeeein 10 mL
Solucao estoque de sulfito de SOdIo @ 1090 ......uvvieiiieeeeeeeiieeiieeeeeeeeeeiiieiees 1,0 mL
(O [o] (=] (o 10 [T Yo [T T 1,0 mL
Fosfato de sOdiO ........cccvvvvvviiiiiiiiieeeeeeen, Na;HPO, - (12H20) ....ccevvvevvnee 209
Bicarbonato de SO0 ..........cceveveieieeriinnn. (NaHCO3)...cci i 02,09
Lol = 10 I o (3o Lo o JO PRSP 20,09
SacaroSse (AGUCAr COMUIM) ..uuuuiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeessssssssss s e e aeaaeeeaaeaereseesennnnes 50,0 g

o TUE= e (=111 =Y L= R 1000 mL
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CALDO DE PEPTONA (PY)

PEPIONA ... e 0,59
Caldo de SOja triPtiCASEING .....uuvvviieiiiiiiie e 0,59
EXtrato de [@VEAUIA ..........uuuiiiiiiiiiie e a e 109
SOIUGEOD T8 SAUS ....ueeiriiiiiiiiiie ittt e e 4 mL
I o113 (] 1 = 0,059
SRR 100 mL
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BIANCO, K.G. Avaliacdo da atividade antimicrobiana de extratos vegetais da savana
brasileira sobre Streptococcus mutans e a sua capacidade de desmineralizacéo e a
adesdo a superficie de vidro. 2004. 94 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2004.

Através de um estudo in vitro, foram avaliados os efeitos de diferentes extratos
vegetais na aderéncia de Streptococcus mutans a superficie de vidro, a sua atividade
antimicrobiana e a influéncia que esses extratos possuem sobre a capacidade de
desmineralizacdo da hidroxiapatita por esses microrganismos. Foram utilizados
Streptococcus mutans GS 5 e Streptococcus mutans ATCC 1910 e 5 isolados clinicos
obtidos de pacientes com alto risco a cérie e identificados de acordo com suas
caracteristicas bioquimico-fisiolégicas e morfolégicas. Extratos vegetais, aquosos e
hidroalcodlicos, de casca e folha de angico (Anadenathera falcata), casca e folha de
araca (Psidium cattleianum), caule de arnica do campo (Solidago microglossa), casca e
folha de aroeira do sertdo (Astronium urundeuva), casca de caju (Anacardium
occidentale), folha do caju-agu (Anacardium giganteum), caule de cancerosa (Maytenus
ilicifolius), casca e folha de candeia (Vanillosmopsis erythropappa), casca de capitdo do
campo (Terminalia argentea), casca e folha de cedro (Cedrela fissilis), casca e folha da
figueira (Ficus enormis), folha da folha de carne (Roupala montana), folha de guajuvira
(Patagonula americana), casca e folha de ipé roxo (Tabebuia impetiginosa), casca de
jacaranda (Platypodium elegans), folha de jacaranda caroba (Jacaranda cuspidifolia),
folha de pau dalho (Gallepsia gorarema) e folha e casca de pequi (Caryocar
brasiliense) foram preparados. De todos os vegetais testados, somente os extratos de
folha de arac4, folha da aroeira do sertédo, caule da cancerosa, casca da candeia, folha
da figueira, folha da guajuvira, casca de jacaranda, folha de jacaranda caroba
apresentaram a capacidade de inibir o crescimento bacteriano. Quanto ao tempo
necessario para a eliminacdo de 90% do in6culo bacteriano em contato com os extratos
vegetais, verificou-se que o mesmo ficou entre 5 e 1440 minutos para 0sS
microrganismos planctbnicos e entre 60 e 1440 minutos para 0S microrganismos
formando biofilme. Os extratos de figueira e de jacaranda caroba n&o foram capazes de
inibir significativamente os microrganismos no biofilme. Observou-se que os extratos
gue mostraram maior atividade frente as cepas de referéncia testadas também
demonstraram uma maior e mais rapida atividade inibitéria frente aos microrganismos
em estado planctonico e formando biofilmes. Para avaliar a aderéncia de Streptococcus
mutans a superficie de vidro e a capacidade de desmineralizacdo da hidroxiapatita por
esses microrganismos s6 foram utilizados os extratos que tiveram atividade
antimicrobiana. Os resultados foram analisados estatisticamente pelo Teste de
Wilcoxon e pelo Teste do Qui-quadrado e mostraram que a maioria dos extratos
vegetais testados inibiu a adesdo de S. mutans sobre a superficie lisa do vidro, sendo
que sobre S. mutans GS 5 os extratos de aroeira do sertdo, candeia e guajuvira foram
0S que mais afetaram a adesdo microbiana, enquanto para S. mutans ATCC 1910 os
extratos de araca, aroeira do sertdo, guajuvira e jacaranda foram os que mais afetaram
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a adesdo. A adicdo dos extratos vegetais nado interferiu significativamente com a
capacidade de desmineralizacdo dos fragmentos de esmalte pelos cocos cariogénicos.

Palavras-chaves: Aderéncia Bacteriana. Desmineralizacdo. Extratos vegetais.
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BIANCO, K.G. Evaluation of antimicrobial activity of plant extracts from
the Brazilian savannah on Streptococcus mutans and its capacity of
desmineralization and adherence to glass surface. 2004. 94 f. Dissertagdo (Mestrado) —
Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2004.

Through an in vitro study, the effects of differents plant extracts on Streptococcus
mutans adherence to glass surface, its antimicrobial activity and the influence these
extracts on the capacity of desmineralization of hidroxiapatita by these microrganisms
were evaluated. Streptococcus mutans GS 5 and Streptococcus mutans ATCC 1910
and 5 clinical isolates from patients with high caries risk and indentified according to
their biochemical-physiological and morphologic characteristics were used. Aquous and
hydroalcoholic plant extracts of skin and leaf of Anadenathera falcata, skin and leaf of
Psidium cattleianum, stem of Solidago microglossa, skin and leaf of Astronium
urundeuva, skin of Anacardium occidentale, leaf of Anacardium giganteum, stem of
Maytenus ilicifolius, skin and leaf of Vanillosmopsis erythropappa, skin of Terminalia
argentea, , skin and leaf of Cedrela fissilis, skin and leaf of Ficus enormis, leaf of
Roupala montana, leaf of Patagonula americana, skin and leaf of Tabebuia
impetiginosa, skin of Platypodium elegans, leaf of Jacaranda cuspidifolia, leaf of
Gallepsia gorarema and leaf and skin of Caryocar brasiliense were prepared. Of all
tested plants only the Psidium cattleianum leaf extracts, leaf of Astronium urundeuva,
stem of Maytenus ilicifolius, skin of Vanillosmopsis erythropappa, leaf of Ficus enormis,
leaf of Patagonula Americana, skim of Platypodium elegans, leaf of Jacaranda
cuspidifolia showed the capacity of inhibiting the bacterial growth. Considering the
necessary time to eliminate 90% of the bacterial inoculum in contact with the plant
extracts, it was checked that it was from 5 and 1440 minutes for planctonics
microorganisms and from 60 and 1440 minutes for the microorganisms forming biofilm.
The extracts of Ficus enormis and Jacaranda cuspidifolia were not able to inhibit the
microorganisms significantly. It was observed that the extract that showed greater
activity related to the strains de reference tested also showed a greater and faster
activity of inhibition related to the microorganisms in planctonic state and forming
biofilms. To evaluate the adherence of Streptococcus mutans to glass surface and the
capacity of desmineralization of hydroxyapatite by these microorganisms only the
extracts that showed antimicrobial activity were used. The results were analysed
statistically through Wilcoxon test and test X2. They showed that the majority of tested
plant extracts inhibited the adherence of S. mutans to the smooth glass surface,
considering that to S. mutans GS 5 the extract of Astronium urundeuva, Vanillosmopsis
erythropappa and Patagonula americana affect the microbial adherence the most, on
the contrary for S. mutans ATCC 1910 where extracts, Psidium cattleianum, Astronium
urundeuva, Patagonula Americana and Platypodium elegans affect the adherence the
most. The addition of plant extracts did not interfere significantly the capacity of
demineralization of the enamel fragments by cariogenic cocci.

Key words: Bacterial Adhesion. Desmineralization. Plant Extracts.
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