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Resumo

Introdugio: A espécie Psidium cattleianum Sabine tem despertado o interesse dos pesquisadores por apresentar,
além de atividade cicatrizante, analgésica e antioxidante, propriedades antimicrobianas frente a micro-organismos
da mucosa oral que podem atuar como agentes cariogénicos. Objetivo: Foi avaliada, neste trabalho, a atividade
antimicrobiana de extratos bruto e fracionados das folhas do aragd, além do seu perfil cromatografico. Material e
método: Para avaliagdo da atividade antimicrobiana, foi utilizada a técnica de microdilui¢io, para determinagao da
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), e repique do inéculo em Agar Muller Hinton (Himedia), para averiguagio
da Concentra¢ao Bactericida Minima (CBM). O extrato foi testado nas concentragdes entre 10 e 500 pg/mL. O perfil
cromatografico foi realizado pelo método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Resultado: Os
resultados obtidos foram submetidos a uma andlise descritiva e foi possivel observar a atividade inibitoria dos extratos
do P. cattleianum contra S. mutans e S. oralis. Conclusdo: A atividade antimicrobiana dos extratos de P. cattleianum
contra micro-organismos orais justifica maiores estudos para a utilizagdo medicinal dessa espécie, como, por exemplo,
sua utilizacdo em enxaguantes bucais.

Descritores: Agentes cariogénicos; plantas medicinais; perfil cromatografico; microdiluigao.

Abstract

Introduction: The specie Psidium cattleianum Sabine has aroused the interest of researchers to exhibit, healing
activity, analgesic, antioxidant, antimicrobial properties against the micro-organisms of the oral mucosa that can act
as cariogenic agents. Objective: It was analyzed in this study the antimicrobial activity of crude extracts and fractions
and chromatographic profile of araga. Material and method: For antimicrobial activity, we used the technique of on
broth microdilution for determining the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and replating of inoculum in
Muller Hinton (Himedia) agar for finding the Minimum Bactericidal Concentration (MBC). The extract was tested
at concentrations between 10 and 500 pg/mL. The chromatographic profile was performed by the method of High
Performance Liquid Chromatography. Result: The results were submitted to a descriptive analysis was possible to
observe the inhibitory activity of the extracts of P. cattleianum against S. oralis and S. mutans. Conclusion: The
antimicrobial activity of P. cattleianum extracts against oral microorganisms justifies the use of this species as a
medicinal plant.

Descriptors: Cariogenic agents; medicinal plants; chromatographic profile; microdilution.

INTRODUCAO

A busca por medicamentos a partir de compostos naturais Psidium cattleianum Sabine, que é uma planta medicinal com atividades
tem se estabelecido com grande relevéncia cientifica, pois objetiva bioldgicas descritas para tratar patologias gastricas, intestinais e
a descoberta de atividades biolégicas para o uso contra diversas dores, dentre outras. E uma planta nativa do Cerrado brasileiro,

patologias humanas. Dentre as inumeras espécies aspiradas estd a ocorrendo em vasta drea, abrangendo desde a Regido Nordeste até
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o sul do Brasil. Conhecida como aragd ou araga-do-campo, nome
originario do tupi-guarani, que significa fruta com olhos voltados
para o céu’ E uma espécie arbustiva, podendo atingir até 2,5 m de
altura, e apresenta frutos globosos, macios quando estdo maduros,
sabor doce e acido muito apreciado pelos regionalistas'”.

Estudos demonstraram a agdo dos micro-organismos
(Streptococcus oralis, Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius
e Lactobacillus rhamnosus) no processo cariogénico®’, sendo importante
a descoberta de novos compostos capazes de prevenir, controlar
e/ou eliminar essa doenca. O araga é uma planta cuja prospec¢ao
fitoquimica revelou a presenca de compostos das classes dos taninos,
flavonoides, saponinas, terpenos e/ou esteroides, substancias estas
com potencial bioldgico para a aplicagdo da espécie como planta
medicinal para a finalidade em estudo®.

O interesse microbiano surgiu com a intengao de avaliar o poder
anticariogénico dessa espécie, pois a crie ¢ uma doenga odontoldgica
cronica provocada pelo processo de desmineralizagdo do dente,
proveniente da agdo bacteriana e dos seus processos fermentativos.
Neste artigo, sera explorada a capacidade antimicrobiana do extrato
hidroalcodlico 70% e parti¢des das folhas de P. cattleianum sobre
0s micro-organismos da mucosa oral.

MATERIAL E METODO

Coleta e Identificagdo

As folhas de P. cattleianum Sabine foram coletadas no més de
dezembro de 2011, na cidade de Glaucilandia, interior de Minas
Gerais, Brasil. O material foi seco a sombra, espontaneamente,
por um periodo de sete dias, aproximadamente. Em seguida, foi
pulverizado em moinho de facas e armazenado em frascos de
vidro 4mbar a -10 °C. Foi elaborada uma exsicata e enviada para
o pesquisador Dr. Rubens Manoel dos Santos, da Universidade
Estadual de Montes Claros — Minas Gerais (UNIMONTES-MG);
a espécie foi entdo identificada e depositada no Herbério dessa
mesma institui¢do, sendo protocolada com o voucher n.° 3533.

Preparo dos Extratos

Pelo processo de maceragio exaustiva, utilizaram-se 200 g de folhas
secas pulverizadas em 1.000 mL de etanol/agua (7:3 v/v)°*. A mistura
foi deixada por sete dias protegida da luz, homogeneizando-se
eventualmente o extrato em dias alternados. Apds o periodo,
o extrato foi filtrado e evaporado, sendo depois refrigerado em
frasco ambar a —-10 °C. O procedimento de filtragdo, secagem e
armazenamento foi realizado com o residuo do extrato por trés
semanas consecutivas e o rendimento obtido para o extrato bruto
das folhas de P. cattleianum foi de 36,48 g (18,24%).

As fragoes dos extratos da folha de P. cattleianum foram
obtidas a partir da extragdo sélido-liquido, em que 1 g do extrato
bruto foi agitado vigorosamente em uma aliquota de 30 mL dos
solventes orgénicos em ordem decrescente de polaridade (hexano,
diclorometano, acetato de etila e alcool isobutilico). Os extratos
fracionados foram evaporados em evaporador rotativo (Tecnal);
apos secos, foram pesados e armazenados em microtubos protegidos
daluz a -10 °C. Para o calculo do rendimento, foram realizadas
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dez extragbes sucessivas de 1 g, totalizando 10 g do extrato bruto
seco das folhas, pelo mesmo método. Os rendimentos calculados
foram 0,251 g (2,51%) para a fragdo hexanica; 0,670 g (6,70%) para
a fragao diclorometénica; 0,266 g (2,66%) para a fragao acetato de
etila, € 0,321 g (3,21%) para a fracdo isobutandlica.

Atividade Antimicrobiana

As cepas microbianas padrao American Type Culture Collection
(ATCC) utilizadas foram cedidas pela Fundagdo Osvaldo Cruz
(Fiocruz): Streptococcus mutans (ATCC 25175), Streptococcus
salivarius (ATCC 7073), Streptococcus oralis (ATCC 10557) e
Lactobacillus rhamnosus (ATCC 9595). Os in6culos foram preparados
em solucdo salina estéril comparando-os com o tubo 0,5 da escala
de McFarland (0,1 mL de cloreto de bario a 1,0% + 9,9 mL de acido
sulftrico a 1,0%), por meio da leitura das absorbéncias a 625 nm.

Para a determinacdo da Concentragéo Inibitéria Minima (CIM)
em caldo Muller Hinton, utilizou-se a técnica de microdilui¢cao
em placas de poliestireno, submetidas ao processo de esterilizagdo
quimica com hipoclorito de s6dio a 5% por 24 horas e esterilizagdo
com luz ultravioleta por 30 minutos'®*2. Os extratos brutos e as
parti¢des foram preparados na concentragio de 500 pg/mL em
solucdo salina Tween 80 a 5% e esterilizados pelo processo de
filtracdo em membranas de acetato celulose (0,22 pm). No ensaio,
foram diluidos para atingir as concentragdes: 500, 400, 300, 200,
150, 100, 50, 40, 30, 20 ¢ 10 pg/mL. Como controle positivo, foi
utilizado o digluconato de clorexidina nas concentragdes de 0,12%,
0,20% e 1,0%; como controle negativo, foi utilizado o meio de cultura
(Caldo Muller Hinton) com solu¢éo salina 0,85% de NaCl e Tween
80 a 5%. Foram realizados os testes de esterilidade do meio e do
solvente, e o teste de viabilidade da cultura em triplicata.

Apds o preparo das microplacas, pipetando-se o meio, os
extratos, os controles e o in6culo, as microplacas foram seladas
com parafilme e incubadas por 24 horas a 37 °C. Os testes para
cada uma das cepas testadas foram realizados em microplacas
diferentes para evitar contaminagdes. Em cada cavidade, foram
adicionados 100 pL do caldo Mueller Hinton (MH). Em seguida,
foram acrescidos volumes de extrato para obter concentragdo entre
10 e 500 ug/mL e 50 uL do in6culo. Apés o periodo de incubagio,
em cada orificio, foram adicionados 10 uL de solu¢do aquosa de
resazurina a 0,02%. As microplacas foram reincubadas por mais
60 minutos e, apos esse periodo, foram observadas e analisadas
de forma descritiva. A manuten¢io da cor azul nos orificios foi
interpretada como auséncia do crescimento microbiano e a cor
vermelha ou rosa indicou presenc¢a do metabolismo bacteriano no
meio. Apos a leitura visual das microplacas contendo resazurina
e a determinagdo da CIM, todos os orificios em que ndo foi
observado o crescimento bacteriano foram repicados em placas
contendo Agar Mueller Hinton e incubados por 24 horas a 37 °C,
para determinagdo da CBM, conforme metodologia descrita por
Murari et al.”.

A CBM foi determinada pela auséncia de crescimento
bacteriano apds incubagio; a inibi¢do do crescimento bacteriano
na CIM e a observagdo do desenvolvimento bacteriano em placa
foram consideradas como ag¢do bacteriostatica do extrato testado.
A inviabilizagdo do crescimento do micro-orgamismo com a menor
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concentragdo de um determinado composto com a¢éo bactericida
foi definida como Concentragdo Bactericida Minima (CBM).

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Neste ensaio, foi utilizado cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia
(Waters), equipado com injetor automatico e detector de diodo.
As condig¢des cromatograficas para a realizagao do experimento que
tem carater exploratdrio foram as seguintes: coluna cromatogréfica
C18 de alto desempenho (Phenomenex), 250 x 4,6 mm, 10 pm,
modo de elui¢io isocratico, volume de injegdo de 10 uL, vazdo da
fase movel de 1,0 mL/min, sendo que a fase modvel foi composta
por uma mistura de 4gua em metanol na proporgao de 80:20,
acidificada a 1% com dcido acético. Os extratos fracionados foram
solubilizados em metanol a 1 mg/mL e foram utilizados como
amostra para o teste.

RESULTADO

Os extratos brutos e as parti¢oes da folha de P. cattleianum Sabine
foram testados contra quatro micro-organismos, e os resultados
estdo expressos na Tabela 1.

O EBHF exerceu agio antimicrobiana contra os micro-organismos
S. oralis (CIM 200 pg/mL e CBM 400 pg/mL) e S. mutans (CIM 200 pg/mL
e CBM 300 pug/mL). Nas particdes EHFE, observou-se atividade
antimicrobiana contra S. oralis (CIM 200 pg/mL e CBM 200 pug/mL)
e contra o S. mutans (CIM 150 pg/mL e CBM 300 pg/mL); o EDF
contra o S. oralis (CIM 200 pg/mL e CBM 300 ug/mL); o EAF
contra o S. mutans (CIM 400 pg/mL e CBM 400 pg/mL), e o EIF
revelou-se capaz de inibir o crescimento bacteriano de S. oralis
(CIM 400 pg/mL e CBM 500 pg/mL) e S. mutans (CIM 200 pg/mL e
CBM 300 pg/mL). Porém, os resultados nao demonstraram atividade
antimicrobiana dos extratos contra as cepas de L. rhamnosus e
S. salivarius.

Pelo método de CLAE, foram observados os seguintes resultados
para as fragoes do EBHF: na fragdo hexénica, foram eluidos oito
compostos, sendo trés destes majoritarios com Tempo de Retengao
(TR) de 2,673 min., 2,917 min. e 3,18 5min., com édreas de 44,93%,
21,71% e 23,41%, respectivamente. Na fragdo diclorometanica,
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observou-se a presenc¢a de apenas trés compostos, sendo dois
majoritarios, com areas de 48,76% (TR = 2,711 min.) e 49,44%
(TR = 3,084 min.). Na fra¢do acetato de etila, foram eluidas seis
substancias, havendo predominio de duas destas, de forma muito
semelhante as da fra¢do diclorometinica com TR = 2,694 min.
(34,84%) e TR = 3,102 min. (46,03%). Na fracdo isobutanolica, de
maior polaridade, foram observados oito compostos eluidos com
presenca de dois majoritdrios, com tempos de reten¢ao muito
semelhantes as outras fragdes, sendo TR de 2,688 min e 3,513 min.,
ocupando 39,75% e 33,06% de area, respectivamente.

DISCUSSAO

A avaliagdo da atividade antimicrobiana do EBHF do araga vai
ao encontro da tendéncia atual de se desenvolver e testar plantas de
uso medicinal, descrita a partir de levantamentos etnobotanicos.
P cattleianum Sabine é uma espécie promissora, pois varios
estudos comprovaram a eficacia de sua atividade bioldgica para
tratar lesdes teciduais, favorecendo o processo de cicatrizagdo e
as atividades antioxidante, antinociceptiva e antitumoral, dentre
outras. Pesquisas realizadas com a casca de P, cattleianum revelaram
atividade antimicrobiana contra micro-organismos da mucosa
oral, o que pode ser utilizado para o desenvolvimento de produtos
antissépticos com poder anticariogénico. Pela facilidade de obtengao
do extrato das folhas do araca e por apresentar um rendimento
significativo, justificamos a motivagao deste estudo para avaliar a
capacidade bactericida e bacteriostdtica da folha, uma vez que os
testes fitoquimicos revelaram a presenca de taninos e flavonoides
para ambas as partes da planta®”.

Pesquisadores comprovaram, por meio de experimentos em
animais, que as bactérias eram responsaveis pelo surgimento de
lesdes cariogénicas e, um pouco mais tarde, descreveram a agao
decisiva e indispensével das bactérias no processo de formacio
da cérie dental pelo metabolismo bacteriano, pela forma¢ao de
acido e pela consequente desmineralizacdo do esmalte dental™.
Dentre os micro-organismos descritos envolvidos no processo de
formacdo da cérie dental, estd S. mutans, que é responsavel pela
formagao do principal tipo de cérie em humanos, a carie de sulco
e de fissuras. Também foi comprovada a atividade cariogénica de

Tabela 1. CIM e CBM (ug/mL) do extrato bruto e fragdes da folha de P. cattleianum Sabine

Micro-organismos

Extrato S. salivarius S. oralis S. mutans L. rhamnosus
CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
EBHF NI NI 200 400 200 300 NI NI
EHF NI NI 200 200 150 300 NI NI
EDF NI NI 200 300 NI NI NI NI
EAF NI NI NI NI 400 400 NI NI
EIF NI NI 400 500 300 300 NI NI

EBHF - Extrato bruto hidroalcodlico da folha; EHF - Extrato hexanico da folha; EDF - Extrato Diclorometanico da folha; EAF - Extrato Acetato de etila da folha; EIF

- Extrato isobutandlico da folha; NI - Nao ocorre inibigdo nas concentragdes testadas.
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S. mutans em caries de superficie lisa e em dentina, sendo esta
ultima mais complicada, pois as bactérias causam lesdo necrotica
mole em areas mais profundas da superficie dental®.

O EBHEF foi capaz de inibir o crescimento de S. mutans e
S. oralis, corroborando com os estudos de Alvarenga et al.’, que
verificaram a atividade antimicrobiana dos extratos brutos da casca
de P, cattleianum Sabine, associando tal atividade a presenca de
compostos secunddrios presentes nesta espécie, entre os quais sao
predominantes os taninos, flavonoides e saponinas. Comparando-se
a atividade antimicrobiana do EBHF com a atividade dos extratos
fracionados, observou-se que as agdes bactericida e bacteriostdtica
de todos os extratos foram muito semelhantes; desta forma,
pode-se concluir que o fracionamento do extrato bruto nao alterou
significativamente a atividade antimicrobiana de P. cattleianum,
fato que viabiliza a utiliza¢do do EBHF, cuja obtengéo é mais facil.

A andlise cromatografica exploratéria realizada com as fragoes
organicas do extrato das folhas de P. cattleianum constatou a
presenca de dois compostos majoritarios, com tempo de reten¢ao
e drea muito semelhantes, compostos estes apresentando picos com
padrdo analogo de absor¢ao em espectros ultravioleta em torno de
240-280 nandmetros. Sugerimos, entio, a presenca de compostos
com potencial agdo bioldgica ja descrita para essa espécie, como, por
exemplos, os taninos e flavonoides>'>'¢, que apresentam atividade
inibitéria contra micro-organismos, além de efeito antioxidante,
dentre outras atividades®'”%.

Dessa forma, os resultados deste trabalho corroboram para
a utilizagdo do extrato bruto de folhas de P. cattleianum sobre
os micro-organismos do biofilme dental. Acredita-se que o
extrato em estudo pode ter potencial antibacteriano para uso em
formulagdes farmacéuticas ou para desenvolvimento de produtos,
como enxaguante bucal, pomadas de uso tépico e sua adigdo em
formulagdes de creme dental, para prevencao da carie. Mas, para
tanto, é necessario, primeiramente, que sejam realizados estudos
com biofilmes para confirmar os resultados encontrados.
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