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Sinopse: O microrganismo Streptococcus mutans ¢ a principal bactéria causadora da cérie
dentaria. A pesquisa foi direcionada a substancias que evitem a aderéncia das bactérias
nos dentes. Os oOleos e extratos para pesquisa foram obtidos de espécies da flora
amazonica, como a andiroba (Carapa guianensis Aubl.), a copaiba (Copaifera multijuga
Hayne), a castanha do Brasil (Betholletia excelsa Humb & Bonpl.), a jaca (Artocarpus
integrifolia L.F.), a tiririca (Cyperus rotundus L.), o cipo-cravo (Tynanthus elegans
Miers), o breu-branco (Protium heptaphyllum March), o pau rosa (Aniba roseodora
Ducke), a sacaca (Croton Cajucara Benth) e a laranjinha (Guatteria citriodora Ducke).
Foram analisadas as caracteristicas antimicrobianas, antiacidas e removedoras de biofilme
das amostras.
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RESUMO

Streptococcus mutans ¢ a bactéria principal implicada na cariogenicidade e na formagao
da placa dental conhecida como biofilme. Céries dentais sdo causadas pela colonizagdo e
acumulagdo de microorganismos orais ¢ a aderéncia ¢ o primeiro passo no processo de
colonizagdo. Linhagens de Streptococcus mutans fermentam carboidrato dietéticos,
principalmente sacarose, aderem a superficie de esmalte por ligagdes hidrofobicas de produtos
derivados deste metabolismo e promovem aderéncia firme e agregagdo celular de bactérias na
superficie do dente. Acidos produzidos no processo sdo criticos no desenvolvimento de caries
dentais. Apesar da existéncia de varios agentes anti-placas disponiveis no mercado a procura por
um agente eficiente ainda continua. Produtos naturais tém sido usados na medicina folclorica
como medicamentos e mostrado ser uma boa alternativa para prevencao de caries. O objetivo do
presente estudo foi investigar o efeito inibitorio dos extratos e 6leos de algumas espécies da
Amazonia, em relacao a atividade microbiana, aderéncia, e acidogenicidade de Streptococcus
mutans. As espécies selecionadas foram andiroba (Carapa guianensis Aubl.), copaiba (Copaifera
multijuga Hayne), castanha do brasil (Betholletia excelsa Humb & Bonpl.), jaca (Artocarpus
integrifolia L.F.), tiririca (Cyperus rotundus L.), cipd-cravo (Tynanthus elegans Miers), breu-
branco (Protium heptaphyllum Mart.), pau-rosa (Aniba roseodora Ducke), sacaca (Croton
Cajucara Benth) e laranjinha (Guatteria citriodora Ducke). Oleos essenciais de breu-branco,
breu-branco mais linalol de pau-rosa, copaiba, laranjinha, pau-rosa, sacaca e tiririca junto com
extrato cloroférmio de tiririca, cipo-cravo e extratos hexanicos de tiririca apresentaram halo de
inibicdo e mostraram atividade de antibacteriana. Entre os oleos e extratos estudados, o oleo
essencial de laranjinha comprovou atividade de antibacteriana mais forte. Nos testes de remogao
de biofilme os melhores resultados foram apresentados pelos 6leos essenciais de tiririca e breu
branco e extrato etanolico de tiririca. A investigagdo de propriedades antiacidas demonstrou que a
mistura de extrato cloroformico de andiroba com o controle constituido por meio de cultura
liquido e propilenoglicol apresentou pH 7.5, desfavordvel para crescimento de bactéria. Em
conclusdo, as espécies estudadas apresentaram potencial biotecnoldgico para desenvolvimento de

produtos com atividade removedora de biofilme e agentes de anticaries.

Palavras-chave: Streptococcus mutans, Biotilme, Extratos e Oleos.



ABSTRACT

Streptococcus mutans is the principal bacteria implicated in the cariogenicity and dental
plaque formation known as biofilm. Dental caries are caused by the colonization and
accumulation of oral microorganisms, and adherence is the first step in the colonization process.
Strains of Streptococcus mutans ferment dietary carbohydrates, mainly sucrose, adhere to the
dental enamel surface by hydrophobic bonds of products deriving from this metabolism,
promoting firm adherence and cellular aggregation of bacteria to the tooth surface. Acids
produced in the process are critical in the development of dental caries. Despite several
antiplaque agents being available in the market, the search for an efetive agent still continues.
Natural products have been used in folk medicine and shown to be a good alternative for caries
prevention. The objective of the present study was to investigate the inhibitory effect of the crude
extracts and oils from some Amazonian vegetal species on adherence, microbial activity and
acidogenecity of Streptococcus mutans. The selected species were andiroba (Carapa guianensis
Aubl.), copaiba (Copaifera multijuga Hayne), castanha do brasil (Betholletia excelsa Humb &
Bonpl.), jaca (Artocarpus integrifolia L.F.), tiririca (Cyperus rotundus L.), cipd-cravo (Tynanthus
elegans Miers), breu-branco (Protium heptaphyllum March), pau-rosa (Aniba roseodora Ducke),
sacaca (Croton Cajucara Benth) and laranjinha (Guatteria citriodora Ducke). Essential oils of
breu-branco, breu-branco plus linalool from pau-rosa, copaiba, laranjinha, pau-rosa, sacaca and
tiririca along with tiririca chloroform extract, cipd-cravo and tiririca hexane extracts presented an
inhibition halo, showing antibacterial activity. Among the oils and extracts studied, laranjinha
essential oil evidenced stronger antibacterial activity. On the plaque remotion tests, the best
results were presented by tiririca and breu branco essential oils and tiririca ethanol extract. The
investigation of antiacid properties showed that the mixture of andiroba chloroform extract with
the control constituted by culture liquid medium and propyleneglycol presented pH 7,5,
unfavorable to bacteria growth. In conclusion, the species studied presented potential for further

development of biotechnological antiplaque and anticaries agents.

Key words: Streptococcus mutans, Biofilm, Extracts and Oils.



1 INTRODUCAO

O uso de espécies vegetais para tratamento e cura de doencas remonta ao inicio da
civilizagdo, desde que o homem aprendeu a manusear ¢ modificar os produtos naturais para o
proprio beneficio. Esta pratica milenar ultrapassou todas as barreiras e obstaculos durante o
processo evolutivo e chegou até os dias atuais, sendo amplamente utilizada por grande parte da

popula¢dao mundial, como fonte eficaz de recurso terapéutico (DI STASI, 1996).

As espécies vegetais tém contribuido de forma significativa para o fornecimento de
metabolitos secundarios, muitos destes de grande valor agregado devido as suas aplicagdes como
medicamentos, cosméticos, alimentos e agroquimicos. Varios desses metabodlitos constituem-se
em modelos para o desenvolvimento de medicamentos sintéticos modernos (procaina, cloroquina
e tropicamida) ou de firmacos imprescindiveis (vimblastina, vincristina e podofilotoxina e os
analogos etoposideo e teniposideo, taxol, camptotecina e derivados) (PINTO e EPIFANIO,
2002).

A bactéria Streptococcus mutans é a mais importante na formagao da cérie dentaria, com
seus polissacarideos extracelulares de reserva (levano e dextrano) e aderente (mutano), promove
a aderéncia inicial das bactérias ao dente e mantem a nutricdo desses microrganismos compondo
o biofilme (conjunto de bactérias que potencializam o processo carioso). Esse processo se tornou
objeto de intensos estudos por todo o mundo. Contudo, as pesquisas buscavam no passado, a
erradicacdo dessa bactéria, sem levar em consideragdo o possivel desequilibrio entre os
microrganismos existentes no ambiente bucal, visto que as bactérias comensais e
odontopatogénicas interagem entre si, o0 meio salivar, a dieta alimentar e a predisposi¢ao do
hospedeiro. Dessa forma, a patologia cariosa nos dentes humanos pode ser definida como uma
doenga multifatorial, microbiana, infecciosa, transmissivel, sacarolitica, que converte a sacarose ¢
demais carboidratos em acidos laticos e outros acidos organicos, os quais atacam o esmalte dos
dentes.

Atualmente, com a mudanga do paradigma de erradicar para inativar, criou-se uma nova
era de pesquisas, voltadas para os principios bioativos capazes de promover a remoc¢do do

biofilme dental, e por sua vez inativar a a¢do cariogénica dos microrganismos a ela vinculados.



Nesse contexto, surge a Amazonia brasileira como a maior floresta tropical do mundo,
com sua vasta biodiversidade vegetal, capaz de fornecer substancias potencialmente viaveis para
solucionar em definitivo a problematizagdo supracitada. Paradoxalmente, poucas sdo as pesquisas
realizadas com esta contextualizagdo, sendo este estudo pioneiro na busca de alternativas de
tratamento e controle da cérie dentdria. As populagdes que vivem proximas da floresta conhecem
muitas espécies uteis, porém esse conhecimento, em geral, € restrito e pouco divulgado. Desta
forma, muitas espécies sdo, e talvez continuem para sempre, desconhecidas devido a diminui¢ao

das florestas e a descaracterizagcdo das populagdes tradicionais (RIBEIRO et al, 1999).

As espécies selecionadas sdo: a andiroba (Carapa guianensis Aubl.), copaiba (Copaifera
multijuga Hayne), castanha do brasil (Bertholletia excelsa Humb & Bonpl.), jaca (Artocarpus
integrifolia L.F.), tiririca (Cyperus rotundus L.), cipo-cravo (Tynanthus elegans Miers), breu-
branco (Protium heptaphyllum March), pau rosa (Aniba roseodora Ducke), sacaca (Croton
cajucara Benth) e a laranjinha (Guatteria citriodora Ducke). Essas espécies sdo amplamente
utilizadas pelos povos amazonicos, sendo suas propriedades farmacoldgicas e aspectos quimicos,
na grande maioria descrita. O presente estudo propde acrescentar mais propriedades as espécies
vegetais analisadas, especificamente no campo da odontologia visando, no futuro, a possibilidade
da produgdo biotecnologica de um dentifricio que desestabilize a aderéncia e a manutengdo da

Streptococcus mutans no biofilme, evitando assim a carie dentaria.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar as propriedades antimicrobianas, removedoras de biofilme e antidcidas dos 6leos
e extratos, obtidos de vegetais encontrados na Amazodnia brasileira, sobre a bactéria

Streptococcus mutans.

2.2 Objetivos especificos

«Avaliar a propriedade antimicrobiana das amostras estudadas, em relagdo a

Streptococcus mutans, principal bactéria responsavel pela carie dentaria.

«Verificar a propriedade removedora de biofilme produzido pela bactéria Streptococcus

mutans, das amostras analisadas, eliminando ou reduzindo o risco de carie dentaria.

«Constatar a propriedade antidcida das amostras pesquisadas como inibidor de acido

latico, principal &cido produzido pela Streptococcus mutans na lesdo cariosa.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biofilme

Segundo Leite ef al (2001), o termo biofilme é empregado para designar comunidades de
microrganismos (bactérias e/ou fungos) aderidas sobre uma superficie e sob a agdo continua de
um fluxo. A formacgdo do biofilme dental ¢ a etapa inicial no desenvolvimento da carie dentaria,
assim como infec¢des periodontais, e ocorre em duas fases distintas. Durante a primeira fase,
bactérias que possuem carga negativa podem alcangar, por energia cinética, uma superficie
natural que possui carga positiva (Figura 1). Na segunda fase, o biofilme acumula bactérias por
co-agregacdo com a mesma espécie ou com outras espécies utilizando mecanismos e estruturas
como glicocalice (camada externa a parede bacteriana, amorfa de polissacarideos), adesinas
(estruturas de aderéncia da superficie bacteriana), e pili (estruturas funcionais para troca do
material genético entre as bactérias, assim como as adesinas), além da producdo de matriz

polissacaridica extracelular (JORGE, 1998; KOLENBRANDER, 2000).

O ciclo de desenvolvimento do biofilme pode ser resumido em quatro fases: a iniciagdo, a
maturacdo, a manutencdo ¢ a dissolugdo. A plasticidade fenotipica permite que as bactérias se
adaptem as alteragdes impostas pelo ambiente ao qual estdo submetidas. A transicdo entre um
estado e outro ¢ feita de maneira controlada e ¢ altamente complexa sob o ponto de vista

fisiologico, bioquimico e molecular (O’ TOOLE et al, 2000).

Os biofilmes podem ser formados por uma unica ou por diferentes espécies de
microrganismos. No seu processo de formagdo, uma comunidade microbiana multi-espécie, com
um patdégeno predominante, interage com o hospedeiro, dividindo espaco e recursos disponiveis
com outros organismos oportunistas. O biofilme garante a vida da colonia em ambientes nao
estaveis, com fluxo constante de liquidos. Pode-se atribuir ao biofilme uma série de vantagens
para a colonia, como melhor comunicagdo entre células, em fungdo da solugcdo de continuidade
entre elas, facilitando as atividades bioquimicas, melhor proliferacdo, defesa coletiva contra
fatores antagdnicos, com acesso a nichos e recursos que ndo poderiam ser utilizados por células

isoladas (LEITE et al, 2001).



A formagdo do biofilme na superficie dental é fendmeno complexo, e possivelmente a
chave para o esclarecimento das patologias bucais de origem bacteriana. O entendimento preciso
da formacdo e viruléncia desse biofilme em fung¢do do tempo, fatores imunoldgicos, fatores
microbianos, entre outros, t€ém sido pesquisados por muitos autores, ¢ vém sendo gradativamente

esclarecidos (MONTANARO et al, 2004).
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Figura 1. Interagdo de glicoproteinas derivadas do hospedeiro com a superficie carregada do esmalte. Acredita-se que
essas interagdes eletrostaticas ocorram através de pontes de ions de calcio encontradas na “camada de hidratacdo de
Stern”.

FONTE: NISENGARD & NEWMAN (1997)

3.2 Epidemiologia da cdrie dentdria

Os estreptococos do grupo mutans t€ém sido encontrados em praticamente todos os
individuos independente da prevaléncia de carie (CARLSSON et al, 1985). Porém, a simples
deteccdo desses microrganismos na saliva ou placa dental ndo justifica o desenvolvimento de
caries, devendo-se levar em consideragdo, a concepcao da natureza multifatorial da carie como
doenca, a qual esta sujeita as proprias condi¢des socio-econdmicas, culturais e ambientais de uma

populagdo. Dos fatores fundamentais para a ocorréncia da carie destacam-se a dieta com alto teor



de sacarose e a qualidade e freqliéncia de higiene bucal (MATTOS-GRANER et al, 2001;
BRATTHALL, 1992).

A carie dentaria ¢ uma patologia microbiana, infecciosa, transmissivel e sacarolitica, dos
tecidos calcificados dos dentes, mais especificamente do esmalte dentdrio. Essa doenca
caracteriza-se pela desmineralizagdo da estrutura inorganica e destrui¢do da substancia organica
do elemento dentdrio. De todas as patologias bucais conhecidas, a céarie dentaria destaca-se em
primeiro plano, como a doenga mais antiga estudada pela odontologia moderna (SHAFER e al,

1983).

Segundo Loesche (1986) a carie dentaria ¢ uma das doengas infecciosas, transmissiveis,
mais prevalentes em humanos e uma das mais dispendiosas, quanto ao tratamento sintomatico
restaurador. Além disso, o tratamento da lesdo de carie € ineficaz para o controle e eliminacdo da
doenca. A lesdo cariosa ¢ a manifestagdo de um processo patoldogico que ocorre em conseqiiéncia
de uma interagdo entre bactérias presentes na cavidade bucal, superficies dentais e constituintes
da dieta, especialmente a sacarose. Com relagdo a microbiota bucal, a colonizagao precoce dos
dentes por S. mutans, ¢ fator de risco conhecido e que predispde a cérie na denticdo decidua

(MATTOS-GRANER et al, 2000).

A defini¢do de carie dentaria como uma doenga microbiana, infecto-contagiosa da
civilizagdo moderna, deve-se a comparacdo com os grupos humanos pré-historicos que
dificilmente apresentavam essa patologia destrutiva dos tecidos mineralizados do elemento
dentario. Segundo Lenhossek (1919), em seus estudos antropolédgicos, os cranios dolicocéfalos
humanos do periodo pré-neolitico (12.000 a.C.) ndo apresentavam caries dentarias; porém, os
cranios braquicéfalos do periodo neolitico (12.000 a 3.000 a.C.) mostravam dentes cariados.
Nestes casos estudados, a maioria compreendia pessoas idosas com dentes desgastados pela
impacg¢do alimentar, comprometendo as areas cervicais. O estudo de Mellanby (1934) apresenta

uma revisdo da literatura sobre a carie nas ragas primitivas existentes e a incidéncia era

invariavelmente menor, quando comparada ao homem moderno.

A aquisicdo dos microrganismos cariogénicos ocorre geralmente nos primeiros anos de
vida, persistindo por toda existéncia do individuo, mesmo com o tratamento da area lesionada. E
considerada uma doenga cosmopolita, afetando os habitantes de todas as areas geograficas do

planeta, sem distingao de sexo, ragas, niveis socio-econdmicos e faixas etarias. Contudo, existem



individuos resistentes a carie dentdria, denominados isentos de carie, ndo havendo explicacao

plausivel para este fenomeno (LOESCHE, 1977).

A presencga da carie dentaria nas sociedades modernas tem sido objeto de extensos estudos
em todo o mundo, por sua distribuicdo cosmopolita. Com a existéncia de uma vasta literatura
sobre epidemiologia da carie dentaria, em distintas areas geograficas envolvendo diferentes ragas,
etnias e faixas etarias, fica evidente a influéncia da civilizagdo moderna e sua dieta, com a

incidéncia e prevaléncia da cérie em humanos (SHAFER ef al, 1983).

Prince (1936) relatou que os esquimos do Alasca vivendo em isolamento, apresentavam
uma incidéncia de carie de aproximadamente 0,1%, enquanto os esquimds vivendo em areas com
acesso aos alimentos industrializados apresentavam uma incidéncia de 13% dos dentes
examinados. Como destaque nesta pesquisa, os esquimoés que tinham uma dieta rica em 6leos de
peixes e carne de baleia apresentavam baixos indices de carie, em relagdo aqueles com acesso a
alimentos contendo sacarose, confirmando uma relacdo direta entre dieta e composicao

bacteriologica da placa (VAN HOUTE, 1981).

Mellanby (1923) demonstrou um efeito compardvel da dieta sobre a cérie, em estudos
realizados em nativos do Sul da Rodésia. Cerca de 5% dos adultos que consumiam alimentos
europeus por apenas curto periodo de tempo tinham evidéncias de cérie dentaria. Por outro lado,
cerca de 20% dos adolescentes que haviam ingerido esses alimentos por um periodo de tempo
ligeiramente maior apresentava maiores lesoes do tipo cérie. Das criangas que haviam estado em
contato com habitos e alimentos europeus, na maior parte de suas vidas, 50% possuiam dentes
cariados. Resultados semelhantes foram relatados em estudos feitos em nativos como os maoris
da Nova Zelandia, por Pickerill (1913), beduinos arabes do deserto, por Clawson (1936), e

samoanos do Hawai, por Restarski (1941).

Ha percepcdo de que tribos primitivas isoladas sdo praticamente isentas de carie, podendo,
no entanto existir certa resisténcia dependendo da raca a esta doenca. Contudo, o habito alimentar
torna-se relevante, a partir do momento em que a incidéncia de carie dentaria aumenta com a
troca ou adi¢do de alimentos ditos civilizados, geralmente ricos em carboidratos, dentre eles a

sacarose (SHAFER et al, 1983).

Historicamente, o homem primitivo raramente apresentava essa moléstia, devido ao seu

habito alimentar rico em fibras e proteinas. Estudos cientificos comprovaram a relagao da carie
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dentaria com as dietas humanas, ricas em carboidratos, sendo o mais cariogénico a sacarose
(MELLANBY, 1934). A partir desse fato, a carie dentaria passou a ser considerada uma doenga
da civilizagdo moderna. Com a industrializagdo dos alimentos ricos em sacarose, aumentaram a
proliferagdo e manutencdo da carie dentaria, aliada aos outros co-fatores como: predisposicao do

hospedeiro e presenga dos agentes cariogénicos (SHAFER et al, 1983).

Grande avango para a compreensao desse estudo se deu a partir do século XIX, com a
descri¢do da placa dental (placa bacteriana ou placa microbiana), como uma estrutura aderente de
significativa importancia no inicio do processo carioso (BLACK, 1899). O pré-requisito
fundamental para desencadear esse processo ¢ a formagdo da pelicula adquirida, composta por
mucina (glicoproteina salivar), a qual ¢ produzida apds escovagao (BIBBY, 1931), podendo ser
simultaneamente colonizada por bactérias, como Lactobacillus sp associadas ou ndo a espécies de
fungos geralmente do género Actinomyces sp (ALALUUSUA et al, 1989), além da
Streptococcus mutans contidas na saliva (BUISCHI et al, 1989).

As pesquisas focalizaram seus esfor¢os no sentido de erradicar a principal bactéria, a
Streptococcus mutans. Contudo, ficava sempre a reflexdo se este seria o melhor caminho, visto
que esse microrganismo compde, juntamente com a microbiota aerdbica, uma relacdo de
comensalismo na cavidade bucal, e sua eliminacdo poderia causar mais transtornos € novas

patologias bucais (SHAFER et al, 1983).

Atualmente, com a mudanga do paradigma de erradicar para inativar, cria-se uma nova era
de pesquisas, voltadas para os principios bioativos capazes de promover a antiaderéncia do

biofilme.

A Amazodnia brasileira destaca-se como a maior floresta tropical do mundo, com sua
biodiversidade vegetal capaz de fornecer substincias vidveis e biotecnologicamente compativeis,
para solucionar a problematizacdo supracitada. Poucas sdo as pesquisas realizadas,
principalmente na area da odontologia, visto que os indices de CPOD (indicam dentes cariados,
perdidos, e obturados) sdo de aproximadamente 3,66 na regido amazodnica, isso demonstra que
essa regido encontra-se acima do estabelecido pela OMS (Organizacdo Mundial de Saude) cujo

valor ¢ de 2,5 para populagdo na faixa etaria de 18 anos (YURTSEVER et a., 2004).
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3.2.1 Etiologia da carie dentdria

A complexidade do tema aliada as complicagdes multifatoriais indiretas como
predisposicdo do hospedeiro, o pH salivar e o tipo de dieta, sdo responsdveis por mascarar ou
induzir as causas diretas, como a formagdo do biofilme. Na tentativa de responder
consensualmente a origem da cérie dentaria, anos de pesquisa produziram teorias classicas como
a teoria proteolitica de Heider e Wedl (1869) apud Shafer et al/ (1983 p. 384-385), a teoria
acidogénica de Leber e Rottenstein (1873) ou teoria quimico-parasitaria de Miller (1905) apud

Shafer et al (1983 p. 370-381), e a teoria da proteodlise-quelagao proposta por Schatz et al (1975).

Dentre as 200 a 300 espécies bacterianas presentes na cavidade bucal, apenas um pequeno
numero, entre elas os Streptococcus mutans e Lactobacilus sp, pode causar carie, sustentando a

teoria da placa especifica (LOESCHE, 1986).

Mecanismos envolvidos na formacdo da placa bacteriana cariogénica, entre eles as
caracteristicas fenotipicas dos Streptococcus mutans estao relacionadas a sua viruléncia e a

relagdo entre a microbiota, a saliva, a dieta e o dente (TANZER, 1989).

O consumo excessivo de carboidratos propicia meio adequado a proliferacdo desses
microrganismos produtores de 4cidos que levam a desmineralizagdo do esmalte. Assim, a
progressao da carie depende do hospedeiro suscetivel, microbiota patogénica e dieta rica em

carboidratos, interagindo em condi¢des criticas num determinado periodo de tempo (YAZAKI et

al, 1999; PETTI e HAUSEN, 2000).

3.2.2 Os microrganismos formadores da cdrie dentdria

A importancia dos microrganismos no processo de formagdo e consolidacdo da cérie na
cavidade bucal foi considerada em varios trabalhos. Destaca-se o relevante estudo de Clarke
(1924) ao descrever uma nova espécie de bactéria, a Streptococcus mutans, isolada a partir das
lesdes de carie dos pacientes ingleses. O interesse por esse estreptococo permaneceu latente até a
década de 1960. As pesquisas estavam voltadas para a espécie Lactobacilus acidophilus, que foi

encontrado com muita freqliéncia em humanos suscetiveis a carie (WEYNE, 1989).
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Segundo Bunting et al (1926), esse microrganismo foi considerado etiologicamente
importante, pois em seus estudos foi relatada a auséncia desta bactéria em pessoas imunes a carie
e em contrapartida, sua freqiiente presenga em bocas de pessoas com suscetibilidade a carie
dentaria. Outros autores, como Jay e Voorhees (1927), Arnoud e McClure (1941), Becks et al,

(1944), corroboraram com estas descobertas envolvendo o L. acidophilus.

As pesquisas bacterioldgicas facilitam a compreensao das fungdes dos microrganismos,
isolados ou interagidos na etiologia da cérie. A inter-relacdo da microbiota bucal e a dieta do
individuo demonstram o desenvolvimento do processo carioso em todas as fases da denticao
humana. Embora haja discordancia em relagdo a especificidade de cada microrganismo, sejam
bactérias como Lactobacilus acidophilus, Streptococcus mutans, fungos como Actinomyces sp. €
outros. Todos estes fatores diretos sdo indispensaveis na formagdo e consolidagdo da lesdo

cariosa no elemento dentario (SHAFER et al, 1983).

A existéncia de fatores secundarios (saliva, fluor e higiene bucal) tem grande influéncia
no desenvolvimento da carie dentaria, funcionando como moduladora dos fatores primarios

anteriormente descritos (AFONSKY, 1961).

O processo bioquimico de formacdo dos acidos a partir da degradagdo dos carboidratos,
principalmente da sacarose, ainda ndo foi definido com exatiddo. No metabolismo bacteriano, as
acOes enzimaticas sobre os agucares produzem principalmente acido latico, butirico e outros. Para
Shafer et al (1983), “o mito de que a saliva acida causa a cérie dentaria deve ser repelido, pois

leva o paciente ha pensar que pouco pode ser feito para prevenir a cérie dentaria”.

3.3 O microrganismo cariogénico: Streptococcus mutans

Segundo Tortora et al (2004), as bactérias orais sdo sacaroliticas, convertendo a sacarose
e demais carboidratos em 4cido latico e outros acidos organicos, 0s quais atacam o esmalte dos
dentes. A populagdo microbiana sobre e em torno dos dentes ¢ muito complexa; mais de 300

espécies foram descritas.

A bactéria cariogénica mais importante, responsavel pela formagdo da cérie, ¢ a

Streptococcus mutans. Caracterizada como um estreptococo gram-positivo, ndo hemolitico, ndo
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agrupado sorologicamente, capaz de produzir um polissacarideo aderente de moléculas de glicose
denominado de dextrana extracelular (Figura 2), que adere firmemente a superficie lisa do
esmalte dental. Algumas outras espécies de estreptococos também sdo cariogénicas; contudo,
desempenham papéis de menor relevancia na iniciacdo do processo carioso (TRABULSI et al,

2002).

A inicializagdo da carie dentaria depende da fixa¢dao do S. mutans, ou outro estreptococo
ao esmalte dental. Vale ressaltar que estas bactérias ndo aderem a um dente limpo, mas dentro de
minutos o dente recém-escovado ¢ revestido com uma pelicula de mucina, glico-protéina salivar.
Em algumas horas, as bactérias cariogénicas se estabelecem nesta pelicula e comegam a produzir
um polissacarideo aderente de moléculas de glicose, denominada dextrana (GIBBSONS &
NYGAARD, 1968). Contudo, a interferéncia de algum desses mecanismos pode prevenir a

formagdo da carie dentéaria (CIARDI et al, 1981).
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Figura 2. A - Streptococcus sanguis - Dextrana contendo no esqueleto a (1,6)-glicose ¢ cadeia lateral tipica de
dextranas insoluveis. B - Streptococcus mutans - Dextrana com cadeias laterias de o (1,3)-glicose. A extensdo das
ligacdes a (1,3) determina a solubilidade da dextrana.

FONTE: NISENGARD & NEWMAN, 1997

Durante a producdo de dextrana, as bactérias primeiramente hidrolisam a sacarose em
seus componentes monossacarideos, frutose e glicose. Enzimas como a glicosiltransferase
convertem as moléculas de glicose em dextrana. A frutose residual € o aglcar primario
fermentado em 4cido latico. O acimulo de bactérias e dextrana aderido ao elemento dentario

compdem a placa bacteriana (NEWBRUN et al, 1977) (Figura 3).
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Figura 3. Placa bacteriana ou biofilme. Em destaque a Streptococcus mutans.
FONTE: Disponivel em: < http://www.usc.edu/hsc/dental/opath/Cards/EnamelCaries.html>. Acesso em: 25 margo
de 2005

O Streptococcus mutans, através de sua acao sacarolitica, produz acido latico de forma
pontual na placa, iniciando o processo de desmineralizagdo, resultando fundamentalmente na
solubilizacdo da hidroxiapatita C;o(PO.)sX, (Unidade molecular formadora do esmalte dental),
quando a acidez salivar reduz os valores abaixo do critico situado, em torno de pH 5,2 (CURY,

1981; ROSEN et al, 1989).

Mediante este quadro, ¢ estabelecido o parametro inicial para o surgimento da carie
incipiente, clinicamente observada na forma de mancha branca do esmalte dentario. A partir deste
momento, a patologia cérie dentdria estd instalada, causando progressiva perda dos cristais de
hidroxiapatita, em funcdo dos produtos do metabolismo bacteriano, a presenca do biofilme e
formacao dos polissacarideos extracelulares de fundamental importancia para desagregacao

destes constituintes do esmalte dentario MATSUMOTO et al, 1999; DUARTE et al, 2003).

A alta cariogenicidade do biofilme formado na presenca de sacarose ¢ principalmente
explicada pela alta concentragdo de polissacarideos extracelulares insoluveis, mutano e dextrano,
mas a baixa concentragdo inorganica e a composi¢do protéica também podem influenciar o

processo (CURY et al, 2000).

Os estreptococos do grupo viridans incluem varias espécies de estreptococos a-
hemoliticos ¢ nao hemoliticos, a maioria dos quais ¢ parte da microbiota normal do trato
respiratdrio superior, genital e orofaringe. Os estreptococos viridans podem ser divididos em

grupo mutans (os isolados de origem humana S. mutans e S. sobrinus, mais algumas espécies de
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origem animal como S. cricetus, S. rattus e S. macacae), grupo salivarius (S. salivarius e S.
vestibularis), grupo mitis (S. mitis e S. oralis) e grupo sanguis (S. sanguis, S. gordonii, S.
parasanguis e S. crista) (FRANDSEN et al, 1991). A identifica¢do por analise de DNA de quatro
grupos geneticamente distintos resultou na reclassificacdo do grupo mutans, a cada grupo foi
dado um nome de espécie individual: S. mutans, S. cricetus, S. rattus e S. sobrinus. (SLOTS &
TAUBMAN, 1999). O estudo de Newbrun (1983) demonstrou a localizagao das bactérias no
dente e o tipo de carie promovido por sua significancia, em destaque a presenga do Streptococcus

mutans (Tabela 1).

Tabela 1. Associacdo entre as bactérias e os tipos de cérie dentaria.

TIPOS DE CARIE ORGANISMOS ISOLADOS SIGNIFICADO
POSSIVEL NAS CARIES

Sulcos e fissuras

Streptococcus mutans
S. sanguis

S. mitis

Lactobacillus sp
Actinomyces sp

Altamente significante
Levemente significante
Nao significante
Altamente significante
Pode ser significante

Superficie lisa

Streptococcus mutans
S. salivarius

Altamente significante
Pequena significancia

Caries de dentina

Lactobacillus sp
Actinomyces viscosus
A. naeslundii
Streptococcus mutans
Bacilos filamentosos

Altamente significante
Significante
Altamente significante
Pode ser significante
Significante

Caries de raizes

A. viscosus

A. naeslundii
Streptococcus mutans
S. sanguis

S. salivarius

Bacilos filamentosos

Altamente significante
Altamente significante
Alguma significincia
Significado ndo claro
Significado ndo claro
Altamente significante

FONTE: NEWBRUN (1983)

Os estreptococos do grupo mutans foram isolados no inicio do século XX, em criancas
inglesas, e descritos como estreptococos “mutantes”. Visto que apresentavam morfologia celular
mais achatada que outros estreptococos, na cavidade bucal emergiram como importantes agentes
patogénicos predominantemente associados com o inicio e a patogenia da carie dental

(MATTOS-GRANER, 1999).

As espécies S. mutans, S. sobrinus e outros membros de estreptococos bucais do grupo

mutans sdo capazes de produzir enzimas denominadas glicosiltransferases, que hidrolizam a
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sacarose da dieta em glicose e frutose, € unem os residuos de glicose entre si por meio de ligagdes
glicosidicas a-1,6 e a- 1,4 para formar glicanos insoluveis. Esses glicanos conferem aos
microrganismos a capacidade de aderir as superficies lisas dos dentes e formar a matriz do
biofilme dental. A aderéncia especifica de S. mutans e de outros microrganismos aos glicanos
aderentes e insoluveis e a subseqiiente formagao de acidos, promovem a desmineralizagdo do

esmalte dentdrio e o inicio das lesdes de carie (LOESCHE, 1986; GRONROOS, 2000).

Outros estreptococos bucais, incluindo S. sanguis, S. salivarius e possivelmente S.
gordonii, também podem sintetizar esses polissacarideos, mas apenas os estreptococos do grupo
mutans apresentam aumento de colonizacdo induzido pela sacarose. Além disso, S. mutans
também produzem maior quantidade de 4cidos a partir de carboidratos, do que outras bactérias
bucais, porque sdo capazes de fermentar grande variedade de acticares e sdo mais resistentes aos
acidos do que outros estreptococos bucais. Esses microrganismos também sintetizam
polissacarideos intracelulares que podem ser metabolizados para produzir dcidos na auséncia de

carboidratos fermentaveis exégenos (GRONROOS, 2000).

Os estreptococos do grupo mutans foram originalmente descritos como uma unica
espécie: S. mutans, dividida em oito subgrupos designados de a a # em fungdo da especificidade
sorologica dos antigenos de carboidratos da parede celular. Mais tarde, esses varios sorotipos
foram classificados em categorias de espécies independentes: S. mutans (que inclui os sorotipos

¢, e e f) e S. sobrinus (sorotipos d e g), membros do grupo mutans, que predominam no homem

(BENTLEY et al, 1991).

As células de S. mutans sdo Gram positivas, t€m morfologia ovalada, medem cerca de 0,5
a 0,75 mm de diametro, agrupam-se em pares ou em cadeias, requerem meios nutricionalmente
ricos para seu crescimento, sdo anaerobios facultativos e sua temperatura 6tima de crescimento €
de 37 °C. Em meio de cultura Agar Mitis Salivarius, formam colonias pequenas, fortemente
aderidas ao meio de cultura, e com bordas irregulares. Com adicdo de sacarose ao agar, muitas
linhagens de S. mutans produzem colonias de cerca de 1| mm de didmetro. Quando cultivados em
agar sangue em microaerofilia por 48 horas, as colonias de S. mutans apresentam-se brancas ou
cinzas, circulares ou irregulares com 0,5 a 1,0 mm de diametro, tendendo aderir na superficie do

agar. O meio de cultura mais freqiientemente utilizado para o isolamento primario de S. mutans é
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o Agar Mitis Salivarius com adi¢io de sacarose, bacitracina e telurito de potassio (GOLD et al,

1973).

A identificacdo de S. mutans é baseada na sua morfologia colonial, seletividade ao meio
de cultura, coloragdo de Gram, morfologia a microscopia 6tica e caracteristicas de crescimento
especificas quanto ao padrio enzimatico e assimilagdo de aglicares (GRONROOS, 2000;

KONEMAN et al, 2001).

Também podem ser utilizados outros métodos de identificacdo como anticorpos
monoclonais, analise de DNA através da deteccdo de genes especificos como o gene B
glicosiltransferase (gtfB), gene frutosiltransferase (fif), gene dextranase (dexA) (BARBIERI,
2005).

3.3.1 O biofilme e a importincia do Streptococcus mutans

A presenca de acidos distribuidos na forma difusa, na cavidade bucal ¢ irrelevante na
formagdo do biofilme, e o seu respectivo mecanismo retentivo em um ponto especifico do
elemento dentario. Contudo, por longos periodos de exposi¢do aos acidos, somente a agdo topica
leva a destruicdo dos tecidos mineralizados dos dentes. Logo, a compreensdo da estrutura da
placa dental desvenda as atuagdes localizadas dos acidos, demonstrando seu relevante papel na
formagdo da carie e destrui¢do do esmalte dentario (BLACK, 1899). A placa ¢ um biofilme de
composicdo diversa e o seu significado microbiologico estd comegando a ser desvendado

(MARSH, 1999).

A placa dental também ¢ conhecida como placa microbiana ou placa bacteriana; foi
demonstrada por Williams (1897), sendo uma estrutura de significativa contribui¢do no inicio da
carie dental. A certeza da participacdo de microrganismos no desenvolvimento da cérie vem
sendo descrita hd mais de dois séculos. Com base em estudos subseqiientes, observou-se que
existem microrganismos especificos relacionados a cérie, fazendo com que a placa bacteriana, de
natureza cariogénica, seja constituida de uma microbiota anaerdbica, Gram positiva, sacarolitica,
representada basicamente pelos Streptococcus mutans, principalmente nos estddios iniciais da

doenga.
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Como confirmado por Loesche (1977), os S. mutans sdo microrganismos altamente
cariogénicos € a sua colonizacdo se faz presente nas fases precoces da vida, logo apos a erupgao
dos dentes. O S. mutans tem predile¢do por colonizar dentes cuja anatomia € rica em Aareas
retentivas (WEYNE, 1989). Criangas de tenra idade ndo abrigam esses microrganismos até algum
tempo apos a erup¢ao dentaria, pois eles requerem a presenca de uma superficie dura e nao-

descamante para colonizar.

Os lactobacilos, por sua vez, também integram o grupo dos microrganismos cariogénicos,
mas segundo Weyne (1989), esses microrganismos sO estdo presentes em estadios mais

avangados, onde as lesdes da carie se traduzem clinicamente com cavitagoes.

Alaluusua et al (1989), sugeriram que os S. mutans estdo associados a iniciagdo da carie,
enquanto que os lactobacilos, a sua progressdo. Esses microrganismos, quando presentes em
nimero elevado, indicam um alto risco/atividade de cérie. Segundo Buischi et a/ (1989), usar o
teste bacteriologico como um indicador da atividade cariogénica de uma populacdo constitui uma

ferramenta importante para o controle da carie dentaria.

Keys (1960) pela primeira vez, levantou a possibilidade de infec¢do interindividual da
microbiota cariogénica, ao constatar num estudo experimental realizado em hamsters, que
filhotes carie-resistentes poderiam ser contaminados quando engaiolados com animais carie-

ativos, ou com fezes ou materiais das placas destes animais.

Além do exposto acima, a transmissdo desses microrganismos também pode se dar de
forma indireta, por meio de alimentos ou objetos contaminados. Segundo Kohler e Brathall
(1978), os S. mutans podem sobreviver de maneira viavel nos objetos expostos ao meio ambiente
por sete horas e serem transmitidos através destes, como por exemplo, colheres de sopa de metal,
maganetas de porta, relogios, anéis etc. No mesmo ano, Svanberg (1978) realizou um estudo
mostrando que escovas e pastas dentais podem apresentar-se altamente infectadas pelo S. mutans
ap0s 0 seu uso e assim permanecer por algum tempo, podendo entdo, servir de meio de

contaminacao interindividual.
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3.3.2 Fatores de Viruléncia do Streptococcus mutans

O termo viruléncia ¢ descrito como a capacidade de um microrganismo causar doengas
em um hospedeiro. A relagdo entre hospedeiro e microrganismo ¢ dindmica, dependente de suas
caracteristicas individuais e do inter-relacionamento com fatores externos. A viruléncia de uma
bactéria consiste em propriedades que promovem sua entrada, colonizagdo e crescimento no
hospedeiro. Dentre os estreptococos do grupo mutans, o Streptococcus mutans é considerado de
maior relevancia devido aos seus fatores de viruléncia, sendo descritos como agente etiologico da

carie dental (HAMADA e SLADE, 1980; LOESCHE, 1986).

Gibbons (1984) relatou que o potencial cariogénico de S. mutans ¢ principalmente
dependente das suas altas propriedades acidogénicas e da habilidade de se acumular nos dentes,
principalmente devido a sintese de glucanos extracelulares a partir da sacarose. A produgdo de
acidos e a capacidade de metabolizacdo de substratos em meio 4cido, foram os primeiros fatores

de viruléncia atribuidos a microrganismos especificos relacionados a etiologia da carie

(LOESCHE, 1986; KOHLER et al, 1995).

Alguns estudos demonstraram que existem diferengas na capacidade de producdo de
acidos entre as diferentes espécies de estreptococos do grupo mutans. De Soet et al (1991),
observaram que S. sobrinus eram mais acidogénicos do que S. mutans em animais gnobidticos.
Kohler et al (1995), detectaram diferencas na producdo de acidos entre linhagens de S. mutans
isoladas de humanos, embora tenham observado grandes variacdes na acidogenicidade entre
linhagens de S. mutans isoladas de diferentes individuos. Os autores ndo foram capazes de
associar o potencial acidogénico com o numero de lesdes de carie presente nos individuos

colonizados por estes microrganismos.

Van Houte et al (1996), avaliaram o pH final do meio de cultura rico em sacarose, apds
cultivo de amostras de placa bacteriana de superficies dentarias com diferentes condic¢des clinicas
(lesdes de carie de raiz, superficies radiculares higidas, lesdes de manchas brancas em esmalte,
lesdes coronarias de carie ativa e superficies corondrias higidas) e observaram que quando S.
mutans estava presente em maior concentragdo na placa, foram detectados os menores valores de

pH, em torno de 4,2 coincidindo com as amostras de placa, das superficies dentarias com lesdes,
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sugerindo que a cariogenicidade da placa ¢ dependente do aumento na propor¢do de organismos

acidogénicos e aciduricos.

Além da tolerancia aos 4cidos e produgdo de acidos, os S. mutans ainda possuem como
mecanismos de viruléncia, a capacidade de sobrevivéncia no biofilme dental devido a alta
capacidade de adaptagcdo ao ambiente, presenga de adesinas na superficie celular, produgdo de
glicosiltransferases, mutacina e polissacarideos extracelulares. Em adigdo a esses fatores, outras
propriedades podem influenciar a viruléncia de S. mutans, entre elas a atividade proteolitica,
capaz de degradar coldgeno dos substratos (HOMER et al/, 1990; HARRINGTON e RUSSEL,
1994; JACKSON et al, 1997).

Enzimas associadas a célula do microrganismo utilizam sacarose como substrato,
separando-a em glicose e frutose, e por fermentacdo classica produzem energia e grande
quantidade de 4acido latico. Algumas moléculas de glicose provenientes da sacarose sao
convertidas em polissacarideo intracelular de alto peso molecular (amilopectina ou glicogénio),
este processo proporciona armazenamento de material para o metabolismo energético quando
nenhum substrato exogeno for encontrado. Além disso, os S. mutans podem produzir hidrolases
glicosidicas que extraem hidratos de carbono da saliva para utilizagdo como fonte de energia

(GRONROOS, 2000).

Mattos-Graner et al (2000) avaliaram algumas caracteristicas fenotipicas de viruléncia de
S. mutans isolados de criancas com e sem atividade de cérie e observaram uma relagdo positiva
entre a producdo de glicanos insoluveis e a capacidade de adesdo ao vidro, sugerindo que
linhagens de criancas com alta atividade de carie podem colonizar mais eficientemente,

induzindo mais facilmente a carie dental.

Segundo Alaluusua et al (1996), a maior diversidade genética de estreptococos do grupo
mutans observada em criangas com carie de mamadeira, deve-se as condigdes propicias do
ambiente para o estabelecimento de multiplos gendtipos. Entretanto, contrario a esta posigao,
Kreulen et al (1997), verificaram que criangas com lesdes de carie rampante apresentavam
apenas um clone de S. mutans enquanto os respectivos irmaos, sem lesdes de carie, apresentavam
de 2 a 5 clones, sugerindo que clones especificos de S. mutans sdo selecionados em cavidades

orais com atividade de carie.
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Avaliando a diversidade clonal de isolados de S. mutans em individuos livres de cérie e
carie-ativos, Napimoga (2004) concluiu que individuos cérie ativos albergam um maior nimero
de genotipos de S. mutans com alta capacidade de sintetizar glicanos insoliveis, quando

comparado com genotipos isolados de individuos livres de carie.

3.3.3 Colonizacgdo por Streptococcus mutans

Em geral, a aquisicdo de microrganismos pelo corpo humano ocorre por contato direto
entre um hospedeiro e outro, ou através de objetos inanimados, como chupetas e brinquedos. A
saliva ¢é a principal via de transmissio de S. mutans (KOHLER e BRATTHALL, 1979), e a mie é
considerada a mais importante fonte de infeccdo para as criancas (LI e CAUFIELD, 1995;
KLEIN et al, 2004), embora outros estudos tenham sugerido haver outras formas de aquisi¢ao

(MATTOS-GRANER et al, 2001)

Os processos iniciais de colonizacdo da cavidade bucal incluem a introducao de diversas
populacdes microbianas. Bactérias do género Streptococcus do grupo viridans (S. mitis, S. oralis
e S. salivarius) podem ser considerados alguns dos pioneiros neste processo, porém alguns
organismos variam de acordo com as condigdes enddgenas do hospedeiro (LI ¢ CAULFIELD,

1995).

A levedura C. albicans, por exemplo, em alguns portadores, assim como S. mitis, S. oralis
e S. salivarius colonizam diferentes superficies epiteliais da cavidade bucal. O surgimento de
novos nichos favorece a colonizagdo por novos microrganismos (DUCHIN ¢ VAN HOUTE,

1978; CASTRO et al, 2000).

A colonizagdo inicial por S. mutans na superficie dental envolve interacdes entre a
superficie da bactéria e receptores da pelicula adquirida, este mecanismo ¢ considerado sacarose-
independente. A adesdo de células bacterianas a superficie dos dentes ¢ de fundamental
importancia para o inicio da lesdo cariosa, resultando em dois estagios, o da aderéncia reversivel
da célula bacteriana a pelicula adquirida presente na superficie do esmalte dentario, e o estadgio
seguinte ¢ caracterizado pela acumulagdo de S. mutans através do seu crescimento e producao de
glicanos extracelulares (GIBBONS & NYGAARD, 1968). Em seguida, com a entrada da

sacarose, a cé€lula bacteriana ativa as enzimas glicosiltransferases que sintetizam glicanos
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extracelulares, principais responsaveis por essa adesdo e também pela coesdo intercelular,
intensificando as ligacdes e o acumulo das bactérias resultando numa massa microbiana tenaz,

configurada como placa bacteriana (NEWBRUN et al, 1977).

A colonizagdo dos dentes, possivelmente ocorre em duas fases distintas, aparentemente
independentes. A fase primaria ou inicial de colonizacdo ¢ dependente da interacdo especifica de
proteinas da pelicula adquirida do esmalte, com moléculas de superficie da célula bacteriana
denominada adesinas. A segunda fase de colonizacdo ¢ denominada fase de acimulo e propicia o
aumento do nimero de células bacterianas na placa dental, importante para a producio de acidos,
que favorece os processos de desmineraliza¢do dental. O acumulo de S. mutans nas superficies
dentarias envolve diferentes processos de interacdao, coaderéncia e coagregacdo com outros

microrganismos bucais (KOLENBRANDER e LONDON, 1993).

Caulfield et al (1993), em estudo longitudinal de 46 criangas desde o nascimento até cinco
anos de idade, detectaram S. mutans em 21% das criangas aos 19 meses de idade e em 62% das
criancas aos 31 meses de idade. Entre as criancas nao infectadas até os 31 meses de idade todas
se mantiveram livres de S. mutans até aos 5 anos de idade. Estes autores sugeriram que o periodo
critico para a implantacdo de S. mutans na cavidade bucal corresponderia ao intervalo entre 19 e
31 meses de idade, o qual foi denominado de “janela de infectividade”, que coincide com a

erupcao dos molares deciduos.

A detecgdo de S. mutans na saliva de individuos dentados € bastante elevada. Koga — Ito
et al (2003), analisando uma populagdo de criangas respiradoras bucais encontraram uma
prevaléncia de 75% a mais da populagdo bacteriana de S. mutans, em relagdo as criangas
respiradoras nasais. Napimoga (2004), analisando a clonalidade de S. mutans em par mae/filho,
encontrou prevaléncia de 80% nas amostras salivares das criangas e 100% nas amostras salivares
das maes. Azevedo et al (1998), avaliando as espécies de estreptococos do grupo mutans isolados

de amostras salivares de par mae/filho, detectou 94% de S. mutans nas criancas ¢ 100% nas maes.
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3.4 Aderéncia “in vitro” de Streptococcus mutans

Na tentativa de elucidar os fendmenos de interagcdes microbianas, co-agregagdo, aderéncia
e metabolismo dos diferentes microrganismos bucais, muitos modelos “in vitro” t€m sido
desenvolvidos, embora nesse tipo de estudo existam vantagens ¢ desvantagens. Dependendo do
tipo de analise a ser realizada, os fatores inerentes a microbiota bucal necessitam ser minimizados

para a analise mais detalhada de cada fendmeno.

Esses modelos incluem como corpos de prova, cortes dentais, fragmentos de dentina,
vidro, entre outros. Os modelos utilizados para ensaio de aderéncia sdo freqiientemente
analisados através de Microscopia Eletronica de Varredura (M.E.V.), Cintilografia, ELISA com
utilizagdo de anticorpo especifico para a bactéria em estudo e contagem de Unidades Formadoras

de Coldnia (U.F.C.) (GAINES et al, 2003).

Eick et al (2004), em estudo de aderéncia “in vitro” analisaram a capacidade de aderéncia
de S. mutans em diferentes materiais restauradores, com analise do experimento por meio de
Microscopia Eletronica de Varredura (M.E.V.) e contagem de Unidades Formadoras de Coldnias

(U.F. C)).

Aldsworth e Macfarlane (2001) desenvolveram um sistema de aderéncia “in vitro” em
membranas de ultrafiltracdo para a investigacdo de formagao de placa bacteriana formada por
bactérias bucais no estudo de desenvolvimento de lesdes de carie de raiz.

De acordo com os trabalhos relatados, hd evidéncias que S. mutans interage “in vitro”
pelos seus mecanismos de aderéncia e co-agregacdo, porém para que essas evidéncias sejam
comprovadas no meio bucal, hd necessidade de mais pesquisas, pois como foram observados,
muitos fatores devem ser considerados nessa interagao (BARBIERI, 2005).

Estudos tém demonstrado a agdo de uma série de produtos quimicos, agentes bioldgicos e
substancias naturais antiplaca e anticarie na restri¢do in vivo da formagdo do biofilme e carie, os
quais agem principalmente sobre a formagao dos polissacarideos extracelulares (CURY, 1981;
ROSEN et al, 1989; MATSUMOTO et al, 1999; DUARTE et al, 2003). O &cido tanico,
encontrado em varios tipos de cha e outras bebidas como o café, ¢ estudado como um importante
inibidor de crescimento bacteriano e da agdo da enzima glicosiltransferase (STRALFORS, 1967;

PAOLINO et al, 1980; KASHKET et al, 1985 A). E também capaz de formar um complexo
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estavel com proteinas ricas em prolina presentes na saliva (HAGERMAN & BUTLER, 1981), as
quais estao diretamente envolvidas com a adsor¢do de bactérias bucais a pelicula adquirida. Essa
capacidade de unir as proteinas pode interferir com os receptores da superficie celular dos
microrganismos envolvidos na adesdo bacteriana (OTAKE et al, 1991).

Elvin-Lewis et al, (1980) observaram que o fluor e o 4cido tanico presentes em algumas
variedades de cha afetaram o crescimento, aderéncia e a producdo de polissacarideos
extracelulares por S. mutans. Experimentos em laboratorio demonstraram que extratos de cacau,
chd e café inibiram a enzima glicosiltransferase de véarios estreptococos orais, sendo que os
extratos de cacau e café ndo perderam essa habilidade mesmo apds a retirada do acido tanico
presente em seus extratos (KASHKET et al, 1985 A; KASHKET et al, 1985 B).

Prabu et al (2006) ao estudar o potencial antiplaca do flavonoide guaijaverin de Psidium
guajava destacam que Streptococcus mutans adere a superficie do esmalte do dente por
interagdes de ligagdes hidrofobicas. Agentes terapéuticos que ajudam a evitar formagdo de
ligacdes hidrofobicas deveriam ajudar a reduzir a incidéncia de céries. Adicionalmente, observam
que a hidrofobicidade de S.mutans esta principalmente associada a proteinas da superficie das
células (McBRIDE et al, 1984), sendo possivel que os componentes ativos dos extratos desta
planta liguem-se as proteinas da superficie das células, diminuindo a hidrofobicidade. A pesquisa
de Prabu et al (2006), baseada em hidrofobicidade descreveu em duas linhagens diferentes de
S.mutans caracteristicas suficientes para classifica-las como hidrofobicas e hidrofilicas,
ampliando a gama de alternativas para explicacdo dos mecanismos de acdo dos agentes

terapéuticos.

3.4.1 A importincia do isolamento das culturas microbioldgicas

O meio de cultura é uma mistura de nutrientes necessarios ao crescimento microbiano.
Basicamente, deve conter a fonte de energia e todos os elementos imprescindiveis a vida das

células em isolamento (TRABULSI et al, 2002).

Uma populagdo microbiana com crescimento ativo, instalada em um meio nutritivo,
constitui uma cultura. Na natureza, os microrganismos raramente estdo isolados; geralmente as

espécies estdo misturadas e se desenvolvem em conjunto, se as condi¢des sao favoraveis. A
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cultura de uma tnica espécie ¢ denominada de cultura pura. Todos os trabalhos de laboratorios
sao baseados na utilizagdo de cultura pura, pois sdo as unicas que permitem estudos precisos,

morfologicos e fisiologicos (LARPENT, 1975).

Todos os micrébios saprofitos ou patogénicos do homem e dos animais necessitam de
carbono, oxigénio, hidrogénio, nitrogénio enxofre e fosforo para se multiplicar. Certos
microrganismos exigem substancias especiais descritas na literatura como fatores de crescimento,
pois estas sdo importantes para a reproducdo do microrganismo e manuten¢do de sua vida “in
vitro”. Logo, o meio de cultura ideal deve fornecer igualmente estes fatores (NEIDHARDT et al,

1990).

O meio de cultura ndo deve conter nenhuma substancia inibidora parcial ou total da
multiplicacdo e viabilidade. Enfim, o meio favoravel deve preencher todas as condigdes para
reproducdo, as quais variam dependendo da espécie bacteriana. Os fatores fundamentais como
pH, isotonicidade e temperatura de incubagdo, determinam o sucesso da cultura microbioldgica

(LARPENT, 1975).

3.5 A origem do conhecimento tradicional relacionado a etnobotinica

As sociedades humanas, independentes da regido geografica, raca ou etnia, acumulam ao
longo do tempo informagdes pertinentes ao ambiente, em seu habitat natural, criando um acervo

de conhecimento relativo ao mundo vegetal, aos quais estas sociedades estdo em contato direto.

O interesse despertado pelo uso e o que outros povos fazem dos elementos do seu
ambiente vem desde a antiguidade, buscando geralmente, preencher fins utilitaristas. Os
primeiros estudiosos que aportaram no Novo Mundo a partir do século XVII, além de deixarem
descricdes da flora e da fauna americanas, proporcionaram relatos de sua utilizagdo pelos
amerindios. A primeira histéria natural brasileira, elaborada por Wilhem Pies e Georg Marcgraf,
integrantes da comitiva de Mauricio de Nassau, incluia um herbéario de plantas medicinais

(Historia Naturalis Brasiliae apud MASP, 1994).
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O termo etnobotanica foi empregado pela primeira vez em 1895 por Harshberger, o qual,
embora ndo o tenha definido, apontou maneiras pelas quais ele poderia servir a investigagao

cientifica (SCHULTES, 1962).

Parafraseando a definicdo de Posey (1986) a etnobotanica ¢, “a disciplina que se ocupa do
estudo do conhecimento e das conceituagdes desenvolvidas por qualquer sociedade a respeito do
mundo vegetal, esse estudo engloba tanto a maneira como um grupo social classifica as plantas,
como os usos que da a elas”. Dessa forma segundo este autor, inimeras espécies vegetais foram
incorporadas a pratica da medicina tradicional, Unica e exclusivamente pelo acaso. A
caracterizacdo e o uso empirico de espécies vegetais, seguidos de avaliagdo dos sinais ¢ sintomas
que apareceriam apOs seu consumo, mesmo que rustica e grosseira. A selecdo era feita pela
qualidade de respostas, se determinada espécie lhe seria ttil ou ndo. O método usado ¢ o mesmo
da tentativa e erro, ainda muito comum e util em pesquisas de diversas areas do conhecimento

cientifico, que serve para mostrar a forte ligacdo entre o conhecimento popular e o cientifico.

3.5.1 As espécies vegetais da Amazonia

3.5.1.1 ANDIROBA - Carapa guianensis Aubl.

A Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) da familia Meliaceae, ¢ encontrada em toda a
América tropical. No Brasil, ocorre em toda a Bacia Amazodnica e na costa Atlantica (LORENZI,
1992). Conhecida dos indigenas, dos caboclos e dos madeireiros, pela utilizagdo do bagaco da
castanha, quando queimado, a qual solta uma fumaga com poder de repelir mosquitos. O 6leo de
andiroba extraido das améndoas (Figura 4) esta sendo industrializado na forma de velas, vendidas
no mercado como repelente natural, atoxico e inodoro, usado também na manufatura de sabao e
sabonetes medicinais. A madeira ¢ de excelente qualidade, comparavel ao mogno, de cor
avermelhada; tem sabor amargo e ¢ oleaginosa, sendo praticamente inatacavel por cupins e
fungos. Os nomes populares mais freqlientes sdo: andiroba, carapa, andirova, caoba, cedro-
macho, fiqueroa, tangaré, andiroba-branca, andiroba do igapd, andiroba vermelha, angirova,
comagari, mandiroba, yandiroba, carapda, carapinha, gendiroba, jandiroba, penaiba, purga de

Santo Inacio, abomidan, caraba (CORREA, 1926).
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A semente seca de andiroba pesa em média 20 a 30 gramas e sua umidade ¢ de 45%. A
semente inteira contém, em média, 43% de 6leo e na massa sem casca 56% (PESCE, 1934). O
6leo extraido das sementes ¢ utilizado popularmente no tratamento de inflamagdes da garganta e
também empregado no tratamento de cortes ou feridas e picadas de insetos (VASQUEZ, 1990). E
descrita como antidiarréica, vermifuga, tonica e febrifuga (SCHULTES e RAFFAYF, 1990), util

externamente para impigens, exantemas e outras doencas de pele (CORREA, 1926).

Figura 4. Arvore ¢ améndoas de andiroba.
FONTE: Estagdo experimental de hortaligas do INPA

Descricdo Botdnica

Esta planta ¢ uma arvore grande, de até 30m de altura, de copa globosa densa e com
tronco de 50-120 cm de didmetro. Folhas verde-escuras, compostas pinadas e alternas. Apresenta
inflorescéncia em paniculas axilares, com flores glabras, discretas, pequenas, perfumadas e de cor
creme. Os frutos sdo capsulas lenhosas, globosos angulados, deiscentes, contendo de 5 a 10
sementes com casca coridcea, polpa branca, tenra, amarga e com 70% de um 6leo espesso, de cor
amarelo-escuro. A reproducdo desta planta ¢ por sementes, de facil propagacao e de crescimento
rapido. Ela floresce de setembro a dezembro e frutifica de fevereiro a julho (LORENZI &
MATOS, 2002; LOUREIRO & SILVA, 1968).

Componentes Quimicos
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Os componentes do oOleo das sementes da andiroba sdo representados em maior
quantidade por estearinas, acidos graxos oléico e miristico, € em menor quantidade por outros

acidos (LORENZI & MATOS, 2002).

No extrato hexanico do 6leo das sementes de andiroba foi verificada a presenca de taninos
(apresentam atividade antifingica e antibacteriana), carboidratos, alcaldides e glicosideos

(MATTHIAS & JOHNS, 1993).

No extrato metandlico extraido das sementes de andiroba e submetido a cromatografia
gasosa foi descrita a presenca de limondides, também conhecidas como meliacinas ou
tetranortriterpendides, que apresentam atividades fago inibitorias e propriedades inseticidas

(CONNOLLY et al, 1966; OLLIS et al, 1970; LUCAS, 1993).

Oleos essenciais obtidos por hidrodestilagio das flores de Carapa guianensis Aubl.
revelaram a presenca de sesquiterpenos, biciclogermacreno e germacreno B (ANDRADE et al,

2001).

Estudos realizados mostram que nas folhas da Carapa guianensis Aubl. estdo presentes os
¢steres graxos saturados (ésteres de acidos e alcoois de cadeias longas) que formam uma das
principais classes na composi¢do das ceras epicuticulares, a qual ¢ composta principalmente por
derivados de &cido palmitico e os terpendides que constituem uma das mais diversificadas classes

de compostos quimicos caracterizadas em extratos vegetais (SIQUEIRA et a/, 2003).

A casca da semente ¢ adstringente e encerra o limonoide carapina (andirobina), derivado
do 4cido palmitico (CORREA, 1984; SIQUEIRA et al, 2003), bem como os taninos descritos
como inibidores de enzimas como as glicosiltransferases de Streptococcus mutans descrito por

Hattori et al (1990) e Ooshima et al (1993) (Figura 5).

Na literatura, existem alguns componentes ativos encontrados no 6leo vegetal de andiroba

como, carapinas e epoxiazadiradionas (ALBUQUERQUE, 1989).
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Figura 5. Estruturas dos limondides e sesquiterpenos de Carapa guianensis Aubl: A = 60-acetoxigedunina, B = 7-
desacetoxi-7-oxo-gedunina, C = andirobina, D = angolensato de metila, E = gedunina, F = 60-acetoxi-
epoxiazadiradiona, G = 60, 11B-diacetoxigedunina, H = epoxiazadiradiona, I = Biciclogermacreno, J = germacreno.

Propriedades Terapéuticas

Os constituintes e as propriedades da Carapa guianensis Aubl. foram relatados por varios
autores (Tabela 2). E empregada como anti-séptico, antiinflamatorio, emoliente, purgativo, anti-
reumatico, cicatrizante, em fricgdes nas distensdes musculares e moléstias da pele, para picadas

de insetos, “repelente de insetos", sendo muito usada na medicina veterinaria (CORREA, 1984).
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Estudos mostraram que o tratamento oral com 6leo de andiroba produziu efeito analgésico

e inibiu a resposta inflamatéria em camundongos e o extrato aquoso da casca de andiroba reduziu

o nimero de contor¢des abdominais induzidas com acido (MITSUGUI et al, 2002).

Uma variedade de limondides apresentou uma atividade citotdxica em culturas “in vitro”

de neuroblastoma (rato) e osteosarcoma humano (COHEN et al, 1996).

Tabela 2. Descri¢ao dos constituintes e propriedades relatadas de Carapa guianensis Aubl.

Constituintes quimicos Parte da Propriedade farmacologica Referéncia
planta
Acidos caprdico, miristico,
palmitico, palmitoléico, Sementes Nio citado LAGO, 1980; PEREIRA et al,
margarico, estearico, oléico, 1998, CARVALHO, 2004.
araquidico, behénico,
tricosandico, lignocérico,
pentacosandico, cerdtico, 10-
undecenoico, heneicosanoico.
Escopoletina Caule Nao citado Ql et al, 2004
Cleomiscosina B Caule Nao citado Ql et al, 2003
[B-sitosterol Sementes Nio citado BANERJI e NIGAM, 1984;
LAGO, 1980
Campesterol, estigmasterol Sementes Nao citado LAGO, 1980
Naringenina, 1-galato de (-) Caules Nao citado Ql et al, 2004; QI et al, 2003
epicatequina-3-O-(3”,  5”-di-
O-metila), catequina,
sciadopitisina
Estearinas Semente Nio citado LORENZI & MATOS, 2002
17-B-hidroxiazadiradiona, Sementes Inseticida, atividade CONNOLLY et al, 1966;
gedunina, 6-0-cetoxigedunina, (extrato fagoinibitorias, citotoxica em OLLIS et al, 1970;
7 deacetoxi-7-oxogedunina, metanolico) culturas “Iin vitro” de CHAMPAGNE apud
1, 2 dihidro-3p-hidroxi-7- ¢ caule neuroblastoma (rato) e ARNASON, 1989, p. 95-109;
deacetoxi-7-oxogedunina, osteosarcoma humano. CHAMPAGNE et al, 1992;
angolensata metil e Atividade contra alguns tipos COHEN et al, 1996 ; JOLAD,
xilocensina k de cancer, efeito diurético, et al, 1977; PETIT et al, 1983,
diminuicdio da forga da CHAMPAGNE et al, 1992
contracdo cardiaca, protecdo
contra lesdes gastricas,
antifingicos, bactericidas e
antivirais
Carapina Semente Adstringente CORREA,1984 SIQUEIRA et
al, 2003
Biciclogermacreno e Flores Nao citado ANDRADE et al, 2001
germacreno B
Germacreno D, a-humuleno Folhas Naio citado ANDRADE et al, 2001
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Constituintes quimicos Parte da Propriedade farmacologica Referéncia
planta
6a-hidroxigedunina,
epoxiazadiradiona, LAVIE et al, 1972
angolensato de metila, 60- Sementes Nio citado CONNOLLY et al, 1967,
acetoxi-epoxiazadiradiona, 7- PEREIRA 1998, OLLIS et al,
desacetoxi-7-oxogedunina, 1970, OLLIS et al, 1964
andirobina, gedunina, 60-
acetoxigedunina
11B-acetoxigedunina, 6q,
11B-diacetoxigedunina,  6d-
acetoxi-epoxiazadiradiona, 7-
desacetoxi-7-0xogedunina, Caule Nio citado CONNOLLY et al, 1966,
andirobina, 60- MARCELLE e MOOTOO,
acetoxigedunina, 6a, 70a- 1979, BANERIJI e NIGAM,
diidroxigedunina, 60, 7a, 1984
11B-triidroxigedunina, 64,
11B-diacetoxi-7a-
hidroxigedunina.
Taninos Sementes Inibidores de enzimas como HATTORI et al, 1990 e
(extrato glicosiltransferases, antifuingico OOSHIMA et al, 1993;
hexénico) e bactericida MATHIAS & JOHNS, 1993
Carboidratos, alcaldoides e Sementes Antifungica e antibacteriana MATTHIAS & JOHNS, 1993
glicosideos (extrato
hexanico)
Carapinas e Sementes Nao citado ALBUQUERQUE, 1989
epoxiazadiradionas

3.5.1.2 BREU-BRANCO — Protium heptaphyllum March.

O género Protium ¢ amplamente difundido nas regides tropicais, compreendendo cerca de

146 espécies, das quais, provavelmente, mais de 70% ocorrem na Amazonia legal (KHALID,

1983).

A espécie Protium heptaphyllum March pertence a familia Burseraceae, sendo conhecida

como breu-branco, habita as matas de terra firme, em solo argiloso da regido Amazonica, Bahia,

Minas Gerais e Goids. Encontrada também no Suriname, Colombia, Venezuela e Paraguai. O

género Protium ¢é representado em todas as matas do pais, desde o norte até o extremo sul,

reunindo desde espécies arbustivas, pouco expressivas como produtoras de madeira, até as

arboreas, com algumas espécies produtoras de madeiras com expressdo comercial internacional,
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como as de P. decandrum March. e P. sagotianum March, comuns nas Guianas e no Brasil

(LORENZI, 1992).

As arvores e arbustos possuem na casca, proeminentes dutos-resinas verticais
esquizogenos que produzem oOleo essencial e 6leo resina. Estas substancias as responsaveis por
muitas das propriedades utilizadas na medicina popular e indicadas na literatura para essas

plantas (COSTA, 1975).

Principais usos: acabamentos internos, méveis populares, marcenaria, construcdo em
geral, carpintaria, caixotaria, carvado, entalhes, esquadrias, lambris, cabos de vassoura. Em
algumas espécies o 6leo resina pode ser utilizado como combustivel. Nomes vulgares: breu,
breuzinho, breu branco verdadeiro, cicantaa-inua, almecegueira, breu branco do campo, pau de

mosquito e breu preto (LORENZI, 1992) (Figura 6).

Descricdo Botanica

As caracteristicas gerais dessa planta compreendem: arvore pequena, com
aproximadamente 10 m de altura e tronco espesso com 50-60 cm de diametro na base e casca
vermelho-escura. A casca, da maioria das espécies, é rica em resina aromadtica geralmente
utilizada para fins medicinais, como incenso de igreja ou ainda como material para calafetar
barcos. A espécie P. heptaphyllum (breu - branco) produz a resina conhecida no comércio como:

resina de almécega, "aimam” ou "almiscar" (LORENZI, 1992).

Figura 6. Arvore e caule com resina de breu branco.
FONTE: Reserva Ducke - INPA.
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Componentes quimicos

A hidrodestilagdo de 50 gramas de resina forneceu 11 % de o6leo essencial. Os
constituintes majoritarios identificados foram: a-terpinoleno (28,50%) (Figura 7D), limoneno
(16,90%) (Figura 7A), a-felandreno (16,70%) (Figura 7C) e a-pineno (10,50%) (Figura 7B)
(LORENZI, 1992). Da resina, além do dleo essencial, cujo teor ¢ de 11%, foram isolados o
monoterpeno triidroxilado, os triterpenos O-amirina, (3-amirina e breina (Figura 7E) (LORENZI,
1992), posteriormente Silva (1995) isolou da resina a-amirenona, p-cimeno, a-terpinoleno, apiol,

limoneno, a-pineno e a-cubeleno.

Lorenzi (1992) descreveu dos frutos verdes, (-) catequina (Figura 7G); dos frutos maduros

e folhas, os flavonoides quercetina e quercetina-3-O-ramnosil (Figura 7F), respectivamente. As
substancias isoladas da folha por Zoghbi (1995) foram limoneno, QO-copaeno, cariofileno,
humuleno, y-elemento e &-cadineno. A analise por CG/EM do 6leo essencial obtido das folhas
permitiu a identificacdo dos seguintes constituintes: mirceno, y-terpineno, limoneno, estragol, T-

anetol, &-elemento, O-cubebeno, O-copaeno, cariofileno, humuleno, y-elemento e O-cadineno

(CRAVEIRO et al, 1981). Do caule foi identificado escopoletina (LORENZI, 1992).

Propriedades Terapéuticas

Os constituintes e as propriedades do Protium heptaphyllum March. foram relatados por
varios autores (Tabela 3). As cascas e as folhas de P. heptaphyllum sdo indicadas contra tlceras
gangrenosas em geral, sonifera, anti-diarréico, contra tlcera gangrenosa, inflamagdes em geral,
interagia, afec¢do dos olhos, antimicrobiana, hérnia (CORREA, 1934; COSTA, 1996). O o6leo
essencial dos galhos e a resina da espécie apresentou atividade anti-inflamatéria descrita por

Siani et al, (1999).
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Figura 7. Componentes majoritarios do P. heptaphyllum March., Monoterpenos: A = limoneno; B = a-pineno; C =
a-felandreno; D = a-terpinoleno, Triterpenos: E = a-amirina, -amirina, breina; F = quercetina, G = catequina

Tabela 3. Descrigao dos constituintes e propriedades relatadas de Protium heptaphyllum.

Composto Parte da Propriedade Referéncia
planta farmacoldgica

a-terpinoleno, limoneno, a-felandreno e a- Caule Nao citado LORENZI, 1992

pineno

(-) catequina Frutos Antioxidante LORENZI, 1992;

verdes FRANKEL et al, 1995
Quercetina Frutos Antioxidante LORENZI, 1992; MILLER,
maduros 1995

Quercetina-3-0O-ramnosil Folhas Nio citado LORENZI, 1992

Escopoletina Caule Nao citado LORENZI, 1992

Mirceno, Y-terpineno, limoneno, estragol, Folhas Nao citado CRAVEIRO et al, 1981

T-anetol, O-elemento, O-cubebeno, O- ZOGHB]I, 1995

copaeno, cariofileno, humuleno, y-elemento

e 0-cadineno.

O-amirenona (Oleo resina); p-cimeno; a- Caule Nao citado SILVA, 1995 LORENZI,

terpinoleno; apiol; limoneno; 0-pineno € 0- 1992

cubeleno e breina (6leo essencial).

O-amirina Caule Hepatoprotetor, SILVA, 1995 LORENZI,
antinoceptivo, 1992; OTUKI et al, 2005;
antiinflamatorio OLIVEIRA et al, 2005

[3-amirina Caule Hepatoprotetor, SILVA, 1995; OTUKI et al,
antinoceptivo 2005; OLIVEIRA et al,

2005




35

Continuagao da Tabela 3.

Composto Parte da Propriedade Referéncia
planta farmacoldgica
Miristicina Caule Inseticida e sinérgico SILVA, 1995
sintético
Apiol Caule Inseticida e sinérgico SILVA, 1995

sintético

3.5.1.3 CASTANHA DO BRASIL - Bertholletia excelsa Humb. & Bonpl.

A Bertholletia excelsa H. B., denominada castanha-do-para ¢ tipicamente nativa da regiao
amazOnica e popularmente constitui uma fonte econdmica devido ao valor alimenticio de suas
sementes (BALBACH, 1987; PRANCE & MORI, 1975). Pertence a familia Lecythidaceae, ¢
constituida por 24 géneros e 450 espécies, cujos representantes sdo arvores e arbustos tipicamente
tropicais (HEUGNAUER, 1996; CRONQUIST, 1981). Planta caracteristica da mata de terra
firme, ndo inundavel (PRANCE & MORI, 1975), vulgarmente conhecida como castanha-do-para
ou castanha-do-brasil, é encontrada em muitos estados do Brasil, Peru, Colombia, Venezuela e
Equador. Evidéncias recentes mostraram que as arvores podem atingir mais de mil anos de idade

(CAMPOS, 2000; RIBEIRO et al, 1999).

Descricdo Botdnica

E uma arvore de grande porte de 30-50 m excepcionalmente 60 m, com tronco retilineo de
100-180 cm de didmetro. Folhas simples glabras, de 25-35 cm de comprimento (LORENZI,
1992). Os frutos, ou ouricos, sdo de paredes espessas e coloragdo castanha, sdo globosos e
achatados, com 10 a 15 cm de didmetro, pesam cerca de 900 g, mas podem atingir dois
quilogramas. Seus frutos amadurecem no periodo de dezembro a margo. Cada fruto contém de 8
a 24 sementes envoltas em tegumento duro, lenhoso, rugoso, com arestas bem dispostas
pronunciadas e dispostas, geralmente, em trés séries superpostas. Tem casca escura e marcada
por fendas longitudinais e flores vistosas e amarelas. Floresce durante os meses de novembro a

fevereiro (COMPTON’S, 1997). Sua madeira ¢ moderadamente pesada (densidade 0,75 g/cm’),
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macia ao corte, superficie sem brilho e lisa ao tato, de boa resisténcia ao ataque de

microrganismos xilofagos (LORENZI, 1992) (Figura 8).

Figura 8. Sementes e arvore da castanheira do Brasil.
Fonte: Retirado do Minicampus da Universidade Federal do Amazonas e disponivel em:
<http://www.clubedasemente.org.br/castanha.html>._Acesso em: 20 de fevereiro de 2005

Componentes Quimicos

Os trabalhos relacionados com estudos quimicos de espécies da familia Lecythidaceae
conduziram a identificacdo de triterpenos pentaciclicos, saponinas, derivados fenolicos e

alcaldides do tipo indolo [2,1-b] quinazolinicos (CARVALHO et al, 1998).

Souza (1963) cita como resultado das primeiras analises quimicas realizadas na améndoa
da castanheira, a presenca de alto teor de gordura (6leo), proteina e baixa taxa de carboidratos. As
pesquisas realizadas na Universidade de Zurick demonstraram que as sementes sdo ricas em
vitaminas A e B, em conseqii€éncia de sua reserva de calorias. Verificou-se a presenca de acidos
graxos insaturados que t€m grande participagdo em varios processos fisioldgicos e bioquimicos

de formagao de tecido epitelial (TESKE & TRENTINI, 1995).

O estudo fitoquimico de Bertholletia excelsa conduziu a identificacdo de metabdlitos

secundarios de classe dos triterpenos, esterdides, além de compostos fendlicos. Foram
identificados os triterpenos: acido betulinico, betulinato de metila, acido siaresinolico, 0-amirina
¢ [B-amirina; os esteroides: [B-sitosterol, estigmasterol; a-tocoferol (vitamina E); os ésteres de
acidos graxos: acido palmitico e acido octadecadienoico; os fendlicos: acido gélico e 3a-O-

raminosil-metéxi-5-hidroxibenzoico (CAMPOS, 2000).
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Campos et al (1999) relatam no estudo quimico dos extratos em hexano (EH) e acetato de
etila (AE) das cascas de B. excelsa Humb. & Bonpl, que no extrato (EH), foi isolado o acido
betulinico e foram identificadas por Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrofotometro de
Massa (CG/EM) as substancias: o, amirina, -sitosterol (Figura 9A), estigmasterol (Figura 9B),
a-tocoferol (Figura 9D) em adi¢do ao acido palmitico e 9,12 - octadecadiendico na forma de
¢ésteres. No extrato AE, foram isolados os acidos siaresindlico e betulinico (Figura 9E), além dos

esteroides.

Segundo a literatura o acido galico (Figura 9C), obtido das sementes de B. excelsa Humb.
& Bonpl, apresenta atividades antibacteriana, antiviral e antifingica, além de mostrar agdo

antiinflamatoria e antitumoral (HARBORNE & BAXTER, 1993).

CHgz

CHj

CHj

(CH2)3CH(CH3)(CHZ)3CH(CH3)(CH)3CH(CHg),

HO

CHs

Figura 9. Componentes majoritarios de B. excelsa Humb. & Bonpl., A = B-sisterol, B = estigmasterol, C = Acido

galico, D = a-tocoferol, E = Acido betulinico.

E relatado também que polifendis ligam-se através de pontes de hidrogénio e interagdes
hidrofébicas com colageno formando uma pelicula que protege a pele reduzindo a perda de dgua

e proteina, propiciando menor formag¢do de fibrose resultando ainda uma agdo antiinflamatoria.
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Este fato sugere que o acido galico e seus derivados descritos, podem estar associados a

preservacao do colageno (HASLAM, 1996).

Propriedades Terapéuticas

Os constituintes e as propriedades de Bertholettia excelsa foram relatados por varios

autores (Tabela 4). Na regido Norte, o chd ou sumo da casca sdo usados na medicina popular

contra as moléstias cronicas do figado, malaria, como abortivo e a dgua do ourigo para curar

hepatite (PRANCE & MORI, 1975; BALBACH, 1987). Existem ocorréncias de remédios

indigenas usando raizes, casca, folhas, frutos e sementes (RIBEIRO et al, 1999).

Tabela 4. Descri¢ao dos constituintes e propriedades relatadas de Bertholettia excelsa.

Composto

Parte da planta

Propriedade farmacologica

Referéncia

Acido betulinico

Casca (extratos

acetato de etila)

Contra células de
melanoma e mecanismo
de acdo contra a replicag@o

CAMPOS et al, 1999;
PISHA et al, 1995;
EVERS et al, 1996;

de HIV SOLER et al, 1996
Betulinato de metila, Casca (acetato Nao citado CAMPOS, 2000
siaresin6lico,palmitico,
octadecadiendico,3-0-O-raminosil-
metoxi-5-hidroxibenzoico
O-amirina, [3-amirina, Nio citado CAMPOS, 2000
estigmasterol, 0-tocoferol
Acido gélico Antibacteriana, antiviral, HARBORNE &
antifungica, BAXTER, 1993
antiinflamatoria e

antitumoral

3.5.1.4 CIPO CRAVO - Tynanthus elegans Miers

O Cip6 Cravo (Tynanthus elegans Miers) pertence a familia Bignoniaceae, ¢ uma videira

que cresce at¢ 80 m no comprimento, nativa da Amazonia e de outras partes da América do Sul

tropical (Figura 10). Os nomes populares mais freqiientes sdo: huasca de clavo, videira do cravo-

da-india, cravo-da-india branco, clavohuasca, cravo do cip6 e trindade do cip6 (WOODRUFF,

1995).
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Figura 10. Folhas (A) e caules de cip6 cravo (B).
FONTE: Disponivel em: < http://www.rain-tree.com/plants.htm >. Acesso em: 15 de margo de 2005

Descricdo Botdnica

E uma trepadeira de folhas curto-pecioladas e 3-folioladas; foliolos lanceolados,
acuminados, tomentosos, discolores na parte inferior; flores de coloragdo brancas ou amarelo-
palido, pequenas, dispostas em paniculas; o fruto é uma cépsula amarelo-ferruginea, com

comprimento de até 20 mm (CORREA, 1984).

Componentes Quimicos

Segundo Woodruff (1995) foram encontrados alcaldides, eugenol, taninos, tinantina e

acido tanico (Figura 11) em folhas e no caule.

Propriedades Terapéuticas

Os constituintes e as propriedades de Tynanthus elegans foram relatados por Woodruff
(1995), a qual possui aroma forte e semelhante ao do cravo; a casca da raiz ¢ estimulante e

afrodisiaca; ¢ usada como analgésico, anti-reumatica, digestivo e fortificante (Tabela 5).
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Figura 11. A= Eugenol, B= Acido tanico.

Tabela 5. Descri¢ao dos constituintes e propriedades relatadas de Tynanthus elegans.

Composto Parte da planta Propriedade farmacologica Referéncia
Eugenol Folha e caule Nao citado Woodruft, 1995
Tinantina Folha e caule Nio citado Woodruff, 1995
Acido tanico Folha e caule Nio citado Woodruff, 1995

3.5.1.5 COPAIBA - Copaifera multijuga Hayne

A Copaiba ¢ encontrada principalmente no sul da floresta tropical, particularmente no
Brasil. Existem varios tipos de Copaifera e entre elas predomina na regido AmazoOnica, a
Copaifera multijuga Hayne, da familia Leguminosae (divisdo Caesalpiniacea). Essa arvore
fornece madeira de cerne vermelho-escuro, tecido compacto e poros pouco visiveis. E extraido de
dentro do tronco da arvore, com o auxilio de um instrumento chamado "trado" que perfura o
tronco. Apds o processo de retirada do 6leo, fecha-se o orificio usando um pedaco de madeira,
permitindo que ela continue produzindo esse importante 6leo resina. Apresenta os seguintes
nomes populares: copaiba, copativa, jatoba mirim, cupauba, cupiuba, 6leo branco, pau de 6leo e

palo de balsamo (CORREA, 1984).
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Nos estudos realizados com C. multijuga, com retiradas periddicas de 6leo de copaiba,
foram obtidas maiores quantidades de 6leo na estacdo chuvosa, em arvores localizadas em

terreno argiloso (ALENCAR, 1982).

Concentrados de sesquiterpenos de copaiba podem chegar a custar até 600 vezes mais que
o o6leo “in natura”. No entanto, a extragdo de oOleo-resina de copaiba possui algumas
caracteristicas originarias de seu manejo, que definem as possibilidades de suas aplicagdes
industriais, estabelecendo um padrao de qualidade para o mercado. Uma delas refere-se a mistura
de oleos de espécies e locais diferentes, o que dificulta o seu emprego na industria farmacéutica,
uma vez que a composi¢do quimica, coloragdo e viscosidade do dleo-resina de copaiba variam

entre espécies e regides (BARRETO JR. et al, 2005).

Descricdo Botdnica

A espécie de Copaifera multijuga Hayne € uma arvore emergente com folhas pinatifidas
compostas de foliolos elépticos com 6 a 10 jugos, alternos, oblongo-lanceolados, acuminados,
coriaceos, densamente reticulado-nervados, glabros e com pontuacgdes visiveis a transparéncia.
Possui um tronco circular, sapopemas pequenas. Ritidoma marrom avermelhado com estrias
verticais, reticulares e a sua casca possui coloragdo avermelhada. As flores sdo sésseis, de calice
vermelho-ferrrugineo e glabro exteriormente e denso-branco-piloso interiormente. O fruto ¢ em
forma de vagem de cor vermelho, monosperma, quase orbicular, apiculada, com 3 cm de
tamanho. A face é abaxial com pélos na veia central. A semente ¢ ovoide ou quase globulosa,
com arilo amarelo-alaranjado. Fornece madeira muito aromatica, de coloracdo branca
acinzentada com ondeados castanhos, mole, e do seu &mago extrai-se abundante 6leo de copaiba
bastante fluido e claro, o qual ¢ aproveitado na iluminacdo doméstica pelos seringueiros

sertanejos (Figura 12) (CORREA, 1984; RIBEIRO, 1999).

As arvores grandes tém crescimento lento e podem alcancar altura de 25 a 40 metros e

viver até 400 anos. A floragdo ocorre entre outubro e julho e sua frutificagdo nos meses entre

junho e outubro (SILVA, 1977).
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Figura 12. Arvore de copaiba (A) e Extragdo racional do 6leo de copaiba (B).
FONTE: Disponivel em: <www.clubedasemente.org.br/copaiba.html>Acesso em: 20 de fevereiro de 2005

Componentes Quimicos

A designacdo correta para o 6leo de copaiba ¢ de dleo—resina, visto que se trata de um
exsudato constituido de acidos resinosos e compostos volateis (VEIGA JR. & PINTO, 2002). O
6leo-resina de copaiba ¢é constituido de misturas de sesquiterpenos e diterpenos. Os
sequisterpenos sdo responsaveis pelo aroma e também pela atividade antiinflamatoéria do o6leo-
resina (BARRETO JR. et al, 2005), fato este que tem despertado o interesse das industrias de

cosmética e farmacéutica.

A composi¢do quimica dos 6leos de copaiba encontra-se definida em vérios trabalhos,
onde foram utilizadas técnicas mais antigas, bem como metodologias modernas de isolamento e
de identificagdo, tais como cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (BRAGA, 1995) e
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas com colunas cromatograficas de fase

estacionaria quiral (ciclodextrina permetilada) (TAKEOKA ef al, 1990).

O dleo resina de C. multijuga Hayne, ¢ constituido por uma mistura de 6leo essencial
composto de sesquiterpenos como: o-copaeno (Figura 13 D), trans-B-cariofileno, trans-a-
bergamoteno (Figura 13 H), 6-carineno, B-cariofileno ¢xido (Figura 13 G), e acidos diterpénicos
como o copalico (Figura 13 B) e o 3-acetoxicopalico (VEIGA JR et al, 1995; CASCON &
GILBERT, 2000).
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O dleo obtido da espécie em estudo, mostrou variagdo na composi¢ao de 6leos coletados
de uma mesma arvore, em periodos diversos do ano (verao-inverno). As substancias detectadas

foram basicamente as mesmas, mas suas concentracdes variaram (VEIGA JR, 1997).

Estudos de atividade antiinflamatdria foram realizados e evidenciaram modifica¢des nos
perfis das atividades dos 6leos. Essas variagdes podem dificultar a generalizagdo da dosagem de
uso dos fitoterapicos formulados a base de 6leos de copaiba, poucos constituintes ativos foram
identificados e testados isoladamente, como o [-bisabolol (Figura 13A) com propriedade
antiinflamatdria (SHIMIZU et al, 1990) e o B-cariofileno (Figura 13 C) com atividade bactericida
(KANG et al, 1992), antitumoral (ZHENG et al, 1992) e também antiinflamatoria (SHIMIZU et
al, 1990).

COOH

Figura 13. Componentes majoritarios de C. multijuga Hayne. A = [3-bisabolol, B = 4cido copalico, C = B-cariofileno,

D = a-copaeno, E = acido hardwickiico, F = a-humuleno, G = ¢xido de cariofileno, H = a-bergamoteno

Propriedades Terapéuticas

Os constituintes e as propriedades da Copaifera multijuga Hayne foram relatados por
varios autores (Tabela 6). As utilizagdes da medicina popular para o 6leo resina de copaiba sio

muitas e indicam uma grande variedade de propriedades farmacoldgicas.

Os indios o utilizavam principalmente como cicatrizante € no umbigo de recém-nascidos

para evitar o mal-dos-sete-dias e os guerreiros quando voltavam das lutas passavam no corpo o
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6leo e deitavam sobre esteiras suspensas e aquecidas para cura de enfermidades (SALVADOR,

1975).

O Oleo-resina de copaiba ¢ empregado como: cicatrizante de feridas e dulceras,
antiinflamatorio, antitetanico, catarros vesical e pulmonar, cistites cronicas, ulceras de estdmago,
disenteria, bronquites rebeldes e quaisquer dermatoses. E muito utilizado como anti-séptico das
vias urinaria € também puro ou associado com outros principios ativos na formulacdo de
cosméticos como cremes, logdes, Oleos, sabonetes, desodorantes e espuma de banho. O 6leo

essencial obtido do balsamo da Copaiba é um excelente fixador de perfume (CORREA, 1984).

O ¢6leo resina ¢ utilizado puro ou associado com outros principios ativos na formulagao de
cosméticos como cremes, logdes, 0leos, sabonetes, desodorantes e espuma de banho (DEUSSEN,

1939).

Tabela 6. Descri¢ao dos constituintes e propriedades relatadas de Copaifera multijuga Hayne.

Composto Parte da planta Propriedade Referéncia
farmacoldgica

[B-bisabolol Caule Anti-inflamatério e ZEKOVIC et al, 1994,
analgésico SHIMIZU et al, 1990

[B-cariofileno Caule Bactericida, KANG et al, 1992; ZHENG et
antitumoral anti- al, 1992; SHIMIZU et al, 1990
inflamatorio

B-cariofileno, o-humuleno e a- Caule Naio citado MAIA et al, 2000; DELLE

copaeno e a-multigenol MONACHE et al, 1971

o-copaeno, Trans-0-cariofileno, Caule Nio citado VEIGA JR et al, 1995;

carineno, Oxido de cariofileno, [- CASCON & GILBERT, 2000

bisabolol,  [B-cariofileno, acidos
copalico e 3-acetoxicopalico (6leo

essencial)

N-metil-trans-4-hidroxi-L prolina Folhas Nao citado LANGENHEIN et al, 1987

o-cubebeno, a-copaeno, cipereno, Folhas Nao citado LANGENHEIM e

B-copaeno, cariofileno, B-humuleno, NASCIMENTO, 1986

muuroleno, [3-selineno, d-cadineno e

y-cadineno

Acidos hardwickiico Caule Antimicrobiana DELLE MONACHE et al,
1969; McCHESNEY et al,
1991

7-hidroxi- hardwickiico Caule Nao citado DELLE MONACHE et al,

1969
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Dentre as propriedades medicinais do 6leo-resina de copaiba as mais estudadas sdo a
antiinflamatoria e a antitumoral (MACIEL et al, 2002; VEIGA JR. & PINTO, 2002). Além do
uso medicinal, outras aplicagdes do oOleo-resina sdo descritos na literatura como fixadores de
perfumes, fabricacdo de xampus, sabonetes, tintas e vernizes (FERREIRA & BRAZ, 2001;
VEIGA JR. & PINTO, 2002).

Uma das areas em que se vem pesquisando intensamente a utilizagao do 6leo de copaiba
atualmente ¢ a odontologica (PINHEIRO, 1993; BOMBONATTI et al, 1996; COSTA et al,
1996).

Bandeira et al, 1999 A e B, realizou estudos aplicados a odontologia utilizando o 6leo
essencial separado do oleo resina de Copaifera multijuga Hayne, associado ao hidréxido de
calcio como veiculo. Foi analisada a compatibilidade, as atividades bactericida e bacteriostatica,
em molares de ratos. As duas fragdes obtiveram resultados satisfatdrios de biocompatibilidade, a
mistura de hidréxido de célcio com o 6leo essencial de Copaifera multijuga Hayne, demonstrou
um melhor desempenho histopatolégico, em relagdo ao hidréxido de calcio misturado ao oleo
resina de copaiba, bem como quando comparado ao polietilenoglicol como controle, utilizado

tradicionalmente.

Os estudos da propriedade antibacteriana mostraram atividades bactericida e
bacteriostatica dos oleos de Copaifera multijuga Hayne, frente a Streptococcus mutans, sendo
que, o Oleo essencial apresentou melhor acdo bactericida que bacteriostatica e o dleo resina

apresentou apenas atividade bacteriostatica (BANDEIRA et al, 1999 C).

3.5.1.6 JACA - Artocarpus integrifolia L.f

A espécie Artocarpus integrifolia L.f pertence a familia Moraceae, trata-se de uma arvore
conhecida como jaqueira, originaria na India e de outros paises da Asia, foi aclimatada no Brasil,
onde medra em abundancia. O seu fruto ¢ de grande utilidade na alimentagdo e suas sementes sdo
muito apreciadas; essas sdo grossas, numerosas e feculentas, podendo ser consumidas ao natural
ou no preparo de doces, compotas ou geléias (Figura 14). Essas, quando assadas ou cozidas,

substituem as castanhas e ¢ utilizada na fabricagdo de farinha para purés e bolos. E cultivado em
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pomares domésticos de todo o pais. Os nomes mais populares sdo: jaca da Bahia, jaqueira,

jacquier, jackfruit ou jaca fruit (inglés) (BALBACH, 1985).

Figura 14. Fruto da jaqueira, arvore e galhos - Minicampus da Universidade Federal do Amazonas.
FONTE: Retirado de Minicampus da Universidade Federal do Amazonas e disponivel em:
<www.plantamed.com.br> Acesso em: 20 de fevereiro de 2005

Descricdo Botdnica

E uma arvore de porte ereto, atinge 20 a 25 m de altura, tronco com didmetro acima de 1
m, tem copa densa e irregular com folhas verde-escuras coridceas e brilhantes. As flores, sem
pétalas, agrupam-se em inflorescéncias masculinas e femininas localizadas no tronco e ramos
mais grossos. O fruto composto ¢ formado pela reunido de frutos simples, soldados em torno de
um eixo central; € um sincarpo, com formagdes globosas, ovais ou alongadas, com comprimento
em torno de 70 cm e peso de até¢ 40 Kg. Quando maduro, a sua casca tem cor amarelo-
acastanhada com aroma peculiar e forte. As sementes numerosas, até 500 unidades por fruto, sao
envolvidas individualmente por uma polpa (bago) amarela, visguenta, aromatica, sabor doce, de

consisténcia mole a dura (BALBACH, 1985).

Componentes Quimicos

Constituintes quimicos: carboidratos, fibras, vitaminas do complexo B e lectinas. A
composi¢do da polpa do fruto, por 100 gramas, consiste em 84% de agua, 18,9 g de carboidratos,

1,9 g de proteina, 0,1 g de gordura, 1,1 g de fibra, 20 mg de célcio, 30 mg de fosforo, 0,5 mg de
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ferro, 540 U.L. de Vitamina A, 30 U.L. de tiamina; As sementes contém 6,6% de proteinas e

25,8% de carboidratos (BALBACH, 1985).

Propriedades Terapéuticas

Os constituintes e as propriedades da Artocarpus integrifolia L.f. foram relatados por
véarios autores (Tabela 7). E empregada como antiasmatica, antidiarréica, antitussigena,
cicatrizante, diurética. No diciondrio de Botanica Brasileira, o autor Almeida Pinto (1985), diz
que a jaca encerra uma excelente propriedade de combater a tosse de qualquer natureza (apud

BALBACH, 1985).

O Doutor Eduardo de Magalhdes, no seu interessante tratado de higiene alimentar afirma
que “se ndo fosse nossa proverbial indiferenca ou desleixo a jaca teria freqliente emprego em
xarope, tomado simplesmente as colheres, ou como adogante das por¢des expectorantes. Afirma-
se que os carogos combatem os embaracos dos intestinos. As raizes possuem propriedades
antiasmaticas, a casca das raizes tem aplicagdo contra diarréia” (MAGALHAES, 1984 apud

BALBACH, 1985).

Tabela 7. Descrigao dos constituintes e propriedades relatadas de Artocarpus integrifolia L.1.

Composto Parte da planta Propriedade Referéncia
farmacoldgica
Carboidratos Polpa do fruto e Naio citado BALBACH, 1985
sementes
Fibras, vitamina A, tiamina, gordura, Polpa do fruto Nao citado BALBACH, 1985
calcio, fosforo, ferro
Proteina Sementes Nio citado BALBACH, 1985
Flavonoides Caule Anti-rotavirus GONCALVES, 2005; BAE
et al, 2000.
Terpenos e compostos nitrogenados Caule Nao citado GONCALVES, 2005

Os estudos de Bae ef al (2000) demonstraram que os flavonoides encontrados nos extratos
vegetais apresentaram inibi¢do da propagagdo rota-virus, protegendo as culturas de c€lulas contra
a invasdo viral. Segundo Gongalves (2005) dos extratos vegetais do caule de Artocarpus

integrifolia L.f., foram detectados por Cromatografia de Camada Delgada (CCD), flavondides,
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terpenos e compostos nitrogenados. Contudo, os alcaldides nao foram detectados nos extratos

ativos.

3.5.1.7 LARANJINHA — Guatteria citriodora Ducke

A Guatteria citriodora Ducke pertence a familia da Annonaceae. Essa espécie permanece
desconhecida, em relagdo a sua utilizacdo e composi¢do quimica, atualmente encontra-se em
estudo no Departamento de Quimica de Produtos Naturais da Universidade Federal do Amazonas

(UFAM).

Descricdo Botdnica

O género Guatteria tem um tronco muito reto, monopodial (35 cm), geralmente cilindrico
e colunar de casca fina, lisa, ¢ de coloracdo cinzenta-branca. A arvore nao mostra nenhuma
ramificagdo exceto no apice, os galhos sdo finos e horizontais. Os quais se inclinam em seus
extremos pelo peso da folhagem. A copa de forma relativamente pequena, estreita, e piramidal.
Sua folhagem nova ¢ adicionada as copas em maio e junho e as flores sao produzidas na regido
axilar das folhas, tnica ou em pares, e quando abertas sdo de coloracdo amarelada com didmetro
de 3 cm e ligeiramente aromaticas. Nao possui nenhuma esta¢do de floragdo definitiva para esta
espécie, ocorrendo varias vezes durante o ano. As frutas sdo de forma globular (6 cm) e as bagas
sdao pequenas de tonicidade marrom escuro, contendo um cerne-colorido, com semente ovoide.

As frutas sdo vistas nos dosséis durante todo o ano (STILES & SKUTCH, 1989) (Figura 15).

Componentes Quimicos

Nao foram relatados estudos fitoquimicos dessa espécie.
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Propriedades Terapéuticas

As espécies do género Guateria popularmente sdo utilizadas como antiparasitaria
Guatteria amplifoliam, anti-térmica e vermifuga Guaterria boliviana, inseticida e antiparasitaria
Guatteria foliosa. As propriedades terapéuticas comprovadas cientificamente sdo antimaldrica
para Guatteria amplifoliam, antiparasitaria e antiviral para Guatteria foliosa descrita por Paredes

et al (2001) e antiparasitaria para Guaterria boliviana relatada por Mahiou ef al (2000).

Figura 15. Galho com frutos e folha de laranjinha.
FONTE: Reserva Ducke - INPA

3.5.1.8 PAU ROSA - Aniba roseodora Ducke

A espécie Aniba roseodora Ducke, conhecida popularmente como pau-rosa e rosewood, ¢
uma espécie florestal nativa da regido Amazonica cuja primeira ocorréncia no Brasil foi

constatada na comunidade de Juriti Velho, estado do Pard em 1925 (SIANI et al, 2000).

A Aniba roseodora Ducke pertence a familia Lauraceae. No Brasil, consideram alguns
grupos roseodora como um sinénimo de Duckei enquanto outros levam a visdo inversa. A
opinido terceira diz que as diferencas morfoldgicas que existem dentro do género sdo
insuficientes para justificar a separacao em duas espécies. Varias outras espécies de pau rosa sao
encontradas, mas nao sao exploradas, porque a quantidade de oOleo ¢ menor e a
composi¢do/aroma ¢ pobre. A utilizagdo mais conhecida e de grande valor econdomico, da
biomassa das arvores de pau-rosa (Aniba roseodora Ducke) € a produgdo de dleo, do qual ¢é

extraido o linalol, esséncia largamente empregada como fixador de perfumes pela industria de
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perfumaria nacional e internacional. Tradicionalmente, o processo de produ¢ao do dleo de pau-
rosa consiste no abate das arvores na floresta, que sdo cortadas em pequenos cavacos ¢ trituradas
para a destilagdo, em usinas moéveis, proximas a area explorada. Sabe-se que uma tonelada de
madeira produz apenas 9 kg de 6leo, sendo necessarias 20 toneladas de cavacos para produzir um

barril de 180 kg de 6leo (PINTO & RAMALHO, 1970).

A ameaca de extingdo da espécie conduziu a controles crescentes regulamentados e
vigiados por Orgdos governamentais no Brasil, conscientizando e orientando tecnicamente na
extracdo do oleo, utilizando os galhos e folhas ao invés de sacrificar a arvore. Os estudos para
preservar a espécie buscam em outras plantas teores comerciais de linalol, bem como o
reflorestamento desenvolvendo o cultivo como uns dos meios de alcancar produgdo de oleo

sustentavel (CHAAR, 2000).

Descricdo Botanica

O pau-rosa ¢ uma arvore que chega até¢ 30 m de altura e possui uma madeira pesada (0,80
a 0,90 g/cm?), com cerne amarelado e ligeiros reflexos rdseos, alburno amarelado, textura média,
superficie lustosa, lisa ao tato, cheiro aromatico ativo, gosto picante, adstringente (Disponivel
em: <www. loksmart.com>. Acesso em: 16 de marco de 2006). Suas folhas sdo estreitas com 4 a
6 cm de largura, tém margens recurvadas ou planas, base aguda e é4pice acuminado, pouco
arqueadas para cima, nervuras secundarias divergentes da nervura priméria em angulo de 45° a
60°. A espécie apresenta mudanca foliar anualmente, sempre durante o periodo seco, o que nio
acontece para as fases de floragao e frutificagcdo (GOTTLIEB et al, 1965; CUNHA, 2002) (Figura
16).
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Figura 16. Arvore de pau rosa
FONTE: Disponivel em: <www.floresta.ufpr.br/~paisagem/curiosidades/aromaseperfumes.htm>. Acesso em: 15 de
margo de 2005

Os frutos possuem cupula bastante espessa em forma de funil e sdo de cor violacea
contrastando com o verde das folhas (ARAUJO er al, 1971). Florescéncia e, paniculas
multiflorais, sendo a época de floracdo abril e maio, flores ferrugineas e com pedicelos pouco

evidentes (Disponivel em: <www. loksmart.com>. Acesso em: 16 de margo de 2006).

Componentes Quimicos

Os constituintes e as propriedades da Aniba roseadora Ducke foram relatados por vérios
autores (Tabela 8). A constituicdo do o6leo essencial obtido de galhos e folhas ¢ de origem
terpénica, com presenca de a-terpineol e linalol, esta em predominancia (ALENCAR &
FERNANDES, 1978). Os principais componentes identificados por Zoghbi et al, (1996) dos
galhos e folhas foram a-pineno, limoneno (Figura 17C), mirceno (Figura 17B), 1,8 cineol (Figura
17E), linalol, a-terpineol, sesquiterpenos, linalil, acetato e geraniol (Figura 17F). Posteriormente
Cunha (2002) isolou dos galhos e folhas linalol (Figura 17A), cineol, p-metil-acetofenona,

tetrahidro-p-metil-acetofenona e a-selineno.
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Tabela 8. Descricao dos constituintes e propriedades relatadas de Aniba roseodora.

Composto Parte da Propriedade farmacologica Referéncia
planta
O-terpineol Galho e Nao citado CUNHA, 2002;
folhas ZOGHBI et al, 1996
Linalol Galho e Nao citado CUNHA, 2002;
folhas ZOGHBI et al, 1996
1,8 cineol Galho e Nao citado CUNHA, 2002;
folhas ZOGHBI et al, 1996
p-metil-acetofenona, Galho e Nao citado CUNHA, 2002
tetrahidro-p-metil- folhas
acetofenona, 0-selineno
O-pineno, limoneno, mirceno, Galho e Nio citado ZOGHBI et al, 1996
linalil, acetato e geraniol folhas
4-metoxi-6-(3’piridil)-a- Casca Cura de lingua preta (doenga de c@es GOTTLIEB, 1957
pirona (anibina) comparavel a pelagra humana) e indispensavel
ao metabolismo humano
2,6-hidroxi-4-metoxi- Casca Antidiarréico e antissudorifero GOTTLIEB, 1957

benzofenona (cotoina)

O pau rosa ¢ uma fonte fornecedora do 6leo essencial com alto teor de linalol (Figura 17).

O linalol (3,7-dimetil-1,6-octadien-3-0l) ¢ um dos dalcoois de monoterpenos utilizados na

industria cosmética, como fixador em perfumes caros, embora antigamente, utilizava-se como

fragrancia e em sabonetes, ¢ recentemente seu o0leo ¢ aplicado na aromaterapia. O 6leo de pau

rosa possui um aroma caracteristico doce e agraddvel (OHASHI et al, 1997).

HO
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Figura 17. Componentes da Aniba roseodora Ducke obtidos de galhos e folhas: A = linalol, B = mirceno, C =
limoneno, D = a-pineno, E = 1,8 cineol e F = geraniol.
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Propriedades Terapéuticas

O pau rosa ¢ normalmente usado por populagdes locais na Amazdnia para o tratamento de
doencas reumaticas e de outras naturezas. Entre as propriedades farmacologicas ¢ usado como
analgésicos, bactericidas, sedativos, expectorantes, reumaticos € estomaquicos na composicao de

diversos medicamentos (VIEIRA, 1970; CHAAR, 2000).

O oleo ¢ usado como afrodisiaco, antidepressivo, auxiliar no equilibrio emocional,
renovador celular, no tratamento de acne, como minimizador de rugas e linhas de expressao.
Testes vém sendo realizados a fim de investigar possiveis atividades bactericidas, acaricidas e
fungicidas. Suas propriedades anticonvulsivas estdo sendo analisadas pela Ciéncia Médica, bem
como as de regeneragdo de tecidos, antidepressivos, tonicos e calmantes. E também utilizado
como anti-séptico, desodorante, perfumes, sabonetes, condimentos, calmante, analgésico,
antimicrobiano, acaricida, bactericida, doengas reumaticas, expectorantes, estomaquicos,

sedativos (VIEIRA, 1970; CHAAR, 2000; CUNHA, 2002).

O componente principal do 6leo de pau rosa ¢ o linalol e sua modificagdo quimica
promovida industrialmente torna possivel a obtencdo do produto derivado, conhecido como

acetato de linalila (Figura 18), muito utilizado na industria de perfumaria como fixador.

0
OCCH;

|
/N

Figura 18. Estrutura do acetato de linalila
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3.5.1.9 SACACA - Croton cajucara Benth

A espécie Croton cajucara Benth, vulgarmente conhecida como sacaca, casca-sacaca,
muira-sacaca pertence a familia Euphorbiaceae a qual possui espécies de grande utilidade na

Amazénia (SOUSA, 2003).

A sacaca ¢ uma planta medicinal aromatica, encontrada na Amazonia Oriental e no leste
da Amazonia Ocidental, sendo cultivada em toda a Amazonia. No Estado do Para encontra-se no
estuario do Rio Amazonas, ao longo das margens do rio Trombetas, em torno da cidade de
Obidos. Essa espécie é encontrada na varzea, considerada como planta daninha em lotes
abandonados de pequenos produtores estabelecidos em areas de véarzea alta. E planta rustica e
cresce facilmente em campos abandonados. Apresenta-se como uma espécie potencialmente

substituta do pau-rosa, especialmente para extrago do linalol (ARAUJO et al, 1971).

Descricdo Botdnica

E uma arvore de 6 a 10 m de altura e com folhas elipséides de 7 a 16 cm de comprimento
por 3,5 a 5 cm de largura com pontas agudas, sdo lisas na superficie superior ¢ pubescentes na
inferior. A inflorescéncia ¢ racemosa, contendo 1 a 3 flores masculinas e possuindo pequenas
bréacteas, que envolvem cada flor feminina. O calice das flores femininas ¢ conico e o das flores
masculinas arredondados. O androceu possui 15 estames com antenas globosas e o gineceu ¢ bis-
seccionado na ponta. A madeira é macia, leve e de cor amarelada. E uma planta arbustiva,
aromatica e medicinal, de casca pulverulenta; folhas alternadas, lanceoladas, olentes, flores

unissexuais, em racemos terminais (SOUSA, 2003) (Figura 19).



Figura 19. Arvore de sacaca
FONTE: Minicampus da UFAM

Componentes Quimicos
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Os constituintes e as propriedades de Croton cajucara foram relatados por varios autores

(Tabela 9). A sacaca produz em suas folhas linalol (ARAUJO et al, 1971), um isolado aromatico

com potencial econdmico de interesse para as industrias de perfumaria, cosméticos e produtos de

limpeza. Além do linalol, produz pineno, sabineno, estragol, linearisina e magno florina

(VIEIRA, 1991), principios ativos destinados as industrias de produtos farmacéuticos.

Recentemente, foi observado que o 6leo essencial da casca de sacaca apresentava propriedades

antiinflamatorias (BIGHETTI et a/, 1999).

Tabela 9. Descri¢cdo dos constituintes e propriedades relatadas de Croton cajucara.

Composto Parte da planta Propriedade Referéncia
farmacoldgica
Linalol Folhas (6leo essencial) Nao citado ARAUIJO et al, 1971;
VIEIRA, 1991
Pineno, Sabineno, Estragol, Linearisina, Folhas (6leo essencial) Naio citado VIEIRA, 1991
Magno florina
Trans-desidrocrotonina; trans-crotonina; Casca (6leo essencial) Antiinflamatorio BIGUETTI et al, 1999;

cis-cajucarina  B; cajucarina A e
cajucarinolida; trans-calucarina, sacarina
e acido acetil aleuritolico

SOUZA, 2003;
MACIEL, 1998 e 2003
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A composicao quimica do 6leo essencial da casca de sacaca, entretanto, ¢ distinta daquela
do oleo essencial obtido das folhas (LOPES et al, 2000) e das partes aéreas (LEMOS et al, 1999).

O dleo essencial da casca € rico em sesquiterpenos e o das folhas, em linalol (SOUSA, 2003).

Planta rica em diterpenos do tipo clerodano: trans-desidrocrotonina (DCTN); trans-
crotonina (CTN); cis-cajucarina B; cajucarina A e cajucarinolida. Em adicdo aos clerodanos
inéditos temos trans-calucarina, sacacarina e o triterpeno acido acetil aleuritélico (AAA) (Figura

18) (MACIEL, 1998 e 2003) (Figura 20).

Propriedades Terapéuticas

Possuem agdo antiinflamatoria (inflamagdes em geral) antinociceptiva, hipoglicemiante
(tratamento da diabete), antiespasmodica (cura de diarréia), antiulcerogénica, antitumoral,
antiestrogénica e efeito hopolipidémico (reducdo dos indices elevados de colesterol). Na
medicina popular, o cha das folhas e da casca serve para conter distirbios hepaticos, renais e

reduz o colesterol (ARAUJO et al, 1971; VIEIRA, 1991).

Figura 20. Constituintes quimicos de Croton Cajucara Benth, A = Cis-cajucarina B, B = Trans-cajucarina B, C =
Cajucarina A, D = sacacarina, E = isosacacarina, F = cajucarinolida, G = acido acetil aleuritolico, H=DCTN, I
CTN.
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3.5.1.10 TIRIRICA - Cyperus rotundus L.

Pertence a familia das Cyperaceae, com cerca de 90 géneros e 4000 espécies, das quais
845 ocorrem nos Neotropicos (BACCHI, 1989). O género Cyperus compreende cerca de 600
espécies, incluindo ervas daninhas comuns, encontradas em planaltos e campos de regides

tropicais e temperadas (KISMANN, 1991).

A Cyperus rotundus ¢ considerada a mais importante planta invasora do mundo, devido
sua ampla distribuicdo, capacidade de competi¢ao e agressividade, bem como pela dificuldade de
controle e erradicacdo. E uma herbacea perene, a qual se multiplica por sementes e
vegetativamente, a partir de rizomas, bulbos basais e tubérculos subterraneos (Figura 21). E
considerada uma das espécies botanicas de maior amplitude de distribuicdo geografica, estd
presente em praticamente todos os paises de clima tropical ou subtropical e at¢ mesmo, em
regides de clima temperado. No Brasil, ¢ registrada em toda a extensdo territorial. Tem grande
capacidade de reproducdo, podendo produzir cerca de 40 toneladas de massa verde por hectare.
As raizes sdo fibrosas e finas, chegando a 1 m de profundidade e suportando periodos secos

consideravelmente prolongados (KISSMANN, 1991).

Figura 21. A= Tiririca (Cyperus rotundus L.), seta demonstrando os tubérculos. B= Tiririca, seta indicando
inflorescéncia.
FONTE: Estacao experimental de hortalicas do INPA.

Descricdo Botdnica

E uma planta perene, herbacea, ereta, de caule triangular, com tubérculos, de 20-40 cm de

altura. A capacidade de sobrevivéncia em condi¢des adversas ¢ enorme desenvolvendo-se numa
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grande variedade de ambientes e solos com as mais diferentes texturas, num amplo espectro de
pH com variados graus de fertilidade. Em temperaturas baixas, o desenvolvimento e a

multiplicacdo dos tubérculos da-se com lentiddo, pois o congelamento do solo mata os tubérculos

(KISMANN, 1991).

Componentes Quimicos

Os constituintes e as propriedades da Cyperus rotundus foram relatados por varios autores
(Tabela 10). Os estudos fitoquimicos realizados com a espécie Cyperus rotundus, indicam que a
mesma ¢ constituida principalmente por terpenos, quinonas e flavonoides (ALLAN et al, 1969).
O dleo essencial e os extratos obtidos a partir dos tubérculos de Cyperus rotundus L. t€m sido
submetidos a numerosos estudos, resultando na identificagdo de muitos terpendides (OHIRA et
al, 1998). Thebtaranonth et al (1995), ao investigarem o extrato hexanico bruto de Cyperus

rotundus L., identificaram o endoperdxido 10,12-peroxycalameno.

Tabela 10. Descri¢ao dos constituintes e propriedades relatadas de Cyperus rotundus

Composto Parte da Propriedade Referéncia
planta farmacologica

10-12-peroxycalameno (extrato hexanico) Tubérculo Forte atividlade THEBTARANONTH et al,
antimalarial 1995

4,7-dimetil-1-tetralenol (extrato hexanico) Tubérculo Moderada THEBTARANONTH et dal,
atividade 1995
antimalarial

O-copaeno, cipereno, B-selineno, O-selineno, Tubérculo Nao citado SANTOS, 2003

O-ciperona,  campesterol,  estigmasterol,
sitosterol, hexadecanoato de metila (extrato

hexanico)

Ciproteno, cipera-2,4-dieno, O-copaeno, Tubérculo Nao citado JOULAIN E KONIG, 1998;
cipereno, O-selineno, rotundeno, valenceno, HIKINO et al, 1967, HOWE E
y-gurjuneno, trans-calameno, &-cadineno, y- MCQUILLIN, 1955;
calacoreno, epi-a-selineno, o-muuroleno, Y- HAAKSMA et al, 1992;

muuroleno, cadaleno, ciperol, isociperol, - ADAMS, 1995; SANTOS, 2003

ciperona, O-pineno, [-pineno, mirtenol,
seichelleno, [-selineno, espatulenol,
epoxicariofileno, o0xido de a-cedreno (oleo
essencial)
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A andlise do 6leo essencial de Cyperus rotundus por Cromatografia Gasosa (CG) e
Cromatografia Gasosa de Alta Resolugdo acoplada ao Espectrofotometro de Massa (CGAR-EM)
possibilitou a identificacdo do ciproteno, cipera-2,4-dieno, a-copaeno, cipereno (Figura 20G), o-
selineno, rotundeno, valenceno, y-gurjuneno, frans-calameno, d-cadineno, y-calacoreno, epi-a-
selineno, a-muuroleno, y-muuroleno, cadaleno (JOULAIN e KONIG, 1998), ciperol, isociperol

(HIKINO et al, 1967) e a-ciperona (HOWE e McQUILLIN, 1955; HAAKSMA et al, 1992).

Segundo Santos (2003), o 6leo essencial dos tubérculos do espécime Cyperus rotundus,
aclimatado no Amazonas, apresenta 15,51% de monoterpenos, 25,85% de hidrocarbonetos
sesquiterpénicos e 20,68% de sesquiterpenos oxigenados. Os principais componentes
identificados foram cipereno (17,41%) (Figura 22G), a-ciperona (Figura 22F) (15,84%),
epoxicariofileno (8,08%) (Figura 22L) e B-selineno (7,09%)% (Figura 22D), enquanto que d-
cedreno-6xido (2,66%) (Figura 22E), e espatulenol (2,42%) foram detectados em menor
quantidade. No total foram identificados 12 compostos, que corresponderam a 62,04% da
composi¢do do dleo. Os estudos de Santos (2003) revelaram a presenga dos sesquiterpenos O-
copaeno, cipereno, O-selineno, [-selineno, da-ciperona, dos esteroides, campesterol,
estigmasterol, sitosterol, e do éster hexadecanoato de metila, do extrato hexanico do mesmo

espécime.

Propriedades Terapéuticas

A Cyperus rotundus ¢ usada como remédio na medicina popular em diversas regides do
mundo, incluindo Asia, Africa, América do Norte e do Sul (DANASSANAYAKE & FOSBERG,
1995). Seus tubérculos sdo usados na medicina popular desde a Idade da Pedra, pois apresentam

compostos terpénicos, aos quais sao atribuidas propriedades terapéuticas (KISMANN, 1991).

Segundo Marimoto (1998), espécies do género Cyperus apresentam efeitos medicinais
como emoliente, analgésico e antelmintico. Na china ¢ utilizada com analgésico, bactericida,
afrodisiaco, impoténcia sexual e antidepressivo (DANASSANAYAKE & FOSBERG, 1995).
Possui forte efeito antimaldrico (THEBTARANONTH et al, 1995).
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Figura 22. Constituintes ativos do Cyperus rotundus L.: A = Ciperaquinona; B = Scabequinona; C = Remirol, D = 3-
selineno, E = Oxido de a-cedreno, F = a-ciperona, G = Cipereno, H = Campesterol, I = sitotesrol, J =
Hexadecanoato de metila, L = Oxido de cariofileno.

3.6 Oleos e extratos

Foram avaliados, de acordo com a parte da planta estudada, 6leos volateis, 0leo-resina,

6leos fixos e extratos em ordem crescente de polaridade (hexanico, cloroférmico e etanolico).
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A International Standard Organization (ISO) define 6leos essencial, como os produtos
obtidos de partes de plantas através de destilagao por arraste com vapor d’agua. Desta forma, sao
misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas. Também
podem ser chamadas de 6leos volateis, dleos etéreos ou esséncias. Sua principal caracteristica ¢ a
volatilidade com aroma agradéavel e intenso na grande maioria, por esse motivo sao denominados

de essenciais (SIMOES, 2003).

O ¢leo resina ¢ uma solu¢do natural de &cidos diterpénicos em um o6leo essencial

composto principalmente de sesquiterpenos (CASCON et al, 2000).

Os Oleos fixos sdao definidos como uma mistura de substancias lipidicas, obtidas
geralmente de sementes ou diretamente do caule das plantas. Como caracteristicas sdo densos,
ndo volateis, liquidos e hidrofobicos, constituidos basicamente por triglicerideos (MORETTO,

1989; SIMOES, 2003).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta do material botinico

A primeira etapa da investigacdo fitoquimica consistiu na coleta do material vegetal.
Assim, foi preparada uma exsicata para a identificacdo botanica de cada espécie, onde a selegdo
do material foi feita de forma cuidadosa, evitando coletar partes dos vegetais afetados por
doengas, parasitas e também materiais estranhos, tais como outras plantas ou mesmo partes da
propria planta de insignificante interesse para a investigacdo (Tabela 11). Nas exsicatas ha
informacdes sobre o registro do tipo de solo, didmetro a altura do peito do caule (D.A.P.). No
local de coleta, a hora e a data sdo importantes observacdes, visto que, o ambiente, a hora do dia e

a época do ano exercem grande influéncia sobre a producgdo e o acumulo dos produtos vegetais.

Tabela 11 - Atividades de coleta do material botanico.

Espécie botanica Parte da planta Local de coleta Numero da
exsicata*
Cyperus rotundus L. Tubérculos Estagdo Experimental de Hortalicas do HUAM 7579
INPA, Manaus.

Tynanthus elegans Miers Caule Reserva Ducke do INPA Nao fértil
Copaifera multijuga Hayne Caule Reserva Ducke do INPA Nao fértil
Carapa guianensis Aubl. Sementes Campus do INPA Aleixo, Manaus HUAM 7577
Bertholletia excelsa Humb & Sementes Campus da UFAM, Manaus. HUAM 7578
Bonpl.

Artocarpus integrifolia L.F. Sementes Campus do INPA V-8, Manaus. HUAM 7580
Protium heptaphyllum March  Caule Reserva Ducke do INPA Nao fértil
Aniba roseodora Ducke Folhas Reserva Ducke do INPA HUAM 5982
Croton cajucara Benth Folhas Reserva Ducke do INPA Nao fértil
Guatteria citriodora Ducke Folhas Reserva Ducke do INPA HUAM 7346

*HUAM — Herbario da Universidade Federal do Amazonas
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4.2 Secagem e moagem

A secagem foi realizada em estufa de ar circulante a 50 °C, com duragdo média de 4 dias,
dependendo da amostra. Procedeu-se a moagem por um moinho, modelo Willey de quadro facas

com peneira fina e crivos de aproximadamente 1 mm de didmetro.

4.3 Extracdo dos oleos e extratos

4.3.1 Oleos voliteis das espécies: tiririca (Cyperus rotundus L.), breu-branco (Protium
heptaphyllum March.), pau rosa (Aniba roseodora Ducke.), sacaca (Croton cajucara Benth.),

e laranjinha (Guatteria citriodora Ducke).

Os Oleos volateis foram obtidos através de processo de hidrodestilagdo, no sistema
Clevenger (Figura 23) por 2 a 3 horas, mantendo-se a temperatura de 100 °C. Posteriormente
foram secos usando Na,SO, anidro. Os 6leos foram armazenados em frascos de vidro escuro,
mantidos sob refrigeracdo para evitar perda dos constituintes volateis e entdo submetidos aos

ensaios bioldgicos.

4.3.2 Oleo-resina: copaiba (Copaifera multijuga Hayne).

O o6leo de copaiba foi coletado diretamente da arvore, através de uma incisdo com uma
ferramenta em forma de parafuso (trado) até atingir o cerne do caule, inserindo-se um pequeno
cano de PVC de 2 polegada conectado a uma mangueira plastica flexivel de mesmo didmetro,
facilitando a coleta do 6leo. Foram retirados 100 mL, e posteriormente o cano foi vedado para

uso em novas extracoes.
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Figura 23. Sistema de Clevenger.
FONTE: Laboratério de Quimica de Produtos Naturais — UFAM

4.3.3 Oleos fixos: andiroba (Carapa guianensis Aubl.), castanha do brasil (Bertholletia excelsa

Humb.& Bonpl.) e jaca (Artocarpus integrifolia L.F.).

No processo de extragdo desses 6leos as sementes foram coletadas e posteriormente secas,
separando-se em seguida as cascas (tegumento) das améndoas (endosperma e embrido) em seu
interior. Das améndoas foi obtido o dleo, através de extracdo continua em Soxhlet (Figura 24),
por um periodo de 24 horas, utilizando como solvente, o hexano p.a. Apos esta fase, os extratos
foram submetidos ao rotavapor, a pressao reduzida, para eliminagdo total do solvente e obtencao

dos extratos de cada semente.

Figura 24. Aparelho de Soxhlet.
FONTE: Laboratoério de Quimica de Produtos Naturais - UFAM
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4.3.4 Extratos hexdnico, cloroformico e etandlico: andiroba (Carapa guianensis Aubl.),
tiririca (Cyperus rotundus L.), jaca (Artocarpus integrifolia L.F.) e cipo cravo (Tynanthus

elegans Miers.).

Os materiais vegetais coletados foram separados por sua especificidade. Da andiroba
retirou-se a casca das sementes, da tiririca os tubérculos, da jaca as cascas das sementes e do cip6
cravo o seu caule. Apds secagem e moagem, foram inseridas em frascos mariotes
individualizados por espécie, para posteriores imersdes em solventes de polaridade crescente
(hexano, cloroformio e etanol 95%), durante seis dias (para cada solvente utilizado), e sua
renovacdo a cada dois dias. Os extratos com solvente foram concentrados em rotavapor, sob

pressdo reduzida, até eliminagdo total dos solventes e obtencao dos extratos (Figura 25).

Figura 25. Mariote e Rotavopor
FONTE: Laboratdrio de Quimica de Produtos Naturais - UFAM

4.4 Preparo do meio de cultura de Streptococcus mutans

Para o crescimento do Streptococcus mutans, classificado como tipo y (gama) ou inerte,
ndo produtor de halo de hemolise, utilizou-se o meio de cultura utilizado pela Fundagdo André
Tosello, onde a bactéria de referéncia ATCC 25175 foi adquirida, composto de TSA (Tripticase
Soyo Agar), ou seja, 7,5 g de peptona de soja com 7,5 g agar em 500 mL de 4gua destilada
(MANUAL DIFCO, 1984). Esta mistura foi esterilizada em autoclave, e posteriormente
distribuida assepticamente, na camara de fluxo laminar, em placas de petri estéreis e em tubos de
ensaio para cultivo e manutencdo das culturas. Para comprovar e controlar a esterilidade das
placas conservou-se o meio de cultura puro, ndo semeado, durante 24 horas na estufa a 37 °C

evitando contamina¢do do meio.
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Para obtencdo do meio liquido, foram misturados 7,5 g de peptona de soja com 5 g de
sacarose PA em 500 mL de agua destilada, sendo submetido a esterilizagdo em autoclave.
Posteriormente as culturas foram distribuidas em cinco frascos erlenmeyers de 250 mL cada,

submetidos a um aparelho agitador para crescimento das culturas por 72 horas.

No processo de dilui¢do em agar semeia-se, em meio solido as bactérias, colocando-se
uma amostra da droga sobre ele, isto ¢, no disco de papel de filtro, num pequeno cilindro ou
numa cavidade feita no agar. Apds o crescimento da camada bacteriana, podera haver uma zona
clara ao redor da droga para um determinado agente. O didmetro dessa zona fornece uma
indicacdo e grau de sensibilidade do microrganismo. Esse didmetro também ¢ influenciado pela
velocidade de crescimento do germe e pela densidade do indculo, uma vez que ¢ o reflexo de
uma competi¢do entre a multiplicacdo do microrganismo e a difusdo da droga (DAVIS et al,

1973).

4.5 Procedimento de andlise

O procedimento quimico para a producdo das amostras iniciou-se com a coleta das
espécies botanicas, seguida de secagem e moagem, para a obtengao dos materiais de 10 espécies,
entre 6leos e extratos vegetais, totalizando 22 amostras padronizadas para teste. Esses protocolos
foram efetuados no laboratdrio de quimica de produtos naturais do Departamento de Quimica da

Universidade Federal do Amazonas (UFAM).

A andlise microbiologica utilizada foi o0 método comparativo entre as amostras, com uma
cultura de Streptococcus mutans de referéncia, buscando avaliar a presenga de propriedades
antimicrobianas, antiaderentes e antiacidas das amostras de Oleos e extratos, no meio de cultura
contendo esse microrganismo, responsavel pela formagao do biofilme bacteriano em contato com
o esmalte dentdrio humano. As analises foram realizadas no laboratorio de microbiologia da
Coordenacao de Pesquisas em Ciéncias Agronomicas (CPCA) do Instituto Nacional de Pesquisa
da Amazonia (INPA).

4.5.1 Propriedade antimicrobiana
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A propriedade antimicrobiana consistiu na analise das atividades bactericida e/ou
bacteriostatica, in vitro, das amostras sobre o S. mutans. Do meio liquido com as colonias em
crescimento retirou-se uma aliquota de 10 mL e foi adicionada aos 500 mL do meio de cultura
TSA, fundido a uma temperatura de 50 °C, sendo posteriormente distribuido sobre placas de
petri. Apos o resfriamento completo, adicionou-se sobre este conjunto, as amostras dos dleos e
extratos vegetais embebidos em discos de papel de filtro de aproximadamente 5 mm de didmetro.
Foram adicionados sobre a cultura, cinco discos de papel impregnados individualmente por
amostra em cada placa de petri, técnica de difusdo em disco de Kirby Bauer (1966). Esse

procedimento foi realizado em triplicata, sendo obtido o total de 15 discos por amostra.

Na analise qualitativa se determina a bactéria sensivel quando o halo de inibi¢cdo (halo
mais disco) for superior a 15 mm de didmetro, bactéria resistente quando for inferior a 10 mm de
didmetro e bactéria moderadamente sensivel quando oscilar entre 10 e 15 mm de diametro

(IRIARTE, 1975).

Na analise dos dados os valores de halo de inibi¢do foram transformados em halo
verdadeiro, sendo subtraido dos valores aferidos, 5,5 mm referente de diametro do disco. No
presente estudo a bactéria sera considerada resistente quando ndo apresentar halo de inibigao,
quando os valores forem superiores a 1,50 mm de didmetro a bactéria é sensivel e quando oscilar

entre 0,01 a 1,50 mm de didmetro a bactéria ¢ tolerante.

Para a confirmag¢do dos resultados obtidos pela andlise qualitativa, foi proposta a
avaliagdo quantitativa em relagdo a atividade antimicrobiana. Foram aferidos os valores do
diametro do disco com amostra e dos halos de inibi¢do ou crescimento formados nos tempos de

24, 48 e 72 horas. Para a analise de variancia (ANOVA) da presenca de halo de inibi¢ao ou halo
de crescimento, os dados foram transformados em m, onde x representa o valor da
amostra, segundo Banzatto e Kronka (1992).

Os valores relacionados foram medidos em mm de halo de inibigdo verdadeiro, calculado
pela diferenca entre o halo total e o didmetro do disco, ou seja, a medida da difusdo das

moléculas bioativas no meio de cultura com a bactéria. Seguindo o mesmo procedimento, foi

aferido o halo de crescimento verdadeiro.
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Com o objetivo de identificar a significancia estatistica, das diferentes comparagdes foi
realizada a andlise dos dados pelo modelo em parcela subdividida, onde as parcelas sdo formadas
pelos 6leos e extratos e as subparcelas pelos tempos de cultivo (24, 48 e 72 horas), considerando
um intervalo de confianga de 95% (p = 0,05). As comparagdes multiplas foram processadas

através dos contrastes ortogonais do teste F de acordo com Hinkelmann e Kempthorne (1994).

4.5.2 Propriedade removedora do biofilme

Os ensaios para remoc¢do do biofilme necessitam de protocolos distintos em fungdo do

tempo e do crescimento exponencial (fase Log) do microrganismo em estudo.

Para os ensaios qualitativos de remocao do biofilme foi estabelecido um teste visual por
amostra com o seguinte protocolo: na formagdo do biofilme utilizou-se um tubo de ensaio com
tampa, onde foi adicionado um fragmento de dente humano de aproximadamente 0,25 ¢cm? em 1
mL de meio liquido com a bactéria, ficando em temperatura ambiente 72 horas em mesa

agitadora de movimento circular (Figura 26).

O fragmento dentdrio foi retirado do tubo de ensaio e depositado em placa de petri. Para
verificagdo do biofilme formado utilizou-se uma gota evidenciadora de bactérias a base de
eritrosina, com a finalidade de corar as bactérias formadoras do biofilme, sobre o fragmento.
Constatada a presenca do biofilme, acrescentou-se posteriormente uma gota da amostra sobre o
fragmento dentario. Ap6s 5 minutos de contato, verificou-se se a amostra desagregou o biofilme

formado e corado.
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Figura 26. Formacao do biofilme no teste qualitativo.
FONTE: Laboratorio de Microbiologia da Coordenagdo de Pesquisas em Ciéncias Agronomicas (CPCA) - INPA

As amostras estudadas obedeceram ao critério da solubilidade, sendo separadas em
liquidas e diluidas para adiciona-las sobre o fragmento dentdrio previamente corado. Para
obten¢do das amostras diluidas acrescentou-se propilenoglicol na propor¢ao de 0,1 g de amostra
para 100 pL de propilenoglicol. Como controle para as amostras liquidas, acrescentou-se uma
gota de agua destilada sobre o fragmento corado. No controle das amostras diluidas acrescentou-
se uma gota do propilenoglicol no fragmento corado, com a finalidade de comparacdo com as

demais amostras. As amostras com resultados visualmente positivos foram quantificadas.

Para os ensaios quantitativos de remocao do biofilme foi estabelecido por amostra o
seguinte protocolo: inicialmente preparado 300 mL de meio de cultura liquido, contendo peptona
de soja e sacarose diluidas em &agua destilada, para esterilizagdo em autoclave e posterior
resfriamento. O meio foi inoculado por coldnias de Streptococcus mutans, e mantido em

temperatura ambiente por 3 dias na mesa agitadora com movimento circular.

A cultura foi homogeneizada e distribuida em 39 frascos de 50 mL com tampa, em
aliquotas de 6 mL/frasco, contendo um dente previamente esterilizado e mantido por mais quatro
dias nas mesmas condi¢des (PELINO, 1998; YOSHIYASU, 2001). Os dentes possuiam o volume
de 1,0 mL; 0,8 mL; 0,6 mL e 0,4 mL. As triplicatas mantiveram em média volume de 0,8

mL/amostra.
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A média de células viaveis ou unidades formadoras de colonias (UFC) proposta por
Gaines et al (2003) e Eick et al (2004), nos tempos de 24 e 48 horas foi estimada através de
visualiza¢do em placa de Petri, das colonias presentes em solu¢do de inoculo, como descrito a

seguir.

Uma aliquota de 1 mL do meio liquido com bactérias foi solubilizada em 9 ml de
propilenogicol (solugao a 10%), procedendo-se em seguida a leitura da absorvancia, em triplicata,
no espectrofotometro UV-Vis (Modelo Spectronic Biomat 3 - Thermo Electron Corporation), a
620 nm (Hansen et al (2006); Qi et al (2005); Takarada et al 2004; Merrit et al (2003)). Tendo
em vista as dificuldades de quantificagdo nesta concentragdo devido a presenca de excesso de
unidades formadoras de colonias (UFC), foram realizadas sucessivas dilui¢des do inoculo em
propilenoglicol, a 1%, 0,1%, 0,01% e 0,001%. A contagem das células foi viabilizada na quinta
dilui¢do, observando-se 64 células/mL. Devido o limite de detec¢do do aparelho para leitura de
absorvancia a partir da terceira diluicdo, optou-se por calcular o nimero de células vidveis ou
unidades formadoras de colonias (UFC) para a primeira diluicdo (solucio a 10%),
correspondendo a 64x10° células /mL, cujo valor médio de absorvancia foi igual a 0,081. Esta
solugdo (in6culotsolvente propilenoglicol) foi usada como padrio para avaliagdo semi-
quantitativa do nimero de células removidas das unidades dentarias pelas amostras em estudo,
com base na proporcionalidade entre absorvancia e concentracdo de analitos, em acordo com a

Lei de Beer-Lambert (Oliveira ef al, 2004).

O controle estimado para a analise foi o propilenoglicol, o qual desagregou 1,5 x 10°
UFC’s/mL células em cinco minutos de contato com o dente. Com esse dado foi possivel a
comparacdo com as amostras, bem como substancias de relevante uso na odontologia a

clorexidine e o eugenol.

As amostras foram diluidas em propilenoglicol, substancia inerte, nas proporgdes de 2,7
mL de diluente para 0,3 mL de amostra, em tubos de 10 mL repetidos em triplicata. Cada amostra
foi lida no espectrofotdometro de ultravioleta com comprimento de onda (A) 620 nm,
separadamente, tendo como branco a mistura propilenoglicol mais amostra. Os dentes imersos
em 6,0 mL de meio liquido por um periodo de 7 dias e distribuidos individualmente nas
triplicatas, de modo que o somatério de seus volumes fosse em média 2,4 mL. Em seguida, os

dentes retirados do in6culo foram submersos nas amostras por cinco minutos, € as amostras
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diluidas com bactérias desagregadas do biofilme foram submetidas a uma nova leitura no
espectrofotometro de ultravioleta, sendo os valores comparados com os obtidos no meio liquido

inicial.

4.5.3 Propriedade antiacida

A acdo antiacida dos 6leos e extratos vegetais sobre a cultura de Streptococcus mutans
seguiu o seguinte protocolo: Os ensaios para obtencdo do pH (Potencial de Hidrogénio) das
amostras estudadas, obedeceram ao critério da solubilidade. Assim, foram separadas as amostras
liquidas das diluidas em relacdo ao meio de cultura liquido contendo a bactéria Streptococcus

mutans, procedendo a um controle por grupo.

Nas amostras liquidas foram adicionados em cada ensaio, as seguintes propor¢des 700 uL
da amostra em 700 puL de meio liquido com a bactéria em um tubo eppendorf de 1500 pL, tendo

como controle 1400 puL de meio liquido com a bactéria em um tubo eppendorf de 1500 uL.

Para dilui¢do das amostras foi acrescentado o propilenoglicol como diluente em cada
ensaio na propor¢ao de 0,1 g da amostra em 700 puL de propilenoglicol e adicionada a 700 uL de
meio liquido com a bactéria em um tubo eppendorf de 1500 puL. O controle foi mantido a relagao
de 700 pL de propilenoglicol em 700 uLL de meio com a bactéria em um tubo eppendorf de 1500
pL.

A importancia da andalise de pH descrita por Bradshaw ef al (1997), demonstraram que os
valores superiores a pH 5,5, estabilizam o crescimento bacteriano na saliva em seres humanos,
das bactérias comensais ¢ odontopatogénicas, sendo essas condi¢des consideradas de baixo risco

de carie dentaria.

Essa estabilizagdo ¢ rompida quando o valor de pH reduz de pH 5,5 para pH 5,0, onde as
bactérias odontopatogénicas sdo estimuladas ao crescimento, enquanto as bactérias comensais

permanecem estaveis, sendo consideradas de médio risco de carie.

Contudo quando os valores do pH sdo menores que pH 5,0 observa-se a redugdo das

colonias das bactérias comensais as espensas do crescimento das bactérias odontopatogénicas,
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justificando com essas condi¢des a consideracdo de alto risco de carie dentdria em humanos

(Figura 27) (BRADSHAW et al, 1997).

Baixo risco Médio risco Alto risco
>55 5,0-5,5 <50

> —»

Comensais Comensais

mensais

Odontopatogénicas %vntopatogénicas Aontopatogénicas

Tempo

Figura 27. Variagdo de acidez
FONTE: Bradshaw et al (1998)

Para melhor compreensdo, o mecanismo bioquimico influenciado pelo pH na saliva
humana, foi descrito por Jenkins (1978), através da curva de Stephan (Figura 25). Essa analise foi
deduzida apds a ingestdo de alimentos ricos em sacarose. No estudo desse autor observou-se que
o pH salivar foi reduzido a valores proximos ao pH 5,0, nos primeiros cinco minutos,
permanecendo com esse valor de pH por 10 minutos. Nesse periodo o esmalte dentario libera
para a saliva ions Ca™ e o PO, induzidos pelos valores acidos de pH, descritos como fase de

desmineralizacao do dente (CURY, 1981; ROSEN et al, 1989).

Apds os dez primeiros minutos a saliva apresenta propriedade tampao, a qual eleva os
valores de pH proximo a neutralidade do pH 7,0, esse processo leva trinta minutos para
neutralizacdo e foi descrito por Jenkins (1978), como fase de remineralizagdo, pois os ions Ca™ e
o PO,” retornam ao esmalte dentario humano, estabilizando o estado bioquimico original dos
cristais de hidroxiapatita que compdem a estrutura do esmalte dos dentes, a partir do pH 5,5

elevando-se a neutralidade proximo do pH 7,0 (Figura 28).



Figura 28. Curva de Stephan
FONTE: Jenkins, (1978).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A metodologia empregada permitiu a andlise das propriedades antimicrobianas,

removedoras de biofilme e antiacidas das amostras vegetais (Tabela 12).

Os 6leos essenciais de breu branco, breu branco mais linalol de pau rosa; o 6leo resina de
copaiba; os Oleos essenciais de laranjinha, pau rosa, sacaca e tiririca, bem como o extrato
cloroférmico de tiririca, o extrato hex@nico de cipd cravo e o extrato hexanico de tiririca,

apresentaram halo de inibi¢do, demonstrando atividade antimicrobiana nesse estudo.

O ¢leo essencial de laranjinha destacou-se entre as amostras estudadas, pois revelou
inibicdo completa. A sua caracteristica volatil demonstrou facil difusdo molecular em meio de
cultura sélido na placa de petri, eliminando por completo o Streptococcus mutans contido no

meio.

Na analise mais relevante da pesquisa, a atividade antiaderente, as amostras que
apresentaram destaque foram os 6leos essenciais de tiririca e breu branco, e o extrato etanolico de
tiririca.

A verificagdo da atividade antidcida demonstrou que a amostra de extrato cloroférmico de
andiroba e o controle formado pela cultura em meio liquido mais propilenoglicol apresentaram

pH 7,5, impossibilitando o crescimento bacteriano.

5.1. Analise da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi analisada pela acdo de uma substancia ou um conjunto de
substancias adicionadas em discos de papel de filtro, técnica de difusdo em disco de Kirby Bauer
(1966). Os discos foram distribuidos em placa de petri com meio de cultura e Streptococcus
mutans. As amostras positivas promoveram a inibicdo do crescimento da bactéria pelo contato,
formando um halo de inibi¢ao pela difusdao molecular ao redor do disco impregnado com os 6leos

€ extratos.
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Tabela 12 — Oleos e extratos das espécies vegetais utilizadas no estudo de atividade

antimicrobiana, antiaderente e antiacida.

Material vegetal Componentes Propriedade Propriedade Propriedade
antimicrobiana (" antiaderente @ antiacida ®
Branco Controle ) ! 5,40/7,55%
Andiroba Oleo fixo I 2 4,55
Extrato etanolico ! ! 5,90
Extrato ! ! 7,55%
cloroféormico
Extrato hexanico ! ! 5,65%
Breu branco Oleo essencial 2 3 5,10
Breu branco + linalol de  Oleo 2 ! 5,60
pau rosa
Castanha do brasil Oleo fixo I ! 5,50
Cip6 cravo Extrato etanolico ! 2 5,80*
Extrato ! ! 5,45*
cloroformico
o 2 2
Extrato hexanico 6,75*
Copaiba Oleo resina 2 2 4,05
Jaca Oleo fixo ! 2 6,75%
Extrato etanolico ! ! 5,60%*
Extrato ! ! 6,90*
cloroférmico
Extrato hexanico ! ! 6,65%
Laranjinha Oleo essencial 3 2 5,60
Pau rosa Oleo essencial 2 2 5,10
Sacaca Oleo essencial 2 ! 6,55
Tiririca Oleo essencial 2 3 5,20
Extrato etanolico ! 3 5,85%
Extrato ! 2 5,10%
cloroférmico
o 2 2
Extrato hexanico 6,90*

(1) — 1- Auséncia de halo de inibi¢ao, 2- Presenca de halo de inibicao, 3- Inibigdo completa na placa de petri.
(2) — 1- Presenga de biofilme, 2- desagregacdo parcial do biofilme, 3- desagregagdo total do biofilme.
(3)— Sem asterisco amostras liquidas, com asterisco (*) amostras diluidas.
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Os extratos s3o obtidos a partir dos solventes P. A. (Pré andlise), como hexano,
cloroférmio e etanol em ordem crescente de polaridade. Assim, no extrato hexanico encontram-se
moléculas com menor polaridade, no extrato cloroférmico moléculas de média polaridade e no

extrato etanolico moléculas de maior polaridade.

Durante o experimento obteve-se um dado diferenciado entre algumas amostras, pois

estas apresentaram halo de crescimento de bactéria.

Sempre que se realiza um antibiograma de acordo com a técnica descrita e utilizando
disco com uma concentragdo e posicdo adequada, ¢ possivel avaliar o grau de sensibilidade
segundo as caracteristicas dos halos de inibi¢do, nos seguintes termos: sensivel, moderadamente

sensivel e resistente (IRIARTE, 1975).

Observaram-se efeitos diferenciados estatisticamente quanto aos 6leos e extratos sobre o
crescimento de Streptococcus mutans nas placas de petri. O dleo essencial de laranjinha foi o que
apresentou maior inibi¢do do crescimento da S. mutans, com o didmetro de halo de inibi¢ao
equivalendo ao diametro da placa. A analise de variancia detectou diferenca significativa ao nivel

de 5% de probabilidade pelo teste F (Tabela 13).

No presente estudo, a bactéria foi considerada resistente quando ndo apresentou halo de
inibi¢cdo; quando os valores foram superiores a 1,50 mm de didmetro a bactéria foi considerada
sensivel e foi considerada moderadamente sensivel (tolerante) quando os valores oscilaram entre

0,01 e 1,50 mm de diametro.

A amostra de 6leo fixo de andiroba apresentou auséncia de halo de inibi¢do, nos tempos
de 24, 48 e 72 horas (Figura 29), sendo constatado no tempo de 72 horas, a presenga de halo de
crescimento bacteriano com média de 0,40 mm de didmetro (Tabela 13), ou seja, a bactéria

Streptococcus mutans € resistente ao dleo.

O extrato cloroféormico de andiroba apresentou auséncia de halo de inibi¢do, nos tempos
de 24 ¢ 48 horas, sendo constatada a presenca de halo de inibi¢cdo no tempo de 72 horas com
média de 0,37 mm de didmetro (Tabela 13), ou seja, a bactéria Streptococcus mutans mostrou-se

tolerante a esse extrato.
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Tabela 13 — Halos de inibi¢do e crescimento bacteriano formados nos tempos de 24, 48 ¢ 72

horas.

Material analisado (6leos e

Média de halo de inibigdo (mm)

Média de halo de crescimento

extratos) (mm)
24 horas 48 horas 72 horas 24 horas 48 horas 72 horas
Oleo fixo de andiroba 0 aB 0 aB 0,40 aC
Extrato etanolico de 1,57 aA 231 aA 434 aA
andiroba
Extrato cloroférmico de 0 aB 0 aB 0,37 aB
andiroba
Extrato hexanico de 0 aB 3,66 aA 1,23 aBC
andiroba
Oleo essencial de breu 0 aB 148 aB 0,72 aB
branco
Oleo essencial de breu 0,98 aB 1,29 aB 1,13 aB
branco+ linalol
Oleo fixo de castanha do 0 aB 0 aB 0 aB
brasil
Extrato etandlico de cipd 0 aB 0 aB 0 aB
cravo
Extrato cloroférmico de cip6 0 aB 0 aB 0 aB
cravo
Extrato hexéanico de cipé6 0 aB 1,14 aB 098 aB
cravo
Oleo resina de copaiba 0 aB 0 aB 3,01 aB
Oleo fixo de jaca 090 aA 226 aA 232 aB
Extrato etanélico de jaca 0 aB 0 aB 0 aB
Extrato cloroférmico de jaca 0,80 aAB 143 aA 1,11 aBC
Extrato hexanico de jaca 0 aB 0 aB 0 aB
Oleo essencial de laranjinha ~ 86,18° aA  86,18° aA 31,09 bA
Oleo essencial de pau rosa 298 aB 3,07 aB 3,04 aB
Oleo essencial de sacaca 0 aB 0 aB 0,09 aB
Oleo essencial de tiririca 2,58 aB 231 aB 194 aB
Extrato etandlico de tiririca 0 aB 0 aB 0 aB
Extrato cloroformico de 0 aB 0 aB 0 aB
tiririca
Extrato hexanico de tiririca 1,50 aB 0 aB 0 aB

Meédias seguidas de mesma letra minuscula na horizontal ndo diferem entre si estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade

pelo teste de Tukey.

Médias seguidas de mesma letra maitiscula na vertical ndo diferem entre si estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo

teste de Tukey.

*- Indica inibigdo total de crescimento da bactéria, com os 86,18 mm representando o didmetro da placa de petri inteira.
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Figura 29. S. mutans resistente ao 6leo fixo de andiroba. Placa com auséncia de halo de inibigdo em 48 horas

O extrato etanolico de andiroba apresentou auséncia de halo de inibi¢do, nos tempos de
24, 48 e 72 horas, sendo constatado nesses tempos, a presenca de halo de crescimento bacteriano

respectivamente com média de 1,57 mm, 2,31 mm e 4,34 mm de didmetro (Tabela 13).

A amostra de extrato hexdnico de andiroba apresentou auséncia de halo de inibi¢do, nos
tempos de 24, 48 e 72 horas, sendo constatado nos tempos de 48 e 72 horas a presenca de halo de
crescimento bacteriano respectivamente com média de 3,66 mm e 1,23 mm de diametro descrito

na Tabela 13.

Nas amostras de 0leo fixo e extratos hexanico e etandlico de andiroba, obtidos da casca
das sementes, foi observado o estimulo ao crescimento da S. mutans, pois ocorreu o aparecimento
de halo de crescimento bacteriano. As amostras obtidas a partir da casca de semente possuem
como moléculas majoritarias os limonoides "carapina" ou "andirobina", derivados do acido
palmitico, 4cido miristico, acido oléico, acido linoléico descritos por Corréa (1984) e Siqueira et
al (2003), bem como os taninos descritos como inibidores de enzimas, como as

glicosiltransferases de Streptococcus mutans por Hattori et al (1990) e Ooshima et al (1993).
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No presente estudo era de se esperar a atividade antimicrobiana do 6leo fixo e dos
extratos de andiroba. Os resultados demonstraram que o extrato cloroférmico, que apresenta
moléculas de média polaridade, apresentaram halo de inibi¢do, confirmando os resultados obtidos
em estudos anteriores com amostras da casca de semente (HATTORI et al, 1990 e OOSHIMA et
al, 1993).

O oleo fixo e os extratos etanolico e hexanico de andiroba ndo apresentaram halo de
inibicdo e sim, estimularam o crescimento bacteriano. Esses resultados ndo corroboram com a

literatura pesquisada sobre casca de semente de andiroba.

O extrato etandlico de andiroba manteve a curva ascendente de crescimento bacteriano até
72 horas, indicando que possui moléculas nutricionais estimulando o crescimento e o
desenvolvimento bacteriano. Contudo no extrato hexanico de andiroba, essas moléculas podem
ter apresentado menor concentragdo, promovendo o crescimento do halo em 48 horas e a redugdo

do halo em 72 horas, justificando o declinio da curva de crescimento por fatores nutricionais.

O ¢leo essencial de breu branco apresentou auséncia de halo de inibi¢ao, no tempo de 24
horas, e manifestou inibicdo nos tempos de 48 e 72 horas (Figura 30) respectivamente com média
de 1,48 mm e 0,72 mm de diametro (Tabela 13), ou seja, a bactéria Streptococcus mutans

mostrou-se tolerante ao 6leo essencial nos dois tempos avaliados.

O oleo essencial de breu branco apresenta como constituintes majoritarios, o O-
terpinoleno (28,50%), limoneno (16,90%), a-felandreno (16,70%) e d-pineno (10,50%). Da
resina, foram isolados o monoterpeno triidroxilado 1, os triterpenos O-amirina, 3-amirina ¢ breina

(LORENZI, 1992), sendo o terpinoleno a molécula descrita em maior concentragdo e com

atividade antimicrobiana (COSTA, 1996).

Era de se esperar nessa pesquisa, que o Oleo essencial de breu branco apresentasse
atividade antimicrobiana, o qual manifestou tal propriedade em 48 horas, sendo reduzido o halo
de inibi¢do em 72 horas. E possivel que as moléculas que desencadeiam o efeito antimicrobiano
sobre a Streptococcus mutans apresentem menor peso molecular facilitando a volatilidade da

amostra, onde o fator tempo permite a perda de seus constituintes.

A amostra de dleo essencial de breu branco com linalol de pau rosa apresentou presenga

de halo de inibi¢do nos tempos de 24, 48 ¢ 72 horas respectivamente com média de 0,98 mm,
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1,29 mm e 1,13 mm de didmetro (Tabela 13), ou seja, a bactéria Streptococcus mutans mostrou-

se tolerante a essa mistura.

Figura 30. S. mutans tolerante ao 6leo essencial de breu branco. Placa com presenga de halo de inibigdo em 48 horas.
Seta indicando halo de inibigao.

O linalol de pau rosa possui caracteristica fixadora de monoterpenos e sesquiterpenos,
predominante nas moléculas majoritarias contidas no o6leo de Aniba roseodora Ducke. Entre
estas, o linalol obtido de folhas de pau rosa, descrito por Zoghbi et al (1996), ¢ um dos alcoois

fixadores de terpenos aromaticos observado por Oashi et al (1997).

A atividade antimicrobiana da mistura de 6leo essencial de breu branco com linalol de pau
rosa era esperada pelo presente estudo, a qual se apresentou em todos os tempos avaliados, com
uma discreta reducao, por volatilidade de seus constituintes, do halo de inibi¢do em 72 horas.
Contudo o resultado corrobora com pesquisas anteriores, destacando-se a capacidade fixadora do
linalol obtido de folhas de pau rosa, por sinergismo molecular, de monoterpenos contidos no 6leo
essencial breu branco obtido do caule, a qual justifica a atividade antimicrobiana sobre a
Streptococcus mutans. Assim, essa caracteristica foi potencializada com a mistura quando

comparada ao 6leo essencial extraido do caule de Protium heptaphyllum March.
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O dleo fixo de castanha do brasil apresentou auséncia de halo de inibi¢do, nos tempos de
24, 48 e 72 horas, ou seja, a bactéria Streptococcus mutans mostrou-se resistente ao 6leo. O 6leo
fixo de castanha do brasil obtido das sementes possui dentre os seus constituintes o acido galico,
que apresenta atividades antibacterial descrito por Harborne e Baxter (1993). Era de esperar,

portanto, alguma atividade antimicrobiana, o que nao se observou no presente estudo.

Os extratos etanolico e cloroformico de cipd cravo obtidos do caule apresentaram
auséncia de halo de inibicdo nos tempos de 24, 48 e 72 horas. A amostra de extrato hexanico de
cipd cravo apresentou no tempo de 24 horas, auséncia de halo de inibi¢do, sendo constatada a
presenga de halo de inibigdo nos tempos de 48 ¢ 72 horas respectivamente com média de 1,14
mm e 0,98 mm de diametro (Tabela 13), sendo a bactéria Streptococcus mutans considerada

tolerante a esse extrato.

Os extratos do cipd cravo obtidos do caule apresentam como moléculas majoritarias
eugenol, tinantina e &cido tanico descritos por Woodruff (1995), bem como os taninos
justificando agdo bactericida segundo Scalbert (1991) e Chung et al (1998). Era naturalmente de
se esperar a acdo antimicrobiana desses extratos. Contudo, somente o extrato hexanico de cipd
cravo apresentou essa caracteristica no tempo de 48 horas, sendo reduzida a inibicdo em 72 horas,
sugerindo a presenca de moléculas de menor polaridade e volatilidade sobre a bactéria

Streptococcus mutans.

O o6leo resina de copaiba apresentou auséncia de halo de inibi¢do, nos tempos de 24 e 48
horas, sendo constatada a presenca de halo de inibicdo no tempo de 72 horas com média de 3,01

mm de didmetro (Tabela 13), sendo a bactéria Streptococcus mutans sensivel ao 6leo (Figura 31).

As amostras de 6leo resina de copaiba obtido do caule apresentam como moléculas
majoritarias, os sesquiterpenos como a-copaeno, trans-f-cariofileno, trans-o-bergamoteno, o-
carineno, P—cariofileno 6xido e acidos diterpénicos como o copalico e o 3- acetoxicopalico
descritos por Veiga Jr et al (1995), Cascon e Gilbert, (2000), bem como o B-bisabolol com
propriedade antiinflamatoria relatada por Shimizu ef al (1990) e o B-cariofileno com atividade
bactericida pesquisada por Kang et al (1992), antitumoral verificada por Zheng et al (1992) e

também antiinflamatoria observada por Shimizu et a/ (1990).
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Figura 31. S. mutans sensivel ao dleo resina de copaiba. Placa com presenca de halo de inibi¢do em 72 horas. Seta
indicando halo de inibig&o.

Naturalmente era de se esperar a propriedade antimicrobiana desse o6leo, o que foi
observado ap6s 72 horas, devido ao tempo de difusdo molecular no meio de cultura sélido e a

acao das moléculas contra a bactéria S. mutans.

A amostra de 6leo fixo de semente da jaca apresentou auséncia de halo de inibi¢do, nos
tempos de 24, 48 e 72, horas, sendo constatada nesses tempos, a presenga de halo de crescimento
bacteriano (Figura 32) respectivamente com média de 0,90 mm, 2,26 mm e 2,32 mm de didmetro

(Tabela 13).



83

Figura 32. Oleo fixo de jaca com halo de crescimento em 72 horas. Circulo indicando area do disco, seta indicando
area de crescimento.

O extrato cloroférmico de jaca obtido das cascas de semente apresentou auséncia de halo
de inibi¢ao, nos tempos de 24, 48 ¢ 72 horas, sendo constatada nesses tempos, a presenca de halo
de crescimento bacteriano respectivamente com média de 0,80 mm, 1,43 mm e 1,11 mm de
didmetro (Tabela 13). Os extratos etandlico e hexanico de jaca obtido das cascas de semente
apresentaram nos tempos de 24, 48 e 72 horas auséncia de halo de inibi¢do. O 6leo fixo e os
extratos de sementes de jaca possuem como seus constituintes quimicos majoritarios, os
carboidratos, as fibras, as vitaminas do complexo B e as lectinas (BALBACH, 1985). As lectinas
obtidas de sementes de jaca possuem a capacidade de aglutinar células, conhecida como

fitoaglutinina segundo Simdes et al (1999).

Do 6leo fixo e o extrato cloroformico de sementes de jaca era de se esperar a propriedade
antimicrobiana por aglutinacdo de bactérias por intermédio das lectinas. Contudo, os resultados
mostraram que as moléculas majoritarias como carboidratos e vitaminas do complexo B sdo
moléculas nutricionais estimulando o crescimento bacteriano. Obteve-se crescimento até 48
horas, com redu¢do do halo em 72 horas talvez por caréncia nutricional, determinada pelo

declivio da curva natural de crescimento bacteriano.
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O o6leo essencial de semente de laranjinha apresentou presenga de halo de inibi¢do, nos
tempos de 24, 48 e 72 horas, com médias respectivamente de 86,18 mm, 86,18 mm ¢ 31,09 mm
de diametro (Tabela 13), ou seja, a bactéria Streptococcus mutans mostrou-se altamente sensivel
ao oleo (Figura 33). O halo de inibi¢ao de 86,18 mm representa todo o didmetro da placa de petri,
indicando com isso, que esse extrato inibiu o crescimento da bactéria em toda a placa. Esta
caracteristica pode ser justificada por sua boa capacidade de difusao molecular volatil em meio
de cultura, demonstrando ser altamente toxica devido a elimina¢do completa do Streptococcus
mutans em meio de cultura, necessitando assim, avaliacdo posterior do teor de toxicidade. A acdo
antimicrobiana do o6leo essencial da laranjinha foi surpreendente, visto que as plantas desse
género apresentam atividade antiparasitaria e vermifuga. Foi a amostra de maior difusdo
molecular em meio so6lido, apresentando inibicdo completa na placa de petri, possibilitado até 72
horas. Conferindo assim, a melhor propriedade antimicrobiana sobre o S. mutans analisado nesse

estudo.

Figura 33. S. mutans sensivel ao dleo essencial de laranjinha. Placa com presenga de halo de inibi¢do em 72 horas,
com auséncia de crescimento bacteriano em toda a placa.

O ¢6leo essencial de pau rosa obtido de folhas apresentou presenca de halo de inibigdo, nos

tempos de 24, 48 e 72 horas, respectivamente com médias de 2,98 mm, 3,07 mm e 3,04 mm de
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diametro (Tabela 13), ou seja, a bactéria Streptococcus mutans mostrou-se sensivel ao 6leo. O
6leo essencial de pau rosa obtido de galhos e folhas possui como moléculas majoritarias o-
pineno, limoneno, mirceno, 1,8 cineol, linalol, alfa-terpineol, sesquiterpenos, linalil, acetato e
geraniol (ZOGHBI et al, 1996). Segundo Chaar (2000) o linalol obtido de galhos e folhas
apresentou propriedade antibacteriana. O resultado esperado com o 6leo essencial de pau rosa
obtido de folhas, com sua agdo bactericida, encontra resposta na literatura e esse estudo
confirmou sua atividade antimicrobiana sobre o S. mutans em todos os tempos analisados.
Contudo, houve uma sutil redu¢do do halo de inibicdo em 72 horas, sugerindo a presenca de

moléculas volateis e sua respectiva redugdo de concentragdo em relagdo ao tempo.

O oleo essencial das folhas de sacaca apresentou auséncia de halo de inibi¢ao, nos tempos
de 24 e 48 horas, sendo constatada a presenga de halo de inibicdo em 72 horas com média de 0,09
mm de didmetro (Tabela 13), ou seja, a bactéria Streptococcus mutans mostrando-se tolerante ao
6leo (IRIARTE, 1975). O o¢leo essencial de sacaca obtido de folhas possui como moléculas
majoritarias, apresentam o linalol descrito por Zoghbi et al (1996), que apresentam acao
antiinflamatoria e antinociceptiva (inflamagdes em geral) e bactericida; pineno, sabineno,

estragol, linearisina, magno florina (VIEIRA, 1991).

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial obtido de folhas de sacaca era esperada. No
entanto, apresentou o menor halo de inibi¢do sobre o S. mutans nessa pesquisa. Pelos resultados
obtidos a partir de 72 horas, € possivel que os compostos antimicrobianos apresentem dificuldade
de difusdo em meio so6lido, que impossibilitaram o distanciamento da amostra em relagdo ao

disco.

O oleo essencial dos tubérculos de tiririca apresentou presenca de halo de inibicao
bacteriano, nos tempos de 24, 48 e 72 horas (Figura 34), respectivamente com médias de 2,58
mm, 2,31 mm e 1,94 mm de didmetro (Tabela 13), ou seja, a bactéria Streptococcus mutans

mostrou-se sensivel ao 6leo, segundo os critérios de Iriarte (1975).

O extrato hexanico de tiririca apresentou no tempo de 24 horas, presenca de halo de
inibicdo bacteriano com média de 1,50 mm de didmetro (Tabela 13), ou seja, a bactéria

Streptococcus mutans mostrou-se tolerante ao 6leo, segundo Iriarte (1975).
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Figura 34. S. mutans sensivel ao 6leo essencial de tiririca. Placa com presenga de halo de inibigdo em 72 horas. Seta

indicando halo de inibigao.

Como moléculas majoritarias, o Oleo essencial e os extratos de tiririca obtidos dos
tubérculos possuem o ciproteno, cipera-2,4-dieno, a-copaeno, cipereno, a-selineno, rotundeno,
valenceno, y -gurjuneno, frans-calameno, d-cadineno, y-calacoreno, epi-a-selineno, a-muuroleno,
y-muuroleno e o cadaleno (JOULAIN e KONIG, 1998), ciperol, isociperol (HIKINO et al, 1967)
e a-ciperona por (HOWE e MCQUILLIN, 1955); (HAAKSMA et al, 1992), apresentando

caracteristicas antimicrobianas descritas por Robbers et a/ (1997).

Estudos simples sobre o efeito de um agente antimicrobiano no crescimento bacteriano
em culturas, podem fornecer varios tipos de informagao de valor para a compreensao e orientacao
de seu emprego terapéutico. Nestas se incluem a sensibilidade do microrganismo, a cinética de

inibi¢do e a presenca ou auséncia de lise e a atividade bactericida (DAVIS et al, 1973).

Deve-se levar em consideragao dois fatores importantes, que sao a toxidez e a velocidade
de difusdo das amostras no meio de cultura, que ¢ inversamente proporcional ao peso molecular

das substéancias.
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As amostras em que ocorreu reducdo do diametro do halo de inibigdo em relacdo ao
tempo demonstram volatilidade, permitindo assim, a redu¢do de seu efeito antimicrobiano.
Contudo, pode-se acrescentar uma substancia fixadora inerte que mantenha essas caracteristicas
por mais tempo, como demonstrado pela mistura de 6leo essencial de breu branco com o linalol

de pau rosa.

Nas amostras que apresentaram halo de crescimento, a bactéria, além de resistente aos
seus constituintes majoritarios, foi estimulada pelos constituintes nutricionais, ocorrendo um

maior crescimento sobre o disco de papel onde se encontrava o material estudado.

A amostra do o6leo essencial de laranjinha obtido das folhas apresentou excelente
propriedade antimicrobiana sobre a S. mutans, por sua capacidade difusiva em meio sélido de
acdo contra a bactéria. Contudo, necessita ser estudada para isolar e descrever seus constituintes,
para posteriormente amenizar sua toxidade, viabilizando seu potencial biotecnoldgico na

elaborag¢do de um produto.

Os fatores tempo ¢ a forma de armazenagem das amostras ¢ muito importante, pois se
verifica no presente estudo, que algumas apresentam como constituintes majoritarios, moléculas
volateis, as quais, durante o periodo de incubagdo, demonstraram reducdo do halo de inibi¢ao,
justificando a perda das moléculas que desencadeiam a propriedade antimicrobiana sobre o S.

mutans.

A importancia dos mecanismos de a¢do antibacteriana ¢ destacada na literatura descrita
por Trabulsi et al (2002), seja pelo bloqueio do metabolismo bacteriano no citoplasma, com a
entrada de moléculas que provocam essa acdo no microrganismo, ou pela restricio e
impedimento da entrada das moléculas imprescindiveis para o metabolismo bacteriano. Através
do posicionamento nos receptores € canais existentes na membrana plasmatica desses
microrganismos, conferindo a essas moléculas, a propriedade antimicrobiana por sinergismo
quando comparada a outras moléculas semelhantes em estrutura e fungao utilizadas normalmente

pelas bactérias.
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5.2 Analise qualitativa da atividade removedora de biofilme

Para que ocorra a a¢do dos 4cidos na superficie do esmalte dentario é necessario que as
bactérias estejam aderidas a superficie do dente. O Streptococcus mutans € o responsavel pela
produgcdo de mutano, polissacarideo extracelular, cuja finalidade é causar a aderéncia na

formag¢ao do biofilme.

Barbieri (2005), estudando a aderéncia in vitro do Streptococcus mutans, observou que
houve certa uniformidade no padrdo de aderéncia das amostras até 24 horas de incubagdo, e que
apos este periodo, houve um acentuado aumento na aderéncia. Entre os diferentes sorotipos de
Streptococcus mutans, principalmente com relacdo a expressao de aderéncia, existem variacoes

entre isolados de espécies diferentes e até da mesma espécie (MATTOS-GRANER, 1999).

Os o6leos em geral apresentam multiplas propriedades, contudo esse estudo avaliou a
propriedade de antiaderéncia ou removedora, a qual foi testada sobre o Streptococcus mutans
aderido na forma de biofilme in vitro. No primeiro momento foi realizado um teste visual, a fim
de constatar a desagregacdo das bactérias em contato direto com os fragmentos dentarios. As
amostras dos oleos que ndo apresentaram a capacidade de dissolugdo do biofilme aderido ao
fragmento dentario foram o extrato etanolico da casca de semente de andiroba, o extrato hexanico
da casca de semente de andiroba, o d6leo essencial do caule de breu branco com linalol de pau-
rosa, o 0leo fixo da semente de castanha do brasil, o extrato cloroférmico do caule de cipd cravo,
o extrato etanolico do caule de cipd cravo, o extrato cloroférmico da casca de semente de jaca, o
extrato etanolico da casca de semente de jaca, o extrato hexanico da casca de semente de jaca € o

Oleo essencial da semente de sacaca.

As amostras que apresentaram a capacidade de remocao do biofilme foram: 6leo fixo da
casca de semente de andiroba, 6leo essencial do caule de breu branco, extrato hexanico do caule
de cipd cravo, oleo resina do caule de copaiba, 6leo fixo da casca de semente de jaca, 6leo
essencial das folhas de laranjinha, 6leo essencial das folhas de pau rosa, extrato cloroférmico dos
tubérculos de tiririca, extrato etanolico dos tubérculos de tiririca, extrato hexanico dos tubérculos

de tiririca e oleo essencial dos tubérculos de tiririca (Figura 35).

A observacdo das diferentes amostras de Oleos e extratos sugere mecanismos

diferenciados de dissolu¢do do biofilme, devido as forcas intermoleculares presente nos
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constituintes dos 6leos e extratos e no biofilme, reduzindo sua hidrofobicidade (Prabu et al, 2006)
ou através de uma interacao hidrofobica entre moléculas constituintes dos 6leos e extratos (p.ex.
moléculas apolares como hidrcarbonetos sesquiterpénicos) com a propria superficie do esmalte
dentario em competicdo com o biofilme. Sdo necessarios estudos experimentais posteriores, para

elucidacdo dos mecanismos envolvidos neste processo.

Figura 35. Teste de remocao do biofilme com dleo essencial de tiririca. A: Fragmento dentario com biofilme
formado, seta indicando area com biofilme evidenciado. B: Fragmento dentario ap6s 5 min de aplicagdo de oleo de
tiririca, seta indicando area de remog¢édo do biofilme.
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5.2.1 Analise semi-quantitativa da atividade removedora do biofilme

Os resultados da andlise semi-quantitativa da atividade removedora do biofilme,
produzido por Streptococcus mutans, evidenciada pelos extratos e Oleos testados sdo

apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 — Quantificagdo através de espectrometria de UV-Vis, de células removidas pelos

6leos e extratos vegetais.

Material analisado (6leos e extratos) ~ Absorvancia - 620 nm Média da Absorvancia Estimativa de células x

A B c 10°/ mL
Oleo fixo de andiroba 0,481 0,452 0,454 0,462 36,5
Oleo essencial de breu branco 1,243 1,248 1,024 1,172 92,6
Extrato hexanico de cip6 cravo 0,792 0,787 0,475 0,685 54,1
Oleo resina de copaiba 0,191 0,075 0,076 0,114 9,0
Oleo fixo de jaca 0,099 0,109 0,103 0,104 8,2
Oleo essencial de laranjinha 0,093 0,126 0,123 0,114 9,0
Oleo essencial de pau rosa 0,060 0,060 0,010 0,043 3,4
Oleo essencial de tiririca 1,255 1,256 1,405 1,305 103,1
Extrato cloroférmico de tiririca 0,023 0,033 0,033 0,030 2.4
Extrato etandlico de tiririca 0,707 0,978 0,979 0,888 70,2
Extrato hexanico de tiririca 0,122 0,116 0,062 0,100 7.9
Clorexidine 0,038 0,038 0,035 0,037 2,9
Eugenol 0,019 0,019 0,020 0,019 1,5
Controle — Propilenoglicol 0,019 0,019 0,019 0,019 1,5
Padrio - Propilenoglicol mais 0,077 0,084 0,082 0,081 6,4

indcuo

O dleo essencial do tubérculo de tiririca manifestou 68,7 vezes mais atividade quando
comparada com o controle e eugenol. Se comparado com a clorexidine, sua atividade foi 35,3
vezes maior. O extrato etandlico de titirica, de alta polaridade, apresentou 46,8 vezes mais
atividade comparada ao controle e eugenol, em relagdo a clorexidine sua atividade foi 24,0 vezes

maior. A fracdo apolar formada pelo extrato hexénico de tiririca, demonstrou 5,3 vezes maior
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atividade que o controle e eugenol. Quando comparado a clorexidine, apresentou 2,7 vezes mais
atividade e a fracdo de menor eficiéncia foi o extrato cloroféormico de tiririca, com média
polaridade, a qual apresentou 1,6 vezes maior atividade comparada com o controle e eugenol.

Contudo, se comparado a clorexidine, esta demonstrou 1,2 vezes mais atividade do que o extrato.

O ¢6leo essencial do caule de breu branco apresentou 61,7 vezes mais atividade em relagao
ao controle e o eugenol. Quando comparado a clorexidine apresentou 31,7 mais atividade. O
extrato hexanico de cipd cravo manifestou 36,1 vezes mais atividade do que o controle e eugenol.
Se comparado a clorexidine apresentou 18,5 vezes maior atividade. O o6leo fixo das cascas
semente de andiroba demonstrou 24,3 vezes mais atividade que o controle e eugenol. Em relacao
a clorexidine apresentou 12,5 vezes mais atividade. O o6leo resina do caule de copaiba apresentou
6,0 vezes mais atividade comparada ao controle e eugenol. Comprado a clorexidine apresentou
3,1 vezes mais atividade. Contudo, segundo Bandeira et a/ (1999) a parte essencial do 6leo resina
do caule de copaiba apresenta melhor acdo bactericida do que a agdo bacteriostatica, quando
comparada a parte resinosa. O 6leo essencial das folhas de laranjinha apresentou 6,0 vezes mais
atividade do que o controle e eugenol. Em relacdo a clorexidine apresentou 3,1 vezes maior
atividade. O ¢6leo fixo da casca de semente de jaca apresentou 5,5 vezes mais atividade que o
controle e eugenol. Comparado a clorexidine que apresentou 2,8 vezes mais atividade. O 6leo
essencial das folhas de pau rosa apresentou 2,3 vezes mais atividade do que o controle e eugenol.

Quando comparado a clorexidine apresentou 1,2 vezes mais atividade.

A clorexidine, quando comparada ao controle, apresentou 1,9 vezes mais atividade. O

eugenol demonstrou igual atividade comparada ao controle.

A andlise demonstrou melhor atividade removedora de biofilme nos oleos e extratos
contendo moléculas polares, como o extrato etandlico dos tubérculos de tiririca, o qual se observa

boa atividade para esse estudo (Figura 36).
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Figura 36. Analise da remogdo do biofilme para teste semi-quantitativo, seta demonstrando a turbidez apds 5 min de
contato com a amostra.

5.3 Anadlise da atividade antidacida

No intuito de comprovar qual das substincias apresentava caracteristicas antiacidas, as
analises tiveram como parametro de comparagdo as amostras controles, formadas por meio
liquido com bactérias. No caso de amostras diluidas, o controle usado foi o meio liquido com

bactérias, adicionado aos extratos diluidos com propilenoglicol (Figura 37).

Os valores de pH em torno da neutralidade sdo os mais adequados para a absor¢do de
alimentos para a grande maioria das bactérias. Existem, no entanto, grupos adaptados a ambientes

acidos e alcalinos (TRABULSI ef al, 2002).

Os extratos etanolico da casca de semente de jaca e extrato cloroformico do caule de cip6d
cravo, assim como os 0leos fixos da semente de castanha do brasil e 6leo essencial das folhas de

laranjinha apresentaram pH igual ao controle com valor estavel de 5,5 em média.
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Os extratos etanodlico e hexanico das cascas de sementes de andiroba, o extrato etandlico
dos tubérculos de tiririca e o extrato etanodlico do caule de cipd cravo, bem como o 6leo essencial
do caule de breu branco mais linalol de pau rosa, apresentaram valores de pH entre 5,5 ¢ 6,0 em
média.

O extrato hexanico dos tubérculos de tiririca, os extratos cloroféormico e hexanico das
cascas de semente de jaca, o extrato hexanico do caule de cipd cravo, como os 0leos essencial das
folhas de sacaca e 6leo fixo das sementes de jaca permaneceram com valores de pH entre 6,0 e

7,0 em média.

O extrato cloroféormico dos tubérculos de tiririca, o Oleo essencial do caule de breu
branco, o 6leo essencial das folhas de pau rosa, e o 6leo essencial dos tubérculos de tiririca

mantiveram seus valores de pH 5,0 em média.

O oleo fixo das cascas de semente de andiroba apresentou pH de 4,5 em média,
favorecendo o crescimento bacteriano. O 6leo resina do caule de copaiba demonstrou o menor

valor de pH de 4,0 em média, sendo, portanto de maior estimulo para o crescimento bacteriano.

No presente estudo verificou-se que o controle estabelecido somente com meio liquido
contendo a bactéria apresentou pH 5,5. No entanto, o controle contendo meio liquido adicionado
com propilenoglicol apresentou pH 7,5, alcalinizando o meio. O mesmo foi observado no extrato
cloroféormico das cascas de semente de andiroba, o qual apresentou propriedade antiacida

inibindo o crescimento bacteriano do S. mutans com pH 7,5 alcalino.
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Figura 37. Avalia¢ao da média de pH da amostras
‘amostras diluidas em propilenoglicol.

A bactéria S. mutans necessita de um meio ideal para sua reproducao onde o pH seja
acido, preferencialmente menor que 5,5. Na variagdo de acidez descrita por Bradshaw et al
(1997), verifica-se que as bactérias odontopatogénicas permanecem com seu crescimento estavel
em pH acima de 5,5, pois a saliva possui propriedade tampao que estabiliza o pH mantendo-o
entorno da neutralidade no valor 7,0. Contudo, entre 5,5 ¢ 5,0 as bactérias odontopatogénicas

desencadeiam o seu crescimento acentuando quando o pH cai para valores menores que 5,0.

A curva de Stephan descrita por Jenkins (1978) analisa a influéncia do pH no processo de
desmineralizagdo com perda de Ca™ e PO, do esmalte dentario. Ocorrendo quando o pH da
saliva ¢ menor que 5,5 nos primeiros 10 minutos ap6s a ingestdo de alimentos ricos em sacarose,
e a remineralizagdo onde o pH retorna a sua condi¢do de neutralidade apds, 20 minutos e o

esmalte dentério incorpora de volta os fons Ca™ e PO4>.
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No entanto para que haja crescimento bacteriano € necessaria uma analise multifatorial
levando em consideragdo a nutri¢ao, o pH, o microrganismo ¢ a predisposi¢ao do hospedeiro. Os
valores de pH facilitam a percep¢do do meio mais ou menos adequado para a proliferacdo do

crescimento de bactérias odontopatogénicas, como o S. mutans em meio salivar.
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6 CONCLUSOES

Nas avaliacdes das propriedades antimicrobianas, o Streptococcus mutans apresentou
sensibilidade ao dleo essencial do caule de Protium heptaphyllum March, ao 6leo essencial do
caule de Protium heptaphyllum March com o 6leo essencial das folhas de Aniba roseodora
Ducke, ao 6leo resina do caule de Copaifera multijuga Hayne, ao 6leo essencial das folhas de
Guatteria citriodora Ducke, ao 6leo essencial das folhas de Aniba roseodora Ducke, ao 6leo
essencial das folhas de Crofon cajucara Benth e ao 6leo essencial dos tubérculos de Cyperus
rotundus L., bem como o extrato cloroférmico da casca de semente de Carapa guinensis Aubl, o
extrato hexanico do caule de Tynanthus elegans Miers e o extrato hexanico dos tubérculos de
Cyperus rotundus L. O Streptococcus mutans foi mais sensivel ao 6leo essencial das folhas de

Guatteria citriodora Ducke, apresentando inibi¢ao total da placa de Petri com meio solido.

O ¢leo fixo das sementes e o extrato cloroformico das cascas de semente de Artocarpus
integrifolia L.F., o 6leo fixo das cascas de semente e os extratos hexanico e etanolico das cascas
de sementes de Carapa guinensis Aubl., estimulam o crescimento reprodutivo de colonias de

Streptococcus mutans.

O ¢6leo essencial dos tubérculos de Cyperus rotundus L.; o 6leo essencial do caule de
Protium heptaphyllum March; o extrato hexanico do caule de Tynanthus elegans Miers; o 6leo
fixo das cascas de semente de Carapa guianensis Aubl.; o extrato etandlico dos tubérculos de
Cyperus rotundus L.; o 6leo resina do caule de Copaifera multijuga Hayne; o 6leo essencial das
folhas de Guatteria citriodora Ducke; o 6leo fixo das cascas de semente de Artocarpus
integrifolia L.F.; o extrato hexanico dos tubérculos de Cyperus rotundus L; o 6leo essencial das
folhas de Aniba roseodora Ducke e o extrato cloroféormico dos tubérculos Cyperus rotundus L.;
apresentaram em ordem decrescente, a propriedade removedora de biofilme apds contato por 5

minutos com as amostras.

A andlise da propriedade antiacida, demonstrou que o extrato cloroféormico das cascas de
semente de Carapa guinensis Aubl e o controle formado pela cultura em meio liquido mais

propilenoglicol apresentaram pH 7,5, dificultando o crescimento bacteriano.
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Sao necessarios estudos mais especificos em relagdo as atividades antimicrobianas das
amostras consideradas significativas, inclusive a determinac¢do da concentragdo inibitéria minima
(CIM), verificagdo de sua toxicidade em seres humanos e validacdo quimica e bioldgica das
analises. Do mesmo modo sdo necessarios estudos experimentais posteriores, para elucidacao dos

mecanismos envolvidos no processo de antiaderéncia das amostras mais ativas.

As espécies escolhidas para as pesquisas desenvolvidas neste trabalho apresentam
potencial biotecnologico para elaboracao de produtos fitoterapicos de baixo custo, pois as plantas
sao adaptadas ao clima amazodnico, rusticas e de facil cultivo e manejo, viabilizando a obtengao
dos seus Oleos e extratos para elaboragdo e comercializagdo no mercado de produtos

odontolégicos a fim de combater ou controlar a Streptococcus mutans € a carie dentéria.
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APENDICE 1

Tabela com a avaliacao do halo de inibi¢ao



Tabela A1 - Avaliagdo do halo de inibi¢ao verdadeiro (halo-disco) em mm.
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Tempo Material vegetal A B C Média
em horas 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

24 Extrato cloroférmico de andiroba 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
24 Oleo essencial de breu branco 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
24 Oleo essencial de breu branco + linalol 0 2,15 1,5 1,23 0 0,47 0,9 0 0,82 0,94 1,72 1,97 0 1,97 1,11 0,9853
24 Oleo fixo de castanha do brasil 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
24 Extrato cloroférmico de cip6 cravo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
24 Extrato etandlico de cipd cravo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
24 Extrato hexanico e cip6 cravo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
24 Oleo resina de copaiba 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
24 Extrato etandlico de jaca 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
24 Extrato hexanico de jaca 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
24 Oleo essencial de laranjinha 86,18 86,18 86,18 86,18 86,18 86,18 86,18 86,18 86,18 86,18 86,18 86,18 86,18 86,18 86,18 86,18
24 Oleo essencial de pau rosa 2,36 2,11 2,49 1,88 2,48 6,45 6,81 3,73 5,02 6,19 0,53 1,41 1,02 0,97 1,22 29780
24 Oleo essencial de sacaca 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
24 Oleo essencial de tiririca 2,68 2,42 2,77 2,05 2,93 3,49 2,25 3,26 2,39 2,7 2,22 2,51 2,56 1,84 2,67  2,5826
24 Extrato cloroférmico de tiririca 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
24 Extrato etanolico de tiririca 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
24 Extrato hexanico de tiririca 1,46 0,77 0,84 0,39 0,79 2,99 1,82 2,77 2,98 0,48 1,47 1,36 2,36 1,26 0,79 1,502
48 Extrato cloroférmico da casca de andiroba 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48 Oleo essencial de breu branco 0,97 0,99 1,8 2,56 1,13 0,76 1,03 0,64 1 1,48 1,17 1,53 1,7 3,58 1,86 1,48
48 Oleo essencial de breu branco + linalol 0,71 0,97 3,09 1,72 0,57 0,75 1,24 0,88 1,54 1,41 1,81 1,21 1,5 1,57 0,46 1,2953
48 Oleo fixo de castanha do brasil 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48 Extrato cloroférmico de cip6 cravo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48 Extrato etanolico de cip6 cravo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48 Extrato hexanico e cip cravo 1,27 1,37 1,35 1,07 1 0,95 0,68 1,28 1,17 1,03 1,11 1,35 1,37 1,01 1,05  1,1373
48 Oleo resina de copaiba 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48 Extrato etanolico de jaca 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48 Extrato hexanico de jaca 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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APENDICE 2

Tabela com a mobilidade das moléculas bioativas no halo de crescimento



Tabela A2 — Mobilidade das moléculas bioativas no halo de crescimento verdadeiro (halo-disco) em mm.

132

Tempo Material vegeta A B C Média
em horas 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

24 Oleo fixo de andiroba 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
24 Extrato etandlico de andiroba 1,54 1,1s 1,51 0,79 1,82 034 1,63 206 145 335 276 0,9 026 1,23 2,75 11,5693
24 Extrato hexanico da casca de andiroba 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
24 Oleo fixo de jaca 0 1 2,25 0,29 0 1,99 196 142 041 0 1,29 1,85 1,01 0 0 0,898
24 Extrato cloroférmico de jaca L13 1,03 1,11 0 1,25 0 1,45 1,22 0,79 223 0 0 0,55 0,79 045 0,8
48 Oleo fixo de andiroba 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48 Extrato etanolico de andiroba 1,98 1,08 2,12 2,12 1,78 126 3,05 2,1 2,12 4,11 437 1,38 098 1,52 4,74 2,314
48 Extrato hexanico da casca de andiroba L19 1,12 091 148 2,18 1,31 1,39 0,8 054 1,23 216 282 1,27 1,32 099 3,6633
48 Oleo fixo de jaca 099 1,59 221 1,03 0,58 3 5,08 548 6,88 0,26 1,6 32 1,35 0 0,61 22573
48 Extrato cloroférmico de jaca 096 1,15 1,22 1,52 139 1,27 1,7 098 1,76 331 095 141 1 1,41 1,36 1,426
72 Oleo fixo de andiroba 1,1 0,72 1,24 135 1,59 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,4
72 Extrato etanolico de andiroba 749 3,05 528 1,97 7.3 0,71 3,19 2,66 1.9 421 725 146 136 2,78 856 43446
72 Extrato hexanico da casca de andiroba 0,84 0,97 1,18 1,06 1,42 0,49 1,52 1,14 0,75 0 2,54 2,99 1,4 1,3 0,91 1,234
72 Oleo fixo de jaca 0,67 143 1,72 3,05 1,84 325 398 476 644 1,3 2 2,53 1,6 0 0,17 2,316
72 Extrato cloroformico de jaca 1,06 137 137 153 123 144 1,18 055 0,89 2.3 0 0,79 0,58 027 2,03 1,109

Placas de petri - A, B, C; repeti¢des em placa - 1, 2, 3,4, 5.
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APENDICE 3

Analise de varidncia (ANOVA) da presenca de halo de inibicio e de halo de

crescimento



Tabela A3 — Analise de variancia (ANOVA) em parcela subdividida da presenga de halo de inibigéo.

134

Fator de Variacdo (F.V.) G.L. S.Q. Q.M. F P
Blocos 2 2,829 1,414
Material analisado (6leos e extratos) 16 2004,559 125,284 54,07 0,000
Residuos a 32 74,137 2,3167 2.44%
Tempos (24, 48 e 72 horas) 2 9,396 4,698 407" 0,094
Interagao 32 250,508 7,828 0,000
Residuo b 68 130,499 1,919
Total 152 2471,931
Transformacéo \/m
Média Geral 122,3811
CV (%) oleos e extratos 50,3945
CV (%) tempo 45,8659
NS: Néo significativo estatisticamente
*: Significante ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.
**: Significante ao nivel de 1 % de probabilidade pelo teste F.
Tabela A4 — Andlise de variancia (Anova em parcela subdividida) da presenca de halo de crescimento.

Fator de Variagdo (F.V.) G.L. S.Q. Q.M. F P

Blocos 2 0,351 0,175
Material analisado (6leos e extratos) 4 23,721 5,930 11,50™ 0,002
Residuos a 8 4,123 0,515 22,60
Tempos (24, 48 e 72 horas) 2 6,940 3,470 2.66° 0,000
Interacao 8 3,277 0,409 0,035
Residuo b 20 3,071 0,153
Total 44 41,486
Transformacao W
Média Geral 2,850778
CV (%) 6leos ¢ extratos 25,1854
CV (%) tempo 13,7458

NS: Nao significativo estatisticamente

*: Significante ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.

**: Significante ao nivel de 1 % de probabilidade pelo teste F.
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