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Sampaio, T. P. D.

Potencial antimicrobiano de extratos vegetais e fracdes quimicas de
Sideroxylon obtusifolium T.D. Penn sobre microrganismos bucais

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana in vitro de extratos
vegetais e fracbes quimicas de Sideroxylon obtusifolium T.D. Penn sobre
Streptococcus mutans (ATCC 27175), Streptococcus oralis (ATCC 10557),
Streptococcus salivarius (ATCC 7073), Streptococcus parasanguinis (ATCC 903) e
Candida albicans (ATCC 10231), bem como, identificar as classes de substancias
quimicas bioativas presentes nos extratos de melhor atividade. Extratos liofilizados
da folha e casca (LF e LC) e extratos etandlicos da folha e casca (EF e EC) de S.
obtusifolium T. D. Penn foram submetidos a avaliagdo do potencial antimicrobiano
através da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), Concentracdo Bactericida Minima
(CBM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM). Os ensaios foram realizados pelo
método da microdiluicAo em triplicata, em trés experimentos independentes. A
caracterizacao fitoquimica foi realizada através da quantificacdo do teor de polifendis
totais, flavonoides totais e taninos condensados. O extrato EC de S. obtusifolium T.
D. Penn apresentou atividade bacteriostatica e bactericida sobre Streptococcus
mutans (CIM= 1000 pg/mL; CBM= 1000 ug/mL); as demais cepas de estreptococos
mostraram-se resistentes as concentracdes dos extratos testados; todos os extratos,
etandlicos e liofilizados, da folha e casca apresentaram atividade inibitéria sobre o
crescimento de Candida albicans (CIM= 500 pg/mL); as fragdes diclorometano e n-
butanol do extrato LF apresentaram potencial antifngico maior que o extrato bruto
LF (CIM= 250 pg/mL; CFM= 500 pg/mL). A caracterizagdo fitoquimica revelou
predominio dos compostos polifendis totais (EC= 29,23%; LC= 25,98%), seguidos
por taninos condensados (LC= 38,84%; LF= 17,78%). De acordo com os resultados
sugere-se que Sideroxylon obtusifolium TD Penn apresenta potencial antifingico
sobre C. albicans e potencial antibacteriano sobre S. mutans, podendo sua acéo
estar relacionada com a presenca de compostos fitoquimicos da classe dos
polifendis totais e taninos condensados.

Palavras-chave: fitoterapia; placa dentaria; Candida albicans; Sapotaceae;
polifendis; flavonoides; taninos.



Sampaio, T. P. D.

Antimicrobial potential of plant extracts and chemical fractions from

Sideroxylon obtusifolium T. D. Penn on oral microorganisms

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the in vitro antimicrobial activity of plant extracts and
chemical fractions from Sideroxylon obtusifolium T.D. Penn on Streptococcus mutans
(ATCC 27175), Streptococcus oralis (ATCC 10557), Streptococcus salivarius (ATCC
7073), Streptococcus parasanguinis (ATCC 903) and Candida albicans (ATCC
10231), as well as to identify the bioactive chemical substances contained in the
extracts with the best antimicrobial activity. Lyophilized extracts of leaf and bark (LL
and LB) and ethanol extracts of leaf and bark (EL and EB) of S. obtusifolium T. D.
Penn were tested for their antimicrobial potential by determining their Minimum
Inhibitory Concentration (MIC), Minimum Bactericidal Concentration (MBC) and
Minimum Fungicidal Concentration (MFC). Tests were performed in triplicate by the
microdilution method in three independent experiments. Phytochemical
characterization was performed by measuring the content of total polyphenols, total
flavonoids and condensed tannins. The EB extract of S. obtusifolium T. D. Penn
showed bacteriostatic and bactericidal activity against Streptococcus mutans (MIC =
1000 pg/ml, MBC = 1000 pg/ml); the other streptococci strains were found to be
resistant to the extract concentrations tested; all extracts (ethanol and lyophilized,
from leaf and bark) showed inhibitory activity on Candida albicans (MIC = 500 pg/ml);
the dichloromethane and n-butanol fractions of LL extract showed higher antifungal
potential than the crude LL extract (MIC = 250 pg/ml; CFM = 500 pg/ml).
Phytochemical characterization revealed predominance of polyphenol compounds
(EB = 29.23%, LB = 25.98%), followed by condensed tannins (LB = 38.84%, LB =
17.78%). According to the results, it is suggested that Sideroxylon obtusifolium T. D.
Penn has antifungal activity on C. albicans and antibacterial activity on S. mutans,
possibly due to the presence of total polyphenols and condensed tannins.

Key-words: phytotherapy; dental plaque; Candida albicans; Sapotaceae;
polyphenols; flavonoids; tannins.
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1 CONSIDERACOES INICIAIS

O biofilme dental é amplamente estudado como um sistema complexo de
adesao bacteriana, propiciando o desenvolvimento de doencas infecciosas, dentre
elas a carie dentaria e a periodontite (ZIJNGE et al., 2010). E composto por um
derivado de matriz extracelular, sendo este os polissacarideos extracelulares que
formam uma pelicula na superficie dos dentes, a qual fornece um sitio de ligacéo

para 0s microrganismos e acumula as células microbianas (XIAO et al., 2012).

Os estreptococos da cavidade bucal associadas a cérie dentaria se
subdividem em trés grupos: Grupo mutans (Streptococcus mutans e Streptococcus
sobrinus); Grupo salivarius (Streptococcus salivarius) e Grupo mitis (Streptococcus
sanguinis, Streptococcus oralis e Streptococcus mitis) (JORGE, 2007).

A identificacdo dos microrganismos que compdem o biofilme dental, a partir
de suas caracteristicas genéticas, evidencia o predominio de microrganismos do tipo
bactérias em 82%. Destas, 66% correspondem a estreptococos. Considerando a
presenca de estreptococos na placa dental de individuos carie-ativos, as espécies
Streptococcus  sanguinis, Streptococcus mutans, Streptococcus  sobrinus,
Streptococcus  mitis,  Streptococcus intermedius,  Streptococcus  gordonii,
Streptococcus parasanguinis e Streptococcus oralis foram muito bem representadas.
Contudo S. mutans exibe a maior abundancia diferencial em relacdo a qualquer
outra espécie (PETERSON, 2013).

Os S. mitis, S. oralis, S. sanguis, Streptococcus sp., S. gordonii e S.
intermedius sdo as espécies deste género que primeiro colonizam a superficie
dentaria, antecedendo a multiplicacdo do complexo de bactérias Gram-negativas.
Esta colonizacdo primaria, favorecida pelo biofiime, encontra protecdo contra o
ataque de microrganismos competidores, sistema imune do hospedeiro e a agdo dos
antibiéticos (SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2002).

A composicdo bacteriana no biofilme ou na forma planctbnica esta
diretamente relacionada com a capacidade de adesdo que estes microrganismos
possuem a superficies duras, selecionando aqueles que irdo tornar-se membros da

microbiota aderente. Estudo avaliando a composicdo microbiana de bactérias
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organizadas em biofilmes ou na forma planctonica evidenciou que S. mutans, S.
sanguinis e lactobacilos foram predominantes no biofilme dental. S. sobrinus e S.
salivarius mais predominante em saliva, e S. mitis e S. oralis foram encontrados de
forma semelhante tanto aderidos a biofilmes, quanto na forma planctbnica.
(WESSEL et al., 2014).

O sucesso da terapia antimicrobiana estd em satisfazer os requisitos
aparentemente contraditorios de manter o biofilme em niveis compativeis com a
saude bucal, mas sem interromper as propriedades benéficas da microbiota
residente. Um grande desafio para o futuro sera o desenvolvimento de produtos com
eficacia clinica satisfatéria, preservando os beneficios da microbiota bucal (MARSH,
2010).

7

Candida albicans é caracterizada como um fungo dimorfico Gram-positivo.
Habita comensalmente a microbiota bucal de individuos saudaveis, sendo a
levedura mais frequente nos isolados da cavidade bucal, especialmente na saliva,
epitélio de revestimento das mucosas e biofilmes dentais. Fatores locais (placa
bacteriana, xerostomia) e sistémicos (diabetes, doenca renal, deficiéncia de fatores
nutricionais) podem favorecer sua viruléncia e desencadear a candidose bucal
(SALERNO et al., 2011; REIS et al., 2011; HOFLING et al., 2004).

A candidose ¢é a infeccao flungica bucal mais frequente em humanos, causada
por Candida albicans. Resulta da transicdo do microrganismo de seu estado
comensal a patogénico e pode estar associado a capacidade de formar biofilme e
associar-se com outros microrganismos residentes (REIS et al., 2011; HOFLING et
al., 2004). Candida albicans frequentemente sdo encontradas em biofilmes dentais,
aumentando a producdo de exopolissarideos e consequente acumulo de massa
microbiana (FALSETA et al., 2014).

O aumento dos casos de infec¢des fuangicas nas ultimas décadas € notério,
especialmente em individuos imunocomprometidos (FARAH et al., 2010; HOFLING
et al., 2004). O aumento da incidéncia de diabetes, expectativa prolongada de vida e
a utilizacao de antibioticoterapia de largo espectro contribuem para modificagbes no
sistema imunologico dos individuos favorecendo o desenvolvimento de infec¢des
oportunistas variadas (FARAH et al., 2010).
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Os antifungicos mais utilizados para o tratamento da candidose incluem
suspensdes a base de nistatina, anfotericina-B, miconazol e fluconazol. Geralmente
estes medicamentos favorecem a remissao satisfatoria dos sinais no periodo de 12
a 14 dias (SALERNO et al., 2011). Contudo, relata-se resisténcia as terapias
antifangicas  tradicionalmente  utilizadas, particularmente em  pacientes
imunocomprometidos (JUNQUEIRA et al., 2012).

Estudos que avaliem a eficacia de novas alternativas, como o uso de extratos
vegetais na prevencgédo e tratamento da candidose sao cada vez mais frequentes e
relevantes (REIS et al., 2011). Estudos acerca do potencial antimicrobiano de
extratos e fracGes de plantas medicinais sédo recorrentes, especialmente em busca
de novos compostos com potencial antifangico sobre o género Candida (ANIBAL et
al., 2011).

Os produtos naturais sdo uma fonte rica de substancias estruturalmente
diferentes com ampla atividade biolégica. No entanto, devido a complexidade de
procedimentos quimicos é um desafio o isolamento para derivar os compostos
ativos. Assim, o verdadeiro valor da acdo desses produtos naturais permanece
largamente desconhecido (JEON et al., 2011).

Considerando a riqueza e diversidade da vegetacdo do semiarido, a
caracterizacdo de plantas medicinais desta regido que possam auxiliar no controle
do biofilme dental constitui importante fator de impacto sobre o aproveitamento dos
recursos locais (CARTAXO et al., 2010).

Ha& numeros expressivos de espécies de plantas medicinais conhecidas da
regido de caatinga do nordeste do Brasil com necessidade de mais estudos
fitoquimicos e farmacolégicos, bem como uma analise pormenorizada da sua
disponibilidade e efeitos potenciais sobre o0 wuso intensivo na populacao
(ALBUQUERQUE et al., 2007).

A planta Sideroxylon obtusifolium T.D. Penn, pertence a familia Sapotacea,
conhecida como quixaba, quixabeira ou rompe-gib&o. A casca do vegetal tem sido
largamente utilizada pela populagcdo para as seguintes afecc¢des: traumas, dores em
geral, ulcera duodenal, gastrite, azia, inflamacéo crbnica, lesdo genital, inflamacao

nos ovarios, anexites, colicas, problemas renais, problemas cardiacos, diabetes
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(ALBUQUERQUE et al., 2007), gripe, contusdes, inflamacdes em geral e acao
anticancerigena (PAULINO et al., 2012).

Sideroxylon obtusifolium T. D. Penn é uma das espécies vegetais mais populares
do Cariri paraibano devido as suas propriedades medicinais. Muitas plantas
frequentemente utilizadas por populacdes locais ainda ndo foram estudadas ou seus
principios ativos ainda ndo foram identificados para valida-las como medicamento ou
para aproveita-las economicamente (ALVES; NASCIMENTO, 2010).

Pesquisa realizada com moradores de uma comunidade do Nordeste do
Brasil para selegdo e posterior investigacdo de plantas com atividade antifungica
revelou que joazeiro, catingueira, quixabeira e jatoba foram as espécies vegetais
mais citadas. Verificou-se que a casca da quixabeira, extraido seus compostos por

decoccéo, foi indicada para tratamento de micoses superficiais (CRUZ et al., 2007).

O extrato da casca, pelo método da microdiluicio em caldo, apresentou
atividade bactericida e bacteriostatica sobre Staphylococcus aureus e Escherichia
coli, enquanto que o extrato da folha apresentou as mesmas atividades para S.
aureus (ROCHA et al.,, 2013). Costa et al. (2012) observaram que 0 extrato
hidroalcodlico a 70% da casca de S. obtusifolium apresentou atividade sobre

Enterococcus faecalis pelo método de difusdo em agar.

No extrato etandlico da entrecasca de S. obtusifolium registrou-se presenca
de flavonoides, fendis, saponinas, esteroides e taninos. Observou-se uma
associacdo de compostos como flavonoides a propriedade antinociceptiva e anti-
inflamatdria em testes in vivo com ratos e camundongos (ARAUJO-NETO et al.,
2010). InfusBes das folhas também sdo usadas como anti-inflamatoério, no entanto,
as informacdes sobre os constituintes de S. obtusifolium T. D. Penn permanecem
escassas (OLIVEIRA et al., 2012).

Palombo (2011) afirma que a busca por compostos fitoquimicos com atividade

biolégica €& de grande relevancia para ser incorporado a uma formulagéo

farmacéutica, mostrando-se como um método de tratamento promissor.

Tendo em vista que estreptococos do biofilme dental estéo relacionados com
a etiologia da carie dentaria, importante e prevalente doenca dos tecidos dentarios

em humanos, assim como, a Candida albicans esta fortemente associada ao
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surgimento da candidose bucal, € propicio o estudo de substancias terapéuticas
alternativas aquelas utilizadas com frequéncia contra estes microorganismos. Muitos
agentes terapéuticos ndo alcancam mais a eficacia esperada devido a resisténcia

microbiana ou proporcionam efeitos toxicos aos tecidos humanos.

Considerando a complexidade do biofilme dental, a resisténcia aos
antifangicos para candidose bucal, bem como, as indicacfes terapéuticas e o0s
estudos ainda escassos sobre o potencial antimicrobiano de S. obtusifolium T. D.
Penn torna-se viavel maiores investigacdes acerca desta planta medicinal do

semiarido brasileiro, muito utilizada pela populacéo local.

Com isso, a investigacdo de novas alternativas de tratamento a partir de
principios ativos de plantas medicinais possibilita a elaboracdo de formulacdes
farmacéuticas de acesso mais facil a populacdo e com perspectiva de menores

contraindicacdes de uso.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro de extratos vegetais e fragées quimicas
de Sideroxylon obtusifolium T.D. Penn sobre microrganismos da cavidade bucal,
bem como, identificar as classes de substancias quimicas bioativas presentes nos

extratos de melhor atividade.

2.2 ESPECIFICOS

» Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos vegetais liofilizados e

etandlicos da folha e casca de S. obtusifolium visando a selecédo dos extratos

de melhor atividade;

» ldentificar a(s) classe(s) de substancia(s) quimica(s) bioativa(s) presente(s)

no(s) extrato(s) de melhor atividade;

» Executar particAo com solventes orgéanicos de polaridade crescente dos

extratos liofilizados de melhor atividade;

> Avaliar a atividade antimicrobiana das fragdes dos extratos liofilizados (folha e
casca) objetivando a selecéo da(s) fracao(des) de melhor atividade.
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3 METODOLOGIA

3.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Ensaio laboratorial experimental in vitro.

3.2 LOCALIZACAO DO ESTUDO

A elaboracdo dos extratos e 0s ensaios microbiolégicos foram realizados no
Laboratério de Desenvolvimento e Ensaio de Medicamentos (LABDEM) da
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB).

O processo de liofilizagdo dos extratos foi realizado no Centro de
Biotecnologia (CBiotec) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

A triagem fitoquimica foi realizada no Laboratorio de Fitoquimica da UEPB.

3.3 MATERIAL VEGETAL

As folhas e cascas de Sideroxylon obtusifolium T.D. Penn foram coletadas no
periodo matutino, no Sitio Capim Grande, pertencente ao municipio de Campina
Grande/PB, no més de Fevereiro de 2013. As exsicatas da planta em estudo, apés a
identificacdo da espécie, foram catalogadas no Herbario Arruda Camara da UEPB
(ACAM 583). (Fotos 1, 2 e 3).



Foto 1- Sideroxylon obtusifolium T. D.

Fonte: arquivo pessoal.

Foto 2- Folhas de S. obtusifolium T. D. Penn

Fonte: arquivo pessoal.

Foto 3- Caule de S. obtusifolium T. D. Penn.

Fonte:http://w3.ufsm.br/erbarioflorestal/especie det
alhes.php?nome_filtrado=espinheiro

20


http://w3.ufsm.br/erbarioflorestal/especie_

21

O material vegetal foi acondicionado em sacolas de papel e em seguida
realizou-se limpeza deste material, eliminando os espinhos e demais partes aéreas
presentes nas folhas, bem como, a eliminacéo de parte das cascas impregnadas por
liguens ou matéria contaminante que venha interferir na qualidade da planta

estudada.

As folhas e cascas foram submetidas a secagem em estufa de ar circulante
(FANEM - Modelo 330/5) a 40°C, por um periodo de 14 dias alcancando a
estabilizacdo final do peso. Posteriormente foram moidas em moinho de facas
(SOLAB — Modelo SL 30), com diametro da particula de 10 mesh, cuja finalidade foi
aumentar a superficie de contato e facilitar a extracdo dos fitoconstituintes das

partes da planta, quando submetidas a solucao extratora.

O rendimento das cascas correspondeu a 48,76% do seu peso inicial e o
rendimento das folhas, 41,56%.

3.40BTENCAO DOS EXTRATOS

Foram preparados extratos hidroalcodlicos das folhas e cascas de S.
Obtusifolium T. D. Penn na propor¢do 200g planta seca e moida para 1 litro de
solvente utilizando o alcool etilico a 70%, bem como, extratos etanodlicos utilizando
como solvente o alcool etilico a 96%. O método de extracdo utilizado foi maceracéo,

com agitacao ocasional.

Os extratos hidroalcodlicos e etandlicos foram evaporados sob presséo
reduzida em rotaevaporador a 40° e 70 rpm para eliminacdo do solvente.
Posteriormente, os extratos hidroalcodlicos foram liofilizados (Liofilizador LS 3000

Terroni®) com temperatura entre -20°C a -40°C.

Os extratos foram acondicionados em recipientes de vidro, protegidos da luz e

conservados sob refrigeracéo.

Obtiveram-se entdo o0s seguintes extratos submetidos aos testes
antimicrobianos: extrato liofilizado da folha (LF), extrato liofilizado da casca (LC),

extrato etandlico da folha (EF) e extrato etandlico da casca (EC).
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3.5 CARACTERIZACAO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO

3.5.1 Linhagens ensaiadas

Foram utilizadas cepas American Type Culture Collection (ATCC)
provenientes da Fundacdo Oswaldo Cruz, sendo estas: Streptococcus mutans
(27175), Streptococcus parasanguinis (903), Streptococcus salivarius (7073),
Streptococcus oralis (10557) e Candida albicans (10231).

3.5.2 Meios de cultura

Para a reativacdo das bactérias, preparo do in6culo e para os testes de
atividade antibacteriana foram utilizados os meios de cultura Brain Heart Infusion
(BHI) caldo - HIMEDIA® e o meio BHI Agar - HIMEDIA®, acrescido de 5% de sangue
lisado de carneiro.

Para reativacao da levedura, preparo do indculo e para os testes de atividade
antifangica foram utilizados os meios de cultura Saboraud Dextrose Caldo -
HIMEDIA® e Saboraud Dextrose Agar - HIMEDIA®.

3.5.3 Preparo do in6culo

O preparo do indculo para os testes de suscetibilidade foi realizado seguindo
as recomendacdes do protocolo M7-A6 para bactérias (CLSI, 2005) e protocolo
M27-A3 para leveduras (CLSI, 2008).

O inéculo bacteriano foi padronizado em espectrofotdmetro com comprimento
de onda de 625nm e absorbancia entre 0,08 — 0,1, correspondendo a concentracao

de 1,5 x 10® UFC/mL. Apés diluicdes sucessivas, obteve-se indculo com
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concentracdo de 1 x 10° UFC/mL. Nos pocos da microplaca, durante os testes de
atividade antimicrobiana, esta concentracéo caiu pela metade, resultando em 5 x 10°
UFC/mL.

O in6culo fangico foi padronizado em espectrofotbmetro com comprimento de
onda de 530nm e absorbancia entre 0,08 — 0,1, correspondendo a concentracéo de
5 x 10° UFC/mL. Apos diluicdes sucessivas, obteve-se indculo com concentracdo de
5 x 10° UFC/mL. Nos pocos da microplaca, durante os testes de atividade
antimicrobiana, esta concentracdo caiu pela metade, resultando em 2,5 x 10°
UFC/mL.

3.5.4 Concentracédo dos extratos para os testes de atividade antimicrobiana

Os extratos liofilizados e etanodlicos foram solubilizados em &alcool a 40%,

resultando em extratos-teste na concentracdo de 4000ug/mL.

3.5.5 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

Os ensaios foram realizados seguindo o método da microdiluicdo em caldo, em
microplacas de 96 pocos, conforme protocolo (CLSI, 2005) e (CLSI, 2008),
respectivamente para bactérias e leveduras, sendo o Ultimo protocolo com

modificacdo quanto ao meio de cultura.

Realizou-se controle do meio de cultura (coluna 1), controle de crescimento do
microorganismo (coluna 2), controle positivo (coluna 3) com uso da clorexidina
0,12% para bactérias e nistatitina 100.000UI/mL para levedura, e controle do

solvente (coluna 4).

Em uma microplaca esterilizada de 96 pocos (8 linhas A-H/1-12 colunas)
foram depositados 100 puL do meio de cultura em todos os pocos a partir da linha A.

Em seguida, foram acrescentados 100 pL do extrato a ser testado no poco da linha
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B, o contetido dos po¢cos homogeneizados com o meio e transferidos para o pogo da
linha seguinte (C), repetindo-se este procedimento até a linha H, de modo a obter
uma concentracdo decrescente das amostras. Os 100 pL finais foram desprezados.
Em seguida, foram adicionados 100uL do ino6culo do microrganismo a ser avaliado.
As placas foram incubadas por 24 h a 37° C em ambiente de microaerofilia para as
bactérias e por 48 h a 37° C, para levedura. Para cada concentracdo do extrato
testado foi realizado procedimento em triplicata e em trés experimentos

independentes.

As concentracbes dos extratos nos pogos variaram de 1000 pg/mL a 15,625

pg/mL.

Apos o periodo de incubacao foram adicionados 20 pL da solucdo aquosa de
resazurina (Sigma-Aldrich®) a 0,01% para leitura visual da atividade antimicrobiana
(VASCONCELOS, 2013; SILVA et al, 2012; LIU et al., 2007; SARKER et al., 2007).

Poco com coloragdo rosa indica atividade bacteriana ou fungica com reacao
quimica de oOxido-reducdo da resazurina em resofurina. Pogo com coloracdo azul
indica auséncia de células viaveis por inibicio do crescimento celular
(VASCONCELOS, 2013; LIU et al., 2007).

A CIM foi definida como a menor concentracdo de um agente antimicrobiano
que impede o crescimento visivel de um microrganismo em testes de sensibilidade

(CLSI, 2005), verificada através da mudanca de coloracdo do meio.

3.5.6 Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e

Concentracado Fungicida Minima (CFM)

Uma aliquota do poco correspondente & CIM e pogos anteriores foram
plagueados em meio agar especifico, sendo agar BHI acrescido de sangue de

carneiro (5%) para bactérias e agar Saboraud Dextrose para levedura.

A CBM/CFM correspondeu a menor concentragcdo do extrato que impediu o

crescimento microbiano visivel em meio de cultura solido (ROCHA et al., 2013).
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Os testes foram realizados em triplicata e em trés experimentos

independentes.

3.5.7 Classificagao do potencial antimicrobiano

A atividade antimicrobiana dos extratos sera classificada de acordo com
Aligiannis et al (2001), que propuseram a classificagéo da atividade antimicrobiana
das plantas de acordo com os resultados da CIM, de modo que: forte inibicdo — CIM
até 500 pg/mL; moderada inibicdo — CIM entre 600 pug/mL e 1500 pg/mL; e fraca
inibicdo — CIM acima de 1600 pg/mL.

3.6 CARACTERIZACAO QUIMICA

3.6.1 Quantificacdo de compostos

Os extratos de melhor atividade antimicrobiana foram quantificados quanto ao

teor de polifendis totais, flavonoides totais e taninos condensados.

Para a determinacéo do teor de polifendis totais, utilizou-se o método descrito
por Chandra e Mejia (2004). Adicionou-se 1 mL da solucdo aquosa do extrato a 1
mL do reagente de Folin-Ciocalteau 1N, e esta mistura permaneceu em repouso por
2 minutos. Em seguida, adicionou-se 2 mL de uma solucdo aquosa de Na2CO3 a
20% (p/v), e a mistura permaneceu em repouso por mais 10 minutos. Em seguida,
foi feita a leitura da absorbancia a 757 nm em espectrofotdmetro (Shimadzu® UV
mini—1240), contra um branco composto por agua destilada, reagente de Folin-
Ciocalteau e solucdo a 20% de Na2CO3.

Para a obtencdo da curva analitica, uma solucdo padrdo de 100 pg/mL de
acido galico foi preparada pela dissolu¢do de 10 mg do padrdo em 100 mL de agua
destilada. A partir dessa solucao foram feitas diluicdes em triplicata, de forma a obter
solugbes de 1, 3, 6, 9, 12, 15, 20, 25, 30, 35, e 40 pg/mL. A concentragdo de
polifendis foi expressa em miligramas equivalentes de acido galico. As analises

foram realizadas em triplicata.
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A determinacgdo do contetudo de flavondides totais seguiu 0 método de Meda
et al. (2005). A 5 mL de cada solucdo (em metanol) do extrato foi adicionado o
mesmo volume de uma solucdo (em metanol) de AICI3 a 2% (p/v). A mistura
permaneceu em repouso por 10 minutos antes da leitura da absorbancia a 415 nm,
contra um branco composto pela solucéo de AICI3.

A curva de calibragéo foi obtida a partir de uma solugéo padrao a 100 pg/mL,
preparada pela dissolucdo de 10 mg de quercetina em 100 mL de metanol. A partir
dessa solucdo, foram feitas diluicbes em triplicata, obtendo-se solucdes de
guercetina nas concentragdes de 2, 4, 6, 8, 10, 13, 16, 19, 22, 26, 28 e 30 pg/mL. A
concentracéo de flavonoides foi expressa em miligramas equivalentes de quercetina.
As analises foram realizadas em triplicata.

O teor de taninos condensados foi quantificado utilizando-se o método de
Makkar e Becker (1993), no qual 0,5 mL da amostra do extrato vegetal foi
adicionado a 3 mL de uma solucdo de vanilina (4% p/v em metanol); em seguida,
adicionou-se 1,5 mL de HCI concentrado (37%). A reacdo ocorreu em tubos de
ensaio, mergulhados em agua a cerca de 22°C. A leitura foi feita a 500 nm, contra
um branco composto pela solu¢do de vanilina, HCI e uma solugéo de etanol 50%
(v/v) em agua.

A curva de calibragdo para este ensaio foi obtida a partir de uma solucao
padrdo de catequina obtida pela dissolucdo de 10 mg do padrdo em 100 mL de
metanol. A partir dessa solugéo, foram realizadas diluicGes em triplicata, de forma a
obter solugbes de catequina nas concentracdes de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90
e 100 pug/mL. A concentracao de taninos condensados foi expressa em miligramas

equivalentes de catequina. As analises foram realizadas em triplicata.

3.6.2 Fracionamento liquido-liquido

Os extratos liofilizados de melhor atividade foram fracionados em funil de
separacdo, utilizando-se solventes organicos em ordem crescente de polaridade:
hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol. A porcéo final correspondeu a

fase aquosa.
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Solubilizou-se 5g do extrato liofilizado de melhor atividade em 50 mL de uma
solucdo metanol:agua (70:30), obtendo-se a solucdo-méde para o fracionamento.
Levou-se ao funil de separacdo. Adicionou-se 50 mL do solvente mais apolar,
inicialmente, agitou-se e observou-se a separacdo das fases. Cada solvente foi
utilizado até o esgotamento total dos compostos da solu¢do-mée. Cada passagem
do solvente pela solucdo-méae foi coletada, em seguida evaporado sob pressao
reduzida em rotaevaporador a 40°C, com rotacdo de 70 rpm e armazenado sob

refrigeracdo para posterior submisséo aos testes de atividade antimicrobiana.

Repetiu-se o0 mesmo procedimento para cada solvente utilizado no

fracionamento.



28

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ARTIGO: Potencial antimicrobiano de extratos vegetais e fragbes quimicas de
Sideroxylon obtusifolium T.D. PENN

Artigo formatado de acordo com as normas do periddico Evidence-Based
Complementary and Alternative Medicine (Qualis: Al. Fator de Impacto: 1.72).
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Resumo

O objetivo do estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana in vitro de extratos vegetais e
fracbes quimicas de Sideroxylon obtusifolium T.D. Penn sobre Streptococcus sp e Candida
albicans, e identificar classes de substancias quimicas bioativas nos extratos de melhor
atividade. Extratos liofilizados da folha e casca (LF e LC) e etandlicos da folha e casca (EF e
EC) foram avaliados pela Concentracdo Inibitoria Minima (CIM), Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) e Concentragdo Fungicida Minima (CFM). Utilizou-se o método da
microdiluicdo, em triplicata e trés experimentos independentes. A caracterizacao fitoquimica
realizada pela quantificacdo de polifenois totais, flavonoides totais e taninos condensados. O
extrato EC apresentou atividade bacteriostatica e bactericida sobre Streptococcus mutans
(CIM= 1000 pg/mL; CBM= 1000 pg/mL); todos os extratos apresentaram atividade inibitoria
sobre crescimento de C. albicans (CIM= 500 pg/mL). As fragdes diclorometano e n-butanol
do extrato LF apresentaram potencial antifungico maior que o extrato bruto (CIM= 250
pg/mL; CBM= 500 pg/mL). Predominou compostos polifendis totais, sequidos por taninos
condensados. Observou-se que Sideroxylon obtusifolium TD Penn apresenta forte potencial
antifungico sobre C. albicans e moderada atividade antibacteriana sobre S. mutans. Este
potencial sugere possibilidade de producdo de um fitoterapico adjuvante ao tratamento de

candidoses e adjuvante as substancias no controle do biofilme dental.

Palavras-chave: fitoterapia; placa dentéaria; Candida albicans; Sapotacea; polifendis;

flavonoides; taninos.
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1 Introdugéo

Os biofilmes sdo compostos por pequenas col6nias de origem bacteriana, organizados
de forma ndo aleatéria numa matriz composta por &gua, polissacarideos extracelulares,
proteinas, sais e células. Sabe-se que existem associacGes especificas entre bactérias do
biofilme dental, as quais representam o principal agente etioldgico de diversas doencas bucais
[1,2,3], sendo os Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus as principais espécies
associadas a cérie dentéria [3]. Os S. mitis, S. oralis, S. sanguis, Streptococcus sp., S. gordonii
e S. intermedius sdo as espécies que primeiro colonizam a superficie dentéria, antecedendo a

multiplicacdo do complexo de bactérias Gram-negativas [4].

Considerando a presenca de estreptococos no biofilme dental de individuos cérie-
ativos, as espécies S. sanguinis, S. mutans , S. sobrinus , S. mitis, S. intermedius , S. gordonii,
S. parasanguinis e S. oralis foram observados no biofilme dental de criangas com atividade de
carie. Contudo S. mutans exibe a maior quantidade diferencial em relagdo a qualquer outra

especie [5].

Candida albicans sdo leveduras frequentemente encontradas em biofilmes dentais,
aumentando a producéo de exopolissarideos e consequente acimulo de massa microbiana [6],
além de serem responsaveis pela candidose, a infeccdo flngica bucal mais comum em seres

humanos [7].

O sucesso da terapia antimicrobiana estd em satisfazer os requisitos aparentemente
contraditorios de manter o biofilme em niveis compativeis com a satde bucal, mas sem
interromper as propriedades benéficas da microbiota residente. Um grande desafio para o
futuro sera o desenvolvimento de produtos com eficacia clinica satisfatoria, preservando os

beneficios da microbiota bucal [8].

Os produtos naturais séo uma fonte rica de substancias estruturalmente diferentes com
ampla atividade bioldgica. No entanto, devido a complexidade de procedimentos quimicos é
um desafio o isolamento para derivar os compostos ativos. Assim, o verdadeiro valor da agdo

desses produtos naturais permanece largamente desconhecido [9].

Os experimentos com plantas medicinais em busca de novos compostos bioativos
apresentam-se como uma alternativa promissora, tendo em vista a resisténcia de

microrganismos importantes as substancias antimicrobianas conhecidas [10, 11].
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A planta Sideroxylon obtusifolium TD Penn é conhecida como quixaba, quixabeira ou
rompe-gib&o, pertence a familia Sapotaceae. Estende-se do semi-arido nordestino até a regido
sudeste do Brasil [12,13,14]. A casca do vegetal tem sido largamente utilizada pela populagéo
para as seguintes afeccOes: traumas, dores em geral, Ulcera duodenal, gastrite, azia,
inflamac&o cronica, lesdo genital, inflamag&o nos ovarios, anexites, colicas, problemas renais,
problemas cardiacos e diabetes [15]. Infusdes das folhas também sdo usadas como anti-
inflamatdrio, no entanto, as informacdes sobre os constituintes de S. obtusifolium

permanecem escassas [16].

Sideroxylon obtusifolium € uma espécie vegetal popular do nordeste do Brasil devido
suas propriedades medicinais. Muitas plantas frequentemente utilizadas por popula¢es locais
ainda ndo foram estudadas ou seus principios ativos ndao foram identificados para valida-las

como medicamento ou para aproveita-las economicamente [17].

Tendo em vista que estreptococos do biofilme dental estdo relacionados com a
etiologia da céarie dentéaria, importante e prevalente doenca dos tecidos dentarios em humanos,
assim como, Candida albicans esta fortemente associada ao surgimento da candidose bucal, é
relevante a busca por substancias terapéuticas alternativas aquelas utilizadas com frequéncia
contra estes microrganismos. Muitos agentes terapéuticos ndo alcancam mais a eficacia
esperada devido a resisténcia microbiana ou proporcionam efeitos adversos aos tecidos
humanos. A investigacdo de novas alternativas a partir de principios ativos de plantas
medicinais pode favorecer a elaboracdo de formulagdes farmacéuticas com menos

contraindicac@es de uso e de fécil acesso a populagéo.

Nesta perspectiva o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana in
vitro de extratos vegetais e fracBes quimicas de Sideroxylon obtusifolium T.D. Penn sobre
Streptococcus mutans, Streptococcus oralis, Streptococcus salivarius, Streptococcus
parasanguinis e Candida albicans, bem como, identificar as classes de substancias quimicas

bioativas presentes nos extratos de melhor atividade.
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2 Material e método
2.1 Preparacéo do extrato de Sideroxylon obtusifolium T. D. Penn

As folhas e cascas de Sideroxylon obtusifolium T.D. Penn foram coletadas no
municipio de Campina Grande/PB. As exsicatas da planta em estudo, ap6s a identificagdo da
espécie, foram catalogadas no Herbario Arruda Camara da UEPB (ACAM 583). O material
foi limpo, seco em estufa de ar circulante a 40°C e moido em moinho de facas. O rendimento

das cascas correspondeu a 48,76% do seu peso inicial e o rendimento das folhas, 41,56%.

Foram preparados extratos hidroalcodlicos a 70% e etandlicos a 96% das folhas e
cascas de S. obtusifolium, na proporcao 200g planta seca e moida para 1 litro de solvente, pelo
método da maceracdo. Os extratos foram submetidos a evaporacdo sob pressdo reduzida em
rotaevaporador a 40°C e 70 rpm para eliminacdo do solvente. Os extratos hidroalcélicos apos
esta etapa foram liofilizados a temperatura entre -20°C a -40°C. Obtiveram-se entdo 0s
seguintes extratos submetidos aos testes antimicrobianos: extratos liofilizados da folha e casca
(LF e LC) e extratos etandlicos da folha e casca (EF e EC). Os extratos foram acondicionados

em recipientes de vidro, protegidos da luz e conservados sob refrigeracao.
2.2 Caracterizagao do potencial antimicrobiano
2.2.1 Linhagens ensaiadas e preparo do inéculo

Foram utilizadas cepas American Type Culture Collection (ATCC) provenientes da
Fundacdo Oswaldo Cruz, sendo estas: Streptococcus mutans (27175), Streptococcus
parasanguinis (903), Streptococcus salivarius (7073), Streptococcus oralis (10557) e
Candida albicans (10231)

O preparo do inoculo para os testes de suscetibilidade foi realizado seguindo as
recomendacdes do protocolo M7-A6 para bactérias [18] e protocolo M27-A3 para leveduras
[19].

O indculo bacteriano foi padronizado em espectrofotdmetro com comprimento de
onda de 625nm e absorbancia entre 0,08 - 0,1. Apoés dilui¢Bes sucessivas, obteve-se inoculo

para teste com concentraco de 1 x 10° UFC/mL.
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O ind6culo fungico foi padronizado em espectrofotdmetro com comprimento de onda
de 530nm e absorbancia entre 0,08 - 0,1. Apo6s diluicdes sucessivas, obteve-se inoculo para

teste com concentracdo de 5 x 10° UFC/mL.
2.2.2 Determinacéo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)

Os ensaios foram realizados seguindo o método da microdiluicdo em caldo, em
microplacas de 96 pocos, conforme protocolo CLSI [18] e CLSI [19], respectivamente para

bactérias e leveduras, sendo o ultimo protocolo com modificagdo quanto ao meio de cultura.

Os extratos liofilizados e etanolicos foram solubilizados em alcool a 40% resultando
extratos-teste na concentracdo de 4000pg/mL. As placas foram incubadas por 24 h a 37°C em
ambiente de microaerofilia para as bactérias, e por 48 h a 37° C para levedura. Para cada
concentracdo de extrato testado foi realizado procedimento em triplicata e em trés
experimentos independentes. As concentracfes dos extratos nos pocos variaram de 1000
pg/mL a 15,625 pg/mL. Realizou-se controle do meio de cultura, controle de crescimento do
microorganismo, controle positivo com uso da clorexidina 0,12% para bactérias e nistatitina

100.000UIl/mL para levedura, e controle do solvente.

ApoOs o periodo de incubacdo foram adicionados 20 plL da solugdo aquosa de
resazurina (Sigma-Aldrich®) a 0,01% para leitura visual da atividade antimicrobiana
[20,21,22,23].

A CIM foi definida como a menor concentracdo de um agente antimicrobiano que
impede o crescimento visivel de um microrganismo em testes de sensibilidade [18], verificada
através da mudanca de coloracdo do meio. A atividade antimicrobiana dos extratos foi

classificada de acordo com Aligiannis [24].

2.2.3 Determinacdo da Concentracao Bactericida Minima e Concentra¢cdo Fungicida
Minima (CBM e CFM)

Uma aliquota do poco correspondente a CIM e pocgos anteriores foi semeada em meio
agar especifico, sendo agar BHI acrescido de sangue de carneiro (5%) para bactérias e agar

Saboraud Dextrose para levedura.

A CBM/CFM correspondeu a menor concentracdo do extrato que impediu o

crescimento microbiano visivel em meio de cultura sélido [10].



36

Os experimentos foram realizados em triplicata e em trés experimentos independentes.
2.3 Caracterizacao quimica
2.3.1 Quantificacdo de compostos

Os extratos de melhor atividade antimicrobiana foram quantificados quanto ao teor de

polifenais totais, flavonoides totais e taninos condensados.

Para a determinagdo do teor de polifendis totais, utilizou-se 0 método descrito por
Chandra e Mejia [25], com leitura da absorbancia a 757 nm em espectrofotdmetro. A

concentracdo de polifendis foi expressa em miligramas equivalentes de &cido galico.

A determinacdo do contetdo de flavonodides totais seguiu 0 método de Meda et al. [26]
com leitura da absorbancia a 415 nm. A concentracdo de flavondides foi expressa em

miligramas equivalentes de quercetina.

O teor de taninos condensados foi quantificado utilizando-se 0 método de Makkar e
Becker [27]. A leitura da absorbancia foi feita a 500 nm. A concentracdo de taninos
condensados foi expressa em miligramas equivalentes de catequina.

Todas as analises foram realizadas em triplicata.

2.3.2 Fracionamento liquido-liquido

Os extratos liofilizados de melhor atividade foram fracionados utilizando-se solventes
organicos em ordem crescente de polaridade: hexano, diclorometano, acetato de etila e n-

butanol. A porcéo final correspondeu a fase aquosa.

Solubilizou-se 5g do extrato liofilizado de melhor atividade em 50 mL de uma solugéo
metanol : 4gua (70:30), obtendo-se a solu¢do-mée para o fracionamento. Levou-se ao funil de
separacdo. Adicionou-se 50 mL do solvente mais apolar, inicialmente, agitou-se e observou-
se a separacdo das fases. Cada solvente foi utilizado até o esgotamento total dos compostos da
solugdo-mée. Cada passagem do solvente pela solucdo-mée foi coletada, em seguida
evaporado sob pressdo reduzida em rotaevaporador a 40°C, com rotacdo de 70 rpm e

armazenado sob refrigeracdo para posterior submissao aos testes de atividade antimicrobiana.

Repetiu-se 0 mesmo procedimento para cada solvente utilizado no fracionamento.
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Todas as fragOes foram submetidas aos ensaios de caracterizacdo do potencial

antimicrobiano, utilizando-se como solvente o alcool a 40%.

3 Resultados e Discussao

3.1 Atividade antimicrobiana dos extratos vegetais

A tabela 1 apresenta os resultados dos testes antimicrobianos (CIM, CBM e CFM) dos
extratos liofilizados e etandlicos de Sideroxylon obtusifolium T. D. Penn.

Tabela 1. Potencial antimicrobiano dos extratos liofilizados e etandlicos da folha e casca de S. obtusifolium T. D.
Penn.

Potencial antimicrobiano pg/mL

Extratos S. mutans S. oralis S. parasanguinis S. salivarius C. albicans
CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CFM
LF >1000 * >1000 * >1000 * >1000 * 500  >1000
LC >1000 * >1000 * >1000 * >1000 * 500  >1000
EF >1000 * >1000 * >1000 * >1000 * 500  >1000
EC 1000 1000 >1000 * >1000 * >1000 * 500 >1000

*Teste ndo realizado por auséncia de atividade no teste antimicrobiano da CIM.

Conforme a Tabela 1, o extrato etandlico da casca de S. obtusifolium T. D. Penn foi o
unico que apresentou atividade bacteriostatica e bactericida frente a cepa de S. mutans. As
demais cepas de estreptococos mostraram-se resistentes a concentracdo testada de 1000
pg/mL para todos os extratos, entretanto, todos os extratos liofilizados e etandlicos da casca e
folha de Sideroxylon obtusifolium T. D. Penn apresentaram atividade inibitoria de crescimento
(CIM) frente Candida albicans em concentracGes semelhantes. Diferencas entre a parte da
planta utilizada (folha ou casca), bem como, o tipo de extrato (liofilizado ou etan6lico) ndo

influenciaram em sua atividade antimicrobiana frente a levedura testada.

Quando submetida ao teste da CFM, C. albicans mostrou-se resistente neste estudo as
concentragdes dos extratos testadas de 500 pug/mL e 1000 pg/mL. Verificou-se que os extratos

liofilizados da casca e folha de Sideroxylon obtusifolium apresentaram potencial inibitorio
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sobre o crescimento de Candida albicans, ndo apresentando potencial fungicida sobre esta
levedura nas concentragdes testadas.

As bactérias mostraram-se sensiveis a substancia controle, clorexidina 0,12%, bem
como C. albicans mostrou-se sensivel a nistatina 100.000 Ul/mL em todas as concentracdes

testadas. O alcool a 40% néo apresentou atividade antimicrobiana em nenhuma concentracao.

Considerando o potencial antimicrobiano dos extratos neste estudo, conforme a
classificacdo proposta por Aligianis et al. [24], todos os extratos avaliados apresentaram forte
atividade inibitéria para o crescimento de Candida albicans (CIM=500 pg/mL) e o extrato
etandlico da casca, moderada atividade inibitdria para o crescimento de Streptococcus mutans
(CIM=1000 pg/mL).

Cruz et al. [28] avaliaram a acdo antiflngica, pelo método de difusdo em 4agar, do
extrato liofilizado da casca da quixabeira sobre Trichophyton rubrum, Candida
guilliermondii, Candida albicans, Cryptococcus neoformans e Fonsecaea pedrosoi. Os
autores observaram que o extrato liofilizado da quixabeira ndo apresentou atividade
antifangica frente as espécies analisadas, discordando com achados encontrados no presente

estudo, onde foi observada forte atividade inibitdria para o crescimento de C. albicans.

Diferencas metodologicas entre os estudos podem ter influenciado nos diferentes
resultados quanto a acdo antifungica do extrato liofilizado da casca. Segundo Rocha et al. [10]
0 método de difusdo em agar, que apresenta limitacdo quanto a capacidade de difusibilidade
da substancia testada pode ter influenciado na acdo antiflingica no estudo de Cruz et al. [28],
considerando que neste estudo a acdo do extrato liofilizado da casca da quixabeira foi

satisfatoria.

Outros fatores como a diferenca regional quanto ao local de coleta da planta e
diferentes concentracbes do extrato testado entre os experimentos podem interferir no
potencial da atividade antimicrobiana da espécie vegetal em estudo [29]. A sazonalidade, o
tipo de solo, a temperatura e o clima também interferem neste processo [30,31]. O método de
preparo do extrato e a parte da planta utilizada também sdo determinantes para revelar o

potencial dos constituintes bioativos da espécie vegetal estudada [32,28].

Diferencas quanto ao método de obtengdo dos extratos também foram evidenciadas
entre os estudos. A maceracdo foi 0 método de elaboracéo dos extratos neste estudo, enquanto
que no estudo de Cruz et al. [28] foi utilizado o método de decoccéo.
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O potencial antibacteriano de extratos hidroalcodlicos a 70% da casca e folha de S.
obtusifolium foi avaliado sobre cepas de Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e
Escherichia coli pelos métodos de difusdo em agar e microdilui¢cdo em caldo. Pelo método de
difusdo em éagar nenhum dos extratos apresentou atividade, contudo pelo método da
microdiluicdo em caldo, o0 extrato da casca apresentou atividade bactericida e bacteriostatica
sobre S. aureus e E. coli, enquanto que o extrato da folha apresentou as mesmas atividades
para S. aureus. [10]. Estes resultados ndo corroboram aos achados de Costa et al. [33], em que
0 extrato hidroalcoolico a 70% da casca de S. obtusifolium apresentou atividade sobre E.

faecalis pelo método de difusdo em agar.

A variabilidade de resultados entre o0s experimentos que utilizaram extrato,
microrganismo e técnica semelhantes pode sugerir que a avaliagdo da atividade
antimicrobiana dos extratos hidroalcodlicos de S. obtusifolium pode sofrer influéncia pelo

método de difusdo em agar.

O potencial antimicrobiano do extrato etanolico da casca de S. obtusifolium foi
avaliado sobre cepas de E. faecalis, através do método de difusdo em agar. As concentracées
de 100% e 50% foram as que apresentaram melhor atividade, apesar de inferiores aos extratos
de aroeira-da-praia e aroeira-do-sertdo, que apresentaram os maiores halos de inibicdo até a
concentracdo de 6,25% [34]. Considerando os microrganismos testados em cada experimento,
0 estudo de Costa et al. [34] confirmou a atividade antimicrobiana do extrato etandlico da
casca sobre E. faecalis e neste estudo foi confirmada a acdo do mesmo extrato sobre S.

mutans.

Extrato etandlico da casca de Ennglerophytum magalismontanum (Sond.) T.D. Penn,
espécie vegetal da familia Sapotacea, apresentou atividade antimicrobiana pelo método de
difusdo em &gar sobre bactérias do género Actinomyces, Prevotella e a espécie Streptococcus
mutans. Contudo mostrou-se resistente a acdo sobre Candida albicans, nas concentragdes de 2
e 3mg/mL [35]. O potencial antimicrobiano desta espécie assemelha-se ao de S.obtusifolium
quanto a acao sobre S. mutans. Compostos fitoquimicos em comum entre varias espécies da

mesma familia vegetal podem ser responsaveis por esta acéo.
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3.2 Caracterizagao fitoquimica

A tabela 2 apresenta a quantificacdo fitoquimica dos extratos liofilizados e etanolicos
de S. obtusifolium T.D. Penn quanto ao teor de polifendis totais, flavonoides totais e taninos

condensados.

Tabela 2. Quantificacdo do teor de polifendis totais, flavonoides totais e taninos condensados dos extratos

liofilizados e etandlicos da folha e casca de S. obtusifolium T.D. Penn.

Extratos Polifendis totais Flavonoides totais Taninos condensados
ma/g % mg/g % ma/g %

LF 223,77 22,37 17,03 1,70 177,88 17,78
(#37,52) (#3,75) (¥1,09) (#0,10) (#£32,16) (#3,21)

LC 259,83 25,98 2,00 0,20 388,44 38,84
(£24,76) (¥2,47) (#-0,10) (+-0,01) (#-28,21) (+-2,82)

EF 131,38 13,13 14,39 1,43 137,87 13,78
(+2,48) (+0,24) (+0,49) (0,04) (+4,89) (+0,48)

EC 292,35 29,23 2,25 0,22 157,05 15,70
(+-6,03) (+-0,60) (+-0,02) (+-0,002) (+21,23) (+2,12)

Cada valor de concentracdo de polifendis totais, flavonoides totais e taninos condensados correspondem a média
de trés repeticOes + desvio-padrao.

Compostos fendlicos inclui uma diversidade de estruturas simples e complexas, dentre
estas estdo os fenois simples, acidos fendlicos, xantonas, lignanas, flavonoides, taninos
hidrolisaveis e taninos condensados. Atividade antitumoral, antimicrobiana, antioxidante e
anti-inflamatoéria sdo propriedades dos flavonoides. Os taninos caracterizam-se por agédo
bactericida, fungicida, antitumoral e inibicdo de enzimas glicosiltransferases de S. mutans
[36].

Conforme a Tabela 2 os compostos quimicos mais prevalentes nos extratos da casca e
folha de S. obtusifolium sdo polifendis totais e taninos condensados. Quanto ao teor de
polifendis totais, destacam-se o extrato etandlico da casca (EC) seguido do extrato liofilizado
da casca (LC). Para a quantificacdo de taninos condensados, destaca-se o extrato liofilizado da
casca (LC) seguido do extrato liofilizado da folha (LF). A presenca destes compostos pode
estar relacionada com a agdo antibacteriana do extrato EC sobre S. mutans e com a acdo dos

extratos LC e LF sobre C. albicans, conforme Tabela 1.
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O uso popular da casca da quixabeira para tratamento anti-inflamatério combinado
com sua atividade antioxidante pode estar associado a presenca de polifendis e taninos,
consideradas as moléculas responsaveis por parte de suas acOes farmacologicas [37]. A
presenca abundante de compostos polifendlicos também foi relatada na fracdo acetato de etila
da casca de S. obtusifolium e pode estar associado ao seu potencial antioxidante e atividade
antibacteriana apresentada sobre S. aureus [38]. Essa afirmacéo corrobora com os resultados
da atividade antimicrobiana neste estudo relacionada ao extrato da casca, de modo que 0
extrato EC apresentou a maior quantificacdo de polifendis totais e foi o Unico responsavel
pela atividade bactericida e bacteriostatica sobre S. mutans. Taninos condensados foram
quantificados em todos os extratos liofilizados e etanolicos, os quais exerceram forte atividade

inibitéria sobre o crescimento de C. albicans.

A presenca de taninos e flavonoides no extrato etandlico da casca de S. obtusifolium
também foi verificado em estudo de Araldjo-Neto et al. [39], associado a presenca de fenois,
saponinas, esteroides, triterpenos e xantonas. Neste estudo, taninos condensados e flavonoides
totais também foram quantificados no extrato EC. Considerando o teor destes compostos,
flavonoides provavelmente podem ter influenciado na atividade bacteriostatica e bactericida

do extrato EC sobre S. mutans.

A capacidade de se complexar com proteinas confere aos taninos a caracteristica de
precipitar estes compostos auxiliando, por exemplo, na inibicio de enzimas
glicosiltransferases de S. mutans, bem como, efeito inibitorio sobre fungos [37]. Neste estudo
pode-se sugerir que, os teores de taninos verificados na Tabela 2 influenciaram a acéo
antibacteriana apresentada neste estudo pelo extrato EC sobre S. mutans e a a¢do antiflngica

gue todos os extratos testados apresentaram sobre C. Albicans, conforme Tabela 1.

A presenca de flavonoides e terpenos, dentre outros componentes em extratos
vegetais, tem sido apontados como possiveis responsaveis pela acdo inibitdria da sintese de
polissacarideos insollveis da matriz intermicrobiana do biofilme dental [40]. A apigenina,
importante flavonoide presente na propolis apresentou-se como potente inibidor da atividade
de glucosiltransferase, enzima produzida por S. mutans relacionada com fatores de viruléncia
para a cérie dentéria [41]. Neste estudo a presenca de flavonoides foi verificada em todos o0s

extratos analisados.

Quanto ao teor de compostos das folhas, Oliveira et al. [16] relatam o predominio de
saponinas e flavonoides obtidos da fragdo butandlica. Neste estudo com o extrato bruto, os
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flavonoides totais foram os compostos em menor quantidade (LF= 1,70%; LC= 0,20%; EF=
1,43%; EC= 0,22%), comparado aos polifendis totais e taninos condensados. Dentre 0s

extratos analisados, LF apresentou o maior teor de flavonoides totais.

Silva [42] relatou ndo haver diferenca entre a quantidade de flavonoides nos extratos
metanolicos da casca e folha de S. obtusifolium através de cromatografia em camada delgada.
Contudo, a quantificacdo destes compostos a partir de extratos com alcool etilico, como
ocorreu neste estudo, evidenciou predominio deste composto no extrato LF (1,70%) e EF
(1,43%).

3.3 Atividade antimicrobiana das fra¢fes quimicas

Considerando que ambos os extratos LF e LC apresentaram forte potencial
antimicrobiano sobre C. albicans, os mesmos foram fracionados, conforme metodologia
previamente descrita, a fim de verificar a atividade antimicrobiana em suas respectivas
fracdes, com possibilidades de futuros estudos para isolamento dos compostos responsaveis

por esta acéo.

A tabela 3 apresenta o potencial antimicrobiano das fragdes quimicas dos extratos

liofilizados da casca e folha de S. obtusifolium T. D. Penn sobre C. albicans.

Tabela 3: Potencial antimicrobiano das fragdes quimicas dos extratos liofilizados da folha e casca de S.
obtusifolium sobre C. albicans.

Potencial antimicrobiano pg/mL

Extratos Fracéo Fracéo Fracéo Fracéo Fracdo
hexanica diclorometano acetato de etila n-butanol aquosa
CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CFM

LF 500 1000 250 500 500 >1000 250 500  >1000 *

LC 500 >1000 500 >1000 500 >1000 500 >1000 500 >1000

*N&o realizado devido auséncia de resultado no teste da CIM.

Conforme a Tabela 3, as fragbes diclorometano e n-butanol do extrato LF
apresentaram maior atividade antifungica, mostrando ser mais potente comparada a atividade

verificada no extrato LF bruto (Tabela 1). A fragdo hexanica apresentou semelhante atividade
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fungistatica aquela apresentada pelo extrato LF bruto, contudo apresentou atividade fungicida,

anteriormente ndo evidenciada.

Estudos sobre a atividade moduladora de fracGes de extratos mostraram-se como
perspectiva de avaliacdo do potencial antimicrobiano de fracGes de extratos vegetais. De
acordo com Morais-Braga et al [11], um extrato pode ndo apresentar atividade diretamente
sobre 0 microorganismo, mas pode potencializar a acdo de um antimicrobiano de uso
tradicional. Considerando a atividade moduladora do estudo de Morais-Braga et al [11], a
potencializagdo da agdo antifungica das fracbes diclorometano e n-butanol de LF evidenciadas
neste estudo podem estimular futuras pesquisas sobre a agdo moduladora das referidas fracoes
de S. obtusifolium sobre terapias antifungicas que apresentam resisténcia ao microrganismo C.

albicans.

O fracionamento de extratos vegetais tem por finalidade o isolamento de substancias
ativas para avaliacdo da atividade bioldgica [36]. Conforme a Tabela 3, o aumento do
potencial antimicrobiano do extrato LF, quanto as fracdes diclorometano e n-butanol, pode ter
sido influenciado pela presenca de compostos bioativos, extraidos pelas diferentes polaridades
dos solventes e com melhor atividade inibitoria sobre crescimento e morte de C. albicans

quando separados do extrato bruto.

Hofling et al [43] confirmou importante atividade de extratos vegetais fracionados
sobre isolados clinicos de C. albicans e inibicdo da atividade proteolitica da membrana
fangica, demonstrando importante alternativa para controlar e prevenir a candidose. Esta
afirmativa evidencia a importancia da atividade antimicrobiana de extratos fracionados. Neste
estudo as fracOes diclorometano e n-butanol do extrato LF de S. obtusifolium mostraram
importante atividade fungistatica e fungicida sobre C. albicans.

Quanto aos extratos fracionados da casca de S. obtusifolium (LC), neste estudo o
fracionamento do extrato LC ndo potencializou sua acdo sobre C. albicans. Em outro estudo
[38] a atividade antibacteriana das fracGes do extrato etandlico da casca de S. obtusifolium foi
testada sobre isolados clinicos de S. aureus resistentes a meticilina, demonstrando que a
fracdo acetato de etila apresentou melhor atividade, comparado a acdo das fracbes hexano,

diclorometano, n-butanol e aquosa.

Os estudos avaliando a agdo antimicrobiana de fragfes de S. obtusifolium ainda sdo

incipientes, mas mostram resultados satisfatorios, tendo em vista a necessidade de se
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investigar alternativas a resisténcia de microrganismos importantes & terapéutica

convencional.

Estudos sobre o potencial antimicrobiano de S. obtusifolium T. D. Penn ainda séo
escassos e 0s resultados na literatura indicam a necessidade de mais investigacfes. Neste
estudo abre-se precedente a mais uma linha de pesquisa para explorar sua potencialidade
antimicrobiana, especialmente antifingica, visando o isolamento de compostos responsaveis

por esta acdo especifica.

4 Conclusdes
De acordo com os resultados deste estudo pode-se concluir que:

O potencial antimicrobiano dos extratos de S. obtusifolium T. D. Penn sobre as
linhagens bacterianas testadas foi considerado moderado, com atividade bacteriostética e
bactericida sobre Streptococcus mutans. As demais cepas bacterianas foram resistentes a

concentracdo testada.

S. obtusifolium T. D. Penn apresenta potencialidade sobre a inibicdo de crescimento

para C. albicans, ndo havendo diferenca deste potencial inibitério entre os extratos analisados.

O potencial antimicrobiano das fragdes quimicas de S. obtusifolium T. D. Penn sobre

C. albicans foi considerado forte para todos os extratos, exceto para a fracdo aquosa de LF.

As fragbes diclorometano e n-butanol do extrato LF apresentaram maior acgdo

antimicrobiana sobre essa levedura.

Polifendis totais e taninos condensados foram as classes de compostos bioativos com
maior teor em todos os extratos brutos analisados, podendo estar relacionados com as
propriedades antimicrobianas evidenciadas neste estudo.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os experimentos que avaliaram o potencial antimicrobiano de Sideroxylon
obtusifolium T. D. Penn demonstraram forte poder inibitério de crescimento dos
extratos, tanto etandlicos quanto liofilizados da folha e casca, sobre Candida
albicans. O extrato etandlico da casca proporcionou moderada atividade inibitéria de

crescimento sobre Streptococcus mutans.

A literatura relata com frequéncia do uso popular da casca de S. obtusifolium
T. D. Penn como anti-inflamatério. Contudo, o potencial antibacteriano do extrato
etandlico da casca, evidenciado neste estudo, sugere mais investigacdes sobre sua

atividade em microrganismos associados ao biofilme dental.

A investigacdo da atividade antifungica indica forte potencial do extrato da
folha, propondo estudos subsequentes em modelos de biofilmes dentais. A
potencializacdo da atividade antifingica do extrato liofilizado da folha, a partir das
fracbes de diclorometano e n-butanol sugere a presenca de compostos bioativos

distintos e com acéo sobre C. albicans.

Neste estudo o maior teor de compostos pertenceu a classe de polifendis
totais e taninos condensados. A quantificacdo fitoquimica direciona para o
isolamento dos possiveis compostos responsaveis pelo potencial antimicrobiano do

extrato.
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