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RESUMO

A terapéutica medicamentosa das afecgdes bucais ocorre pelo emprego de substincias
com atividade antimicrobiana, anti-inflamatdria e/ ou antifingica; o nimero crescente
de cepas resistentes a terapéutica convencional estimula a busca por substancias
bioativas, tornando os fitoterapicos promissores agentes no tratamento das afeccoes
bucais, como a carie dental, a doenga periodontal e as mucosites. Com reconhecida
atividade antirreumatica, anti-inflamatoéria e cicatrizante pelas comunidades tradicionais
(quilombolas), o baru tem sido pesquisado e os experimentos cientificos corroboram
com a aplicabilidade terapéutica em que a Dipteryx alata vem sendo submetida. Com a
intencdo de investigar uma possivel utilizacdo dos extratos das folhas da D. alata na
terapéutica das afec¢des bucais, esse trabalho propos metodologia em duas fases. A
primeira fase teve como objetivo realizar levantamento sistematico da literatura sobre a
utilizacao de plantas medicinais para o tratamento de afeccdes bucais, reunindo artigos
de pesquisa experimental e/ ou revisdo de literatura, com textos completos e gratuitos
das bases PubMed, LILACS, SciELO e ScienceDirect publicados em inglés ou
portugués, revisados aos pares, no periodo de 2018 a 2022, utilizando como palavras-
chave: Plantas medicinais, Fitoterapia e Odontologia. Foram identificados 216
trabalhos; pelos critérios de elegibilidade, foram excluidos 192 artigos (58 trabalhos
duplicados, 97 nao se tratava de pesquisa experimental e/ou revisao de literatura e 38
trabalhos descartados ap6s leitura do titulo e resumo por ndo fornecerem dados sobre o
grupo de comparagdo), resultando na amostra final de 24 artigos. Segundo as
publicagdes analisadas, varias plantas medicinais apresentam atividade antimicrobiana,
anti-inflamatoria e antifingica frente aos principais microrganismos orais € algumas das
substancias citadas podem ser empregadas como antisséptico. A efetividade dos
fitoterapicos foi comprovada, com superioridade terapéutica em relacdo aos
medicamentos alopaticos, sendo uma opgao viavel no tratamento e controle de afec¢des
bucais. A segunda fase objetivou o screening quimico dos extratos das folhas da D.
alata Vogel, andlise toxicoldgica e atividade antimicrobiana frente a microbiota oral,
avaliando trés extratos hidroetanolicos obtidos por Ultrassom assistida (extrato bruto
ultrassom - UCE) e aparato Soxhlet (extrato bruto Soxhlet - SCE e extrato etanolico
Soxhlet - SEE). A analise fitoquimica identificou a presenca de flavonoides, taninos,
fitoesterois e saponinas em todos os extratos; alcaloides foram identificados no SCE e
SEE. Na cromatografia LC-DAD foram identificados acido cafeico, rutina, quercetina,
luteolina e kampferol e na andlise por GC-MS, campesterol, estigmasterol e -sitosterol
em todos os extratos. Na analise da atividade antioxidante DPPHe ¢ ABTS*", o SEE
mostrou maior eficiéncia (ICso = 2,98 + 2,92 € 6,57 + 0,89 ng /mL, respectivamente).
No teste de toxicidade com 4. cepa, todos os extratos na concentragao de 50 pg/ml
estimularam o crescimento das raizes; a 250 pg/ml, o UCE e o SEE estimularam o
crescimento das raizes e a 750pug/ml somente o SEE inibiu o crescimento radicular. No
teste de toxicidade por A. salina, todos os extratos foram considerados ndo toxicos,
sendo identificada atividade antibacteriana frente aos microrganismos S. aureus ¢ S.
mutans, porém os extratos ndo apresentaram acao antifingica para a cepa de C. albicans.
Foi possivel identificar potencial terapéutico dos extratos analisados da D. alata para
aplicabilidade na odontologia.

Palavras-chave: Baru. Caracterizagao Quimica. Compostos Fenolicos. Antibacteriano.



ABSTRACT

Drug therapy for oral disorders occurs using substances with antimicrobial, anti-
inflammatory and/or antifungal activity; the growing number of strains resistant to
conventional therapy, stimulates the search for bioactive substances, making
phytotherapics promising agents in the treatment of oral diseases, such as dental caries,
periodontal disease and mucositis. With recognized anti-rheumatic, anti-inflammatory,
and healing activity by traditional communities (quilombolas), baru has been researched
and scientific experiments corroborate the therapeutic applicability in which Dipteryx
alata has been submitted. With the intention of investigating a possible use of extracts
from the leaves of D. alata in the treatment of oral diseases, this work proposed a two-
phase methodology. The first phase aimed to carry out a systematic survey of the literature
on the use of medicinal plants for the treatment of oral diseases, gathering experimental
research articles and/or literature review, with full and free texts from PubMed, LILACS,
SciELO and ScienceDirect, published in English or Portuguese, peer-reviewed, from
2018 to 2022, using as keywords: Medicinal plants, Phytotherapy and Dentistry. 216
works were identified; according to the eligibility criteria, 192 articles were excluded (58
duplicate works, 97 were not experimental research and/or literature review, and 38
articles were discarded after reading the title and abstract for not providing data on the
comparison group), resulting in the final sample of 24 articles. According to the
publications analyzed, several medicinal plants have antimicrobial, anti-inflammatory,
and antifungal activity against the main oral microorganisms and some of the substances
mentioned can be used as an antiseptic. The effectiveness of herbal medicines has been
proven, with therapeutic superiority in relation to allopathic medicines, being a viable
option in the treatment and control of oral diseases. The second phase aimed at the
chemical screening of extracts from the leaves of D. alata Vogel, toxicological analysis
and antimicrobial activity against oral microbiota, evaluating three hydroethanolic
extracts obtained by ultrasound assisted (Ultrasound Crude Extract - ECU) and Soxhlet
apparatus (Soxhlet Crude Extract - SCE and Soxhlet Ethanol Extract - SEE). The
phytochemical analysis identified the presence of flavonoids, tannins, phytosterols and
saponins in all extracts; alkaloids were identified in the SCE and SEE. In the LC-DAD
chromatography caffeic acid, rutin, quercetin, luteolin and kampferol were identified and
in the GC-MS analysis, campesterol, stigmasterol and B-sitosterol in all extracts. In the
analysis of DPPHe and ABTS++ antioxidant activity, SEE showed greater efficiency
(IC50 = 2.98 £ 2.92 and 6.57 + 0.89 ug/mL, respectively). In the toxicity test with A.
cepa, all extracts at a concentration of 50 pg/ml stimulated root growth; at 250 pg/ml,
UCE and SEE stimulated root growth and at 750 pg/ml only SEE inhibited root growth.
In the A. salina toxicity test, all extracts were considered non-toxic, and antibacterial
activity was identified against S. aureus and S. mutans microorganisms, however, the
extracts did not show antifungal action against the C. albicans strain. It was possible to
identify the therapeutic potential of the analyzed extracts of D. alata for applicability in
dentistry.

Keywords: Baru. Chemical Caracterization. Phenolic Compounds. Anti-bacterial.
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1 INTRODUCAO

A busca por produtos de baixo custo e aplicabilidade simples na rotina dos
profissionais de saude e pacientes fomenta a investigacdo por substancias bioativas que
apresentem poucos efeitos colaterais e elevada agdo terapéutica, necessitando, assim, de
pesquisas in vitro e/ou in vivo para a determinacgao da acdo terapéutica dos fitofdrmacos e
seus possiveis efeitos colaterais (ELANSARY et al., 2015).

O avanco do emprego da fitoterapia para controle e prevencao das afec¢des bucais
estimula pesquisas com extratos de plantas para emprego na Odontologia, com o intuito de
identificar nas plantas medicinais atividades antibacteriana, anti-inflamatéria, anti-
hemorragica e anestésica, almejando produtos que permitam a reducdo do biofilme
bacteriano, nao alterem a coloragao dental e nao acarretem no desenvolvimento de bactérias
resistentes (SILVA et al., 2020).

As plantas medicinais sdo empregadas pelos povos tradicionais, em sua grande
maioria, na forma de chés, banho ou garrafadas. Na busca em compreender o mecanismo de
acdo e aplicabilidade das plantas medicinais, pesquisadores alcangam, além da
caracterizagdo quimica das substincias presentes nas folhas de plantas, a determinagao dos
possiveis efeitos toxicos ou adversos a saide (ALELUIA et al., 2017).

As plantas medicinais apresentam, como particularidade na producdo e/ ou
armazenamento de substancias bioativas, a influéncia de fatores externos, como estresse
hidrico, radiagdo solar e ataque de pragas (SIMONETTI et al., 2016).

Com uma vegetagdo adaptada aos mais variados tipos fitofisiondmicos, o cerrado
apresenta uma biodiversidade vinculada a pluralidade dos ambientes existentes, despontando
as espécies vegetais desse bioma como fonte de matéria prima para producdo de
medicamentos e alimentos ricos em compostos quimicos essenciais para a saude e bem-estar
humano e animal (MENEZES FILHO et al., 2019).

A caracterizagdo dos compostos bioativos das plantas do cerrado ¢ de grande
relevancia para a busca de terapias alternativas que possam agrupar atributos desejaveis
como propriedades antioxidantes, antimicrobianas, anticarcinogénicas, antidegenerativas e
retardadoras de envelhecimento (BELEM et al, 2021). Este incremento pode ocorrer na
formulagdo de novos produtos, ou mesmo na ingestao in natura, uma vez que tais compostos
sdo de interesse tanto para a industria de alimentos quanto para a de farmacos e de cosméticos

(SAVI; ALUIZIO; GLIENKE, 2019).
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Conhecido também como cumbaru, cumaru, barujo, coco-feijdo, cumarurana,
emburena-brava, feijao-coco e pau-cumaru, o baru (Dipteryx alata Vogel) é um arbusto que
possui ampla utilizagdo na culinaria da regido centro-oeste do Brasil (DE OLIVEIRA et al.,
2020). O 6leo extraido de sua semente ¢ altamente insaturado, caracteristica essa proveniente
da presenca dos acidos oleico, linoleico e a- tocoferol (COCO et al., 2021).

Na medicina popular, ¢ citado por sua atividade antirreumatica e distirbios
reprodutivos, sendo indicado como regulador menstrual (SANO; BRITO; RIBEIRO, 2006).
Na farmacologia, seus constituintes apresentam potencial antioxidante natural, atuando na
manutencdo da integridade da membrana celular, participando na transferéncia atmosférica
de oxigénio, sintese de hemoglobina e divisdo celular (MARTINS et al., 2013).

O presente trabalho tem como problemas de pesquisa a necessidade de identificagao
de quais os compostos bioativos estdo presentes nos extratos das folhas da D. alata e qual a

acdo destes frente aos principais microrganismos presentes nas afec¢des bucais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Realizar a caracterizagdo quimica e avaliar a atividade bioldgica dos extratos da folha

da Dipteryx alata.

2.2 Especificos

. Determinar o perfil fotoquimico dos extratos da folha da Dipteryx alata,

. Determinar a atividade antioxidante dos extratos obtidos da folha da Dipteryx alata;
. Avaliar o potencial antimicrobiano dos extratos da folha da Dipteryx alata;

. Avaliar a potencial utilizacdo dos extratos da folha da Dipteryx alata para uso na

odontologia.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Dipteryx alata Vogel

Pertencente a familia das Fabaceae, a Dipteryx alata Vogel, popularmente conhecida
como baru, pode chegar a 10 metros de altura, apresenta folhas pequenas, esverdeada, ocorre
em mata de galeria, mata seca semidecidua, cerraddo e cerrado, estando distribuida pelos
estados do Tocantins, Maranhdo, Piaui, Ceara, Bahia, Mato Grosso, Goias, Distrito Federal,
Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e Sao Paulo (MEDEIROS, 2011), apesar da vasta
distribuicdo geografica, o baru estd ameacgado de extingdo, seja pelo avango da fronteira
agropecuaria sobre o cerrado, assim como, pela procura de sua madeira para a fabricagdo de
carvao vegetal, instalacdo de cercas (moirdes), industria moveleira e construcao civil
(CARRAZA; AVILA, 2010).

A comercializagdo do baru ¢ realizada por comunidades extrativistas e cooperativas
do setor, sendo sua sazonalidade de frutificagdo um fator limitante para o desenvolvimento
socioeconomico dessas comunidades (BRASIL, 2016). Segundo Arakaki et al. (2009), o
baru possui ampla utilizagdo na culinaria da regido centro-oeste do Brasil, além do emprego
na gastronomia local.

O ¢leo extraido de sua semente ¢ altamente insaturado devido a presenca dos acidos
oleico, linoleico e a- tocoferol em sua composicio (TAKEMOTO et al., 2001). Tais
propriedades quimicas presentes em seu 6leo o tornam objeto de estudo ndo apenas como
fonte de alimento, mas também como matéria prima nas induastrias cosmética e oleoquimica
(GARCIA et al., 2007).

Segundo Araujo et al. (2016), tanto a polpa quanto a améndoa do baru apresentam
compostos bioativos com potencial antioxidante natural. A améndoa torrada apresentou
capacidade de redu¢do da gordura abdominal em mulheres com sobrepeso e obesas, além de
melhorar os niveis de lipoproteina de alta densidade (HDL), de acordo com a pesquisa de
Souza et al. (2018).

Na farmacologia, seus constituintes atuam na manutengdo da integridade da
membrana celular, participacdo da transferéncia atmosférica de oxigénio, sintese de
hemoglobina e divisdo celular (MARTINS et al.,, 2013), tendo comprovada agdo
neutralizadora na miotoxicidade e na atividade neuromuscular na ac¢do terapéutica para o

tratamento de picadas de cobra venenosas (FERRAZ et al., 2014).
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O ¢leo extraido da améndoa do baru revelou altos niveis de tocoferois, atividade
antioxidante e acidos graxos, ganhando cada dia mais destaque e aten¢do quanto a sua

aplicabilidade, tendo como fator limitante sazonalidade do fruto (FETZER et al., 2018).

3.2 Compostos Bioativos

Objetivando a manuten¢do da integridade da planta, o metabolismo vegetal, realiza
um conjunto de reagdes quimicas que levam a producdo de compostos bioativos
denominados primarios (estrutura simples, produzidos para obteng¢do de energia e
manuten¢do celular) ou secundarios (geralmente de estrutura complexa, possuem atividades
biologicas marcantes, apresentam-se em baixas concentragdes e em determinados grupos de
plantas, provenientes dos estimulos ambientais pelos quais a planta ¢ submetida) (BERG;
LUBERT, 2008).

Os metabolitos secundarios agucam o interesse comercial pela sua atividade
farmacoldgica, sendo empregados ndo somente na industria farmacéutica, como também na
alimenticia, cosmética e agricola, a exemplo dos taninos, flavonoides, compostos fendlicos,
dentre outros (SIMOES et al., 2017).

A presenca abundante dos compostos bioativos nas plantas do cerrado estd
relacionada a fatores tipicos a que esse bioma esté sujeito, como exemplos, estresse hidrico,
alta radiacdo ultravioleta, ataques de herbivoros, infec¢des por fungos, solos pobres e grande
ocorréncia de incéndios (FRANK-DE-CARVALHO et al., 2015).

Geralmente extraidos por meio de solventes organicos, os compostos bioativos
chamam a aten¢do por manifestar atividade semelhante a dos medicamentos sintéticos,
destacando sua capacidade de combater radicais livres pela sua atividade antioxidante
(MARTINS; PETROPOULOS; FERREIRA, 2016).

Relacionados a protegdo, os compostos fenolicos nas plantas fornecem alta
resisténcia a microrganismos e pragas; constituem a classe de antioxidantes mais
abundantes, desempenhando relevante papel na inibi¢ao do risco de doengas inflamatorias,
cardiovasculares e cronico-degenerativas, como cancer e diabetes (EVERETTE et al., 2010).

Identificados em elevados teores nas frutas nativas do cerrado, os compostos
fenolicos apresentam alto peso molecular, sendo apontados como responsaveis pela

precipitagdo proteica na cavidade oral (ROCHA et al., 2011).
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Os compostos fenolicos (principalmente os taninos) sdo apontados como
responsaveis diretos pela atividade terapéutica, como anti-inflamatérios e antimicrobianos,
atividades antioxidante, quimioprevencao, citoprote¢dao, antimutagénica, antiestrogénica e
antiangiogénica, tornando as plantas do cerrado boas candidatas aos esforcos de
bioprospeccao (SUN; HEILMANN; KONIG, 2015).

Apontados como responsaveis pela inibi¢do do crescimento de bactérias cariogénicas
e da produgao dos glucanos insoluveis pela glicosiltransferase (substancia em que ocorre a
adesdo do S. mutans), os compostos fendlicos apresentam a capacidade de impedir a
formagao de biofilme dental e reduzir o pH da cavidade oral, sendo denominados, por esta
razao, como substancia anticariogénica (FERREIRA et al., 2021).

Taninos sdo substancias fenolicas soluveis em agua e apresentam a habilidade de
formar complexos insoluveis em agua com alcaloides, gelatina e outras proteinas (MELO et
al., 2010). Os taninos inicialmente foram identificados pelo seu sabor adstringente e pela sua
capacidade de precipitar proteinas. Eles sdo encontrados em muitas plantas usadas pelo
homem na forma de ervas medicinais, na alimentagdo e na fabricacao de bebidas, além de
serem muito utilizados na transformagao da pele animal em couro. Alguns pesquisadores
demonstraram que os taninos servem para proteger as plantas contra herbivoros e doengas
patogénicas (HARBONE, 2001).

Os taninos despertam o interesse para diversos estudos, principalmente entre vegetais
e herbivoros, uma vez que, ao tornarem as plantas impalataveis, afastam os predadores
naturais (PAES; MEDEIROS; LIMA, 2002). Pesquisas sobre atividade bioldgica dos taninos
evidenciaram importante acdo contra determinados microrganismos (SCALBERT et al,
2005), anti-inflamatorio e cicatrizantes (MELO et al., 2010).

Plantas ricas em taninos sdo utilizadas na medicina popular para o tratamento de
diversas doencas, tais como processos inflamatdrios em geral, diarreia, hipertensao arterial,
reumatismo, hemorragias, feridas, queimaduras, problemas estomacais, renais ¢ do sistema
urindrio (MELO et al., 2010).

As aplicagdes de drogas com taninos estdo relacionadas, principalmente, com suas
propriedades adstringentes. Por via oral exercem efeito antidiarreico e antisséptico; por via
externa impermeabilizam as camadas mais expostas da pele e mucosas, protegendo assim as
camadas subjacentes (COSTA et al., 2021). Ao precipitar proteinas, os taninos propiciam
efeito antimicrobiano e antifngico. Ademais, sdo hemostaticos e, como precipitam
alcaloides, podem servir de antidoto em casos de intoxicacdes (COSTA et al., 2021).

As propriedades antimicrobianas dos taninos sdo bem conhecidas e documentadas.
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Testes in vitro realizados com extratos ricos em taninos ou com taninos puros tém
identificado diversas atividades bioldgicas, dentre elas as a¢des bactericida e fungicida.
Diversos microrganismos sao sensiveis aos taninos, como Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumonia, Bacillus anthracis e Shigella dysenteriae, assim como o fungo
Fomes annosus (SA-FILHO et al., 2022).

Os flavonoides compdem uma classe de substancias de origem natural com extensa
diversidade estrutural, cuja sintese nao ocorre na espécie humana (ZUANAZZI,
MONTANHA, 2004). Atualmente ja foram identificadas mais de nove mil substancias
pertencentes a este grupo, sao substancias derivadas da rota metabolica dos fenilpropanoides,
que compdem um amplo grupo destes metabolitos com diversas funcdes biologicas, tais
como defesa a herbivoros, perpetuagao de espécies por atrair animais dispersantes de
sementes e protecdo contra raios ultravioletas (ZUANAZZI; MONTANHA, 2004). Também
desempenham importantes atividades farmacologicas, das quais se destacam as atividades
antioxidante, antidiabética e hipocolesterolemiante (HARBONE, 2001).

Pesquisas sugerem determinados flavonoides com ac¢do antitumoral consideravel,
podendo agir como antivirais, anti-hemorragicos, anti-inflamatorios, (MELO et al., 2010);
antioxidantes, antimicrobianos, hipocolesterolemiante e hipoglicemiante (SOARES et al.,
2017).

Presentes na maioria das plantas, porém em quantidade reduzida, os flavonois
consistem em um subgrupo de flavonoides que apresentam agdo anti-inflamatoria,
antioxidante, cardio e neuroprotetora (ARREDONDO et al., 2015). Dentre os flavondis com
atividade terapéutica, podemos citar a quercetina, que apresenta propriedade antibacteriana
seletiva e atividade comprovada frente ao S. aureus na redugao do biofilme produzido por
esse patogeno (BETTS, HORNSEY, LA RAGIONE, 2018). Flavondis como a rutina,
miricetina, kampferol e a galantina sdo de interesse da odontologia, por apresentarem
atividade anti-inflamatoria pela reducao das citocinas, indugao de osteogénese, pelo estimulo
a osteocalcina em células osteoblasticas e atividade antimicrobiana contra C. albicans

(NATSUME et al., 2021).

3.3 Atividade Antioxidante

A presenca de radicais livres tem sido correlacionada com um vasto nimero de

doengas, indicando que estas espécies ndo possuem papel etiologico na grande maioria dos
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estados patologicos, mas que influenciam diretamente nos mecanismos fisiopatoldgicos que
determinam a continuidade e as complicacdes presentes nestes processos (SHASHANK,
2020). O aumento na producdo de radicais livres pode ocorrer pelo aumento na quantidade
de oxigénio em tecidos e orgdos e pela exposi¢do das células ou individuos a certos
componentes quimicos, a radiagdo ou a inflamacao tecidual local, resultando em estresse
oxidativo, caracterizado por um desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes, no qual ocorre
predominancia de radicais livres (EL-HABIT et al., 2000).

Quando presentes no interior dos tecidos, os radicais livres podem danificar o DNA,
lipidios, proteinas e carboidratos (SOUZA et al., 2018). Contribuem em numerosas
condigdes clinicas, como infarto do miocardio, cancer, envelhecimento, alteracdes das
células sanguineas, doencas renais, hepaticas, pulmonares, intestinais, cerebrais, articulares
e oftalmologicas (catarata) (HIPKISS et al., 1997).

Devido a enorme diversidade quimica existente, em especial, entre os compostos
fendlicos, varios ensaios vém sendo desenvolvidos para avaliar a capacidade antioxidante
de diferentes amostras. Alguns determinam a habilidade dos antioxidantes para sequestrar
radicais livres gerados no meio da reagdo, outros, a eficiéncia dos antioxidantes em inibir a
peroxidagao lipidica por meio da quantificacao dos produtos da reacdo (MELO et al., 2010).

Apesar da diversidade de métodos para avaliar a atividade antioxidante, ainda ndo
existe um procedimento metodologico universal que estabeleca a necessidade de avaliar a
capacidade antioxidante por diferentes ensaios, com mecanismos de agdo diferentes
(SANCHEZ, 2014).

As metodologias mais utilizadas para determinar a atividade antioxidante de modo
pratico, rapido e sensivel sdo as que envolvem um radical croméforo, simulando as espécies
reativas de oxigénio (EROs), sendo o radical livre DPPHe (1,1-difenil-2-picrilhidrazila) um
dos mais utilizados (MELO et al., 2010).

O radical livre DPPHe ¢ um cromdéforo muito estdvel, com um pico de absor¢do no
comprimento de onda de 517 nm, apresentando solu¢do de coloragdo violeta intensa. No
momento em que o DPPHe sofre reducao pelos componentes existentes na solucao teste, a
coloragdao da solucdo original altera de violeta intensa para amarela, e o grau deste
descoramento indica a habilidade do antioxidante em sequestrar o radical livre (KEDARE;
SINGH, 2011).

Outro método utilizado é o ABTSe" (cation radical 2.2’-azinobis-3-etilbenzenolina-
6-acido sulfonico), que consiste no monitoramento do declinio do radical resultante da

oxidagdo do ABTS+" ocorrido pelo acréscimo de uma amostra contendo antioxidante. O
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ABTSe" apresenta leitura por espectrofotometria, sendo que a quantidade de
ABTS+"consumida esta diretamente relacionada com a reagdo dos antioxidantes da amostra

(SUCUPIRA et al., 2012).

3.4 Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana vem sendo estudada nas ultimas décadas devido aos
microrganismos apresentarem resisténcia aos antibioticos utilizados na terap€utica
medicamentosa. A resisténcia bacteriana aos antibioticos refere-se a capacidade de
multiplicacdo das cepas de microrganismos na presenga de concentracdes de
antimicrobianos mais elevadas do que as provenientes de doses terapéuticas habituais
(NCCLS, 2003).

Neste contexto, os compostos de origem vegetal sdo interessantes porque, além de
sua diversidade em estruturas quimicas, dificultam o desenvolvimento de resisténcia e
também produzem substancias frente a agressao de predadores, como fungos e insetos. Estas
substancias tém a propriedade de inibir o crescimento de determinados organismos, podendo
haver uma potencialidade quanto a sua acao antimicrobiana (BELSTROM et al.; 2017).

O teste de difusdao em poco ¢ um método fisico, no qual um microrganismo ¢
desafiado contra uma substancia biologicamente ativa em meio de cultura solido e relaciona
o tamanho da zona de inibicdo de crescimento do microrganismo desafiado com a
concentracdo da substancia ensaiada (OSTROSKY et al., 2008). De acordo com a dimensao
do halo, os microrganismos podem ser classificados como: sensiveis, moderadamente
sensiveis e resistentes; como controle positivo, emprega-se um quimioterdpico padrdo, e
como controle negativo o solvente utilizado para a dissolugdo dos extratos (OLIVEIRA et
al., 2017).

Amplamente empregado para testar a sensibilidade de patdégenos comuns de
crescimento rapido, aerdbios ou anaerobios facultativos, apresenta como vantagem a
avaliacdo dos resultados pela avaliagdo visual do halo, como desvantagem apresenta a
sensibilidade na preparacdo das placas e no inoculo microbiano, como também a
possibilidade de extravasamento do extrato, podendo ocasionar erros na leitura do halo
(NCCLS, 2003).

A determinagdo da Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) possibilita avaliar a

efetividade da substincia antimicrobiana, considerando uma faixa de inibigdo, avalia o
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comportamento dos microrganismos frente a concentragcdes crescentes dos compostos
antimicrobianos em culturas de meio s6lido. A menor concentragdo que inibe a multiplicagdo
dos microrganismos ¢ denominada concentracdo minima inibitéria (NCCLS, 2003). Apds
uma série de dilui¢des, as placas sdo incubadas. Quando ocorre crescimento microbiano, €
observado visualmente, sendo que as culturas em que ndo se observa este crescimento sao
transferidas em aliquotas e inoculadas em placas com meio so6lido, para assim determinar a

faixa de concentracdo entre a acdo bacteriostatica e bactericida (OLIVEIRA et al., 2017).

3.5 Estudo toxicologico

As plantas medicinais e os produtos tradicionais fitoterdpicos representam
parametros a serem desenvolvidos para a consolidacao das medidas de redugao de ocorréncia
de resisténcia farmacologica pactuados na Agenda 2030 (WHO, 2015); porém a investigacao
in vitro da agdo dos compostos quimicos produzidos pelas plantas quanto a sua toxicidade
se faz necessaria para garantir a seguranca e eficiéncia na utilizagdo dessas substancias
(SIMOES et al., 2017).

O emprego de biomarcadores possibilita a avaliacdo dos efeitos adversos e a
concentracdo ideal de maneira segura; de baixo custo ¢ a relativa praticidade de realizagdo,
o teste de toxicidade com o vegetal Allium cepa e com o microcrustaceo Artemia salina
permite a avaliagdo de possiveis danos ao DNA (TRAPP et al., 2020).

O A. cepa ¢ um vegetal superior muito utilizado por pesquisadores em ensaios
toxicoldgicos pela avaliagdo de parametros macroscopicos como alteragdo de cor, formato,
tamanho da raiz. Possui elevada sensibilidade e excelente correlagdo com outros sistemas-
teste, principalmente com os de mamiferos, de facil execucdo, possibilita o contato direto
com misturas complexas sem o prévio tratamento das amostras (ARANTES, LONGHIN,
2012).

Apos a exposicao dos bulbos de 4. cepa a solucdo teste por um determinado periodo,
¢ possivel avaliar efeitos citotdxicos identificados pela reducao do crescimento das raizes ou
da diminuicao do indice mitotico e efeitos genotoxicos pela analise de microntcleos cuja
alteracdo caracteriza dano genético (EL-SHAHABY et al., 2003).

Artemia salina ¢ uma espécie de microcrustaceo da ordem Anostraca, utilizada como
bioindicador de toxicidade pela sua capacidade de formar cistos dormentes, fornecendo,

desse modo, material biologico que pode ser armazenado durante longos periodos sem perda
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de viabilidade e sem necessidade de se manterem culturas continuas de organismo-teste
(LIMA et al., 2009).

Gerando poucos residuos ao meio ambiente, os ensaios com A. salinam sdo utilizados
na linha de pesquisa de produtos naturais com seguranga, eficiéncia e aplicabilidade para
avaliar o potencial toxico de extratos e substancias. Sua execug¢ao simples possibilita a coleta
de informagdes de forma répida, econdmica e segura (HIROTA et al., 2012).

O teste em questao também fornece boa correlacao entre citotoxicidade e atividade
antitumoral e antitripanossomiase (SMARANAYAKE, 2012), sendo, por estas razdes, uma
excelente ferramenta para analisar preliminarmente a toxicidade geral (NTUNGWE et al.,

2020).

3.6 Afeccoes Bucais

Muitas sdao as manifestagdes bucais que acometem o homem no decorrer de sua vida,
podendo estar a prevaléncia dessas associadas, ou ndo, ao periodo de vida em que o individuo
se encontra. Dentre as principais afec¢des bucais, podemos citar a carie dental, a doenga

periodontal e as mucosites (CROVADOR et al., 2020).

3.6.1 Carie Dental

A carie dental ¢ uma doenga cronica e evitavel causada pela atividade do biofilme
dental. E uma doenc¢a multifatorial causada inicialmente pelo desequilibrio da microbiota
oral bucal em consequéncia da presenca de carboidratos no dente, caracterizada pela
desmineralizacdo local dos dentes e perda da estrutura dental (RITTER, 2018).

O Streptococcus mutans (S. mutans), principal bactéria do biofilme e considerado
agente etiologico da carie dental, tem como caracteristica o comportamento acidurico,
acidogénico e capacidade de formagao do biofilme dental (ERIKSSON et al., 2018).

Os acidos provenientes do metabolismo bacteriano dos carboidratos podem reduzir
o pH até atingir valores inferiores ao limite critico, estabelecendo um ambiente propicio as
bactérias acidogénicas e acidofilas. Com a elevacdo do pH, os ions calcio e fosfato retornam
a estrutura dental, remineralizando a regido afetada. Este processo denominado Des/Re
(desmineralizagdo/remineralizagdo) é continuo e dinimico (OJEDA-GARCES; OVIEDO-
GARCIA; ANDRES SALAS, 2013).
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Fatores como tipo e quantidade de microrganismos no biofilme, dieta, higiene bucal,
genética, anatomia dentaria, consumo de fliior, assim como conteudo e composi¢ao salivar
sdo especificos para cada individuo e variam de dente para dente e de lugar para lugar, porém
influenciam na instalagdo e evolu¢ao da doenca carie a medida que favorecem o processo de

desmineralizacdo (RITTER, 2018).

3.6.2 Doenga Periodontal

A doenca periodontal ¢ caracterizada pela presenca da bactéria oportunista
Staphylococcus aureus (S. aureus), tais microrganismos caracterizam-se por apresentar
comportamento aerébio ou anaerobio facultativo e catalase positiva, nos meios sélidos,
adquirem facilmente resisténcia aos antibioticos, podendo resultar em superinfeccao
(LOBERTO, 2002).

A doenga tem, como inicio, inflamagdo leve e reversivel do tecido gengival,
caracterizada pela presenga de edema, eritema e sangramento. Quando ndo tratada, a
gengivite evolui para a fase cronica, denominada periodontite, caracterizada por reagdes
imunes a patdgenos bacterianos, afetando os tecidos periodontais, incluindo gengiva,
ligamento periodontal e osso alveolar (HUJOEL et al., 2012).

Aproximadamente 15% da populagdo adulta tem uma forma avancada de
periodontite, sendo varias as consequéncias da doenga, como comprometimentos estéticos e
funcionais na oclusdo, mastigagdo e fala, resultando na perda do dente, impactando
negativamente na qualidade de vida (O'DOWD et al., 2010). Em pacientes que apresentam
bolsa periodontal com mais de 4 mm de profundidade, também ¢ observada a manifestacao
e/ou agravo de doencas cardiovasculares como a endocardite bacteriana (HUJOEL et al.,

2012).

3.6.3 Mucosite

Doenga inflamatoria cronica da mucosa oral, de origem fingica, tem como principal
patégeno a Candida albicans. E caracterizada por lesdes eritematosas indutoras de
inflamacao, gerando dor e sensagao de queimagao, apresenta etiologia multifatorial, em que
seus principais fatores de risco incluem trauma de prétese, ma higienizacdo e quadros

imunossuprimidos (AI-DWAIRI, 2008).
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O desconforto bucal ¢ altamente prevalente em pacientes em cuidados paliativos,
sendo que os sintomas orais sdo bastante comuns em pacientes com todos os tipos de cancer,
nao se limitando aos pacientes com cancer de cabeca e pescoco. Apesar de sua prevaléncia,
¢ subnotificada pelos pacientes e pela equipe de satde e ¢ um aspecto negligenciado no
atendimento ao paciente em cuidados paliativos (VENKATASALU et al., 2020).

Existem muitos tratamentos para as afec¢des bucais, porém estes apresentam efeitos
colaterais desagradaveis, seja pela alteracdo da microbiota oral ou pelos sintomas
gastrointestinais sistémicos. Assim, a busca por novas alternativas aos tratamentos orais
convencionais ¢ necessdria, visto que a maioria dos antibidticos convencionais sao
ineficazes, seja pela resisténcia bacteriana ou por seus efeitos colaterais desagradaveis

(MILTINOVICI et al., 2021).
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4 PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERAPICOS NA CLINICA
ODONTOLOGICA: UMA REVISAO DE LITERATURA

Artigo aceito para publicagdo pela revista Research, Society and Development

Resumo

O emprego de plantas medicinais na terapéutica de enfermidades ¢ uma pratica
milenar, de reconhecida eficiéncia e eficacia, transmitida entre geragdes. Com o objetivo
de realizar um levantamento sistemdtico da literatura sobre a utilizagdo de plantas
medicinais na odontologia e sua eficacia no tratamento das afec¢des bucais, este trabalho
compilou artigos de pesquisa experimental e/ ou revisdo de literatura, com textos completos
e gratuitos das bases PubMed, LILACS, SciELO e ScienceDirect, publicados em lingua
inglesa ou portuguesa, revisados aos pares, com marco temporal de 2018 a 2022, utilizando
as palavras-chaves: Plantas medicinais, Fitoterapia e Odontologia. Foram identificados
216 trabalhos, seguindo os critérios de elegibilidade, foram excluidos 192 por ndo estarem
em concordancia (58 trabalhos desconsiderados por estarem duplicados, 97 artigos nao se
tratar de pesquisa experimental e/ou revisao de literatura e 38 trabalhos foram descartados
apos leitura do titulo e resumo por ndo fornecerem dados sobre o grupo de comparagao),
resultando em uma amostra final composta por 24 artigos. Segundo as publicacdes
analisadas, varias plantas medicinais apresentam atividade antimicrobiana, antinflamatoria
e antifungica frente aos principais microrganismos da cavidade oral e algumas das
substancias citadas podem ser empregadas endodonticamente como antisséptico. Além da
efetividade comprovada, os fitoterapicos demonstraram superioridade terapéutica em
relagdo aos medicamentos alopaticos, sendo uma opgao viavel para o tratamento e controle
de afecg¢do bucais, no entanto, o conhecimento por parte dos profissionais da satde sobre a
acdo farmacoldgica, os efeitos adversos e contraindicagdes dos fitoterapicos ¢ fulcral.

Palavras-chave: Fitoterapia. Odontologia. Terapéutica

4.1 INTRODUCAO

O estresse hidrico, a alta radiagdo ultravioleta, os ataques de herbivoros, as
infecgdes por fungos, o solo pobre e a grande ocorréncia de incéndios que as plantas do
cerrado estdo sujeitas, as tornam reservatorios naturais de compostos ativos (KUMAR,
NAVARATNAM, 2013) e excelentes candidatas na busca por alternativas
economicamente viaveis e seguras para uso de fitoquimicos naturais, no tratamento de

doengas do corpo humano (MESSIER et al., 2012).
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Segundo De Diffoni de Carvalho et al. (2019), as plantas do cerrado apresentam
atividade antioxidante, anticancerigena e protetoras contra toxicidade quimica, indicando
o potencial destas para a identificagdo de competentes compostos farmacologicos; muitos
extratos de ervas ou plantas tiveram a competéncia de suas propriedades comprovadas por
meio de estudos in vitro ¢ in vivo (KUMAR, NAVARATNAM, 2013).

Os primeiros empregos de plantas na odontologia se deram na escova dental; as
“escovas naturais” apresentam atividades terapéuticas como prote¢cdo gengival (pela agdo
da vitamina C), limpeza profunda (pela presenca de taninos), além de estimularem a
circulagdo sanguinea (pela ag¢do de 6leos volateis) (TAHERI et al., 2011).

Existem muitos tratamentos para as afec¢des bucais, porém estes apresentam
efeitos colaterais desagradaveis, seja pela alteracdo da microbiota oral ou pelos sintomas
gastrointestinais sistémicos. Assim, a busca por novas alternativas aos tratamentos orais
convencionais se torna necessaria visto que a maioria dos antibidticos convencionais sao
ineficazes devido a resisténcia bacteriana ou apresentam efeitos colaterais desagradaveis
(MILTINOVICI et al., 2021). Assim, este trabalho objetiva realizar um levantamento
sistematico da literatura sobre a utilizagdo de plantas medicinais na odontologia e sua

eficacia no tratamento das afecgdes bucais.

4.2 MATERIAIS E METODOS

Foi realizada revisao de literatura de periddicos especializados nas bases PubMed,
LILACS, SciELO e ScienceDirect, utilizando-se as seguintes palavras-chaves: Plantas
medicinais, Fitoterapia e Odontologia, como critério de elegibilidade artigos de pesquisa
experimental e/ ou revisdo de literatura, com texto completo gratuito, publicados em lingua
inglesa ou portuguesa, revisados aos pares, publicados no periodo de 2018 a 2022. A Figura

1 apresenta o processo de selecdo dos artigos.
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Publicagdes localizadas na
busca Inicial

N=216
57 artigos excluidos
Duplicidade nas bases de
dados J
Publicagdes selecionadas para
analise metodologica
N=158 97 artigos excluidos
Nio se tratar de pesquisa
experimental/ revisio de
literatura
Publicagdes selecionadas
analise resumo
N=61
38 artigos excluidos
Sem relag3o com a
tematica (titulo e resumo)
Publicagdes selecionadas
ara completa analise textual
N=24

Figura 1 — Extrato do processo de sele¢ao dos artigos para revisao de literatura.



4.3. RESULTADOS

A busca resultou em um total de 216 trabalhos, dos quais foram excluidos 58 por estarem em duplicada, 97 artigos foram

desconsiderados por ndo se tratar de pesquisa experimental e/ou revisdo de literatura, 38 trabalhos foram descartados apds leitura

do titulo e resumo por ndo fornecer dados sobre o grupo de comparagao.

Com o proposito de melhor compreensao, as informagdes mais relevantes foram colocadas no Quadro 1 e cada artigo recebeu

uma numeragao de 1 a 24, sendo 1 o artigo mais antigo € o nimero 24 o artigo com publicacdo mais recente.

Quadro 1- Distribui¢ao dos artigos incluidos na revisao sistematica da literatura, de acordo com titulo, autores, periédico/ ano e

resultados
Periddico/
N° Titulo Autor Resultados
Ano
The Open Atividade promissora da
Dentistry Echinacea no tratamento de
Effect of herbal Khozeimeh, F.; Saberi,
Journal / ulceras aftosas recorrente,
01 Echinacea on Z.; Tavangar, A.; Badi,
2018 promovendo melhora da dor e
recurrent minor F.F.
reducio na  taxa de
oral )
ocorréncia.




Eficacia do extrato de

Camellia sinensis contra

Ghorbani, A.; Sadrzadeh, A.;

O extrato de Camellia sinensis

Habibi, E.; Dadgar, K.; Akbari, Current Medical (Cha  Verde) apresentou
02 espécies de Candida em
. . J.; Moosazadeh, M.; Hossein, B.; Mycology / 2018 atividade semelhante ao da
pacientes com estomatite ) ) o .
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04 de Carica papaya no
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Megalaa, N.; Thirumurugan, K.;

Os enxaguantes a base de

plantas  Tulsi e  Black

myrobalans possuem eficécia

Kayalvizhi, G.; Sajeev, R.; Indian Journal of
Black  myrobalans) e o no controle de S. mutans
05 ) Kayalvizhi, E. B.; Ramesh, V.] Dental Research /
fluoreto de soédio como quando comparados com o
) ) Vargeese, A. 2018 )
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o . . A atividade antibacteriana dos
Atividades antibacterianas )
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. Cinnamomum cassia
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Smida, 1.; Pentelescu, C.; . _
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Beneficios do bochecho a | Pentelescu, O.; Sweidan, A.; '
o . ‘ | gengivas e membranas
base de o6leo de polpa de | Oliviero, N.; Meuric, V.; Martin, | Journal of Applied ‘ '
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A atividade antibacteriana do Ac¢ao antibacteriana do extrato
Hagh, L. G.; Arefian, A,
extrato de “Satureja ‘ ' Dental Research | de Satureja hortensis e seu 6leo
08 ' | Farajzade, A Dibazar, ‘
hortensis" e o6leo essencial ' Journal (Isfahan) / | essencial sobre S. salivarius, S.
) ) S.; Samiea, N.
contra bactérias orais 2019 sanguis e S. mutans.
A fitoterapia estd provando
Fitoterapia como adjuvante ser um potencial concorrente
09 em terapias periodontais - | Abdelmagyd, H. A. E.; Shetty, | National Library of | efetivo da medicagdo

Uma revisao de ensaios

clinicos na ultima década

S. R.; Al-Ahmari, M. M.M.

Medicina /2019

moderna como adjuvante aos
procedimentos de raspagem e
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base de plantas contendo

Entre os enxaguatorios bucais
fitoterapicos, o  Zataria

Multiflora Boiss supera o

Zataria Multiflora Boiss, Khoshbakht, Z.; Khashabi, Frankincense e o Zataria
10 Frankincense e terapia E.; Khodaie, L.; Torbati, | Galen Medical | Multiflora Boiss +
combinada em pacientes M.; Lotfipour, F.; Hamishehkar, | Journal / 2019 Frankincense devido aos seus
com gengivite: um ensaio | H. menores efeitos colaterais e
clinico duplo-cego, maiores niveis de satisfagao
randomizado, controlado dos pacientes.
O extrato aquoso de G.
chinensis inibiu a capacidade
o . invasiva e a patogenicidade do
A patogenicidade e analise . o
) ) S. aureus resistente a meticilina
transcriptomica ) ) ) )
Wu, S.; Liu, Y.; Zhang, in vivo e as propriedades
de Staphylococcus ‘ ' . o ‘
_ H.; Lei, L. National Libray of | antimicrobianas do extrato
11 aureus resistente a

meticilina em resposta ao
extrato aquatico de Galla
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Medicine / 2019

aquoso de G. chinensis estao
relacionadas a sua acdo na
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A comparagdo do efeito da

O extrato de curcumina nio

teve efeito na inibicdo (agdo

curcumina com a nistatina | Nosratzehi, T.; Nosratzehi, | National Libray of
12 antifingica) em ambiente
no nivel de inibi¢cdo | M.; Nosratzehi, S.; Lotfi, F. Medicine / 2019
laboratorial sobre cepas de
de Candida albicans
Candida albicans.
Alcaguz mostrou propriedades
anti-inflamatorias, anti
) adesivas e antimicrobianas
. . Sidhu, P.; Shankargouda, | Journal of Ayurveda
Beneficios terapéuticos do sendo benéfico para tratamento
13 S.; Rath, A.; Ramamurthy, P. | and Integrative
alcaguz na odontologia de doengas bucais como carie
H.; Fernandes, B.; Singh, A. K. | Medicine / 2020 _ o
dentaria, gengivite,
periodontite, ulceras aftosas e
cancer bucal.
Eficacia de  produtos
Em estudo a curto prazo o
fitoterapicos de higiene BMC
Janakiram, C.; Venkitachalam, creme dental a base de plantas
bucal na redugdo da placa Complementary
14 . o R.; Fontelo, P, lafolla, T. o foi to eficiente quanto o creme
dentaria e gengivite - uma medicine and
J.; Dye, B. A. dente sem ervas ou enxaguante
revisdo sistemadtica e meta- therapies / 2020

analise

bucal sem ervas, na reducao do

biofilme dental.
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Avaliacdo do efeito do

Moshaverinia, M.; Rastegarfar,

Efeito antiviral do extrato

extrato hidroalcoolico de Dental Research | hidroalcoolico de canecla
15 M.; Moattari, A.; Lavaee, F. ‘
canela no virus herpes Journal / 2020 sobre o virus herpes simplex
simplex-1 tipo 1 (HSV-1) em cultura
com células vero.
Eficacia do enxaguatorio
bucal de curcumina na
mucosite oral induzida por . O colutério foi eficaz na
' ' Indian Journal of ]
radiacdo em pacientes com | Shah, S.; Rath, H.; Sharma, prevengdo da ocorréncia da
16 . ' Dental Research / '
cancer de cabega e pescoco: | G.; Senapati, S. N.; Mishra, E. 2020 forma grave de mucosite oral
um estudo piloto induzida por radiagao.
randomizado  controlado
triplo-cego
Reducdo significativa em
. o ‘ grupos bacterianos funcionais
Efeitos antimicrobianos em _ _ ‘ ' '
) ) ) Sreenivasan, P. K.; Haraszthy, | National Libray of | em  nichos orais apos
microambientes orais por o
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Cicatrizacdo de alvéolos

Bao Vu, N.; Chuenchompoonut,

Acemannan aumentou a
cicatrizacao 6sseaem 3, 6 ¢ 12

meses apdés a remocao de

dentarios  induzida por | V.; Jansisyanont, ' o
_ Journal of Dental | terceiros molares inferiores
18 acemannan: um estudo | P.; Sangvanich, P.; Pham, T. H.; ) ) )
_ o Sciences / 2021 parcialmente impactados; e
controlado randomizado de | Thunyakitpisal, P. )
nenhum paciente apresentou
12 meses )
osteite alveolar ou infeccado
secundaria.
Ensaios clinicos e in vitro
Salvadora  persica: um | Mekhemar, M.; Geib, M.; demonstraram resultados
19 presente da natureza para a | Kumar, M.; Hassan, Y. R.; | Antioxidants /2021 | vantajosos do S. pérsica
saude periodontal Dorfer, C. como coadjuvante no
tratamento periodontal.
Colutérios a base de extratos
Avaliagdo de bochechos de folhas de C. hystrix, M.
contendo Citrus hystrix | Buakaew, W.; Sranujit, R. P; oleifera Lam. e A. indica
DC., Moringa oleifera Lam. | Noysang, C.; Sangouam, S.; foram avaliados para saude
20 | Plants / 2021 '
e Azadirachta indica A. | Suphrom, N.; Thongsri, bucal e tratamento adjuvante

Juss. Extratos de folhas na

placa dental e gengivite

Y.; Potup, P.; Usuwanthim, K.
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Um enxaguatorio bucal
baseado em uma solugao de

cha de Salvia officinalis

Monsen, R. E.; Herlofson, B. B.;
Gay, C.; Fjeld, K. G.; Hove, L.

Cuidados de Apoio

Nao houve diferenca global
significativa entre
enxaguatorio bucal a base de

Salvia officinalis em

21 H.; Malterud, K. E.; Saghaug, comparagdo com a solugdo
para desconforto oral em ao Cancer / 2021
' o E.; Slaaen, J.; Sundal, salina normal convencional,
cuidados  paliativos  de ‘ o ‘
T.; Tollisen, A.; Lerdal, A. indicando que a avaliacao
cancer: um estudo . ‘ ‘
sistemdtica e os cuidados
controlado randomizado ) )
bucais podem reduzir o
desconforto bucal.
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Eficicia  baseada  em artigos publicados no Medline,
evidéncias da modalidade | Srivastava, A.; ShivaKumar, Scopus, Ovid e Journal of Web
- de tratamento fitoterapico | G.C.; Pathak, S.; Ingle, E.; | National Libray of | até agosto de 2020 demonstrou

para ulceras aftosas
recorrentes - Uma revisdo

sistematica e meta-analise

Kumari, A.; Shivakumar, S.;

Kumar, P. G. N.; Singh, A. K.

Medicine / 2021

redugdo das ulceras ¢ da
intensidade da dor no grupo
fitoterapico em comparagao

com os controles.
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Efeito antimicrobiano de

Abass, B. A; Al-Magsoosi, M. J.

O extrato aquoso Red Roselle

Red  Roselle (Hibiscus | N.; Kadhim, W. A.; Mustafa, R.;
‘ o Journal of Medicine | calice pode ser considerado um
23 Sabdariffa) contra | Ibrahim, S. A.; Aljdaimi, A.
and Life / 2022 eficaz 1irrigante endodontico
diferentes tipos de bactérias | I.; Al-Nasrawi, S. J.; Hadi, N.
final e enxaguante bucal dental.
orais R.; Haider, J.
O extrato de Salvadora
Biocompatibilidade e acao persica ¢ um material
antibacteriana do extrato | Abdeltawab, S. S.; Haimed, T. biocompativel, com
y de Salvadora persicacomo |S. A.; Bahammam, H. |National Libray of | propriedade antibacteriana,
medicacao intracanal | A.; Arab, W. T.; Neel, E. A. | Medicine /2022 sendo  promissor  como

(Experiéncia in vitro e ex
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A.; Bahammam, L. A.
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44  DISCUSSAO

A comprovacao da eficacia de produtos de origem natural e seus compostos ativos
contra doencas inflamatdrias agudas e cronicas na regiao bucal, especialmente estomatite
e periodontite foi demonstrada por Ara et al. (2018), comprovando a atividade
antiosteoclasto dos medicamentos fitoterdpicos com kakkonto (Zingiberis Processum
Rhizoma) associando os efeitos anti-inflamatdrios contra a artrite reumatoide, dos
carotenoides, flavonoides, limonoides associado ao tratamento de doengas inflamatdrias
orais.

Atividade anti-inflamatéria também foi relatada por Saliasi et al. (2018), ao
observarem a reducdo de focos de sangramento interdental em individuos usuarios de
dentifricios e enxaguatorio bucal associado ao extrato da folha da planta Carica papaya.

Buscando uma alternativa adequada como agente preventivo da inflamagdo
periodontal Smida et al. (2019) desenvolveram um colutorio a base de espinheiro obtendo
efeito bactericida (contra S. gordonii e P. gingivalis), bacteriostatico (contra 4. viscosus),
ndo obtendo atividade antifungica (contra C. albicans).

Outros colutorios, a base de plantas, foram testados como os extratos de folhas de
Citrus hystrix, Moringa oleifera Lam. e Azadirachta indica (BUAKAEW et al., 2021) e
Salvadora pérsica (MEKHEMAR et al.,, 2021), todos apresentando capacidade
bioterapéuticas valiosas, como atividade antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatoria,
sendo considerados op¢ao coadjuvante no tratamento periodontal e controle da gengivite.

Apos revisar uma década de estudos voltados para o uso de fitoterapicos no
tratamento coadjuvante da raspagem gengival e alisamento radicular, Abdelmagyd,
Shetty e Al-Ahmari (2019) apresentam a fitoterapia como um potente concorrente da
medicacdo moderna efetiva, como exemplo a clorexidina. Além disso, Khoshbakht et al.
(2019) ressaltam que os bochechos fitoterapicos podem ser bons candidatos para o
controle da gengivite uma vez que apresentam efeitos colaterais menores quando
comparados com enxaguatdrio bucal a base de clorexidina.

Mesmo apresentando propriedades antivirais, anti-inflamatorias e antifungicas, a
curcumina, uma planta medicinal membro da familia do gengibre, Zingiberaceae, nao
demonstrou atividade antifingica frente as cepas de C. albicans, em ambiente laboratorial
(NOSRATZEHI et al., 2019). No entanto, Shah et al. (2020), relataram a eficacia do

colutério a base de curcumina na prevengao da forma grave de mucosite oral induzida por
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radiacdo e Monsen et al. (2021) concluiram que existem indicios de que a avaliacao
sistematica e os cuidados bucais podem reduzir ao desconforto bucal, mais do que o
principio ativo existente no enxaguatorio bucal.

Outro resultado promissor para o tratamento alternativo de mucosite, foi obtido
no trabalho de Ghorbani et. al (2018), que compararam os efeitos da Camellia sinensis
(cha verde) e a nistatina na atividade contra a Candida. Também almejando alcancar
resultado antifingico capaz de reduzir o titulo viral sobre o virus herpes simplex tipo 1
(HSV-1), Moshaverinia (2020), utilizou extrato hidroalcoolico de canela, obtendo
resultados satisfatorios.

Sidhu et al (2020), associou a presenca de flavonoides no Alcaguz com suas
propriedades anti-inflamatérias, anti-adesivas e antimicrobianas apontando-o como
benéfico para tratamento nao sé de gengivite e periodontite como também para outras
doencgas bucais como ulceras aftosas, carie dentaria e cancer bucal.

A afta oral ¢ uma Ulcera com grande prevaléncia na populacdo, de etiologia
variada € caracterizada por dor intensa, sendo que dependendo da extensao e localizagdo
pode comprometer a ingesta alimentar desencadeando desnutri¢ao. (SRIVASTAVA et
al., 2021).

Objetivando melhorar o sistema imunoldgico e reduzir a ocorréncia dos episodios
de ulcera aftosa recorrente, Khozeimeh et al (2018) avaliou, por seis meses a acdo da
Echinacea, medicamento a base de plantas, obtendo afeito positivo em varias lesdes,
assim como, notou a reducdo da intensidade da dor e da taxa de ocorréncia, quando
comparado ao grupo controle.

O extrato aquoso de G. chinensis ¢ uma terapia complementar promissora para
diminuir ou eliminar o uso de antibidticos e ¢ uma ferramenta potencial para o manejo de
infec¢des por Staphylococcus aureus, o principal microrganismo relacionado a gengivite
e doencga periodontal, resistente a meticilina (MRSA) (WU et al., 2019)

Segundo Hagh et al (2019), a Satureja hortensis e seu oleo essencial pode ser
usado como enxaguatorio bucal pelo seu forte efeito antibacteriano sobre o crescimento
de bactérias orais como Streptococcus salivarius, Streptococcus sanguis € Streptococcus
mutans, bactérias importantes na formagao precoce da placa dentaria supragengival.

Para a reducdo da placa dentaria a curto prazo, as evidéncias atuais sugerem que
o creme dental a base de plantas ¢ tdo eficaz quanto o creme dental sem plantas; no
entanto, as evidéncias sao provenientes de estudos de baixa qualidade. (SREENIVASAN,

HARASZTHY, RAYELA, 2021).
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Os resultados do estudo de Megalaa et al. (2018), sugerem que os enxaguantes
bucais a base de plantas podem ser testados como um agente anticarie adjuvante contra
microrganismos causadores de carie dentéria, principalmente pelo aumento significativo
no pH salivar e reducao na contagem de S. mutans ap6s o enxague nos grupos analisados,
no entanto o grupo com fluoreto de sodio foi superior aos grupos experimentais
fitoterapicos.

Resultados apontaram que dentifricios fitoterapicos apresentam atividade
antibacteriana estatisticamente maior contra Streptococcus mutans do que suas formas
iniciais apos a adicao de 6leos essenciais (KARADAZL10gLU et al., 2019).

Segundo Sreenivasan, Haraszthy e Rayela (2020), o controle em organismos
anaerobios, bactérias gram-negativas e bactérias de mau odor da placa dentaria, raspados
de lingua e superficies da bochecha, com escovagdo com um novo creme dental a base de
plantas demonstrou redugdes significativas em grupos bacterianos funcionais de nichos
orais distintos.

Extratos de plantas medicinais sdo analisados ndo somente para uso como
dentifricio e enxaguatério bucal, mas também como medicacdo endodontica e
potencializador da cicatrizagdo, a exemplo do extrato de Salvadora persica um material
biocompativel, com propriedade antibacteriana, sendo promissor como medicamento
intracanal (ABDELTAWARB et al., 2022); assim como o extrato aquoso Red Roselle
calice pode ser considerado um eficaz irrigante endodontico final e enxaguatorio bucal
(ABASS etal., 2021).

Bao Vu et al. (2021), identificaram o aumento da cicatrizacdo 6sseaem 3, 6 ¢ 12
meses apos a remog¢do de terceiros molares inferiores parcialmente impactados, em
pacientes submetidos a terapia combinada com Acemannan, sendo que nenhum dos

pacientes acompanhados apresentou episddio de osteite alveolar ou infec¢ao secundaria.

45 CONCLUSAO

Estudos cientificos comprovam a efetividade dos fitoterapicos e suas vantagens
em relacdo aos medicamentos alopaticos, inclusive na Odontologia.

Os fitoterapicos podem contribuir para tratamento e controle de varias doencas,
podendo ser utilizados concomitantemente ou ndo com medicamentos alopaticos, sendo
importante que o profissional da saide conhega a acdo farmacologica dos varios

medicamentos fitoterapicos, bem como seus efeitos adversos e as contraindicagdes.
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5. ANALISE FITOQUIMICA, TOXICIDADE E AVALIACAO DAS
ATIVIDADES ANTIOXIDANTE E ANTIMICROBIANA DAS FOLHAS
DE Dipteryx alata FRENTE MICRORGANISMOS BUCAIS

Resumo

A ineficiéncia de terapias medicamentosas frente a cepas de microrganismos resistentes
a terapéutica convencional estimula o estudo de novos agentes terapéuticos a partir de
produtos de origem natural. Objetivando o screening quimico dos extratos das folhas da
Dipteryx alata Vogel, analise toxicologica e atividade antimicrobiana frente a microbiota
oral, este estudo avaliou trés extratos hidroetanolicos obtidos por Ultrassom assistida
(extrato bruto ultrassom - UCE) e aparato Soxhlet (extrato bruto Soxhlet - SCE e extrato
etandlico Soxhlet - SEE). A analise fitoquimica identificou a presenca de flavonoides,
taninos, fitoesterois e saponinas em todos os extratos; alcaloides foram identificados nos
extratos SCE e SEE. Na cromatografia LC-DAD foram identificados acido cafeico,
rutina, quercetina, luteolina e kampferol e na andlise por GC-MS, campesterol,
estigmasterol e B-sitosterol em todos os extratos. Na analise da atividade antioxidante
DPPH+ ¢ ABTS*", o SEE mostrou maior eficiéncia (ICso = 2,98 + 2,92 € 6,57 + 0,89 ug
/mL, respectivamente). No teste de toxicidade com Allium cepa, todos os extratos na
concentragdo de 50 pg/ml estimularam o crescimento das raizes; a 250 pg/ml, o UCE e o
SEE estimularam o crescimento das raizes ¢ a 750ug/ml somente o SEE inibiu o
crescimento radicular. No teste de toxicidade por Artemia salina todos os extratos foram
considerados ndo toxicos. Foi identificada atividade antibacteriana nos microrganismos
S. aureus e S. mutans, porém, os extratos ndo apresentaram agao antifungica para a cepa
de C. albicans. Os extratos analisados da D. alata apresentam potencial terapéutico para
aplicabilidade na odontologia.

Palavras-chave: Baru; Caracterizacdo Quimica; Compostos Fenolicos; Antibacteriano,
Saude bucal.

51 INTRODUCAO

A caracterizagdo dos compostos bioativos das plantas do Cerrado ¢ de grande
relevancia para a busca de terapias alternativas e que possam agrupar atributos desejaveis
como propriedades antioxidantes, antimicrobianas, anticarcinogénicas, antidegenerativas
e retardadoras de envelhecimento. Este incremento pode ocorrer na formulagao de novos
produtos, ou mesmo na ingestao in natura, visto que tais compostos sao de interesse tanto
para a industria de alimentos quanto para a de fdrmacos e de cosméticos (KUMAR,
PANDEY, 2013).

A Dipteryx alata Vogel (D. alata), ¢ um arbusto da familia Leguminosae

Faboideae popularmente conhecida como baru, nativa do Cerrado brasileiro. A sua
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madeira, frutas, améndoa e O6leo sao fonte de renda para a populagao regional
(SANTIAGO et al., 2018). O dleo extraido de sua semente ¢ altamente insaturado,
caracteristica essa proveniente da presenga dos acidos oleico, linoleico e a- tocoferol
(TAKEMOTO et al., 2001).

Na medicina popular, o baru € citado por sua atividade antirreumatica e emprego
para tratamento de distarbios reprodutivos, sendo indicado como regulador menstrual
(SANO, BRITO, RIBEIRO, 2006). Na farmacologia, os constituintes da planta atuam na
manutenc¢ao da integridade da membrana celular, participam da transferéncia atmosférica
de oxigénio, sintese de hemoglobina e divisao celular (MARTINS et al., 2013), o que a
torna uma excelente matéria prima na industria cosmética e oleoquimica. (GARCIA et
al., 2007).

Além disso o baru possui reconhecida atividade terapéutica como anti-
inflamatéria,  antimicrobiana,  antioxidante, = quimiopreventiva,  citoprotetiva,
antimutagénica, antiestrogénica e antiangiogénica. Tais propriedades sdo caracteristicas
da presenga de compostos fenolicos, geralmente presentes nas plantas do cerrado,
tornando-as boas candidatas aos esforcos de bioprospeccdo na odontologia
(ALBUQUERQUE, RAMOS, MELO, 2012; SUN, HEILMANN, KONIG, 2015).

Substancias antimicrobianas sdo de grande interesse para a saide bucal uma vez
que a presen¢a de microrganismos ¢ caracteristica da cavidade oral. Estima-se que 500 a
700 espécies compdem o “ecossistema’” bucal, dentre esses, microrganismos aerobios,
anaerobios facultativos e anaerdbios estritos (SMARANAYAKE, 2012).

Desta maneira, a busca por produtos antibacterianos de baixo custo, facil
utilizagdo e aplicabilidade simples na rotina dos profissionais de satide e pacientes,
fomenta a pesquisa por substancias com capacidade antibacteriana que sejam acessiveis
aos pacientes (ELANSARY et al., 2015).

Assim, o objetivo deste trabalho foi realizar o screening quimico do extrato bruto
hidroalcoolico das folhas da Dipteryx alata Vogel e avaliar sua atividade antioxidante,

antimicrobiana frente as bactérias bucais patogénicas, assim como sua toxicidade.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1. Material vegetal
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A coleta das folhas da espécie vegetal Dipteryx alata foi realizada no municipio
de Palmas - Tocantins, Brasil em agosto de 2020, na coordenada 10°15'07"S,
48°19'46"W. A identificagdo botanica foi realizada pelo Herbario da Universidade
Estadual do Tocantins — HUTO pela exsicata de n® 8056. O projeto esta registrado no
SISGEN com o n° A475DDE.

As folhas da D. alata foram higienizadas usando solu¢do de Hipoclorito de sodio
a 2%, secas em estufa com circulacdo de ar a 50 °C durante 48h e trituradas em moinho
de facas tipo Willey (modelo star FT 50, marca Fortenox). As amostras foram

armazenadas em lugar seco e ao abrigo da luz até a preparagdo dos extratos.

5.2.2.  Preparacio dos Extratos

Os extratos das folhas da D. alata foram obtidos empregando duas diferentes
metodologias: Ultrassom assistida e aparato Soxhlet.

A obtencao do Ultrasound Crude Extract (UCE) foi realizada usando 5g do
material vegetal, misturado a 80mL de etanol 70%, submetidos a banho de ultrassom
(USC1600, ultrasonic cleaner, frequéncia 40 kHz, 135 W), com ciclos de 1 hora em
temperatura ambiente. Em cada extracao, o processo foi repetido cinco vezes combinando
os sobrenadantes.

Na extracdo usando aparato Soxhlet foram utilizadas 5 g do p6 do material
vegetal, com 200 ml de diferentes solventes. Para a obtencdo do Soxhlet Crude Extract
(SCE), foi empregado etanol 70% como solvente. O Soxhlet Ethanol Extract (SEE) foi
obtido pelo mesmo método utilizado na obtencao do SCE, porém a amostra foi submetida
a um processo prévio de desengorduramento com solvente hexano. Completado o
desengorduramento, o cartucho com a amostra foi seco a temperatura ambiente por 24
horas, seguido da extracdo com o solvente Etanol a 70%.

Apos as extragdes, todas as solucdes tiveram os solventes removidos usando
evaporador rotativo (Fisaton 801, Brasil) a 45 °C. A seguir os extratos foram liofilizados,
armazenados em frasco dmbar e mantidos em dessecador até a andlise. A Figura 2

apresenta, esquematicamente, o processo para obtencao dos extratos da folha da D. alata.



57

Amostra vegetal
(Folha) seca e
triturada

Extracio Extracio em
assistida por aparato Soxhlet

Ultrassom

ey e
Evaporagio do
solvente  feeeaad [ Extrato Hexanico
Pressio Reduzida
Evaporagio do
"""" solvente
Pressio Reduzida

Extrato Bruto Extrato Brato Extrato

Ultrazsom Soxhlet Etandlico

(UCE) (SCE) (SEE)

Figura 2 — Processo para obtencao dos extratos da folha da D. alata.

5.3 TRIAGEM FITOQUIMICA

A triagem fitoquimica para a identificacao de grupos de metabdlitos secundarios
presentes nos extratos foi realizada por testes qualitativos baseados na mudanga de cor
e/ou formacdo de precipitado nas reagcdes quimicas com reagentes especificos para
flavonoides, taninos, fitosterois/triterpenoides, quinonas, saponinas e alcaloides.

(MATOS, 2009; SARAIVA et al., 2018; SIMOES et al., 2017).
54 DETERMINACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS
5.4.1 Determinacio do teor de compostos fenolicos totais
O teor de fenolicos totais foi determinado usando o método de Folin-Ciocalteu,
conforme descrito por Amorim et al. (2012), com modificagdes, utilizando o acido galico

como padrdo. Foi misturado 0,2 ml de solugdes metandlicas dos extratos da folha de

Dipteryx alata (1 mg/ml) ou o padrao acido galico (2-100 pg/ml), 1 ml de carbonato de
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sodio (7,5%, p/v), 0,5 ml de reagente de Folin-Ciocalteu (10%, v/v) e 8,3 ml de dgua
destilada, agitados suavemente e mantidos durante 30 min no escuro. A absorbancia foi
medida a 760 nm em espectrofotometro (Global Analyzer, modelo GTA-96) e usando a
agua destilada como branco.

O teor fendlico total foi determinado por interpolacao da absorbancia das amostras
contra uma curva de calibragdo construida com diferentes concentragdes de acido galico
em metanol (y = 0,0052x + 0,038, R? = 0,9915). O resultado foi expresso em mg de
equivalentes de acido galico (GAE) por grama de extrato das folhas de Dipteryx alata (mg

GAE/g). As analises foram realizadas no mesmo dia e em triplicata.

5.4.2 Determinacio do Teor de Taninos

Para quantificar o teor de taninos foi utilizada a metodologia de Amorim et al.
(2012). Cada extrato (1 mL, I mg /mL) foi misturado com caseina (0,1 g) e 4gua destilada
(5 mL), seguido de agitacdo vigorosa até homogeneizagdo. A solug¢do repousou durante
3 h e posteriormente submetida a centrifugagdo a 1358 rpm x g durante 10 min a 10 °C.
No sobrenadante, os constituintes fendlicos ndo-taninos foram determinados de maneira
semelhante ao conteudo fenolico total. A quantidade de taninos foi calculada como a
diferenga entre o conteudo fenolico total e o fendlico ndo-tanino no extrato. O conteudo
total de taninos foi expresso em miligramas equivalentes de 4cido galico (AG) por grama
de extrato liofilizado da Dipteryx alata (mg EAG / g). As anélises foram realizadas no

mesmo dia e em triplicata.

5.4.3. Determinacao do Teor de Flavonoides Totais

O conteudo de flavonoides totais foi medido com base no método relatado por
Peixoto- Sobrinho et al. (2011), com modificagdes (SOARES et al., 2017). Foram
misturados 0,5 mL de extrato (Img /mL) com 0,5 mL de cloreto de Aluminio (20 mg
/mL), seguindo por 1,5 mL de acetato de sddio (50 mg /mL). A mistura foi incubada a
temperatura ambiente durante 2,5 h. A absorbancia foi medida por espectrofotometro a
440 nm. O conteudo total de flavonoides foi determinado por interpolagao da absorbancia
das amostras contra uma curva de calibragdo (y = 0,0019x + 0,0047, R? = 0,9984)

construida com diferentes concentracdes de rutina no metanol (10-400 pg / mL, p/v). O



59

resultado foi expresso em miligramas equivalentes de rutina por grama do extrato
liofilizados da Dipteryx alata (mg ER /g). As andlises foram realizadas no mesmo dia e
em triplicata.

5.4.4 Determinacao de Flavonois Totais

O conteudo flavondis totais foi determinado usando o método descrito por
Miliauskas et al. (2004) utilizando a rutina como padrao. Foram misturadas solugdes
metanolicas (0,5 ml) dos extratos do D. alata (1 mg /ml, p/v) ou padrdo de rutina (10-400
mg/ml, p/v), solucdo aquosa de acido acético (0,5 ml a 60%, v/v), cloreto de aluminio (1
ml a 5%, p/v), solucdo metandlica de piridina (2 ml a 20%, v/v) e 6 ml de agua
destilada. O branco foi preparado com substituicdo do cloreto de aluminio por
metanol. As misturas foram agitadas suavemente, mantidas no escuro por 30 min e sua
absorbancia medida a 420 nm em espectrofotometro UV-Vis. O contetido flavondis totais
foi determinado interpolando a absorbancia das amostras contra uma curva de calibragao
(y = 0,0019x + 0,0047, R? = 0,9984), construida com diferentes concentracdes de rutina
e expressa em miligramas de equivalentes de rutina (ER) por grama de extrato seco (mg

ER/g). As andlises foram realizadas no mesmo dia e em triplicata.

5.4.5 Avaliacao da Atividade Antioxidante

Para a avaliagdo da atividade antioxidante foram utilizados dois métodos:
avaliacdo do efeito bloqueador de radical livre estavel 2,2-difeninl-1-picril-hidrazil
(DPPHe) e avaliagdo da eliminagdo do cation radical 2,2’-azinobis-3- etilbenzotiazolina-
6-acido sulfonico (ABTSe").

Para a avaliagdo DPPHe, foi utilizado o método descrito por Peixoto-Sobrinho et
al. (2011), tendo como controle positivo o padrao rutina. Em triplicatas, foram misturados
0,5 ml de diferentes concentragdes dos extratos ou padrdes (10-200 pg/ ml, p/v) a uma
solugdo metanolica de DPPHe (3ml a 40 pg/ ml). O branco foi preparado substituindo o
DPPHe por metanol no meio reacional. O complexo reacional e o branco foram agitados,
mantidos no escuro por 30 min. e as absorbancias foram medidas a 517 nm em
espectrofotometro calibrado com metanol. Como controle negativo foi utilizado solugao

de DPPHe a 40 pg/ml. A atividade sequestradora de radicais livres ou atividade
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antioxidante (AA) foi expressa como a porcentagem de inibicdo determinada pela

equacao:

% AA = ABScn — (ABS amostra — ABSbranco) /ABScn x 100

Onde % AA ¢ a porcentagem de atividade antioxidante; ABScn, a absorbancia do controle
negativo; ABS amostra, a absorbancia da amostra; ABS branco, a absorbancia do branco.
O ICso (quantidade de amostra necessaria para diminuir a concentracao inicial de
DPPHe+ em 50%), expresso em pg/ml foi calculado utilizando as curvas de calibragdo
obtidas pela plotagem das diferentes concentra¢des em relagdo a % AA.
A capacidade de sequestro do cation radical ABTSe" foi determinada conforme a
metodologia descrita por Chen et al. (2015). A solugdo de ABTS+" foi preparada pela
reacio de ABTS" 7 mM (5 mL) e 2,45 mM (88 uL) de persulfato de potassio, apds
incubacdo a temperatura ambiente no escuro, durante 16 h. Foi entdo diluida com etanol
a 100% para se obter uma absorbancia de 0,700 + 0,005 a 734 nm. A solugdo ABTSe"
(2,7 mL) foi cuidadosamente misturada com 0,3 mL das amostras do teste. A mistura de
reacdo foi deixada em repouso a 30 °C, durante 30 min, e a absorbancia a 734 nm foi
medida em espectrofotdometro (Global Analyzer modelo GTA-96). As andlises foram

realizadas no mesmo dia e em triplicata.

5.4.6 Caracterizacao por Cromatografia Liquida com Deteccio de Matriz de

Diodos (LC-DAD)

Os extratos foram solubilizados em dgua: metanol 8:2 (v:v) e avaliados em coluna
analitica LC (LC-6AD Shimizu, Kyoto, Japao) com o auxilio de um sistema de detector
de matriz de fotodiodo (PDA) monitorado entre comprimentos de onda A = 200-800 nm,
em um aparelho analitico LC com coluna ODS HYPERSIL (C-18, 150 mm de
comprimento x 4,6 mm de didmetro, Thermo Electron Corporation).

O fluxo e o volume de injecdo foram, respectivamente, 1 mL/min e 10 puL. Toda
a analise cromatografica ocorreu a uma temperatura de 25 °C. O eluente A foi composto
por uma fase mével bindria de 4gua com acido acético (6%) e 2 mM de acetato de sodio,
e o eluente B, composto por acetonitrila e o seguinte gradiente foi aplicado: 0 min 5 % B;
20 min 15 % B; 30 min 60 % B; ¢ 40 min 100 % B. Foram utilizados padrdes de 4acido

cafeico, acido elagalico, acido vaniolico, acido sinapic, acido ferulico, acido gélico,
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rutina, luteolina, apigenina, naringina, kampferol, e quercetina (Sigma, 98%), preparados
em 4gua - metanol (1000 ug/mL). A identificagdo dos compostos com o auxilio do
detector PDA na faixa espectral de 200-800 nm nao revelou interferéncias no tempo de
retencdo das amostras em LC pelo método de eluicao desenvolvido. Os padrdes foram
facilmente identificados e quantificados com base em seus espectros de absor¢do na
regido UV e no tempo de retencdo. Os compostos encontrados nos extratos foram
inequivocamente identificados pela realizacdo de experimentos de co-injecdo nos quais
as aliquotas dos extratos e padroes foram misturadas e dilutas a um volume conhecido, e
analisadas através da LC. As curvas de calibracdo foram determinadas por regressao
linear utilizando LC. A linearidade para os padrdes foi avaliada para 10 faixas de
concentracao.

Os erros padrao médio para as areas de pico das injecoes replicadas (n = 5) foram
inferiores a 2%, mostrando assim boa repetibilidade da curva de calibracdo. Os
respectivos coeficientes de determinacdo (R?) foram 0,9994 para 4cido cafeina, acido
elagalico, acido sinapic, 4cido vaniolico, dcido feralico e 4cido galico e R*= 0,9996 para

rutina, luteolina, apigenina, naringina, kampferol e quercetina.

5.4.7 Caracterizacio por Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de
Massas (GC-MS)

A andlise GC-MS foi realizada utilizando-se equipamento GC-2010 Plus,
Shimadzu, Kyoto, Japao, equipado com um detector de espectrometria de massa (GC-MS
Ultra 2010), usando LM-5 (5% feniltilpolipoliloxano), coluna capilar de silica fundida
(15 m de comprimento x 0,2 mm id, e filme de 0,2 um de espessura). A 100 mg do extrato
foi adicionado 2 ml de 4gua e 2 ml de hexano, apos a formagao de fase a fragdo de hexano
foi separada da fragdo aquosa. A fragdo aquosa foi adicionado 2 ml de hexano e o processo
foi repetido. Apds as duas extragdes, as fragdes de hexano foram secas e suspensas em
hexano de 1000 ml.

Para anélise GC-MS, a solucao foi filtrada pela primeira vez por ultrafiltro de 0,45
pm. A anélise ocorreu nas seguintes condig¢des: gas de entrada de hélio (99,999% e vazao
1 mL/min),1 pL. de volume de injec¢do, razdo de divisdo (1:20), temperatura inicial do
forno ajustada para 150 °C e aquecimento a 150 °C a 280 °C a 15 °C/min e uma espera
de 280 °C para 15 min. A temperatura do injetor foi de 280 °C e a temperatura do detector

quadruplo foi de 280 ° C. Os parametros de varredura de MS incluiram uma tensao de
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ionizacdao de impacto eletronico de 70 eV, uma faixa de massa de 45-600 nm m/z e um
intervalo de varredura de 0,3 segundos. As identifica¢des foram realizadas comparando
os espectros de massa obtidos nas bibliotecas NIST21 e WILEY?229. Em alguns casos,
quando nao foram encontrados os espectros identificados, apenas o tipo estrutural do
componente correspondente foi proposto com base em sua fragmentagdo espectral em
massa.

Quando possivel, os compostos de referéncia foram cromatografados para
confirmar os tempos de retengdo de GC. Os padroes do acetato estigmasterol,
campesterol, B-sitosterol, lupeol e lupeol (Sigma, >98%) foram preparados em hexano
na concentragdo de 1000 pg/mL. As concentragdes dos compostos foram determinadas
pela calibracdo externa. A linearidade para os padrdes foi avaliada para 5 faixas de
concentragdo. Os erros padrao médio para as areas de pico das inje¢des replicadas (n = 5)
foram inferiores a 2%, mostrando assim boa repetibilidade da curva de calibragdo. Os
respectivos coeficientes de determinacdo (R?) foram de 0,9996 para estigmasterol,

campesterol, B- sitosterol e lupeol e R? = 0,9994 para acetato lupeol.

5.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Para a determinagdo da atividade antimicrobiana, foram utilizados os
microrganismos de referéncia Streptococcus mutans ATCC 25175, Staphylococcus
aureus ATCC 6538 e Candida albicans ATCC 90028 cedidas pelo Laboratério
Microbiologia da Universidade Sao Paulo (USP — Bauru). As cepas estavam armazenadas
a -70 °C em caldo Brain Heart Infusion (BHI) com 20% de glicerol.

Apos a reativacdo foi realizada suspensdo de patdégenos sendo ajustada a turbidez com a
escala 0,5 de McFarland, seguida de leitura espectrofotométrica a 625nm até obtengao de
absorbancia entre 0,08 a 0,10 (1,0 x 108 UFC/mL). Posteriormente a suspensao foi diluida

a concentragio de 1,0 x 107 UFC/mL, utilizada nos ensaios (NCCLS, 2003).

5.5.1 Teste de difusdo em poco

A detecgao da atividade antimicrobiana foi realizada pelo método de difusao em
pocos, utilizando os extratos UCE, SCE e SEE das folhas de D. alata diluidos em
dimetilsulfoxido (DMSO) 10% e ajustados para as concentragdes (200, 100 e 50 mg/ml).

Os controles positivos foram Gluconato de Clorexidina a 0,12% para as bactérias,
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Nistatina 100.000 ui/mL para leveduras e o controle negativo foi solu¢ao de DMSO 10%
(OLIVEIRA, 2016).

As placas foram incubadas por 24 h a 37 °C em microaerofilia. Os resultados
foram analisados medindo os halos com paquimetro digital (modelo Starret 799) e os
diametros comparados com os halos obtidos nos controles. O teste foi realizado em

triplicata.

5.5.2 Determinaciao da Concentracio Inibitéria Minima

A Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) foi determinada para os extratos que
apresentaram os melhores resultados no teste de difusdo em pogo, utilizando a técnica de
microdilui¢do em caldo seguindo a metodologia descrita na norma M7-A6 do National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2003). As concentracdes dos
extratos utilizados foram 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56 ¢ 0,781 mg/mL.

Foi considerado controle negativo os pocos compostos pelo meio de cultura,
solvente DMSO a 1% e suspensdo do patdgeno na concentragdo pré-determinada; como
controle positivo, os pogos contendo meio de cultura, Gluconato de clorexidina 0,12% e
suspensdo do patdgeno na concentragdo pré-determinada; como controle de crescimento
0s pogos com meio de cultura e a suspensdo do patégeno na concentragdo pré-
determinada, e o controle de esterilidade do meio os pocos com apenas o caldo (CMH).
A solugdo reveladora utilizada foi a resarzurina a 0,03%.

Os experimentos foram realizados em triplicata com trés repetigoes.

5.6 ENSAIOS TOXICOLOGICOS

A avaliacdo da toxicidade dos extratos foi determinada pelos métodos Allium cepa
(cebola) e pelo ensaio com Artemia salina.

Para a andlise da toxicidade dos extratos da folha da D. alata pelo teste Allium
cepa foi aplicada a técnica recomendada por Meneguetti et al. (2012) com adaptagdes.
Inicialmente foi preparada a solugdo estoque pesando-se 0,5g de cada extrato bruto, e
diluido em 10 ml de d4gua mineral. A partir da solugdo estoque foram realizadas diluigdes,
para a obtenc¢ao dos extratos nas concentragdes: 750, 250 e 50, as quais foram utilizadas

no experimento da toxicidade. As espécies de A/lium cepa (cebola) utilizadas foram de
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tamanho uniforme, ndo germinadas e saudaveis, adquiridas no supermercado da cidade
de Palmas, Tocantins.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial,
arranjo (4 x 3) com 9 tratamentos: o controle, trés concentragdes de cada extrato e trés
repeti¢des por tratamento. O Indice de Crescimento Relativo (ICR) foi determinado
através do crescimento radicular do controle e dos extratos segundo Young et al. (2012),

obtido pela equagdo (2):

ICR=RLS/RLC (2)

Em que RLS ¢ o comprimento da raiz da amostra e RLC é o comprimento da raiz
do controle. O efeito do extrato em rela¢ao ao controle foi determinado em fun¢ao do ICR
que se subdivide em 3 categorias:

1- ICR < 0,8: Inibi¢ao do crescimento (I);
2- 0,8 <ICR < 1,2: Mesmo efeito controle (MC);
3- ICR > 1,2: Estimulo do crescimento (E).

As anélises foram realizadas no mesmo dia e em triplicatas.

O teste de toxicidade usando Artémia salina foi realizado através da metodologia
de McLaughlin, Rogers e Anderson (1998). Uma solucdo contendo sal marinho na
concentracao de 35 g/L, pH entre 8,0 e 9,0 foi utilizada para eclosdao dos ovos de Artémia
salina e no preparo das demais dilui¢des. Cerca de 10 nauplios de Artémia salina foram
transferidos para tubos de ensaio contendo SmL da solugdo salina e os extratos aquosos
das folhas da D. alata nas concentragdes de 50, 500, 1.000 e 5.000 mg/L. A classifica¢ao
do extrato seguiu os critérios estabelecidos por Ntungwe et al. (2020) com valores de:

ICs0< 100 pg/ml — alta toxicidade;
100 < ClIso < 500 pg/ml — toxicidade moderada;
500 <1ICso <1000 pg/mL — fraca toxicidade;

ICs0 > 1000 pg/mL — atoxicos (nao toxicos).
577 ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos em
média + desvio padrdo. Os dados obtidos foram analisados estatisticamente utilizando o

programa AgroEstat e GraphPad Prism.
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A analise de variancia foi utilizada para comparar os valores médios obtidos no
estudo, sendo que valores p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos

pelo teste de Tukey com DMS (5%) = 0,7817.

5.8 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.8.1 Triagem fitoquimica preliminar

A Tabela 1 apresenta os resultados para a triagem fitoquimica das classes de
metabolitos secundarios presentes nos extratos das folhas da D. alata obtidos por

ultrassom assistida e aparato Soxhlet.

Tabela 1. Triagem fitoquimica preliminar dos extratos da folha da D. alata. obtidos por
ultrassom assistida e aparato Soxhlet (UCE -Extrato Bruto Ultrassom, SCE -Extrato Bruto

Soxhlet, SEE Extrato Etan6lico).

METABOLITOS UCE SCE SEE
Flavonoides + + +
Taninos + + +
Fitosterdis/ Triterpenoides + + +
Quinonas - - -
Saponinas + + +
Alcaloides - + +

(+) Presenca (-) Auséncia

Os extratos UCE, SCE e SEE apresentaram resultados positivos para flavonoides,
taninos, fitoesterois/triterpenoides e saponinas, resultado este similar ao obtido por
Sanchez (2014) ao realizar estudo fitoquimico da polpa do Baru.

Estes metabolitos sdo de interesse na saude por apresentarem diferentes agdes para
a prevengao e tratamento de doengas. Os flavonoides possuem propriedades antioxidante,
antibacteriana,  hepatoprotetora, analgésica, anti-inflamatéria, antifingica e
anticancerigena (KUMAR, PANDEY, 2013). Segundo Katiki et al. (2013), taninos
possuem atividade antitumoral, anti-helmintica e antimicrobiana agindo na reparagdo de

tecidos e regulando a atividade enzimatica. Os fitosterdis conferem protecao imunologica
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e controle do nivel de colesterol, assim como a citotoxicidade sobre células tumorais esta
associada com a presenca das saponinas (THAKUR et al., 2011). Os alcaloides,
identificados no SCE e SEE, ambos obtidos por extra¢do em aparato Soxhlet, apresentam
acdo anestésica e anti-inflamatoria como propriedades bioldgicas (SOUTO et al., 2011;

WILLIAMS, 2012).

5.8.2 Teor de Compostos Fendlicos totais, Taninos, Flavonoides totais e Flavondis

Os teores de compostos fendlicos totais, taninos, flavonoides totais e flavonois
dos extratos da folha da D. alata obtidos por ultrassom assistida e aparato Soxhlet estao

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Quantificacdo dos teores de fenodlicos totais, taninos, flavonoides totais e
flavonois dos extratos da folha da D. alata obtidos por ultrassom assistida e aparato

Soxhlet.

Extratos

UCE SCE SEE

Fenolicos Totais (mg EAG/g) 50,00 + 66,22 + 77,37 +4,01°
2,50¢ 6,53 °

Taninos (mg EAG/g) 18,27 + 20,19 + 18,65+0,38°
0,38° 0,38°

Flavonoides Totais (mg ER/g) 12,12 + 53,88 £ 144,93 + 3,88 °
5,92¢ 3,42°

Flavonois (mg ER/g) 21,60 32,82 + 87,74 £0,53 2
0,30¢ 2,49°

EGA: Equivalente em acido galico; ER: equivalente em rutina. Valores representam a média seguido do
desvio padrao). Médias que ndo compartilham a mesma letra sdo significantemente diferentes (p < 0.05).
UCE: Extrato Bruto Ultrassom; SCE: Extrato Bruto Soxhlet; SEE Extrato Etanolico.

Dentre os extratos da folha da D. alata analisados, o UCE foi o que apresentou
menor teor de fendlicos totais, taninos, flavonoides totais e flavonois. Este resultado

associado ao método de extragdo (inico extrato obtido usando ultrassom assistida). O

extrato SEE apresentou quantidade significativamente maior de fenolicos totais,
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flavonoides totais e flavondis (p < 0,05), o que sugere que o desengorduramento prévio,
foi favoravel a extracdo desses compostos. Foi ainda observada uma quantidade maior de
taninos no SCE, o que sugere a temperatura como fator potencializador para a extra¢do
de compostos fenolicos.

Nao foram encontrados trabalhos quantificando os teores de fenolicos totais,
taninos, flavonoides e flavonodis em extratos da folha da D. alata, entretanto Barizao et
al. (2021) analisou extratos hidroalcoolicos da polpa e casca de fruto da D. alata
encontrando maiores valores de compostos fendlicos (3,15 + 0,14 ¢ 2,98 + 0,01 mg
EAG/g), para os solventes etanol e metanol, respectivamente, valores inferiores ao
apresentado pelo UCE (50,00 + 2,5 mg EAG/ g), o menor resultado obtido neste estudo.

Considerada a classe mais importante de polifendis, segundo Pietta (2000), os
flavonoides atuam na defesa das plantas contra agentes externos; apresentam na
farmacologia acao antimicrobiana, anti-inflamatéria e antioxidante (CARVALHO et al.,

2021).
5.8.3 Awvaliacao da atividade Antioxidante

Os resultados da avaliagdo da atividade antioxidante (AA%), expresso em termos
de ICso, dos extratos da folha da D. alata obtidos por ultrassom assistida e aparato Soxhlet
determinados pelos ensaios do radical DPPHe (padrdo rutina) e ABTSe* (padrao acido

galico), estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Atividade antioxidante, expressa em termos de ICso, da capacidade de
sequestro de radicais DPPHe e ABTSe" dos extratos da folha de D. alata obtidos por
ultrassom assistida e aparato Soxhlet.

DPPHe ABTSe*
Amostra

ICso g /mL ICso HUg /mL
UCE 80,68 + 0,06 ° 11,43+0,35°¢
SCE 85,26 +1,37°¢ 7,60+ 1,27°
SEE 2,98 +2,92° 6,57 +£0,89 2

Rutina 11,92 +0,47°
Acido Galico 6,75+ 0,012

Médias que ndo compartilham a mesma letra sdo significantemente diferentes (p < 0.05). UCE: Extrato
Bruto Ultrassom; SCE: Extrato Bruto Soxhlet; SEE Extrato Etandlico.
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O extrato SEE demonstrou primazia nos resultados tanto no ensaio DPPHe quanto
no ABTSe* superando, em alguns ensaios os padrdes rutina e acido galico. Estes
resultados estdo de acordo com os resultados obtidos na quantificagdo quimica dos
extratos da folha da D. alata.

O extrato SCE apresentou menor capacidade antioxidante pelo ensaio DPPHs,
contudo, no ensaio ABTS+" apresentou capacidade antioxidante semelhante ao padrdo
acido galico (p < 0,05). A diferenga nos resultados ¢ explicada pelos diferentes
mecanismos de acdo antioxidante de cada método. Resultado semelhante, quanto a
variacdo de resultados entre os métodos DPPHe e ABTS«" foi relatado por Silvério, Castro
e Miranda (2013) durante estudo com extrato etandlico das folhas da D. alata.

Na odontologia, os antioxidantes estdo relacionados a manifestacdo da doenca
periodontal, desde sua instalagdo na cavidade oral até sua progressdo para periodontite
cronica, como demonstrado Chen et al. (2019) ao analisar os biomarcadores de estresse

oxidativo presentes na saliva.

5.8.4 Analise por Cromatografia LC-DAD e GC-MS

A Tabela 4 apresenta a composi¢do quimica dos extratos da folha da D. alata

identificados por LC-DAD.

Tabela 4. Identificacdo dos compostos quimicos usando LC-DAD (mg/ g = DP) nos
extratos da folha da D. Alata obtidos por ultrassom assistida e aparato Soxhlet.

UCE SCE SEE
Composto mg /g £ DP
Acido Galico 57,7£02¢  774+03%  72,8+049
Acido Cafeico 353+0,1°  443+02°  43,1+0,2°
Rutina 20,101 22,6+0,1F 222+0,1f
Quercetina 112,3+0,4* 151,7+0,6* 145,3+0,6°
Luteolina 63,1+£0,1° 794+02°¢ 78,7+0,2°
Kampferol 67,2 +0,2° 83,6 +0,2° 82,8+0,1°

UCE: Extrato Bruto Ultrassom; SCE: Extrato Bruto Soxhlet; SEE Extrato Etanolico.
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A quercetina foi o composto encontrado em maior quantidade nos trés extratos
analisados, seguida do kampferol, luteolina, acido galico, 4cido cafeico e rutina. Todos
os compostos foram determinados em maior concentragdo no SCE, seguido do SEE e
UCE, respectivamente, o que sugere que a extracdo por aparato Soxhlet foi mais eficiente
para a extracdo destes compostos. Além disso, ndo houve diferenca estatistica entre os
extratos SCE e SEE.

A presenga dos flavonoides quercetina, luteolina, kampferol e rutina confere
propriedades bioldgicas antitrombotica, vasodilatadora, analgésica, anti-inflamatoria,
cito protetora, antibacteriana e vaso protetora (Vaccari, Soccol, Ide, 2009).

Nao foram encontrados trabalhos sobre caracterizacdo quimica de folhas de D.
Alata, porém, Segundo Nguyen et al., (2021), em estudo com camundongos, os
flavonoides danificam a membrana celular de cepas de C. albicans, resistentes a terapia
medicamentosa tradicional, apresentando uma atividade antifingica para as cepas
testadas.

A quercetina estimula a células epiteliais orais e reduz a liberagdo de citocinas
pro-inflamatorias exercendo efeito bloqueador de processos patologicos de mucosite oral
induzida por radiagdo, sendo um promissor agente terapéutico para eventos adversos da
radioterapia em cabeca e pesco¢o (ZHANG et al., 2021). Segundo Mooney et al. (2021)
a quercetina estimula a homeostase do tecido periodontal além de promover um
microambiente oral propicio @ microbiota simbiotica.

Yang et al. (2017) identificou que a presenga da quercetina nos adesivos
dentinarios resultou na diminui¢cdo da atividade metabdlica de S. Mutans, assim como
apresenta a capacidade de promover a reticulagdo do coldgeno presente na dentina
potencializando a unido desta com o material restaurador prolongando a meia vida das
restauragOes adesivas. A atividade inibitéria do kampferol contra patdégenos orais foi
relatada por Kalemba e Kunica (2003) ao associar ao composto a ruptura da parede celular
e membrana citoplasmatica das células bacteriana Gram positivas de S. Mutans.

A tabela 5 apresenta a composi¢do quimica dos extratos das folhas de D. alata

analisados por GC-MS.

Tabela 5. Teor de compostos quimicos quantificados por GC-MS (mg/ g = DP) dos
extratos da folha da D. Alata dos extratos da folha de D. alata obtidos por ultrassom
assistida e aparato Soxhlet.
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UCE SCE SEE
Composto mg /g £ DP
Campesterol 20,7 £0,1°¢ 91,8+0,3% 10,1 +£0,1 €
Estigmasterol 257+0.2° 86,5+0,2° 13,3+0,19°
B-sitosterol 60,1 +0,2° 81,3+0,2°¢ 22,7+0,1%

UCE: Extrato Bruto Ultrassom; SCE: Extrato Bruto Soxhlet; SEE Extrato Etandlico.

Conforme observado o UCE e o SCE apresentaram maior concentracdo de [3-
sitosterol quando comparados ao SEE, sendo que o SCE apresentou uma maior
concentracdo de todos os compostos identificados, o que sugere que o processo de
extracdo a quente, tenha favorecido a extracdo dos compostos e o desengorduramento
prévio (SEE) interferiu negativamente na quantificacdo dos mesmos.

Poucos estudos foram encontrados com extratos das folhas da D. alata, porém,
Gomes (2019) realizou estudo similar com 6leo da améndoa do baru identificando os
compostos campesterol (1,27 mg/g), estigmasterol (1,85 mg/ g) e B-sitosterol (3,07 mg/g).

Os fitosterdis apresentam atividade hipocolesterolemiante (Bartnikowska, 2009),
anti-inflamatoria, antioxidante e anticarcinogénica (Y oshida, Niki, 2003), sendo que o [3-
sitosterol possui agdo estrogénica. Assim, identificagdo de tais compostos nos extratos
das folhas da D. alata justifica o emprego do baru na medicina popular como regulador
menstrual e antirreumatico (SANO, BRITO, RIBEIRO, 2006).

Os fitoesterois, como o B-sitosterol e o estigmasterol tém como propriedades agao
antitumoral, antifungica, analgésica e anti-inflamatoéria. Estas atividades sdo uteis na area
odontoldgica por agirem, em grande parte, nas doengas bucais e na formagao da flora

bucal bacteriana (LAGO et al., 2012; FACUNDO et al., 2012; ALVES et al., 2010).

5.8.5 Atividade Antimicrobiana

A média do halo de inibicdo (mm) da atividade antimicrobiana dos extratos das
folhas da D. alata frente aos microrganismos Staphylococcus aureus (S. aureus) e

Streptococcus mutans (S. mutans), estdo apresentados na tabela 6.

Tabela 6. Atividade antimicrobiana dos extratos das folhas da D. alata obtidos por
ultrassom assistida e aparato Soxhlet, frente os microrganismos S. aureus, S. mutans e
controle positivo pela técnica de difusdo em pogo.



. Microrganismos
Concentracao
Extratos S. aureus S. mutans
(mg) ] o
Area de inibicdo (mm)
50 11,02 + 0,39 8,86 £ 0,04
UCE
100 11,50 £ 0,04 9,27 £0,23
200 11,37 +£0,73 11,36 £+ 0,14
50 9,66 +£0,16 8,51 £0,09
SEE
100 11,16 £ 0,32 9,59 + 0,20
200 12,52 £0,36 12,16 £0,32
50 11,46 £ 0,65 7,71 £0,75
SCE
100 10,82 + 0,06 7,17 £0,15
200 11,26 £0,26 10,89 +£0,12
Gluconato de
+ 10,65 + 0,86 12,56 £ 0,41

71

Clorexidina

UCE: Extrato Bruto Ultrassom; SCE: Extrato Bruto Soxhlet; SEE: Extrato Etandlico.

A melhor resposta de inibi¢ao, ao confrontarmos todos os extratos contra todos os
microrganismos, se deu no extrato SEE 200 mg/ml frente ao S. aureus. Todos os extratos,
em todas as concentracdes analisados, frente ao S. aureus apresentaram atividade superior
a obtida pelo controle positivo (Clorexidina), com exce¢ao do SEE 50 mg/ml.

Aleluia et al. (2017), apresentam o tanino como principal componente relacionado
a atividade no combate a bactérias gram-positivas e gram-negativas constituintes do
biofilme bucal, aumentam a lise bacteriana, assim como interferem no mecanismo de
aderéncia bacteriana a superficie dos dentes, inibindo a formacao do biofilme bacteriano.

Nao foi observado atividade antifungica dos extratos SCE, UCE e SEE nas
concentracoes testadas sobre a C. albicans, portanto para este microrganismo nao foi

realizado o teste de Concentragao Inibitoria Minima.

5.8.6 Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Os extratos brutos que apresentaram atividade antimicrobiana frente aos
patogenos no teste de difusao em poco foram submetidos a determinacao da concentragao

inibitoria minima.
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Foi observada atividade antimicrobiana frente ao S. aureus tanto para o extrato
UCE quanto para o SEE, ambos com a¢ao bactericida na concentragdo de 1,56 mg/ml. A
mesma atividade antimicrobiana foi observada por Soares (2014) ao avaliar sabonete de
0leo de baru na concentragdo de 0,154 mg/ml. Sousa et al. (2017) também comprovaram
atividade bacteriostatica do extrato da casca de Dipteryx magnifica na concentragao de
2,0 mg/ml ambos frente ao S. aureus. No entanto Gomes (2019), ndo identificou atividade
antimicrobiana do 6leo de baru para as cepas S. aureus, E. coli, S. typhimurium e S.
pyogenes.

Quanto ao tipo de atividade antimicrobiana, tanto UCE quanto o SEE
apresentaram atividade bactericida a frente ao S. aureus e S. mutans, microrganismos com
grande atividade na cavidade bucal, protagonizando, respectivamente, na formagado da

placa bacteriana e doenga periodontal.

5.8.7 Analise de toxicidade

A avaliagao in vitro da toxicidade dos extratos das folhas de D. alata frente a raiz
da Allium cepa, nas concentragdes 50, 250 e 750 e o grupo controle com dgua mineral,
estao apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7. Comparagao de crescimento radicular por concentragao dos extratos das folhas
da D. alata, obtidos por ultrassom assistida e aparato Soxhlet.

Concentracao Indice de Crescimento Relativo
(ng/mL) UCE SCE SEE
50 1.44 (E) 1.27 (E) 1.16 (E)
250 1.25 (E) 1.10 (M) 1.29 (E)
750 1.05 (M) 1.18 (M) 0.71 (D

I: Inibi¢do de crescimento; M: Mesmo efeito controle; E: Estimulo de crescimento; UCE: Extrato Bruto
Ultrassom; SCE: Extrato Bruto Soxhlet; SEE: Extrato Etandlico.

Todos os extratos analisados apresentaram estimulo ao crescimento radicular na
concentragdo 50 pg/mL e na concentragao 250 pg/mL apenas o SCE apresentou o mesmo
crescimento radicular do grupo controle enquanto o UCE e o SEE apresentaram estimulo
do crescimento radicular quando comparado ao grupo do controle (dgua mineral). Na
concentragdo de 750 pg/mL apenas o SEE inibiu o crescimento radicular enquanto os

demais extratos apresentaram desempenho similar ao controle.



73

A curva dose-resposta obtida pelo ensaio de toxicidade (ICso) usando o teste

Artemia salina dos extratos das folhas de D. alata est4 apresentada na Tabela 8.

Tabela 8. Concentragao letal média (ICso) pelo teste da 4. salina dos extratos das folhas
da D. alata, obtidos por ultrassom assistida e aparato Soxhlet.

Extrato ICso pg/mL Toxicidade
A. salina

UCE 1811 Nao Toxico

SCE 2475 Nao Toxico

SEE 2471 Nao Téxico

UCE: Extrato Bruto Ultrassom; SCE: Extrato Bruto Soxhlet; SEE: Extrato Etandlico.

Todos os extratos analisados apresentaram baixa toxicidade, uma vez que a
concentracao letal média (ICso), nao foi atingida mesmo na concentragao de 1000 ug/mL.
Nao foram encontrados na literatura estudos de toxicidade com extratos de folhas

de D. alata frente a raiz da Allium cepa e aos nauplios de A4. salina.

5.9 CONCLUSAO

Os extratos das folhas da D. alata apresentaram compostos fenolicos, como os
acidos galico, acido cafeico, quercetina, kampferol, luteolina além de outros em menor
concentracdo, cuja quantidade obtida tem relacdo direta com o método de extragao
empregado.

Foi evidenciada atividade bactericida in vitro do SEE e UCE frente ao S. aureus
com parametros similares aos da referéncia clorexidina. Os extratos obtidos das folhas da
D. alata Vogel apresentaram baixa toxicidade nas metodologias testadas.

A possibilidade de ampliar a utilizagdo da D. alata Vogel incentiva ndo apenas
preservacdo da espécie em areas nativas como estimula seu emprego como
Fitorremediagao. Contudo, novas pesquisas € ensaios in vivo sao necessarios para avaliar

a viabilidade do uso da D. alata Vogel para o tratamento de afecgdes bucais.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Constituido em duas etapas, este estudo realizou inicialmente uma revisao
sistematica integrativa da literatura sobre as plantas medicinais e fitoterapicos na clinica
odontologica, seguido da fase de triagem fitoquimica, determinagcdo do potencial
antioxidante in vitro e avalia¢ao da toxicidade dos extratos da folha da Dipteryx alata.

Constatou-se que muitas plantas possuem agao antimicrobiana, anti-inflamatoria,
antiflingica e cicatrizante, comprovando a efetividade dos fitoterapicos e suas vantagens
em relacdo aos medicamentos alopdticos, inclusive na Odontologia, podendo contribuir
para tratamento e controle de varias doencas, sendo utilizados concomitantemente ou nao
com medicamentos alopaticos; porém o conhecimento da a¢ao farmacoldgica, os efeitos
adversos e as contraindicagdes dos fitoterapicos devem ser de conhecimento do
profissional da satde .

Na bioprospecgao fitoquimica dos extratos da folha da Dipteryx alata, foi possivel
a identificagdo de metabdlitos secundarios como flavonoides, taninos, fitoesterois e
saponinas em todos os extratos analisados, e alcaloides estavam presentes nos extratos
SCE e SEE. Na cromatografia LC-DAD, foram identificados acido cafeico, rutina,
quercetina, luteolina e kampferol e na andlise por GC-MS, campesterol, estigmasterol e
[B-sitosterol em todos os extratos, sugerindo uma promissora atividade antioxidante,
hepatoprotetora, anti-inflamatdria, antimicrobiana, antitumoral e neuroprotetora das
folhas da Dipteryx alata.

Nos testes de toxicidade, os extratos foram considerados ndo toxicos, sendo
identificada atividade antibacteriana frente aos microrganismos S. aureus e S. mutans, no
entanto, os extratos ndo apresentaram agao antifingica para a cepa de C. albicans. Assim,
os extratos analisados da folha da D. alata apresentam potencial terapéutico para
aplicabilidade na odontologia, necessitando de novas pesquisas € ensaios in vivo para
avaliacdo da viabilidade do emprego da Dipteryx alata para o tratamento das afeccoes

bucais.



