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RESUMO

Doencas de origem microbiana que acometem a cavidade bucal sdo hoje uma
preocupacao de saude publica, entre as doencas mais comuns pode-se citar a carie
e a candidiase bucal em suas diferentes formas. Na busca de antimicrobianos mais
eficazes, a utilizacdo de derivados vegetais na formulacdo de enxaguatorios bucais
tem despertado grande interesse na pesquisa. Enxaguatorios bucais contendo
clorexidina sdo bastante utilizados na higiene bucal, no entanto, varios efeitos
adversos sdo associados a utilizacdo de produtos contendo este composto. Ja foi
demonstrado que derivados vegetais de Pelargonium graveolens, planta
popularmente conhecida como malva, apresentam atividades antimicrobianas. No
entanto, € pouco estudada, principalmente seus derivados vegetais aquosos. No
presente trabalho, foi avaliada a atividade antimicrobiana, antiaderente e
antiacidirica de derivados vegetais de Pelargonium graveolens sobre os
microrganismos Streptococcus mutans e Candida albicans, visando a elaboragao
futura de enxaguatorios bucais. A atividade antimicrobiana dos derivados vegetais
foi avaliada em analise de halo de inibicdo frente as cepas estudadas. Os derivados
vegetais analisados apresentaram melhor acdo antimicrobiana frente as cepas de
Streptococcus mutans, onde foi observada a inibicdo do crescimento bacteriano em
todos os volumes contendo os derivados vegetais analisados (4, 8, 16 e 32 yL). A
acdo antimicrobiana frente as cepas de Candida albicans também apresentou
caracteristicas promissoras, embora tenha demonstrado poder de inibicdo apenas
nos volumes maiores de concentracdo do derivado vegetal (16 e 32 pL). Os
resultados apresentados neste trabalho sugerem que compostos presentes no
derivado vegetal de Pelargonium graveolens possuem propriedades antimicrobianas
contra cepas de Streptococcus mutans e Candida albicans.

Palavras-chave: Pelargonium graveolens, Streptococcus mutans, Candida albicans,

biofilme.



ABSTRACT

Diseases of microbial origin involving the oral cavity are a public health concern.
Among the most common oral diseases we can cite caries and oral candidiasis in its
different forms. In the search for more effective antimicrobials, the use of plant
extracts in mouthwash formulations has aroused great interest in the research.
Mouthwashes containing chlorhexidine are widely used in oral hygiene, however,
several adverse effects are associated with the use of products containing this
compound. It has been demonstrated that extracts from Pelargonium graveolens
plant commonly known as mauve, exhibit antimicrobial activity. However, it is poorly
understood, particularly their aqueous extracts. In the present study, we evaluated
the antimicrobial activity, antiadhesive and antiaciduric of extracts derived from
Pelargonium graveolens on Streptococcus mutans and Candida albicans, aimed at
future development of mouthwashes. The antimicrobial activity of plant extracts was
evaluated by analysis of inhibition zone against the strains studied. The plant extracts
tested showed better antimicrobial activity against the Streptococcus mutans strains,
where the inhibition of bacterial growth was observed in all volumes containing
extract (4, 8, 16 e 32 pL). The antimicrobial activity against the Candida albicans
strains also showed promising characteristics, but has demonstrated the power of
inhibition only in the higher volumes of the extract (16 e 32 pL). The results
presented here suggest that compounds present in the extract of Pelargonium
greveolens have antimicrobial properties against Streptococcus mutans and Candida

albicans.

Key words: Pelargonium graveolens, Streptococcus mutans, Candida albicans,
biofilm.
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1 INTRODUCAO

A cavidade oral € constantemente exposta a uma ampla variedade de
microrganismos, virus, e outros agentes ambientais. Estas interacfes entre meio
bucal e ambiente, provavelmente contribuem para o desencadeamento de muitas
doencas, incluindo doencgas infecciosas, autoimunes e até cancer (FOX, 2005).
Entre as doencas bucais mais comuns, destaca-se a cérie. A céarie dental é
considerada uma doenca infectocontagiosa degenerativa, com etiologia multifatorial,
gue causa a destruicdo irreversivel da estrutura mineralizada do dente,
comprometendo a vitalidade e fixagdo dental no complexo maxilo-mandibular
(MARSH, 2003). Nos ultimos 30 anos o biofilme foi apontado como importante fator
etiolégico da carie dentaria. O biofilme pode causar alteracdes de maior ou menor
intensidade, em funcao da susceptibilidade e informacéo genética de cada individuo.
Embora a higienizagdo bucal consiga desestruturar o biofilme, geralmente sé&o
utilizados agentes antimicrobianos em forma de enxaguatérios bucais que auxiliam
0s meétodos mecanicos na remocdo do biofilme e diminuem o numero de
microrganismos patogénicos da cavidade oral (MARINHO; ARAUJO, 2007; YA-LING
et. al., 2012).

Centenas de espécies de bactérias estdo envolvidas no processo de
formacdo da carie dental, como por exemplo, estreptococos do grupo mutans e
Lactobacillus spp. (BURNE et al., 2009). A literatura tem mostrado dados
consistentes de que o grupo mutans de bactérias gram positivas, particularmente o
Streptococcus mutans, sdo microrganismos sempre presentes no biofilme bucal e
diretamente relacionados a carie, sendo, portanto, seu controle de grande interesse
na prevencao dessa doenca (McNEILL; HAMILTON, 2003). A espécie Streptococcus
mutans esta fortemente associada a formacdo de biofilme e producédo de acidos
como subproduto do metabolismo da fermentacdo de carboidratos (AAS, et al.,
2008). A carie dental é considerada um problema de saude publica e muito se tem
pesquisado no mundo inteiro na intencdo de prevenir a ocorréncia desse processo.

O biofilme dental € o fator de maior importancia na etiologia da carie e das
doencas periodontais, e ha uma relagdo muito grande com a higiene bucal deficiente

(RAMAGE, et. al., 2005). No processo de formagdo do biofilme em tecidos moles ha
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ocorréncia de candidiase, que € uma infeccdo de origem fungica frequente no
ambiente bucal e a principal espécie envolvida nessa patologia é Candida albicans,
que tem como principal fator de viruléncia a capacidade de se aderir as células
epiteliais da mucosa. Varios agentes antifingicos séo utilizados em seu tratamento,
como também a clorexidina, mas devido aos efeitos colaterais decorrentes do uso
prolongado, a sua utilizacdo permanece restrita (ALVES, et. al., 2009).

Apesar de ndo substituir a escovagéo dentéria, 0 uso de enxaguatorios bucais
contendo substancias ativas antimicrobianas tem sido proposto como um importante
meio auxiliar de reducdo na formacdo de biofilme dental. Esses enxaguatorios sao
utilizados em varias situacdes clinicas para diferentes propoésitos terapéuticos e
profilaticos, muitos desses, recomendados para a pratica de higienizacdo diaria
(RUSSEL, 2004; YONEYAMA et al., 2006). A clorexidina tem sido considerada o
padrdo ouro em comparacfes com outros agentes quimicos em Odontologia devido
a sua capacidade de diminuir a formacdo do biofilme dental. Uma das principais
vantagens de seu uso € o amplo espectro antimicrobiano, atuando tanto em
microrganismos gram-positivos como em gram-negativos (CHARLES et al., 2004;
ROSENTHAL et al., 2004). Inumeros estudos demonstraram a eficacia do
digluconato de clorexidina 0,12% na reducéo e formacédo do biofilme. Entretanto, o
uso prolongado desta solugdo apresenta efeitos colaterais indesejaveis, como
manchas nos dentes e na lingua, perda do paladar e sensa¢do de queimacado na
mucosa oral. Por isso, outras formulacfes tém sido estudadas na intencdo de
melhorar esses aspectos (SOUSA, 2007).

A utilizagdo de produtos fitoterapicos tem se mostrado uma alternativa
interessante em aplicacdes de varias areas da salde. Estes produtos naturais
podem ser tdo eficientes quanto os produzidos pela sintese quimica, contudo a
transformacdo de uma planta em um medicamento deve visar a preservacdo da
integridade quimica e farmacoldgica do vegetal, garantindo a constancia de sua
acdo biolégica e a sua seguranca de utilizacdo, além de valorizar seu potencial
terapéutico. Para atingir esses objetivos, a produgcdo de fitoterapicos requer,
necessariamente, estudos prévios relativos a aspectos botanicos, agrondémicos,
fitoquimicos, farmacolégicos, toxicolégicos, de desenvolvimento de metodologias
analiticas e tecnologicas (HENGZHUANG, et al.,, 2013). Programas de fitoterapia

estdo sendo implantados em unidades basicas de saude de varios estados
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brasileiros com o intuito de contribuir com a assisténcia e a atencdo primaria a
saude, suprindo caréncias medicamentosas nhas comunidades, inclusive para
tratamentos de patologias bucais (SANTOS et al., 2009; BORBA; MACEDO, 2006;
SILVA et al., 2006).

Um grande numero de plantas pertencentes ao género Pelargonium é
conhecido por seus beneficios medicinais. A atividade antimicrobiana dos derivados
vegetais dessas plantas e seus constituintes ja foram descritos contra bactérias,
fungos e patégenos, e também contra leveduras oportunistas (KOLODZIEJ, 2000;
KOLODZIEJ; KAYSER; RADTKE, 2003; LATTE; KOLODZEIJ, 2000). O dleo
essencial extraido da espécie Pelargonium graveolens jA& demonstrou atividade
antimicrobiana contra B. subtilis, S. aureus, Enterococcus fecalis, C. glabrata, C.
krusei, C. neoformans, Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium intracellulare
(GHANNADI et al., 2012). Altas concentracdes de alguns compostos do extrato ja
foram relatadas como um eficiente inibidor do crescimento de microrganismos
(DERWICH; BENZIANE; BOUKIR, 2010; GABRIELLA et al., 2010).

Considerando a potencial atividade antimicrobiana da espécie Pelargonium
graveolens, este estudo teve como objetivo avaliar a atividade metabdlica dos
biofiilmes de Streptococcus mutans e Candida albicans ap0s tratamento com
derivados vegetais padronizados, visando a elaboracdo futura de formulacdes

farmacéuticas para a utilizacdo em enxaguatérios bucais.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DOENCAS BUCAIS

Doencgas bucais continuam a ser um grave problema de saiude em todo o
mundo (PETERSEN et al. 2005). Embora condi¢gbes tais como cancer de boca e
faringe, e lesdes teciduais orais sejam grandes preocupacdes para a saude oral, a

carie dentaria e doencas periodontais sdo os mais importantes problemas globais de
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saude bucal (PETERSEN, 2003). A saude bucal é parte integrante do bem-estar
geral e relaciona-se com a qualidade de vida que se estende para além das funcoes
do complexo craniofacial. Existe uma evidéncia consideravel ligando ma saude bucal
a condi¢Bes crbnicas, como uma forte associacdo entre doencas periodontais e
doencas graves como a diabetes (PETERSEN et al. 2005; PETERSEN, 2005). Ha
também evidéncias que ligam ma saude bucal e doencas sistémicas, tais como
doencas cardiovasculares, artrite reumatdide e osteoporose, e também pode
contribuir para o risco de complica¢des na gravidez, como parto prematuro de baixo
peso ao nascer (RAUTEMAA et al. 2007; YEO et al. 2005).

A ligacdo entre doencas bucais e as atividades de espécies microbianas que
fazem parte da microbiota da cavidade oral estd bem estabelecida. Mais de 750
espécies de bactérias habitam a cavidade oral (~ 50% das quais ainda ndo foram
indentificadas), e um certo niumero destas estdo implicados em doencas bucais
(JENKINSON & LAMONT, 2005).

2.2. CARIE E Streptococcus mutans

Apesar da implementacdo de medidas de controle e tratamento com fllor, a
carie permanece como a doenca bucal mais prevalente em muitos paises
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010). A céarie é uma doenca infecciosa multifatorial,
causada pelo acumulo de biofilme sobre a superficie do dente (MARSH, 2003). As
manifestacbes da doencga ocorrem quando ha um desequilibrio entre o biofilme e o
hospedeiro devido a mudancas do pH na matriz do biofilme causadas pela dieta,
microrganismos ou fluxo salivar e seus componentes (KAJFASZ et al., 2010).

Os dentes sdo colonizados por bactérias que existem no biofilme, cujo
metabolismo ocasiona flutua¢des no pH. Este metabolismo € influenciado por fatores
determinantes que por si s6 nao levam ao desenvolvimento de carie, mas modulam
sua atividade. Entre estes, encontramos a composicdo do préprio biofilme,
composi¢cdo e capacidade tampdo da saliva, velocidade da secrecdo salivar e
composicéo e frequéncia da dieta (YA-LING; NASCIMENTO; BURNE, 2012). Além

dos fatores determinantes, existem os fatores externos, que sao aqueles que variam
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de populacdo para populacdo nos quais se incluem os fatores socioeconémicos,
educacionais e comportamentais (WEYNE; HARARI, 2002; PERINETTI et al., 2005).

Houve uma reducdo na prevaléncia da carie dentaria, tanto em paises
desenvolvidos quanto em desenvolvimento (MARTHALER, 2004). No entanto, a
prevaléncia permanece alta entre as populacdes de baixo nivel socioeconémico.
Portanto, os indicadores socioeconémicos estdo associados a fatores de risco para
o desenvolvimento da cérie dentaria (PETERSEN, 2005; VAN NIEUWENHUYSEN et
al., 2002). Embora uma série de estudos epidemioldgicos avaliaram as associacdes
entre carie dentéaria e indicadores socioecondmicos, nenhuma revisdo sistematica da
literatura oferece evidéncia cientifica comprovando tais associa¢fes (COSTA et al.,
2012).

O biofilme é constituido de 70 a 80% por microrganismos e 30% por
elementos ndo microbianos, como, por exemplo, polissacarideos, mucina salivar,
detritos alimentares, leucocitos, enzimas, sais minerais, proteinas e células epiteliais
descamadas. A partir do momento que o biofilme foi considerado o fator causal
principal da carie e de doencas periodontais, € de suma importancia o seu controle e
prevencdo para diminuir a incidéncia dessas doencas bucais (HORTENSE et al.,
2010).

A resposta ao biofilme varia consideravelmente entre as pessoas e para
prevenir o desenvolvimento da doenca bucal, as medidas de higiene devem visar a
inibicdo da formac&do do biofilme ou, quando n&o for possivel, a reducdo da
guantidade do biofilme formado em concentracfes tais que ndo se desenvolva
doenca inflamatéria destrutiva (HORST et al., 2012). Streptococcus mutans é
considerado o mais cariogénico de todos os estreptococos identificados na cavidade
bucal. A literatura tem mostrado dados consistentes de que o grupo mutans de
bactérias gram positivas sdo microrganismos sempre presentes no biofilme bucal,
sendo, portanto, de grande interesse na prevencdo de doencas como a carie
(AJDIC, et al., 2002).

Estreptococos bucais podem entrar na corrente sanguinea através de
ferimentos na cavidade oral e anexar a matriz fibrina-plaquetas, formadas no tecido
endotelial lesado. A adeséo de S. mutans no tecido cardiaco danificado € um evento
importante na patogénese da endocardite infecciosa cronica (MILLER-TORBERT et

al.,, 2008). S. mutans tém desenvolvido varios mecanismos distintos para sua
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sobrevivéncia no interior da cavidade bucal (DMITRIEV et al., 2011). Os principais
fatores de viruléncia incluem acidogenicidade e aciduricidade juntamente com a sua
capacidade de produzir grandes quantidades de polissacarideos extracelulares ou
glucanos, que sao sintetizados pelas enzimas glucosiltransferases (GTFs) a partir da
injestdo de carboidratos na dieta. J& se sabe que que S. mutans produz pelo menos
trés formas de GTFs: GTF B, GTF C e GTF D, sintetizando a maioria dos glucanos
insollveis, mistura de glucano soluvel e insolavel, e glucano soluvel,
respectivamente. Estes glucanos sao essenciais para a formacao estrutural e
estabelecimento do biofilme (KOO et. al., 2003). As glucosiltransferases séo tidas
como enzimas fudamentais para determinagdo da viruléncia do S. mutans na
patogénese da carie dental (MATTOS-GRANNER, et. al., 2004).

A producédo de acidos por S. mutans e seu poder de tolerar o pH &acido,
favorece sua sobrevivéncia continua e colonizacao do biofilme (NASCIMENTO et al.,
2004). Esses acidos, assim, comecam a dissociacdo do esmalte dos dentes,
consequentemente, levando a descalcificacdo localizada, formacéo de cavidades e
desagregacado do tecido dental calcificado (HORST et al., 2012). Assim, uma
abordagem importante para a prevencao da sua sobrevivéncia na cavidade oral
(levando a carie dentaria), seria a inibicdo da GTFs. Este tem sido o objetivo de
muitos estudos in vitro, onde diferentes agentes, incluindo derivados vegetais e
outros produtos naturais, demonstraram ter estas caracteristicas inibidoras (ISLAM,
et al., 2008).

2.3 Candida albicans

A percepcdo classica de microrganismos com formas de vida unicelular é
guase inteiramente baseado no modo de cultura de crescimento, uma vez que as
suspensdes microbianas podem ser diluidas para uma Unica célula e estudada em
meio de cultura. Este modo de crescimento tem tradicionalmente predominado no
estudo da fisiologia e patogénese microbiana nos laboratérios de pesquisa. No
entanto, muitos microrganismos em seus habitats naturais sdo encontrados em

ecossistemas de biofilmes ligados a superficies e ndo como organismos livres
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flutuantes (planctonicos) (RAMAGE, et. al., 2005). Assim, os biofilmes sao definidos
como comunidades microbianas estruturadas, que séo ligadas a uma superficie e
envolta numa matriz de material exopolimérico. Isto é de especial significado, uma
vez que € agora estimado que uma proporcdo significativa de todas as infec¢bes
microbianas humanas envolve a formacéao de biofiime (DOUGLAS, 2002).

O género Candida é composto por aproximadamente 200 espécies de
leveduras com capacidades assimilatdrias, oxidativas e fermentativas que permitem
a utilizacdo de varias e diferentes substancias organicas para a nutricdo. Candida
albicans € um fungo que apresenta formas leveduriformes (blastoconidios) no
estado saprofito, associadas a colonizacdo assintomatica; ou formas filamentosas
(pseudo-hifas e hifas verdadeiras), observadas em processos patogénicos. Dessa
forma, o fungo tem a capacidade de se adaptar a diferentes nichos bioldgicos,
podendo ser considerado a rigor, um organismo “pleomorfico” (KURTZMANN; FELL,
1998).

As leveduras do género Candida vivem normalmente nos mais diversos
nichos corporais, como orofaringe, cavidade bucal, dobras da pele, secrecdes
brénquicas, vagina urina e fezes (BERMAN; SUDBERRY, 2002; SILVA et al., 2002;
FERRAZZA et al., 2005). Os principais fatores de viruléncia para as espécies de
Candida sdo a aderéncia, a hidrofobicidade da superficie celular, a producéo do tubo
germinativo, a producdo de exoenzimas, o tigmotropismo e a mudanca switching
fenotipico (MCCULLOUGH et al., 1996; DE BERNARDIS et al., 2001).

A candidiase bucal é uma infeccdo causada pela levedura do género
Candida, que €& um microrganismo saprofito, que, na dependéncia de fatores
predisponentes, torna-se patogénico (ALVES, et. al., 2009). Este fungo é oportunista
e manifesta-se de forma infecciosa, principalmente em individuos
imunocomprometidos, atuando como marcador de doencas sistémicas. Além disso,
€ comum em idosos, principlamente portadores de proteses e criangcas na primeira
infancia (AKPAN; MORGAN, 2002). Os métodos quimicos atuam como
coadjuvantes no controle e prevencao da candidiase (CHIANG, et. al., 2007).

A formacéo de biofilmes por Candida traz repercussdes clinicas importantes
por causa de sua elevada resisténcia a terapia antifingica e capacidade para
suportar ao sistema imune do hospedeiro. Além disso, a formacdo de biofilme em

dispositivos médicos e odontologicos pode, negativamente, impactar o hospedeiro,
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servindo como um reservatorio ou fonte para continuacdo de futuras infeccdes
(SIQUEIRA; SEN, 2004).

Entre as espécies de Candida, a resisténcia aos antifUngicos tem sido um
problema crescente, pois muitas das espécies mais comumente isoladas sdo menos
susceptiveis aos derivados azolicos, o que dificulta o tratamento dos biofilmes e de
outras infec¢des causadas por leveduras (TORTORANO, et al., 2006). Essa € uma
das razbes da crescente importancia dos testes de susceptibilidade, visto que o
conhecimento da sensibilidade aos agentes antifingicos possibilita melhorar as
condicBes de tratamento (ROGERS, 2006).

2.4 ENXAGUATORIOS BUCAIS

O uso de enxaguatorios bucais contendo substancias ativas antimicrobianas
em sua composicdo tem sido proposto como potencial auxiliar da higiene bucal
diaria por reduzir a formacdo do biofilme microbiano. Além do uso na Odontologia,
as diversas substancias ativas podem ser utilizadas em variadas concentracdes e
indicacbes, como lavagem das maos, desinfeccdo de superficies, desinfeccéo da via
aérea superior, limpeza do corddo umbilical em recém-nascidos, limpeza de
pequenos ferimentos e em unidades de terapia intensiva (FILGUEIRAS et. al., 2004;
MULLANY et al., 2006; CHLEBICK; SAFDAR, 2007).

Muitos estudos demonstram que a combinacdo da composicao de fluoreto de
sadio e lauril de sodio sulfato, bem como éleos essenciais sdo capazes de diminuir a
atividade metabdlica dos microrganismos presentes no biofiime (PETERSEN;
ASSEV; SCHEIE, 2006; TAKARADA, 2004). ZHANG et al., 2004, avaliaram o efeito
de um enxaguatério bucal com e sem fllor sobre a atividade metabdlica de biofilmes
de S. mutans e demonstraram que enxaguatérios bucais contendo 6leo essencial
em sua composicdo, com ou sem 100 mg/kg de fluoreto reduz a atividade
metabdlica desses microrganismos e a consequente produgdo de acidos em torno
de 36% a 44%. Uma reducédo significativa no total de unidades formadoras de
colonia (UFC) foi observada em saliva de voluntarios saudaveis apés um unico

bochecho com 0,2% (v/iv) ou 0,12% (v/v) de clorexidina, mas apenas as
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concentracfes mais elevadas mostraram atividade bactericida contra bactérias
anaerdbicas salivares obrigatérias (TOMAS et al., 2008). Além disso, um estudo in
Vivo mostrou que tanto enxaguatdrios bucais contendo 6leo essencial quanto
clorexidina livre de élcool foram capazes de reduzir a acidogenicidade da placa
depois de um desafio com sacarose, sem diferenca entre as duas solucbes
(ALBERTSSON et al., 2009).

Para um enxaguatoério bucal ser considerado eficiente no controle quimico do
biofilme bacteriano, um agente antimicrobiano deve inibir o estagio de adesdo da
colonizacdo bacteriana no biofilme, afetando o crescimento e a atividade metabdlica
dos microrganismos do biofilme sem, entretanto, a interferéncia em qualquer outro
processo biologico. Além disso, a toxicidade deveria ser baixa, uma vez que tais
solucdes, ao serem utilizadas, podem ser eventualmente engolidas (GUIMARAES et
al., 2006).

Enxaguatérios bucais contendo clorexidina sdo considerados o padrao-ouro
em comparacfes com outros agentes quimicos em Odontologia devido a sua
capacidade de evitar a formacdo do biofilme (CHARLES et al.,, 2004). Uma das
principais vantagens de seu uso € o amplo espectro antimicrobiano, atuando tanto
em microrganismos gram-positivos como em gram-negativos, além da
substantividade prolongada e continua, mesmo na presenca de sangue e demais
fluidos corporais (ROSENTHAL et al., 2004).

A clorexidina, por outro lado, é conhecida por causar, além de reacfes
adversas, efeitos adversos diretamente relacionados com o0 aumento da
concentracéo, tempo de uso e com o consumo de alguns agentes cromogénicos,
tais como café ou cha, por exemplo, que podem aumentar a pigmentacdo dos
dentes, que € um dos problemas mais reconhecidos relacionados a clorexidina
(GUIMARAES et al., 2006). Além disso, o sabor amargo da clorexidina e a reducéo
temporéaria da percepcdo de alguns sabores poderiam comprometer a adesao ao
tratamento com enxaguatoérios bucais contendo esse composto (PRASANTH, 2011).

Recentemente, ha um interesse mundial na chamada “medicina verde” e uma
demanda crescente por mais drogas a partir de fontes vegetais. Assim, os produtos
naturais continuam a ser uma fonte eficaz dos varios compostos bioativos, sem
efeitos colaterais (KHAN, et al., 2009). O interesse por produtos naturais tem
aumentado gracas a descobertas de compostos bioativos eficazes no combate de
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algumas patologias. Varias plantas tém sido estudadas como agentes
antimicrobianos ativos, de efeitos satisfatorios e baixo custo experimental. A eficacia
de plantas, empregadas em enxaguatorios bucais, tem sido investigada para o
tratamento de vérias doencgas, sobretudo em relacdo a saude bucal, e os resultados
sugerem gue 0s principios ativos das plantas possam ser utilizados como apoio a

terapia e como profilaxia de rotina (CORDEIRO et al., 2006).

2.5 FITOTERAPIA NA SAUDE PUBLICA

Cada vez mais se tém voltado os olhos a busca das plantas medicinais e/ou
seus derivados como agentes terapéuticos naturais com o intuito de promover a
manutencao da saude primaria e, consequentemente, melhorar a qualidade de vida.
O estimulo ao uso destes fitoterapicos tem como objetivo: prevenir, curar ou
minimizar os sintomas das doencas, com um custo mais acessivel a populacao e
aos servicos publicos de saude, comparativamente aqueles obtidos por sintese
quimica, que sao, em geral, mais caros, devido as patentes tecnoldgicas envolvidas
(TOLETO et al., 2003).

Plantas medicinais produzem diferentes substancias quimicas (alcaldides,
taninos, flavondides, saponinas, entre outros) e o fazem em diferentes proporcoes,
dependendo do habitat, da pluviosidade, do oferecimento de luz as plantas, das
caracteristicas dos solos, enfim, das caracteristicas climaticas e ambientais de seu
habitat, além do seu potencial genético. Algumas substancias quimicas sao
caracteristicas de uma determinada espécie vegetal, servindo como parametros
para a sua caracterizacao e identificacdo (MIGLIATO et al., 2007; GOBBO-NETO;
LOPES, 2007).

O desenvolvimento de fitoterapicos inclui varias etapas e envolve um
processo multidisciplinar. As areas de conhecimento envolvidas vao desde a
antropologia botanica, boténica, agronomia, ecologia, quimica, fitoquimica,
farmacologia, toxicologia, biotecnologia, quimica organica até a tecnologia
farmacéutica. A avaliacdo da atividade bioldgica inclui a investigacdo da atividade

farmacoldgica e toxicolégica de substancias isoladas, fracbes obtidas ou derivados
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vegetais brutos da droga vegetal. Esses aspectos sdo fundamentais para a
transformacdo de uma planta medicinal em medicamento fitoterapico, havendo a
necessidade de estudos de desenvolvimento tecnoldgico, no qual a validagdo do
processo tecnolégico exige a conservacdo da composi¢cdo quimica e, sobretudo, da
atividade farmacologica a ser explorada. Os métodos analiticos permitem a
avaliacdo da qualidade do produto fitoterapico, garantindo, assim, a constancia de
acao terapéutica e a seguranca de utilizacdo (TOLEDO et al., 2003; SONAGLIO et
al., 2007).

Desde 1886, a biodiversidade e o potencial econémico da flora brasileira vém
sendo descritos em inventarios, testemunhando a sua riqgueza em plantas produtoras
de frutos alimentares, resinas, 6leos, gomas, aromas, e, principalmente, o potencial
medicinal, podendo citar muitas espécies (JACOBSON et al., 2005).

O Brasil tem conhecimento cientifico sobre um percentual, ainda que baixo,
das plantas destinadas ao uso medicinal e as empresas brasileiras tém capacitacao
necessaria para gerar processos tecnolégicos, no entanto ndo possuem um corpo
de pesquisa e desenvolvimento capaz de gerar inovacbes na &rea de
fitomedicamentos de forma continua. Com o0 uso sustentavel da biodiversidade
nacional, e um desenvolvimento de parcerias das Universidades com as empresas,
alguns desafios poderéo ser suplantados para gerar novos fitomedicamentos éticos
para o Brasil (KLEIN, et al., 2009).

O interesse em enxaguatorios bucais e pastas de dente a base de derivados
vegetais de plantas tem aumentado recentemente. Entre estes produtos a base de
plantas, o Parodontax tem recebido grande atencdo. Este produto, que esta no

7

mercado, é composto por bicarbonato de sédio, fluoreto de sodio (1,400 ppm) e
ingredientes a base de plantas: camomila, que € suposto ter propriedades anti-
inflamatorias, o que diminui a inflamacédo gengival; equindcea, que é conhecida
como um potente estimulador da resposta imune; salvia e ratania, que tém
propriedades anti-hemorragicas; mirra, conhecida por ser um anti-séptico natural, e
6leo de hortela-pimenta, que possui propriedades analgésicas, anti-sépticas e anti-

inflamatorias (OZAKI et al., 2006).
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2.6 Pelargonium graveolens

Conhecida como geranio ou malva-cheirosa, a espécie Pelargonium
graveolens (Geraniaceae) € uma planta aromatica, originaria da Africa do Sul
(SIMON et al., 1984). O aroma doce e quente, semelhante ao de pétalas de rosas é
comercialmente conhecido como O6leo de geranio e amplamente usado em
sabonetes e nas industrias de perfumaria e cosméticos, sendo também utilizado
como terapéutico (aromaterapia) para combater problemas da menopausa, de pele,
tensdo nervosa e ansiedade (SAXENA et al., 2000; RAO, 2002).

Oleos essenciais extraidos de plantas s&o importantes por sua comprovada
atividade antimicrobiana (SIMOES, 2011; BOTELHO et al., 2007), incluindo a ja
comprovada acdo contra o S. mutans, a cepa de estreptococos tida como mais
cariogénica (SILVA, 2005). Eles sdo compostos complexos volateis, naturais,
formados como metabdlitos secundarios por plantas arométicas. Eles séao
conhecidos por sua atividade bactericida, virucida, fungicida, sendo amplamente
utilizados como sedativos, anti-inflamataorios, analgésicos, espasmoliticos e por suas
propriedades anestésicas. A presenca de complexas estruturas quimicas
constituidas por varios grupos, tais como os terpenos e terpendides, constituintes
aromaticos e alifaticos, todos caracterizados pelo baixo peso molecular, podem
explicar a eficiéncia de suas acdes bacteriostaticas e bactericidas (BAKKALI et al.,
2008). Os prinicipais componentes presentes no 6leo essencial das folhas frecas de
geranio obtidos por hidrodestilagdo sao: citronelol, geraniol, linalol e formiato de
citronelila (NICULAU, 2011).

Historicamente, o 6leo essencial de geranio tem sido utilizado no tratamento
de desinteria, hemorréidas, inflamacéo, para regular fluxos menstruais abundantes e
até mesmo cancer (ANG et al., 2010). A comunidade medicinal francesa atualmente
utiliza o 6leo para tratar diabetes, diarréia, problemas de vesicula, Ulceras gastricas,
problemas de figado, esterilidade e calculos urinario (ELMANN et. al., 2010). Apesar
de alguns estudos terem demonstrado que derivados vegetais de P. graveolens
contém ag¢bes antimicrobianas, ainda ha muito o que ser estudado para comprovar
sua eficiéncia sobre microrganismos como S. mutans e C. albicans, especialmente

utilizando-se derivados vegetais aquosos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antimicrobiana, antiaderente e antiaciddrica em cepas
padrdo de Streptococcus mutans (ATCC 25175) e de Candida albicans (CEC 1291)
pelos derivados vegetais padronizados de Pelargonium graveolens visando a

elaboracao futura de formulacdes farmacéuticas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar testes de disco difusao utilizando clorexidina como controle positivo,
e derivados vegetais de Pelargonium graveolens sobre os microrganismos

Streptococcus mutans e Candida albicans.

e Realizar testes para avaliar o consumo de glicose sobre 0s microrganismos
Streptococcus mutans e Candida albicans apés tratamento com derivado

vegetal de Pelargonium graveolens e clorexidina como controle positivo.

e Realizar testes para avaliar a producdo de &acidos pelo microrganismo
Streptococcus mutans apoés tratamento com derivado vegetal de Pelargonium

graveolens e clorexidina como controle positivo.

e Realizar testes para avaliar aderéncia das células de Streptococcus mutans e
Candida albicans em laminulas apés tratamento com derivado vegetal de

Pelargonium graveolens.

e Realizar testes para avaliar se houve a formacdo do tubo germinativo da
Candida albicans quando tratado com derivado vegetal de Pelargonium

graveolens.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CULTIVO, MANUTENCAO E COLETA DAS PLANTAS MEDICINAIS

O Cultivo de Pelargonium graveolens foi realizado no canteiro de plantas
medicinais da Universidade de Uberaba — UNIUBE Campus Aeroporto, com
dispersdo de agua uma vez por dia. As folhas foram coletadas manualmente de
acordo com a selecdo quanto a integridade, idade adulta, sendo coletada no méaximo

20% folha por planta.

4.2 IDENTIFICACAO BOTANICA DO VEGETAL

As amostras de Pelargonium graveolens cultivadas foram coletadas com
ramos, folhas, e flores (Figura 1) e entdo as exsicatas foram preparadas por

prensagem e secagem a 40°. As exsicatas foram entdo encaminhadas para herbario

credenciado para confirmacéo do nome cientifico.

Figura 1: Amostras de Pelargonium graveolens utilizadas neste trabalho.
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4.3 PREPARO DAS PLANTAS MEDICINAIS PARA ESTUDO

Apos a coleta, as folhas adultas de Pelargonium graveolens passaram por
nova selegdo. As plantas foram coletadas manualmente no dia 01/10/13 as 09 horas
e 38 minutos, no canteiro do laboratério do Bloco D de acordo com a sele¢do quanto
a integridade, idade adulta, sendo coletada no maximo 20% das folhas da planta.
Foram selecionadas as folhas mais verdes e mais novas com um padrdo de cor e
com metade da extensdo do caule. Lavou-se a planta com agua corrente e, em
seguida, agua ultra pura. A planta foi pesada (105g, folhas umedecidas com o
processo de lavagem), as folhas foram cortadas com tesoura e maceradas. As
folhas maceradas foram entdo transferidas para um béquer em chapa de
aquecimento a 80°C contendo 600 ml de &gua ultra pura. Apés a adicdo das folhas,
a temperatura do volume no béquer caiu para 50°C, assim que a temperatura voltou
a 80°C, a solucao foi mantida na chapa por 20 minutos. O rendimento final da
extracdo foi de 200 ml. O extrato foi filtrado trés vezes seguidas em filtro duplo
qualitativo de 80g e 15 cm de didametro, em bomba a vacuo. Depois, em capela de
fluxo laminar o extrato foi filtrado em filtro estéril de 0,22 um e varias amostras foram
congeladas em tubos separados. Os derivados vegetais foram obtidos pelo método

de infuséo e entdo submetidos aos testes in vitro, propostos neste projeto.

4.4 PADRONIZACAO DAS CONDICOES DE CRESCIMENTO DE Streptococcus
mutans E Candida albicans EM MEIO LIQUIDO

A cepa ATCC 25175 de Streptococcus mutans, foi adquirida da Fundacéo
André Tosello, armazenada (— 20°C) em uma solug&o contendo 40% (v/v) de glicerol
e sua pureza checada antes do uso atraves de um inéculo em meio de crescimento.
Para cultivar e avaliar a pureza da bactéria foram utilizados os meios de cultivo TSB
ou TSA, os quais foram preparados de acordo com as instru¢cdes do proprio
fabricante. Para os demais testes de crescimento bacteriano na presenca de

diferentes fontes de carbono, foi empregado o meio completo conforme protocolo ja
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descrito (DHASPER & REYNOLDS, 1991). Todos os materiais, carboidratos e meios
de cultivo, foram autoclavados a 121°C durante 20 minutos, antes do uso. Os
cultivos foram efetuados em 5 ml de meio liquido TSB por 12 horas a 37°C em
atmosfera de ar 20% CO,, a fim de produzir um ambiente favoravel ao crescimento
do microrganismo. Um volume de 100 pyL do pré in6culo de S. mutans foram
utilizados para infectar 10 ml de meio TSB, seguido por incubacao a 37°C por 12 h
em atmosfera de ar 20% CO,. Apoés a Incubacéo, a turbidez inicial das bactérias foi
avaliada em um espectrofotometro e ajustada inicialmente para Aggponm = 0,5.

A cepa de Candida albicans CEC 1291 foi cedida para o desenvolvimento do
projeto pelo professor Christophe d’Enfert do Unité Biologie et Pathogenicité
Fongigues do instituto Pasteur-Franca. A mesma se encontra no laboratorio,
aliquotada em tubos criogénicos e congelada em nitrogénio liquido a -120°C. Um
volume de 50 pL do estoque de C. albicans foi semeado em Agar Sabouraud
dextrose (Difco, Detroit, MI, USA) e incubada a 37°C por 48h. Apés a Incubacéo,
colénias foram transferidas para um meio liquido de cultivo de Brain Heart Infusion
(BHI) por 16 h. Apos o cultivo de BHI, a padronizacdo da turbidez foi realizada
utilizando 10° UFC/ml de C. albicans através por espectrofotdmetro a 530nm,
ajustando a absorbancia Aszo = 0, 680 antes dos experimentos.

4.5 AVALIAQAO DO CONSUMO DE GLICOSE DURANTE O CRESCIMENTO DE S.
mutans E C. albicans E ACIDOGENIA POR S. mutans

4.5.1 Streptococcus mutans

Para avaliacdo do consumo de glicose presente no meio de cultivo pelo S.
mutans, um volume de 1 ml de meio TSB suplementado com 50 mmol de sacarose
(2M/L) foi adicionado a 6 pogos de uma placa, seguido da inoculagédo de 50 pL da
bactéria (10° UFC/ml), seguido por 12 horas de incubacdo a 37°C em estufa
contendo 20% CO,. Os pocos foram lavados 3 vezes com solucdo PBS (Phosphate
Buffered Saline) estéril e divididos em 6 grupos (A-F) para analise do pH:
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Grupos Composicéo do grupo

A 950 pL de BHI e 50 pL de Clorexidina (Periogard® s/ Alcool)
B 900 pL de TSB (auséncia de sacarose) e 100 pL de PBS

C 990 pL de TSB (auséncia de sacarose) e 10 pL do DV de Pelargonium
graveolens

D 950 L de TSB (auséncia de sacarose) e 50 pL do DV de Pelargonium
graveolens

E 900 pL de TSB (auséncia de sacarose) e 100 pL do DV de
Pelargonium graveolens

F 900 pL de TSB (auséncia de sacarose) e 100 pL de agua

As medidas de pH foram realizadas para cada grupo apos a incubacéo de 1,
2, 3, 4 horas a 37°C em atmosfera de ar 20% CO,, Apds este tempo, um volume de
100 L foi coletado de cada grupo analisado e congelado a -20°C e submetidas para
andlise bioquimica do consumo de glicose.

Para as analises do consumo de glicose, as amostras foram descongeladas a
temperatura ambiente no momento do ensaio e centrifugadas (Microcentrifuga NT
805, Nova Técnica) (3000 RPM durante 10 minutos). A avaliacdo quantitativa da
glicose foi realizada no meio de cultivo durante diferentes fases (60, 120, 180, 240
minutos) do crescimento da bactéria S. mutans por método enzimatico (Kit
Biotecnica ref.1000800) em um espectrofotdbmetro (T60UV Spectrofotometer) a
505nm.



31

4 5.2 Candida albicans

Para a formacéo do biofilme de C. albicans, um volume de 1 ml de meio BHI
suplementado com 1.5% de glicose foi adicionado a placa, seguido da inoculagéo de
50uL da bactéria (10° UFC/mI) por pogo. Um volume de 250uL de uma solucéo
contendo soro bovino fetal (SBF) foi adicionado por poco da placa, seguido por 12
horas de incubacdo a 37°C em estufa, previamente a prepracao da suspensao. Os
pocos foram lavados 3 vezes com solucao PBS (Phosphate Buffered Saline) estéril e

divididos em 6 grupos (A-F) para analise do consumo de glicose:

Grupo Composicao do grupo

A 950 pL de BHI e 50 pL de Clorexidina (Periogard® s/ Alcool)
B 900 pL de BHI e 100 pL de PBS

C 990 pL de BHI e 10 pL do DV de Pelargonium graveolens

D 950 pL de BHI e 50 pL do DV de Pelargonium graveolens

E 900 pL de BHI e 100 puL do DV de Pelargonium graveolens

F 900 pL de BHI e 100 pL de agua

A placa foi incubada por 1, 2, 3, 4 horas a 37°C em estufa, ApGs este tempo,
um volume de 100 pL foi coletado de cada grupo analisado e congelado a -20°C e
submetidas para analise bioquimica do consumo de glicose.

Para as analises do consumo de glicose, as amostras foram descongeladas a
temperatura ambiente no momento do ensaio e centrifugadas (Microcentrifuga NT
805, Nova Técnica) (3000 RPM durante 10 minutos). A avaliacdo quantitativa da
glicose foi realizada no meio de cultivo durante diferentes fases (60, 120, 180, 240
minutos) do crescimento da C. albicans por método enzimatico (Kit Biotecnica

ref.1000800) em um espectrofotdmetro (T60UV Spectrofotometer) a 505,m,.
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4.6. AVALIACAO DA ADESIVIDADE BACTERIANA DE S. mutans E C. albicans EM
LAMINULAS DE VIDRO

Para promover o crescimento do biofilme de S. mutans, o meio completo,
descrito por Dhasper e Reynolds (1991), foi previamente autoclavado e utilizado nos
experimentos com o biofilme. Solucdo estoque com clorexidina 150 uL (controle
positivo), assim como a solucdes estoque de Pelargonium graveolens, previamente
autoclavadas e/ou filtradas em filtro estéril de 0,22 pm, foram incorporadas
individualmente ao meio de cultivo completo para, posteriormente, procedermos com
o cultivo do S. mutans. A estes meios de cultivos (suplementados com o derivado
vegetal ou com antimicrobianos) foram incorporadas laminulas circulares de vidro
(borosilicato) onde ocorreu a formacgdo de um biofilme bacteriano, conforme descrito
por Paulino e colaboradores (2005). A turbidez das células utilizadas como pré-
in6culo para o experimento foi ajustada para Asponm = 0,5. Para a formacao do
biofilme, 2850 ml de meio TSB foi suplementado com 50 mmol de sacarose (2M/L),
seguido da inoculacdo de 100 pL da bactéria (10° UFC/mI) e 150 pL de derivado
vegetal P. graveolens. Como controle positivo, no lugar do DV colocou 150 pL de
clorexidina e, como controle negativo 150 uL de PBS. Incubamos por 1 hora com
agitacdo vigorosa por 1 minuto a cada 10 minutos. Transferiu 1 ml dessa suspenséo
para a placa de polietileno com a laminula de vidro e incubamos a 37° C durante 1,2
e 3 horas em atmosfera de ar 20% CO,. ApOs este periodo, 0 meio de crescimento
foi removido e cada laminula foi lavada com PBS (NaCl 0,13 mol/L, KCI 2,7 mmol/L,
Na2HPO4 8,1 mol/L e KH2PO4 1,47 mol/L pH final de 7,5), seca a temperatura
ambiente, corada com uma gota de Cristal Violeta e as imagens foram capturadas
através de Microscopio (Ziess Scope. Al, Camera AxioCam Ccl).

Para a formacdo do biofilme de C. albicans, laminulas circulares foram pré-
tratadas com 100 pL Soro-Fetal Bovino (SFB) por 24 horas. ApoOs este tratamento, o
SFB foi removido e o meio de cultivo contendo C. albicans foi adicionado a cada
poco (1 mL) da suspenséo. A suspenséao foi preparada com 2850 ml de meio TSB
suplementado com 1.5% de glicose, seguido da inoculagdo de 100 uL da bactéria
(10° UFC/mI) e 150 pL de derivado vegetal P. graveolens. Como controle positivo,

colocou-se 150 pL de clorexidina e como controle negativo 150 pyL de PBS.
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Incubamos por 1 hora com agitacdo vigorosa por 1 minuto a cada 10 minutos. A
placa foi incubada a 37° C e apds 1, 2 e 3 horas, as laminulas foram lavadas com
PBS (NacCl 0,13 mol/L, KCI 2,7 mmol/L, Na2HPO4 8,1 mol/L e KH2PO4 1,47 mol/L
pH final de 7,5), seca a temperatura ambiente, corada com uma gota de Cristal
Violeta e as imagens foram capturadas através de um Microscopio (Ziess Scope .
Al, Camera AxioCam Ccl).

4.7 DETERMINACAO DA CAPACIDADE INIBITORIA DO EXTRATO DE
Pelargonium graveolens SOBRE AS CEPAS DE S. mutans E C. albicans

A metodologia utilizando disco de difusdo em meio TSA empregada neste
trabalho foi a mesma descrita por BAUER et. al. (1966), com algumas modificacdes.
Discos de papel qualitativo de 6 mm de diametro foram identificados numericamente
e 5uL de tween-20 1% foi adicionado sobre os mesmos para impregnacdo dos
discos. Os discos de papel foram autoclavados a 121°C por 20 min e as solucdes
listadas a seguir foram filtradas em filtro estéril de 0,22 ym e incorporadas aos
discos, que foram identificados da seguinte maneira:

e Disco 1: apenas disco vazio, sem tratamento (controle negativo)
e Disco 2: 2uL Dv de Pelargonium graveolens

e Disco 3: 4uLTween 0.1% (controle do tween)

e Disco 4: 4L clorexidina (controle positivo)

e Disco 5: 4uL DV de Pelargonium graveolens

e Disco 6: 8uL DV de Pelargonium graveolens

e Disco 7: 16uL DV de Pelargonium graveolens

e Disco 8: 32uL DV de Pelargonium graveolens
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Depois de tratados como mencionado a cima, os discos foram colocados
sobre as placas onde foi realizado o teste de inibicdo de crescimento (determinacao
do halo de inibicdo) das cepas de S. mutans e C. albicans. Todos os cultivos
ocorreram numa estufa com 20% CO, a 37°C durante 24 horas. Apos o cultivo, 0s
halos de inibicdo formados foram medidos por paguimetro e uma média a partir de

triplicatas foi determinada.

4.8 AVALIACOES DOS EFEITOS DO TRATAMENTO COM P. graveolens SOBRE A
FORMACAO DO TUBO GERMINATIVO EM C. albicans

Colbnias de C. albicans foram cultivadas em meio liquido BHI a fim de se
obter uma concentracdo de 10° UFC/ml ajustando a absorbancia em um
espectofotdbmetro a Aszo nm = 0,680 OD, antes dos experimentos. Um volume de 100
ML de SFB contendo 100 uL do derivado vegetal de Pelargonium graveolens foi
adicionado em uma placa de 96 pocos. Em seguida foram adicionados a solucao,
100 yL da suspensdo de leveduras. O antimicético fluconazol foi utilizado como
controle positivo e uma solucédo tampéo, o PBS como controle negativo.

A placa de 96 pocos foi entdo incubada a 37°C por 3 horas, entdo uma
aliguota de 20 puL foi retirada e colocada em uma laminula de microscopio para
analise do efeito do derivado vegetal sobre a formacao do tubo germinativo.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram realizados em triplicata de valores provenientes de
trés ensaios independentes e o0s resultados refletem a média destes valores. A
analise T-student foi utilizada para avaliar a significAncia entre 0s grupos

experimentais avaliados.
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5 RESULTADOS

51 AVALIAQOES DO CONSUMO DE GLICOSE DURANTE O CRESCIMENTO DE
S. mutans E C. albicans E ACIDOGENIA POR S. mutans

5.1.1 Consumo de glicose e analise de pH em biofilme de S. mutans

A capacidade acidogénica do biofilme de S. mutans ndo apresentou resultado
significativo quando comparada com o controle positivo utilizando clorexidina, visto
gue houve uma diminuicdo do pH em todas as concentra¢des analisadas, mostrando

assim que ndo houve reducao da viabilidade celular do biofilme, como observado na

Figura 2.
7.0
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o -+ 100 pL DV
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Figura 2. Variagdo de pH em meio TSB com biofiime de S. mutans ao longo de 4
horas de experimento. Os grupos experimentais, quando comparados com 0 grupo
CTR- apresentaram os seguintes valores de p: Clorexidina (p=0,0218); 10 pL DV
(p=0,4809); 50 pL DV (p=0,4097); 100 pL DV (p=0,4166); 100 pL PBS (p=0,4965). A

analise estatistica foi realizada comparativamente entre 0s grupos

O consumo de glicose apresentou resultados similares a analise de pH, frente
a viabilidade celular do biofilme. Todas as concentracdes dos derivados de P.
graveolens analisados, ndo apresentaram efeito antimicrobiano sobre biofilme de S.
mutans, quando comparadas com o controle positivo (clorexidina), como observado

na Figura 3. A este fato deve-se a atividade metabdlica da célula em realizar a
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metabolizacdo dos acucares do meio e liberar acidos organicos, acidificando o meio
em questdo. Nao houve diferencas significativas entre os grupos tratados com

diferentes volumes do DV e o grupo CTR -.
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o ~» 100 pL DV
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& 100 -o- 100 puLPBS
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(&]

5
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Figura 3. Consumo de glicose pelo biofiime de S. mutans ao longo de 4 horas de
experimento. Os grupos experimentais, quando comparados com o grupo CTR-
apresentaram o0s seguintes valores de p: Clorexidina (p=0,2535); 10 pL DV
(p=0,4844); 50 uL DV (p=0,4454); 100 L DV (p=0,4106); 100 pL PBS (p=0,4892). A

analise estatistica foi realizada comparativamente entre 0s grupos

5.1.2 Consumo de glicose por C. albicans

O consumo de carboidratos pelo biofiime de C. albicans ndo apresentou
resultados positivos quanto a acdo do derivado vegetal de Pelargonium graveolens.
O consumo de glicose das concentracdes testadas parece apresentar eficacia com
100 pyL de derivado vegetal, pois ha o consumo de glicose na primeira hora,
ocorrendo a estabilidade da concentragcdo até o término da quarta hora, quando
comparado com as concentracdes de 10 e 50 yL e com o controle positivo
(clorexidina), como observado na Figura 4. Nao houve diferencas significativas entre

0s grupos tratados com diferentes volumes do DV e o grupo CTR -.
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Figura 4. Consumo de glicose pelo biofilme de C. albicans ao longo de 4 horas de
experimento. Os grupos experimentais, quando comparados com o grupo CTR-
apresentaram o0s seguintes valores de p: Clorexidina (p=0,2692); 10 pL DV
(p=0,4286); 50 UL DV (p=0,4625); 100 uL DV (p=0,5000); 100 pL PBS (p=0,3273). A

analise estatistica foi realizada comparativamente entre 0s grupos.

5.2 AVALIACOES DA ADESIVIDADE BACTERIANA DE S. mutans E C. albicans EM
LAMINULAS DE VIDRO

Para avaliar a capacidade de aderéncia das células de S. mutans e C.
albicans, o meio de cultivo foi tratado com o derivado vegetal de P. graveolens,
clorexidina, como controle positivo e solu¢cdo tampédo, como controle negativo. Apés
a formacado do biofilme em laminulas circulares de vidro em tempos de incubacéo
diferentes, temos as imagens observadas em microscépio. Comparando o derivado
vegetal, Malva, com os controles positivo (clorexidina) e negativo (PBS) houve uma
diminuicdo do namero de células. O derivado vegetal parece inibir a formacao do
biofilme no volume utilizado, tanto para as células de S. mutans e de C. albicans,

como apresentado na figura 5A e figura 5B.
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A B
Clorexidina CTR - Malva Clorexidina CTR - Malva
1 hora
2 horas
3 horas : 0
Figura 5A. Avaliagdo qualitativa da formacao Figura 5B. Avaliagdo qualitativa da formacao
do biofilme de C. albicans. do biofilme de S. mutans.

5.3 DETERMINACAO DA CAPACIDADE INIBITORIA DO EXTRATO DE
Pelargonium graveolens SOB AS CEPAS DE S. mutans E C. albicans

Na Tabela 1, pode-se observar as medidas de halo encontradas em

centimetros (cm) que representam as fotos apresentadas na Figura 6.
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Tabela 1: Medidas (cm) do halo de inibicdo frente as cepas de C. albicans e S.

mutans. Valores expressos como média de triplicata experimental.

C. albicans S. mutans

Grupo 1* 0 0 0 0 0 0
Grupo 2> 0 0 0 0 0 0
Grupo 3® 0 0 0 0 0 0
Grupo 4* 1,0 1,15 1,2 2,3 2,1 2,1
Grupo5° 0 0 0 0,6 0,75 0,7
Grupo 6° 0 0 0,7 0,8 0,85 0,8
Grupo 7’ 0,7 0,75 1,0 0,95 1,0 0,9
Grupo 8% 0.95 0.9 1.2 1.1 1.1 0.95

'Controle negativo; 22uL DV P. graveolens, °Tween 0.1%; “Clorexidina;
>678Djferentes concentragdes do DV de P. graveolens.

O grupo 1 (controle negativo) e o grupo 3 (tween 0.1%) ndo apresentaram
nenhuma acédo inibidora dos microrganismos testados. Como ja era esperado, 0
grupo 4 (clorexidina), tido como controle positivo, apresentou atividades inibitérias
com halo médio de 1,11 sob C. albicans e 2,16 sob S. mutans. Quando a
capacidade inibitéria do derivado vegetal de P. graveolens foi testada, ndo foi
observado halo de inibicdo no grupo 2 (2uL-DV) para os dois microrganismos
analisados. O grupo 5 (4uL-DV) nao foi capaz de inibir o crescimento de C. albicans
mas demonstrou atividade contra S. mutans com halo médio de 0,68. O grupo 6
(8uL-DV) foi capaz de inibir o crescimento de C. albicans em apenas uma amostra
da triplicata apresentando halo de 0,7, porém quando testado com S. mutans todas

as amostras da triplicata apresentaram atividade inibitéria, com halo médio de 0,816.
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O grupo 7 demonstrou atividade inibitéria com halo médio de 0,816 sob C. albicans e
0,95 sob S. mutans. O grupo 8 demonstrou atividade inibitéria com halo médio de

1,01 sob C. albicans e 1,05 sob S. mutans.

C. albicans

Figura 6: Analise dos halos de inibicao das cepas de C. albicans e S. mutans.

5.4 AVALIACOES DOS EFEITOS DO TRATAMENTO COM P. graveolens SOBRE A
FORMACAO DO TUBO GERMINATIVO EM C. albicans

O efeito do derivado vegetal de Pelargonium graveolens sobre a formacgéo do
tubo germinativo de C. albicans foi analisado utilizando uma suspenséo da levedura
em SBF previamente tratadas com derivado vegetal de Pelargonium graveolens.

Apoés incubacdo adequada, as células tratadas com derivado vegetal de
malva, PBS (controle negativo) e fluconazol (controle positivo), foram
microscopicamente analisadas, apresentando uma reducdo no numero de células
por campo, porém ndo apresentando inibicio do tubo germinativo, como

apresentado na figura 7.
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FLUCONAZOL

Figura 7. Avaliagdo qualitativa do ensaio para avaliacdo de formagédo do tubo
germinativo em C. albicans.

6 DISCUSSAO

Conforme observado nos resultados do consumo de glicose e analise do pH
do S. mutans, quando comparados 0s grupos experimentais com o grupo CTR-
percebeu-se que o consumo de glicose e os valores de pH sofreram alteracbes
semelhantes, indicando a nédo efetividade esperada do derivado vegetal. Assim,
pode-se afirmar que, nas condicbes experimentadas, o derivado vegetal de P.
graveolens, em nenhuma das concentra¢cbes analisadas, foi capaz de interferir no
metabolismo bioenergético destas células. Especulativamente pode-se dizer que a
via glicolitica destas células (S. mutans e/ou C. albicans) ndo sofreu alteracdes
perceptiveis com as analises realizadas (pHmetria e consumo de glicose), pois nao
foram detectadas alteracbes expressivas nos valores de pH, assim como no
consumo da glicose (comparando-se com o grupo CTR-). Sabe-se também que o
consumo de carboidratos normalmente tem como reflexo em bactérias acidogénicas,
o decaimento do pH, fato este que ndo ocorrera . Assim, como nao houve diferencas
significativas entre os grupos tratados com os diferentes volumes do derivado
vegetal e o grupo CTR-. E fato que o derivado vegetal de P. graveolens n&o interfere
no metabolismo bioenergético da bactéria S. mutans (especialmente sobre a via
glicolitica) (NELSON; COX, 2011).
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A avaliacdo do consumo de glicose para a levedura, C. albicans, também n&o
demonstrou diferencas significativas entre os grupos tratados com diferentes
volumes do derivado vegetal de P. graveolens. A C. albicans por nado ser
acidogénica, ndo se observa um decaimento do pH. Interessantemente, estas
células apresentaram o mesmo perfil de consumo de glicose quando se comparou
0S grupos experimentais com o grupo CTR-, o que indica que trata-se de uma célula
que utilizou a glicose como precursor para outras vias metabdlicas ou para
fermentacdo, ndo somente a via glicolitica, cujo produto final € acido (NELSON;
COX, 2011).

Apesar de néo ter sido possivel detectar nenhuma alteracdo no consumo de
glicose, pode-se afirmar que o crescimento celular (tanto para S. mutans quanto
para C. albicans) foi alterado pela presenca do derivado vegetal de P. graveolens.
Haja visto, que os testes do disco de difusdo apresentam valores médios que
indicam uma forte interferéncia inibitéria dose dependente do derivado vegetal de
malva. Assim, apesar de ndo se perceber alteracdes no consumo de glicose, pode-
se afirmar que ha alteragcbes no crescimento celular. Além disso, sabe-se que
células em biofilme (onde ocorreram os testes de consumo de glicose e variacdo do
pH) possuem resisténcia a agentes antimicrobianos até 1000 vezes maior do que
células em crescimento (como € o caso do teste do disco de difusdo) (CARLSSON;
HAMILTON, 1994).

A determinacdo do halo de inibicdo do derivado vegetal de P. graveolens
ocorreu para as cepas de S. mutans, nos volumes de 4, 8, 16 e 32 pL. Todos os
volumes testados apresentando inibicdo no crescimento, sendo 32 uL, o volume que
apresentou o maior halo de inibicdo. N&o h4, até o momento, relatos de estudos com
derivados de P. graveolens apresentando atividade antimicrobiana contra S. mutans.
Para a C. albicans, houve inibicdo do crescimento fungico nos volumes de 16 e 32
ML, sendo que o volume de 32 uL apresentou o maior halo de inibi¢édo (1,02 cm), fato
também observado por Rosato e colaboradores (2008) que realizaram teste de disco
difusdo com P. graveolens, no qual obtiveram valores de 7,3 mm de inibicdo para a
cepa de C. albicans testada. Observa-se também no trabalho citado, que outras
linhagens de C. albicans apresentam perfis diferentes de resisténcia ao derivado

vegetal. A diferenca na eficiéncia de inibicao relatada neste trabalho em comparacéo
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ao outro, pode ser devida aos diferentes tipos de extracdo de principio ativo da
mesma espécie de planta, que neste trabalho, foi obtida em extrato aquoso.

Para a avaliacdo da adesividade bacteriana de S. mutans e C. albicans em
laminulas de vidro, 0 mesmo principio tedrico empregado para se compreender a
razdo pela qual houve inibicdo no teste do disco de difusdo pode ser agora
empregado para a compreensao dos testes de adesividade, ou seja, as células
testadas quanto a adesividade estavam inicialmente em meio planctoénico, o que as
tornam muito sensiveis ao derivado vegetal de P. graveolens, diferente das células
testadas em biofilme. A formacdo de biofilme por microrganismos € apresentada
como um dos fatores de viruléncia. Para os resultados obtidos, tanto as cepas de S.
mutans quanto C. albicans apresentaram reducdo na formacdo do biofilme. A
capacidade de reducdo do biofilme neste caso pode ter sido inibida por algum
composto quimico ndo conhecido do derivado vegetal de Pelargonium graveolens
testados neste trabalho, pois a estrutura que favorece a aderéncia (no caso de C.
albicans) nao foi inibida.

Quanto aos efeitos do derivado vegetal de P. graveolens sobre a formacgéo do
tubo germinativo, nota-se efeitos semelhantes sobre o crescimento das células, mas
nao ha alteracdes sobre a formacao do tubo germinativo. A diminuicdo esperada do
tubo germinativo seria um resultado que permitiria um entendimento da diminuicé&o
da viruléncia destas cepas, fator este que ndo ocorreu. Assim, a passagem da forma
leveduriforme para a forma filamentosa (o0 qual o tubo germinativo estd associado)
continuou ocorrendo e, portanto, ndo interferindo na capacidade de viruléncia destas
células. As hifas sdo as estruturas responsaveis pela aderéncia no tecido na qual
causam o0 processo infeccioso, sendo o tubo germinativo a fase inicial dessa
transicdo. Assim, conforme citado por Kato et al., (2013) a incapacidade de alterar a
producdo do tubo germinativo corrobora com a capacidade de viruléncia dessas
células.

No trabalho publicado por Drumond e colaboradores (2004), o emprego de
vegetais do género Pelargonium é citado, e, inclusive é citado um medicamento
amplamente conhecido que tem em sua composi¢cdo malva, quinosol e tirotricina. Os
resultados apresentados no trabalho citado relatam efeitos bactericidas dos
componentes quinosol e tirotricina e o uso do produto (Malvatricim) também possui

eficacia sobre microrganismos bucais. Entretanto, sabe-se que o produto disponivel
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no mercado € proveniente de uma extracdo via etandlica (tintura) e que o derivado
vegetal utilizado neste presente trabalho é obtido via extracdo aquosa, 0 que
consequentemente leva a extracdo de diferentes substancias quimicas durante a
extracdo dos derivados vegetais. Toti-Rodrigues (2008) também encontrou acdo
antifungica do Malvatricin® frente a leveduras do género Candida. As variacdes
entre os resultados podem ser sugeridas por algumas diferencas entre os produtos,
uma vez que o provavel principio ativo antifingico deste estudo seja o quinosol, que
ja foi relatado na literatura ter acdo antifungica (MEDICAL DICTIONARY, 2010).
Varios estudos sobre a atividade antimicrobiana e antifingica in vitro de
derivados vegetais estdo sendo publicados, mas na maioria dos casos, as
metodologias empregadas e os métodos de extracdo dos derivados vegetais sdo
diferentes. Os resultados apresentados neste trabalho, apesar de que sao ainda
pouco conclusivos, podem indicar uma ag¢do antimicrobiana que podera ser melhor

explicada em estudos futuros.

7 CONCLUSOES

A analise da capacidade acidogénica e do consumo de glicose nos volumes
10, 50 e 100 pL do derivado vegetal de P. graveolens ndo sao eficazes no
tratamento de S. mutans, portanto, ndo apresentaram efeito antimicrobiano.

A analise do consumo de glicose nos volumes de 10, 50 e 100 yL do derivado
vegetal de P. graveolens para C. albicans, também n&o apresentaram efeito
antifangico.

A analise do halo de inibicdo para a cepa de S. mutans apresentou efeito
inibitério nos volumes de 4, 8, 16 e 32 uL do derivado vegetal P. graveolens contra
cepas de S. mutans. Ja para C. albicans, as concentra¢cdes que obtiveram melhor
resultado de inibicao, foram 16 e 32 pL do derivado vegetal de P. graveolens.

N&o houve inibicdo da formagé&o do tubo germinativo pelo derivado vegetal P.
graveolens em C. albicans, porém, ndo € possivel relacionar, neste caso, a

producédo do tubo germinativo com inibicdo da formacéo do biofilme de C. albicans.
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A formagdo do biofilme em S. mutans foi inibida pelo derivado vegetal de
Pelargonium graveolens na concentragcdo analisada, podendo afirmar a atividade
antimicrobiana contra 0 microrganismo.

Apesar dos resultados apresentados neste trabalho serem bastante
promissores, ha ainda a necessidade de mais estudos envolvendo os derivados
vegetais de P. graveolens visando investigar sua ag¢do sobre as espécies de

microrganismos aqui analisadas.
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