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RESUMO

Uma das primeiras técnicas medicinais para o tratamento de doencas foi
0 emprego do uso de plantas medicinais no tratamento de doencas. O guaco &
utilizado popularmente como broncodilatador, como expectorante, contra
ulceras e infegdes por micro-organismos. Neste trabalho avaliou-se a atividade
antimicrobiana do guaco contra cepas de Candida albicans e de Streptococcus
mutans. Foi preparada uma suspensao de S. mutans e outra C. albicans (CEC
1291) contendo 108 UFC/mL. C. albicans foi semeada em Agar Sabouraud
dextrose (SBA) e incubada a 37°C por 24 horas. JA o S.mutans foi semeado
em Agar triptona de soja (TSA) e incubado a 37°C por 24 horas. Em ambos
micro-organismos a formacéo do biofilme foi realizada em placa de poliestireno
e em laminula circular. A andlise do consumo de glicose foi realizada utilizando
método enzimético. Os ensaios de disco difusdo foram realizados seguindo as
normas do Clinical and Laboratory Standards Institute M2-A8. A analise da
capacidade do acidogénica do S. mutans foi realizada avaliando o pH. Para a
cepa de C.albicans nao se observou efeito inibitério na reducao da formacgéo do
biofilme, porém houve uma diminuicdo na quantidade de levedura formada,
quanto ao consumo de glicose por este, também ndo apresentou efeito. Os
testes de disco difusdo para C.albicans também ndo apresentaram atividade
antifngica. Ja& para a bactéria S.mutans houve redugdo na formacdo do
biofilme formado, porém utilizando a avaliacdo do pH e do consumo de glicose
como paradmetro de viabilidade n&o foi possivel inferir a atividade
antimicrobiana do derivado vegetal nos volumes testados. Com esse estudo foi
possivel sugerir gue o guaco pode ter efeito antimicrobiano contra as cepas de
S.mutans nao presentes em biofilme. Ja para as cepas de C.albicans néo
apresentou atividade fungicida, porém na formacédo do tubo germinativo ele

mostrou-se reduzindo quantidade de levedura formada.

Palavras chaves: Fitoterapia, Biofilme, Carie.



ABSTRACT

One of the first techniques for the medicinal treatment of diseases has been the
use of use of medicinal herbs in the treatment of diseases. The guaco is
popularly used as a bronchodilator, expectorant, against ulcers, infections by
microorganisms . In this paper we evaluate the antimicrobial activity of guaco
against strains of Candida albicans and Streptococcus mutans. A suspension
was prepared from S. mutans and C. albicans (CEC 1291) containing 106 CFU
/ mL. C. albicans was grown on Sabouraud dextrose agar (SBA) and incubated
at 37 ° C for 24 hours. S. mutans strains were seeded in Tryptone Soy Agar
(TSA) and incubated at 37 ° C for 24 hours. In both micro-organisms in biofilm
formation was carried out in polystyrene plate and circular coverslip. The
analysis of glucose consumption was performed using enzymatic methods. The
disk diffusion tests were performed following the standards of the Clinical and
Laboratory Standards Institute M2 - A8. The analysis of the ability of S.
acidogenic mutans was performed by evaluating the pH. For the strain of C.
albicans no inhibitory effect on the reduction of biofilm formation was observed,
but there was a decrease in the amount of yeast formed, as the consumption of
glucose by this also had no effect. The disk diffusion testing for C. albicans did
not show antifungal activity. As for the S. mutans bacteria decreased in biofilm
formed , however using the evaluation of pH and glucose consumption as
viability parameter was not determined the antimicrobial activity of the tested
plant derived volumes. With this study we can suggest that guaco may have
antimicrobial effect against S. mutans strains not present in the biofilm. As for
the strains of C. albicans showed no fungicidal activity, but in the formation of
germ tube it showed up reducing the amount of yeast formed.

Keywords: Phytotherapy, Biofilm, Carie.
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1. INTRODUCAO

As infeccbes bucais podem ser causadas tanto por micro-organismos
invasores ou externos, quanto por micro-organismos que fazem parte da microbiota
normal. Tais infeccbes podem tanto acometer os tecidos duros (biofilme dental),
guanto os tecidos moles da cavidade bucal.

Biofilme dental € uma col6nia microbiolégica organizada e contida em uma
matriz extracelular polimérica, produzida pelos proprios micro-organismos. Sob
algumas condicdes (por exemplo, alto nivel de consumo de carboidratos), alteracdes
dos parametros bioquimicos e microbiolégicos podem alterar a composicdo do
biofilme, facilitando o aumento da proporcéao de espécies patogénicas, provocando a
transformacdo do biofilme saudavel em biofilme patogénico. O Streptococcus
mutans e o0 Streptococcus sobrinus, sdo as bactérias mais representativas neste
processo (ANDRE, et al. 2011).

O acumulo de Streptococcus mutans € um dos maiores estimulos ao
desenvolvimento do biofilme cariogénico, sintetizando glucanos a partir de
carboidratos, produzindo &cidos que proporcionam a queda do pH, possibilitando
assim, a desmineralizacéo dos tecidos dentais (CARVALHO, et al. 2009).

A adequada remocao do biofilme reduz a proliferacdo de bactérias que podem
desencadear o processo da carie (ANDRE, et al. 2011). As células que constituem
os biofilmes possuem caracteristicas fenotipicas diferentes das células em
suspensao (por exemplo, um aumento na resisténcia aos antimicrobianos).

Ainda ndo se descobriu nada tdo vantajoso e eficaz para se remover o
biofilme e minimizar a ocorréncia de cérie, do que o atrito, ou seja, a escovacao e a
utilizacéo de fio ou fita dental da forma correta, porém 0s enxaguatorios bucais vem
como uma segunda opc¢do para auxiliar aquelas pessoas que tenham alguma
limitacdo, por exemplo, pacientes acamados, deficientes fisicos ou mentais, entre
outros.

Atualmente, entre os diversos agentes quimicos utilizados no combate e na
remocgdo do biofilme cariogénico ou periodonto-patogénico, o mais utilizado é o
gluconato de clorexidina pela sua eficacia nesse tratamento. E um detergente

cationico, da classe das biguanidas, disponivel nas formas de acetato, hidrocloreto e
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digluconato, sendo este ultimo o sal mais empregado em férmulas e produtos
(FREIRES, et al., 2010).

No entanto, este produto apresenta efeitos colaterais como manchas,
desequilibrio da microbiota ou alteracdo de paladar, entre outros.

Ja a Candida albicans tem sido apontada como um dos principais fatores
patogénico de infecgOes orais de tecidos moles, inclusive com formacéo de biofilme.
Tem sido identificada como patogénica em casos de candidose bucal, e
especialmente relacionada a imunossupressdo. Trata-se de um agente etioldgico
fungico que faz parte da microbiota do trato gastrointestinal e genital, e demais
superficies do corpo humano.

As alteracdes sofridas pela microbiota ou por imunodepressdo do paciente
causam o desequilibrio na relacdo hospedeiro-parasita, possibilitando a invasao de
micro-organismo nos tecidos do hospedeiro, surgindo, assim, as infeccdes
conhecidas como candidiases e, pelo fato de fazerem parte da microbiota do ser
humano, podem entrar em contato “com dispositivos implantados”, tais como
préteses, tubos endotraqueais e varios tipos de cateteres, facilitando a formacéo de
uma comunidade microbiana altamente estruturada que s&o envolvidos por uma
matriz extracelular, denominada de biofilme (DOUGLAS, 2002).

O biofilme de Candida albicans resulta da sua capacidade adesiva ao
material e formacdo de uma camada basal de células confluentes que se dividem e
produzem hifas, em forma de compartimentos. Estas células sdo responsaveis pela
liberacdo de uma matriz extracelular estavel de substancias poliméricas (DOUGLAS,
2002).

O tratamento desta patologia consiste na tentativa de solucionar ou diminuir a
causa da imunossupressado e ao mesmo tempo a utilizacdo de farmacos a base de
nistatina, anfotericina e fluconazol.

Segundo Pinheiro et al. (2012), os produtos naturais (fitoterapicos) vém sendo
pesquisados com maior intensidade nos ultimos anos, devido a sua baixa toxidade e
maior biocompatibilidade, além de precos mais acessiveis aos USUérios

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) vem estimulando o aproveitamento
do potencial fitoterapico pelo setor farmacéutico.

Segundo o Ministério da Saude, a adocdo da Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares no Sistema Unico de Sadde (SUS), abriu as portas

de acesso ao conhecimento a infinidade de plantas medicinais brasileiras e o seu
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emprego adequado na prevencdo a saude. Este programa visa integrar o
conhecimento popular com o conhecimento cientifico, através de um programa
conhecido pela sigla PPPM (Programa de Pesquisas de Plantas Medicinais)
(BRASIL/MS, 2006).

Este apoio dado pelo Ministério da Saude viabiliza o desenvolvimento por
pesquisadores brasileiros do emprego da fitoterapia de base cientifica, podendo-se
extrair da infinidade de plantas do nosso pais mais opcdes de tratamentos a saude,
haja vista que a flora brasileira é riquissima.

O Ministério da Saude assegura que € correta a premissa de nao se
subestimar a sabedoria popular sobre o uso de plantas, mas deve ser repassada
para a populacdo apds a confirmacdo de que sua acdo é verdadeira, seus efeitos
sdo efetivos e seu uso € seguro. Ademais, € uma iniciativa sabia, a partir do
momento em que viabiliza a formacao de novos técnicos e pesquisadores dos mais
diversos niveis nas éareas de boténica, farmacologia experimental, quimica,
farmacognosia, farmacotécnica e fitotecnia, essencial para o sucesso desta politica
gue idealiza o projeto “Farmacia Viva” (BRASIL/MS, 2006).

Entre as plantas, que j& séo cultivadas em hortas urbanas, encontra-se a
Mikania glomerata, citada pelo Ministério da Saude como uma alternativa de ampla
utilizac@o por milhares de familias brasileiras que conhecem seus efeitos, atraves da
sua preparacdo e consumo. Segundo a instituicdo o uso de plantas medicinais é
uma das iniciativas mais relevantes desta ultima década, resgatando o valor que
lhes sdo dados desde tempos remotos. A acédo de estimulo do Sistema Unico de
Saude disciplinou o uso da fitoterapia sob bases cientificas.

A Mikania glomerata € uma planta da familia Asteracea, genericamente
conhecida como “guaco” pela populagdo em geral, sendo, desde longa data,
utilizada como adjuvante no combate a tosse, asma e bronquite e foi incluida entre
as plantas que compdem a edicdo pioneira da Farmacopeia Brasileira, em 1929
(DIAS DA SILVA, 1929).

Diante do exposto, a coleta de dados cientificos que permitam a aquisi¢do de
dados referentes ao comportamento do S. mutans e da C. albicans frente ao
tratamento com o derivado vegetal obtido da M. glomerata ird permitir uma
consideravel contribuicdo no que diz respeito ao uso (ou ndo) deste vegetal na

clinica odontoldgica/caseira.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Lesdes Orais:

Podemos dividir estas lesdes em dois tipos, lesdes orais de tecidos duros e lesdes

orais de tecidos moles.

2.1.1 Lesdes orais de tecidos duros:

Estas sdo causadas por micro-organismos invasores que se instalam na
mucosa oral. Os mais prejudiciais a saude bucal, sdo os Streptococus mutans e
Streptococcus sobrinus, principalmente na formacdo de biofilme patogénico e

consequentemente da carie.

2.1.1.1 Carie: conceito

A carie dental é a doenca com maior prevaléncia no mundo, sendo
transmitida aos primeiros anos de vida, representando um dos maiores problemas
de salude publica em alguns paises. E identificada em todas as populacdes do
mundo e se néo for tratada, tende a destruir os tecidos duros do dente (esmalte e
dentina), resultando em perdas de elementos dentarios (GALRAO, et al., 2012).

A lesdo cariosa € um processo anormal. O homem primitivo, que vivia em
condi¢cdes excepcionalmente naturais, ndo desenvolvia lesbes que pudessem ser
consideradas cariogénicas. Segundo o autor, a biodiversidade no ambito da qual o
homem vivia, mantinha um equilibrio fisico-quimico de forma natural mesmo estando
presentes todos os elementos que favorecessem o desenvolvimento de carie(LIMA,
2007).

Segundo o parecer do mesmo autor, ndo é facil entender o equilibrio
proporcionado por essa biodiversidade. Se fosse realizado um estudo experimental,
seria possivel identificar a influéncia de um elemento ou de uma substancia em certo
momento a fim de se obter uma resposta isolada sobre a formacéo de uma leséo,
mas sem se conseguir uma resposta que correspondesse a tao grande

biodiversidade e as variagfes alimentares dos individuos.
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Todavia, o ser humano ja ndo vive somente da natureza e, ao adotar novos
padroes alimentares, especialmente os alimentos industrializados, no qual se deu
origem ao desequilibrio da biodiversidade bucal, possibilitando o desenvolvimento
de lesbes na estrutura dentaria chamadas de ‘caries’ dentarias (LIMA, 2007).

A carie j4 foi conceituada como uma simples cavidade nos dentes.
Atualmente, os profissionais a compreendem como um problema maior e mais
complexo, ao qual se dispensam cuidados especificos para o combate de tais
lesbes. O conceito e etiologia da lesdo dentaria foram estabelecidos universalmente
desde o século XX na qual Fitzgerald e Keyes, (1960) conceituavam como uma
doenca infecciosa, transmissivel e que pode levar a desmineralizacdo das estruturas
dentérias.

Outros estudos como os de Andreolli e Lara (2004) corroboram o conceito
supra, acrescentando que, nas ultimas décadas, o avanco de conhecimentos no
setor de odontologia permitiu uma nova visdo sobre a promoc¢édo da saude bucal, a
partir do reconhecimento de alguns importantes aspectos das lesdes cariosas:

¢ S&0 de natureza infecciosa;

e S&0 multifatoriais;

e H& uma dindmica dos processos saude-doenca que envolve a cérie;

e Compreendem-se os fendbmenos de des-remineralizagdo que ocorrem de

forma permanente na boca,

e Comprova-se que ha eficacia no uso de compostos fluoretados para a

prevencao e cura;

« E necessario que haja um diagnéstico precoce da atividade cariogénica;

¢ O trabalho do odontdlogo atual ndo focaliza a lesdo e sim a doenca.

Ao considerar as lesbes como uma doenca multifatorial, a odontologia
reconhece que a sua origem pode estar relacionada a diferentes fatores, tais como
os habitos de higienizagdo bucal, as caracteristicas da saliva, a microbiota bucal,
hébitos alimentares, entre outros.

Andreolli e Lara (2004) relatam que doencas infecciosas bucais podem
acarretar infeccbes sistémicas. Portanto, jA se compreende que, ao contrario da
tradicional crenca de que as doencas bucais restringem-se a cavidade bucal, ha um

sistema dinamico relacionado a salde como um todo.
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Em relagdo a microbiologia, as lesbes cariosas sdo inter-relacionadas a
estrutura do biofilme dental. Trata-se de uma estrutura complexa, que envolve
diversos micro-organismos, tais como o Streptococcus sobrinus e o Streptococcus
mutan que por sua vez, colonizam a superficie dos elementos dentarios apos a
erupcéo dos mesmos na cavidade bucal (MATTOS-GRANER, 2010).

Muitas sdo as evidéncias que apontam para a interferéncia destas espécies
bacterianas na colonizacdo por espécies bucais patogénicas envolvidas na
cariogénese e doenca periodontal. Cepas destas espécies podem tornar-se
patogénicas quando atingem a corrente sanguinea e causam bacteremia (MATTOS-
GRANER, 2010).

As bactérias aderem-se as superficies dentarias através de uma pelicula
acelular adquirida, que é constituida por proteinas e glicoproteinas originadas da
saliva e fluido gengival. Na colonizag&o inicial ocorre o aumento da quantidade e da
diversidade microbiana levando a formacdo e acumulo do biofilme dental, sendo
este o fator etiologico determinante da céarie dentaria e da maioria das doencas
bucais (CARVALHO, et al. 2009).

Dentre os microrganimsos cariogénicos destaca-se o0 Streptococcus mutans,
uma espécie de bactérias Gram-positivas com morfologia de coco, pertencentes ao
género Streptococcus, do grupo A de Lancefild. A acédo de trés glicosiltransferases
(GTF), ou seja, a GTF-l, a GTF-S e a GTF-SI, pela habilidade na producdo de
polissacarideos extracelulares derivados da sacarose, aumentaram o potencial
patogénico desta bactéria.

Cada um dos GTFs possui uma caracteristica: a GTF-I, codificada pelo gene
gtf B, tem capacidade de produzir o glucano insolivel em &agua, denominado
mutano; a GTF-S, que é um produto do gene gtf-D, sintetiza outro produto similar ao
dextrano, sendo, na maioria das vezes, hidrossoluvel e, a GTF-SI, codificada por gtf-
C, produz uma mistura de glucano soluvel e insoluvel em agua (CANETTIERI, 2006).

Quando as células bacterianas aderem a superficie dos dentes ocorre o inicio
de uma lesdo cariosa, um processo que vem sendo pesquisado com maior
profundidade e caracterizado como uma destruicdo localizada do tecido dentario
(LANDUCCI, 2003).

A aderéncia e o acumulo de microrganismos séo facilitados pelos glucanos

produzidos por S. mutans, permitindo a formacao de uma matriz extracelular levando
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a uma resisténcia a forcas mecanicas de remocao presentes no hospedeiro.
(CANETTIERI, 2006).

2.1.1.2 O Streptococcus mutans na formacgé&o do biofilme

Embora existam tratamentos modernos, as lesdes cariogénicas continuam
sendo um dos maiores problemas da Saude Publica Bucal, um processo que tem
merecido a atencado de diversos estudiosos e é descrito por diferentes autores como
uma destruicdo localizada do tecido dentario por acidos, particularmente o acido
latico, produzido através da fermentagdo de carboidratos por microrganismos
presentes no biofilme bacteriano (LANDUCCI, et al., 2003).

Neste sentido, Garcia et al. (2009) esclarecem que a formacdo da carie
necessita de cinco fatores: A saliva, a microbiota da cavidade oral, a dieta alimentar
(rica em carboidratos), o estado imunoldgico e o tempo. A interatividade desses
cinco elementos cria a condi¢céo ideal para que a cérie se forme.

De acordo com 0s mesmos autores, no caso dos testes bacteriol6gicos para a
avaliacdo de riscos de caries e prevencdo das mesmas, a contagem de
Lactobacillus e de Streptococos mutans da saliva sdo as técnicas mais indicadas.
Todavia, no Brasil ndo h& divulgacdo de testes salivares e bacteriol6gicos em
laboratérios de andlises clinicas, ndo havendo, pois, o estimulo a inclusdo dos
mesmos na rotina laboratorial para atender a demanda odontolégica.

Carvalho et al. (2009) esclarece como se forma o biofilme bacteriano.
Segundo ele a aderéncia das bactérias as superficies dentarias inicia-se através de
uma pelicula acelular adquirida, constituida por proteinas e glicoproteinas oriundas
da saliva e do fluido gengival. Apds a colonizacdo inicial de bactérias, ocorre o
aumento da quantidade e da diversidade microbiana possibilitando a formacéo e o
acumulo do biofilme dental, fator etiologico determinante da céarie dentaria e da
maioria das doengas bucais. Um dos fatores primordiais ao desenvolvimento do
biofilme cariogénico é o acumulo de estreptococos que leva a producdo de &cidos,
proporcionando a queda do pH e o aumento da possibilidade de desmineralizagéo
dos tecidos dentais.

Outro aspecto relevante € que Streptococus mutans e Lactobacillus spp., sdo

os dois grupos bacterianos (espécies odontopatogénicas) mais importantes na
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producdo do &cido latico e, atuando conjuntamente ou de forma isolada, s&o
causadores das céries dentarias de superficie lisa devido a sua capacidade de
aderéncia, crescimento e de colonizacdo, além de sintetizar os polissacarideos
extracelulares e produzir acidos na superficie dental (FUKUSHIMA et al., 1988, apud
LANDUCCI, et al., 2003; GARCIA, et al., 2009).

Contudo, Marinho e Araujo (2007) advertem que esta constatacdo nao aponta
as referidas bactérias como Unicas causas da carie, embora afirmem que sao
responsaveis por grande parte das mesmas. Assim a possibilidade de ocorréncia de
biofilme sem que haja doenca, significando que este ndo esteja dominado pelos
organismos odontopatogénicos.

No entanto, sem esta adesdo de bactérias, ndo ocorrem carie. Portanto, a
higiene bucal € uma das mais importantes formas de se prevenirem as lesdes
cariosas, seja principalmente por métodos mecéanicos, ou secundariamente por
métodos quimicos, na reducdo ou erradicacdo do biofilme dental. Tais meios
preventivos podem minimizar tanto o surgimento quanto a severidade da cérie e
demais doencas periodontais (LANDUCCI, 2003).

Uma higiene bucal adequada, dieta com menor concentracdo de carboidratos
e ingestdo de alimentos com baixa cariogenicidade, além de secrecdo salivar
mantida dentro de parametros fisiolégicos, contribuem para uma baixa adesao da
placa bacteriana sobre a superficie dentaria e, consequentemente, reducdo da
patologia carie (ANDREOLLI; LARA, 2004).

Neste sentido, a profilaxia basica para o controle da doenca € um dos meios
mais eficazes do autocuidado bucal, com escovacdo e limpeza com fio dental de
forma adequada e frequente e com orientacédo dietética adequada por profissionais
de odontologia.

O Streptococcus mutans vem sendo identificado como a mais importante
espécie bacteriana envolvida na carie dentaria e, com frequéncia, € isolado de
dentes humanos. Um dos principais habitat naturais conhecidos desta bactéria é a
superficie dentaria, pois ndo é encontrada na cavidade bucal antes da erupcdo dos
dentes, bastando uma Unica cepa do micro-organismo para colonizar um hospedeiro
(CANETTIERI, 2006).
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2.1.2 Lesdes orais de tecidos moles:

Estas sdo principalmente causadas por micro-organismos pertencentes a
nossa microbiota. Entre as mais agressivas podemos citar a Candidiase, causada
pela Candida albicans, este processo infeccioso ocorre especialmente em pessoas

com imunodeficiéncia.

2.1.2.1 Candida albicans nas inflamac¢des orais:

Segundo Cardoso (2004), a candidiase oral € mais comum em pessoas
idosas que usam proteses dentarias. Em estudos realizados na Dinamarca, ficou
demonstrado que, aproximadamente 60% dos individuos com mais de 60 anos, que
apresentam placas dentarias sofriam de estomatites dentarias, associadas a
candidiase oral.

A Candida albicans apresenta um grande potencial de aderéncia as células
epiteliais, sendo este o seu principal fator de viruléncia.

Este fungo é oportunista e manifesta-se de forma infecciosa, principalmente
em individuos imunocomprometidos. Além disso, é encontrado na estomatite por
prétese e outras patologias bucais. Os métodos quimicos atuam como coadjuvantes
no controle e prevenc¢ao da candidose (MATOS, 2009).

A Candida albicans é considerada uma das leveduras mais patogénicas para
o ser humano, causando um grande numero de infec¢cdes oportunistas que em
doentes imunocomprometidos podem ser fatais. Esta levedura é um organismo
comensal, estando presente no ser humano sem causar infec¢des, coexistindo com
o hospedeiro. Pode colonizar o trato intestinal, oral, vaginal, respiratério, urinario,
sanguineo, etc. Contudo, num paciente imunocomprometido, esta levedura pode
causar sérias infec¢cdes nas mucosas, que incluem candidiases vaginais e infec¢des
orais ou sistémicas (CARDOSO, 2004).

Os fungos do género tornam-se patolégicos quando encontram um ambiente
favoravel ao seu desenvolvimento. Um exemplo é a presenca de imunodepressao
do hospedeiro e estresse. Contudo, apontam-se trés provaveis fatores dos quais
depende a evidéncia clinica ou ndo de infeccdo: o estado imunologico do
hospedeiro, 0 meio ambiente da mucosa bucal e a resisténcia da Candida albicans.

Segundo Mangueira et al (2010) candidose oral pode ser considerada a lesao mais
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moles na cavidade bucal. Os micro-organismos existentes ali

podem se desenvolver em qualquer superficie da mucosa (MANGUEIRA, et al,

2010).

Tipos de leséo

Aspectos clinicos

Pseudomembranosa

Placas brancas e aderentes sobre a mucosa, destacaveis,
deixando leito sangrante. Ocorrem principalmente em mucosa
jugal, orofaringe e porcéo lateral do dorso da lingua.
Raramente dolorosa

Atrofica aguda

Eritema local ou difuso, doloroso. Areas de despapilacéo e
desqueratinizacdo em dorso da lingua, deixando-a dolorosa,
edemaciada e eritematosa

Atrofica crbnica

Eritema difuso com superficie aveludada, associada a forma
pseudomembranosa ou como queilite angular

Hiperplasica

Infeccdo cronica, aspecto leucoplasico, ndo destacavel em

mucosa jugal, palato e lingua

As lesdes sao

Quadro 1. Aspectos clinicos da Candida albicans
(FONTE: Constantino; Miziara, 2008)

esbranquicadas, em forma de placas ou nddulos, consisténcia

variavel, e suas bordas podem se apresentar eritematosas, com quadro de dores ou

ardéncia, ou mesmo

assintomaticas. O tratamento e controle das afec¢des sdo por

alcalinizacdo do pH bucal e uso de medicacdes antifingicas.

Veja na Figura 1 a seguir, a manifestacdo de um tipo de leséo por Candida

albicans.

(FONTE: Mangueira, DFB., 2010, p.70)
Figura 1. Candidose oral
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2.2 Possiveis tratamentos de doencgas bucais

Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) mostram que 80% da
populacdo dos paises em desenvolvimento utiliza praticas tradicionais na atencao
priméria, e desse total, 85% usa plantas medicinais ou preparacdes destas. A
utilizacé@o de fitoterapia com fins profilaticos, curativos, paliativos ou para finalidades
de diagnostico ja é reconhecida desde 1978 pela OMS (BRASIL/MS, 2001).

O Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos determina, na
Diretriz 3, item 6, o incentivo ao desenvolvimento da implantacdo de &reas de
concentracdo relacionadas a plantas medicinais e fitoterapicos nos cursos de
pés-graduacdo (BRASIL, 2007).

De acordo com Lima (2007), n&o existem dentes que apresentem resisténcia
as caries, embora muito se faca para aumenta-la por métodos quimicos e
mecanicos. A resisténcia depende da sensibilidade do paciente e, neste sentido,
busca-se estabelecer alguma estratégia preventiva de melhor resposta ao
tratamento.

Para Marinho e Araujo (2007), atualmente, a prevencao de doencas bucais
tem sido uma prioridade da odontologia. A remocédo do biofilme € um aspecto
relevante na prevencdo e controle da doenca periodontal. Além da remocao
mecanica séo utilizados como segunda opcéo produtos antimicrobianos na forma de
enxaguatorios bucais visando a reducdo microbiana patogénica na cavidade oral.

A obtencdo de um resultado satisfatério depende do produto utilizado ter o
potencial de reduzir a adesao das bactérias a superficie lisa dental, a fim de impedir
a reproducdo dos micro-organismos.

Atualmente, como compostos enxaguatorios mais utilizados em assepsia
bucal podemos citar a clorexidina, cloreto de cetilpiridineo e triclosan, entre outros,
sendo a clorexidina, o produto mais indicado, pois age principalmente sobre
bactérias gram-positivas, além de leveduras e dermatoéfitos, conforme estudos
realizados por Marinho e Araujo (2007).

De acordo com Pinheiro (2012), a clorexidina, utilizada em diversas formulas
para o controle da evolucdo do biofilme, € um principio ativo identificado em
enxaguatorios na proporcéo de 0,12%, podendo ser também na concentracdo de

0,20%. Entretanto, seu uso diario apresenta efeitos colaterais, tais como: perda do
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paladar, manchas nos dentes, sensacao de queimacgcao na mucosa oral, manchas na
lingua, sabor amargo intenso que, para ser amenizado, devera receber substancias
adocicadas que interferem na eficacia de sua atividade.

Assim, a fitoterapia tem se evidenciado como alternativa eficiente de controle
e prevencao em diversas patologias, destacando-se o setor de odontologia como
novas experiéncias que prometem otimos resultados. A seguir, apresentam-se 0s
avancos de estudos e comprovacbes cientificas da fitoterapia como fonte de

tratamento odontolégico na producao de enxaguatorios bucais.

2.3 Fitoterapia

2.3.1 Conceito de fitoterapia de acordo com a legislagédo brasileira

Fitoterapia, um termo originado do grego (phyton = planta + therapia =
tratamento). Refere-se a utilizacdo de plantas medicinais (bioativas), ocidentais e/ou
orientais, in natura ou secas, cultivadas de forma tradicional, organica e/ou
biodinamica, podem ser apresentadas na forma de drogas vegetais ou drogas
derivadas vegetais, nas suas diferentes formas farmacéuticas, sem a utilizacdo de
substancias ativas isoladas e preparadas de acordo com experiéncias populares
tradicionais ou métodos modernos cientificos (PORTAL FITOTERAPIA, 2013).

O Brasil possui uma biodiversidade riquissima da qual detém a maior parcela
do total mundial, cerca de 20%, destacando-se espécies nobres que compdem 24%
dos biomas (BRASIL/MS, 2006).

Tais sistemas naturais sao localizados na Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata
Atlantica, Ecossistemas Costeiros e Marinhos, Pampa e Pantanal, onde se
encontram plantas nativas, endémicas, introduzidas e exéticas. As praticas
alternativas, complementares e outras ndo convencionais com vistas a prevencao de
doencas, promocao e recuperacdo da saude, como homeopatia, termalismo,
acupuntura e afins estardo sendo beneficiadas com a fitoterapia por meio do
fornecimento de matérias-primas, insumos vegetais e produtos (PORTAL
FITOTERAPIA, 2013).

Com as unides étnicas favorecidas pelas migracdes, os conhecimentos sobre

0 uso de ervas tornou-se amplamente difundido, com a introducdo de outras
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espécies trazidas pelos povos migrantes. Os conhecimentos e usos foram
transmitidos de geracdo em geracdo, com aprimoramento cada vez maior,
representando também, um grande movimento do setor financeiro com preparacdes
da industria fitofarmacéutica (BRASIL/MS, 2006).

Os medicamentos fitoterapicos sdo uma complexidade de misturas de
compostos quimicos que podem causar diferentes reagbes antagbnicas ou
sinérgicas com outras medicacfes e, havendo muitas reacdes desconhecidas, ha
necessidade de pesquisas mais profundas sobre a sua interacdo com outros
produtos medicamentosos.

Entretanto, faz-se necessario observar determinados cuidados no uso de
plantas medicinais, pois, mesmo sendo indicadas como medicamentos que
contribuem para a saude do homem, se utilizadas indiscriminadamente, séo
prejudiciais, causando intoxicacdes e outros efeitos indesejaveis. Ademais, muitas
espécies destas plantas nascem aleatoriamente em terrenos onde se utilizam
agrotoxicos ou que podem estar contaminados por micro-organismos naturais do
solo ou da agua, devido ao descarte indevido de residuos urbanos (MARINHO E
ARAUJO, 2007).

Segundo Carvalho et al. (2009), os estudos sobre os extratos fitoterapicos
buscam comprovar os seus efeitos como antimicrobianos que possam contribuir nos
tratamentos preventivos de doencgas bucais, notadamente as que se relacionam ao
biofilme dental, sem agredir o organismo humano. Os micro-organismos do género
Streptococcus sdo o alvo de pesquisas atuais, com experimentos realizados a partir

de diversos principios ativos.

2.3.2 Mikania glomerata

Mikania glomerata, cujo nome popular € “guaco”, € uma planta trepadeira sub-
lenhosa, de grande porte, perene. E uma espécie da familia Asteraceae, planta
nativa da Regido Sul do Brasil, mas que vem sendo cultivada em diversas outras

regides nacionais, devido as suas conhecidas propriedades medicinais (FIGURA 2).
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Figura 2. Mikania glomerata in natura (Guaco)

(FONTE: http://www.tuasaude.com/guaco/. Acesso em Setembro de 2013)

As flores sdo hermafroditas, reunidas em nimero de quatro capitulos, iguais
entre si, de papus branco e corola tubulosa, de cor branco-creme; capitulos
agrupados em ramos espiciformes congestos, ou em glomérulos.

As flores exalam um perfume intenso e caracteristico que pode ser
percebido a distancia, em especial apos a chuva. Por ser melifera, atrai as abelhas.
Quando maceradas, as folhas desprendem um aroma agradavel, semelhante ao da
baunilha.

Podemos citar como os principais constituintes o 6leo essencial (diterpenos:
constituidos por acido isobutiriloxi-caurenoico e levepol, acido kaurendico, engenol,
cineol, acido cinamiol, acido grandiflorico e estigurasterol); esterois, cumarinas livres
(substancias responsaveis pelo odor caracteristico da planta fresca) e tracos de
saponina. Contém ainda taninos, resinas e flavonoides (NOLLA, et al., 2005).

Soares et al. (2006) acrescentam mais alguns dados de substancias
isoladas aos constituintes do guaco: cumarian (1,2-benzopirano), acido kaurendico,
friedelina, lupeol e siringaldeido, acido cinamolglandifléroco, estgmasterol; entre
estes, destacam-se a cumarina e o acido kaurenoico (este ultimo, possivelmente
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com a propriedade de inibir o crescimento do Staphylococcus aureus e Candida
albicans, necessitando estudos mais profundos a respeito). E possivel também que
o acido kaurenoico e o acido cinamolgrandiflérico, possam exercer a atividade
antibiotica.

Na etnofarmacologia cita-se 0 seu uso (em decocc¢do) para gargarejos e
bochechos em inflamagfes bucais e garganta. Sua tintura € utilizada em aplicacées
locais por compressas ou friccbes nas partes do corpo afetadas pelas dores
reumaticas, nevralgias ou traumatismo. Citam-se também o0s seus efeitos
antiprotozoarios (parasitas), anticandida, na leishmaniose e diarreias.

No ambito cientifico ja& foi provado que o guaco apresenta propriedades
medicinais expectorantes e broncodilatadoras, sendo indicado no combate a tosse,
asma, bronquite, rouquidao e outros sintomas associados a gripes e resfriados.

Na sabedoria popular, a Mikania glomerata também € conhecida como erva
de serpentes e cip6-catinga.

Entre os indigenas as folhas eram utilizadas para a méa digestédo, dores de
cabeca e dores lombares. Na regido Sul do Brasil, a Mikania glomerata €
tradicionalmente utilizada pela medicina popular. Suas folhas séo indicadas pela sua
acao tbnica, depurativa, febrifuga, estimulante do apetite e antigripal.

Popularmente ela é usada para tratar reumatismo, infeccfes intestinais e
cicatrizar ferimentos. A planta ndo apresenta principios toxicos comprovados,
entretanto, deve ser usada com cautela, evitando-se todo tipo de excesso. Para o
uso em criancas, é recomendavel sempre a metade da dose indicada para os
adultos (FITO SAUDE, 2013).

Tipos de Guaco — segundo Vera Lucia Garcia Rehder, da Divisdo de
Microbiologia da Unicamp, os dois tipos de Mikania spp. ou guaco (Mikania
glomerata e Mikania laevigata), embora tenham aparéncia fisica semelhante,

possuem composic¢des quimicas diferenciadas.
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2.3.3 Breve histérico do uso medicamentoso da Mikania glomerata

O uso medicamentoso do guaco € muito antigo. O relato mais antigo € sobre
0 meédico medieval Fracastoro em sua obra "Sifilide ou morbo galico" publicada em
1530, na qual ele releva os efeitos do guaco, descoberto poucas décadas antes na
América do Sul e considerada como um milagre na cura da sifilis (REDETEC, 2002).

Em 1870, chegou a ser criado um produto preparado com hastes e folhas da
planta - era o Opodeldo de Guaco que durante décadas foi considerado um “santo
remédio” contra bronquite, tosse e reumatismo. ”

Desde 1929, as suas propriedades foram oficializadas na Farmacopeia
Brasileira.

Ja em 1942, a primeira farmacopeia (guia de plantas medicinais) brasileira,
escrita por Pio Correa, recomendava a erva para chas e xaropes expectorantes,
gracas a sua riqueza em cumarina. Agora, descobre-se que as propriedades
fitoterapicas dessa erva nativa da Mata Atlantica vdo muito além do seu uso popular,
em pesquisas coordenadas por Vera Lucia Garcia Rehder, no Centro Pluridisciplinar
de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA) da Universidade Estadual
de Campinas (Unicamp), na qual foram comprovados os efeitos do guaco contra
diversas doencas (J. DE FLORES, 2013).

Entre os diversos extratos testados pela Unicamp, o extrato do guaco foi o
gue melhores resultados apresentou. Recomenda-se cuidado em seu uso por
pessoas hemofilicas, haja vista que um dos compostos da planta pode alterar a
coagulacdo do sangue, causando hemorragias. Mesmo para quem nao sofre da
doenca, é recomendado evitar o seu uso prolongado.

Estes dados publicados pelo Jornal da Unicamp revelam que os experimentos
cientificos sobre a referida planta ja vém sendo realizados ha mais de uma década
no Brasil, comprovando a eficacia de sua acdo em diversas patologias, além da sua
conhecida eficacia sobre o trato respiratério.

Mais estudos estdo sendo feitos sobre o efeito da Mikania glomerata contra
outras neoplasias, tais como na prostata, ovarios, rins e coélon, porém ainda néo se
comprovou sua nao toxidade sobre as células saudaveis.

Atualmente, cultiva-se a planta comercialmente, em especial no Parana. A

prépria pesquisa da Unicamp iniciou-se com foco agricola, visando o
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desenvolvimento de um sistema de cultivo que evitasse o extrativismo predatorio
(JORNAL UNICAMP, 2002).

Seu poder de acéo € relevante, em especial como analgésico, antisséptico e
anti-inflamatorio, acdo diurética e contra os efeitos de picadas de insetos. Portanto,
sua validade medicamentosa € indicada comprovadamente para esses sintomas em
programas fitoterapicos de saude publica.

Devido as propriedades terapéuticas atribuidas a esta espécie de planta, o
xarope de Guaco foi incluido no elenco de referéncia de medicamentos e insumos
complementares para a assisténcia farmacéutica na atencdo basica em saude,
conforme anexo Il da Portaria No. 3.237 de 24 de dezembro de 2007 (BRASIL,
2007).

A mesma indicacdo deste xarope encontra-se também incluida no Formulario
de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira da ANVISA (BRASIL/ANVISA, 2011).

Dessa forma, os medicamentos a base de guaco vém sendo utilizados em
larga escala na rede de saude publica, através da implantacdo de programas de
fitoterapia em varios municipios nos estados brasileiro, tais como, Rio de Janeiro,
Para, Sado Paulo, Goids, Amapa, Ceara, entre outros Estados que abrangem o
territério nacional de Norte a Sul (BRASIL/MS, 2006).

O herborista Maximo Ghirello, de Campinas, que incorpora principios da
medicina chinesa ao seu trabalho, indica o cha de guaco como tratamento
preventivo. Segundo o pesquisador, o chda, ingerido no outono, durante dez dias,
tonifica e ativa os pulmdes e os prepara para o inverno, periodo em que estes

orgaos sdo mais sensiveis (REDETEC, 2002).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo verificar a acdo antimicrobiana,
antiaderente e antiacidurica da Mikania glomerata sobre o Streptococcus mutans e
Candida albicans.

3.2 Objetivos Especificos

» Avaliar “in vitro” o consumo de glicose e acidogenia durante o crescimento de
S. mutans na presenca e auséncia do derivado vegetal de Mikania glomerata

» Investigar a atividade antimicrobiana do derivado vegetal (D.V.) de Mikania
glomerata sobre o crescimento do biofilme de Streptococcus mutans e
Candida albicans.

» Investigar a capacidade inibitéria do extrato de Mikania glomerata na

formacéo do tubo germinativo da Candida albicans.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Aquisicao do derivado vegetal
O derivado vegetal foi cedido pela professora Dra. Elizabeth Uber Bucek,
do curso de engenharia ambiental, da Universidade de Uberaba - Laborat6rio de

Farmacobotanica.

4.2 Streptococcus mutans

Para o estudo foi utilizada a cepa ATCC 25175 de Streptococcus mutans,
adquirida da Fundacao André Toselho. A bactéria foi armazenada no laboratorio de
microbiologia da UNIUBE, a temperatura de -20°C em uma solucdo de 40% de
glicerol (v/v). Para o cultivo e a avaliagdo da pureza de S. mutans foi utilizado o meio
de cultura liquido TSB (Trypticase Soy Broth), preparado de acordo com as
instrucdes do préprio fabricante. O meio TSB € um meio ndo seletivo onde crescem
diversas bactérias. O meio € rico em triptona e peptona, fonte de carboidratos,
proteinas e lipidios e a reacédo de 4.0% de solucdo aquosa tem pH final de 7.3 + 0.2
a 25°C. Para os testes de crescimento da bactéria na presenca diferente fonte de
carbono foi empregado o meio completo, descrito por Dhasper e Reynolds (1991).

Os materiais, os meios de cultura e as fontes de acucar utilizadas durante o
experimento, foram esterilizados em autoclave vertical a 121°C durante 20 minutos.
O microrganismo foi cultivado na estufa a 37° C em atmosfera microaerofilica 20%
COs2. A inoculagéo Streptococcus mutans aos meios foi realizada em uma camara de
fluxo laminar.

Apos descongelar a bactéria (ATCC 25175) em temperatura ambiente na
camara foi realizado um primeiro repique onde um pré-inéculo de 200 pL da bactéria
foi inoculada em um tubo tipo falcon estéril contendo 5mL TSB e cultivado a 37° por
12 horas em atmosfera de ar 20% CO2. Um segundo repique foi realizado apos as
12 horas retirando 100puL do tubo (1° repique) e inoculando em 10 mL de TSB. Apés
12 horas de cultivo a turbidez inicial de S. mutans foi padronizada em um
espectrofotdbmetro, ajustando inicialmente a bactéria em 10%® UFC/mL. A
padronizacao foi realizada utilizando o comprimento de onda 600 nm ajustando a
turbidez a 0,5 (Asoo nm = 0,5), antes de iniciar os experimentos.
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4.2.1 Crescimento do biofilme de Streptococcus mutans em placa de
poliestireno

Apos a turbidez das células bacterianas ter sido ajustada para Asco = 0,5, foi
adicionado 1 mL de meio liqguido TSB suplementado com 50 mmol de sacarose
(concentracdo final) em cada poco de uma placa estéril de 24 pocos (Corning
Costar® 3524, flat bottom), seguido da inoculacdo de 50 pL da bactéria (10°
UFC/mL) em cada poco. O crescimento do biofilme nas paredes das microplacas foi
observado apds 12 horas de incubacéo a 37° C a 20% CO2. O meio de cultura foi
desprezado e os pocos lavados 03 vezes com solucdo de PBS (phosphate buffer
saline) estéril.

4.2.2 Tratamento do Biofilme de Streptococcus mutans

Apos o crescimento do biofilme e lavagem com PBS os poc¢os da placa de
poliestireno foram preparados para o tratamento do biofilme. Foram utilizados seis
(06) grupos de estudo:

e Grupo A controle tratado com clorexidina (Periogard® s/ Alcool) foi
adicionado 950 pL de TSB e 50 yL de Periogard-Colgate (Clorexidina);

e Grupo B sem tratamento: adicionado 1000 pL de TSB;

e Grupo C tratado com DV: adicionado 990 pL de TSB e 10 pL do D.V. de

Mikania glomerata (GUACO);

e Grupo D tratado com DV: adicionado 950 puL de TSB e 50 pL do D.V. de

Mikania glomerata (GUACO);

e Grupo E tratado com DV: adicionado 900 pL de TSB e 100 pL do D.V. de

Mikania glomerata (GUACO);

e Grupo F sem tratamento: Adicionado 900 pL de TSB e 100 pL de agua

A placa foi incubada por intervalos subsequentes de 1 hora (60, 120, 180 e

240 minutos) em estufa a 37° 20% COx.
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4.2.3 Avaliagdo do pH do meio de cultivo durante o crescimento de
Streptococcus mutans

As medidas do pH foram realizadas nos pocos apés a incubacdo de 60
minutos em estufa a 37° 20% CO: e a placa foi novamente incubada por 120, 180
minutos e 240 minutos. O pH do meio dos seis grupos de estudo foram avaliados
(atividade metabdlica dos biofilmes) a cada 60 minutos com a coleta simultanea de
1000 pL das aliquotas para posterior verificagdo do consumo de carboidrato durante
0 crescimento da bactéria. As aliquotas foram acondicionadas em eppendorfs e

congeladas a -20° C.

4.2.4 Avaliacao do consumo de glicose do meio pelo biofilme de Streptococcus

mutans

O consumo de glicose de Streptococcus mutans, foi analisado pés a formacéo
do biofilme em amostras coletadas em funcdo do tempo, por um periodo de 240
minutos apOs o tratamento com D.V. de Mikania glomerata e clorexidina. As
amostras coletadas apo6s o tratamento do biofiime com o DV da planta, para a
verificacdo do pH, foram submetidas a analise bioquimica da glicose (Kit Biotécnica)
no meio liquido TSB. As aliquotas foram descongeladas na temperatura ambiente
(T.A.) e centrifugadas (Microcentrifuga NT 805 Nova Técnica) antes dos ensaios
bioquimicos. O experimento foi realizado em triplicada. A avaliacdo quantitativa da
glicose no meio de cultivo durante os diferentes tempo (60, 120, 180,240 minutos)
do crescimento da bactéria foi avaliado quantitativamente pelo método enzimético
(Kit  Biotecnica ref.1000800) utilizando um  espectrofotbmetro  (T60UV
Spectrofotometer) no comprimento de onda de 505 nm. O célculo de concentracao
das amostras foi realizado através do fator de calibracdo usando como referencia a

concentracéo de 100 mg/dL do padrédo dosado em triplicata pelo método enzimatico.
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4.2.5 Acdo inibitéria do crescimento de Streptococcus mutans - disco de
difuséo

Para avaliar a atividade antibacteriana do extrato de Mikania glomerata, testes
de sensibilidade antibacteriana in vitro, foi utilizada técnica de difusdo no meio TSA —
técnica do disco (BAUER et al., 1966).

Discos de papel de filtro qualitativo com 6 mm de diametro foram identificados
e 4 pL do reagente tween 1%, veiculo usado na impregnacdo dos discos, foi
adicionado aos discos. Os discos de papel foram autoclavados a temperatura de 121
°C por 20 minutos, em seguida o derivado vegetal de M. glomerata, filtrado em filtro
estéril de 0,22 pm, foi adicionado aos discos de antibiograma esterilizados. Os

discos identificados foram tratados para realizacédo do antibiograma:

e Disco 1 - Controle discos de papel, sem tratamento.

e Disco 2 - Tratamento com DV, adicionado com 02 uL D.V. de M. glomerata.

e Disco 3 - Tratamento com tween, adicionado com 4 pL de tween 0,1%.

e Disco 4 — Controle tratamento com clorexidina - adicionado com 4 uL de
clorexidina.

e Disco 5 - Tratamento com DV, adicionado com 04 pL D.V. de M. glomerata.

e Disco 6 — Tratamento com DV, adicionado com 08 pL D.V. de M. glomerata.

e Disco 7 — Tratamento com DV, adicionado com 16 pL D.V. de M. glomerata.

e Disco 8 — Tratamento com DV, adicionado com 32 pL D.V. de M. glomerata.

Os procedimentos foram realizados com micropipetas e ponteiras estéreis
dentro da camara de fluxo laminar. Foi realizado o controle do disco sem adi¢cao do
reagente tween.

Os discos contendo solucdo de clorexidina e o disco com tween sem
tratamento foram utilizados como controle. O microrganismo padronizado (108 UFC)
foi repicado nas placas com os meios: Agar Triptona de Soja (TSA) para o
antibiograma de S. mutans. A bactéria foi incorporada no meio de cultura com a
utilizacdo de swabs, em camada uniforme através de estrias cruzadas. Os discos
foram colocados sobre o Agar e as placas incubadas em estufa a 37°C -20% de CO2

por 24 horas. Apdés o crescimento bacteriano, as placas foram fotografadas e os
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halos de inibicdo medidos com paquimetro e uma média a partir de triplicatas foram
determinados.

Cada solucdo estoque: de clorexidina (controle positivo), Mikania glomerata
(extrato), solucdo Tween® 0,1% (surfactante) foram previamente autoclavadas e/ou

filtradas em filtro estéril de 0,22 micras antes de serem incorporadas nos discos de

papel.

4.2.6 Acao do derivado vegetal sobre a formacgé&o do biofilme de Streptococcus

mutans

A cultura da cepa ATCC 25175 de Streptococcus mutans apos ajuste da
turbidez (Asoonm=0,5) foi utilizada para o crescimento do biofilme. Para analisar o
efeito do d.v. de M. glomerata sobre o crescimento do biofilme, foi preparado
previamente uma solucdo em triplicata com 2850 uL de TSB suplementado com 50
mM de sacarose (concentracdo final) incorporada com 100uL de bactéria (108
UFC/mL). Para a geracao do biofilme foi transferido 100 pL da solugdo preparada
previamente e incorporado nos poc¢os da placa de poliestireno, laminulas de vidro
(borosilicato) e incubada a 37° em atmosfera de ar suplementado com 20% CO:
durante 1 hora com constante agitacdo. Em seguida foram incorporado 150 pL do
D.V. de M. glomerata (filtrado em filtro estéril 0,22 micras) ao meio e no poco
controle foi incorporado 150 pL de clorexidina. A placa foi incubada a 37° em
atmosfera de ar suplementado com 20% CO:2 durante 2horas e 3 horas. As
laminulas de vidro foram examinadas sucessivamente no periodo de 1h, 2horas e 3
horas de incubacdo. O controle foi o meio TSB suplementado preparado
previamente. Apos cada periodo (1h, 2h, e 3h) as placas de vidro foram retiradas e 0
biofilme foi lavado 03 vezes 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) e a imagens examinadas em
microscopio de luz (ZEISS, Scope. Al). O experimento foi realizado

simultaneamente em triplicata. Como apresentado a seguir:
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4.3 Candida albicans

A cepa de Candida albicans CEC 1291 foi cedida 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. Apds o descongelamento da cepa de Candida albicans
foi semeada em Agar Sabouraud dextrose (Difco, Detroit, MI, USA) e incubada a
37°C por 48 h. Apos a Incubacéo, colbnias foram transferidas para 20 mL um meio
liquido de cultivo de Infusdo de cérebro e coracédo (BHI) por 16 h.

A padronizacdo em 108 UFC/mL de Candida albicans apés o cultivo em BHI
foi realizada através de um espectrofotbmetro a 530 nm, ajustando a absorbéancia

para 0,680 antes dos experimentos.

4.3.1 Formacéao do biofilme de Candida albicans em placas de poliestireno

Uma solucédo do meio de cultura foi preparada previamente (equivalente a 1
mL de meio BHI suplementado com 1,5% de glicose e 5 yL de suspensdo de
levedura 106 UFC/mL) antes da adicdo aos pocos da placa. Para a realizacdo dos
ensaios foram utilizadas placas para cultura celular de 24 pocos e colocados em
cada poco da placa 250 pL de soro bovino fetal (SBF), incubado a 37° C overnight.
Apoés incubacdo foi adicionado nos 06 pocos da placa 1 mL da suspensdo de
leveduras anteriormente preparada do meio liquido BHI suplementado com glicose e
incubado a 37° C overnight.

O crescimento do biofilme de C. albicans foi observado apo6s este periodo, o
meio de cultura desprezado e 0s pocos submetidos a um processo de lavagem com

solucéo de PBS, sendo realizadas trés lavagens consecutivas nos pocos da placa.

4.3.2 Avaliagdo do consumo de glicose durante o crescimento de Candida

albicans

Para a determinacdo do consumo de glicose pelo fungo apds o tratamento,

foram utilizados 06 grupos de estudo:
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e Grupo A controle tratamento com clorexidina foi adicionado 950 pL de BHI
estéril e 50 pL de Periogard-Colgate® s/ Alcool (clorexidina).

e Grupo B controle do meio de cultura foi adicionado 1000 pL de BHI estéril

e Grupo C - tratamento com DV foi adicionado 990 pL de BHI estéril e 10 pL do
D.V. de Mikania glomerata (GUACO).

e Grupo D - tratamento com DV foi adicionado 950 uL de BHI estéril e 50 uL do
D.V. de Mikania glomerata (GUACO).

e Grupo E - tratamento com DV foi adicionado 900 pL de BHI estéril e 100 pL
do D.V. de Mikania glomerata (GUACO).

e Grupo F controle do meio de cultura foi adicionado 900 uL de BHI estéril e

100 pL de agua.

Os pocos foram lavados por enxague com PBS 03 vezes e acrescentado 1
mL do meio BHI nos respectivos grupos e a placa encubada por 01 hora em estufa a
37° em atmosfera de ar. Decorrido esse tempo aliqguota de 100 pL do meio de
cultura dos 6 pocos foi coletada para posterior dosagem bioquimica da glicose. A
placa foi novamente incubada por 2 horas, 3 horas e 4 horas com a coleta sucessiva
de aliquota para analise do consumo de carboidrato, sendo ao final da retirada de
todos os meios de cultivo foram 2 triplicatas. As aliquotas do cultivo coletadas em
diferentes intervalos de tempo foram congeladas em eppendorf para serem
avaliadas posteriormente. O carboidrato glicose consumido durante o crescimento
de Candida albicans foi avaliado quantitativamente pelo método enziméatico Kit da
Biotécnica no Espectrofotdmetro (T60UV Spectrofotometer). As aliquotas foram
descongeladas na temperatura ambiente (T.A.) e centrifugadas (Microcentrifuga NT

Nova Tecnica) antes dos ensaios bioquimicos.

4.3.3 Acao inibitéria do derivado vegetal de Mikania glomerata sobre
crescimento de Candida albicans — disco de difuséo

Para avaliar a atividade antifungica do derivado vegetal de Mikania glomerata,
testes de sensibilidade antifingica in vitro, foi utilizada técnica de difusdo em Agar
Sabouraud — técnica do disco (BAUER et al., 1966).
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Discos de papel de filtro qualitativo com 6 mm de diametro foram identificados

e 4uL do reagente tween 1%, veiculo usado na impregnacdo dos discos, foi
adicionado nos discos. Os discos de papel foram autoclavados a temperatura de 121
°C por 20 minutos em seguida o derivado vegetal de M. glomerata, filtrado em filtro
estéril de 0,22 microns, foi adicionado aos discos de antibiograma esterilizados. Os
discos identificados foram tratados para realizagéo do antibiograma:

e Disco 1 - Controle discos de papel, sem tratamento.

e Disco 2 - Tratamento com DV, adicionado com 2 pL D.V. de M. glomerata.

e Disco 3 - Tratamento com tween, adicionado com 4 pL de tween 0,1%.

e Disco 4 — Controle tratamento com clorexidina - adicionado com 4 uL de

clorexidina.

e Disco 5 - Tratamento com DV, adicionado com 4 pL D.V. de M. glomerata.

e Disco 6 — Tratamento com DV, adicionado com 8 pL D.V. de M. glomerata.

e Disco 7 — Tratamento com DV, adicionado com 16 pL D.V. de M. glomerata.

e Disco 8 — Tratamento com DV, adicionado com 32 pL D.V. de M. glomerata.

Depois de tratados como descrito anteriormente, os discos foram colocados
sobre as placas onde foi realizado o teste de inibicdo de crescimento (determinacao
do halo de inibicdo) das cepas de C. albicans.

O cultivo da C.albicans ocorreu a 37°C. Apo6s o cultivo, os halos de inibicdo
formados foram mensurados por Paquimetro e uma média a partir de triplicatas foi
determinada.

Cada solucdo estoque: de clorexidina (controle positivo), Mikania glomerata
(extrato), solucdo Tween® 0,1% (surfactante) foram previamente autoclavadas e/ou

filtradas em filtro estéril de 0,22 um antes de serem incorporadas nos discos de
papel.

4.3.4 Acédo do derivado vegetal sobre a formacédo do biofilme de Candida

albicans

A suspensdo de levedura a 1x108 UFC/mL foi utilizada para o crescimento do
biofilme. Para analisar o efeito do D.V. de M. glomerata sobre o crescimento do
biofilme de Candida albicans, foi preparado previamente uma solugdo em triplicata
com 2850 pL do meio BHI suplementado com 150 pL de glicose 0,1 M
(concentracéo final) incorporado com 150uL do fungo (108 UFC/mL). Conforme
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descrito por Paulino e colaboradores (2006) para a geracdo do biofilme foi
incorporado, aos pocos da placa de poliestireno, laminulas de vidro (borosilicato) e
transferido 100 pL da solucdo com o meio BHI preparada previamente e incubada a
37° durante 1 hora. Em seguida foram incorporado 100 puL do d.v. de M. glomerata
(filtrado em filtro estéril 0,22 micras) ao meio e incubada a 37° durante 2horas e 3
horas.

As laminulas de vidro foram examinadas sucessivamente durante o periodo
de 1 hora, 2 horas e 3 horas de incubacéo. Apos cada periodo as placas de vidro
foram retiradas e o biofilme foi lavado trés vezes 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) e a imagens
examinadas em microscopio optico (ZIEZZ. Scope Al). O experimento foi realizado

simultaneamente em triplicata.

4.3.5 Formacdao do tubo germinativo de Candida albicans.

O efeito do derivado vegetal de M. glomerata sobre a formacdo de tubos
germinativos de C.albicans foi realizado ap6s o cultivo do fungo em BHI e a
padronizagdo da turbidez equivalendo a concentracdo de 10° em UFC/mL utilizando
suspensao de levedura em SFB (Soro Fetal Bovino). No poco de uma placa de
poliestireno foi colocado 100 puL de SFB, adicionado de 100 pL do derivado vegetal
bruto de Guaco. Foram adicionados 100 pL da suspensédo de Candida albicans em
cada poco e incubada a 37°C durante 3 horas, com agitacdo suave. O efeito do
sumo de Mikania glomerata sobre a formacédo do tubo germinativo foi observado
através de microscopio de luz (ZIESS. Scope Al). Foi utilizados o SFB como
controle negativo sem o sumo da planta e o SFB com Fluconazol como controle

positivo.

4.3.6 Andlise estatistica.

Os dados foram apresentados como média de medidas em triplicata
provenientes de trés ensaios independentes. T-student foi empregada para analisar
a diferenca estatistica. Foram considerados estatisticamente significantes valores de
p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliacdo do pH do meio de cultivo durante o crescimento de
Streptococcus mutans

A capacidade acidogénica do biofilme de S. mutans ndo apresentou efeito
bactericida ap6s o tratamento com o DV. E possivel observar que em todos os
grupos testados, com excecdo do controle positivo utilizando a clorexidina, houve a
diminuicdo do pH, inferindo assim a viabilidade do biofilme, como apresentado no

grafico 1.
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Gréfico 1. Variagcdo de pH do meio TSB com biofiime de S.mutans ao longo de 4 horas de
experimento. As diferencas estatisticas foram analisadas comparando-se 0s grupos experimentais
com o grupo CTR-. Clorexidina(p=0,0257); DV10uL (p=0,04896), DV50 pL (p=0,9485) e DV100 pL
(p=0,8911), Agua 100 pL (p=0,9860)

5.2 Avaliacdo do consumo de glicose do Streptococcus mutans do biofilme

Colaborando com a avaliacdo de pH, na analise do consumo de glicose do
biofilme de S.mutans observou-se que o tratamento com DV nado apresentou eficacia
bactericida, haja vista que em todos os volumes testados, houve o consumo de

glicose indicando a viabilidade do biofilme, como apresentado no grafico 2.
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Gréfico 2. Consumo de glicose do biofilme de S.mutans ao longo de 4 horas de experimento. As
diferencas estatisticas foram analisadas comparando-se 0s grupos experimentais com o grupo CTR-.
Clorexidina(p=0,0113); DV10puL (p=0,9290), DV50 UL (p=0,9453) e DV100 L (p=0,9067), Agua 100
uL (p=0,5180)

5.3 Avaliagdo do consumo de glicose da Candida albicans do biofilme

Na avaliacdo do consumo de glicose do biofilme de C.albicans, foi possivel
observar que todos os volumes testados apresentaram consumo ao longo do
experimento quando comparados ao controle positivo com clorexidina que né&o

houve nenhuma diminuicdo. Pode-se inferir assim a néo eficacia antimicrobiana do
DV.

250

200 -4 Clorexidina

—
Sy
(=]
g
()
a -~ CTR-
% 1504 - DV 10 pL
° -©- DV 50 pL
«T 1004
< DV 100 pL
% 504 -+ Agua 100pl
o
S o
© 0 1 2 3 4 5
Tempo(horas)

Gréfico 3. Consumo de glicose do biofilme de C.albicans ao longo de 4 horas de experimento. As
diferencas estatisticas foram analisadas comparando-se 0s grupos experimentais com o grupo CTR.
Clorexidina(p=0,6041); DV10uL (p=0,9407), DV50 uL (p=0,7829) e DV100 uL (p=0,6845), Agua 100
pL (p=0,6116)
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5.4 Acéo inibitéria do derivado vegetal de Mikania glomerata sobre

crescimento de Candida albicans e Streptococcus mutans — disco de difusdo

Para analise do halo de inibicdo do DV sobre o S.mutans foram testados os
seguintes volumes de DV: 2, 4, 8,16 e 32 pL, impregnados a discos de papel
previamente esterilizados. Nenhum dos volumes do DV apresentou halo de inibicdo
conforme apresentado na quadro 2.

Para a cepa de C.albicans nenhum dos volumes do DV (2, 4, 8,16 e 32 pL)

apresentaram halo de inibicdo como apresentado no quadro 3.

Discos | mm do halo
0,00
0,00
0,00
2.00
0,00
0,00
0,00
0,00

o N o g A Wl N e

Quadro 2. Controle negativo; 22|l extrato M. glomerata, 3Tween 0.1%; “Clorexidina; 5 ©
78Diferentes concentragfes do extrato de M. glomerata.Valores resultantes de uma média de uma

triplicata

Discos mm do
halo
0,00
0,00
0,00
1,30
0,00
0,00
0,00
0,00

o Nl o g B W M| P

Quadro 3. 1Controle negativo; 22uL extrato M. glomerata, Tween 0.1%; “Clorexidina;
56.78Diferentes concentracdes do extrato de M. glomerata Valores resultantes de uma média de uma

triplicata
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Figura 3. Halos de inibicdo das cepas de S. mutans e C. albicans.

5.5 Acdo do derivado vegetal sobre a formacdo do biofilme de Candida

albicans e S.mutans

Para analisar a acdo do derivado vegetal de M. glomerata sobre cepas de C.
albicans e S.mutans 150 pL de derivado vegetal (para o grupo experimental), e de
clorexidina (para o grupo controle) foram misturadas ao indculo (2850 uL de BHI),
tanto das cepas de C. albicans quanto para as cepas de S.mutans. Apds 1 hora de
incubacédo foram transferidos para de 24 pocos contendo laminulas de vidro circular.
Apos 1,2 e 3 horas de incubacéo as laminulas foram retiradas, lavadas com PBS e
coradas com Cristal Violeta, e observadas ao microscopio com aumento de 40x
(optovaria de 2,5x).

Pode-se observar que, para as cepas de C.albicans ndo houve inibicdo da
formacao do biofilme, em acordo com os dados apresentados anteriormente. J& para
as cepas de S.mutans foi possivel observar que o DV apresentou uma reducdo na
formacao do biofilme, podendo inferir uma possivel acdo antimicrobiana do DV como

apresentado nos quadros 4 e 5.



Horas

Clorexidina

CTR -

Guaco

1° Hora

2°Hora

3°Hora

Quadro 4. Analise qualitativa da formacgé&o do biofilme da C.albicans

Horas

Clorexidina

CTR -

Guaco

1° Hora

2°Hora

3°Hora

Quadro 5. Analise qualitativa da formacéo do biofilme do S.mutans.
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5.6 Formagéo do tubo germinativo de Candida albicans.

Para a andlise do efeito do derivado vegetal de M. glomerata sobre a
formacdo do tubo germinativo, foi utilizado uma suspensao de leveduras em SFB,
previamente tratadas com o derivado vegetal de M. glomerata (150 pL).

Apés incubacdo adequada as células tratadas com DV, controle, e fluconazol
foram microscopicamente analisados, na qual foi possivel observar que o DV néo
apresentou acao inibitéria sobre a formacdo do tubo germinativo, porém parece

ocorrer uma redugéo na quantidade de leveduras por campo.

Fluconazol CTR - Guaco

Quadro 6. Analise qualitativa da formacgéo de tubo germinativo de cepas tratadas com o DV.
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6. DISCUSSAO

De acordo com os resultados apresentados anteriormente, a queda do pH em
uma cultura de Streptococcus mutans indica a atividade metabdlica das células ali
presentes, visto a sua capacidade de metabolizacdo e producdo de acidos
organicos, fazendo com o que houvesse diminuicdo do pH (PAULINO et al, 2003).
Com base nos dados nota-se que ndo houve eficacia antimicrobiana frente a
exposicao do derivado vegetal.

Frente aos dados expostos anteriormente sobre o consumo de glicose da
cepa de S.mutans e C.albicans, observa-se que em todos os volumes testados, nao
houve efetividade da ac&o do DV, visto que houve consumo de glicose em todos 0s
grupos de cultivo do biofilme.

Yatsuda et al (2005) realizou testes com fracées hexanicas de M. glomerata
na qual observou inibicdo na aderéncia a superficies de vidro, e reducdo da
susceptibilidade. Em comparacdo com 0 nosso estudo, pode-se inferir essas
diferencias devido ao tipo de preparacdo dos materiais vegetais. No estudo de
Yatsuda et al (2005), as frac6es foram fracdes hexéanicas, jA& em nosso trabalho,
foram fragbes aquosas, 0 que interfere em relacdo ao principio ativo da planta
apresentar mais afinidade quimica por um e nao pelo outro.

A andlise do consumo de glicose tem sido uma promissora ferramenta para a
avaliacdo da viabilidade de células em meio liquido, ou formando biofilme haja vista
que células viaveis tém metabolismo ativo, e consequentemente consumo de
carboidratos para o funcionamento dos processos metabdlicos.

A determinacdo do halo de inibicdo do derivado vegetal aquoso ocorreu
através da técnica de disco difusdo conforme metodologia descrita pelo Clinical and
Laboratory Standadards Institute — CLSI (2003) documento M2-A8.

De acordo com os resultados apresentados, ndo houve atividade inibitoria do
crescimento sobre cepas de S.mutans e as cepas de C.albicans, em colaboracéo
com os dados de avaliacdo de pH, e consumo de glicose que também né&o
apresentaram inativacao microbiana.

A formacao de biofilme por bactérias e fungo € um dos principais fatores de
viruléncia para a ocorréncia de infeccdes. Nos resultados apresentados
anteriormente, o DV mostrou-se eficiente no combate a cepas de S.mutans
reduzindo a formacg&o do biofilme, uma vez que essas células estavam em meio

liquido, fato ndo ocorrente no biofilme ja formado, como observado nas analises de
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pH e consumo de glicose, visto que as cepas quando constituindo o biofilme
apresentam uma resisténcia maior em até mil vezes do que cepas em suspensao.

Fato esse que nao ocorreu para as cepas de C. albicans que nao
apresentaram alteragdes no crescimento.

Essa inibicdo da capacidade de formacéo do biofilme de S.mutans vem como
um grande advento visto que em produtos de origem vegetal ainda ndo ha descricdo
de cepas resistentes.

A formacdo do tubo germinativo em C.albicans é um importante fator de
viruléncia que lhe confere a fase de transicdo para a forma filamentosa (ALVARES
et al, 2007).

Nos resultados apresentados anteriormente, € possivel observar que ndo ha a
inibicdo da formacao do tubo germinativo nas cepas de C.albicans. Esse resultado
esta em acordo com o apresentado anteriormente que, a nao inibicdo da formacéo
do biofilme, e a existéncia desta estrutura podendo inferir sua capacidade de
aderéncia a tecidos e superficies abidticas. Porém uma reducdo do numero de

células é visivel, sugerindo possivel inibicdo da cepa quando em meio liquido.
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7. CONCLUSAO

Segundo os resultados do consumo de glicose, e andlise de pH, pode-se
concluir que o derivado vegetal ndo apresentou atividade antimicrobiana contra o
biofilme ja formado para a cepa de S.mutans e C.albicans.

Através da avaliacdo da capacidade inibitoria utilizando a técnica de disco-
difusdo, observou-se que o0s volumes testados, nao apresentaram atividade
antimicrobiana para a cepa de S.mutans e C.albicans.

O derivado vegetal foi ineficaz contra a formacdo do tubo germinativo da
C.albicans, porém apresentou uma inibicdo do numero de células.

Pode-se concluir que o derivado vegetal ndo apresentou efetividade contra a
formacao do biofilme da C.albicans. Porém para a cepa de S.mutans, observou-se

reducado na formacéo do biofilme.
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