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RESUMO

A abrangéncia da utilizagcado de fitoterapicos e de plantas medicinais é vasta e
engloba fins variados, também em relacdo a saude bucal. O controle do biofilme
bacteriano dentro das diversas especialidades odontolégicas é de grande
importancia, pois aponta tanto para a prevengdo, como para o tratamento, da cérie e
de doencas periodontais. Com a finalidade de auxiliar os métodos convencionais de
higiene bucal, muitos agentes quimicos vém sendo estudados, entre produtos com
acao antimicrobiana e antiinflamatéria. O presente trabalho teve o objetivo de propor
o desenvolvimento um enxaguatoério bucal bifasico contendo extratos naturais. Fez-
se 0 screening fotoquimico dos extratos aquosos de Eucalyptus globulus, Mentha
arvensis e a identificacdo por CG/EM dos compostos principais do éleo de gergelim.
Realizou-se experimentos para testar a acdo antimicrobiana dos extratos aquosos
de Eucalyptus globulus, Mentha arvensis e o 6leo de gergelim (teste de difusdo em
agar, concentracdo minima inibitéria (CIM) e concentracdo minima de aderéncia
(CIMA) frente a cepa padrao Streptococcus mutans ATCC 25175. Realizou-se
também ensaios para avaliar a acao antiinflamatéria e antinociceptiva do 6leo de
gergelim. Nos extratos aquosos de M. arvensis nao foram encontrados taninos,
flavondides e saponinas, também ndo apresentaram atividade sobre a bactéria
testada. O extrato aquoso de E. globlulus foi positivo para a presenca de taninos,
flavondides e saponinas. Também apresentou atividade sobre Streptococcus mutans
ATCC 25175 observando um halo de 20,0 + 0,66 cm (p<0,05), a CIM e a CIMA foi
determinada com a E4 (12,5 mg/mL), o 6leo de gergelim ndao apresentou halo no
teste de difusdo em Agar, acredita-se que seja pelo fator de difusdo do éleo, pois em
meio liquido apresentou atividade,a CIM e CIMA foi a OG 3 (25%). O éleo de
gergelim apresentou atividade antiinflamatoria e antinociceptiva nos ensaios
realizados e no CG/EM deste éleo mostrou a presenca de acido graxos insaturados
que ja possuem atividades antiinflamatérias comprovadas. Conclui-se que o0s
extratos aquosos de E. globlulus e o 6leo de gergelim possuem potencial para serem
empregados como provaveis enxaguatérios bucais.

Palavras chaves: Streptococcus mutans, 6leo de gergelim, Eucalyptus globlulus,
enxaguatério bucal



ABSTRACT

The extent of use of herbal and medicinal plants is vast and encompasses varied
purposes, also in relation to oral health. The control of the biofilm within the various
specialties dental is of great importance because it points for both the prevention and
for the treatment of dental caries and periodontal disease. In order to assist the
conventional oral hygiene methods, many chemical agents have been studied,
among products with antimicrobial and anti-inflammatory action. This study aimed to
develop a proposed two-phase mouthwash containing natural extracts. There was
photochemical screening of aqueous extracts of Eucalyptus globulus, Mentha
arvensis, identifying by GC / MS of the main compounds of sesame oil. We
conducted experiments to test the antimicrobial activity of aqueous extracts of
Eucalyptus globlulus, Mentha arvensis and sesame oil (agar diffusion test, minimum
inhibitory concentration (MIC) and minimum concentration of adhesion (MICA)
compared to standard strain Streptococcus mutans ATCC 25175. Also conducted
tests to evaluate the antinociceptive and anti-inflammatory action of sesame oil. The
aqueous extract of M. arvensis were not found tannins, flavonoids and saponins, this
also did not show activity against the bacteria tested. The aqueous extract of E.
globulus was positive for the presence of tannins, flavonoids and saponins. Also
showed activity against Streptococcus mutans ATCC 25175 observed a halo of 20.0
+ 0.66 cm (p <0.05), MIC and MICA was determined with the E4 (12.5 mg/ml), the oil
sesame not present in the test halo Agar diffusion is believed to be by a factor of oil
dilution, as in liquid medium was active, the MICA and MIC was OG 3 (25%l).
Sesame oil presented antinociceptive and antiinflammatory tests and GC / MS of this
oil showed the presence of unsaturated fatty acid that already have proven anti-
inflammatory activities. It is concluded that the aqueous extract of E. globlulus and
sesame oil are potentially likely to be employed as mouthwashes.

Keywords Streptococcus mutans, sesame oil, Eucalyptus globlulus, mouthwash
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais constituem importante recurso terapéutico para a
promogao da saude. A abrangéncia da utilizacdo de fitoterapicos é vasta e engloba
fins variados, como exemplo, produtos para auxiliar a tratar e manter a saude bucal.
A eficacia de extratos de plantas empregadas em enxaguatérios bucais, tem sido
investigada para o tratamento de gengivites e reducao do biofilme bacteriano.Os
resultados indicam sua utilizacdo como apoio a terapia das doencas periodontais e
como profilaxia de rotina (LEITES, 2006).

A situagdo epidemiologica da saude bucal brasileira € grave devido as
condicOes sociais e econdmicas da populacdo. Embora a Odontologia se mostre
muito desenvolvida tecnologicamente, esta ndo responde em niveis significativos as
necessidades da populacdo. Os programas de Saude Bucal subsidiados pelo
Sistema Unico de Salude tém trabalhado a questdo educativa junto & populagao,
provendo informagdes necessarias ao desenvolvimento de habitos para manter a
saude e prevenir as doencas bucais (UNFER e SALIBA, 2000).

Dentre os principais problemas bucais a serem previnidos esté a presenca da
placa bacteriana dental. Esta consite de uma massa densa, ndo calcificada, formada
por microrganismos envolvidos numa matriz rica em polissacarideos extracelulares
bacterianos e glicoproteinas salivares, firmemente aderida aos dentes e outras
superficies da cavidade bucal. Na maioria das vezes a placa se desenvolve sobre a
pelicula adquirida, que é um biofilme derivado da saliva que reveste toda a cavidade
bucal (LEITES, 2006).

O controle do biofilme bacteriano dentro das diversas especialidades
odontolégicas é de grande importancia. Muitos agentes quimicos vém sendo
estudados com a finalidade de auxiliar os métodos convencionais de higiene bucal
(escovacao e fio ou fita dental), compostos quaternarios de aménio, acetato e
gluconato de clorexidina (BUGNO et al., 2006).

Com as limitagbes dos métodos mecéanicos de higiene, os agentes
antimicrobianos como forma de enxaguatérios bucais sdo amplamente utilizados no
controle dessa placa, auxiliando os métodos mecéanicos de remocéao e diminuindo o
namero de microrganismos patogénicos na cavidade oral (BUGNO et al., 2006).

Atualmente, a clorexidina é o anti-séptico mais utilizado no controle do

biofilme bacteriano. No entanto, seu uso freqiiente e por longo prazo, apresenta



muitos efeitos colaterais dentre estes: a perda da sensibilidade do paladar, o sabor
amargo, provocar manchas nos dentes embora de forma reversivel e podendo ainda
causar resisténcia bacteriana (FARIAS, 2003; TAMBELINI et al., 2010).

Em busca de novos produtos para este fim, os fitoterapicos constituem
alternativa viadvel economicamente, contribuindo para melhorar o acesso da
populacédo aos cuidados com a prevencgao e tratamento de doencgas periodontais.

Frente ao exposto, o proposito do presente estudo foi desenvolver um
enxaguatoério bucal bifasico utilizando os extratos aquosos das folhas de Mentha
arvensis, Eucaliptus globulus e 6leo de gergelim através de analise de suas

atividades antimicrobiana, antiinflamatéria e antinociceptiva.



2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 A Problematica da Saude Bucal no Brasil

Até a década de 1970, a maioria das agdes no campo da saude bucal era
descontinua e esporadica, existia falta de politicas governamentais. Essas acdes
apresentavam basicamente caracteristicas de campanha, ndo sendo propriamente
programa em beneficio da populacdo. Em instituicbes de saude mais bem
estruturadas, procurava-se adotar como base um unico método de prevencgéo, por
exemplo: a fluoragdo das aguas de abastecimento publico ou a realizagdo de
bochechos fluorados semanais (PORTO, 2002).

No final da década de 1980, foi instituida pela ConstituicAo Brasileira, o
Sistema Unico Saude (SUS), estabelecendo os principios que iriam definir o seu
modelo de assisténcia a saude: universalidade, descentralizacdo e equidade,
respaldadas pelo apoio e controle popular. Foi estabelecido que a salde deve ser
garantida por politicas sociais e econémicas que reduzam o risco de doengas €
outros agravos. Devendo o atendimento ser integral, priorizando as atividades
preventivas, sem haver prejuizo dos servicos assistenciais; dentre estes programas
assistenciais foi desenvolvida a Politica Nacional de Saude Bucal (ALVES, 2003).

As prioridades dessa politica foram definidas segundo o0s grupos
populacionais. Tinham como objetivo desenvolver novas tecnologias e acgdes
coletivas para a saude bucal, tendendo a alterar suas caracteristicas
epidemiologicas e obter impacto na cobertura da populagdo. Para atingir essas
metas, foi imprescindivel criar e incentivar praticas comunitarias que possibilitassem
o crescimento da consciéncia sanitaria e a mobilizacdo da sociedade civil em torno
desta questdo. Apesar das conquistas do movimento sanitario brasileiro ter sido
consolidadas parcialmente na atual Constituicdo, na pratica, essas conquistas nao
se concretizaram em melhoria da qualidade de vida da populacéo brasileira, tendo
deficiencia na inser¢cdo do profissional cirurgido dentista nas equipes do Programa
de Saude da Familia e em hospitais (PORTO, 2002).

No Brasil, um dos desafios das ultimas décadas, foi o desenvolvimento de
producdo, distribuicado e consumo macico de bens e servicos relativos a saude bucal
(MAGAZZINI et al., 2004).



Analisando as propostas e as a¢des relativas a pratica odontolégica no Brasil
no periodo de 1952-1992, observa-se que estas se caracterizavam por uma
odontologia de mercado, apoiada na assisténcia Odontoldgica individual, realizada
no restrito ambiente clinico cirdrgico. Essa concepcao exerceu forte influéncia no
desenvolvimento da ciéncia e da tecnologia em saude bucal, mas nao responde de
modo significativo, aos problemas de saude bucal da populacdo, por se tratar de
uma pratica de custo alto e baixa cobertura, com enfoque fundamentalmente,
curativo (TAMBELINI et al., 2010).

No Brasil, a carie e as doencas periodontais ainda atingem indices muito
superiores aos recomendados pela Organizacdo Mundial de Saude. Mesmo com
avancos em todas as areas da saude e isto inclui melhoria da saude bucal, a
prevaléncia de caries dentais em paises europeus chegam a atingir de 60 a 90% de
criancas com idade escolar (KARTHIKEYAN et al., 2011).

Observa-se que a falta de acesso a uma saude bucal com qualidade pode
levar a perda dos dentes levando a dificuldade de mastigacdo dos alimentos,
vergonha de sorrir e se comunicar, afetando a qualidade de vida das pessoas. No
Brasil, aproximadamente 14,4% dos adolescentes perderam pelo menos um de seus
dentes, e 13,5% deles nunca realizaram uma consulta com o cirurgidao-dentista
(TAMBELINI et al., 2010).

2.2 Conhecimento geral envolvendo cavidade oral

A cavidade oral € uma das portas de entrada ao organismo humano,
pertencendo ao sistema digestério, também funciona como uma via de acesso as
vias respiratorias (WILSON e KORNMAN, 2001).

A cavidade oral é dividida em duas partes: o vestibulo da boca e a cavidade
prépria da boca. O vestibulo da boca € o espaco semelhante a uma fenda entre os
dentes e a gengiva e os labios e as bochechas. A cavidade prépria da boca é o
espaco entre os arcos dentais superiores e inferiores. Estando a boca fechada e em
repouso, a cavidade da boca é completamente ocupada pela lingua. As regides da
cavidade oral podem ser separadas por: gengivodentaria, palatina, geniana, lingual.
A gengiva é formada por tecido fibroso coberto por mucosa (WILSON e KORNMAN,
2001).



Uma gengiva saudavel é resistente ao toque, ndo ocorrendo sangramento. Os
dentes podem ser deciduos ou permanentes. Ambas as dentigcdes diferenciam-se
pela anatomia dental e pelo numero de dentes apresentados. A denticado decidua
possui coloragcdo mais clara e as raizes divergentes sdo menores do que a
permanente. A denticdo permanente apresenta raizes convergentes, sendo o0s
dentes maiores e mais escuros do que na decidua. A lingua € o érgao muscular
relacionado ao sentido do paladar. Fica localizada na parte ventral da cavidade oral
propriamente dita, participa na fonacdo, sendo o Unico musculo voluntario do corpo
humano que nao sofre fadiga. O palato é o assoalho da cavidade nasal e teto da
cavidade oral (WILSON e KORNMAN, 2001).

A saliva é o fluido produzido pelas glandulas salivares, possuindo como
constituintes basicos a agua (99,5%) e matéria organica (0,25%), estando
representada em sua maior parte pelas proteinas. Quando a saliva é secretada na
cavidade bucal, é enriquecida com células descamadas, leucdcitos, anticorpos,
microrganismos, restos de alimentos, fluidos do sulco gengival, muco da cavidade
nasal e da faringe (GARCIA et al., 2009).

A manutencédo da saude bucal e o funcionamento adequado do processo
digestivo dependem da presenca da saliva. A salivagcdo auxilia a trituracdo dos
alimentos e formacdo do bolo alimentar facilitando o seu transporte. Produz a
amilase salivar, enzima que atua na digestdo do amido, bem como ajuda na
degluticdo. Além disso, a saliva é responsavel pela lubrificacdo das superficies
intra-orais, como dentes, palato, bochecha e lingua, além de proteger o epitélio
intestinal (GARCIA et al., 2009).

A reducao do fluxo salivar esta relacionada com mudancas que vao desde a
dificuldade de mastigacao, uso de certos medicamentos, patologias sistémicas até o
aparecimento de infeccdes oportunistas. Um dos fatores determinantes da doenca
carie é a saliva, a qual participa diretamente no processo de des-remineralizacao da
estrutura dentéria, devido a sua supersaturacao aos ions calcio e fosfato em relacao
ao esmalte dental (MOURA et al., 2008) . A saliva também apresenta outras funcdes
importantes na prevencdo da carie como o tamponamento dos acidos produzidos
pelos microrganismos cariogénicos do biofilme oral e propriedades antimicrobianas
(MOURA et al, 2008).



2.3 Nocoes sobre o microbioma oral humano

As membranas mucosas dos animais sdo normalmente colonizadas por um
microbioma diverso, cujas espécies se inter-relacionam constantemente e também
com o hospedeiro, competindo pela sua sobrevivéncia. As bactérias colonizam todas
as superficies de um animal, estando particularmente concentradas na cavidade
bucal e no trato gastrointestinal inferior. A cavidade bucal humana hospeda mais de
400 espécies de bactérias, que ja foram isoladas e identificadas. A quantidade de
bactérias é de cerca de 1011 células em 1 grama de biofilme dental. Fazem parte do
microbioma oral microrganismos anaerdbicos, aerdbicos, facultativos e
microaerdéfilos (DEWHIRST et al., 2010).

As bactérias que colonizam inicialmente a superficie do dente séo
predominantemente microrganismos facultativos Gram-positivos, tais como
Actinomyces viscosus e Streptococcus sanguis. Estes se aderem a pelicula através
de adesinas, que interagem com receptores especificos na pelicula dental.
(DEWHIRST et al., 2010).

Na sucessao ecoldgica da placa bacteriana ocorre uma transicdo do meio
ambiente aerdbico, inicialmente caracterizado por espécies Gram-positivas
facultativas, para um meio altamente privado de oxigénio, com a predominancia de
microrganismos Gram-negativos anaerébicos, que geralmente sdo mais patogénicos
e resistentes. Na colonizacdo secundaria, as diferentes espécies de microrganismos
(Prevotella intermedia, Prevotella loescheii, espécies de Capnocytophaga,
Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis), aderem as bactérias pré-
existentes na placa bacteriana. Os fatores de viruléncia da placa bacteriana
dependem da presenca ou aumento de microrganismos especificos, que produzem
substancias que provocam a destruicdo dos tecidos do hospedeiro (RUBIRA, et al.,
1996).

Sabe-se que as doencas que acometem a cavidade bucal sao de origem
infecciosa e potencialmente transmissiveis. Fatores como a dieta e higiene bucal
definem o tipo de microbioma oral de cada individuo (LUYO et al., 2009).

Manter uma adequada higiene oral e fazer uso comedido da sacarose podem
ser responsaveis por caracterizar um microbioma com menor patogenicidade.

Todavia, quando a remocao da placa bacteriana é deficiente e a utilizacdo da



sacarose ¢é frequente, o processo de selecdo para certos microrganismos
patogénicos, torna-os mais freqientes (AL-AHMAD et al., 2010).

2.3.1 Microrganismos potencialmente patogénicos do microbioma oral

Varios s&o o0s microrganismos do microbioma oral potencialmente
patogénicos, alguns de grande importancia em causar infecgdes bucais. A Candida
albicans é facilmente isolada em varios sitios da cavidade oral, dentre os quais, a
lingua, mucosa bucal, biofilme dental e lesdo cariosa. (PAl et al., 2010);
Enterococcus faecalis sao bactérias cocos Gram-positivos, habitantes comuns do
trato gastrointestinal e genitourinatio, podem estar associadas as lesées cariosas.
Porém sua importancia esta na ocorréncia de infec¢goes secundarias das lesdes de
dentes obturados, em que a terapia antimicrobiana apresentou falhas (AL-AHMAD et
al., 2010; ZHU et al., 2010).

Um grupo de bactérias de suma importdncia na génese cariosa é 0
Streptococcus, que € constituido por sete espécies principais: Streptococcus
cricetus, S. downei, S. ferus, S. macacae, S. mutans, S. rattus e S. sobrinus. O S.
mutans foi associado em varios estudos, como o principal fator de influéncia na
lesé&o cariosa (AWADALLA et al., 2011).

O S. mutans possui a capacidade de metabolizacdo da sacarose em
polissacarideos intra e extracelulares, estando este microrganismo relacionado com
a aderéncia nos dentes e consequente formacdo do biofilme. E acidogénico,
acidurico e produz mutacinas, proteinas capazes de inibir o crescimento de outras
bactérias. E encontrado de modo localizado na denticdo, e sua quantidade na saliva
estda relacionada ao numero de superficies colonizadas. Desta forma, a alta
concentracdo S. mutans na saliva pode ser indicativo de que a maioria dos dentes
esta colonizada por essas bactérias, aumentando o risco de carie (KLEIN, 2003).

Varios estudos tém envolvido pesquisa no sentido de reduzir a incidéncia de o
S. mutans do microbioma oral. O uso de antibidticos tais como penicilinas e
tetraciclinas eritromicina entre outros foram documentados. Outros agentes como
clorexidina, fluoretos, alcool ou produtos contendo estes agentes sdo amplamente
utiizados com esta finalidade. Entretanto o uso demasiado dessas substancias
quimicas pode estar relacionado a efeitos colaterais como vOmitos, diarréias,

manchas nos dentes e aparecimento de bactérias resistentes (PALOMBO, 2009).



2.4 Importancia da placa bacteriana e sua relacao com as infeccoes
bucais

As lesbes que afetam os tecidos que suportam os dentes tém sido descritas
h& cerca de 4000 anos. As manifestac6es dos autores na literatura ocorreram de
acordo com as diferentes épocas de publicacdes dos trabalhos (MOIMAS, 1994).

Os primeiros conceitos de doenca periodontal derivaram de observacdes
histopatoldgicas e, com a evolugao desta area, novos conhecimentos surgiram. Os
trabalhos cientificos publicados em periodontia podem ser divididos em duas
épocas: antes e depois do conceito de biofilme dental como fator etiolégico
extrinseco da doenca periodontal. Assim, apds a definicdo de biofilme, o termo
gengivite foi relacionado a inflamagéao do tecido gengival (OLIVEIRA, 2007).

Conhecida como uma importante doenca periodontal, a placa bacteriana é
uma massa densa, ndo calcificada, constituida por microrganismos envolvidos numa
matriz rica em polissacarideos extracelulares bacterianos e glicoproteinas salivares,
firmemente aderida aos dentes, calculos e outras superficies da cavidade bucal. Na
maioria das vezes a placa se desenvolve sobre a pelicula adquirida, constituindo um
biofilme derivado da saliva que reveste toda a cavidade bucal (LEITE, 2006).

O biofilme dental é definido como enduto formado principalmente por restos
de alimentos, secrecées mucosas, células epiteliais descamadas e outros materiais
organicos além de alguns sais minerais, que ficam aderidos a superficie dos dentes
e se depositam nos espacos inter dentarios. Estes servem como meio de cultura
para abundante proliferacdo de bactérias (cujo volume atinge a 75% do biofilme).
Como exemplo, Streptococcus mutans, que se desenvolve muito na presenca de
sacarose e outros carboidratos residuais da alimentagédo (REY, 1999).

As bactérias presentes na mucosa produzem polimeros extracelulares, a
partir dos carboidratos, que contribuem para a adesao do biofilme e constituem
substrato nutritivo para o crescimento microbiano na auséncia do agucar (REY,
1999).

Os biofilmes bacterianos contribuem, por sua forte producao acida, para a
desmineralizacdo dos dentes, facilitando o ataque enzimatico a matriz organica e a
formacgao de infeccdes bucais (UZEDA, 2002).

A participacdo microbiana na doenga periodontal tem sido amplamente
estudada, havendo atualmente um consenso de que ndo existe doenca periodontal



de natureza inflamatéria sem a presenca de microrganismos. A principal fonte de
agressao as estruturas do periodonto € a complexa microbiota da cavidade bucal
(STAMFORD et al., 2002).

Segundo Uzeda (2002), as doencgas periodontais sdo caracterizadas como um
processo inflamatério dos tecidos que envolvem e sustentam o dente originando-se,
em geral, de uma extensdo de infeccdo bacteriana gengival relacionada com
biofilmes dentais ou calculos (tartaros).

O mesmo autor define gengivite como uma inflamacgao da gengiva, que afeta
os tecidos moles em volta do dente, sem se estender ao cemento, ligamento
periodontal ou osso alveolar. Por outro lado, descreve a periodontite como um
processo inflamatério que afeta a gengiva, o osso alveolar e as estruturas
periodontais. As caracteristicas clinicas principais sdo sangramento da margem
gengival ao escovar os dentes ou espontaneamente, vermelhiddo, edema e
mudanca de textura (flacidez) da gengiva. A gengivite causa desconforto,
sangramento e mau halito. Se a gengivite persistir por longos periodos, meses ou
anos, podera evoluir para uma periodontite que tem como principal dano a perda de
suporte dos dentes, podendo evoluir até a perda dos dentes. Para evitar a gengivite
preconiza-se a correta escovacdo dos dentes e gengivas e uso do fio dental ou
escovas interdentais pelo menos uma vez ao dia.

A periodontite € uma doenca que leva a perda gradual dos tecidos de suporte
do dente: osso, ligamento periodontal e cemento. A causa principal assim como na
gengivite € o acumulo de placa entre a gengiva e o dente. Porém a diferenca esta na
resposta imunolégica (defesa) que varia de individuo para individuo. As pessoas que
tem uma alteracao nas defesas organicas para menor, herdadas geneticamente ou
por algum comprometimento de saiude ou comportamental, sdo mais suscetiveis a
periodontite. A enfermidade ocorre mais freqientemente em individuos adultos
acima de 35 anos. Pode também, com menor freqiiéncia, atingir pessoas jovens ou
até mesmo criancas. Alteracdes sistémicas como a diabetes podem influir na marcha
de progressdao da doenca. Fumo e estresse sdo também coadjuvantes que
contribuem para uma maior perda de sustentacdo em periodontites ativas (VAN,
2008).

A carie € um processo dindmico que ocorre nos depdsitos bacterianos (placa
bacteriana na superficie dos dentes), resultando em uma alteragdo do equilibrio
entre a superficie dentaria e o fluido da placa que, com o passar do tempo, leva a



perda mineral. Caso nao seja tratada adequadamente pode ocorrer a perda
definitiva do dente afetado. A carie dentaria e a doenca periodontal sdo os males
que mais acometem a cavidade bucal, sendo a carie 0 mais comum em criangas
(THYLSTRUP e FEJERKOV, 1994).

2. 5 Tratamentos terapéuticos das doencas periodontais

A correta higiene bucal, uma dieta com menor concentragéo de carboidratos,
secrecdo salivar constante e profilaxias com profissionais da area odontolégica
contribuem para prevencgao de infeccées bucais (BRETAS et al., 2000).

A escovacao dos dentes é considerada efetiva para a remocao do biofilme
em superficies vestibulares e linguais. No entanto, existe dificuldade de se alcancar
o biofilme interdental. Para superar esta dificuldade, foram criados outros
dispositivos de higiene bucal, incluindo recurso de utilizagdo do fio ou a fita dental,
escova interdental e de produtos contendo ativos especificos. Muitos agentes
antimicrobianos disponiveis no mercado sao destinados a prevenir afeccoes bucais,
sendo de responsabilidade do profissional da area odontolégica, realizar uma
correta avaliacao clinica e definir o produto adequado, de acordo com o quadro
apresentado pelo paciente (BUGNO et al., 2006).

Os produtos para higiene bucal podem ser fabricados com diferentes veiculos
com finalidade de liberagdo dos agentes antimicrobianos na cavidade bucal. Os mais
comumente utilizados sdo os enxaguatérios; dentifricios, géis, gomas de mascar e
pastilhas (XAVIER et al., 1995).

Para a efetividade da acao antiplaca, o enxaguatério bucal deve apresentar
como caracteristicas essenciais, a reducdo da adesividade das bactérias a
superficie dental, inibicdo do crescimento e proliferacdo dos microrganismos,
inibicdo da formacao da matriz intercelular da placa, modificagdo da bioquimica
bacteriana para reducao da formagao de substancias citotoxicas e modificagdo da
ecologia do biofilme para desenvolvimento de um microbioma menos patogénico
(CURY, 2000).

Dentre os produtos enxaguatérios bucais, solucbes a base de clorexidina,
triclosan, cloreto de cetilpiridinio ou combinacdes destas com o fluoreto de sédio sédo
as mais utilizadas. Diversas pesquisas vém sendo realizadas no campo dos agentes



antimicrobianos para uso bucal, demonstrando a necessidade do setor, sobretudo
para as inovagdes (CURY, 2000).

Em levantamento realizado por Cury (2000), foi observado que o produto
contendo o gluconato de clorexidina apresenta prescricdo mais freqiente, em
solucdo a 0,12 %, indicado para bochecho 2 vezes ao dia. Estudos demonstram que
a reducao pode ser de 85%a 95%, considerando as bactérias da saliva. Mas, seu
gosto é amargo e a possibilidade (reversivel) de manchar os dentes e mucosas tém
limitado seu emprego (FARIAS, 2003).

Para o desenvolvimento de enxaguatdério devem ser considerados
importantes fatores relacionados a farmacotécnica do produto, como o pH e o
veiculo. O pH do enxaguatério bucal influi no metabolismo da placa dentéria
humana. O pH &acido se mostra mais efetivo na reducdo da fermentacédo e
producdo de polissacarideos extracelulares pelos microrganismos. Em relacdo a
dissolucdo do esmalte do dente o seu inicio ocorre quando o pH na superficie
dentaria atinge valores abaixo de 5,5 (ANSEL, 2000; PRISTA et al., 2003).

O élcool é utilizado nos enxaguatérios como solvente para as substancias
adjuvantes e como conservante do produto. No entanto, foi demonstrado que o alto
teor de alcool produz lesdes hiperqueratinizadas tanto em homens quanto em
animais de laboratério (CURY, 2000).

2. 6 Fitoterapia empregada na prevencao da saude bucal
2.6.1 Consideragdes gerais sobre fitoterapia no Brasil

Fitoterapico, de acordo com a legislacao sanitaria brasileira, € 0 medicamento
produzido com matérias-primas ativas vegetais. E caracterizado pelo conhecimento
da eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia
de sua qualidade (BRASIL, 2004a).

No Brasil estdo localizadas cerca de 20% das 250 mil espécies medicinais
catalogadas pela UNESCO, possibilitando o aproveitamento do potencial curativo
dos vegetais para o tratamento de doencas, inclusive na area de Odontologia
(LORENZI e MATOS, 2002).

O principal 6rgao responsavel pela regulamentagdo do uso de plantas
medicinais e seus derivados no Brasil é a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria



(ANVISA), autarquia do Ministério da Saude. Essa tem como papel proteger e
promover a saude da populacdo garantindo a seguranca sanitaria de produtos e
servicos e participando da construcao de seu acesso (BRASIL, 1999).

Uma das acoes realizadas pela ANVISA para garantir a seguranca da saude
da populacdo é o registro de medicamentos, etapa na qual os mesmos sao
avaliados quanto a sua seguranca, eficacia e qualidade antes de serem expostos a
venda para utilizagao pela populacao (BRASIL, 1999).

A regulamentagao em vigor para o registro de medicamentos fitoterapicos € a
Resolucdo de Diretoria Colegiada (RDC) 48/2004, que determina os aspectos
essenciais ao registro, como identificacdo botanica das espécies vegetais utilizadas,
padrdao de qualidade, identidade, provas de eficacia e seguranga que validem as
indicacoes terapéuticas propostas. Ha ainda as Resolucdes Especificas (RE): RE
88/2004, que contempla a Lista de referéncias bibliograficas para avaliacdo de
seguranca e eficacia de fitoterapicos; RE 89/2004, que contempla a Lista de registro
simplificado de fitoterapicos; RE 90/2004, contendo o Guia para realizacao dos
testes de toxicidade pré-clinica de fitoterapicos; e RE 91/2004, que trata do Guia
para realizacdo de alteracoes, inclusbes, notificagcdes e cancelamento pds-registro
de fitoterapicos (BRASIL, 2004 a,b,c,d,e).

Além das anteriormente descritas, se aplicam ao registro de fitoterapicos,
todas as legislacbes que normatizam o registro de medicamentos, como a RDC
17/2010, que dispde sobre as Boas Praticas de Fabricagdo de Medicamentos
(BRASIL, 2010)

2.6.2 Produtos comerciais de enxaguatorios bucais contendo bioativos.

As plantas medicinais constituem importantes recursos terapéuticos para o
tratamento da saude. A abrangéncia da utilizacdo de fitoterapicos é vasta e engloba
fins variados, sobretudo em relacdo a saude bucal. A eficacia de tais plantas,
empregadas em enxaguatorios bucais, tem sido investigada para o tratamento de
varias afecgdes bucais e os resultados sugerem que tais principios ativos podem ser
utilizados como apoio a terapia das doencgas periodontais e como profilaxia de rotina
(PALOMO, 2009).

Alguns componentes de 6leos essenciais tais como timol, eucaliptol, mentol, e
outros, tém sido empregados nos tratamentos de afecc¢des bucais. Em relacao ao



produto industrializado como enxaglatoério bucal, o produto Listerine® (Warner-
Lambert) é amplamente conhecido e comercializado. Estudos de curta duracao
demonstram que ocorreu a reducao do biofilme e da gengivite, em média, de 35% e
os estudos de longa duracao tém mostrado uma reducao de 25% na formacao de
biofilme e de 29% na gengivite. Este € uma mistura de timol, mentol, eucaliptol e
salicilato de metila. O mecanismo de acao parece estar relacionado a alteracdo da
parede celular bacteriana. Como efeitos adversos foram citados a sensacédo de
gueimacao e ardéncia na boca (BUGNO et al., 2006).

Outros enxaguatoérios bucais industrializados contendo ervas medicinais sao:
Sorriso Herbal® (Kolynos do Brasil) contem em associacdo a camomila, salvia,
mirra, melaleuca e eucalipto. Outro produto, Sorriso Herbal® com célcio contém erva
doce, melissa e hortela e o produto Parodontax® (GSK) que é uma associacao de
tintura de equinacea, mirra, ratania, salvia e camomila (BUGNO et al., 2006).

Estudos clinicos confirmam a eficacia do dentifricio Parodontax® na reducao
do biofilme bacteriano, do sangramento gengival e de gengivites. Outros produtos
sdao comercializados pela Industria Weleda, entre eles géis dentifricios e
enxaguatorios bucais, contendo extratos vegetais (ratania e caléndula). No mercado
europeu, encontram-se disponiveis dentifricios contendo em associacdo extratos
vegetais como o Homeodent® (contendo Plantago major, Cochlearia armoracia,
Calendula officinalis e Hamamelis virginiana) e o Homeodent 2® (contendo Plantago
major, Cochlearia armoracia, Calendula officinalis, Hamamelis virginiana e Phytolaca
decandra), produzidos pelo Laboratério Francés Boiron (BUGNO et al., 2006).

Estudos mostraram que componentes vegetais podem  reduzir
significativamente os indices na formacao de biofilme, diminuir os indices de
sangramentos gengivais e anteparar afec¢des bucais. Assim, estudos sobre o uso
terapéutico de plantas devem ser intensificados, principalmente sobre bactérias
resistentes a antibidticos, seja em sua acdo individual ou em menores
concentracdes associadas a antibidticos. O esforco para melhorar a saude bucal
deve assentar-se em melhoria da qualidade de vida, o propdsito da prevencao é
bastante amplo e por isso destacam-se os produtos que contribuem para este
processo (PALOMO, 2009).



2.7 Consideracoes sobre espécies vegetais empregadas na preparacao
de enxaguatorios bucais

2.7.1 Mentha arvensis

s

Figural: M. arvensis cultivada no horto da Faculdade de Farmécia da UFJF

As plantas do género da Mentha sdo oriundas da Europa e Oriente Médio e
foram trazidas para o Brasil no periodo da colonizagdo. Existem diversas espécies
de menta, mais do que se consegue identificar, pois a polinizagdo das varias
espécies ocorre de forma cruzada, originando novos hibridos. O género Mentha
compreende cerca de 25 espécies diferentes e correlatos que pertencem a familia
Lamiaceae (SIMOES et al., 2004)

Sao plantas herbaceas e perenes, de crescimento rapido e facil, com caules
violaceos e ramificados, folhas opostas, serreadas e cor variando entre verde-claro e
verde-escuro, flores lilases ou azuladas dispostas em espigas terminais, fruto tipo
aquénio (LIMA, 20083).

Uma das espécies mais cultivadas no Brasil é a Mentha arvensis. Anualmente
a producdo mundial é de cerca de 16.000 toneladas. O 6leo desta é obtido a partir
das folhas e flores e sao destinados ao uso na industria de alimentos,



medicamentos, aromatizantes e fragrancias. Os maiores produtores sdo a China,
india, Brasil, Japao, Francga e Estados Unidos (SRIVASTAVA et al., 2002).

A Mentha arvensis é popularmente conhecida como menta doce, hortela-
japonesa, vique, hortela-pimenta, hortela-das-cozinhas e menta-inglesa. Ela pode
apresentar um rendimento de até 5% em éleo essencial, porém é mais comum um
rendimento de 1% a 2%. Seu principal componente € o mentol (de 50% a 70% e em
alguns casos 90%) (RAJESWARA , 1999).

Depois do mentol ser removido do 6leo (desmentolado), restam ainda 17% a
35% de mentona, 5% a 13% de metil acetato, 2% a 5% de limoneno e 2,5% a 4% de
neomentol. Existem ainda tragos de outros terpenos como piperone, pulegone, entre
outros (SARTORATTO et al., 2004).

As acles terapéuticas atribuidas ao éleo essencial de Mentha arvensis sao:
antiespasmadica, expectorante, antihistaminica, colagoga, carminativa, antiséptica,
tbnica e estimulante sobre o aparelho digestério, anti-emética e antitérmica.
(LORENZI e MATOS, 2002).

No que se refere aos extratos aquosos e 6leo essencial das Menthas estudos
comprovam que possuem agao contra vdarias cepas bacterianas, tais como:
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterobacter aerogenos, Proteus vulgaris,
Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus falcium, entre outras.
Bem como, no combate a levedura Céandida albicans (AH MAD e BEG, 2001;
BERTINI et al., 2005)

2.7.2 Eucalyptus globulus

Figura 2: Arvore de Eucalyptus globulus cultivada préximo ao prédio da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora.



A planta do género Eucalyptus globulus (Figura 2) pertence a familia das
Myrtaceae. Sao arvores, em alguns raros casos, arbustos. O género inclui mais de
700 espécies, quase todas originarias da Australia. Adaptados a praticamente a
todas as condicoes climaticas. No Brasil foi implantado em 1909 e atualmente
existem extensas areas plantadas, sobretudo, no Estado de Minas Gerais (SIMOES
et al., 2004).

Eucalyptus globulus é cultivado para obtencdo de madeira como combustivel,
de celulose para fabricacéo de papel e para extracao do 6leo essencial medicinal. A
analise fitoquimica das folhas mostra como principal componente o éleo essencial
eucaliptol, acompanhado de varios monoterpenos, sesquiterpenos, taninos, dentre
outros metabdlitos secundarios, com propriedades medicinais. O eucalipto tornou-se
uma das plantas mais cultivadas do mundo devido as suas diversas aplicacoes
como nas industrias farmacéuticas, de perfumaria, na extracdo de madeira e
producdo de papel. Diferentes espécies dessa planta sdo bastante utilizadas na
medicina tradicional da China para varias situacbes médicas (NASCIMENTO et al,,
2010).

Fundamentado no conhecimento da medicina popular, diversos estudos tém
sido reportados na literatura sobre as propriedades quimicas, biolégicas e
medicinais do eucalipto, tais como a sua atividade antimicrobiana, larvicida,
analgésica e antiinflamatéria (CHAGAS et al., 2002).

Segundo Batish et al. (2008), a bioatividade do eucalipto pode estar
diretamente correlacionada com a sua composi¢cao quimica, que apresentam como
componentes majoritarios: 1,8 cineol, citronelal, citronelol, p-cimeno, limoneno,

linalol, a-pineno, y-terpineno e a- terpineol.
2.7.3 Oleo de Gergelim

A espécie Sesamum indicum, popularmente conhecida como gergelim ou
sésamo € uma planta anual herbacea, originaria do Oriente, pertencente a familia
das pedalidceas. Apresenta muitas propriedades medicinais ja estudadas e
confirmadas, como antiinflamatéria e antimicrobiana. Forma sementes oleaginosas,
pequenas, amarelas, alvas ou pretas, arredondadas e levemente comprimidas
(SIMOES et al., 2004).



As sementes de gergelim apresentam alto teor de Oleo, chegando a
representar de 44 a 58% da semente. Este éleo possui grande resisténcia a
rancificacdo devido a presenca de compostos fendlicos como o sesamol e
tocoferdis. Apds a extracao do 6bleo, obtém-se o farelo desengordurado, o qual
apresenta alto teor protéico e de fibras, podendo ser utilizado como fonte alternativa
de proteinas e energia para grupos humanos. (ADEL et al., 2011).

O gergelim é o alimento utilizado por milhdes de individuos, sendo ingerido,
principalmente como farinha e 6leo. As sementes de gergelim possuem elevado
valor nutricional, devido a quantidade significativa de vitaminas (MORRETO e FETT,
1998)

As sementes fornecem um 6leo muito rico em acidos graxos insaturados,
oléico e linoléico (EMBRAPA, 2006). As sementes de gergelim sdo ricas em
manganés, cobre e calcio (90 mg de célcio por colher de sopa para sementes
integrais (ndo descascadas) e 10 mg para sementes descascadas), e contém
Vitamina B1 e Vitamina E. Possuem um poderoso antioxidante (chamados "lignans"
em inglés), que também ¢é anticancerigeno. Também contém fitoesterdis, que
bloqueiam a producgao de colesterol (ADEL et al., 2011).

Entre os acidos graxos, encontra-se a lecitina, que desempenha um papel
importante no nosso organismo. E um poderoso emulsionante que facilita a
dissolugdo das gorduras em meio aquoso E componente essencial do tecido
nervoso, também se encontra no sangue, no sémen e na bile e intervém na fungao
das glandulas sexuais (RAMESH et al., 2005).

Muitos estudos tém mostrado utilizacdo de alimentos a base de Sesamum
indicum para suplementacdo de dietas humanas, como unglento em dores
musculares, levemente laxante e também apresentou atividade antimicrobiana
(LORENZI e MATQOS, 2002).



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver uma formulagdo de um enxaguatério bucal bifasico, utilizando os
extratos aquosos das folhas de Mentha arvensis, Eucalyptus globulus e o 6leo de
gergelim, que seja seguro e eficaz.

3.2 Objetivos Especificos

1. Investigar o potencial antimicrobiano dos extratos aquosos e dleo

essencial das folhas Mentha arvensis e Eucalyptus globulus e o éleo de gergelim em

cepas padroes de Streptococcus mutans ATCC 25175.

2. Investigar o potencial antinociceptivo e antiinflamatério do 6leo de
gergelim.
3. Desenvolver uma formulacdo do enxaguatério bucal bifasico com os

extratos aquosos das folhas de Mentha arvensis, Eucalyptus globulus e o 6leo de

gergelim.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Amostras

As folhas de Mentha arvensis e Eucalyptus globulus foram coletadas no Horto
de Plantas Medicinais da Faculdade de Farmacia e Bioquimica da Universidade
Federal de Juiz de Fora (UFJF) em Janeiro de 2012. A identificacdo destas foram
realizadas pela botanica Rosangela Siqueira, sendo uma exsicata de cada espécie
depositada no Herbario Leopoldo Krieger (CESJ) do Instituto de Ciéncias Biol6gicas
da UFJF, a Mentha arvensis sob o numero do tombo: CESJ 57544 e Eucalyptus
globulus UFJF sob o numero do tombo: CESJ 59293.

O éleo de gergelim (Hong Kong®) adquirido do comercio , originario da China,
foi extraida da semente crua de gergelim por prensagem a frio, sem uso de
solventes e sem refinamento.

Foi utilizado para avaliacdo comparativa, o enxaguatério bucal comercial
contendo gluconato de clorexidina 0,12% (Periogard®-Colgate) e substancia padrao
de gluconato de clorexidina (Smart®), pureza 99,8 %.

4.1.2 Cepa de microrganismo padrao empregado na avaliagdo da atividade

antimicrobiana

A cepa padrdao de bactéria foi Streptococcus mutans ATCC 25175, lote
0307015, doada pelo Laboratério de Microrganismos de Referéncia da Fundacao
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, Janeiro de 2012.

4.1.3 Animais usados para ensaio de toxicidade aguda, acdo antiinflamatéria

e antinociceptiva.

Foram utilizados camundongos Swiss (25-30 g) e ratos Wistar (200-240 @)
machos provenientes do Centro de Biologia da Reproducdo da UFJF. Os animais
foram mantidos em gaiolas de polipropileno (47x34x18 cm) com racdo e agua ad

libitum em temperatura ambiente (22 £ 2°C) durante 3 dias no ciclo claro/escuro de



12 horas (claro de 06:00 as 18:00 horas). Doze horas antes da realizacdo dos
experimentos, os animais foram privados de alimentagdo. Os protocolos utilizados
foram aprovados pelo Comité de Etica na Experimentagdo Animal desta instituicao
(n® 053/2009 e n® 054/2009).

4.2 Métodos

4.2.1 Preparacdo dos extratos aquosos de Mentha arvensis e Eucalyptus
globulus (BIAVATTI e LEITE, 2000).

Apés coleta, as folhas foram submetidas a dessecacao em temperatura de 50
°C, com ventilacao forcada até perda de 97% de sua umidade. As folhas secas
foram reduzidas ao estado de pé através de moagem e padronizados com auxilio de
tamises de 150 e 75 ym.

O extrato aquoso de cada planta foi preparado pesando-se 25 gramas das
folhas secas trituradas. Adicionou-se 250 mL de agua destilada esterilizada fervente,
sendo a mistura deixada em repouso por 15 minutos. Posteriormente este extrato
foi filtrado e em seguida foram feitas as diluicbes seriadas com agua destilada
esterilizada dos extratos de cada planta.

4.2.2 Pesquisa de classes quimicas do metabolismo secundario dos extratos
aquosos da Mentha Arvensis e Eucalyptus globulus. (BIAVATTI e LEITE, 2000).

Pesquisou-se através do extrato aquoso de Mentha Arvensis e Eucalyptus
globulus os seguintes metabdlitos secundarios:

Flavondides:

Reacao de Shinoda: colocou-se 2 mL do extrato em tubo de ensaio e
adicionou-se fragmentos de magnésio e 10 gotas de acido cloridrico concentrado.
Apébs desprendimento do gés hidrogénio, o aparecimento de coloracdo com
tonalidade avermelhada caracterizou presenca de flavonéides

Reacao com cloreto férrico: em um tubo de ensaio colocou-se 2 mL do

extrato e adicionou-se cerca de 5 gotas da solucdo de cloreto férrico a 2% p/v.



Coloragbes verde, amarelo, verde-castanho ou violaceo caracterizaram a presenca

de flavonbides.

Taninos:

Reacao com sais de chumbo: adicionou-se ao extrato gotas de solugéao
aquosa a 10% p/v de acetato de chumbo. Reacédo positiva: turvacao a precipitacéo.

Reacao com sais de cobre: juntaram-se ao extrato algumas gotas de uma
solucdo aquosa de acetato de cobre a 3% p/v. Reagdo positiva: turvacao a
precipitacao.

Reacao com proteinas (gelatina): acrescentou-se ao tubo contendo o
extrato aquoso uma gota de solucao de acido cloridrico 10% v/v e depois, gota a
gota, a solucdo de gelatina a 2,5% p/v. Reacgao positiva: turvacao a precipitagao.

Reacao com sais de ferro (cloreto férrico): ao extrato aquoso adicionaram-
se algumas gotas da solucao de cloreto férrico a 2% p/v. Observe a coloracao do
coléide que se forma. Os taninos hidrolisaveis: coloragao azul-violeta. Os taninos
condensados: coloracédo esverdeada.

Saponinas:
Colocou-se 1 grama da amostra em pé ou fragmentada em tubo de ensaio;

adicionou-se 10 mL de agua destilada, ferver por 2 minutos, resfriar e agitar
energicamente por 15 segundos. Reacdo positiva: formacdo de persistente de

espuma

4.2.3 Determinagéo da atividade antimicrobiana em meio de cultura sélido por
técnica de difusdo em Agar, segundo técnica adaptada da Farmacopéia Brasileira 52
ed., 2010 e Unided States of Pharmacopeia, 32 2 ed, 2009.

Preparo da suspensao padronizada das cepas dos microrganismos
padroes:

Repicou-se para um tubo de ensaio contendo meio de cultura inclinado,
sendo usado Tryptic Soy Agar (TSA) (Difco®). Incubou-se em estufa (FANEN®) as
placas contendo TSA a 34+2°C por cerca de 24 horas.

A suspensao microbiana foi diluida em solucao fisiolégica esterilizada, para
obter transmitdncia de 25% a 580 nm em espectrofotdmetro modelo SP 432



(FENTO®). A partir desta suspenséo foram realizadas diluigdes decimais seriadas
utilizando solugdo fisiolégica esterilizada até a diluicio 107. Das trés Ultimas
diluicbes, foi transferido 1 mL para placa de Petri, em duplicata. Transferiu-se para
as placas 20 mL do meio de cultura Tryptic Soy Agar (Difco®). As placas contendo
TSA foram incubadas a 34+2°C por cerca de 24 horas. Apoés este periodo sera feita
a contagem das colénias em cada placa, sendo determinado o numero de unidades

formadoras de col6nia (UFC) por mL da suspensao microbiana.

Determinacao da atividade antimicrobiana em meio de cultura sélido por

técnica de difusao em Agar:

Transferiu-se 15 mL de meio de cultura Tryptic Soy Agar (Difco®) fundido em
placa de Petri esterilizadas. Sobre esta superficie do meio solidificado foi adicionado
volume de 4 mL de meio de cultura Tryptic Soy Agar (Difco®) fundido e com
temperatura média de 45°C inoculado com 1% da suspensao microbiolégica de
Streptococus mutans ATCC 25174 padronizada a 25% transmitancia (580 nm).

Em seguida, 0,1 mL das amostras testadas e padrdes foram introduzidos para
os cilindros previamente colocados sobre o meio de cultura ja solidificado.
Aguardou-se cinco minutos para as substancias testadas difundissem para o meio.
As placas foram incubadas a 34+2° C por cerca de 24 horas. Apds esse periodo 0s
halos de inibicao foram medidos com o auxilio de uma régua. Este ensaio foi
realizado em triplicata e em trés dias diferentes

4.2.4 Avaliacao da concentracao inibitéria minima (CIM) do extrato aquoso de
Mentha arvensis, Eucalyptus globulus e do 6leo de gergelim , método adaptado de

diluicdo em meio de cultura liquido (Kirb-Bauer).

Foram realizadas 4 diluicbes decimais sucessivas dos extratos testados a
partir da solucéo que apresentou atividade no teste de difusdo em agar.

Controle positivo: acrescentou-se 4 mL de Tryptic Soy Broth (Difco®)
inoculado com 10° a 10* UFC/mL de Streptococcus mutans  padronizado
anteriormente e 1mL de solugao fisiolégica esterilizadas a um tubo de ensaio
esterilizado em triplicata. Controle negativo: acrescenta-se 4 mL de de Tryptic Soy



Broth (Difco®) e 1 mL de solucao fisiologica esterilizados a um tubo de ensaio
esterilizado, em triplicata.

No preparo dos tubos testes acrescentou-se 4 mL de Tryptic Soy Broth
(Difco®) inoculado e 1TmL de cada concentracdo da amostra diluida preparada em
diferentes tubos, em triplicata para cada concentracao.

Os tubos foram incubados a 34x 2° C por cerca de 24 horas. Dos tubos nos
quais nao foi observada a turvacao, foi transferida uma aliquota de 1 mL para tubos
de ensaio contendo 4 mL de Tryptic Soy Broth (Difco®) estéreis incubados nas
mesmas condicdes anteriores.

Caso tenha ocorrido a turvacdo confirma a presenca da atividade

bacteriostatica e ocorrendo auséncia de turvacao determin a atividade bactericida.

4. 2.5 Determinacao da concentracao Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA)
do Streptococcus mutans ATCC 25175 a uma superficie (FREIRES et al., 2010)

A concentracao inibitéria minima de aderéncia (CIMA) da bactéria ao vidro foi
determinada na presenca de sacarose a 5%, usando-se diluicées seriadas decimais
das concentracbes dos extratos aquoso de Mentha arvensis e de Eucalyptus
globulus.

A partir deste foi distribuidos 1,8 mL Brain Heart Infusion (Difco®) inoculados
com 10° UFC/ mL da bactéria Streptococcus mutans, em tubos de ensaio pequenos,
em seguida foi adicionado 0,2 mL da solugdo correspondente a cada diluicdo dos
extratos e padrdes.

Foram incubados a 34 £ 2 ° C por cerca de 24 horas, estes tubos foram
inclinados a 30° na estufa para permitir uma melhor visualizido da aderéncia. A
leitura foi realizada através da observacao visual da aderéncia da massa de
bactérias as paredes do tubo ap6s agitacao do mesmo.

A CIMA foi definida como a menor concentracdo dos extratos que impediu a
aderéncia ao tubo de vidro.

4.2.6 Determinacdo da atividade antiinflamatéria e antinociceptiva do éleo de

gergelim

4.2.6.1 Avaliacao da toxidez aguda para o 6leo de gergelim



Grupos de 10 camundongos receberam doses de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 3,0 g/kg
do éleo de gergelim por via oral, enquanto o grupo controle recebeu solugéo salina.
Os grupos foram observados por 48 horas, registrando-se a mortalidade dos animais
(DIETRICH, 1983). A DL50 foi determinada através do método dos probitos usando
a porcentagem da mortalidade e o logaritmo das doses seguidas de regressao linear
(LITCHFIELD; WILCOXON, 1949).

4.2.6.2 Teste de Contorcoes Abdominais para o 6leo de gergelim

O 6leo de gergelim (100, 200 ou 400 mg/kg; 0,01 mL/g) foi administrado em
camundongos, por via oral (v.0.), uma hora antes da aplicacao de 10 mL/kg de &acido
acético 0,6% (n = 8) (KOSTER et al, 1959; COLLIER et al, 1968)
intraperitonealmente. O numero de contor¢cdes abdominais foi contado entre 10 e 30
minutos apods injecao do acido acético. O grupo controle recebeu 10 mL/kg de salina
(v.0.). Indometacina (10 mg/kg, v.0.) e &acido acetilsalicilico (200 mg/kg, v.0.),

antiinflamatérios nao-esterdides, foram usados como controles positivos.

4.2.6.3 Teste da Formalina para o éleo de gergelim

Um volume de 20 pL de formalina 2,5% (em salina esterilizada) foi aplicado
no espaco subplantar da pata direita dos camundongos (n = 8) e a duracdo do
tempo de lambida foi determinado de 0 a 5 minutos (12 fase) e 15 a 30 minutos (22
fase) (HUNSKAAR; HOLE, 1987). O éleo de gergelim foi administrado nas doses de
100, 200 ou 400 mg/kg (v.0.) 1 hora antes da injecao da formalina. Os animais
controles receberam 10 mL/kg de salina (v.0.) e a morfina (5 mg/kg, s.c.) e
indometacina (10 mg/kg, v.0.) foram usadas como controles positivos.

4.2.6.4 Teste da Placa Quente para o 6leo de gergelim

Quatro grupos de oito camundongos foram tratados com salina ou o 6leo de
gergelim (100, 200 ou 400 mg/kg, v.o.; 0,1 mL/10 g). Os animais foram colocados
em placa quente aquecida a 55+1 °C (EDDY; LEIMBACH, 1953). As medidas foram
realizadas nos tempos zero, 30, 60 e 90 minutos ap6s administracdo do 6leo, com
tempo maximo de permanéncia sobre a placa quente de 30 segundos. Em outro



grupo de animais, o efeito do pré-tratamento com naloxona (1 mg/kg, s.c.) sobre a
analgesia produzido pelo extrato (400 mg/kg, v.o.) foi determinado. Morfina (5 mg/kg,

s.C.), na auséncia e na presenca de naloxona, foi usada como controle positivo.

4.2.6.5 Edema De Pata Induzido Por Carragenina para o 6leo de gergelim

O edema de pata foi induzido pela injegao de 0,1 mL de carragenina (2% p/v)
em salina esterilizada e administrada na regido subplantar da pata direita de ratos
Wistar machos (n = 6). Uma hora antes da injecdo de carragenina, o 6leo de
gergelim foi administrado (v.0.) nas doses de 100, 200 ou 400 mg/kg (WINTER et al.,
1962). O grupo controle recebeu 10 mL/kg de salina (v.0.). Na pata esquerda, usada
como controle, foi injetada 0,1 mL de salina esterilizada. Apds quatro horas de
injecdo de carragenina, a medida do edema foi feita pela diferenca entre o volume
da agua deslocado da pata direita e o da pata esquerda utilizando um

pletismdmetro. Indometacina (10 mg/kg, v.0.) foi usada como controle positivo.

4.2.6.6 Pleurisia Induzida Por Carragenina para o éleo de gergelim

A pleurisia foi induzida em ratos Wistar pela injecao intrapleural de 0,5 mL,
entre a terceira e a quinta costela do lado direito do mediastino, de uma suspensao
de carragenina 2% em solucao salina esterilizada (VINEGAR et al., 1973). Grupos
de seis ratos foram tratados com o éleo de gergelim (100, 200 ou 400 mg/kg, v.0.),
indometacina (10 mg/kg, v.0.) ou salina (10 mL/kg, v.0.) uma hora antes da
aplicagdo do agente inflamatério. Quatro horas apés a indugédo da inflamagéao, os
animais sofreram aprofundamento de anestesia com cloridrato de cetamina (75
mg/kg) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg) seguido de eutanasia. Uma inciséo foi feita
entre a terceira e quinta costela em cada lado do mediastino. O exsudato pleural foi
coletado, transferido a um tubo cénico de centrifuga e o volume foi determinado.
Uma aliquota de 20 pL do exsudato foi usada para determinar a contagem total de
leucécitos em camara de Neubauer.



4.2.7 lIdentificagdo dos compostos principais do Oleo de Gergelim por
Cromatografia Gasosa acoplada em espectrometria de Massa — CG/EM (ADAMS,
2007)

A analise CG/EM do 6leo foi realizada em cromatdgrafo HP5972 acoplado a
espectrémetro de massa (Hewlett Packard gas da série 6890). O espectro de Massa
analitico nas seguintes condi¢ées: HP-5 coluna (30 mx 0,25 mm de espessura de
filme x 0,25 microns), hélio (1 mL / min), programado temperatura de 60 ¢ -240 ¢ C
(3 ¢ C / min), temperatura do injetor (260 ¢ C) e uma interface (200 ¢ C); energia
ionizag&o, 70 eV, varredura de intervalo, 30-300 amu, tempo de varredura, 1 s. A
identificacdo de compostos com base no WAS comparacao dos indices de retencao
(Determinado relativamente aos tempos de retengcdo de uma série de n-alcanos),
espectros de massa e do NIST espectrometro de banco de dados, bem como a

comparacao com dados da literatura.
4.3 Analise estatistica dos Dados

Os dados obtidos foram expressos em tabelas. Para os testes de atividadade
antiinflamatdria e antinociceptiva foi utilizada a analise de varidncia (ANOVA)
seguida de Tukey como post-hoc e os dados foram expressos como média e erro
padrdo da média. Para os testes de determinacdo da atividade antimicrobiana em
meio de cultura sélido por técnica de difusdo em Agar foi utilizada analise de
variancia (ANOVA) seguida de Tukey como post-hoc e os dados foram expressos
como média e desvio padrao da média. Todos os testes foram bicaudais e o nivel de
significAncia de no minimo 5%, utilizando o software Statistical Package for Social
Sciences (SPSS), versao 13 para Windows (Chicago, IL, Estados Unidos).



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Pesquisa das classes quimicas do metabolismo secundario dos
extratos aquoso da Mentha arvensis e Eucalyptus globulus.

Tabela 1 Ensaio fitoquimico realizado de avaliagdo com dos extratos aquosos de
Mentha arvensis e Eucalyptus globulus para determinar a presenca ou auséncia dos
metabolitos secundarios flavondides, taninos e saponinas

ENSAIO FITOQUIMICO Mentha E;’,‘;‘Z{’,‘;’J‘S'S

Flavonodides

Reacao de Shinoda Negativo Positivo
Reacao com cloreto férrico Negativo Positivo
Taninos

Reacao com sais de chumbo Negativo Positivo
Reacao com sais de cobre Negativo Positivo
Reacéo com proteinas (gelatina) Negativo Positivo

Reacao com sais de ferro (cloreto férrico) Positivo (azul

Negativo violeta)

Saponinas

Formacao de espuma persistente Negativo Positivo

Os ensaios do screening fitoquimico realizados com o extrato aquoso de
Mentha arvensis e Eucalyptus globulus através de reagdes de grupos funcionais da
molécula apresentaram reatividade apenas para E. globulus. Sendo positiva a
presenca das classes dos metabdlitos secundarios as saponinas, taninos
hidrolisaveis e flavondides, como mostra a tabela 1. Vale ressaltar que foram
considerados apenas os extratos aquosos das plantas analisadas, podendo assim
certos grupos de metabdlito secundario ndo terem sido extraidos.

Espécies do género Eucalyptus destacam-se no reino vegetal pela sua alta
importancia, tanto por seu valor econémico como em seus beneficios medicinais.

Varios estudos tém sido conduzidos com diferentes espécies do género Eucalyptus,



visando a pesquisa de atividades biolégicas e a avaliagdo do potencial medicinal
(BROPHY e SOUTHWELL, 2002).

Os taninos sao constituintes fendlicos que usualmente formam complexos
insolUveis em agua com alcaléides, gelatina e outras proteinas. Estes compostos
sao particularmente importantes componentes gustativos, sendo responséaveis pela
adstringéncia de muitos frutos e produtos vegetais. A complexacdo entre taninos e
proteinas é a base para suas propriedades como fatores de controle de insetos,
fungos e bactérias tanto quanto para suas atividades farmacoldgicas. Esta classe de
metabdlitos apresenta ampla distribuicdo, ocorrendo em quase todas as familias.
Plantas ricas em taninos sdo empregadas na medicina tradicional no tratamento de
diversas moléstias, tais como diarréia, reumatismo, hemorragias, feridas,
queimaduras, problemas estomacais (azia, nausea, gastrite e Ulcera gastrica),
problemas renais e do sistema urinario e processos inflamatérios em geral (SIMOES,
2004).

De acordo com Franco (2005), € comum encontrar além dos taninos,
glicosideos flavonicos nos representantes do género Eucalyptus. No extrato aquoso
de E. globulus deste estudo também observou-se a presenca de grupos flavonicos.
Os flavondides ja possuem diferentes propriedades farmacolégicas estudas. Ensaios
bioldgicos usando combinacbes isoladas revelam que os flavondides exibem
atividade antimicrobiana, antiviral, antiulcerogénica, antihipertensivo, hipolipidémico,
antiinflamatério e antiplaquetario. Acdo também no aumento na permeabilidade
capilar, inibicao da exudacgao protéica e migracao de leucécitos (PELZER et al.,
1998). Estes efeitos podem estar relacionados as propriedades inibitérias que os
flavondides desempenham nos varios sistemas enzimaticos incluindo hidrolases,
isomerases, oxigenases, oxidoredutases, polimerases, fosfatases, proteinas
fosfoquinases e aminoacido oxidases (FERGUSON, 2001).

A formagcdo de espuma persistente no extrato aquoso de E. globulus
caracterizou a presenca de saponinas. A principal caracteristica das saponinas é
apresentar atividade tensoativa, isto &, esses compostos sdo capazes de formar
solugbes espumantes persistentes e abundantes quando em solugdo aquosa.
Fabrowski (2002) ao estudar o género Eucalyptus constatou a presenca saponinas.
Sabe-se que estas possuem propriedades bioldgicas determinadas pelo seu
comportamento anfifilico e pela habilidade em formar complexos com esterdides,
proteinas e fosfolipideos de membrana (SIMOES, 2004).



As saponinas sao glicosideos de esterdides ou de terpenos policiclicos. Esse
tipo de estrutura, que possui uma parte com caracteristica lipofilica (triterpeno ou
esterodide) e outra parte hidrofilica (agicares), determinam a propriedade de reducao
da tensado superficial da agua e de suas acOes detergentes e emulsificantes
(SIMOES et al, 2004). Possui também acdo antifingica e antimicrobiana ja
comprovada, o mecanismo de acdo sugerido é a interacdo com os esterdis da
membrana dos microrganismos, desestabilizando-os e levando a lise da célula
bacteriana (BRUM, 2006).

5.2 Determinacao da atividade antimicrobiana em meio de cultura sélido
por técnica de difusao em Agar, segundo técnica adaptada da Farmacopéia
Brasileira 52 ed., 2010.

Os ensaios foram realizados em triplicata e em trés dias diferentes. Os
extratos aquosos das plantas foram denominados com relagao a sua diluicdo, sendo
para o extrato de E. globulus, a solucdo E1 (100 mg/mL): o primeiro extrato e
posteriormente com diluigdes sucessivas fez-se E2 (50 mg/mL), E3 ( 25 mg/mL) e
E4(12,5 mg/mL).

O mesmo fez-se para M. arvensis obtendo-se os extratos M1(100 mg/mL),
M2(50 mg/mL), M3 (25 mg/mL) e M4 (12,5 mg/mL). O sustécia padrao de clorexidina
e a amostra comercial contendo clorexidina foram testadas na concentragéo de 1,2
mg/mL.

Os extratos aquosos de M. arvensis testados ndo apresentaram atividade
antimicrobiana no método testado, frente ao S. mutans, como observado na figura 3.

Na literatura ha estudos que relatam atividade antimicrobiana do éleo
essencial de M. arvensis para diversas bactérias Gram negativas e positivas e
também acdo fungicida (ELGAYYAR, 2001), mas nao foi encontrado relatos de

alguma atividade antimicrobiana com extratos aquosos na literatura.



Figura3: Resultado do teste de difusdao para o extrato aquoso de M. arvensis. Observando
os extratos M1(100 mg/mL), M2(50 mg/mL), M3 (25 mg/mL) e M4 (12,5 mg/mL) no sentindo
horario da figura.

O dleo de gergelim para o teste de difusdo também nao apresentou atividade,
mas por ser um 0leo, o fator de difusédo fica comprometido como relata Janssen et al
(1987). O controle positivo (C+) foi adicionado de agua e também n&o houve
inibicdo. Na figura 4 observa-se estes resultados e o da susténcia de clorexidina
padrao (21,6 = 0,47 mm, p<0,05) e amostra comercial (20,6 £ 0,49 mm, p<0,05),
ambos nao apresentaram diferenga significativa. Para os extratos aquosos de E.
globulus, houve a formacdo de halos expressivos (tabela 2) que podem ser
visualizados na figura 5.

Em analise estatistica utilizando a média dos resultados como comparagao os
halos ndo apresentaram diferenga significativa entre as amostras E1 (20,0 + 0,66
mm), padrao (21,6 £ 0,47mm) e amostra comercial (20,6 £ 0,49) de clorexidina.

E. globulus é considerado uma planta grande importante, destacando-se no
reino vegetal pela sua significancia, tanto no ponto de vista medicinal quanto
econdmico (CRUZ, 1965). Apesar de ser uma espécie muito apreciada, ainda nao
foram comprovados cientificamente todos os seus beneficios. Ha estudo que relatam
atividade antimicrobiana e antifingica ligada ao género Eucalyptus para os 6leos
essenciais sendo ativos para microrganismos S. aureus, E. coli, S. epidermidis , P.
aeruginosa e C. albicans (CIMANGA et al., 2002; DELASQUIS et al., 2002).



Figura 4: Resultado do teste de difusédo para o 6leo de gergelim, sustancia padrao de
clorexidina (1,2 mg/mL), amostra comercial de clorexidina (1,2 mg/mL) e 4gua como controle
positivo (amostras no sentido horario).

Figura 5: Resultado do teste de difusdo para as diluicdes do extrato aquoso de E.globulus.
Os halos dos extratos E1 (100mg/mL), E2 (50mg/mL), E3 (25mg/mL) e E4 (12,5 mg/mL)
sdo indicados no sentido horario da figura.



Tabela 2 Valores do tamanho dos halos de inibicdo de crescimento (mm) referente
ao do extrato de E. Globulus (E1, E2, E3), clorexidina — substancia padrao
(1,2 mg/mL), clorexidina- amostra comercial (1,2 mg/mL) em meio de
cultura sélido por técnica de difusdo em Agar frente a cepa padrao de
Streptococcus mutans ATCC 25175.

E1 E2 E3

Dias (100mg/ (50mg/ (25mg/ Clorexidina- Clorexidina- Amostra

ml) ml) ml) padrao comercial
1 20 14 8 22 20
1 21 14 7 22 21
1 20 14 8 22 21
2 20 14 8 22 21
2 19 14 8 21 20
2 19 14 8 21 20
3 20 13 8 22 21
3 20 14 8 22 21
3 21 14 8 21 21

Média + desvio 20,0 + 13,8 78 % 21,6 £ 0,47* 20,6 £ 0,49*

padrao 0,66* 0,31 0,31

* p<0,05, diferenca significativa em relagéo a Clorexidina - padrao

5.3 Avaliacao concentracao minima inibitoria (CIM) do extrato aquoso de
Mentha arvensis, Eucalyptus globulus e do 6leo de gergelim pelo método
adaptado de diluicao em meio de cultura liquido (Kirb-Bauer).

Para os extratos de M. arvensis todas as diluicées testadas M1 (100 mg/mL);
M2 (50 mg/mL); M3 (25 mg/mL); M4 (12,5 mg/mL) e M5 (6,25 mg/mL);) apds o
tempo de incubacgao preconizado no método apresentaram crescimento (turvacao) e
condizendo com o resultado do ensaio de difusdo em Agar, ndo apresentaram
atividade em relacao a cepa S. mutans ATCC 25175.

A CIM para as diluicbes de clorexidina-padrao foi de 12,5 ug/mL. A
determinacao dos valores de CIM dos extratos de E. globulus, 6leo de gergelim e da
sustancia padrao de clorexidina estdo expressos na tabela 3.

A diluicao OG4 (Figura 8) apresentou turvacao, fez-se o repique da diluicdo
OGS3 para outro tudo e depois de 24 horas incubados nao ocorreu turvacao
caracterizando uma acao bactericida.

Os extratos de E. globulus junto com o meio de cultura liquido (TSB) usado
no ensaio naturalmente ja apresentavam turvacédo (Figura 6). Esta turvacdo é

provavelmente explicada pela presenca dos taninos nestes extratos.



Figura 6: Determinacao da CIM dos extratos aquoso diluidos de E. globulus, as diluicbes
seguem da esquerda para direita: E1(100 mg/mL) , E2 (50 mg/mL) ,E3 (25 mg/mL), E4 (12,5
mg/mL) e E5 (6,25 mg/mL). Devido o extrato aquoso ser turvo a solugao ja apresentava
turvacao.

Para confirmar se ocorreu atividade antimicrobiana apds 24 horas de
incubagéao fez-se o repique de todos os tubos dos extratos de E. globulus para
outros tubos contendo meio de cultura liquido os quais foram incubaram novamente
por 24 horas. Nao foi possivel determinar por este método se a acao € bactericida
ou bacteriostatica pelo fato dos extratos inicialmente j& serem turvos.

A diluicado E4 (12,5 mg/mL) foi determinada como a CIM frente a cepa padrao
de S.mutans ATCC 25175 ap6s o segundo requipe ela nao apresentou turvagao e a
diluicao E5 apresentou (Figura 7).

Ha estudos como os de Cimanga et al.( 2002) e Ghalem e Mohamed (2008)
0s quais confirmaram as propriedades antimicrobianas de 6leos essenciais de E.
globulus mostrando inibicado de crescimento significativo para S. aureus e E. coli
isolados de urina humana.

Hammer et al (1999) e Cermelli et al. (2008) também demonstraram a
susceptibilidade das cepas de E. coli e S. aureus, frente ao béleo essencial da
espécie Eucalyptus polybractea. No entanto, enfatizaram que pesquisas posteriores

deveriam ser realizadas com outros extratos e outras bactérias.



Figura 7: Determinacédo da CIM para atividade antimicrobiana dos extratos aquosos diluidos
de E. globulus, pelo repique realizado no primeiro ensaio, as diluigbes seguem da esquerda
para direita E1(100 mg/mL) , E2 (50 mg/mL) ,E3 (25 mg/mL), E4 (12,5 mg/mL) e E5 (6,25

mg/mL).

Tabela 3 Resultado da CIM para a clorexidina- substancia padrao, E. globulus e

Oleo de gergelim amostra comercial

Clorexidina- Turvaca Turvaca Oleo de Turvaca
Padrao o E. globulus gergelim o
E1 o

100 ug/mL (100mg/mL) 0OG1(100%) ---
50 ug/mL --- E2(50mg/mL) --- 0G2(50%) ---
25 ug/mL ---  E3(25mg/mL)  --- OG3(25%) -
12,5 ug/mlL L. E4(12|’_‘;’m9/ M L 0GA(125%)  +++
6,25 ug/mL o E5(6,i&;>mg/m ++ + 0G5(6,25%) ++ +
Legenda: - - -, ndo observou turvagao nos trés tubos; + + + observou turvagéo nos

trés tubos; ! - acdo bactericida.



Figura 8: Determinacao da CIM do 6leo de gergelim. As diluicbes seguem da esquerda para
direita: OG1 (100%), OG2 (50%), OG3 (25%), OG4 (12,5%) e OG5 (6,25%). A partir da OG
4 ocorreu turvagao.

5.4 Determinacao da concentracao Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA)
do Streptococcus mutans ATCC 25175 a uma superficie (FREIRES et al., 2010)

Foi realizado o ensaio de CIMA para o Oleo de gergelim, clorexidina-
substancia padrao, os extratos aquosos diluidos de E. globulus e M. arvensis. O
teste de aderéncia é compreendido como a concentragdo minima de aderéncia da
bactéria ao vidro depois de agitacao.

Os resultados para as diluicées de clorexidina- substancia padrao, E. globulus
e 0 Oleo de gergelim estdo expressos na tabela 4.

No controle mesmo ap6s agitagdo a massa bacteriana ficou aderida ao vidro.
Tanto o controle positivo realizado com vaselina (diluente do 6leo de Gergelim)
quanto agua destilada (diluente dos extratos aquosos). O controle negativo nao
apresentou adesao (Figura 9).

A clorexidina-padrao impediu a aderéncia até a concentragao de 12,5 ug/mL.

Para os extratos de M. arvensis nenhum dos extratos impediu a aderéncia da
bactéria S. mutans ATCC 25175 ao vidro (Figura 10).

Os extratos de E. globulus impediu a aderéncia da bactéria até a diluicao E4
(Figura 11)

Para o 6leo de gergelim a CIMA foi OG3 (Figura 12), pois na diluicdo OG4
(Figura 13) o 6leo ndo mais impediu a aderéncia da bactéria ao vidro.



Tabela 4 Resultado da CIMA para a clorexidina- substancia padréo, E. globulus e
Oleo de gergelim amostra comercial

Clorexidina-Padrao A: : :ﬁ:ﬁ;a E. globulus A: : :’ciag::ga Oleo de gergelim A: : :ﬁ:ﬁ;a
100 ug/m L --- E1 (100mg/mL) --- 0OG1(100%) ---
50 ug/m L --- E2(50mg/mL) --- 0G2(50%) ---
25 ug/m L --- E3(25mg/mL) --- 0G3(25%) ---
12,5 ug/mL --- E4(12,5mg/mL) --- 0G4(12,5%) +++
6,25 ug/m L +++  E5(6,25mg/mL) +++ 0G5(6,25%) ++ +
Legenda: - - -, ndo aderiu os trés tubos; + + +, aderiu os trés tubos.

Figura 9: Controle positivo (C+) e negativo (C-) com agua destilada do teste de CIMA para o
Streptococcus mutans ATCC 25175. Sendo que o C+ observa-se a aderéncia da massa
bacteriana ao vidro e o C- ndo é observado.

Figura 10: Teste de CIMA para os extratos aquosos M1 e M2 da M. arvensis. Apresenta
aderéncia ao vidro.



Figura 11: Teste de CIMA para os extratos aquosos de E. globulus . Diluicoes E1, E2, E3,E4
e E5 da esquerda para direita. A diluicdo E5 apresenta aderéncia ao vidro.

Figura 12: Teste de CIMA para a diluicado OG3 observa-se que nao ocorreu aderéncia ao
tubo.

Figura 13: Teste de CIMA para a diluicdo OG4 observa-se que ocorreu aderéncia ao tubo.



A superficie dentaria normalmente € coberta por uma pelicula adquirida,
composta de glicoproteinas salivares e anticorpos que alteram a carga e energia
livre da superficie, aumentando a adesao bacteriana, que é o mecanismo inicial para
causar uma infeccdo. Com a disposicao de nutrientes, ha o crescimento celular das
bactérias aderidas as superficies dentarias, adesdo de novas bactérias e sintese de
polimeros extracelulares aumentando a massa bacteriana. As primeiras reacoes das
doencas periodontais, frente a presenca da placa bacteriana, sdo inflamatérias e
imunolégicas com o intuito de proteger a invasao microbiana nos tecidos gengivais.
Como ja dito uma das bactérias de maior viruléncia nas infecgées bucais sédo as do
género Streptococcus (WILSON, 2001).

O Streptococcus mutans tem sido considerado a principal espécie bacteriana
envolvida na formagéo da placa bacteriana. O Unico habitat natural conhecido de S.
mutans é a superficie dentaria. Os glucanos produzidos por essas bactérias facilitam
a aderéncia e o acumulo de microrganismos, estabelecendo uma matriz extracelular
resistente as forcas mecanicas normais de remocgao presentes no hospedeiro
(BUGNO et al., 2006).

Segundo Groppo et al (2008) ao estudarem o uso da fitoterapia na
Odontologia, relata que atualmente ha uma crescente utilizacdo de agentes
fitoterapicos em odontologia, para ajudar a tratar e previnir problemas bucais. No
entanto mais estudos sao necessarios para avaliar a sua seguranca e eficacia para
a utilizacdo. Nanayakkara e Ekanayake (2008) verificaram a utilizagdo das
tradicionais formas de cuidados com saude bucal entre 603 adultos no Sri Lanka.
Conforme os resultados, a maioria dos problemas bucais que acometiam a
populacao, eram tratados em suas proprias casas por meio de plantas medicinais
dentre varias plantas usadas eles empregavam o 6leo de gergelim.

Assim para se obter acdo antiplaca, os agentes ativos dos enxaguatérios
bucais devem reduzir a adesividade das bactérias a superficie dental, inibir o
crescimento e proliferacdo dos microrganismos, inibir a formacdo da matriz
intercelular da placa, modificar a bioquimica bacteriana para reduzir a formacao de
produtos citotéxicos e modificar a ecologia do biofilme para desenvolvimento de uma
flora menos patogénica (MOREIRA et al., 2001).



5.5 Avaliacao da toxidez aguda do dleo de gergelim

Nenhum dos 10 camundongos que receberam doses de 0,5, 1, 1,5, 2 e 3 g/kg
do 6leo de gergelim por via oral foram a 6bito durante 48 horas de observacédo. O
6leo de gergelim tem seu uso alimenticio por milhares de anos e é empregado de
varias maneiras, como para preparo dos alimentos e hidratante para pele.
(MOHAMED e AWATIF, 1998; MORETTO e FETT, 1998)

5.6 Teste De Contorcoes Abdominais para o 6leo de gergelim

O teste das contorgbes abdominais é utilizado na investigagdo de novas
substancias com potencial terapéutico. Porém, devido a sua inespecificidade
(sensivel a drogas da acdo central e a drogas de acgao periférica) € insuficiente para
a determinagcdo do mecanismo responsavel pela antinocicepcao (KOSTER et al.,
1959).

Através deste teste foi possivel verificar a atividade antinociceptiva das doses
de 200 mg/kg e 400 mg/kg do Oleo de gergelim administradas nos camundongos
com inibicdo dose-dependente no numeros de contor¢ées abdominais. O 6leo de
gergelim causou reducdo de 10,33% (200 mg/kg), 20,66% (400 mg/kg), a
indometacina inibiu 73,83% e o acido acetilsalicilico 65,50 % as contorcoes

abdominais em relacéo ao grupo controle (Tabela 5).

Tabela 5 Efeito do 6leo de gergelim na inibicdo das contor¢cdes abdominais
induzidas por acido acético em camundongos

Grupos Doses Numero de contorcoes
(mg/kg) Média + E.P.M. Inibicdo (%)
Controle Salina 67,75+2,37 -
100 66,50+2,54 -
Oleo de gergelim 200 60,75+2,22* 10,33
400 53,75+2,17*** 20,66
Acido acetilsalicilico 200 23,37+2,54*** 65,50
Indometacina 10 28,37+3,02*** 58,12

Valores expressos em media * erro padrdao da média (E.P.M.) para 8 camundogos. *
p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 diferenca significativa em relacdo ao grupo controle



5.7 Teste da Formalina para o 6leo de gergelim

O teste da formalina € composto por duas fases distintas: a primeira que
ocorre nos primeiros cinco minutos, refletindo a estimulacéo direta dos nociceptores.

Na segunda fase, com duracdo de 15 a 30 minutos ap6s a estimulacao,
ocorre a liberagdo de agentes inflamatorios induzindo a dor (TJOLSEN, 1992).

A injecao intraplantar de formalina promoveu uma resposta caracteristica
bifasica (Tabela 6).

A duracédo do tempo de lambida na primeira fase (0-5 min) foi de 76,12 + 2,81
e na segunda fase (15-30 min) foi de 82,50 + 2,77 para o grupo controle. Ap6s 60
minutos de tratamento, a dose de 400 mg/kg do 6leo de gergelim inibiu a primeira
fase em 29,90%.

As doses de 200 mg/kg e 400 mg/kg causaram diminuicdo significativa do
tempo de lambida durante a segunda fase.

Como esperado, a morfina (1 mg/kg) foi ativa em ambas as fases. Assim, foi
observado um efeito central e periférico através de uma resposta bifasica do tempo

da lambida da pata induzida por formalina pelo 6leo de gergelim.

Tabela 6 Efeitos do 6leo de Gergelim a partir nocicepgéo induzida por formalina em

camundongos

D Lambidas na pata

Grupos (n?s/is ) Primeira fase Segunda fase
99) "Media+E.P.M. Inibigao (%) MédiatE.P.M. Inibigdo (%)

Controle Salina 76,12+2,81 - 82,50+2,77
] 100 75,50+2,35 - 82,12+2,54 -
Oleo de . .
gergelim 200 68,50+2,07* 10,01 71,37+2,03 13,50

400 58,37+2,13*** 29,90 56,37+2,84** 31,67
Morfina 5 21,25+2,41** 72,08 25,87+1,86*** 68,64
Indometacina 10 73,62+222 3,28 28,62+2,54*** 65,00

Valores expressos em media * erro padrdao da média (E.P.M.) para 8 camundogos. *
p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 diferenca significativa em relagdo ao grupo grupo
controle



5.8 Teste Da Placa Quente para o d6leo de gergelim

No tempo zero, ndo houve efeito significativo quando comparado ao grupo
controle. Na Tabela 7, é mostrado que a dose de 400 mg/kg aumentou o tempo de
permanéncia (p<0,001) a partir de 30 minutos, enquanto a dose de 200 mg/kg teve
efeito significativo apds 90 minutos(p<0,05) de tratamento.

A naloxona, antagonista opibide, reduziu o efeito da morfina, mas nao alterou
o efeito analgésico do extrato testado (p<0,01).

O estimulo térmico do teste da placa quente é utilizado para avaliar a
atividade analgésica mediada por mecanismos centrais (EDDY; LEIMBACH, 1953).

O é6leo de gergelim aumentou o tempo de permanéncia dos animais na placa,
sugerindo que esse 6leo possui efeito analgésico central, ja que o bloqueio das
respostas na placa quente indica um mecanismo de acdo no sistema nervoso
central.

Contudo os resultados também sugeriram que a acao analgésica deste 6leo
nao é exclusivamente dependente do sistema opibdide, pois o tratamento com

naloxona, antagonista opidide, ndo reverteu totalmente o efeito produzido.

Tabela 7 Efeitos do 6leo de gergelim sobre o tempo de laténcia de ratos expostos ao
teste da placa quente

Grupo Doses Tempo de reacao

(mg/kg) Tempo O’ Tempo 30° Tempo 60’ Tempo 90’
Controle Salina  5,84+0,52 5,91+0,35 6,31+0,42 6,7610,46

100 5,86+0,49 6,25+0,44  6,71+0,38 7,07+0,36
Oleo de gergelim 200 5,78+0,59 6,40+0,47  7,75+0,33* 8,38+0,23**

400 6,01+0,37 6,70+0,48  8,98+0,26*** 10,51+0,48***
Morfina 5 5,98+0,48 9,57+0,49*** 13,41+0,57*** 16,56+0,82***
Naloxona+Morfina 145 5,87+0,37 8,61+0,37*** 7,31+0,33 7,08+0,26
Naloxona+oleode 4 400 5801052 6524045 8,04+0.29"  881+0,34*

gergelim

Valores expressos em media = erro padrao da média para 8 camundongos. *
p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 diferenca significativa em relagdo ao grupo grupo
controle



5.9 Edema De Pata Induzido Por Carragenina para o 6leo de gergelim

O efeito antiinflamatério do 6leo de gergelim avaliado pelo método do edema
de pata induzido por carragenina € mostrado na Tabela 8. A inibicdo do edema foi
observada nas doses de 200 mg/kg e 400 mg/kg apds trés horas de teste em
relacdo ao controle e o edema da pata tendo sido igual a partir da terceira hora para
a dose de 400mg/Kg do éleo de gergelim em comparag¢ao com a indometacina.

O edema induzido por carragenina € um modelo bifasico, com varios
mediadores atuando em sequéncia para produzir a resposta inflamatéria. Na fase
inicial (0-1 h) ocorre liberagdo de histamina, serotonina e bradicinina. A fase
posterior (1-4 h) esta correlacionada com elevada producao de prostaglandinas,
ativagdo da COX-2 na resposta inflamatéria (WINTER, 1962). De acordo com 0s
dados acima o 6leo de gergelim parece atuar sobre a fase final da resposta
inflamatéria induzida por carragenina, inibindo a ciclooxigenase, reduzindo a

biossintese de prostaglandina.

Tabela 8 Efeitos do 6leo de gergelim sobre o edema de pata de rato induzido por
carragenina

Grupos Doses Volume do edema da pata (mL)
(mg/kg) 1h 2h 3h 4 h
Controle Saline 0,31+£0,03 0,40+0,04 0,61+003 0,57+0,02
100 0,31+0,02 0,39+0,03 0,59+002 0,52+0,03
Oleo de 200 0,30+0,03 0,38+0,03 0,52+003* 0,47+0,01**
gergelim
400 0,30+0,02 0,37+0,02 0,47+002*** 0,41+0,01***
Indometacina 10 0,29+0,03 0,35+0,03 0,41+001*** 0,39+0,02***

Valores expressos em media * erro padrdao da média para 6 ratos. * p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001 diferenca significativa em relagdo ao grupo grupo controle

5. 10 Pleurisia Induzida Por Carragenina para o d6leo de gergelim

Os efeitos sobre a pleurisia demonstraram que as doses testadas reduziram,
significativamente, o volume do exsudato e o niumero de leucécitos totais (tabela 9).
A reducédo do volume do foi observado para as doses de 200 e 400 mg/kg, em
comparagéo a solucado salina. A inibicdo da migracdo leucocitaria ocorreu nas doses
de 200 mg/kg e 400 mg/kg. Nao houve diferenca significativa entre

polimorfonucleares e mononucleares em relagdo ao controle. A indometacina



reduziu o volume do exsudato e a migracdo leucocitdria sendo que nao houve
diferenca significativa com o 6leo de gergelim nas doses de 200 mg/kg (p<0,05) e
400 mg/kg (p<0,001).

Este € um método bastante interessante, pois avalia o infiltrado e confirma os
resultados obtidos no edema de pata causado pela carreginina. Os antiinflamatérios
nao-esterdides, tal como a indometacina, inibem o acumulo do exsudato e a
mobilizacdo de leucécitos entre trés e seis horas apods aplicacdo da carragenina
(COMPASSO et al,1975).

Assim, o 6leo de gergelim ao reduzir o volume do exsudato e a migracéao
leucocitaria corroborou com os resultados do edema de pata para proposi¢cdo do
mecanismo de acao antiinflamatéria para o 6leo de gergelim (Tabelas 8 e 9). O
mecanismos de acado dos produtos que possuiem acidos graxos insaturados na
inflamacéo e funcao endotelial estdo relacionados a incorporacao nos fosfolipideos
das membranas celulares do endotélio vascular, mondcitos, macréfagos e
adipdcitos, alterando a funcao dos receptores especificos destas células e das vias
de sinalizacao e transcricao (ADEL, 2011).

Sabe-se que o uso indiscriminado de antiinflamatérios ndo esteroide pela
populacdo é uma realidade, principalmente em paises de baixa renda onde a
populacdo ndo tem acesso facilitado aos servicos de saude. Muitos destes farmacos
apresentam efeitos adversos como gastropatias e nefropatias, sendo assim
interessante a avaliacao do uso de produtos naturais que tenham acao antiinflaméria
caracterizada por menos efeitos colaterais (PIOTTO, 2009).

Tabela 9 Efeitos do 6leo de gergelim na exsudagdo pleural e no numero de
leucécitos no pleurisia induzida por carragenina em ratos.

0 A AT 3
Grupos I(Dn(])s/eksé) Volume do exsudato(mL) (Télbli‘li?l‘?lcl‘:ll‘;[%s (10
Controle Saline 1,13+ 0,08 13,07 =+ 0,31
100 1,07 £ 0,07 13,03 £ 0,36
Oleo de gergelim 200 0,88 £ 0,05* 10,67 £ 0,24***
400 0,80 + 0,06 9,47 £ 0,44***
Indometacina 10 0,72 £ 0,04*** 8,43 £ 0,30***

Valores expressos em média + erro padrao da média para 6 ratos. p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001 diferenca significativa em relagdo ao grupo grupo controle



5.11 Identificacdo dos compostos principais do Oleo de Gergelim por
Cromatografia Gasosa acoplada em espectrometria de Massa - CG/EM
(ADAMS, 2007).

Os principais constituintes identificados por CG/EM (figura 14) do dleo de
gergelim estudado estdo descritos na tabela 10. Resultados semelhantes foram
encontrados por Odabasi e Balaban (2002), mostrando que o constituinte em maior
concentracao no 6leo de gergelim é o acido oléico (41,51 %). O &cido oléico também
€ conhecido por 6mega 9 é um acido graxo de cadeia longa tendo 18 carbonos na
sua estrutura. Por possuir uma dupla ligacao entre os carbonos ele é chamado de
acido graxo insaturado (HU et al, 2006).

O Acido hexadecandico (25,96 %) também conhecido como acido palmitico é
um dos acidos graxos saturados mais comuns; encontrado em animais e plantas,
esta presente na epiderme, no qual a protege e ajuda a evitar a sua desidratacéo
(XU et al, 2005).

O 9,12- acido Octadecadienoico (20,39%) ou acido linoléico é um acido graxo
poli-insaturado com 18 carbonos e duas insaturagdes. E essencial na dieta humana,
sendo precursor do acido araquidénico. Acido Octadecanéico (5,21%) ou acido
estearico, é um acido graxo saturado com 18 carbonos com fungcdo emulsificante e
o Sesamin (4,87%) que é uma lignana com grande acgdo antioxidante (HU et al,
2006)

O 6leo de gergelim é um dos 6leos de maior estabilidade oxidativa devido a
presenca em sua composicdo de constituintes antioxidantes, principalmente o
tocoferol, o sesamol e outras lignanas (MOHAMED e AWATIF, 1998; WERE et al,
2006; HU et al, 2006). Os acidos graxos poli-insaturados como o &cido linoléico e
acido linolénico, quando metabolizados formam outros &cidos como &cido
araquidénico, acido eicosapentaendico e acido docosahexaenoico. Os mamiferos
nao sao capazes de sintetizar o &cido linoléico e linolénico, com isso sao
considerados &cidos graxos essenciais (ADEL, 2011).

Diversos estudos tém demonstrado os efeitos benéficos do acido graxos
insaturados a saude: no metabolismo lipidico, causando reducdo nos niveis
plasmaticos dos triglicerideos, colesterol total, acdo vasodilatadora e possivel acao
na prevencao e/ou tratamento do cancer (mama, prostata e célon), além da

atividade antiinflamatéria, pois ajudam a reduzir a sintese de derivados do acido



araquidénico: prostaglandina, tromboxano, prostaciclina e leucotrieno. Portanto, ha
de se supor que a estes acidos podem atenuar os efeitos do processo inflamatério, a
partir da diminuicdo da sintese dos eicosandéides (MOHAMED e AWATIF, 1998,
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Figura 14: Cromatograma do 6leo de gergelim amostra comercial realizado nas seguintes
condig¢des: HP-5 coluna (30 mx 0,25 mm de espessura de filme x 0,25 microns), hélio (1 mL
/' min), programado temperatura de 60 ¢ -240 © C (3 ¢ C / min), temperatura do injetor (260 °
C) e uma interface (200 ¢ C); energia ionizacao, 70 eV, varredura de intervalo, 30-300 amu,
tempo de varredura, 1 s



Tabela 10 Principais componentes do éleo de gergelim em tempo de retengédo na
coluna HP-5 e concentracao (%) dos constituintes.

NN
Acido hexadecanoico* 30.467 25,96 CG/EM
Oct:aﬁaﬁ‘gggico* 33.648 20,39 CG/EM
Acido oléico* 33.760 41,51 CG/EM
Acido Octadecandico* 34.183 5,21 CG/EM
Sesamin* 47.777 4.87 CG/EM

*Proposta de indentificacdo pelo banco de dados da biblioteca eletronica Wiley 138.

5.12 Desenvolvimento de uma pré-formulacao do exaguatorio bucal
bifasico contendo extrato aquoso de E. globulus e 6leo de gergelim.

Pelos resultados expostos, o extrato aquoso de Mentha arvensis nao
apresentou atividade antimicrobiana em relacdo a bactéria testada. Assim para
propor o enxaguatoério bucal ndo foi utilizado este extrato.

Foi proposto um enxaguatério bucal com 20% de 6leo de gergelim 80% de
extrato aquoso da diluigdo E1 (100 mg/mL) de E. globulus. Acrescido de 0,1 % de
sacarina (edulcorante) e esséncia de 0,5% de esséncia Mentha piperita. (PRISTA et
al, 2003).

Figura 15 Enxaguatério bucal bifasico proposto com 20 % de 6leo de gergelim comercial e
80 % do extrato aguoso de E.globulus 100 mg/mL



6 CONCLUSAO

De acordo com a metodologia empregada e os resultados obtidos pode-se
concluir que:

v' O extrato aquoso de Mentha arvensis nao apresentou atividade
antimicrobioana e antiaderente frente a cepa padrdao de S. mutans
ATCC 25175.

v O extrato aquoso de E. globlulus foi positivo para a presenca de
taninos, flavondides e saponinas. A apresentou atividade
antimicrobiana frente a cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175
observando um halo de 20,0 £ 0,66 mm (p<0,05), a CIM e a CIMA
foram determinadas na diluicao E4 (12,5 mg/mL).

v" O 6leo de gergelim nao apresentou halo de inibicao no teste de difusao
em Agar. Acredita-se que seja pelo fator da diluicao do 6leo, pois em
meio liquido apresentou atividade. A sua CIM e CIMA foi a OG 3
(25%). O o6leo de gergelim apresentou atividade antiinflamatéria e
antinociceptiva nos ensaios realizados, sendo dose dependente. No
CG/EM deste dleo indicou a presenca de acidos graxos insaturados
que ja possuem atividades antiinflamatérias comprovadas.

v A pré-formulacdo de um enxaguatério bucal bifasico contendo extrato
aquoso de E.globulus e 6leo de gergelim proposta neste trabalho
mostrou ter potencial antimicrobiano e antiaderente frente a cepa
padrdo de S. mutans ATCC 25175 e o 6leo de gergelim indicou uma
provavel agao antiinflamatoria e antinociceptiva.

v' Mais estudos precisam ser desenvolvidos a fim de confirmar a eficacia
destes extratos para e sua utilizacdo como coadjuvante terapéutico na
prevencao e tratamento das infecgdes bucais, ja que estes possuem
potencial para serem empregados como materias primas para

formulagdo de enxaguatérios bucais.



7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Considerando a nova abordagem que este trabalho representa, os resultados
permitiram abrir novas propostas de trabalho, tais como:

» Executar os ensaio de atividade antimicrobiana e aderéncia microbiana para
outros microrganismos, cujo controle do crescimento tenha aplicagao

terapéutica.

» Executar ensaios de aderéncia a nivel celular e elucidar de forma minuciosa o

mecanismo de impedir a aderéncia, por microscopia de varredura.

» Executar ensaio de acdo antiinflamatéria, antinociceptiva e toxicidade aguda
para os extratos aquosos de E. globulus.

» Testar a estabilidade do exaguatério bucal prosposto.

» Testar o pH das substancias utilizadas na formulacao do enxaguatério bucal
proposto
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