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RESUMO

A espécie vegetal Libidibia ferrea denominada, popularmente, como Juca ou pau-
ferro € utilizada na medicina tradicional para tratamento de contusdes, problemas
respiratérios, anemias e diabetes. Estudos farmacolégicos demonstram acdo anti-
inflamatoria, antitlcera, anticarcinogénica e antimicrobiana contra patdgenos da
cavidade bucal. A referida espécie esta catalogada no Formulario Nacional de
Fitoterapicos e consta na Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao
SUS. O presente trabalho refere-se a obtencdo de um dentifricio a partir do extrato
seco por aspersdo de Libidibia ferrea Martius var.ferrea com atividade
antimicrobiana contra patégenos bucais. Osensaios foram realizados a partir de
extratos secos por aspersao obtidos das entrecascas dos frutos e das cascas de L.
ferrea, onde foi identificada a concentracdo inibitéria minima (CIM). Os estudos
realizados demonstraram que o0 extrato da casca apresentou melhor atividade
antimicrobiana, sendo escolhido para incorporacdo nas formulacbes semissolidas.
As formas farmacéuticas selecionadas para incorporacédo do extrato seco (ES) foram
gel e pasta,nas proporcoes de 2,5% e 5% (m/m) no gele de 5% e 10% (m/m) na
pasta, ambas as formas farmacéuticas obtidas a base de carboximetilcelulose. A
atividade antimicrobiana de todas as formulacdes obtidas foi demonstrada frente as
cepas de Streptococcus oralis, Streptococcus salivarius, Streptococcus mutans,
Lactobacillus caseie Candida albicans empregando-se o método da microdiluicdo.Os
resultados obtidos demonstraram que todas as formulagcbes dos
dentifricios,contendo o extrato seco,apresentaram atividade antimicrobiana frente
aos patodgenos bucais avaliados, sendo que esta atividade foi maior nas formulagdes
em gelcontendo 2,5%de ES, também, maior que o extrato seco quando avaliado de
forma isolada, demonstrando possivel atividade de alguns componentes das
formulacdes, que quando analisados isoladamente, foi verificado queo lauril sulfato
de sodio foi o Unico adjuvante farmacéuticoa demonstrar atividade antimicrobiana
pelo método de difusdo em meio solido, com halos de inibicdo variando de 12 a 28
mm. Dessa forma, o estudo demonstra que pode haver um sinergismo entre 0s
adjuvantes farmacéuticos e as substancias presentes no extrato seco por aspersao
de L. ferrea utilizado no presente trabalho.

Palavras-chave: Juca, Pau-ferro, Dentifricio, Atividade Antimicrobiana.



ABSTRACT

Libidibiaferreaknownpopularlyas “Juca’or‘pau-ferro”isused in traditional medicineto
treatbruises, breathing problems, anemia  anddiabetes.Pharmacological
studiesdemonstrateanti-inflammatory action, anti-ulcer,
antimicrobialandanticarcinogenicagainst pathogensin the oral cavity.
Suchspeciesarecatalogedin the National FormularyandHerbal Medicineslistedin the
National Listof Medicinal Plantsof Interestto SUS. The aim of this workis obtain a
dentifriceprepared with a spray dried extract of LibidibiaferreaMartiusvar.
ferreapresented antimicrobial activityagainstoral pathogens. Firstly the studies
werecarried out with spraydried extractobtained from thebarkand seedless
fruitofL.ferrea and it was identified theminimum inhibitoryconcentration (MIC) of both
dried extracts evaluated. The studiesdemonstrated thatthebark spray dried
extractshowed betterantimicrobial activity, being chosenfor incorporation
inplasticsformulations. Thedosage formsselectedfor dry extractincorporation were gel
and pastes, the proportionsof 2.5%and 5% (w/w) in the geland5% t010% (w / w) in
the paste,boththe pharmaceuticalforms it was obtainedwithcarboxymethylcellulose.
The antimicrobial activityof allformulations was evaluated against the strainsof
Streptococcusoralis, Streptococcus salivarius, Streptococcus mutans, Lactobacillus
caseiand Candidaalbicansemploying themicrodilution method. The results
showedthatall formulationsoftoothpastescontainingdryextractshowedantimicrobial
activity againstoral pathogensevaluated, and thisactivity was higher ingel
formulationscontaining 2.5% of DEalsogreater than thedry extractwhen assessedin
isolation, demonstratingpossibleactivity of somecomponentsof the formulations,
which when analyzed separately, it was verified thatthesodium lauryl sulfatewasthe
onlypharmaceuticaladjuvantto  demonstrateantimicrobial activity by diffusion
methodon solid medium, withinhibition zonesrangingfrom 12 to 28mm.Thus, the
study demonstrates thatthere may be asynergism betweenpharmaceuticaladjuvant
and substances present into the L. ferrea spray dried extractused in this work.

Keywords: dentifrice,toothpaste, antimicrobialactivity.
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INTRODUCAO

Fitoterapicos sao medicamentos obtidos a partir de plantas medicinais,
empregando-se exclusivamente derivados de droga vegetal (extrato, tintura, éleo,
cera, exsudato, suco, e outros)(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Dentre as
inimeras vantagens dos fitoterapicos estao seu largo uso terapéutico e a grande
disponibilidade para a populacéo de baixa renda (CALIXTO, 2000).

O Brasil é um pais privilegiado em relacdo ao emprego da fitoterapia, pois
possui 25% da flora mundial e um patrimdnio genético de grande potencial para o
desenvolvimento de novos medicamentos, 0 que corresponde a mais de 100 mil
espécies, das quais menos de 1% tiveram suas propriedades avaliadas
cientificamente para determinar uma possivel acdo medicinal. Com o crescimento da
disponibilidade e incentivo aoemprego de fitoterapicos, entre os programas de
prevencao e tratamento de doencgas, estudos vém sendo realizados a fim de avaliar
extratos de plantas para a utilizacdo na area odontoldégica, como controle do

biofilme, carie, candidiase e outras afec¢cdes bucais (FRANCISCO, 2010).

A cérie dental € uma das principais patologias que acometem pessoas de
todo o mundo, principalmente, criancas em idade escolar. A doenca de causa
bacteriana € considerada um problema de saude publica, as quais profissionais da
area odontologica procuram prevenir e tratar, além da atuacdo de outros
profissionais da area da saude que procuram através da pesquisa, suas principais

causas, prevencao e tratamento (PIMENTA et al., 2001).

A carie € uma doenca multifatorial, infectocontagiosa, de carater crénico,
causada pelo processo de desmineralizacdo da superficie dental por acidos
organicos provenientes da fermentacdo dos carboidratos da dieta, pelas bactérias
(LEITES et al., 2006). Pode ser causada por microrganismosgram-positivos como
Lactobacillus, Eubacterium, Propionibacterium e gram-negativos, porém, o principal

causador da cérie é o Streptococcus mutans (CHHOUR et al., 2005).

Dentre as infeccbes que acometem a cavidade bucal, a mais comum é a
candidiase, causada pelo fungo Candidaalbicans. Ocorre principalmente quando sua
presenca é associada a fatores ligados ao hospedeiro como, por exemplo, fatores

nutricionais, prolongada terapia antibiética, baixa imunidade, desordens enddcrinas,
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lesdbes em tecidos moles, higiene bucal deficiente, baixo fluxo salivar e uso de
préteses bucais. Essa infec¢cdo se néo tratada adequadamente pode invadir outros
tecidos, disseminar-se e tornar-se muito grave (AKDENIZ et al., 2002; NIKAWA et
al., 2001).

Dos hébitos para correta higienizacao bucal, destacam-se os produtos para
reducdo de microrganismos e prevencdo da carie, sdo encontrados no mercado
odontolégico produtos como as pastas, cremes e géis dentais, fio dental e
enxaguatorios antissépticos bucais e até mesmo, novas tecnologias envolvendo
nanoparticulas com flior. Dessa forma, muito se temestudado em relacao a acéo de
fitoterapicos na saude bucal (OLIVEIRA et al., 2007).

Dentre as substancias naturais utilizadas na odontologia destacam-se
aquelasprovenientes de extratos das plantas medicinais, com destaque para o Juca,

Gengibre, Alfavaca e Hortela.

A espécie vegetal Libidibia ferrea Martius ex Tul. var. ferrea € uma arvore
gue pertence a familia Leguminosae — Caesalpininoideae, Caesalpiniaceae, €
conhecida como pau-ferro, juca, ibirad-obi, imira-ita, muira-obi, muiré-itd (P1O
CORREA, 1984). Na Amazénia, esta espécieesta presente em todos os estados,
sendo registrada no Para, Rondbnia, Amazonas, Roraima e Amapa eencontrada
também em todo o Nordeste e Sudeste (QUEIROZ, 2009; LEWIS, 2012).

Na medicina popular, inUmeras propriedades terapéuticas sao descritas,
como a utilizacdo da entrecasca para o tratamento de feridas, contusdes, combate a
asma e a tosse cronica. Os frutos sdo antidiarreicos, anticatarrais e cicatrizantes e
as raizes sao antitérmicas (MAIA, 2004). Segundo DI STASI et al., 2002, a planta

possui atividade anti-histaminica e anticoagulante.

Véarios estudos envolvendo produtos derivados de L. ferrea tais
como,extratos de raizes, do caule, da casca do caule, da vagem, da casca do fruto e
das folhas vém sendo realizados ao longo dos anos (CARVALHO etal.,, 1996,
VASCONCELOS et al., 2011). De acordo com estudos realizados por SILVAet al.,
2010, as cascas de frutos e folhas apresentam altos niveis de ferro, manganés e

zinco podendo complementar a dieta alimentar. Apresenta atividade analgésica, anti-



18

inflamatdria e antibacteriana contra patégenos da cavidade bucal (CARVALHO etal.,
1996; SAMPAIO et al., 2009).

Além disso, nesta espécie vegetal sdo encontrados ainda os polifendis,
compostos que possuem acdo antioxidante convencional, com papel antibacteriano
contra estreptococos cariogénicos, principalmente S.mutans (SAMPAIO et al.,2009).
A acado dos polifendis resume-se na interacdo com as proteinas de membrana
bacteriana, inibindo a adesé@o destas células na superficie do dente. Os polifendis,
também, possuem acbes de inibicdo de enzimas de replicacdo bacteriana e
inativacao de toxinas bacterianas (SOARES et al., 2006).

Diante o exposto, o0 presente trabalho teve como objetivo obter um dentifricio
contento extrato seco por aspersao de L. ferrea com atividade antimicrobiana contra

patogenos da cavidade bucal.
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1- REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1- Fitoter4picos

Desde épocas ancestrais a utilizacdo de plantas como fonte de farmacos
para o tratamento das enfermidades que acometem a espécie humana sempre
esteve ligada ao cotidiano do homem, servindo de alimento e remédio aos seus
males (BENDAZZOLI, 2000). A origem do conhecimento do homem sobre as
propriedades medicinais das plantas confunde-se com sua propria historia (NOVAIS,
2003).

A fitoterapia, phyton (planta) e therapia (tratamento), € descrita como uma
pratica antiga.O primeiro relato manuscrito foi intitulado Papiro de Ebers, datado de
1500 a.C. que reuniam informac&o sobre o diagndstico e tratamento concreto das
doencas, descrevendo a aplicacdo de substancias herbais e minerais em 700
medicamentos descritos, alguns dos quais ainda usados nos nossos dias como por

exemplo: o ricinocomo laxante (ALONSO, 2008).

O médico grego Pedanius Dioscérides (40-90 dC) escreveu o livro Matéria
Médica, onde descrevia mais de 600 plantas curativas, que ainda hoje é consultado
no Oriente. Galeno (130-200 dC) elaborou formulagcdes com inameras plantas,
usando métodos por si criados para misturar, extrair e purificar substancias, dando
lugar aos medicamentos de qualidade reproduzivel, usados por mais de 1500 anos
(ALONSO, 2008).

A partir do século VI os mosteiros tornaram-se locais de referéncia para os
cuidados médicos, surgindo os médicos monges, 0s boticarios dos mosteiros e 0s
enfermeiros. Durante a revolucado industrial e com a preocupacao em diferenciar os
principios ativos de cada planta e esclarecer os seus efeitos nasceu a Quimica
Organica. Esta fase constituiumais um trampolim a fitoterapia, tendo o farmacéutico
alemao Friedrich Wilhelm Adam Sertlrner conseguido isolar o principio ativo do
Opio: a morfina no inicio do século XIX. Também o quinino foi isolado da casca de
guina, permitindo dar um passo de gigante no tratamento da malaria (ALONSO,
2008).

Com a consolidagédo do processo de industrializagdo no inicio do século XX

e 0 aumento na fabricacdo de produtos terapéuticos sintéticos mais puros, ativos e
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com menos efeitos colaterais, aliados ao dificil controle de qualidade das drogas
vegetais eprodutos derivados, os medicamentos oriundos de plantas medicinais
foram caindo em descrédito gerando uma preferéncia mundial pelos medicamentos
terapéuticos de origem sintética (BERMUDEZ, 1995). Porém, em meados dos anos
2000, notou-se um retorno do interesse pelas plantas medicinais com fins
terapéuticos aplicados, devido a grande procura por terapias alternativas. Segundo
PINHEIRO (2008), isto pode ser atribuido,principalmente, a ineficiéncia de alguns
produtos sintéticos, ao alto custo dos medicamentos alopéaticos e a busca da

populacédo por tratamentos menos agressivos ao organismo.

De acordo com a Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), osfitoterapicos
sdo medicamentos obtidos a partir de plantas medicinais. Eles sdo produzidos
empregando-se exclusivamente derivados de droga vegetal (extrato, tintura, 6leo,
cera, exsudato, suco, e outros) (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Dentre as
inimeras vantagens dos fitoterapicos estdo seu largo uso terapéutico e a grande

disponibilidade para a populacéo de baixa renda (CALIXTO, 2000).

Deum modo geral, 0s vegetais sdo excelentes fontes de matéria-prima na
busca de novos farmacos, tendo-se em vista que a diversidade molecular dos
produtos naturais € muito superior aquela derivada dos processos de sintese
guimica. Deve-se ainda ressaltar a importancia de substancias de origem vegetal na
medicina moderna, pois entre 1984 e 1994, dos medicamentos aprovados pelo
Ministério da Saude, 6% foram extraidos diretamente de espécies vegetais, 24%
foram produzidos a partir de produtos derivados de vegetais e 9% foram
desenvolvidos através de modelagem molecular de estruturas quimicas de

substancias vegetais que serviram como protétipos (ALVES, 2001).

Metade dos medicamentos de maior utilizacdo no mundo foi originada de
metabolitos secundarios de vegetais (ALVES, 2001). De acordo com a Organizacao
Mundial da Saude (OMS), 80% da populacdo do planeta de algum modo utilizam
plantas medicinais como medicamentos, sendo,no entanto, somente 30% por
indicacdo médica (GARCIA et al., 2012). Os fitoterapicos com maior namero de
estudos cientificos fazem parte de uma lista (Lista de Registro Simplificado de

Fitoterapicos), reconhecida pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
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e podem obter registro sem necessidade de validar suas indicagOes terapéuticas e
seguranca de uso (BRASIL, 2004).

O Brasil € o pais que detém a maior parcela da biodiversidade, em torno de
20% do total mundial, das 250 mil espécies medicinais catalogadas pela
Organizacdo das Nacdes Unidas para a Educacdo, a Ciéncia e a Cultura
(UNESCO), com destaque para as plantas superiores (NUNES, 1999). Contudo,
apenas 8% foram estudadas para pesquisas de compostos bioativos e 1.100
espécies foram avaliadas em suas propriedades medicinais (GUERRA et al., 2001).

A medicina alopatica em todo o mundo utiliza 119 drogas, com estruturas
guimicas definidas que sao extraidas de cerca de 90 espécies de plantas superiores
(CHADWISCK e MARSH, 1990). Alguns autores citam como exemplo a artemisina,
papaina, efedrina, rutina, digitoxina, vincristina, vincamina, atropina e o taxol,
(KOROLKOVAS e BURCKALTER, 1998).

Numerosas outras substancias naturais se constituem em precursores de
sinteses de valiosas moléculas, como é o caso de sapogeninas extraidas dos caras
(Dioscorea ssp.) ou do sisal (Agave ssp.), que sdo usados como materia-prima para

sintese de hormdnios e anticoncepcionais (MATOS, 1989).

Importantes gruposde pesquisas do mundo inteiro se mobilizam na
identificacdo de novos compostos produzidos por plantas, promovendo modificacdes
guimicas em suas estruturas através de processos sintéticos e biossintéticos.
Procuram-se novos compostos que possam ser utilizados clinicamente,em baixas
dosagens, que apresentem baixa toxicidade, absorvidos por via oral, por periodos
prolongados e, ainda, com amplo espectro de aplicacdo. Vale destacar a artemisina,
isolada da Artemisia annua, uma lactona sesquiterpénica apresenta um grupo endo-
peroxido com um potente desempenho biolégico contra a malaria e o taxol,
diterpeno isolado da casca de Taxusbrevifolia utilizado como medicamento em
pacientes com cancer de ovario, pulméo, cabeca, pescoco e linfoma (BRAS-FILHO,
1994).

Portanto, o que se tem observado nas ultimas décadas € um acentuado
aumento nas pesquisas de carater interdisciplinar que buscam a documentacéo do

conhecimento relativo aos “povos tradicionais”, onde suas interagdes ecoldgicas,
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simbdlicas e culturais com as plantas representam um aparente retorno a

revalorizacdo dos processos de cura com espécies medicinais (CASTRO, 2000).

2.2- Libidibia ferrea

Libidibia ferrea foi designada por Martius (1828) como Caesalpinia ferrea,
entretanto, s6 foi descrita por Tulasne em1844. Baillon (1876) transferiu esta espécie
para o género Apuleia. Libidibia foi segregado de Caesalpinia por LEWISetal.,
(2005). QUEIROZ (2009) subordinou C. ferrea e suas respectivas variedades ao
género Libidibia, mencionando que essa espéciepertence a um grupo de espécies
muito semelhantes, que se distribui principalmente em florestas secas neotropicais.
C. ferrea (atualmente, L. ferrea (Mart. ex Tul.)L.P. Queiroz)é encontrada nos estados
do Amazonas (ULIBARRI, 2008) e Para (FREITAS, 2009). Ocorre em todo o
Nordeste e Sudeste, com exce¢do de Sao Paulo no Centro Oeste apenas no Mato
Grosso do Sul (QUEIROZ, 2009; LEWIS 2005).

L. ferrea Martius ex Tul. var. ferrea é uma arvore que pertence a familia
Leguminosae - Caesalpininoideae (Caesalpiniaceae, € conhecida como pau-ferro,
jucd, ibira-obi, imira-ita, muira-obi, muiré-ita (P10 CORREA, 1984).

A altura da arvore varia de 10-15 m, com tronco curto de 40 a 60 cm de
diametro que possui manchas claras e fundo escuro. Sua casca tem cor
acinzentada, € lisa e fina, e se renova anualmente (Figura 1). Possui flores amarelas
brilhantes, pequenas e em cachos, sendo cultivada, muitas vezes, como planta
ornamental (Figura2) (GALDINO et al., 2007).

Os frutos sdo de cor verde quando imaturo e cor marrom escura na
maturacdo, do tipo legume bacdide (vagem), indeiscente, oblongo, achatado,
medindo aproximadamente 10 cm de comprimento e 1 cm de espessura
(RODRIGUES et al., 2012). As sementes sdo escuras, variando da coloracao verde
a castanho avermelhados, opaca, de consisténcia firme e tegumento rugoso. As
folhas sdo compostas, bipinadas com raquis de 16 cm de comprimento, pinulas que
variam de 5 a 11, opostas, em 1 — 5 pares (figura 3) (GALDINO et al., 2007).

Esta variedade foi introduzida na Amazobnia durante os ciclos da borracha

por imigrantes nordestinos, e atualmente em alguns estados da regido Norte, esta
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presente nos quintais, sendo aproveitada como arvore de sombra e para producao

de frutos com fins medicinais.

Figura 1: Arvore de L. ferrea Mart. Ex Tul. ar.ferrea.
Fonte:http://portalamazonia. Locaweb.com.br/sites/ervas.htm
> & g z

%

Figura 3: Frutos e sementes de L. ferrea Mart. Ex Tul. var.ferrea.
Fonte:http://portalamazonia. locaweb.com.br/sites/ervas.htm


http://www.arvores.brasil.nom.br/florin/pferro.htm
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2.2.1- Aspectos Etnofarmacologicos

Diversos farmacogenos da espécie L. ferrea sdo utilizados na medicina
popular. As sementes sdo utilizadas para emagrecer, para alivio de contusdes e
como depurativo (DE SOUZA, 2009).

As folhas sdo utilizadas para o tratamento de problemas respiratorios, como
as bronquites, além do uso comum contra tosse, resfriados e gripe (COELHO, 2004).

Os frutos(vagem) combatem a anemia e o diabetes (OLIVEIRA et al., 2010).
A casca atua como descongestionante no tratamento da enterocolite e diarreia,
ameniza os sintomas do reumatismo e atua como agente depurativo (OLIVEIRA,
2010).

As raizes sdo utilizadas como antipirética e antidiarreica (PIO CORREA,
1984).

2.2.2- Aspectos Fitoquimicos

Estudos fitoquimicos preliminares dos componentes ativos presentes no
extrato bruto da planta destacaram as antraquinonas, alcaloides, flavonoides,
lactonas, saponinas, acucares, taninos, sesquiterpenos, triterpenos e polifendis
(SOUZA et al., 2006).

GONZALES et al. (2004), a partir do extrato hidroalcodlico da casca e folhas
de Juca, demonstraram a presenca de saponinas, taninos, flavonoides, esteroides,
cumarinas e substancias fendlicas. O extrato aquoso dos frutos foi caracterizado e
apresentaram compostos alcaloides, antraquinonas, acgucares, flavonoides, taninos,

saponinas, lactonas e triterpenos (CARVALHO, 1993).

NOZAKI et al. (2007) a partir do caule de L. ferrea isolaram o composto
pauferrol A, um derivado de chalcona, que apresentou inibicAo da DNA-

topoisomerase Il e induziu apoptose em células leucémicas.
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Dentre os polifendis presentes nos extratos vegetais, pode-se destacar a
presenca de acido gélico e &cido elégico, provaveis substancias responsaveis pela
atividade bioldgica e terapéutica dos frutos da espécie (UEDA et al., 2004).

A partir do extrato metandlico das folhas de Juca, foi descrito o perfil
quimico, onde se encontrou uma mistura de triterpenos, trés flavonoides C-
glicosilado: isoorientina, orientina e vitexina, e uma mistura de &cido gélico
(COELHO, 2004). Os triterpenos podem ser considerados 0s compostos mais
comumente encontrados nesta espécie vegetal, e podem apresentar atividades anti-
inflamatdrias devido a presenca do lupeol e da alfa e beta amirina (GEETHA et al.,
2001).

SOUSA et al. (2011) através da caracterizagao fitoquimica e identificacao de
principios ativos de plantas medicinais, verificou a presenga de saponinas e

flavonoides em extratos alcodlicos de L. ferrea.

2.2.3-EstudosFarmacoldégicos

De um ponto de vista farmacoldgico algumas das propriedades terapéuticas
de L. ferrea tém sido descritas na literatura e incluem tratamento de ferimentos e
contus@es, alivio de tosse cronica e asma (HASHIMOTO, 1996). Além disso,
algumas pesquisas mostram que 0 juca possui acdo anti-ulcerogénica (BACCHI et
al., 1995) e anti-inflamatéria, bem como propriedades analgésicas (CARVALHO et
al., 1996).

CARVALHO et al. (1996) realizaram um estudo preliminar das propriedades
analgésica e anti-inflamatérias do extrato bruto aguoso de frutos delL. ferrea em
ratos tratados com carragenina, substancia capaz de induzir a atividade inflamatéria.
Os resultados mostraram que as amostras inibiram a formacdo de edema em torno
de 40% e os numeros de contorcbes foram reduzidos em até 92% nos animais

tratados com os extratos aquosos.

UEDA et al. (2001) identificaram dois compostos inibidores da aldose
redutase a partir do extrato seco de frutos, de L. Ferrea. Os compostos identificados
foram o &cido elagico e o 2-(2,3,6- tri-hidroxi-4carboxifenil) acido elagico. Os dois

compostos inibiram significativamente a aldose redutase de forma ndo competitiva.



26

O extrato aquoso de L. ferrea mostrou-se ainda eficaz no estimulo da
mielopoiese frente a listeriose e tumor ascitico de Ehrlich em ratos, promovendo
certa protegcdo contra a dose letal de Listeria monocytogenes e aumentando a
sobrevivéncia dos animais respectivamente (QUEIROZ et al., 2001).

NAKAMURA et al. (2002a; 2002b) estudaram dois componentes extraidos
de frutos de L. ferrea , o &cido galico e metil galato que apresentaram atividade
antitumoral e antiviral. Os constituintes extraidos dos extratos alcodlicos foram
avaliados in vivo quanto ao seu efeito antitumoral em processos carcinogénicos de

pele, no segundo estagio.

SOARES et al. (2006) avaliaram a atividade antibacteriana das tinturas de
juca, aroeira, gengibre, alfavaca, propolis, roméa e hortela da folha gratda, sobre as
linhagens deStreptococcus, entre eles os S. aureus, S. mutans, S. sobrinus, S. mitis,
S. sanguis e Lactobacillus casei. Dentre as tinturas, o juca, a aroeira e a propolis
apresentaram uma significativa atividade antibacteriana sendo que o gengibre e a
alfavaca apresentaram 0s menores espectros de acdo frente as linhagens

bacterianas avaliadas.

SOUZAet al. (2006) estudaram o efeito da clastogenicidade e citoxicidade do
extrato aquoso de frutos de L. ferrea em células da medula éssea de ratos Wistar.
Os animais foram tratados com dose de 500, 1000 e 1500 mg/Kg do extrato. O
estudo demonstrou que 0s extratos aquosos dos frutos nado tiveram efeito

clastogénico e nem citotoxico.

REBOREDO etal. (2007) avaliaram o efeito da administracdo do extrato
aquoso delL. ferrea em Orgdos vitais, no sistema reprodutor e na producdo de
espermatozoides de ratos Wistar, submetidos a tratamento subagudo. Foram
observadas perdas significativas de peso de vesicula seminal dos ratos do grupo
tratado com o extrato aquoso de L. ferrea, o que poderia ser considerado sugestivo

de efeito toxico no sistema reprodutor.

MENEZES et al. (2007) investigaram os efeitos cardiovasculares do extrato
aquoso da casca do caule de L. ferrea in vivo e in vitro e concluiram que doses de
40 mg/Kg do extrato foram capazes de induzir a hipotensédo associada a taquicardia

em ratos normotensos e induzir a vasodilatagdo em artéria mesentérica,
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considerando assim, essa planta com um potencial de utilizacdo clinica para

tratamento de doencas cardiovasculares.

PETERS et al. (2008) estudaram o efeito da toxicidade do extrato aquoso de
frutos de L. ferrea no sistema reprodutor de ratos durante a implantacdo de
blastocistos, num periodo de 5 a 7 dias de gestacao. Os animais foram tratados com
uma dose de 300mg/Kg do extrato diariamente. Os resultados mostraram que 0 uso
dessa planta ndo apresentou toxicidade significativa e néo interferiu na implantacao
dos blastocistos.

CAVALHEIRO et al. (2009) investigaram as atividades biologicas e
enzimaticas do extrato aquoso de sementes de L. ferrea. Os resultados obtidos
mostraram atividade celulasica (capacidade de degradacdo da celulose, sugerindo
presenca de microrganismos endofiticos), atividade amilasica (capacidade de
degradar o amido), anticoagulante e larvicida contra Aedes aegypti. N&o

apresentaram atividadetoxica aguda, hemolitica, antibacteriana e antifungica.

SAMPAIO et al. (2009) analisaram a atividade antimicrobiana in vitro do
extrato metandlico dos frutos de L. ferreacontra patdogenos da cavidade oral, C.
albicans, S. mutans, S. salivarius, S. oralis e L. casei, através do método de
microdiluicdo para células planctbnicas e em um modelo de biofilme. Os extratos
testados apresentaram atividade antimicrobiana na formacao do biofilme, sugerindo

seu uso potencial na saude bucal.

OLIVEIRA et al. (2010) avaliaram a cicatrizacao de feridas cutaneas abertas
em caprinos, tratados com uso topico de pomada de cascas L. ferrea. Durante 21
dias de tratamento, foi observado que houve completa epitelizacdo das feridas e nédo

se observou crescimento bacteriano.

SILVA et al. (2011) realizaram uma analise comparativa da capacidade
antioxidante e de protecdo ao DNA a partir de extratos hidroalcoodlicos dos frutos de
L. ferrea. Os resultados mostraram uma significante atividade antioxidante, devido
principalmente a presenca de compostos fendlicos que sao capazes de neutralizar

os radicais livres, impedindo assim possiveis danos as estruturas do DNA.



28

VASCONCELOS et al. (2011) investigaram as propriedades
hipoglicemiantes da casca do caule de L. ferrea em ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina e examinaram os efeitos do extrato aquoso sobre a fosforilacéo e a
expressao de proteina quinase B (PKB / Akt), AMP-proteina quinase ativada (AMPK)
e acetil-CoA carboxilase (ACC) em musculo esquelético. Os resultados mostraram
gue o extrato aquoso reduziu os niveis de glicose no sangue e houve uma melhora

significativa no estado metabdlico dos animais testados.

FREITAS et al. (2012) avaliaram as atividades biologicas do extrato bruto
aquoso e uma fracdo aquosa a partir dos frutos de L. ferrea. Os resultados
mostraram que 0s extratostestadosndo possuem atividades citotoxicas ou
antitumorais em linhagens de células tumorais, apresentaram baixa toxicidade e
nenhuma acdo contra tumores in vivo. Ambas as preparacdes revelaram ainda

atividades anti-inflamatodria e antinociceptiva.

PEREIRA et al. (2012) avaliaram fragOes polissacarideas de frutos de L.
ferrea e o potencial anti-inflamatério, e conclui que os frutos possuem atividade anti-
inflamatoria potente atravées da modulacdo negativa da histamina, serotonina,

bradicinina e prostaglandina E2 em edemas induzidos por carragenina.

MARTINS et al.(2014) avaliaram em seu estudo a inibicdodo crescimento e
da producéo de aflotoxina de Aspergillus parasiticus a partir de extratos dos frutos
de Paullinia cupana Kunth (guarana) e L. Ferrea (jucd)pelo método de difusdo em
agar com concentracdes dos extratos de 1,08, 1,62e3,24%.0s resultados mostraram
gue tanto o0 guaranad quanto o juca apresentaram efeitos inibitérios sobre o
crescimento fangico e na producdo de aflotoxinas nas diferentes concentragoes

aplicadas.

SAWADA et al.(2014) avaliaram a acao antinociceptiva, efeito central e
periférico, e possivel envolvimento de receptores colinérgicos e opiaceos em
camundongos a partir do extrato aquoso de sementes maduras de L.ferrea e
demontraram que em concentracdes do extrato variando de 1,5 a 10 mg/kg, os
testesapresentaram efeitos antinociceptivo dose-dependente e, em todos os testes
apresentaram propriedades anti-inflamatérias e analgesia periférica e central. Os

resultados do estudo sugeriram quel.ferreainduza a atividade antinociceptiva e que,
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possivelmente esta relacionada coma sua capacidadepara inibir osopiaceos,0s
receptores colinérgicos, e as vias da ciclooxigenase-2.

MARREIRO et al.(2014)avaliaram aestabilidade e aatividade antimicrobiana
doextrato etandlico dos frutos deL.ferrea contra os S. Oralis e S. mutans utilizando o
método da microdiluicdo e puderam concluir que em todas as diluicbes seriadas
variando de 100 pL a 3,125 pL o extrato apresentou atividade inibitoria frente aos
patdgenos testados.

2.3- Fitoterépicos utilizados na Odontologia

Os fitoterapicos possuem um amplo espectro de acdes farmacologicas, das
guais se pode destacar a anti-inflamatoria, antimicrobiana, antifingica e a ansiolitica,
gue podem ser de grande interesse para a odontologia. Das espécies vegetais ja
pesquisadas para utilizacdo em odontologia destacam-se a roma, aroeira, copaiba,
gengibre, propolis, malva, hortela, menta, canela, cacau, camomila, sélvia, tomilho e
juca (PINHEIRO eANDRADE, 2008).

GEBARA etal. (1996) avaliaram a acao antibacteriana de tinturas de malva,
cacau, salva, camomila, tomilho e propolis sobre S. mutans e S. sobrinus “in vitro”.
As concentracdes das tinturas variaram entre 0,05 e 0,16 mg/ml. As Concentracfes
Inibitérias Minimas (CIM) para S. mutans foram de 0,06; 0,10 e 0,04 mg/ml para
tomilho, cacau e propolis, respectivamente. Para S. sobrinus, as CIM foram de 0,04;
0,12 e 0,02 mg/ml para tomilho, cacau e propolis respectivamente. Malva, séalvia e

camomila ndo apresentaram acao antimicrobiana.

SAMPAIO (1997) pesquisou plantas adstringentes brasileiras e relatou que,
no Brasil, usava-se uma mistura do suco do tronco da bananeira (Musa sapienten
Linn) com agua, obtendo excelente acdo em aftas. Também para aftas, indicava-se
0 decocto da casca do cajueiro (Anacardium occidentale Linn). Acrescenta ainda
gue o p6 da madeira do pau-brasil (Caesalpinia echinata Lam) era aconselhado para
o fortalecimento gengival, assim como as folhas da mangueira (Mangifera indica

Linn), no caso de ulceracgfes bucais.

A hortelda graluda apresenta propriedade antibacteriana, atribuida as
substancias carvacrol e tenol (ALMEIDA, 1993; DINIZ, 1997). O Eucalipto é um dos
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remédios caseiros mais comuns. OYEDEJI et al., (1999) descreveram a acgao
antibacteriana e antifangica de extratos de eucalipto.

A propolis € uma substancia com composicao bastante complexa, variando
de acordo com sua origem botanica, tendo sido isolados mais de 300 componentes
quimicos. Um dos seus principais efeitos biolégicos é a atividade antimicrobiana. As
acOes antissépticas, anti-inflamatérias e cicatrizantes da propolis ja estdo
comprovadas cientificamente (COSTA, 1992; MATOS, 1991; DINIZ, 1997;
MARTINS, 1998). A acdo da propolis sob a forma de bochecho sobre o biofiime
dentario e a gengivite foi testada por DUARTE E KFOURI (1999), ndo encontrando
diferenca estatisticamente significante no mecanismo de formacéao do biofilme e nos
sinais clinicos da gengivite entre os grupos teste e controle. Um estudo realizado por
PANZERI et al., (1999) mostrou que um dentifricio fluoretado contendo prépolis a
3% foi mais eficiente que outro dentifricio semelhante, porém, sem propolis no

controle do indice gengival.

PEREIRA (1998) estudou acao antibacteriana do extrato hidroalcodlico da
casca da roma (Punica granatum Linn.), frente aos S. mitis, S. mutans e S. sanguis.
Esta acdo antibacteriana foi ainda comparada a atividade antibacteriana da
clorexidina. Foi verificado que todas as linhagens bacterianas se mostraram
sensiveis ao extrato ativo de roma. Plantas da familia das Punicaceas, a roma, tem
apresentado acdo bactericida e bacteriostatica sobre bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas constituintes do biofilme dental (PEREIRA, 2002).

O d6leo de copaiba vem sendo indicado, ha mais de quatro séculos, para
diversos fins farmacologicos. Este 6leo é exudato do tronco da copaibeira. Os
estudos de atividade antibacteriana mostraram atividade bactericida e bacteriostéatica
do dleo frente ao S. mutans (VEIGA; PINTO, 2002). O 6leo de copaiba (Copaifera
langsdorffii) mostrou atividade contra S. mutans, além de atividade analgésica. Ja os
Oleos, de cajueiro (Anacardiumoccidentale) e do cravo (Eugenia caryophyllata T.)

podem ser utilizados em caso de odontalgias (MACIEL et al.,2002).

TREVIZANI (2002) observou reducédo do indice de sangramento gengival em
individuos que fizeram uso de gel dentifricio contendo, em associacdo, extratos
hidroalcodlicos de Rosmarinus officinalis, Plantago major,Tabebuia impetiginosa,

Achillea millefollium e Nasturtium officinale, sugerindo efeito antigengivite, através de
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possivel acdo anti-inflamatéria de seus componentes ativos e/ou por alteracdo da
gualidade do biofilme dento-bacteriano.

PINHEIRO et al. (2003) constataram o efeito ansiolitico da Valeriana
officinalis L. em voluntarios submetidos a exodontias de terceiros molares inclusos,

administrada em uma Unica dose de 100 mg.

BIANCO (2004) constatou a capacidade de inibir o crescimento bacteriano a
partir extratos vegetais aquosos e hidroalcodlicos, de folha de araca (Psidium
cattleianum), folha de aroeira do sertdo (Astronium urundeuva), caule de espinheira-
santa (Maytenus ilicifolius), casca e folha de candeia (Vanillosmopsis erythropappa)
e folha de jacarandéa caroba (Jacaranda cuspidifolia).

PEREIRA etal.(2005) avaliaram a atividade antimicrobiana de um dentifricio
a base do extrato da Punica granatum Linn ( Rom&) in vitro e in vivo em cinco
linhagens bacterianas do biofilme dental: S. mutans, S. mitis, S. sanguis, S. sobrinus
e L. casei. O extrato foi efetivo nas cinco linhagens ensaiadas e ainda foi observadas

reducdo do nimero de S. mutans em 53,84%.

Outro produto muito utilizado na cultura popular € o alho (Allium sativum)
gue demonstrou atividade contra bactérias orais, principalmente com uso de

enxaguatorios contendo este produto (SALGADO et al., 2006).

CORDEIRO et al. (2006)desenvolveram uma formulacdo de enxaguatoério
bucal contendo em associacdo, os extratos hidroalcoolicos das espécies vegetais
R.officinalis (Alecrim), P. major (Tanchagem), T.impetiginosa (Ipé-roxo), A.
millefollium (Mil-folhas) e N.officinale (Agrido) e avaliou a atividade antimicrobiana
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas P. aeruginosa , E. coli, S. aureus,
B. subtilis, E. faecalis. Os resultados obtidos neste estudo mostraram que o
enxaguatorio bucal contendo extratos vegetais foi capaz de inibir o crescimento de

todas as bactérias estudadas.

A aroeira (S. terenithiofolius) possui acdo antimicrobiana, anti-inflamatoria e
antiulcerogénica, sendo utilizada como antisséptico e no tratamento de estomatites.
Além disso, apresenta atividade bactericida e bacteriostatica sobre S. mutans, S.
mitis, S. sobrinus, S. sanguis, L.casei e acdo antifungica sobre C. albicans, C.
tropicalis e C. Krusei (BRANDAO et al., 2007).
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Além de serem utilizadas por sua agdo antisséptica e antibacteriana, as
plantas medicinais tem outras aplicacées, como € o caso do acai (Euterpe oleracea)
gue produz um evidenciador de placa dental com eficiéncia de 90% superior a
produtos comercializados tais como o verde de malaquita, a fucsina e a eritrosina.
(SOYAMA, 2007).

VASCONCELOS et al.(2008) formularam um cimento odontolégico obtido
da associacdo do Oxido de zinco, hidroxido de calcio e 6leo-resina de Copaifera
multijuga Hayne e avaliaram sua atividade antibacteriana através do teste de
diluicdo em meio liquido frente as cepas de S. mutans e S. sanguinis. Todos 0s
grupos analisados demonstraram atividade antibacteriana e o 6leo de copaiba

apresentou-se com grande potencial para o uso como veiculo ao cimento.

GARCIA et al. (2010), avaliaram a atividade antimicrobiana da propolis verde
e vermelha, contra S. mutans, que resultou em maior atividade do prépolis vermelho
contra os causadores de carie e elaborou um enxaguatério bucal que eliminasse

todas as bactérias causadoras da carie.

VINAGRE et al. (2011), verificaram o desempenho de um enxaguatoério bucal
fitoterapico, contendo tintura padronizada de Calendula officinalis, na melhora da
saude periodontal. O enxaguatario fitoterapico foi eficaz na reducédo do sangramento
gengival podendo ser sugerido, também, como uma solucédo inovadora que atua

promovendo beneficios adicionais a melhoria da saude periodontal.

2.4- Carie Dental

A cérie dental pode ser tida como uma doenca tipica do homem civilizado e,
de maneira genérica, todo individuo adulto durante sua vida € acometido pela carie
dental, datando, porém, da pré-histéria o aparecimento da carie entre 0s seres
humanos. Num exame de 100 cranios do homem de Neanderthal ndo se constatou a
presenca de carie, significando ndo a sua auséncia, mas sim uma incidéncia de
carie apenas ocasional neste periodo, restrita a uns poucos espécimes. Porém a
partir de um maior consumo de acucar por volta de 1665, a incidéncia de cérie
aumentou drasticamente (PINHEIRO, 1983).
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A doenca cérie ndo se instala a partir do momento em que h& lesdo visivel
clinicamente e sim muito antes disto. Assim, a atividade de céarie deve ser
considerada alta quando muitos fatores cariogénicos estdo presentes e em
condicdes criticas. Desse modo, novas lesGes cariosas podem ser realmente
evitadas. Dentro dos novos conceitos de prevencdo a doenca cérie, estd o
estabelecimento do progndstico do aparecimento de “novas” lesdes, associado ao
risco do paciente desenvolver a doenca. Com as novas correntes de prevencéao, o
conceito de risco torna necessaria uma forma de avaliacdo mais abrangente,
incluindo informagdes sobre a dieta do paciente, fatores salivares e microbiota
(ADAMS, 1995; NEWBRUN, 1993; WEYNE, 1989).

A relagdo entre carie e bactéria é discutida ha muito tempo. Em 1683,
Antony Van Leeuwenhoek descreveu, através do uso de uma lente de aumento, a
presenca de “animaculos” em um material esbranquigcado, com consisténcia de
manteiga, encontrado sobre os seus dentes quando estes ndo eram limpos
(LINDHE, 1992).

A carie dental durante muito tempo foi, e talvez ainda seja, tratada apenas
no sentido mais estrito da palavra (do latim destruicdo, decomposicéo) limitando-se
0 seu tratamento apenas a remoc¢ao do tecido cariado e obturacdo da cavidade
decorrente (MARINHO, 1998).

Apés a descoberta por Clarke em 1924, o S.mutans permaneceu por,
aproximadamente, 35 anos praticamente ignorado, até que em 1960 foi
‘redescoberto” por Fitzgerald e Keyes. A situacdo taxondmica dos estreptococos
cariogénicos esta bem definida nos “Estreptococos do Grupo Mutans” (EGM).
Existem sete espécies que estdo incluidas no EGM: S. mutans, S.sobrinus, S.
cricetus, S. rattus, S. ferus, S. macacae, S. downei. Das espécies acima, o S.
mutans e S. sobrinus apresentam potencial cariogénico em humanos (MALTZ,
2000).

Segundo LOESCHE (1993), a céarie dentaria pode ser definida como um
processo de dissolucdo do esmalte ou de dentina, causada por acdo bacteriana na
superficie do dente e mediada por um fluxo fisico-quimico de ions dissolvidos em
agua. E umproduto direto da varia¢do continua do pH da cavidade bucal, sendo o

resultado de sucessivos ciclos de desmineralizacdo (DES) e de remineralizacéo (RE)
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de minerais presentes na saliva, como o célcio e o fosfato, sobre a superficie
dentéaria, sendo que a perda do equilibrio DES X RE ocorre quando o pH fica abaixo
de 5,5. Atingido o pH inferior a 5,5, a consequéncia seré a dissolucao do esmalte.

A era cientifica no estudo da doenca carie teve inicio em 1890, com 0s
estudos de Miller isolando, corando e identificando bactérias nos laboratorios de
Robert Koch. Esse pesquisador estudou a participacdo microbiana na carie, doenca
periodontal e infecgdo pulpar, levando a publicagdo do livro “Microorganisms of the
Human Mouth”. Nesta publicacido relatou a tese revolucionaria de que os
microrganismos atuando sobre os carboidratos da dieta resultavam na producao de
acidos que determinavam a descalcificacdo do esmalte dentario (Teoria quimico-
parasitaria) (UZEDA, 2002).

As bactérias do género Lactobacillus compreendem um grupo de
organismos que tem um papel mais importante na progressdo do que na instalacéo
da cérie dental. Sdo bastonetes Gram-positivos, anaerobios facultativos e as vezes
micro-aerofilos. Uma caracteristica importante € a sua capacidade acidogénica
(produzir acido) e acidurica (sobreviver no meio acido) e sua capacidade de realizar
tanto o metabolismo oxidativo como fermentativo. As espécies L. casei, L.
acidophilus, L. plantarum, L. salivarius, sdao homofermentativas, produzemacido
latico. L. fermentum, L. brevis, L. buchneri e L. cellobiosus séo heterofermentativos,
produzem varios acidos organicos (acido acético, acido latico) aléem do etanol e
dioxido de carbono (UZEDA, 2002).

Na cavidade oral as superficies dentais sdo recobertas por depoésitos
microbianos, com espessura determinada de acordo com sua localizacdo. Os
microrganismos precisam aderir-se firmemente a uma superficie, caso
contrario,serdo levados pelo fluxo salivar e deglutidos, dessa forma a maioria dos
microrganismos sao encontrados em areas de estagnacdo (MARSH e MARTIN
2005).

Em relacdo a transmissibilidade da céarie, ha evidéncias de que as maes sao
a fonte de infeccédo primaria nas criancas, e que o nivel de infeccdo da mae € um
preditor do grau de infeccdo e do desenvolvimento das lesGes de carie da crianca
(BERKOWITZ, 2003).
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O principal problema de saude bucal no Brasil é a carie dental, tendo como
primeiro agente etiolégico o S. mutans, microrganismo com potencial de produzir
carie superior ao de qualquer outro acidogénico da placa supragengival (ROSELL,
2004).

O S. mutans, apés sua redescoberta em 1960 por Fitzgerald e Keyes, tem
sido, conforme relata a literatura, apontado como a principal bactéria em relacéo a
etiologia da carie (LEITES et al., 2006).

Sabe-se da indispensabilidade de microrganismos na superficie dental para
gue tenhamos o desenvolvimento da doenca cérie, porém so a presenca deles nao é
0 bastante. Fatores como higiene, habitos alimentares, colonizagdo bacteriana,
composicdo da saliva, entre outros, influenciam o metabolismo das bactérias sobre
os dentes, modulando a atividade da carie(MARSH e MARTIN 2005).

LEITES et al., (2006) classificam os diferentes tipos de microrganismos
presentes em diferentes tipos de carie destacando-se: carie de sulco e fissura,
iniciando com a presenca de S. sanguis, e com o envelhecimento do biofilme
aumentam o numero de S. mutans e lactobacilos. Carie de superficie lisa, os
microrganismos encontrados com maior frequéncia sdo o S. mutans e S. salivarius;
a Cérie de dentina ha predominio de bastonetes Gram-positivos, tais como:
Lactobacillus, Eubacterium, Propionibacterium observando-se um menor nimero de
S. mutans e bactérias Gram-negativas; Carie de superficie radicular, onde o0s
microrganismos predominantes sdo os S. mutans, L. acidophilus e Actynomyces

israelli.

LIMA (2007), em seus estudos, concluiu que a carie dentaria ndo deve ser
considerada uma doenca, mas simplesmente uma lesdo do esmalte de causa local,
sem fatores etiolégicos determinantes, porém provocada pelo desequilibrio de
fatores considerados fisioldgicos, pertencentes a biodiversidade do ser humano e
especificamente da cavidade bucal. Assim, uma estratégia objetiva de prevencéo
deveser buscar o equilibrio bioldgico, sem perder de vista a qualidade de vida do ser

humano.
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2.5- Candidiase Bucal

De acordo com a literatura, atualmente s&o descritas 197 espécies
deCandida pertencentes ao ReinoFungi, divisdo Eumycota, subdivisdo
Deuteromycotina, Classe Blastomycetes e Familia Cryptococcaceae (BARBEDO,
2010).

As Candidas sdo leveduras que se caracterizam como fungos oportunistas
apresentando-se na forma comensal na superficie de peles e mucosas.
Aproximadamente, cerca de 20% a 50% da populacdo apresenta espécies de
Candida na cavidade oral, sendo predominanteem torno de 60% a 90% a espécie
Candida albicans.Embora a C. albicans seja considerada o principal agenteetiol6gico
da candidiase bucal, outras espécies podem ser encontradas como, C.

dublinienses,C. Krusei, C. parapsilosis, C. glabrata e C. tropicalis (CATE, 2009).

A candidiase € a mais comum manifestacdo clinica de infeccado por
C.albicans na cavidade bucal. Essa infeccdo se néo tratada adequadamente pode
invadir outros tecidos, disseminar-se e tornar-se muito grave (AKDENIZ et al., 2002;
NIKAWA et al., 2001).

C. albicans pode estar presente no homem como saprobio ou causando
infeccdo, principalmente quando sua presenca € associada a fatores ligados ao
hospedeiro como, por exemplo, fatores nutricionais, prolongada terapia antibidtica,
baixa imunidade, desordens enddcrinas, lesbes em tecidos moles, higiene bucal
deficiente, baixo fluxo salivar e uso de proteses bucais. Esses fatores seriam
desencadeantes de infeccdo, porém, a severidade desta, além de estar relacionada
a fatores do hospedeiro,também, deve-se as propriedades inerentes ao proprio
microrganismo (MOREIRA et al., 2001).

A colonizacédo de leveduras na cavidade bucal da-se devido a capacidade de
aderéncia as células epiteliais. A aderéncia é considerada o primeiro estagio de
colonizacdo de C.albicans, com subsequente disseminacdo da levedura quando
ocorre desequilibrio nos mecanismos de defesa do hospedeiro. A aderéncia envolve
macromoléculas de superficie celular microbiana que interagem com
macromoléculas de determinado substrato. Ha evidéncias que C. albicans podem

produzir mais de uma estrutura de aderéncia, ou que mais de uma dessas estruturas
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possam estar envolvida nesse processo, como proteinas, lipideos e manoproteinas
como a adesina (PIRES et al., 2001). Ainda, a colonizacdo depende de diversos
fatores como o numero de células que entram na cavidade bucal, sua aderéncia e
crescimento, penetracdo nos tecidos e remoc¢do dessas células da cavidade bucal,
por diferentes mecanismos (KOMIYAMAet al., 2007).

C. albicans, possui a capacidade de colonizar diferentes superficies epiteliais
da cavidade bucal e o surgimento de novos nichos favorece a colonizag&o por novos
microrganismos; conforme esse processo continua, a diversidade e complexidade
aumentam, chegando a microbiota bucal a possuir mais de 300 espécies
microbianas (CASTRO e MOCHIDOME, 2000).

Sao encontradas principalmente no dorso da lingua, onde as papilas
filiformes e reentrancias servem de sitios que fornecem protecdo e favorecem o
desenvolvimento de infeccdo (ARENDORF e WALKER, 1980). Além desses sitios,
essas leveduras também tém sido isoladas do biofilme bacteriano dental, lesbes de
carie, microbiota subgengival, saliva e em canais radiculares (CANNON e
CHAFFIN,1999).

Varios trabalhos vém investigando a relacdo entre a colonizacdo por C.
albicans e a presenca de lesdes de carie.REGO et al., (2003) analisaram o efeito da
adequacdo do meio bucal sobrecontagens de leveduras do género Candida em
criancas carie ativas e portadoras,de 4 a 10 anos, e concluiram que este
procedimento clinico demonstrou sereficiente na diminuicdo das contagens da

levedura.

MOREIRA et al. (2001)avaliaram as diferentes espécies de leveduras do
género Candida na cavidadebucal de 239 estudantes de diferentes classes sécio-
econdmicas, porém osautores consideraram que pelo fato do grupo analisado ser de
baixo risco a carie,ndo houve relacéo positiva entre a presenca de lesdes de carie e

colonizacéao por C. albicans.

MOALIC et al.(2001) investigaram a colonizacao por C. albicans na cavidade
bucal de 353 estudantes franceses e puderam comprovar a associacao da atividade

de cérie a presenca da levedura.
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BRANTING et al. (1989) estudando estomatites bucais em portadores de
préteses em acrilico, avaliaram a adesdo de C. albicans e S.mutans em 24
superficies acrilicas incubando os microrganismos em meios contendo glicose e
sacarose e concluiram que na presenca de sacarose S. mutans aderiu fortemente a
superficie acrilica, enquanto que C. albicans em presenca tanto de glicose como
sacarose apresentou-se fracamente ligada a superficie acrilica. Além disso, foi
também verificada coagregacdo entre S. mutans e C. albicans na presenca de
sacarose, 0 que nao ocorreu na presenca de glicose. Neste trabalho, os autores
concluiram que a presencga de S. mutans em meio rico em sacarose pode favorecer
a aderéncia de C. albicans pela presenca de polimeros extracelulares produzidos
pela bactéria.

BEIGHTON et al. (1995) relacionaram a alta prevaléncia de Candida ssp. em
(58,5%) 82 lesdes de carie de raiz. Sabe-se que a desmineralizacdo da superficie
radicular ocorre em pH na faixa entre 4,3 a 5,0, portanto, tem sido frequente a
utilizacdo de desafio de pH nos modelos experimentais “in vitro” decaries de raiz
sugerindo a colonizacao eficiente por C. albicans em regides dentais recobertas pelo

fluido gengival.

De acordo com os trabalhos relatados, ha evidéncias que C. albicans e S.
mutans interagem “in vitro” pelos seus mecanismos de aderéncia e coagregagao,
porém para que essas evidéncias sejam comprovadas no meio bucal, ainda ha
necessidade de maior quantidade de estudos, pois varios fatores devem ser

considerados nessa interacao.

2.6- Produtos com Acao Antimicrobiana Bucal

O mercado odontolégico apresenta muitos produtos que promovem a
prevencdo de patologias bucais, entre eles destacam-se osdentifricios (pastas,
cremes e géis dentais) e osenxaguatorios antissépticos bucais. Dentre 0s principais
agentes antimicrobianos pode-se citar a Clorexidina, o Cloreto de cetilpiridineo e os
Oleos essenciais, além dos removedores de restos alimentares e de biofilme, com

acao mecanica, a escova e o fio dental.
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Altamente eficaz, a Clorexidina é em geral utilizada como substancia padréo
para medir a poténcia de outros agentes. Ela é classificada quimicamente como uma
Bis-guanidina, apresentando propriedades hidrofilicas e hidrofébicas. Possui largo
espectro bacteriano, alta substantividade, € segura e efetiva (EMILSON, 1994).
Acredita-se que os efeitos da clorexidina na formacéo da placa sejam devidos a
suas atividades bactericidas, quando em altas concentracdes, e pela inibicdo de
enzimas glicoliticas e proteoliticas quando em baixas concentracdes. Atua na
desorganizacdo geral da membrana celular e inibicdo especifica de enzimas da
membrana bacteriana. Ela inibe a incorporacdo de glicose pelos S. mutans e seu
metabolismo para &cido latico. Pode ser encontrada veiculada em dentifricios,
vernizes ou solucdes. Entretanto, seu uso em dentifricios pode ser indevido, pois
estes em geral apresentam detergentes (ex. lauril sulfato de sodio), incompativeis
com a clorexidina, reduzindo sua acdo. Na forma de solugdo, a concentracéo
preferida € de 0,12%, utilizada duas vezes ao dia (TORRES, 2000).

Substancias presentes em o0leos essenciais, tais como timol, eucaliptol e
mentol,sdo moléculas fendlicas que agem inespecificamente sobre bactérias, nao
havendo desequilibrio nem proliferacdo de microrganismos oportunistas. Até o
presente momento, o Unico agente disponivel no mercado comercialdesta categoria
€ o Listerine® (Warner-Lambert) que € uma mistura de O6leos essenciais: timol,
mentol, eucaliptol e salicilato de metila. O mecanismo de acdo parece ser a
alteracao da parede celular bacteriana. Este produto ndo tem carga e tem uma baixa
substantividade. Como efeitos adversos, destaca-se a sensacdo de queimacao e
gosto ardido (TORRES, 2000).

O mecanismo de acao do cloreto de cetilpiridineo esta relacionado com o
aumento da permeabilidade da parede celular, que favorece a lise, diminui o
metabolismo celular, e a habilidade da bactéria em se aderir a superficie dentaria. A
retencéo inicial do cloreto de cetilperidinio é mais alta do que a da clorexidina, mas

ele é removido mais rapidamente da cavidade bucal (CURY, 2002).

Os dentifricios sdo formas farmacéuticas cosméticas que geralmente
apresentam na sua composicdo solidos abrasivos, tais como carbonato de calcio,
silica hidratada, pirofosfato de calcio e 6xido de magnésio, essenciais para garantir a

remocao de manchas dos dentes;os agentesdetergentes, que diminuem a tensao
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superficial, permitindo a penetracdo nas fissuras dentais e auxiliando na remocéo
dos detritos da superficie dentéria, sendoo mais utilizado o lauril sulfato de sodio; e
por outras substancias como os flavorizantes que tem a fungcdo de promover sabor e
refrescancia, sendo as mais utilizadas esséncias de horteld, menta, canela e
eucalipto; e pelos solventes, 0os quais sao responsaveis pela solubilizacdo e ou
dispersédo dos componentes na formulacédo, onde os mais usados sao agua e alcool
(CURY, 2002; SILVA, 2001). Possuem ainda agentes umectantes, responsaveis por
reter umidade e evitar o ressecamento do produto, sendoos mais utilizados a
glicerina, polietileno glicol e o sorbitol. Apresentam aglutinantes que impedem a
separacdo dos componentes liquidos e sélidos, proporcionando estabilidade do
produto ao longo do tempo e viscosidade adequada, como exemplo destacam-se a
carboximetilcelulose, metilcelulose e goma de xantana (CURY, 2002).

Dentre os principais compostos com atividade antimicrobiana presente nos
dentifricios pode-se destacar o Triclosan e o Flior (GEBRAN, 2002; AQUINO, 2004).
O Triclosan é um antimicrobiano n&o iénico de amplo espectro que inibe bactérias
gram-positivas, gram-negativas e fungos. Apresenta baixa toxidade e tem como sitio
de acdo a membrana bacteriana, devido a sua natureza lipolitica age aumentando a
permeabilidade da parede celular por adsorver-se na porcéo lipidica da membrana,
resultando na liberacdo do conteudo citoplasmatico da bactéria. Apresenta eficacia
na reducao da placa, pois inibe aadesao, o crescimento e a colonizacéo bacteriana,
0 que justifica o seu uso em dentifricios e enxaguatérios bucais (AQUINO et al.,
2004).

Devido a sua rapida liberacéo, a substantividade (capacidade de ficar retido
na cavidade bucal) do Triclosan é considerada baixa, sendo entdo associado ao
gantrez, um copolimero que aumenta o seu tempo de retencéo e biodisponibilidade
na mucosa bucal, na saliva, na superficie dentaria e na placa (AQUINO et al., 2004;

CORTELLI et al., 2003).

O Flaor atua interferindo no inicio e na progressao da doenca cérie, além de
manter o equilibrio mineral dos dentes e alterar o metabolismo de alguns

microrganismos por inibir enzimas glicoliticas (DITTERICH et al., 2007).

Considerando-se que o dentifricio continua sendo a melhor maneira de

aplicar um agente terapéutico em manifestacdes patoldgicas da cavidade bucal, as
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empresas de dentifricios apresentam atualmente diferentes composicdes para estes
produtos, visando atender as preferéncias pessoais e as necessidades dos diversos
tipos de consumidores:

* preferéncia pessoal pela forma gel ou pasta e opgdes de sabores;

« diferentes faixas etarias destinados a bebés, criancas, adultos e idosos;

* necessidades especificas: tratamento de sensibilidade dentinaria,

gengivite, tartaro, etc.

Em relacdo a diferenca na constituicAo de uma pasta dental e um gel,
apresenta-se como principal caracteristica o aspecto opaco e de maior consisténcia
das pastas devido ao seu elevado contetido em sais de célcio (CURY, 2002).

2.7- Formas Farmacéuticas Semissoélidas

As preparagdes farmacéuticas semissolidas incluem os géis, as pastas, as
pomadas e as emulsdes cremosas. A propriedade que lhes € comum € a
capacidade de adesédo a superficie de aplicacdo por um periodo razoavel de tempo
antes de serem removidas por lavagem ou devido ao uso. Esta adeséo deve-se ao
comportamento reoldgico plastico, que permite aos semissolidos manter a sua forma
e aderir com um filme até a aplicacdo de uma forca externa, caso em que se
deformam e fluem (LACHMAN et al., 2001).

Entre as formas farmacéuticas semissdlidas, os géis ganham destaque em
produtos cosmeéticos e farmacéuticos por apresentarem algumas vantagens, em
relacdo aos cremes e pastas, como facil espalhabilidadee por poderem veicular

principios ativos hidrossoluveis e lipossomas (CORREA et al., 2005).

2.7.1- Géis

Sao definidos como sistemas semissdlidos constituidos por dispersées de
pequenas particulas inorganicas ou de grandes moléculas organicas, encerradas
ouinterpenetradaspor um liquido. Geralmente, as substancias formadoras de géis
sdo polimeros que, quando dispersos em meio aquoso, doam viscosidade a

preparacdo. A consisténcia dos géis decorre do forte entrelacamento da fase
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dispersa que retém e segura o meio de dispersdo em sua rede, existindo, portanto,
uma estrutura interna possuidora de esqueleto, a qual é responsavel por sua
viscosidade estrutural (AULTON, 2005; ALLEN Jr. et al., 2007).

Os polimeros sdo basicamente substancias de alto peso molecular, também,
chamados de macromoléculas. O tipo de polimero empregado na formulacdo do gel
pode influenciar o comportamento reolégico desta e, portanto, pode influenciar a
estabilidade fisica do produto (CORREA et al., 2005).

Os tipos de géis mais utilizados como formas farmacéuticas sdo os géis
hidrofilicos (hidrossoltvel, hidrogéis), obtidos pela incorporacdo de agentes
gelificantes a &gua, ao glicerol ou ao propilenoglicol, tais como amido, celulose, e
seus derivados, polimeros de carboxivinil e silicatos de magnésio-aluminio, e 0s géis
hidrofébicos (oleogéis) constituidos usualmente de parafina liquida com polietileno
ou Oleos gordurosos com silica coloidal ou sabfes de aluminio ou zinco, sendo
relativamente pequena a quantidade de preparacfes apresentadas como oleogéis
(FERREIRA; LEITE, 2008).

Os géis hidrofilos sdo mais utilizados ou mais comuns,em produtos
cosméticos e dermatoldgicos, pois apresentam facil espalhamento, ndo sao
gordurosos e podem veicular ativos hidrossoluveis. As substancias formadoras de
géis, geralmente sao polimeros, que quando dispersos em meio aquosos, doam
viscosidade a formulacdo (CORREA et al., 2005).

Para o desenvolvimento de géis se faz necessario e importante conhecer as
caracteristicas e estabilidade desses polimeros, com intuito de promover uma

selecdo adequada dos excipientes da formulacéo.

Uma das analises mais impactantes no estudo de um gel € a analise de
reologia que, segundo ANSELet al., (2000), pode ser definida pelo estudo do fluxo
levando-se em conta as caracteristicas de viscosidade de pés, liquidos e
semissolidos. Séo divididos em duas categorias: newtonianos e ndo-newtonianos. O
fluxo newtoniano caracteriza-se por viscosidade constante, independente da
velocidade de cisalhamento aplicada. O fluxo ndo-newtoniano caracteriza-se por

mudanca da viscosidade com o aumento da velocidade de cisalhamento.
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A viscosidade é a medida da resisténcia do fluido ao fluxo de um sistema
apos a aplicacédo de estresse. Sendo assim, quanto maior a viscosidade, maior sera
a resisténcia e a forga aplicada para produzir o fluxo com determinada velocidade
(THOMPSON, 2006; CORREA et al., 2005).

Os géis hidrossolliveis possuem na maioria das vezes, comportamento
reoldgico do tipo pseudopléstico e tixotrépco, ou seja, deformam-se durante a
aplicagdo tornando-se mais fluidos, facilitando o espalhamento e recuperando a
viscosidade inicial no momento em que encerra a aplicagdo, evitando que o gel
escorra (AULTON, 2008).

Ha uma grande diversidade de matérias-primas disponiveis para a
preparacao de géis, sendo que esses agentes gelificantes podem ser divididos em
trés classes: derivados de celulose (metilcelulose, hidroxietilcelulose,
hidroxipropilmetilcelulose, carboximetilcelulose sodica); n&o-celulésicos (gomas,
pectina, agar) e polimeros do acido acrilico(carbémeros — Carbopol®) e (LOPES et
al., 2005).

2.7.2- Principais Polimeros Gelificantes

2.7.2.1-Hidroxietilcelulose (natrosol® 250)

E um polimero n&o-iénico estavel na faixa de pH 2 a 12, composto por
grupos hidroxietila ligados a cadeia de celulose e também se encontra disponivel em
diferentes graus de viscosidade. Hidroxietilcelulose (HEC) é solluvel tanto em agua
guente como em agua fria (AULTON, 2008).

O gel de HEC é uma das bases de celulose de maior interesse para a
veiculacdo de ativos devido seu carater ndo-ibnico que permite sua utilizacdo em um
ampla faixa de pH. E muito indicado para a incorporacéo de ativos que levam a um
abaixamento do pH final da formulacdo. Embora bem tolerados, pHs extremos

podem causar altera¢des na viscosidade (AULTON, 2008).



44

2.7.2.2- Carbopol®

Carbopol® ¢ um polimero de &cido acrilico de alto peso molecular. E
fornecido na forma pulverizada, como acido livre. E um dos polimeros mais comuns
para fase aquosa. Muito utilizado em formulacdes farmacéuticas liquidas ou
semissdlidas, como agente gelificante em géis, suspensdes e emulsdes (CORREA
et. al., 2005).

O Carbopol® 940 é o mais utilizado para produzir géis cristalinos e
brilhantes, e apresenta o maior efeito espessante dentre os polimeros de carbopol®.
O uso topicos desses géis € vantajoso, pois apresentam bom comportamento
reologico, e permanece maior tempo no local administrado (MERCLIN et al., 2004).

O polimero de Carbopol® quando em dispersdo em agua, umecta e forma
uma dispersdo aquosa com valor de pH na faixa de 2,8 — 3,2. Nesse estado, a
cadeia polimérica do carbopol® esta extremamente enovelada e sua capacidade
espessante é limitante. Para atingir o maximo de viscosidade a molécula deve se
desenovelar completamente. Embora sejam acidos fracos, facilmente reagem para

formacédo de sais correspondentes (MERCLIN et al., 2004).

Existem dois mecanismos para o desenrolamento da molécula, dando um
alto efeito de viscosidade ou a melhor propriedade bioadesiva. O mecanismo mais
comum envolve a ionizacdo dos grupamentos acidos do polimero com uma base
organica ou inorganica, como por exemplo, trietanolamina ou hidroxido de sodio, e
essa neutralizacéo ionizara o polimero com cargas negativas ao longo da cadeia do
polimero. A repulsdo entre essas cargas contribui para desdobrar a estrutura,
enquanto o entrelacamento das cadeias produz uma matriz tridimensional. O
resultado é a formacéo instantdanea de um gel de alta viscosidade. O segundo
mecanismo consiste na adicdo de uma estrutura hidroxil ao polimero. A combinacéo
de um grupo carboxil a um ou mais grupos hidroxil fornece espessura ao polimero
devido aformacdo de pontes de hidrogénio. Alguns doadores de grupos hidroxil
comumente utilizados séo glicerina, propilenoglicol e polietilenoglicol (TABERNER et
al., 2002; SILVA et al., 2005; CORREA, etal., 2005).

O maximo de transparéncia e viscosidade € conseguido no gel de carbopol®

com pH 7,0 (SILVA et al., 2005). Possui uma boa estabilidade frente a variacdes de
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temperatura, e por isso & bastante utilizado em formas farmacéuticas bioadesivas
para pele, mucosa bucal e gastrointestinal (ISLAM et al., 2004). Possui ainda uma
ampla aplicacdo na area cosmetica, dermatologica e farmacéutica. Algumas
vantagens dos géis de carboméros sdo: amplos intervalos de viscosidade e bom
comportamento de fluidez, compatibilidade com muitos excipientes e ativos,
propriedades bioadesivas, boa estabilidade térmica, alta viscosidade com baixa
concentracdo, excelentes caracteristicas organolépticas (ISLAM et al., 2004).

2.7.2.3- Carboximetilcelulose Sdédica

A Carboximetilcelulose (CMC) é um polimero anidnico derivado da celulose,
produzido via reagdo de Williamson, a pressdoatmosférica, que se daatravés de
solucdo de hidroxido de sodio (NaOH) e monocloroacetato desodio (CICH2-
COONa), resultando na substituicdo parcial de gruposhidroxilas da glicose pelo
grupo —CH2-COOH, o que atribui a celulosemodificada qualidades de solubilidade e
viscosidade em solucdodesejadas, facilitando a hidratacdo da molécula. Foi
desenvolvida na Alemanha para substituir a gelatina.E um produto muito soltvel em
agua, tanto a frio quanto a quente, na qual forma tanto solucdes propriamente ditas
guanto géis(COMAet al., 2003).

Apresenta-se como um pod, com coloracdo debranco a creme, hidroscopico,
isento de aglomeracdes, inodoro,insipido, possuindo uma ampla faixa de
viscosidade. Nas concentracdes nas quais éutilizado néo interfere nas propriedades
organolépticas do produto a seradicionado; € fisiologicamente inerte, ndo € toxico,
nao é agentesensibilizante e possui pH estavel entre 5 e 11. Devido a isso tem

muitas aplicacdes em industriasalimenticias e farmacéuticas (NIEet al., 2004).

A propriedade mais importante do CMC é a viscosidade, sendo que por
possuir caracteristicas tixotropicas e em certos casos pseudoplasticas (fluido néo
Newtoniano), sua viscosidade sofre influéncias de fatores externos, tais como:
velocidade de agitacdo (cisalhamento), tempo de agitacdo, tipo deviscosimetro,
temperatura, etc; portanto, hd que se padronizar a determinacdo de viscosidade,
padronizando todas as variaveis que nela estiverem implicadas(LAHOUD; CAMPOS,
2010).
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As principaisindicacdesdesse polimero sdo como agente espessante,
doador de viscosidade, estabilizante de fluidos, emulsificante, agente tixotrépico,
engomante, agente adesivo, agente de suspensao, entre outras(COUTINHO et al.,
2012).

2.7.3- PASTAS

Pastas sdo formulacdes farmacéuticas semissolidas que contém uma
elevada concentracdo de poOs finamente dispersos, variando normalmente este
contetdo de 20% até 60%, sendo mais firmes e espessas que as pomadas, mas
sendo, geralmente, menos gordurosas e mais absorventes que elas. Destinam-se a
aplicacdo externa e apresentam, geralmente, comportamento reoldgico dilatante
(LACHMAN et al., 2001).
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3. OBJETIVOS

3.1- Geral

Obter um dentifricio contendo extrato seco por aspersdo padronizado de
Libidibia ferrea com atividade antimicrobiana contra patdégenos bucais.

3.2- Especificos

e Avaliar a atividade antimicrobiana de extratos secos obtidos da entrecasca
do fruto e da casca do caule de L. ferreaMartius var.ferrea contra microrganismos da

cavidade bucal;

e Obter uma forma cosmética semissolida a partir do extrato seco de L.

ferrea Martius var.ferreade maior atividade antimicrobiana;

e Caracterizar a forma cosmética semissoélida obtida;

e Avaliar a atividade antimicrobiana da forma cosmética semissolida obtida

contra microrganismos da cavidade bucal;

e Avaliar a atividade antimicrobiana dos adjuvantes farmacéuticos contra

microrganismos da cavidade bucal
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1- Matéria- primavegetal

Foram utilizados extratos secos por aspersao(ESA) da entrecasca do fruto
de L. ferrea padronizado porBARAKAT(2011)e extrato seco por aspersdo da casca
do caule de L. ferrea padronizado por COSTA (2012).

4.2- Triagem da Atividade Antimicrobiana dosESAda entrecasca do fruto e do
ESA da cascado caule de L. ferrea

4.2.1- Preparo das solugdes teste

As solucdes testes foram preparadas com 0,2 g dos extratos da casca do
caule e da entrecasca do fruto de L. ferreadiluidas em 20 mL de agua destilada. As
solucdes foram levadas ao agitador magnético (MARCONI — MA 085) a fim de obter

solu¢des homogéneas.

4.2.2- Microrganismos testes e preparacao de inéculos

Os microrganismos utilizados para a determinacdo da CIM foram:
Streptococcus salivarius (ATCC 7073); Streptococcus mutans (ATCC 25175);
Streptococcus oralis (ATCC 10557); Lactobacillus casei(ATCC 7469) e Candida
albicans (INCQS 40040). As cepas bacterianas foram fornecidas pelo laboratério do

Laboratério de Microbiologia Bucal da Universidade Federal da Paraiba.

Para obtencdo do inéculo os microrganismos foram reativados em caldo
nutritvo BHI (Brain Heart Infusion — DIFCO, USA) e Candida albicans
emmeioSabourauddextrose (DIFCO, USA) em tubos de ensaios de 10x150mm,
incubados a 37°C por 24 horas, em aerofilia para o L. casei e C. albicans, e em

microaerofilia para os demais microrganismos.

Em condicdes assépticas foram retiradas aliquotas de 100 pL dos
microrganismos e inoculados em 5 mL de caldo BHI e Sabourauddextrose estéril,
em tubo de ensaio de 10x150mm. As suspensdes foram turbilhonadas em agitador

de tubos (Marconi, MA — 162) até se tornarem homogéneasOs inoculos foram
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padronizados pela escala de McFarland (PROBAC) com turbidez compativel a 0,5, a
fim de fornecer um padr&o de 108 UFC/mL (SAMPAIO, 2009).

4.3- Screnning para determinagdo da atividade antimicrobiana dos
extratossecosvegetais

4.3.1- Meio Sdélido

A atividade antimicrobiana foi determinada segundo metodologia proposta
por BAUERet al., (1969) modificada, através da difusdo em meio sélido em placas
de Petri (90 x 150 mm). Placas de Agar Mueller Hinton e Agar Sabourauddextrose
(DIFCO) foram preparadas e apos 24 horas para controle de esterilidade, foram
inundadas com solucgé&o salina inoculada com microrganismos do overnight utilizando
a escala padrdo de McFarland 0,5 uma concentracdo de 10® UFC/mL e a seguir,
foram confeccionados orificios padronizados de aproximadamente 6mm de
diametro. Em cada placa foram confeccionados cinco orificios que receberam
numeracdes que variavam de 1 a 10 as quais corresponderiam ao numero da
diluicAo da substancia teste (1:1 até 1:512). A concentracdo esta descrita no
guadrol. Apds a colocagao de 50uL das substancias testes em cada poco, as placas
foram incubadas em estufa bacteriologica a 37°C por 48 horas para S. mutans e C.
albicans e 24 horas para os demais microrganimos(Figura 4). Cada ensaio foi
realizado em duplicata frente a cada linhagem selecionada. O mesmo procedimento

foi utilizado para o controle positivo, 0 gluconato de clorexidina 0,12% (Periogard®).

Foi considerada como CIM a menor concentracdo da substancia capaz de
inibir completamente o crescimento bacteriano, ou seja, presenca de halo acima de
12mm (BAUER et al. ,1969).

Quadrol: Concentracdo do extrato da entrecasca do fruto e casca em diluicdo logaritmica.

Concentracdo do Extrato (mg/mL)

ExtratoPadrao 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512
(75) (37,5 (18,7) (93) (46 (23 (1.1 (0,5) (02) (01)
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Figura 4:Representacdo Esquematica da CIM em meio sélido.

4.3.2- Microdiluicao

Apés o screnning inicial e conhecendo os microrganismos que foram
sensiveis aos extratos da entrecasca do fruto e da casca de juca, a atividade
antimicrobiana foi determinada segundo metodologia da Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM) em microdiluicdo proposta porCLSI — Manual Clinical and Laboratory
Standards Institute (antigo NCCLS) (2003), ANDREWSet al., (2001), adaptacéo de
SAMPAIOet al., (2009).0 digluconato de clorexidina a 0,12% foi utilizado como

controle positivo.

Todo o procedimento foi realizado em capela de fluxo laminar e com
vidrarias, ponteiras e meios de cultura previamente esterilizados. Foram utilizadas
microplacas de 96 orificios (em formato de “U”), de forma que cada poco foi
preenchido por um volume final de 100 pL. Na placa, as colunas foram distribuidas
nos numeros de 1 a 12 e as linhas nas letras “A” até o “H”. Nos pogos foram
distribuidos o extrato da casca do caule e o extrato da entrecasca do fruto de juca de
forma a conter as diferentes concentracdes das substancias testes conforme
guadro2. O sistema de diluicdo foi controlado pelo volume dos produtos testes,
ocupando os poc¢os 2 a 11. Nos mesmos pocos, foi acrescentado um volume padrao

de in6culo (20uL) e para alcangar o volume final de 100uLfoi preenchido com o meio
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de cultura. Na linha D, nos pocos 1 ao 11 foram distribuidos a solucdo controle

(quadro 3).

Quadro2:Volume empL e concentracdo dos extratos da entrecasca do fruto e da casca do caule de

jucd em mg/mL nas microplacas de microdilui¢&o.

Volume dos pocos (uL)
Concentracdo dos Extratos da Entrecasca do fruto e Casca do Caule (mg/mL)
Poco 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Extrato 80 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 0
Meio 20 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 80
Inéculo 0 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
Concentragdo 6,00 525 4,87 4,50 412 375 337 3,00 262 225 187 O
Quadro3: Concentracdo do controle positivo em microdiluicdo
Concentracdo da Clorexidina (mg/mL)
Poco Volume (uL) Concentragdo(mg/mL)

1 80 0,096

70 0,084

3 65 0,078

4 60 0,072

5 55 0,066

6 50 0,060

7 45 0,054

8 40 0,048

9 35 0,042

10 30 0,036

11 25 0,030

De acordo com a figura 5, a coluna 01 representa a esterilidade da

substancia teste, extrato + meio sem microrganismos. A coluna 12 representa a

viabilidade dos microrganismos, meio + inoculo sem produto teste. A linha D

representa o digluconato de clorexidina a 0,12% (controle positivo) e a linha H o

veiculo (controle negativo). Para cada microrganismo foi utilizada uma Unica

microplaca, sendo que na mesma placa foram testados o extrato da entrecasca do

fruto (linhas A, B e C), e 0 extrato da casca do caule (linhas E, F e G).
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Figura 5: Representacéo esquematica da microdiluicdo

Ap6s o preenchimento de todos os pocos, as microplacas foram seladas
com parafilme e incubadas a 37°C por 24 horas em aerofilia para L. casei e C.
albicans, e em microaerofilia para os demais microrganismos.

Passado o periodo de incubagédo, foram incluidos nos pogos 30uL de
reagente resazurina preparado em solucdo aquosa (0,01%, 10 mg diluido em
100mL). As placas foram novamente incubadas por 30 minutos para proceder a
leitura por método visual (SARKERet al., 2007).

A auséncia da mudanca de cor nos orificios foi interpretada como
microrganismos sensiveis a solucdo testada, visto que o reagente possibilita a
avaliacdo de viabilidade celular. Porém, os extratos de juca por serem de coloracéo
escura ndo permitem uma total diferenciacdo dos pocos onde houve oxidacdo de
resazurina a resofurina. Dessa forma, duas linhas de cada extrato foram escolhidas
aleatoriamente e de todos os seus pogos foram retirados 100uL para plaqueamento
em agar BHI e Agar Sabourauddextrosee incubadas a 37°C por 24 horas, a fim de
confirmar através do crescimento bacteriano as concentracdes bactericidas e

fungicidasinibitérias minimas (CBM) dos extratos.
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4.4- Obtencdodos Dentifricios

Foram preparados Géis e pastas contendo extrato seco da casca de L. ferrea.
A concentracdo de extrato seco incorporado em cada formulacao foi definida apés

ensaio piloto e baseado na Concentragdo Inibitéria Minima (CIM).

4.4.1- Preparo dos géis dentais

Para obtencao de géis contendo extrato seco de L. ferrea, inicialmente foram
avaliados polimeros derivados do acido poliacrilico (Carbopol 940®) ederivados de
celulose (Natrosol® e Carboximetilcelulose). Todas as formulacdes foram
preparadas em triplicata.

Dispersdes coloidais contendo extrato seco foram preparadas mediante a

disperséo dos polimeros em agua.

Os geéis foram preparados em gral e pistilo, e apdés completa mistura dos
componentes, o0 extrato seco foi incorporado a formulagdo, com posterior
homogeneizacéao.lnicialmente foram avaliadas dois tipos de bases denominadas

gell e gel 2, cuja formulacéo esta descrita no quadro4.

Quadro4:Formulacdo base para obtencéo dogel 1 e gel 2

Componentes GellBase Gel2 Base
(Yom/v) (Yom/v)
Carbopol 940 ® 1% .
Natrosol ® e 2%
Propilenoglicol 5% 5%
Nipagin (metilparabeno) 0,15% 0,1%
Nipazol (propilparabeno) 0,15% 0,1%
Trietanolamina g.s.p. Até pHentre6e7 .
Agua destilada q.s.p. 100% 100%
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Para obtencédo do GEL 1,0 Carbopol 940® foi disperso em agua e deixado
em repouso durante 24 horas. Apos, 0 nipagin e nipazol solubilizado em qg.s. de
alcool foram acrescentados ao gel. Em seguida, foi realizada a homogeinizacdo do
extrato seco nas concentracdes de 5,0% e 10,0% (m/V) em propilenoglicol, sendo
entdo esta dispersdo transferida para um becker contendo o carbopol previamente
preparado, e misturada até completa homogeinizacdo, com auxilio de agitacdo
manual. Apdés completa incorporacdo e dissolucdo do extrato seco entre 0sS
componentes da base, mediu-se 0 pH da mistura e adicionou-se a trietanolamina

para dar viscosidade e corrigir o pH até atingir o valor entre 6-7.

Para obtencdo do GEL 2, o Natrosol® foi disperso em &agua destilada e
deixado sob aquecimento em banho maria a 70 °C, até completa solubilizacdo, apds
o arrefecimento, foram acrescentados o nipagin e nipazol solubilizados em . s. de
alcool. Em seguida, foi realizada a homogeinizagdo do extrato seco nas
concentracdes de 5,0% e 10,0% (m/V) em propilenoglicol eincorporadona mistura no
gel de natrosol até completa homogeinizac&o, com auxilio de agitacdo manual.

Também, foi preparado umabase 3, denominada de gel 3, cuja formulacao

esta descrita no quadro 5.

Quadro 5:Formulacéo da base para obtencéo do gel 3

Componentes Gel3 Base(%m/v)
Celulose Microcristalina 1%
Carboximetilcelulose 2,5%
Propilenoglicol 20%
Sacarina Sodica 0,1%
Lauril sulfato de Sédio 2%
Solugédo de Parabenos 3,3%
Agua destilada q.s.p. 100%
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Para obtencdo do GEL3,a celulose microcristalina e a carboximetilcelulose
foram dispersas em propilenoglicol, obtendo-se a solugcéo 1. A solucao de parabenos
foi preparada através da dissolucao de 6% de metilparabeno, 3% de propilparabeno
em 91% de propilenoglicol, mantendo-se em agitagdomanual moderada e
aguecimento, em banho maria, até completa solubilizacdo das substancias.Em
seguida, a sacarina sédica e a solucao de parabenos foram solubilizadas em agua, e
o lauril sulfato de sddio acrescido,sob agitacdomanualbranda. Esta Ultima solucaofoi
acrescentada a solucdo 1 sob agitagdomanual moderada até completa
homogeneizacdo. A mistura foi deixada em repouso até a estabilizacdo da espuma,
por 24 horas.Ao final, foi realizada a homogeinizacdo do extrato seco nas
concentragdes de 2,5% e 5,0% (m/V) solubilizado em agua destilada e incorporados
ao gel 3.

4.4.2- Preparo da pasta dental

Para obtencdo da pasta contendo extrato seco de L. ferrea, foi avaliada a
viabilidade de incorporacédo do extrato seco, em duas diferentes concentracdes, em
apenas uma formulacdo de pasta base, utilizando o polimerocarboximetilcelulose

(CMC) adicionado de carbonato de calcio como agente abrasivo (quadro6).

Quadro6:Formulacdo da base para obteng&o da pasta

Componentes Pasta Base
(Yom/v)

Carboximetilcelulose (CMC) 0,5%
Carbonato de célcio 45%
Sorbitol 15%
Lauril sulfato de Sédio 1,2%
Nipagin (metilparabeno) 0,2%
Sacarina Sodica 0,4%
Esséncia de menta 0,3%
Agua destilada q.s.p. 100%
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A formulagédo pasta dental foi preparada, em triplicata, seguindo o
procedimento descrito abaixo:

Em um gral foram adicionados a CMC, o lauril sulfato de sddio, o nipagin, a
sacarina sodica e o sorbitol até completa homogeneizacdo, com auxilio de um
pistilo. Em seguida foi incorporado o carbonato de célcio e apds homogeneizagéo o
extrato seco nas concentracdes de 5% e 10% diluidos em qg.s. de agua
destilada,seguido de homogeneizacao, e por fim acrescentada a esséncia de menta.

4.5- Caracterizac@es dos Dentifricios

4.5.1-Anélise macroscopica(PUISIEUX e SEILLER,1983)

Foram avaliadas as caracteristicas visuais das formulagcdes em estudo, no

gue se refere a cor, odor e aspecto.

4.5.2-Determinagédo dopH (PUISIEUX eSEILLER, 1983; KNORST, 1991)

A medida dos valores de pH das formulacdes foram realizada em
potenciémetro Hanna® pH21 previamente calibrado com solucéo tampédo pH 4 e 7
respectivamente. As amostras foram diluidas em agua, a uma concentracédo de 10%

(m/v) e realizadas leituras apos filtracao.

4.5.3- Determinacao da Densidade

Esta analise foi realizada em picnémetro de inox de 25 mL, previamente
calibrado através da afericio do mesmo vazio e contendo agua. Em seguida foi
determinada a massa do picnémetro contendo odentifricio. A densidade foi expressa
pela média e desvio padrdo de trés determinacdes e calculada segundo a equacao
abaixo (Guia de Controle de Qualidade de Produtos Cosméticos - ANVISA, 2007):
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Onde: d = densidade
MO = massa do picnémetro vazio, em gramas
M1 = massa do picndmetro com agua purificada, em gramas

M2 = massa do picnbmetro com a amostra, em gramas.

4.5.4- Comportamento Reoldégico (VOIGT e BORNSCHEIN, 1982; MARTIN et al.,
1993)

As caracteristicas reologicas das amostras foram avaliadas com o auxilio
doviscosimetro rotacional Brookfield R/S® Reometer modelo DV-I+, série RV,
utilizando spindle SC4.25.Um minuto apos ajuste de cada fator de velocidade,

efetuou-se a leitura dos valores de viscosidade eda tensdo de cisalhamento.

Os reogramas foram representados pelos graficos de viscosidade e tensao

de cisalhamento, sendo as analises realizadas a 25° C + 2° C.

4.5.5- Teste de Centrifugacédo (PUISIEUXe SEILLER, 1983).

A avaliacdo da estabilidade das formulacbes frente & centrifugacdo foi
realizada empregando-se 5 g das amostras em estudo, centrifugando-se a 3000

rpm, durante 30 minutos.

4.5.6- Determinacéao de polifendis totaisno(ESA) e nos dentifricios

Os teores de polifendis totais foram obtidos por diluicdo de 0,25 g do ESA
em 50,0 mL de 4gua destilada (solucdo mée). Posteriormente, foram diluidos 3,0 mL
da solucdo mae em 25,0 mL de agua destilada (Solucao 2). Apdés diluiu-se 2,0 mL da
solucdo 2 em 25 mL de &gua destilada a fim de se obter uma solucdo de andlise

com concentragao de 48 pg/mL.
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Para as formulac6es dos dentifricios a diluicdo seguiu os mesmos padrdes,
porém a massa inicial foi de 10 g de gel a 2,5%, 5 g de gel a 5%, 5 g de pasta a 5%
e 2,5 g de pasta a 10%.

A absorvancia foi medida em espectrofotbmetro UV visivel, marca Pharma
Spec Shimadzu, UV-1700, no comprimento de onda de 275nm.

O teor de polifendis totais foi calculado conforme equacgé&o abaixo:

Al-FD

PT=—
4, -(m-p)

Onde:

PT = polifendis totais (g%) expressos em relacédo ao acido galico

Al = absorbancia de polifenois totais

FD = fator de diluicdo

A” .= coeficiente de absorcao do acido géalico determinado por COSTA 2012.
m = massa de matéria-prima vegetal (Q);

p = perda por dessecacdo de matéria-prima vegetal (g)

Os ensaios foram realizados em triplicata.

4.6- Avaliacdoda atividade antimicrobiana dos dentifriciospelo método da

microdiluicao

Os testes de microdiluicdo foram realizados com as formulacdes em géis e
pastas, seguindo os mesmos parametros realizados com os extratos da entrecasca

do fruto e da casca do caule de L.ferrea.

Foram utilizadas microplacas de 96 orificios (em formato de “U”), de forma
que em cada poco foi preenchido por um volume final de 100 pyL. Na placa, as
colunas foram distribuidas nos numeros de 1 a 12 e as linhas nas letras “A” até o
“H”. Nos pocos foram distribuidos os géis nas concentracfes de 2,5% e 5% e as
pastas nas concentracdes de 5% e 10%(quadros 7, 8, 9 e 10). O sistema de diluicéo

foi controlado pelo volume dos produtos testes, ocupando os pogcos 2 a 11. Nos
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mesmos pogos, foi acrescentado um volume padrdo de inoculo (20uL) e para

alcancar o volume final de 100uLfoi preenchido com o meio de cultura.

Quadro7:Concentracdo do Gel a 2,5%em microdiluicdo

Concentragéo do Gel a 2,5% (mg/mL)

Poco

Volume (uL) Concentragdo(mg/mL)
80 0,15
70 0,13
65 0,12
60 0,11
55 0,10
50 0,09
45 0,08
40 0,07
35 0,06
30 0,05
25 0,04

Quadro8:Concentracdo do Gel a 5%em microdiluicdo

Concentracdo do Gel a 5% (mg/mL)

Poco

Volume (uL) Concentracdo(mg/mL)
80 0,30
70 0,26
65 0,24
60 0,22
55 0,20
50 0,18
45 0,16
40 0,14
35 0,12
30 0,10
25 0,08
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Quadro9:Concentracdo da Pasta a 5%em microdiluicio

Concentragdo da Pasta a 5% (mg/mL)
Pogo Volume (uL) Concentragdo(mg/mL)

1 80 0,30

70 0,26
3 65 0,24
4 60 0,22
5 55 0,20
6 50 0,18
7 45 0,16
8 40 0,14
9 35 0,12
10 30 0,10
11 25 0,08

Quadro 10:Concentracdo da Pasta a 10% em microdiluicdo

Concentracdo da Pasta a 10% (mg/mL)
Poco Volume (uL) Concentragdo(mg/mL)

1 80 0,60

70 0,52
3 65 0,48
4 60 0,44
5 55 0,40
6 50 0,36
7 45 0,32
8 40 0,28
9 35 0,24
10 30 0,20
11 25 0,16

A coluna 01 representa a esterilidade da substancia teste, formulacdo +
meio sem microrganismos. A coluna 12 representa a viabilidade dos
microrganismos, meio + inoculo sem produto teste. A linha D representa o
digluconato de clorexidina a 0,12% (controle positivo) e a linha H o veiculo (controle
negativo). Para cada microrganismo foi utilizada uma anica microplaca, sendo que
na mesma placa foram testados os géis a 2,5% nas linhas A, B e C, e 0s géis a 5%,
nas linhas E, F e G. Nas linhas A, B e C, as pastas a 5% e nas linhas E, F e G as

pastas a 10%.

Apés o preenchimento de todos os pocos, as microplacas foram seladas
com parafilme e incubadas a 37°Cpor 24 horas em aerofilia para L. casei e C.

albicans, e em microaerofilia para os demais microrganismos.
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Passado o periodo de incubagéo, foram incluidos nos pogos 30uL de
reagente resazurina preparado em solucdo aquosa (0,01%, 10 mg diluido em
100mL). As placas foram novamente incubadas por 30 minutospara proceder a
leitura por método visual (SARKERet al., 2007).

A auséncia da mudanca de cor nos pocgos foi interpretada como
microrganismos sensiveis a solucdo testada, visto que o reagente possibilita a
avaliacdo de viabilidade celular.Porém, a formulacdo base contendo extrato seco de
juca, por ser de coloracdo escura, ndo permite uma total diferenciacdo dos pocgos
onde houve oxidacdo de resazurina a resofurina. Dessa forma, duas linhas foram
escolhidas aleatoriamente e de todos os seus pogos foram retirados 100 uL para
plagueamentoos quais foram semeados em placas de Petri com agar BHI e Agar
Sabourauddextrose e incubados a 37°C por 24 horas para confirmar a presenca de
microrganismos viaveis e dessa forma garantir a acao bactericida do juca nas suas

respectivas concentracdes inibitéria minima.

4.7- Determinacdo da atividade antimicrobiana dos adjuvantes

farmacéuticosem meio solido

Foram testadas, separadamentee individualmente, as substancias
adjuvantes das formulacfes a fim de avaliar a atividade antimicrobiana das mesmas.
Os componentes testados foram o lauril sulfato de soddio, carboximetilcelulose,

carbonato de calcio, sorbitol e metilparabeno.

A atividade antimicrobiana foi realizada a partir do método da diluicdo em
meio solido. Em cada placa foram confeccionados cinco orificios que receberam
numeracdes que variavam de 1 a 10 as quais corresponderia ao numero da diluicdo
da substancia teste (1:1 até 1:512) A concentracdo esta descrita no quadro 11. Apos
a colocagcao de 50uL das substancias testes em cada poco, as placas foram
incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C por 24 horas. Cada ensaio foi realizado
em duplicata frente a cada linhagem selecionada.Foi considerada como CIM a
menor concentracdo da substancia capaz de inibir completamente o crescimento

bacteriano, ou seja, presenca de halo acima de 12mm (BAUER et al.,1969).
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Concentragédo dos adjuvantes naformulagdo (mg/mL)

Carbonato 1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512
de célcio

450 225 1125 56,25 28,12 14 7 3,5 1,75 0,87

Sorbitol 150 75 37,5 18,75 9,37 468 2,34 1,17 0,58 0,29
Lauril 12 6 3 1,5 0,75 0,37 0,18 0,09 0,04 0,02
Sulfato de
sédio
CMC 5 2,5 1,25 0,62 0,31 0,15 0,07 0,03 0,01 0,005

Metilparabeno 2 1 0,5 0,25 0,12 0,06 0,03 001 0,005 0,002

4.8- ANALISEESTATISTICA DOS DADOS

Os resultados obtidos foram expressos por meio de meédia, desvio-padrao
coeficiente de variacao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1- MatériaPrima Vegetal

As matérias-primas vegetais utilizada neste trabalho foram ESA obtidos da
entrecasca do fruto e casca do caule da espécie Libidibia ferreadesenvolvidos e
obtidos porBARAKAT (2011)e COSTA (2012) cujos resultados de caracterizacdo
estdo descritos na tabela 1.

Tabela 1: Caracterizacao fisico-quimica dos extratos secos por asperséo de L. ferrea

Entrecasca do Fruto Casca do Caule
Ensaios (BARAKAT, 2011) (COSTA, 2012)
Rendimento operacional (%) 76,36 82,91
Taninos Totais (g%) 19,00 -
Umidade residual (%) 3,42 6,67
Didmetro particulas (um) 8,20 9,32

No estudo de COSTA (2012) a caracterizacdo fisico-quimica referente aos
valores de taninos totais foi realizada somente para a solucdo extrativa da casca do

caule de L. ferrea, apresentando teor de taninos totais 40,259%.

5.2- Avaliacao da (CIM) do extrato da entrecasca do fruto e da casca do caule

de L. ferrea em meio sélido

De acordo com os dados apresentados nastabelas 2 e 3podeser observado
gue houve atividadeantimicrobiana de ambos os extratos avaliados frente aos

microrganismos testados em meio salido.



Tabela 2:Média dos diametros dos halos de inibicdo (mm) do ESA da entrecasca do fruto de L.

ferrea.
Extrato da entrecasca do Fruto
Microrganismos
S. oralis S.salivarius L. casei C. albicans S. mutans
Diluigado
da X + s (CV%)
solucdo
1EP
%(75) 13,5¢0,70(5.1) 11,0£0(00) | 185+070(38) | 21,0£141(67) | 125%0,70(56)
1.2
*37,5) | 1L5% 0,70(6,1) | 10,00 (0,0) 17,0 + 1,41 (8,3) 19,5 + 0,70 (3,6) 10,0+ 0 (0,0)
1:4
x18,7) | 0000 | 95207073 | 1552070(45) | 185:070(38) 0.0
1.8
*(9,3) 0,0 0,0 13,0+ 0 (0,0) 0,0 00
1:16
*(4,6) 0,0 0,0 10,5+ 0,70 (6,6) 0,0 00

EP= Extrato puro;* Concentragdo do extrato em mg/mL.

Tabela 3:Média dos didmetros dos halos de inibicdo (mm) do ESA da casca do caule de L. ferrea.

Extrato da casca do Caule

Microrganismos

S. oralis S.salivarius L. casei C. albicans S. mutans
Diluicéo
da X s (CV%)
solucéo
1EP
X(75) 145+0,70(4.8) | 185+0,70(3,8) | 24,5+ 0,70(2,8) 21,5+0,70 (3,2) | 13,0+ 1,41 (10)
1:2
X37,5) | 135%0706.1) | 125207056) | 130+1.41(10) 17,0%0 (0) 11,00 (0)
1:4
x18,7) | 10507066 | 105+0706.6) 10,0 %0 (0) 14,5+ 0,70 (4.8) 9,00 (0)
1:8
%(9.3) 0,0 0,0 9,5+ 0,70 (7,3) 00 00
1:16
X(4,6) 0,0 0,0 0,0 0 00

EP= Extrato puro;* Concentragdo do extrato em mg/mL.
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De acordo com os resultados obtidos foi verificado que a o ESA obtido da
casca do caule de L. ferrea apresentou melhores resultados referente a CIM para os
S. oralis (37,5 mg/mL), S. salivarius (37,5 mg/mL). Para os S. mutans a CIM foi de
75mg/mL e C. albicans (18,7 mg/mL) tantopara a entrecasca do fruto quanto para a
casca do caule, porém o diametro dos halos de inibicdo foram maiores nos testes
com o ESA da casca do caule, indicando uma possivel maior atividade
antimicrobiana deste extrato seco.

Considerando os ensaios contra o S. salivarius, os testes com a entrecasca
do fruto ndo demonstraram atividade inibitéria minima. Por outro lado, os ensaios
contra o L. casei demonstraram melhores resultados com a entrecasca do fruto com
CIM de 9,3 mg/mL.

Segundo estudo realizado por BARAKAT(2011) com ESA da entrecasca do
fruto de L. ferrea, obtido pela autora e 0 mesmo utilizado neste trabalho, os testes de
atividade antimicrobiana foram satisfatorios para todas as cepas testadas, porém
demonstrando maior atividade contraC. albicans, sendo o halo de inibicdo de
aproximadamente 30 mm. No estudo foi encontrado uma meédia de halos de inibicao
de 22 mm, o que pode se explicado devido ao tempo de armazenamento do ESA
desde 2011 até o presente, indicando a possibilidade de o ESA ter perdido

componentes responsaveis pela atividade antimicrobiana.

Ao analisar os resultados do método de difusdo em agar, observa-se que
houve sensibilidade dos microrganismos testados frente aos extratos da casca do
caule e dos frutos de L. ferrea, exceto em relacédo ao S. salivarius, o qual ndo obteve
halo de inibicdo superior a 12 mm com o extrato da entrecasca do fruto. O controle
positivo de clorexidina a 0,12% apresentou atividade frente a todos os

microrganismos testados (tabela 4).
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Tabela 4:Média dos didmetros dos halos de inibigdo (mm) da clorexidina — controle positivo.

Clorexidina 0,12%

Microrganismos

S. oralis S.salivarius L. casei C. albicans S. mutans

Diluicéa

| l;:ao X+ s (C.V%)
solucéo

*(312) 26,5+ 0,70 (2,6) 21,0+0,70 (3,3) 29,0+ 1,41 (4,8) | 225+0,70(3,1) | 38,0£1,41(3,7)
*(10:,26) 235+0,70 (3) 20,5+ 0,70 (3,4) 280+1,41(5) | 205+0,70(3,2) | 36,5+0,70(1,9)
*(10:;) 23,5+0,70 (3) 20,5+ 0,70 (3,4) 24,0+1,41(58) | 20,0+1,41(7) 35,00 (0)
*(;jfs) 21,5+2,12(9,8) 19,0+ 0,70 (3,6) 23,5+0,70 (3) 18,5+0,70(3,8) | 34,5+0,70(2)
*(;;;:5) 21,0+ 0(0) 14,5+ 0 (0) 21,0+ 1,41 (6,7) 10,((;:11),41 34,0£0(0)
*(;,:s;) 21,0%0,70 (3,3) 14,5+ 1,41(9,7) 18,5+ 0,70 (3,8) 0,0 29,5 +0,70(2,3)
*(;:(()5:8) 16,0£0,70 (4,3) 12,5+ 0,70 (5,6) 17,5+ 0,70 (4) 0,0 26,5 +0,70(2,6)
*(102202) 15,0 1,41 (9,4) 11,0+ 0,35 (3,1) 17,0+ 1,41 (8,3) 0,0 22,5 +0,70(3,1)
*(1020?;) 8,5+ 0,70 (8,2) 10,5+ 0,70 (6,6) 16,0 0 (0) 0,0 21,00 (0)
*(102222) 7,0 0,70 ( 10) 9,0£ 0,70 (7,7) 14,0 £ 1,41 (10) 0,0 19,0+0,70 (3,7)

SP=substancia pura

* Concentracéo da solugdo em mg/mL

PEREIRAet al.(2006) avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos

alcodlicos obtidos a partir da casca de C. ferrafrente a cepas de Staphylococus

aureus, Escherichia coli e Enterobacter gergoviae. Os resultados indicaram uma

moderada inibicdo contra as diferentes linhagens bacterianas testadas, onde o

extrato apresentou halo de inibicdo superior a 17 mm, frente a cepa de S. aureus,

indicando acéo antimicrobiana positiva. Sendo assim, o estudo demonstrou a acéo

antimicrobiana para esta espécie vegetal frente a outros patdgenos que ndo os da

cavidade bucal.
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Os resultados dos halos de inibicdo obtidosno presente estudo a partir dos
ESA estudados estdo semelhantes aos encontrados em outras espécies vegetais,
onde os halos ficam em torno de 14 mm (JESUS et al., 2010).

5.3- Avaliacao da (CIM) do extrato da entrecasca do fruto e da casca do caule

de L. ferrea em microdiluicao

O método da microdiluicdo para a determinacdo da CIM é usado para
concluir o desempenho de todos os outros métodos utilizados para testes de
susceptibilidade antimicrobiana (ANDREWS, 2001).

Através desta técnica torna-se possivel determinar quantitativamente a
menor concentrag&o inibitéria capaz de inibir o crescimento dos microrganismos. E
possivel observar a presenca do crescimento microbiano pela turbidez ou a partir do
uso de indicadores de crescimento como, por exemplo, a resazurina (DAS; TIWARI;
SHRIVASTAVA, 2010).

ATabela 5apresenta os resultados da atividade antimicrobiana dosESAda

entrecasca do fruto e da casca do caule de L. ferrea em microdiluicéo.

Tabela 5:Concentracao Inibitéria Minima (mg/mL) dos extratos da entrecasca do fruto, casca do caule

de L. ferrea e controle positivo frente & patdégenos orais em teste de microdiluico.

Microrganismos | Entrecasca do Fruto Casca do Caule Clorexidina
X+ S (CV%) X 1S (CV%) X xS (CV%)
S. oralis 3,37 £ 0,00 (0) 2,25+ 0,00 (0) 0,03 + 0,00 (0)
S. salivarius 5,06 + 0,26 (0,19) 3,00 £ 0,00 (0) 0,03 + 0,00 (0)
S. mutans 3,56 + 0,26 (0,19) 2,43 + 0,26 (0,18) 0,03 + 0,00 (0)
L. casei 3,37 £ 0,00 (0) 3,93 £ 0,26 (0,18) 0,03 + 0,00 (0)
C. albicans 3,18 £ 0,26 (0,18) 2,62 + 0,00 (0) 0,03 + 0,00 (0)

Diantedos resultados, pode-se observar que o extrato da casca do caule
apresentou melhor atividade frente aos microrganismosS. oralis, S. salivarius, S.

mutans e C. albicanscom concentra¢des inibitérias minimasde 2,25; 3,00; 2,43 e
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2,62 mg/mL, respectivamente.A entrecasca do fruto apresentou melhor atividade
somente contra os L. casei 3,37 mg/mL.

De acordo com FABRY et al.,1998, os valores de CIM menores que 8 mg/mL
de extrato bruto sdo considerados com boa atividade antimicrobiana. Diante do
estudo realizado, pode-se observar uma CIMcom extrato da entrecasca dos frutos
variando entre 5,06mg/mL e 3,18 mg/mL, e CIM do extrato da casca do caule
variando entre 3,93 mg/mL e 2,25 mg/mL, podendo assim, concluir, que ambos 0s
extratos apresentaram uma excelente atividade antimicrobiana frente aos

microrganismos orais testados.

De acordo com CASTRO e LIMA (2010), a técnica da microdiluicdo possui
como vantagens: pequena quantidade de amostra, baixo custo das microplacas e

permite trabalhar com um grande numero de amostras.

Porém, uma de suas desvantagens é a dificuldade de deteccéo visual do
crescimento microbiano, devido a coloragdo de alguns extratos vegetais que pode
influenciar no resultado final da andlise das amostras (OSTROSKY et al., 2008). O
subcultivo dos pocos das microplacas em meio de cultura contendo agar é uma
alternativa para essa desvantagem, sendo possivel a obtencdo da Concentracao
Bactericida Minima (CBM)(DE OLIVEIRA et al., 2005).

No presente estudo o valor de CBM do extrato da entrecasca do fruto frente
ao S. oralis foi de 3,37 mg/mL, S. mutans3,75 mg/mL,L. casei 3,37 mg/mL e C.
albicans3,00 mg/mL, enquanto que com o extrato da casca do caule o valor de
CBM frente ao S. oralis foi de 2,25 mg/mL, S. salivarius3,00 mg/mL, S. mutans 2,62
mg/mL, L. casei 4,12 mg/mL e C. albicans 2,62 mg/mL confirmando assim uma
maior atividade apresentada pelo extrato da casca do caule.

O extrato da entrecasca do fruto ndo apresentou atividade antimicrobiana

frente ao S. salivarius.

SAMPAIO et al., (2009), avaliaram a atividade antimicrobiana de frutos de C.
ferrea Martius contra patdégenos da cavidade bucal através do método de
microdiluicdo onde os microrganismos testados obtiveram uma CIM de 25,0; 40,0;

66,0; 100,0 e 66.0 pg/mL para C. albicans, S. mutans, S. salivarius,S. oralis e
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L.caseirespectivamente, confirmando que os frutos da C. ferrea Martius possui
atividade antimicrobiana contra patégenos orais.

MARREIRO (2011) avaliou a atividade antibacteriana a partir de um extrato
hidroetandlico e um enxaguatoério da entrecasca dos frutos de Libidibia ferrea frente
a S. mutans, S. oralis, S. salivarius e L. caseiatravés do método de microdiluicdo
para determinacdo da CIM. Seu estudo demonstrou que o extrato de L. ferrea a
0,6% apresentou atividade antibacteriana frente a S. mutans, S. oralis e L. casei nas
concentragdes de 4,375 ug/mL; 3,750 ug/mL; 4,375 pg/mL, respectivamente. Tanto
0 extrato quanto o enxaguatoério foram eficazes frente a L. casei, S. oralis e S.
mutans. Porém frente a S. salivarius nem o extrato nem 0 enxaguatorio de juca

apresentaram atividade antimicrobiana.

Tais resultados corroboram com os resultados do presente estudo, onde o
extrato aquoso da entrecasca dos frutos de L. ferrea ndo apresentou atividade frente
a S. salivarius pelo método de difusdo em meio soélido. Assim, diante dos resultados
apresentados, o extrato da casca do caule foi selecionado para elaboracdo das

formulacdes cosméticas semissalidas.

5.4- Estudos preliminares para selecdo das formulacdes dos dentifricios

Para obtencdo de géis contendo ESA da casca do caule de L. ferrea,
inicialmente, foram avaliados polimeros derivados do acido poliacrilico (Carbopol

940®) e derivados de celulose (Natrosol® e Carboximetilcelulose).

Os geéis foram preparados na concentracdo de Carbopol 940® a
1%,Natrosol® a 2% e Carboximetilcelulose a 2,5% e incorporado o extrato seco da
casca do caule de L.ferrea nas concentracdo de 5% e 10% nos géis deCarbopol
940® e Natrosol® previamente solubilizados em q.s de propilenoglicol e nas
concentracbes de 2,5% e 5% no gel de Carboximetilcelulose previamente

solubilizados em q.s. de agua.

Os géis deCarbopol 940® e Natrosol® ndo se mostraramadequdos para

incorporacao do extrato seco, uma vez que houve precipitagcdo do extrato e quebra
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darede polimérica a partir da concentracdo de 5%. Enquanto que os géis
deCarboximetilcelulose mostram-se como adequadas bases para incorporacdo do
extrato seco em todas as concentragfes avaliadas(figuras 6, 7, 8, 9 e 10).

Figura 9: Gel com extrato de L. ferreaa 2,5%  Figura 10: Gel com extrato de L. ferrea a 5%

BITTENCOURT, 2008 realizou um estudo com formulagbes semissolidas
contendo propolis vermelha e pode verificar que as formulagdes contendo propolis

em gel Natrosol apresentaram imediata separacéo de fases, durante o procedimento
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de incorporacéo foi observada a incompatibilidade da solugcdo de prépolis vermelha

com a referida base.

BARAKAT, 2011 avaliou a viabilidade de obtencdo de formas farmacéuticas
plasticas contendo extrato seco da entrecasca dos frutos de L. ferrea, onde obteve
géis derivados do acido poliacrilico e da celulose incorporados de ESA nas
concentragbes de 1%, 2,5% e 5%. Os derivados de celulose ndo se mostraram
adequados para incorporacao do extrato seco, uma vez que houve precipitacdo do
extrato e quebra da rede polimérica a partir da concentracdo de 2,5%. Enquanto que
os carbomeros demonstram ser adequadas bases para incorporacdo do ESA em

todas as concentracdes avaliadas.

As pastas foram incorporados dos extratos secos nas concentra¢des de 5%
e 10%, onde se pode obter uma completa homogeneizacdo dos componentes
(figuras 11 e 12).

Figura 11: Pasta com extrato a 5% Figura 12: Pasta com extrato a 10%

5.4.1- Formulacdes dos dentifricios

Considerando os estudos preliminares, foram preparadas as bases de géis
de Carboximetilcelulose e as pastas para obtencdo das formas cosméticas.Nelas
foram incorporados o0s extratos secos da casca do caule delL. ferrea nas

concentragdes de 2,5% e 5% para os géis e 5% e 10% para as pastas.
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5.5- Caracterizacao dos dentifricios

5.5.1- Andlise Macroscopica

As formulagcbes apresentaram-se, macroscopicamente estaveis, e com cor
marrom claro nas formulagdes a 2,5 %, e marrom escuro a 5% e 10% tanto para 0s
géis como para as pastas. Demonstraram odor de caramelo, sendo o odor mais forte
nas formulagbes com concentracao a 5% e 10%.

ALVES, (2009)em seu estudo, obteve formas farmacéuticas plasticas
contendo extrato seco por aspersdao dos frutos de L. ferrea e na andlise
macroscopicaas formulacdes também se apresentaram estaveis, com coloracao
variando de marrom claro a marrom escuro nas concentracoes de 2,5% e 5%,

respectivamente e odor predominante de caramelo em ambas as formulagoes.

5.5.2- Anélise do pH

O conhecimento do pHnas formulagdes constitui um indice de extrema
importancia, pois cada formulacdo deve apresentar pH compativel com a regido

onde ir& ser aplicada.

Nas formulacdes dos géis, as concentracoes a 2,5% e 5 %, tiveram pH de
5,1 e 4,8, respectivamente. Enquanto que nas pastas a 5% e 10% as concentracoes,
apresentaram,pH 8 e 7,7.0 pH acido encontrado nos geéis pode ser explicado pelo
fato do grande teor de taninos e polifendis presentes na espécie vegetal estudada.
Nas pastas o pH encontrado foi alcalino, isso € devido a grande concentracdo de

carbonato de calcio presente na formulacéo.

5.5.3- Andlise da Densidade

Na tabela 6estdo discriminados os resultados da caracterizacdo fisico-

guimica para asformas cosméticas dentifricios.
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Tabela 6:Densidade das formulagdes semissolidas

Forma Cosmética Semissolida Densidade (g/L)
X =S (C.V%)

Gel CMC 2,5% 0,829 + 0,002 (0,2)
Gel CMC 5% 0,870 + 0,009 (1,0)
Pasta 5% 1,112 + 0,029 (2,6)
Pasta 10% 1,058 + 0,010 (0,9)

5.5.4- Avaliacdo do comportamento reoldgico

O termo reologia foi introduzido no século XIX por Bingham e Crawford, com
0 proposito de identificar a parte da fisico-quimica que estuda sobre a deformacéo
dos sistemas solidos, semissélidos e liquidos. A reologia pode entédo, ser definida
como o estudo das propriedades de fluxo e deformacdo da matéria (AULTON,
2008).

A partir dos dados fornecidos no estudo do comportamento reoldgico pode-
se observar a presenca de uma regidao compreendida entre a curva ascendente e a
curva descendente, esta regido é denominada area de histerese e constitui o indice
tixotropico do produto. Ele informa a reorganizacdo do sistema apés submeté-lo a
diferentes tensdes de cisalhamento. Num sistema tixotropico as curvas ascendentes
e descendentes ndo se sobrepdem. A area de histerese indica a ocorréncia de uma
ruptura na estrutura da substancia e pode ser medida através de um planimetro
digital e quanto maior a distancia entre as duas curvas maior a tixotropia e maior o
tempo gasto para o sistema recuperar sua estrutura inicial (LAHOUD; CAMPOS,
2010). NasformulacGes propostas, a presenca da area de histerese confirma a
tixotropia das formulacdes (graficos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8). A diminuicdo progressiva
nos valores da viscosidade aparente a medida que aumenta a velocidade de
cisalhamento e o retomo aos seus valores iniciais quando cessa 0 mesmo,
caracterizam-se como pseudoplasticidade (LAHOUD; CAMPOS, 2010).
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A analise dos reogramas mostrou que todas as formulagbes possuem um

comportamento pseudoplastico (tabelas 7, 8, 9 e 10), apresentando fluxo né&o

newtoniano, ou seja, a viscosidade depende de fatores, como:estrutura da

substancia; forma de preparo; tempo de repouso; entre outras caracteristicasque

levam o quociente entre a tensdo e a velocidade de cisalhamento ndo ser uma

constante como a maioria dos produtos cosmeéticos e farmacéuticos (ANSEL, 2000).

Grafico 1:Reograma da formulacdo em Gel CMC 2,5%. Diagrama de viscosidade (Pa/s) em relagéo a

velocidade (rpm) e torque (0/00)
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Grafico 2:Reograma da formulagdo em Gel CMC 2,5%. Diagrama de viscosidade (Pa/s) em relagcéo a
tensdo de cisalhamento (t) e cisalhamento(T)
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Gréfico 3:Reograma da formulacdo em Gel CMC5%. Diagrama de viscosidade (Pa/s) em relacdo a

velocidade (rpm) e torque (%o0)
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Grafico 4:Reograma da formulagcdo em Gel CMC 5%. Diagrama de viscosidade (Pa/s) em relagao a
tensdo de cisalhamento (t) e cisalhamento(T)
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Gréfico 5:Reograma da formulacdo em Pasta 5%. Diagrama de viscosidade (Pa/s) em relacdo a

velocidade (rpm) e torque (%o0)
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Grafico 6:Reograma da formulagcdo em Pasta 5%. Diagrama de viscosidade (Pa/s) em relacdo a

tensdo de cisalhamento (t) e cisalhamento(T)
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Gréfico 7:Reograma da formulacdo em Pasta 10%. Diagrama de viscosidade (Pa/s) em relacédo a

velocidade (rpm) e torque (%o0)
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Grafico 8:Reograma da formulagdo em Pasta 10%. Diagrama de viscosidade (Pa/s) em relagao a

tensdo de cisalhamento (t) e cisalhamento(T)

Viscosity n (Pa:s)

BT

47

227

201

20

40

60 80
Shear Rate y (1/s)

100 120

140 160

T1200

T1100

11000

T 900

T 800

T 700

T 600

T 500

T 400

T 300

T 200

T 100

0

Shear Stress 1 (Pa)

Legend
1=Ff(7) Shear Stress
A pasts 10% Juca mole

n=f{}) Viscesity
Pasta 10% Juca mole

Tabela 7: Reograma Gel CMC 2,5%

Numero Tempo (s) | Cisalhamento Tenséao Viscosidade | Temperatura
(Pa) Cisalhamento (Pa-s) (°C)
(1/s)

1 20 153.570 30.000 5.1190 25,4
2 40 167.761 40.020 4.1919 25,4
3 60 183.247 49.980 3.6664 25,4
4 80 197.353 60.000 3.2892 25,4
5 100 210.871 70.020 3.0116 25,3
6 120 223.546 79.980 2.7950 25,3
7 140 235.953 90.000 2.6217 25,3
8 160 248.799 100.020 2.4875 25,3
9 180 260.301 109.980 2.3668 25,3
10 200 271.424 120.000 2.2619 25,3
1 220 271.778 119.994 2.2649 25,3
2 240 265.618 109.980 2.4151 25,3
3 260 256.769 100.020 2.5672 25,3
4 280 246.293 90.000 2.7366 25,3
5 300 234.877 79.980 2.9367 25,3
6 320 223.498 70.020 3.1919 25,3
7 340 209.869 60.000 3.4978 25,3
8 360 196.216 49.980 3.9259 25,3
9 380 180.656 40.020 4.5141 25,3
10 400 159.571 30.000 5.3190 25,3




Tabela 8: Reograma Gel CMC 5%
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Numero Tempo (s) | Cisalhamento Tenséo Viscosidade | Temperatura
(Pa) Cisalhamento (Pa-s) (°C)
(1/s)
1 20 174.569 30.000 5.8190 25,4
2 40 195.348 40.020 4.8813 25,4
3 60 214.746 49.980 4.2966 25,4
4 80 232.824 60.000 3.8804 25,4
5 100 250.498 70.020 3.5775 25,4
6 120 268.001 79.980 3.3509 25,3
7 140 284.063 90.000 3.1563 25,3
8 160 299.659 100.020 2.9960 25,3
9 180 311.503 109.980 2.8324 25,3
10 200 322.088 120.000 2.6841 25,3
1 220 321.208 119.994 2.6769 25,3
2 240 313.055 109.980 2.8465 25,3
3 260 301.627 100.020 3.0157 25,3
4 280 290.418 90.000 3.2269 25,3
5 300 280.139 79.980 3.5026 25,3
6 320 265.092 70.020 3.7860 25,3
7 340 248.054 60.000 4.1342 25,3
8 360 232.921 49.980 4.6603 25,3
9 380 214.575 40.020 5.3617 25,3
10 400 192.708 30.000 6.4236 25,3
Tabela 9: Reograma Pasta 5%
Numero Tempo (s) | Cisalhamento Tenséao Viscosidade | Temperatura
(Pa) Cisalhamento (Pa-s) (°C)
(1/s)

1 20 282.877 30.000 9.4292 26,7

2 40 319.596 40.020 7.9859 26,7

3 60 356.325 49.980 7.1293 26,7

4 80 391.209 60.000 6.5202 26,7

5 100 424.676 70.020 6.0651 26,7

6 120 455.331 79.980 5.6931 26,6

7 140 483.212 90.000 5.3690 26,6

8 160 507.817 100.020 5.0772 26,6

9 180 529.378 109.980 4.8134 26,6

10 200 549.754 120.000 4.5813 26,6

1 220 544.889 119.994 4.5410 26,6

2 240 519.844 109.980 4.7267 26,6

3 260 492.074 100.020 4.9198 26,6

4 280 464.914 90.000 5.1657 26,6

5 300 435.212 79.980 5.4415 26,6

6 320 404.972 70.020 5.7837 26,6

7 340 371.934 60.000 6.1989 26,6

8 360 338.235 49.980 6.7674 26,6

9 380 299.916 40.020 7.4941 26,6

10 400 255.656 30.000 8.5219 26,6




Tabela 10: Reograma Pasta 10%
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Numero Tempo (s) | Cisalhamento Tenséo Viscosidade | Temperatura
(Pa) Cisalhamento (Pa-s) (°C)
(1/s)
1 20 934.094 40.056 23.3197 27,2
2 40 823.965 51.126 16.1164 27,2
3 60 857.663 62.226 13.7830 27,2
4 80 884.248 73.320 12.0601 27,2
5 100 909.147 84.426 10.7686 27,2
6 120 995.337 95.580 9.9952 27,2
7 140 989.256 106.680 9.2731 27,2
8 160 1.024.886 117.780 8.7017 27,2
9 180 1.059.196 128.880 8.2185 27,2
10 200 1.096.770 139.980 7.8352 27,2
1 220 1.078.985 139.980 7.7081 27,2
2 240 1.029.519 128.880 8.2185 27,2
3 260 983.316 117.780 8.3438 27,1
4 280 940.780 106.680 8.8187 27,1
5 300 895.946 95.580 9.3738 27,1
6 320 846.418 84.420 10.0263 27,1
7 340 794.348 73.320 10.8340 27,1
8 360 739.125 62.220 11.8792 27,1
9 380 676.237 51.120 13.2284 27,1
10 400 604.134 40.020 15.0958 27,1
5.5.5- Teste de Centrifugacao
Apés o preparo das formulacbes, foram realizados o0s testes de

centrifugacéo. As formulacdes em gel a 2,5% e 5% e pasta a 10% apresentaram

estabilidade e ndo houve quebra dos géis.

A formulacdo em pasta a 5% apresentou separacdo de fases, formou-se

uma fase solida e uma fase liquida indicando a separacédo do extrato da formulacéo.

5.5.6- Determinacéo de Polifendis Totais (P.T)

Os resultados obtidos na determinacdo dos P. T foram expressos como

equivalentes de acido gélico e estdo apresentados na Tabela 11. O extrato seco por

aspersao apresentou altos teores de compostos fendlicos, quando comparados a

dados deoutras espécies descritos na literatura(SOUSAet al., 2007). Referente as

formulacdes, o menor teor de P.T foi registrado na formulacdo em pasta a 10%e o

maior teor, na formulacdo em gel a 5%.



Tabela 11: Média dos valores de P.T das formulagfes semissolidas

Polifendis Totais
X +S (C.V%)

ESA 34,02 + 0,38 (0,31)
Gel 2,5% 24,23+ 1,10 (0,90)

Gel 5% 34,06% 0,17 (0,14)
Pasta 5% 10,43+ 1,22 (1,00)
Pasta 10% 6,78+ 0,59 (0,48)

5.6-

microdiluicao

Os resultados obtidos para a atividade antimicrobiana dos geéiscontendo

extrato seco del ferrea.estao representadosna tabela 12.

Tabela 12: Concentracao Inibitéria Minima (mg/mL) dos géisda casca do caule de L. ferrea e controle

positivo frente a patégenos orais em teste de microdiluicao.

Avaliacdo da (CIM) dos géis e pastas da casca do caule de L. ferrea em

Microrganismos Gel 2,5% Gel 5% Clorexidina
X +S (C.V%) X +S (C.V%) X S (C.V%)
S. oralis 0,04 + 0,007 (0,005) | 0,09+ 0,014 (0,010) 0,03 + 0,000 (0,000)
S. salivarius 0,06+ 0,007 (0,005) 0,09 + 0,014 (0,010) 0,03 + 0,000 (0,000)
S. mutans 0,04 + 0,000 (0,000) | 0,09 + 0,014 (0,010) 0,03 + 0,000 (0,000)
L. casei 0,06+0,007(0,005) 0,09+0,014(0,010) 0,03 + 0,000 (0,000)
C. albicans 0,04+0,007(0,005) 0,09+0,014(0,010) 0,03 + 0,000 (0,000)

Os resultados obtidos para a atividade antimicrobiana das pastas contendo

extrato seco de L. ferreaestao representadosna tabela 13.
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Tabela 13: Concentragdo Inibitéria Minima (mg/mL) das pastas da casca do caule de L. ferrea e

controle positivo frente a patdgenos orais em teste de microdiluigdo.

Pasta 5% Pasta 10% Clorexidina

X =S (C.V%) X =S (C.V%) X =S (C.V%)
S. oralis 0,11+ 0,014(0,010) | 0,26+ 0,028 (0,020) 0,03 + 0,000 (0,000)
S. salivarius | 0,09 + 0,014(0,010) | 0,18 + 0,028 (0,020) | 0,03 0,000 (0,000)
S.mutans | 0,09 +0,014(0,010) | 0,18 = 0,028 (0,020) | 0,03 + 0,000 (0,000)
L. casei 0,09 + 0,014(0,010) | 0,22+ 0,028 (0,020) 0,03 + 0,000 (0,000)
C. albicans | 0,13 +0,014(0,010) | 0,22+ 0,028 (0,020) 0,03 + 0,000 (0,000)

MARREIRO (2011) avaliou a atividade antibacteriana de um enxaguatério
bucal a partir de frutosL.ferrea frente a S. oralis, S. salivarius,S. mutanse L. casei
através da técnica de microdiluicho para determinacdo da CIM. Seu estudo
demonstrou que o extrato de L. ferrea a 0,6% apresentou atividade antibacteriana
frente a S. oralis, S. mutanse L. casei nas concentragbes de 3,750 ug/mL; 4,375
Mg/mL e 4,375 ug/mL respectivamente. Porém frente a S. salivarius o enxaguatério

nao apresentou atividade antimicrobiana.

Por outro lado, os resultados do presenteestudo demonstram a eficacia
antimicrobiana das formulacdes obtidas, contendo ESA da casca do caule de L.

ferrea,sobre todos os microrganismos testados.

Porém quando se compara os testes realizados com o ESA da casca do
caule e as formulacbes de dentifricios, estesdemonstraramresultados superiores
referentes a CIM em relacdo aos extratos isolados, podendo assim, pressupor que
houve um sinergismo entre ESA e adjuvantes farmacéuticos presentes nas

formulacdes.

A escolha dos adjuvantes adequados para qualquer formulacdo deve se
basear nas caracteristicas do principio ativo, bem como na sua compatibilidade com
os demais componentes da formulacao, pois de fato, interacdes entre principio ativo
e excipientes podem afetar a natureza quimica e estabilidade da formulacéo
(TAGLIARI, 2008).

Ao propor uma formulacdo a partir de extratos vegetais, a probabilidade de

gue uma interacdo quimica entre o extrato e os adjuvantes venha a desestabilizar as
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preparacfes é bem maior que em outros casos, principalmente nos casos de
disperséo coloidal e emulsao (TAGLIARI, 2008).

De acordo com NUNES (1996), um dos adjuvantes utilizados no preparo de
dentifricios €& o detergente lauril sulfato de sédio. Sua molécula anibnica
apresentauma alta capacidade de aderéncia a moléculas de proteinase as cargas
positivas, Possui ainda, atividade antimicrobiana, sendo capaz de penetrar através
de membranas bioldgicas, durabilidade mediana de 5 a 7 horas e acao inibidora de

biofilme dental.

Diante o0 exposto, optou-se por avaliara atividade antimicrobiana dos

adjuvantes farmacéuticos utilizadosem meio sélido.

Foram testados o carbonato de célcio, sorbitol, lauril sulfato de sodio,
carboximetilcelulose e o metilparabeno. Dos cinco adjuvantes testados apenas o0
lauril sulfato de sodio apresentou atividade antimicrobiana, com halos de inibicdo
variando de 12 a 28 mm e CIM de 0,18 mg/mL para S. oralis, 0,75 mg/mL para S.
salivarius, 0,18mg/mL para L. casei, 3 mg/mL para C. albicans e 0,75 mg/mL para

S. mutans, como demonstra a tabela 14.



Tabela 14:Média dos didametros dos halos de inibicdo (mm) do Lauril sulfato de sédio.
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Lauril Sulfato de S6dio (mg/mL)

Microrganismos

S. oralis S.salivarius L. casei C. albicans S. mutans
Diluicéo
Da X+ s (C.V%)
solucéo
1
*(12) 22,0+ 1,41 (6,40) | 23,5+0,70(3,00) | 28,0+ 1,41(5,00) | 22,0+0,00(0,00) | 23,5% 0,70 (3,00)
1.2
*(6) 20,5+ 0,70 (3,40) | 21,0+ 0,00 (0,00) | 24,0+ 1,41(5,80) | 20,5+0,70(3,40) | 22,5 0,70 (3,10)
1:4
*@3) 19,5+ 0,70(3,50) | 20,0 0,00 (0,00) | 23,0+0,00(0,00) | 17,5+0,70 (4,00) | 20,5+ 0,70 (3,40)
1:8
*(1,5) 17,5+ 0,70 (4,00) | 18,5+ 0,70(3,80) | 22,5+ 0,70 (3,10) 0,0 19,0 £ 0,00 (0,00)
1:16
*(0,75) | 16:5+070(420) | 135+070(510) | 19,0£0,00 (0,00 0,0 15,5+ 0,70 (4,50)
1:32
*(0,37) | 15:0¢ 141 (9.40) 0,0 19,0 £ 0,00 (0,00) 0,0 0,0
1:64
*(0,18) | 120%000(0,00 0,0 18,0 % 0,00 (0,00) 0,0 0,0
1:128
*(0,09) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1:256
*(0,04) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1:512
*0,02) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

* Concetracao da solugdo em mg/mL

Estudos que testam a efetividade de produtoscomerciais devem considerar

se possiveis,

além dosconstituintes

farmacéuticos, as

concentracbes de

cadaprincipio ativo presente, visando, dessa forma, identificara acdo de cada

componente, de modo a permitir acomparacao e analise dos resultados.

No presente estudo pode-se confirmar que o lauril sulfato de sddio

apresentou atividade antimicrobiana frente as espécies de microrganismos testadas

confirmando assim o sinergismo entre adjuvante e o extrato vegetal.
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6- CONCLUSOES

. Os ensaios de atividade antimicrobianain vitrocom extrato seco por
aspersao da casca do caule L. ferreaobtiveram melhores resultados frente aos
patdgenos bucais testados apresentando atividade antimicrobiana contra todas as

cepas testadas.

. No estudo para obtencdo da forma cosmética dentifricio, o gel de
Carboximetilcelulose so6dica demonstrou maior viabilidade como base para
incorporacao do extrato seco das cascas do caule deL. ferrea. A formulacao base de
pasta dental,comCarboximetilcelulose sddica e Carbonato de Calcio,foi viavelpara
incorporacao do ESAna concentragédo de 10%.

. Nos ensaios de caracterizagao fisico-quimico dos dentifricios as pastas
dentais nas concentracdes de 5% e 10% apresentaram melhores valores de pH de
8,0 e 7,7 respectivamente, sendo considerados mais compativeis com o pH da

cavidade bucal.

. O comportamento reoldgico obtido demonstrou que as formulagdes em
gel de CMC avaliadas apresentaram tixotropia, sendo que, a diminuicdo nos valores
da viscosidade a medida que aumentava a velocidade de cisalhamento e o retorno
aos seus valores iniciais quando cessava o mesmo, foi possivel caracterizar as
formulacdes como pseudoplasticas.A analise dos reogramas mostrou que todas as

formulacdes possuem um comportamento pseudoplastico.

. A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos dentifricios em diferentes
concentracfes do ESA, obtiveram melhores resultados no gel de CMC a 2,5% com
CIM de 0,04 mg/mL para oS. oralis, S. mutans e C. albicans e CIM de 0,06 mg/mL

para os S. salivarius e C. albicans.

. A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos adjuvantes farmacéuticos
presentes na formulacdo permitiu concluir que o Lauril sulfato de sédio apresentou

atividade antimicrobiana nos testes in vitro em meio solido com halos de inibicdo que
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variaram de 12 a 28 mm frente a todos os patdégenos bucais testados indicando

assim um sinergismo entre adjuvante e extrato vegetal.
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8- ANEXOS
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CBM da Pasta dental 10% frente aS. salivarius
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CIM do Lauril sulfato de s6dio em meio sélido
frente ao L. casei



