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Resumo: a cérie dentaria é um grande problema de salde publica em muitos paises. Algumas
regides do Brasil sdo mais afetadas como o Norte e o0 Nordeste. A atividade antibacteriana frente
a Streptococcus mutans representa um alvo terapéutico interessante para o estudo e controle da
carie dentaria, ja que este micro-organismo é reconhecido como um importante agente causador
da formacéo de placa dental e cérie dentaria. Objetivo: o objetivo deste trabalho foi avaliar a
atividade antimicrobiana, frente a S. mutans, da polpa de frutos nativos da regido Nordeste do
Brasil: Spondias mombin L. (cajazeira), Spondias purpurea L (sirigueleira) e Spondias tuberosa
(umbuzeiro). Metodologia: as fragdes cloroférmica, hexanica, acetato de etila e Aquosa de
polpas de fruta integral dessas espécies foram obtidas através do processo de particao liquido-
liquido. Realizou-se teste de difusdo em agar, caracterizando os extratos quanto ao seu potencial
antimicrobiano frente a S. mutans, elegendo-se o de maior atividade para realizacdo da
concentracdo inibitéria minima - CIM. Resultados: as fracfes hexanica, acetato de etila e
cloroférmica de cajé apresentaram expressiva atividade antimicrobiana frente a S. mutans nos
ensaios de disco-difusao, sendo eleita para o teste de CIM. O teste revelou atividade inibitoria
de 0,01 mg/mL, 0,78 mg/mL e 0,02 mg/mL para as fragdes hexanica, cloroférmica e acetato de
etila, respectivamente. Conclusdo: conclui-se que as fracdes hexanica, cloroférmica e acetato
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de etila de caja apresentaram interessante efeito antimicrobiano, principalmente as fracdes mais
apolares, e, merecem estudos mais aprofundados quanto a sua atividade bioldgica.

Palavras-chave: Streptococcus mutans. Atividade antibacteriana. Produtos naturais.

Abstract: dental caries is a great public health problem in many countries. Some regions in
Brazil are more affected as the North and Northeast. The antibacterial activity against
Streptococcus mutans represent interesting therapeutic target for the study and control of the
dental caries. S. mutans is known as the bacteria causing in dental plaque and dental caries
formation. Objectives: the aim of this work was to evaluate the antimicrobial activity, against
S. mutans, of the native fruits pulp from Brazilian Northeast area: Spondias mombin L.
(cajazeira), Spondias purpurea L (sirigueleira). and Spondias tuberosa (umbuzeiro).
Methodology: were evaluated the antimicrobial activity and the minimal inhibitory
concentration (MIC) of the hexanic, chloroformic, ethyl acetate and aqueous fractions of the
Spondias mombin L., Spondias purpurea L. and Spondias tuberosa extracts. The chloroform,
hexane, ethyl acetate and aqueous fractions of whole fruit pulps of these species were obtained
through the liquid-liquid partition process. A diffusion test was performed on agar
characterizing the extracts as to their antimicrobial potential against S. mutans, being chosen
the one with the highest activity for minimum inhibitory concentration (MIC). Results: the
hexane, ethyl acetate and chloroform fractions of caja presented significant antimicrobial
activity against S. mutans in the disk-diffusion assays being chosen for the MIC test. The test
revealed inhibitory activity of 0.01 mg/mL, 0.78 mg/mL and 0.02 mg/mL for the hexane,
chloroform, and ethyl acetate fractions respectively. Conclusion: it was concluded that the
hexane, chloroform and ethyl acetate fractions of caja presented an interesting antimicrobial
effect, mainly the more non-polar fractions, and deserve more detailed studies on their
biological activity.

Key words: Streptococcus mutans. Antibacterial activity. Natural products.

INTRODUCAO

No Brasil, a satde bucal esta entre os trés motivos principais para demanda em cuidados
com a saude, sendo a carie dentaria ndo tratada a condicdo de salde bucal com maior
prevaléncia.>? A cérie inicia-se com a ades3o do S. mutans ao dente, sendo a principal bactéria
envolvida pela sua capacidade de metabolizar uma variabilidade maior de carboidratos que
qualquer outro gram-positivo. O S. mutans se estabelece em uma pelicula de proteinas da saliva,
iniciando a producdo de um polissacarideo aderente de glicose chamado dextrana, que forma a
placa bacteriana pelo acimulo de dextrana e bactérias na superficie do dente. Como a
permeabilidade da placa a saliva é baixa. O acido latico, produzido pelas bactérias, ndo € diluido
ou neutralizado, o que resulta na desmineralizacdo gradual do esmalte externo dos dentes e seu

posterior rompimento, permitindo que bactérias penetrem em seu interior.3*
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A escovacdo e uso de fio dental, quando utilizados regularmente, sdo meios eficazes e
seguros para remogao mecanica do biofilme.® No entanto, esses métodos ndo sdo tdo eficazes
para diminuicdo de S. mutans de fissuras e superficies proximais dos dentes, sendo assim,
necessario o uso de agentes quimicos como coadjuvantes da higienizagio bucal.® Dentre os
agentes quimicos usados no controle da cérie dentaria o que demonstrou maior eficécia foi a
clorexidina.” 8

Apesar da variedade de antibidticos desenvolvidos pela industria farmacéutica, tem-se
observado uma resisténcia, cada vez maior, das bactérias a essas drogas o que tem levado
pesquisadores a buscarem alternativas em produtos naturais.”*!

Produtos farmacéuticos, a base de extrato vegetal, tém-se mostrado promissores por
caracteristicas como auséncia de efeitos colaterais e baixo custo de producdo, sendo
especialmente importante em paises de grande biodiversidade como o Brasil” 1213,

O género Spondias pertence a familia Anacardiaceae, podendo-se citar trés espécies de
destague no Nordeste brasileiro: Spondias tuberosa Arr. (umbuzeiro), Spondias purpurea L.
(sirigueleira), Spondias mombin L. (cajazeira).'®

Estas arvores sdo frutiferas tropicais largamente exploradas através do extrativismo
como a cajazeira e 0 umbuzeiro ou em pomares domésticos e em plantio desorganizados
conduzidos empiricamente como a sirigueleira. Estas espécies produzem frutos de boa
aparéncia, qualidade nutritiva, aroma e sabor agradaveis, 0s quais sdo muito apreciados para o
consumo como fruta fresca ou na forma processada como polpa, sucos, doces, néctares, picolés
e sorvetes. '

No Brasil, notadamente no Nordeste, estas espécies tém consideravel importancia social
e econdmica, fato comprovado pelo crescente processamento de seus frutos e comercializacao
dos produtos em mercados, supermercados e restaurantes da regifo.*®
Este trabalho teve como objetivo realizar uma triagem do potencial anticariogénico dos extratos
da polpa dos frutos das trés espécies, elegendo uma para estudo mais criterioso quanto sua

atividade antibacteriana sobre S. mutans.
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METODOLOGIA

Origem e conservacao das cepas

Foram utilizadas cepas de S. mutans ATCC 25175, mantidas em caldo BHI (Brain Heart
Infusion — Oxoid), enriquecido com glucose 1,0% (p/v) e acrescido de glicerol 20,0% (p/v), a -

70°C até sua utilizacdo.

Obtencéao dos extratos brutos

Os frutos de Spondias mombin L. (cajazeira), Spondias purpurea L. (sirigueleira),
Spondias tuberosa Arr. (umbuzeiro) foram obtidos no comércio local da cidade de Montes
Claros/MG, na forma de polpa de fruta integral, comercializada pela Brasfrut®. Duas
embalagens Brasfrut®, contendo 100g cada uma, foram homogeneizadas e submetidas a

secagem em estufa com ar circulante a 50°C, durante 24 horas.

Fracionamento do extrato bruto da polpa dos frutos, utilizando o processo de particéo

liquido-liquido

Objetivando-se separar 0s seus componentes, o0 extrato bruto, de cada fruta, foi
solubilizado em 300 mL metanol-agua®:1 (v/v), filtrado e transferido para funil de separacéo e
extraido com 300 mL de hexano. A fase hexanica foi transferida para baldo de fundo redondo
e concentrada em rotaevaporador sob pressdo reduzida a 40°C, sendo em seguida transferida
para frasco, previamente pesado, e denominado fracdo hexanica.

A solucédo hidrometandlica restante foi rotaevaporada até eliminacdo do metanol e, em
seguida, solubilizada em agua destilada e particionada com 300 mL de cloroférmio. A fase
cloroférmica foi transferida para baldo de fundo redondo e concentrada em rotaevaporador sob
pressdo reduzida a 40°C, sendo, em seguida, transferida para frasco, previamente pesado, e
denominado fragéo cloroférmica. A solugédo aquosa remanescente foi particionada com 300 mL
de acetato de etila, sendo concentrada até eliminacéo do solvente. O concentrado foi transferido
para frasco, previamente pesado, e denominado fragcdo acetato de etila. Finalmente, a solugédo
restante foi liofilizada e denominada de fracdo aquosa. As fracOes obtidas foram pesadas e
dissolvidas em Dimetilsulfoxido (DMSO) para se obter solugdes estoque a 500 mg/mL.1!
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Disco difusao

Foi realizado teste de sensibilidade de S. mutans, por meio de ensaio disco difusdo em
agar, segundo metodologia padronizada.'® Para isso, foram preparadas solugdes-estoque das
fragdes obtidas em concentracGes adequadas para que a transferéncia de 10pL de solucéo
estoque resultasse em concentra¢des equivalentes a 1 mg/disco, 5 mg/disco e 10 mg/disco.
Discos estéreis e livres de antimicrobianos foram impregnados com as fracdes pelo depdsito de
10 pL das respectivas solugdes-estoque. Um mililitro de cultura de S. mutans, cultivada em
aerobiose, a 37°C, durante 24 horas, em caldo BHI, foi utilizada para preparacao do inoculo.
Com a utilizacdo de um swab estéril, a suspensao bacteriana obtida foi inoculada, em 4 direcGes,
em &gar BHI. Em seguida, o conjunto de discos impregnados foi colocado na superficie do dgar
semeado. Como controle positivo, utilizou-se 6,7 g de base livre de clorexidina. Para excluir
os efeitos inibitoérios do DMSO, presente nas amostras, foi realizado um controle negativo com
0s seguintes volumes deste reagente: 1 uL, 5ulL, 10 puL e 20pL.

Foram testadas as seguintes fracdes:

a) Fracdo Hexanica de Caja (FHC)

b) Fracdo Cloroférmica de Caja (FCC)

c) Fracdo Acetato de etila de Caja (FAeC)
d) Fracdo Aquosa de Caja (FAC)

e) Fracdo Hexanica de Siriguela (FHS)

f) Fracdo Cloroférmica de Siriguela (FCS)
g) Fracédo Acetato de etila de Siriguela (FAeS)
h) Fracdo Aquosa de Siriguela (FAS)

i) Fracdo Hexanica de Umbu (FHU)

j) Fracdo Cloroférmica de Umbu (FCU)

k) Fracdo Acetato de etila de Umbu (FAeU)
I) Fragdo Aquosa de Umbu (FAU)

Unimontes Cientifica, Montes Claros (MG), Brasil, v. 22, n.1, p. 01-10, jan./jun. 2020 5



Revis ents

ta Unimontes Cientifica

Determinacéo da concentracdo inibitoria minima - CIM das fragdes do extrato da polpa

de Caja sobre o crescimento de S. mutans in vitro

Como todas as fraces de extrato da polpa de Cajé apresentaram formac&o de halos ao
redor dos discos, 0 que ndo ocorreu com 0s extratos de umbu e siriguela, o caja foi selecionado
para ter a sua concentracdo inibitoria minima — CIM, determinada nos demais testes de
caracterizacdo. Determinou-se a CIM das fracbes do extrato da polpa de caja sobre o
crescimento S. mutans in vitro, utilizando-se microplacas de cultivo com 96 cavidades em
virtude de sua sensibilidade, simplicidade de execugéo e rapidez. °

Microplacas de 96 cavidades foram utilizadas para o ensaio, onde foram realizadas
diluicdes seriadas das fracdes do extrato da polpa de caja em caldo BHI. O controle positivo
consistiu de uma sequéncia de cavidades com diluigdes seriadas de digluconato de clorexidina
na faixa de concentracdo de 0,1 a 1,0 ug/mL. Para excluir o efeito inibitorio de DMSO presente
nas fracOes, realizaram-se diluicbes de DMSO nas mesmas proporgdes encontradas em cada
diluicdo das fracdes do extrato da polpa de caja. Todas as cavidades, contendo dilui¢Ges seriadas
dos extratos ou digluconato de clorexidina, foram inoculadas com 10* UFC de S. mutans e
incubadas a 37°C por 24 horas, em cadmara Umida. O volume final em cada cavidade foi de 200
uL. Controles de crescimento da cultura foram preparados apenas com o meio de cultura BHI
e o inoculo de células.

Apos o periodo de incubacdo, adicionou-se a cada cavidade 50uL de uma solucéo
aquosa do sal nitroazul-tetrazélio 0,14% (p/v) para se obter uma concentracao final igual a
0,04%. Apo6s um breve periodo de incubacdo a 37°C, o crescimento de S. mutans foi indicado
pela coloracdo azul do derivado de formazan, produzido pela metabolizacdo bacteriana do sal

de tetrazélio®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o foi observada a formacéo de halos ao redor dos discos contendo diluigdes das
fracOes hexanica, cloroférmica, acetato de etila e aquosa de umbd e siriguela. Portanto, ndo se
detectou atividade antimicrobiana nestas fracdes, através deste método. No entanto, as fracGes

FHC e FCC apresentaram notavel atividade inibitoria frente a S. mutans como mostra a figura
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1. A'inibicdo do crescimento apresentou-se homogénea, de acordo com o grau de concentracao
das fracdes. Houve diminuicdo proporcional do diametro dos halos de inibicdo a medida que a
concentracdo da fracdo foi diminuida. A fracdo hexanica de caja FHC revelou atividade
inibitoria desde a menor concentragdo testada, apresentando halos de 12mm, 14mm e 17mm
paras as concentragdes 1 mg/disco, 5 mg/disco e 10 mg/disco, respectivamente. J& a fracdo
cloroférmica de cajd FCC na concentracdo 1mg/, ndo mostrou atividade antimicrobiana.
Entretanto, nas concentracdes 5 mg/disco e 10 mg/disco os halos de inibicdo foram de 12mm e
16mm, respectivamente. A fracdo FAEC, também, apresentou atividade inibitdria frente a S.
mutans (Figura 2). A atividade antibacteriana foi detectada desde a menor concentracdo
testada, apresentando halos de 10mm, 12mm e 15mm paras as concentracdes 1 mg/disco, 5
mg/disco e 10 mg/disco, respectivamente. Ja a fracdo FAC, ndo mostrou atividade
antimicrobiana (Figura 2) em nenhuma das concentrages testadas 1 mg/disco, 5 mg/disco e 10
mg/disco. Esses achados sugerem que as fraces FHC, FCC e FAEC possuem compostos
bioativos com atividade antimicrobiana in vitro sobre as cepas de S. mutans.

Neste estudo, utilizamos como controle positivo, discos contendo 6,7ug de base livre
de clorexidina. O didmetro médio do halo, desse controle, foi de 27mm. Como controle
negativo, foi utilizado DMSO que € o veiculo utilizado para solubilizar as fragdes. Para isso,
utilizamos concentracfes desse solvente equivalentes ou superiores aquelas encontradas nas
solucdes estoque das fracOes testadas. Nas condi¢des estudadas, o resultado do controle
negativo revelou que DMSO ndo tem atividade inibitdria sobre S. mutans, quando testado pelo
método de disco-difusdo.

A influéncia dos solventes (hexano, cloroférmio e acetato de etila), utilizados como
veiculo extratores nas parti¢oes, foi descartada, ja que os processos extrativos foram realizados
cuidadosamente, utilizando-se solventes grau analitico e previamente destilados. Outras
fragdes, como FHS, FCS, FAeS, FAS, FHU, FCU, FAeU e FAU, nédo apresentaram atividade
biolégica nos ensaios de sensibilidade de S. mutans por disco-difusdo, o que anula o efeito
destes solventes, que sdo totalmente eliminados por evaporagédo previamente.

A técnica de difusdo em agar para os ensaios de atividade antimicrobiana é bastante
difundida. O monitoramento deste tipo de atividade em produtos naturais, seja de origem
microbioldgica ou vegetal, € muito Gtil para se projetar o isolamento de novas estruturas
quimicas com potencial de utilizagdo pela industria farmacéutical’.

Considerando os resultados obtidos até 0 momento e a proposta do presente trabalho em

identificar propriedades anticariogénicas em extratos das frutas de umbu, siriguela e caja,
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verificou-se que as fragOes mais apolares FHC e FCC, sobretudo a fragdo hexanica, forneceram
dados interessantes que merecem estudos mais aprofundados quanto a sua atividade bioldgica.

Apesar da imensa variedade de antibidticos desenvolvidos pelas industrias
farmacéuticas e quimicas, nos Ultimos anos, cada vez mais tem sido observado um aumento da
resisténcia das bactérias as drogas usadas para fins terapéuticos. Este fato tem levado
pesquisadores de diversas areas a buscarem alternativas em produtos naturais empregados na
medicina popular de diversas regides do mundo®1%:19.20,

Para determinacdo da CIM de cada uma das fragOes, foram feitos ensaios de
sensibilidade de microdiluigdo em caldo. Esses ensaios foram feitos seguindo as
recomendaces da NCCLS (2003)*8. A leitura foi realizada através da mudanca de cor da
solucdo reveladora NBT, considerando o resultado positivo a auséncia de coloragéo e negativo
na presenca de coloracdo azulada.

A fracdo hexanica de caja FHC apresentou CIM de 0,01 mg/mL. A CIM para fragdo
cloroférmica de caja FCC foi igual a 0,78 mg/mL. A fracéo acetato de etila de caja a CIM foi
igual a 0,02 mg/mL, e, a fracdo aquosa de caja FAC ndo apresentou CIM nas concentragdes
testadas.

A Figura 3 apresenta fotografias digitais da placa de microcultivo para a determinacéo da CIM
das fragdes FHC, FCC, FAEC e FAC.

Os principais grupos de compostos com atividade bioldgica, extraidos de plantas e
presentes nestas fracdes incluem terpendides e Oleos essenciais, alcalGides, lectinas e
polipeptidios, bem como, substancias fenolicas e polifenois, que sdo os fendis simples, acidos
fendlicos, as quinonas, flavonoides, taninos e cumarinas?.

Produtos farmacéuticos, a base de extrato vegetal, sdo promissores visto as vantagens
oferecidas, como auséncia de efeitos colaterais e baixo custo de producéo, fatores estes de
fundamental importancia para o seu uso e aplicacdo. Entre as propriedades farmacoldgicas
citadas tem-se a antimicrobiana, anti-inflamatoria e citostaticas, dentre outras®2°,

As possibilidades de aplicacdo de produtos naturais sao citadas tanto na industria quanto
na odontologia, apresentando atividade frente a vérias bactérias gram-positivas e gram-
negativas. Alguns produtos ja foram reportados como novos candidatos a substancias
anticariogénicas por inibir o crescimento de S. mutans ou pela inibi¢do de glucosiltransferases.
Porém, pela elevada prevaléncia da carie é evidente que estes agentes ndo sdo suficientemente
efetivos, indicando a necessidade do desenvolvimento de novos agentes preventivos para carie

dental’?122,
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Os produtos naturais fazem parte de um campo de investigagédo com infinito potencial,

sendo especialmente importante em paises com grande biodiversidade, como Brasil?®. O
presente estudo apresenta o potencial de acdo antibacteriano dos extratos da polpa de caja,
produto nativo do semiérido da regido Nordeste brasileira. A sua importancia esta no sentido
de estudar e conhecer as atividades bioldgicas destes frutos, ainda pouco explorados, quanto ao
seu potencial de diminuicao dos efeitos danosos da cérie, podendo representar uma importante
contribuicdo para a saude bucal da populacao do pais.

Os achados deste estudo destacam que um dos extratos da polpa de caja apresenta
atividade antibacteriana interessante e promissora contra a principal bactéria cariogénica S.

mutans.

CONCLUSAO

Concluiu-se, portanto, que as fracGes Fracdo Aquosa de Caja, Fracdo Hexanica de
Siriguela, Fracdo Cloroférmica de Siriguela, Fracdo Acetato de etila de Siriguela, Fracdo
Aquosa de Siriguela, Fracdo Hexanica de Umbu, Fracdo Cloroférmica de Umbu, Fracdo
Acetato de etila de Umbu, Fracdo Aquosa de Umbu ndo apresentaram atividade inibitdria nos
testes de sensibilidade S. mutans por ensaio de disco-difusdo. Ja as fracdes Fracdo Hexanica de
Cajé, Fracdo Acetato de etila de Caja e Fracdo Cloroformica de Caja apresentaram expressiva
atividade antimicrobiana frente a S. mutans nos ensaios de disco-difuséo, sendo eleita para 0s
demais testes de caracterizacao, obtendo valores de CIM para Fragdo Hexanica de Caja, Fracao
Cloroférmica de Caja e Fracdo Acetato de etila de Caja de 0,01 mg/mL, 0,78 mg/mL e 0,02
mg/mL, respectivamente. Observou-se, também, que as fracdes mais apolares, Fracdo Hexanica
de Caja e Fracdo Cloroférmica de Caja, sobretudo a fracdo hexanica, forneceram dados
interessantes que merecem estudos mais aprofundados quanto a sua atividade bioldgica.
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