UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS E ENGENHARIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

THAYS DE CARVALHO AMORIM BOLZAN

AVALIAGAO in vitro DA SENSIBILIDADE DO MICROBIOMA ORAL DE CAES
LABRADORES RETRIEVERS FRENTE A EXTRATOS VEGETAIS

ALEGRE-ES
2018



THAYS DE CARVALHO AMORIM BOLZAN

AVALIAGAO in vitro DA SENSIBILIDADE DO MICROBIOMA ORAL DE CAES
LABRADORES RETRIEVERS FRENTE A EXTRATOS VEGETAIS

Dissertagcao apresentada ao Programa de Pds
Graduacgao em Ciéncias Veterinarias do Centro
de Ciéncias Agrarias e Engenharias da
Universidade Federal do Espirito Santo, como
requisito parcial para obtencdao do Titulo de
Mestre em Ciéncias Veterinarias, linha de
pesquisa em Diagnéstico e terapéutica das
enfermidades clinico-cirurgicas.

Orientador: Prof. Dr. : Marcos Santos Zanini
Co-orientadora: Prof.2 Dr?.: Juliana Aparecida
Severi

ALEGRE-ES
2018



THAYS DE CARVALHO AMORIM BOLZAN

AVALIAGAO in vitro DA SENSIBILIDADE DO MICROBIOMA ORAL DE CAES
LABRADORES RETRIEVERS FRENTE A EXTRATOS VEGETAIS

Dissertagcédo apresentada ao Programa de Pos Graduagédo em Ciéncias Veterinarias
do Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias da Universidade Federal do Espirito
Santo, como requisito parcial para obtengdo do Titulo de Mestre em Ciéncias
Veterinarias, linha de pesquisa em Diagndstico e Terapéutica das Enfermidades

Clinico-cirurgicas.

Aprovado em 28 de fevereiro de 2018.

COMISSAO EXAMINADORA

Prof. Dr. Marcos Santos Zanini
Universidade Federal do Espirito Santo
Orientador

Prof?. Dr2. Juliana Aparecida Severi
Universidade Federal do Espirito Santo
Co-orientadora

Prof2. Dr2. Janaina Cecilia Oliveira Villanova
Universidade Federal do Espirito Santo

Prof. Dr. Dirlei Molinari Donatele
Universidade Federal do Espirito Santo



AGRADECIMENTOS

A UFES e ao HOVET, que foram a minha segunda casa dos ultimos anos,
que me acolheram de bracos abertos, proporcionando todas as ferramentas para a
construgdo da minha formagado académica e da minha pds-graduagdo em Ciéncias
Veterinarias.

Ao meu orientador Marcos Santos Zanini, pela amizade, por toda
oportunidade e confianga concedida.

A minha coorientadora Juliana Aparecida Severi por ter me acolhido de
sorriso e bragos abertos, com sua serenidade me ensinou e me ajudou durante todo
0 meu experimento.

A professora Janaina Villanova por ter colaborado para que esse projeto
tomasse forma farmacéutica.

Ao professor Dirlei Donatele por ceder o laboratério e sempre estar disposto a
ajudar. A professora Ana Paula, por toda ajuda e carinho e ao professor Ulysses
Viana, obrigada por tudo.

A minha amiga inspiradora Cinthya Cardinot, obrigada por toda confianga e
carinho.

Ao médico veterinario Paulo Sérgio Cruz de Andrade Junior, por toda
disponibilidade e ajuda no Centro de Formagao em Treinadores e Instrutores de
Caes-Guia do IFES — Campus de Alegre.

Ao professor Marco Antonio Gioso, pela confianga e oportunidade que me
concedeu a trilhar pelos caminhos da Odontologia Veterinaria, muito obrigada.

A minha mae de coragdo que sempre me conduziu com maestria pelos
caminhos da pesquisa cientifica: Lenir Cardoso Porfirio, obrigada por toda dedicagéo
e amizade.

Aos meus pais, Alonso de Oliveira Amorim e Maria José de Carvalho Amorim
por tudo que me proporcionaram, S30 por VOCés e gragas a VOCés que mais esse
sonho foi concretizado. Meus agradecimentos a vocés sao eternos.

Ao meu marido, Raphael Bolzan, por ser tdo especial em minha vida e estar
ao meu lado me dando apoio nesse momento tdo importante, amo vocé.

Aos meus animais de estimacdo: Pretinha, Isis, Tomate, Valore e Pompom

pelo amor sincero e companhia.



A todos os amigos e técnicos do laboratorio, Winner Duque, Lais Magnago,
italo Camara, Roselena Abreu, Thais Martins, Taiana Alencar, Yuri Almeida
agradeco imensamente por todo apoio que me deram durante o experimento.

A todas as minhas amigas e amigos, vocés também fazem parte dessa
conquista. Por tornarem mais alegre os momentos dificeis.

Agradeco a FAPES pelo apoio e a todos os que fizeram parte desta
conquista, e que de alguma forma me ajudaram a chegar até aqui, e me

proporcionaram a realizacao dessa nova etapa de vida.



“Tenho a impressao de ter sido uma crianga
brincando a beira-mar, divertindo-me em
descobrir uma pedrinha mais lisa ou uma
concha mais bonita que as outras, enquanto o
imenso oceano da verdade continua misterioso
diante de meus olhos”.

(Isaac Newton)



RESUMO

BOLZAN, THAYS DE CARVALHO AMORIM. AVALIA(}AO in vitro DA
SENSIBILIDADE DO MICROBIOMA ORAL DE CAES LABRADORES
RETRIEVERS FRENTE A EXTRATOS VEGETAIS. 2018. 56p. Dissertagao
(Mestrado em Ciéncias Veterinarias) - Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias,
Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES, 2018.

O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana in vitro dos
extratos das espécies: Anacardium ocidentalis; Harpagophytum procumbens;
Momordica charantia L.; Punica granatum; Psidium guajava L., Stryphnodendron
adstringens e Uncaria tomentosa, frente ao microbioma oral de 12 caes Labradores
retriviers. Para isso, utilizaram-se extratos polares das amostras vegetais. Realizou-
se a analise fitoquimica qualitativa e quantitativa para determinacao das principais
classes de metabdlitos presentes. Em seguida, determinou-se a concentragéo
inibitéria minima dos extratos pelo método de difusdo em disco em Brain Heart
Infusion Agar, a partir de solu¢gdes das amostras vegetais nas concentragbes de 250
mg/mL, 125 mg/mL, 62,5 mg/mL, 31,25 mg/mL, 5 mg/mL, aplicadas sobre discos de
papel filtro. A seguir, os discos foram transferidos para placas de petri, com meio de
cultura agar BHI semeadas com saliva dos 12 c&es, contendo microbioma oral dos
mesmos. Apds 12 horas de incubacéo a 37°C foram avaliados os halos de inibicdo
resultante da acdo dos extratos sobre o microbioma e comparados com os halos de
inibicdo de disco de clorexidina 0,12% como controle. Para interpretacdo dos dados
foi empregada a analise de varidncia seguida do teste de Tukey com nivel de
significancia de 5%. O extrato de Punica granatum demonstrou maior halo de
inibicdo nas concentragdes 250 mg/mL e 125 mg/mL, enquanto a Psidium guajava
apresentou maior halo de inibigdo na concentragcdo de 250 mg/mL. Os extratos de
Anacardium ocidentalis, Uncaria tomentosa, Stryphnodendron adstringens,
Momordica charantia L, tiveram halos semelhantes aos halos do controle clorexidina
0.12%. Pode-se relacionar que a atividade antimicrobiana dos referidos extratos
esteja associada a presenga de compostos fendlicos, taninos condensados e
flavondides, cujas presengas foram confirmadas nos ensaios fitoquimicos. Os
resultados obtidos demonstraram que o microbioma oral dos 12 caes, foram mais
sensiveis aos extratos de Punica granatum e Psidium guajava 125mg/mL e 250

mg/mL, quando comparados ao controle clorexidina a 0,12%, refor¢cando a



importancia das plantas medicinais como recurso terapéutico e sua aplicabilidade na

odontologia veterinaria.

Palavras-chave: Fitoquimica. Periodontite. Plantas medicinais.



ABSTRACT

BOLZAN, THAYS DE CARVALHO AMORIM. in vitro EVALUATION OF ORAL
MICROBIOMA SENSITIVITY IN LABRADOR RETRIEVERS WITH PLANTS
EXTRACTS. 2018. 56p. Thesis (Master’s Degree in Veterinary Science) — Centro de
Ciéncias Agrarias e Engenharias, Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre,
ES, 2018.

The aim of this research was to evaluate the antimicrobial activity in vitro ofspecies
extracts on oral microbioma from 12 Labrador retriviers. The plants species are:
Anacardium ocidentalis; Harpagophytum procumbens; Momordica charantia L.
Punica granatum; Psidium guajava L., Stryphnodendron adstringens and Uncaria
tomentose. Polar extracts from plant samples was used in this research. The
qualitative and quantitative phytochemical assay was performed to classify the main
metabolites classes existent. Then was settled the minimal inhibitory concentration of
extracts by diffusion test using disco in Brain Heart Infusion Agar. Plants samples
concentration used in this test was 250 mg/mL, 125 mg/mL, 62,5 mg/mL, 31,25
mg/mL, 5 mg/mL put on filter paper discos. Next, these discos were transfer to petri
dishes with BHI Agar strewed together with saliva content oral microbioma from
twelve dogs. After 12 hours of incubation in 32°C was analysed the results of
inhibition halo from extract action on microbiome compared to inhibition halos of
0,12% chlorhexidine discos as a control. Variance analyses and Turkey’s test were
employed to data interpretation with 5% significance. Punica granatum extract shows
a large inhibition halo in concentrations of 250 mg/mL and 125 mg/mL where as,
Psidium guajava had a large inhibition halo in concentrations of 250 mg/mL. Extracts
from Anacardium ocidentalis, Uncaria tomentosa, Stryphnodendron adstringens,
Momordica charantia L., had halos same as 0,12% chlorhexidine control. Under
these circumstances, perhaps the antibacterial activity of extractsis associated with
the presence of phenolic compounds, condensed tannin and flavonoids as show in
phytochemical assay. In conclusion, the results show that oral microbioma from 12
dogs was more sensitivity using Punica granatum and Psidium guajava extacts, in
concentrations of 125 mg/mL and 250 mg/mL, camapred to 0,12% chlorhexidine
control. For these reasons, is possible see the importance of medicinal plants as a
therapeutic resource and an applicability in veterinary odontology.



Keywords: Phytochemical. Periodontitis. Medicinal Plants.
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1. INTRODUGAO

A doenga periodontal (DP) acomete as estruturas que suportam e protegem
os dentes como a gengiva, osso alveolar, cemento e ligamento periodontal. A DP
inicia-se pela deposi¢ao continuada de placa bacteriana e pode comprometer os
tecidos adjacentes ao dente. As bactérias podem penetrar na corrente sanguinea e
se acumular em outros 6rgdos devido a bacteremia. Em consequéncia, podem
ocasionar perturbacbes sistémicas como, glomerulonefrite, hepatite, poliartrite e
endocardite bacteriana (GIOSO, 2007; GORREL, 2010).

A prevaléncia da DP aumenta com a idade, e atinge cerca de 80% dos caes
com mais de cinco anos (MARRETA, 2004). Considera-se que a DP é a principal
causa de perdas dentarias nos animais de companhia, sendo também responsavel
por diminuir a qualidade de vida dos pequenos animais (WILLIAMS, 1997).

Atualmente ha uma estreita relacdo entre os humanos e seus animais de
companhia que se baseia em relagdes afetivas. Com base nesse contexto, no que
se diz respeito a preocupacdo com a qualidade de vida e saude dos pequenos
animais, ha uma crescente demanda pelos consumidores acerca de um mercado
especifico voltado para os animais de companhia.

As plantas medicinais tém sido estudadas em medicina veterinaria, a fim de
se preconizar e validar o seu uso como precursoras de farmacos com propriedades
terapéuticas (KANERIA et al., 2012; BARATHIKANNAN et al., 2016).

Na atualidade, j4 se encontra produtos fitoterapicos de uso veterinario que
sdo comercializados. Os mesmos destinam-se, ndo somente ao tratamento e
profilaxia de patologias, como também higienizagdo e embelezamento. Dentre estes,
algumas empresas ja fornecem produtos com plantas medicinais, desenvolvidos
para a higienizagdo da cavidade oral de cées e gatos e tratamento da DP (NEVES,
et al., 2012; COLMERY, 2005).

No Brasil, estudos sobre as plantas medicinais tém se destacado, incluindo a
elaboracao de leis e programas que incluem a insergcdo da fitoterapia na pratica
médica humana como alternativa de tratamentos. Em medicina veterinaria ainda nao
ha programas especificos que insiram o uso de fitoterapicos no tratamento de

doencas em animais.
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Neste trabalho, em que se expde um cenario pouco documentado da
utilizacdo de plantas medicinais no tratamento e prevengao da doenca periodontal
em animais de companhia, torna-se necessario pesquisar alternativas a clorexidina,
para profilaxia e tratamento da doencga periodontal, a fim de identificar potenciais
substitutos nas plantas medicinais para aplicacdo na terapia antimicrobiana e
prevencao da doenca periodontal em caes.

O objetivo desta pesquisa consistiu na avaliagdo in vitro da atividade
antimicrobiana de sete extratos vegetais sobre o microbioma oral coletado em caes
Labradores Retrievers, tendo em vista eleger um ou mais extratos a serem
incorporados, em uma forma farmacéutica apropriada para o uso como adjuvante na

profilaxia da doenca periodontal.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Anatomia da boca

17

A cavidade oral executa fung&o primordial no sistema digestorio. Sua principal

funcao consiste em apreender e triturar os alimentos através da mastigagao. A boca

inclui os labios, cavidade oral e suas paredes, lingua, dentes e glandulas salivares

(HORST; HANS-GEORG, 2016).

2.2 Dente

Os dentes sao estruturas localizadas nos alvéolos dos 0ssos incisivos, do

osso maxilar e da mandibula. O dente consiste em: coroa, raiz, esmalte, dentina,

cemento e polpa (sistema endoddntico), tecidos esses que estdo sujeitos as

alteracbes metabdlicas toxicas e infecciosas (Figura 1) (GUEDES, 2006).

/—\ Esmalte T
/ ;\ : Coroa

Dentina

e - - =

Camara
Pulpar

-
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Osso p l
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— Delta
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radicular _

Figura 1: Anatomia dental. Fonte: Arquivo Pessoal.

A anatomia basica dos animais é semelhante aos humanos. Porém ha

diferengcas quanto a quantidade dos dentes, formato e espagamento entre os

mesmos (GORREL, 2010).
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2.3 Periodonto

O periodonto € o conjunto de tecidos integrados que sustentam e protegem o
dente, os quais consistem em: gengiva, osso alveolar, cemento e o ligamento
periodontal (DEBOWES, 2004).

A gengiva € a parte da mucosa mastigatoria que cobre o processo alveolar e
circunda a porgao cervical dos dentes, forma-se um revestimento em torno de cada
dente e divide-se em gengiva livre, que se adapta perfeitamente a superficie do
dente, e gengiva inserida, firmemente aderida ao periosteo subjacente ao osso
alveolar (GORREL, 2010; LINDHE et al., 2010).

A gengiva esta fixada ao dente por meio do epitélio juncional (EJ), que
quando saudavel fixa-se ao esmalte dentario. Em processos patolégicos a medida
que o0 0sso € lesionado e, por conseguinte, reabsorvido, ha formagdo de bolsa
periodontal, entre o dente e 0 0sso, pois o epitélio juncional migra em dire¢ao apical
(GIOSO, 2007; GORREL, 2010).

O osso alveolar no qual estao inseridos os dentes é formado pelas cristas dos
ossos da mandibula ou maxila que sustentam os dentes. Desenvolve-se durante a
erupcao dentaria e sofre atrofia quando os dentes caem, além de sofrer influéncias
externas e sistémicas (DEBOWES, 2004).

O cemento radicular € um tecido avascular, ndo inervado, mineralizado,
altamente especializado, que recobre, por aposi¢cao de camadas, a dentina radicular
e que fixa as fibras do ligamento periodontal a raiz do dente (LANZA et al., 2003).

O ligamento periodontal é um importante componente do periodonto de
sustentacao, formado por tecido conjuntivo frouxo, ricamente vascularizado e celular,
que circunda as raizes dos dentes e une o cemento radicular a lamina dura ou ao
0sso alveolar. Funciona como um ligamento suspensor para os dentes e esta em

permanente atividade fisiologica (LINDHE et al., 2010).

2.4 Doenga periodontal

A doenga periodontal (DP) é uma afecgdo comum na rotina clinica em

pequenos animais, e atinge cerca de 80% de caes acima de quatro anos de idade

(PIERI, et al., 2016). A DP ¢ induzida pela presenca da placa bacteriana dentaria,
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responsavel pela inflamacdo dos tecidos adjacentes aos dentes (FIORELLINI,
ISHIKAWA e KIM, 2006; DEBOWES, 2010). Todavia, ha uma variedade de fatores
que influenciam a DP, podendo ter causas determinantes tais como, microbioldgicos,
comportamentais, ambientais, sistémicos ou até genéticos (VAN DYKE e DAVE,
2005).

A DP crénica em cées e gatos é recorrente, e se nao for tratada, pode
comprometer os tecidos adjacentes ao dente. Os sinais clinicos da DP consistem em
halitose intensa, sialorréia espessa, hemorragia oral, mobilidade dentaria, calculo e
gengivite (GIOSO, 2003).

Na mesma cavidade oral, diferentes dentes podem ter diferentes estagios de
DP, o que promove elevados niveis de dor e eventual perda dentaria (GORREL,
2004; GIOSO, 2007).

2.5 Microbioma

O termo microbioma foi elaborado por Joshua Lederberg, geneticista e Nobel
da medicina em 1958, e refere-se a comunidade de microrganismos que coloniza o
organismo (DEWHIRST et al., 2010; ZHU et al., 2010).

A diversidade de microrganismos que compde 0 microbioma depende das
caracteristicas do local anatdmico onde colonizam, sendo influenciado pela umidade,
pH, temperatura e nutrientes (RIBEIRO et al., 2014).

Os animais de companhia apresentam o pH da cavidade oral em torno de 7,5
a 9,0, isso explica o fato de apresentarem maior quantidade de calculo em
comparagao a outras espécies, pois, sabe-se que o pH alcalino favorece a
calcificagédo do calculo dentario (GIOSO, 2007).

Na cavidade oral de cdes saudaveis, mais de 400 espécies bacterianas ja
foram identificadas (GIOSO, 2007). Muitos destes microrganismos associam-se para
formar biofiimes, que s&o resistentes a tensdo mecanica ou tratamento
antimicrobiano. A maioria das bactérias que estdo na cavidade oral sao espécies
comensais, no entanto, podem tornar-se patogénicas em respostas as alteragdes do

ambiente, como por exemplo, a falta de higiene oral (AVILA et al., 2009).
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2.6 Placa bacteriana

A placa bacteriana consiste em material pegajoso e amarelado depositado
sobre a superficie dentaria, sendo o principal fator iniciador da DP, também
chamada de induto mole ou biofiime dentario (HOLCOMBE, 2014; ROBERTS e
DARVEAU, 2015).

A placa bacteriana supragengival € composta predominantemente por
bactérias aerdbias Gram positivas, enquanto a placa subgengival é mais complexa,
com presencga de bactérias Gram positivas e Gram negativas, aerdbias e anaerdbias
(HAWKINS, 1997; SCHWACH-ABDELLAQUI et al., 2000).

A progressao da DP caracteriza-se pelo desvio do tipo predominante do
microbioma subgengival (GROVE, 1997; BRUSCHI et al., 2006).No inicio da
afecgao, o biofilme é constituido por bactérias de forma cocoide, Gram positivas,
aerobias, sem motilidade, ndo patogénicas. Ja nos estagios mais avancados de DP,
ocorre a proliferacdo de bactérias anaerdbias, Gram-negativas e com motilidade
(GIOSO, 2007).

Embora seja bem elucidado que a placa bacteriana desencadeia a DP, as
consequéncias graves da doencga, que levam a perda dentaria irreversivel, parecem
ser mediadas pelo hospedeiro (BARTOLD e VANDYKE, 2013). Uma hipdtese de
estudo € que os antigenos produzidos pelas bactérias que constituem o biofilme
dentario iniciam uma resposta inflamatoéria do hospedeiro frente aos microrganismos,
em resposta se torna cronica e altamente maléfica ao hospedeiro (VAN DYKE,
2009).

2.7 Calculo dentario

Os efeitos patogénicos da placa bacteriana sdo aumentados devido a
precipitacdo de sais minerais (carbonato de <calcio e fosfato de
calcio) provenientes da saliva. Forma-se o calculo dental, material calcificado, duro,
com superficie irregular e rugosa, conhecido como calculo dental ou “tartaro” (termo
leigo) (CORREA, 1996; GIOSO, 2007).
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O calculo por si s6 ndo é patogénico. A grande relevancia do calculo na
doenca periodontal estda em sua capacidade de reter placa bacteriana em sua
superficie (GORREL, 2010).

2.8 Gengivite

A gengivite é a resposta inflamatéria da gengiva induzida pela presenca da
placa bacteriana e limita-se aos tecidos moles da gengiva. A profundidade do sulco
gengival encontra-se normal. Em c&es a profundidade da sondagem periodontal
varia entre 1-3 mm, e no gato 0,5 a 1 mm (GORREL, 2010; DAVIS et al., 2016).

Enquanto ndo ha perda de insergéo do epitélio juncional, a gengivite pode ser
reversivel. Caso ndo seja tratada, a gengivite pode evoluir para periodontite (GIOSO,
2007).

Wiggs e Lobprise (1997) desenvolveram um sistema de pontuagdo baseado
nos niveis de inflamagéao gengival e sondagem periodontal de caes e gatos. Nesse
sistema, a gengiva saudavel (GO) € encenada, por meio de quatro niveis de
gengivite aumentada pela gravidade da doenga (G1-G4), seguido de quatro niveis
de doenga periodontal (DP), no qual se estabelece a periodontite (PD), por meio de
quatro niveis (PD1-PD4), com a PD4 sendo a mais grave, e PD1 sendo uma

periodontite inicial.

2.9 Periodontite

A presencga da placa bacteriana desencadeia uma resposta imunoldgica do
animal frente ao agente agressor, resultando no aumento de prostaglandinas
inflamatdrias, estimulacdo osteoclastica e ativacdo enzimatica. A resposta
imunoldgica exacerbada atua como fator de destruicdo das estruturas que compdem
o periodonto de sustentacdo. Este processo é chamado de periodontite, sendo este
irreversivel (GIOSO, 2007)

A periodontite € a doencga oral mais difundida em caes. Portanto, ocorrem

variagbes na prevaléncia, devido as divergéncias em composi¢des de idade e raga
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dos grupos de estudo e variagdes dos critérios utilizados para definir o diagnostico
da periodontite (DAVIS et al., 2016).

2.10 Tratamento e profilaxia da doenga periodontal

O tratamento da DP em medicina veterinaria é cirurgico e fundamenta-se na
remogao da placa bacteriana supra e subgengival, no polimento das coroas
dentarias e na instituicdo de antibioticoterapia adequada (WILLARD, 2006; BRESCO
SALINAS et al., 2006).

Portanto, o tratamento cirurgico ndo deve ser utilizado como terapia unica,
pois a permanéncia da placa bacteriana pode levar a mineralizagao e a formacgao de
calculo dentario (HAWKINS, 1997). Sendo assim, a escovagdo dentaria é o
procedimento mais adequado para a prevengao da doenca periodontal, por meio da
higienizacao diaria dos dentes, & possivel a remogdao mecéanica da placa. Na
intencdo de aumentar a eficiéncia da remogédo, uma das alternativas consiste na
administracdo de substancias antibacterianas que, impedindo a proliferagdo ou
adesao de bactérias a superficie dos dentes, inibem o desenvolvimento da doenca
periodontal (PIERI et al., 2010).

A clorexidina a 0,12% ¢é a subtancia antisséptica de escolha na rotina da
odontologia veterinaria para combater as bactérias da placa dentaria (HENNET,
2002). Todavia, a utilizagdo desse medicamento possui efeitos secundarios, como
escurecimento do esmalte dentario, perda de sensacdo e sabor dos alimentos,
ulceracdo da mucosa oral e proporciona a proliferagdo de microrganismos
resistentes (DANTAS, et al., 2007).

Em odontologia humana o tratamento periodontal também consiste em
profilaxia profissional, e a prevencdo da placa bacteriana pode ser mecanica,
quimica ou a associagao de ambas. O controle da placa bacteriana envolve diversos
mecanismos, como o uso de fioffita dental, escovacdo dental e o uso de
enxaguatorios bucais (SVOBODA et al., 2004). Embora haja uma grande diversidade
de produtos considerados efetivos na prevencao da formacédo do biofilme dental e
consequente controle da gengivite, é reconhecido que o antimicrobiano mais eficaz é
a clorexidina 0,12% (KONIG et al., 2002; MONFRIN; RIBEIRO, 2000).
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2.11 Plantas Medicinais

Na atualidade, tem sido dada atencdo para o uso de plantas medicinais com
atividades antimicrobianas. Em inumeros estudos, ha relatos que a atividade
antimicrobiana apresentada por diferentes extratos vegetais pode estar ligada a
presenca de compostos organicos provenientes dos metabolismos primarios e/ou
secundarios das plantas, tais como, flavonodides, taninos, alcaldides, saponinas e
terpenos (SCALBERT, 1991; HARBORNE e WILLIAMS, 2000; BYLKA et al., 2004;
VELURI et al., 2004; KUETE et al., 2006).

Entre as espécies selecionadas para o presente estudo as atividades
terapéuticas de variados componentes do Punica granatum (Roma) sugerem uma
ampla gama de aplicagdes clinicas para a prevencédo e tratamento de doencas.
Extratos do fruto e casca possuem atividade antioxidante (KAUR et al., 2006). Além
disso, apresenta atividades antibacterianas, anticonvulsivantes, antiinflamatorias,
antifungicas, imunomoduladores, cardioprotetoras, antimutagénicos,
antiespasmaodico e antidiabéticas (SINGH et al., 2009).

A roma pertence a familia Punicaceae e a romazeira como é conhecida
popularmente, € um arbusto ramificado ou arvore pequena de até trés metros de
altura (LORENZI e SOUZA, 2001; LORENZI e MATOS, 2008). Estudos demonstram
que as variadas atividades biologicas descritas para a P. granatum estéao
estritamente relacionadas a sua composi¢cdo quimica. As principais partes utilizadas
da planta sdao as folhas e cascas dos frutos. Pesquisas de isolamento e
caracterizagao vém sendo realizadas para elucidar os componentes presentes nos
extratos de roma, dentre eles os principais sdo os polifendis englobando taninos,
flavondides, alcaldides, acidos organicos, dentre outros (WANG et al., 2010).

A Psidium guajava é conhecida no Brasil como goiaba. E uma planta nativa
de América tropical e pertence a familia Myrtaceae (LEVY e CARLEY, 2012).
Verificou-se que o extrato das folhas possui propriedades analgésicas,
antiinflamatorias, (OJEWOLE et al., 2006; HAIDA et al., 2011) antimicrobianas (NAIR
et al., 2007), antidiarreica, antipirética, hipoglicémica, anestésica e atividade
depressora do sistema nervoso central (HAIDA et al., 2011). Além disso, o extrato de
folha € usado em muitas preparacdes farmacéuticas como um sedativo para a tosse
(METWALLY et al.,, 2010). O extrato de folha de goiaba contém flavondides que



24

possuem propriedades antioxidantes dose-dependentes (NAKAMURA et al., 2000),
e atividade antiinflamatéria (HAVSTEEN, 1993; YOSHIMOTO et al., 1983)

O Stryphnodendron adstringens, (Familia: Leguminosae-Mimosoidae), € uma
planta nativa dos cerrados do Sudeste e Centro-Oeste do Brasil. Seu nome popular
€ “barbatimao” e a planta é indicada de forma empirica para varias doengas, como,
corrimento vaginal, hemorragias uterinas e intestinais, feridas abertas, ulceras
estomacais, leucorréia, afecgcdes escorbuticas, para esses males sdo usados chas
das cascas (GLASENAPP, 2011; LORENZI e MATOS, 2002). O barbatimao se
destaca por altos teores de taninos em suas cascas (SANTOS et al., 2002; DI STASI
et al.,, 2002) e suas agbes farmacologicas s&o associadas aos compostos
fitoquimicos encontrados: flavonas, flavondide, xantonas, taninos condensados e
saponinas (SILVA et al., 2015).

A Uncaria tomentosa (Familia: Rubiaceae) ou popularmente “unha de gato” é
uma planta medicinal amplamente utilizada na medicina popular no tratamento de
varias enfermidades como gastrite, reumatismo, artrite e certas afeccoes
epidérmicas, como a candidiose oral (GATTUSO et al., 2004; JURGENSEN et al.,
2005; KLOUCEK et al., 2005; MARTINO, 2006; PAIVA et al., 2009; DREIFUSS et al.,
2010). Os compostos fitoquimicos responsaveis por suas atividades terapéuticas
sdo: alcaldides oxindolicos, N-oxi-oxinddlicos e indodlicos, triterpenos glicosilados,
taninos e flavonoides (HEITZMAN et al., 2005; BERTOL et al., 2012).

Anacardium ocidentalis (Familia: Anacardiaceae) € uma arvore tropical
originalmente indigena do Brasil, onde é popularmente conhecida como "caju".
Estudos demonstraram atividades: antiinflamatoria, antidiabética, inibidor da enzima
acetilcolinesterase e antimicrobiana (PEREIRA et al., 2015) bem como no
tratamento de Uulceras leishmanianas devido a Leishmania (Viannia) braziliensis
(FRANCA et al., 1996). Os seus principais efeitos antimicrobianos e antiinflamatérios
sao devidos principalmente aos metabdlitos: polifendis, flavondides e taninos
(THOMAS, et al., 1985; DE MORAIS et al., 2005, AGRA, 2007).

Momordica charantia (Familia: Cucurbitaceae) ou “Meldo de sdo Caetano”
possui agao antimicrobiana e antifungica (PONZI et al., 2010), antidiabético,
carminativo, anti-helmintico, antimicrobianos, antivirais, imunoestimulante, laxante,
antioxidante, inseticida (YESILADA et al., 1999; BASCH et al., 2003) seus efeitos
farmacolégicos estdo associados aos principais compostos quimicos encontrados

como esteroides, flavondides, alcaloides e taninos (COSTA et al., 2011).
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Harpagophytum procumbens (Familia: Pedaliaceae), ou conhecida
popularmente como “Garra do diabo”. O seu uso empirico baseia-se em tratamento
de algumas afecgbes como: febre, afec¢cées cuténeas, artrite e doencgas do trato
digestivo (GRANT et al., 2007). O principal principio ativo desse extrato é o iridoido
que é responsavel pelos efeitos terapéuticos da planta, tendo sido atribuido a ela
efeitos antiinflamatorios (ANDERSEN et al.,, 2004; SETTY e SIGAL 2005), e
analgésicos (LIM et al., 2014).

Dentre a grande diversidade da flora brasileira as plantas supracitadas foram
escolhidas por haver na literatura, relatos do uso das mesmas com efeitos
antimicrobianos. A partir das drogas vegetais foram obtidos extratos alcodlicos
obtidos pela técnica de percolagéo. O liquido extrator empregado foi o alcool etilico

visando a extracdo de compostos polares.



CAPITULO 1

AVALIAGAO in vitro DA SENSIBILIDADE DO MICROBIOMA ORAL DE CAES
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Artigo a ser submetido a publicagao ao periddico: Arquivo Brasileiro de Medicina
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CAPITULO 1: AVALIAGAO in vitro DA SENSIBILIDADE DO MICROBIOMA ORAL
DE CAES LABRADORES RETRIEVERS FRENTE A EXTRATOS VEGETAIS."

Thays de Carvalho Amorim Bolzan?, Juliana Aparecida Severi?, Janaina Cecilia
Oliveira Villanova 2, Ana Paula Madureira®, Dirlei Donatele?, Marcos Santos Zanini?

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana in vitro dos
extratos das espécies: Anacardium ocidentalis; Harpagophytum procumbens;
Momordica charantia L.; Punica granatum; Psidium guajava L., Stryphnodendron
adstringens e Uncaria tomentosa, frente ao microbioma oral de 12 caes Labradores
retriviers. Para isso, utilizaram-se extratos polares das amostras vegetais. Realizou-
se a analise fitoquimica qualitativa e quantitativa para determinacao das principais
classes de metabdlitos presentes. Em seguida, determinou-se a concentragéo
inibitéria minima dos extratos pelo método de difusdo em disco em Brain Heart
Infusion Agar, a partir de solu¢gdes das amostras vegetais nas concentragbes de 250
mg/mL, 125 mg/mL, 62,5 mg/mL, 31,25 mg/mL, 5 mg/mL, aplicadas sobre discos de
papel filtro. A seguir, os discos foram transferidos para placas de petri, com meio de
cultura agar BHI semeadas com saliva dos 12 c&es, contendo microbioma oral dos
mesmos. Apds 12 horas de incubacéo a 37°C foram avaliados os halos de inibicdo
resultante da acdo dos extratos sobre o microbioma e comparados com os halos de
inibicdo de disco de clorexidina 0,12% como controle. Para interpretacdo dos dados
foi empregada a analise de varidncia seguida do teste de Tukey com nivel de
significancia de 5%. O extrato de Punica granatum demonstrou maior halo de
inibicdo nas concentragdes 250 mg/mL e 125 mg/mL, enquanto a Psidium guajava
apresentou maior halo de inibigdo na concentragdo de 250 mg/mL. Os extratos de
Anacardium ocidentalis, Uncaria tomentosa, Stryphnodendron adstringens,
Momordica charantia L, tiveram halos semelhantes aos halos do controle clorexidina

0.12%. Pode-se relacionar que a atividade antimicrobiana dos referidos extratos

1Parte da dissertagéo de mestrado em Ciéncias Veterinarias da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES)
do primeiro autor.

2Departamento de Medicina Veterinaria, CCAE-UFES, Alegre-ES, Brasil. Rua: Alto Universitario, s/n. Centro,
Alegre-ES. CEP: 29500-00 Caixa Postal 16. E-mail para contato: mv.thaysamorim@gmail.com

3Departamento de Engenharias e Biossistemas, UFSJ.
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by

esteja associada a presenga de compostos fendlicos, taninos condensados e
flavondides, cujas presengas foram confirmadas nos ensaios fitoquimicos. Os
resultados obtidos demonstraram que o microbioma oral dos 12 caes, foram mais
sensiveis aos extratos de Punica granatum e Psidium guajava 125mg/mL e 250
mg/mL, quando comparados ao controle clorexidina a 0,12%, refor¢cando a
importancia das plantas medicinais como recurso terapéutico e sua aplicabilidade na

odontologia veterinaria.

Palavras-chave: Fitoquimica. Periodontite. Plantas medicinais.
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ABSTRACT

The aim of this research was to evaluate the antimicrobial activity in vitro of species
extracts on oral microbioma from 12 Labrador retriviers. The plants species are:
Anacardium ocidentalis; Harpagophytum procumbens; Momordica charantia L.
Punica granatum; Psidium guajava L.; Stryphnodendron adstringens and Uncaria
tomentose. Polar extracts from plant samples was used in this research. The
qualitative and quantitative phytochemical assay was performed to classify the main
metabolites classes existent. Then was settled the minimal inhibitory concentration of
extracts by diffusion test using disco in Brain Heart Infusion Agar. Plants samples
concentration used in this test was 250 mg/mL, 125 mg/mL, 62,5 mg/mL, 31,25
mg/mL, 5 mg/mL put on filter paper discos. Next, these discos were transfer to petri
dishes with BHI Agar strewed together with saliva content oral microbioma from
twelve dogs. After 12 hours of incubation in 32°C was analysed the results of
inhibition halo from extract action on microbiome compared to inhibition halos of
0,12% chlorhexidine discos as a control. Variance analyses and Turkey’s test were
employed to data interpretation with 5% significance. Punica granatum extract shows
a large inhibition halo in concentrations of 250 mg/mL and 125 mg/mL where as,
Psidium guajava had a large inhibition halo in concentrations of 250 mg/mL. Extracts
from Anacardium ocidentalis, Uncaria tomentosa, Stryphnodendron adstringens,
Momordica charantia L had halos same as 0,12% chlorhexidine control. Under these
circumstances, perhaps the antibacterial activity of extractsis associated with the
presence of phenolic compounds, condensed tannin and flavonoids as show in
phytochemical assay. In conclusion, the results show that oral microbioma from 12
dogs was more sensitivity using Punica granatum and Psidium guajava extacts, in
concentrations of 125 mg/mL and 250 mg/mL, camapred to 0,12% chlorhexidine
control. For these reasons, is possible see the importance of medicinal plants as a
therapeutic resource and an applicability in veterinary odontology.

Keywords: Phytochemical. Periodontitis. Medicinal Plants.
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3. INTRODUGAO

A doenca periodontal (DP) pode ser classificada em moléstia que acomete as
estruturas que suportam e protegem o dente: gengiva, osso alveolar, cemento e
ligamento periodontal. Estima-se que a DP é uma das doengas mais comuns em
caes e gatos, sendo sua prevaléncia de até 80% em animais com idade superior a
trés anos (SEMEDO-LEMSADDEK, et al., 2016).

O surgimento e a progressdo da DP caracterizam-se pelo desvio no tipo
predominante do microbioma subgengival (GROVE, 1997; BRUSCHI et al., 2006).
No inicio da afecgdo, a placa bacteriana € constituida predominantemente por
bactérias cocoides, Gram positivas, aerdbias, sem motilidade, ndo patogénicas
como Actinomyces e Streptococcus spp., ja nos estagios mais avangados de DP,
ocorre a proliferacdo de bactérias anaerdbias, Gram-negativas e com motilidade
(GIOSO, 2007;TELHADO, et al., 2004). Com a evolugao do processo, o microbioma
passa a ser composto por bactérias anaerdbias Gram-negativas (LACERDA e
ALESSI, 2002).

A (DP) inicia-se pela deposicdo continuada de placa bacteriana e pode
comprometer os tecidos adjacentes ao dente. As bactérias podem penetrar na
corrente sanguinea e se acumular em outros 6rgdos devido a bacteremia. Em
consequéncia, podem ocasionar perturbagdes sistémicas como: glomerulonefrite;
hepatite; poliartrite e endocardite bacteriana (GIOSO, 2007; GORREL, 2010).

Diante da realidade apresentada justifica-se o presente estudo, que tem como
objetivo avaliar o potencial antimicrobiano de extratos das espécies CAO — casca do
cajueiro (Anacardium ocidentalis); CSA- casca do barbatimado (Stryphnodendron
adstringens); CPG- casca da roma (Punica granatum); CUT- casca de unha de gato
(Uncaria tomentosa); FPG- folhas da goiabeira (Psidium guajava L.); MSC- folhas de
meldo de Sao Caetano (Momordica charantia L.); RHP - raiz de garra do diabo
(Harpagophytum procumbens) frente ao microbioma oral de um grupo controlado de

caes.



32

4. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Microbiologia Veterinaria e
Zoonoses do Departamento de Medicina Veterinaria do Centro de Ciéncias Agrarias
e Engenharias da Universidade Federal do Espirito Santo (CCAE-UFES) e no
Laboratério de Producdo Farmacéutica do Centro de Ciéncias Exatas, Naturais e da
Saude (CCENS-UFES), do Departamento de Farmacia e Nutricdo, Alto Universitario,
s/n - Guararema, municipio de Alegre, Estado do Espirito Santo, com aprovagéo do
comité de ética registrado sob o numero 046/2015.

O material vegetal utilizado neste trabalho foi selecionado, a partir de um
banco de plantas medicinais disponiveis no Laboratério de Produgdo Farmacéutica
do CCENS-UFES. A escolha foi

disponibilidade de droga vegetal, de extrato bruto e/ou facilidade de acesso durante

feita com base na acdo antimicrobiana,

a coleta para obtencdo de material em quantidade compativel com o requerido para
execucao de todas as etapas propostas nesta pesquisa. Selecionou-se o total de
sete espécies vegetais, sendo as espécies nativas provenientes de coletas em
diferentes localidades do estado do Espirito Santo (Alegre e Jerdnimo Monteiro) e as
de

procedéncia comercial junto a empresa especializada do setor Centroflora de Sao

espécies exoticas, que ndo dispéem de -cultivo padronizado no Brasil,

Paulo (Quadro 1).

e Nome . Parte Local de :
Nome cientifico | popylar | Sigla | piooq, | EXtrato coleta Registro
Anacardium CAO Casca Etanélico Jer6bnimo | VIES3055
ocidentalis Cajueiro do caule Monteiro-ES 1
Harpagophytum Garra do : " Centroflora-
procumbens Diabo RHP Raiz | Etandlico SP NT
Momordica Meldo de
. Séao MSC | Folhas |Etandlico| Alegre-ES NT
charantia
Caetano
-, : " Jerénimo | VIES3055
Psidium guajava Goiabeira FPG | Folhas |Etandlico Monteiro-ES >
, Casca " VIES3487
Punica granatum Roma CPG do fruto Etandlico| Alegre- ES 3
Stryphnodendron . Centroflora-
adstringens Barbatimao CSA | Casca |Etandlico Sp NT
Uncaria Unha de cuUT Casca Etanélico Centroflora- NT
fomentosa gato do caule SP
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NT: sem registro neste momento.
Quadro 1 - Descricdo e procedéncia das espécies vegetais utilizadas no
antibiograma.

4.1 Preparacgao do extrato vegetal

O procedimento de preparagdo do material vegetal ocorreu de forma
semelhante para todas as espécies vegetais. Realizou-se a coleta do material
vegetal a partir de exemplares adultos e sadios. Uma porgéo fértil foi selecionada
para a confecgao de exsicatas e posterior depodsito em Herbario para documentagao.
O restante do material foi separado manualmente de possiveis interferentes e
inspecionado quanto a integridade das respectivas partes (cascas, raizes ou folhas),
sendo desprezadas aquelas que apresentassem algum tipo de dano.

Em seguida, as amostras foram encaminhadas ao laboratério de Produgéo
Farmacéutica da UFES, higienizadas em &agua corrente para a remogao de
sujidades e submetidas a secagem em estufa com circulagdo forgada de ar em
temperatura média de 50° C. Posteriormente, realizou-se a moagem em moinho de
facas, com malha de 0,5 mm, a fim de obter um pé fino para extragao.

O processo extrativo consistiu na mistura do liquido extrator alcodlico com a
droga vegetal. A mistura foi mantida em recipiente fechado até o intumescimento do
po e entdo transferida para funil de separagao para extracao por percolagdo. As
solucbes extrativas resultantes foram concentradas em rotaevaporador em
temperatura inferior a 45°C. Para secagem completa dos extratos, as amostras
foram transferidas para frascos de vidro e congeladas para que fosse feita a
liofilizagdo da agua residual, sendo obtidos assim os extratos brutos vegetais que

foram utilizados para avaliagao da eficacia antimicrobiana.

4.2 Analise fitoquimica dos extratos vegetais

A caracterizagdo qualitativa dos extratos foi realizada com base nos
protocolos propostos por Matos (2009) e Wagner et al. (1984), com modificagbes. Os
testes realizados tiveram o objetivo de confirmar a presenga ou nédo de compostos
fendlicos, flavonoides, taninos, cumarinas, terpenos, glicosideos cardiotonicos,

alcaloides e saponinas (Quadro 2).
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Classe de composto investigada | Teste realizado
Alcaldides Dragendorff®

Bertrand®

Sonnenschein®

Fenolicos FeClz 5%°

Flavonoides AICl3 5%

Taubouk”

Pacheco®

Shinoda*®

Pew®

Heterosideos cardioativos Pesez”

Keller-killiani®

Saponinas Agitacdo em solugdo aquosa®
Aplicagdo em agar-sangue’
Taninos Gelatina 2%°

FeClz 1%°

Pb(CH3;COO0),?
Cu(CH3C00),?
Terpendines Liebermann-Buchard®

@ Formagéo de precipitado caracteristico

® Intensificac&o de fluorescéncia sob luz UV e mudanga de cor para amarelado.

° Mudanca de coloragéo do meio reacional para castanho-avermelhado

4 Formagao de dor castanho-avermelhada no anel e azul na fase acética

¢ Formagé&o de espuma estavel sob adigdo de HCI 1%

f Formagéo de halo transparente sobre agar

9 Formagéo de anel azul-esverdeado para nucleo esteroidal, ou rosa-violaceo para nucleo terpénico.

Quadro 2 - Testes utilizados para a caracterizagao qualitativa da composigao
fitoquimica dos extratos:

4.3 Doseamento de fendis totais

Para a determinacdo dos compostos fendicos totais foi utilizado o protocolo
proposto por Singleton e Lamuela-Raventos (1999), pela medida da absorvancia da
amostra a 750 nm em espectrofotometro modelo Multiskan GO (Thermo Fisher
Scientific), utilizando reagente de Folin-Ciocalteau e acido galico como padrao. O
teor de fendis totais (FT) foi determinado por interpolacdo da absorvancia da
amostra-teste contra uma curva de calibragdo construida com acido galico e
expresso como mg de EAG (equivalente de acido galico) por g de amostra testada,

segundo a equacao:

FT=[F] x1000
[A]
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Onde:

FT: teor de fendis totais,

[F]: concentragdo de fendis da amostra-teste (ug/mL), obtida pela leitura da
absorvancia da amostra e posterior interpolacdo da concentragdo pela curva de
calibracédo do padrao,

[A]: concentragdo da amostra-teste (ug/mL).

Os resultados sao apresentados na Tabela 3.

4.5 Avaliagao in vitro da atividade antimicrobiana

Relizou-se a avaliacdo da atividade antimicrobiana dos sete extratos
hidroalcodlicos frente ao microbioma oral dos 12 caes da raga Labrador Retrivier,
sete fémeas e cinco machos, com peso médio de 28 kg, com idade de um ano,
determinando sua suscetibilidade através do método de difusdo em disco em Brain
Heart Infusion Agar (BHI), com modificagdes ao método de Kirby-Bauer. Foi utilizado
um swab estéril para a coleta do microbioma oral contido na saliva dos 12 caes, os
swabs coletados foram semeados nas placas de Agar (BHI). A partir de aliquotas
dos extratos vegetais secos, realizou-se a diluicdo dos mesmos em propilenoglicol
nas concentragdes: 250 mg/mL, 125 mg/mL, 62,5 mg/mL, 31,25 mg/mL e 5 mg/mL.
Foram utilizados discos de papel filtro com seis mm de didmetro previamente
impregnados com 20 uL dos extratos de cada planta teste. Como controle positivo
utiizou-se os discos estéreis impregnados com clorexidina veterinaria comercial a
0,12%. Como controle negativo utilizou-se discos estéreis impregnados com
propilenoglicol. Os discos impregnados com as amostras foram distribuidos,
equidistantes, com auxilio de uma pinga estéril, sobre a superficie do meio de cultura
previamente semeado com o indculo bacteriano. As placas foram incubadas em
estufa microbiologica a 37°C por 12 horas.

Para a determinacao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM), apd6s o periodo
de incubacao de 12 horas, as placas foram lidas e o didametro da zona de inibigao foi
mensurado ao milimetro inteiro mais proximo, utilizando paquimetro de medicao.

Todas as medigdes de zona de inibicao foram realizadas por um unico examinador.
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4.6 Analise estatistica

Foi realizado o teste de Shapiro Wilk, além da avaliacdo de caracteristicas
como assimetria e curtose, para verificagdo da normalidade dos dados amostrais.
Uma vez verificado que as variaveis se mostravam normalmente distribuidas foi
realizada uma analise de variancia e em seguida aplicado o pds-teste paramétrico
de comparagao multipla de médias de Tukey. Foi utilizado para todas as analises um
nivel de significancia de 5%. As analises foram realizadas no software Graphpad

Prisma versao 6.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Atualmente a clorexidina 0,12% ¢é de uso recorrente para o tratamento da
doenga periodontal em cédes (HARVEY, 1992; BROOK e NIEMIEC, 2008). Na
odontologia humana em geral, a clorexidina é utilizada como padrdo em relagéo a
poténcia de outros agentes antimicrobianos (HORTENSE et al., 2010). No entanto a
clorexidina 0,12%, em tratamentos prolongados pode ocasionar efeitos indesejaveis
como: perda do paladar, escurecimento do esmalte dos dentes, ardéncia e
ulceracbes da mucosa (ZANINI et al., 1995; LASCALA E MOUSSALLI, 1995,
GIOSO, 2007). Como alternativa ao controle da placa bacteriana inclui-se, na
estratégia terapéutica, o uso da fitoterapia nos programas preventivos e curativos,
tanto em medicina veterinaria quanto na medicina humana. Com base nesse
contexto, esse crescimento, tem estimulado a avaliagdo de extratos de plantas para
0 uso na odontologia com ac&o antibacteriana (SILVA et al., 2006; AGRA et al.,
2007).

Sabe-se que as plantas produzem uma variedade de compostos quimicos em
seu metabolismo secundario (AHMAD, 2001). Dentre esses, os compostos fendlicos
sdo divididos em dois grupos: taninos hidrolisaveis e taninos condensados. Os
taninos sao caracterizados como compostos que precipitam proteinas, incluindo
proteinas salivares (Rocha et al., 2011). Essas propriedades sdo fundamentais para
explicar o papel dos taninos na protegcédo vegetal contra patégenos e na detengao de
herbivoros que se alimentam destas plantas. Ilha et al., (2008) destacaram o efeito
anti-séptico e antimicrobiano aos taninos. Este estudo corroborou com os demais
extratos (CAQO) Anacardium ocidentalis; (CSA) Stryphnodendron adstringens; (CPG)
Punica granatum; (FPG) (Psidium guajava L.), os quais apresentaram a presencga de
taninos condensados e que foram observados halo de inibicdo frente ao microbioma
oral de labradores.

De acordo com relatos de Manrigue e Santana (2008), a presenca de
flavandides nos extratos pode ser correlacionada a atividade antifungica e
antimicrobiana. Assim como no presente estudo, em que os extratos de: (CAO)
(Anacardium ocidentalis); (CSA) (Stryphnodendron adstringens); CPG (Punica
granatum) CUT- Casca de Unha de gato (Uncaria tomentosa); FPG- (Psidium

guajava L.); RHP - Raiz de Garra do diabo (Harpagophytum procumbens)
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apresentaram em sua composigao fitoquimica a presenga de flavanodides (Tabela 2)

e nos testes de sensibilidade antimicrobiana todos os extratos demonstraram halo

de inibicao frente ao microbioma oral dos caes testados.

Nos testes realizados para a avaliagao fitoquimica foi possivel identificar as

principais classes de metabdlitos presentes nos extratos estudados. Os resultados

sao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Caracterizagao qualitativa da composi¢ao quimica dos extratos.

Classe de composto

Ensaios realizados

Resultado positivo observado

Alcaldides

Compostos fendlicos

Flavonoides

Heterosideos
cardioativos

Saponinas

Taninos

Terpendines

Dragendorff
Bertrand
Sonnenschein

FeCI3 5%

AICI3 5%
Pacheco
Shinoda
Pew

Taubouk

Pesez
Keller-killiani

Formacdo de espuma
estavel
Atividade hemolitica

Gelatina 2%
Pb(AcO)2
FeCl3 1%
Cu(Ac0O)2

Liebermann-B

CuT

RHP, CUT, FPG, CSA,
MSC, CPG, CAO,

CUT, RHP, FPG, CSA, CAOQ,

Nenhum

MSC

FPG', CSA? CPG? CAOQ?

RHP, CUT, FPG, CSA, MSC,
CAO

CAO - Casca do cajueiro (Anacardium ocidentalis); CSA- casca do barbatiméo (Stryphnodendron
adstringens); CPG- casca do roma (Punica granatum) CUT- Casca de Unha de gato (Uncaria
tomentosa); FAO — Folha do cajueiro (Anacardium ocidentalis); FPG- Folhas da goiabeira (Psidium
guajava L.); MSC- Folha do Meldo de Sao Caetano (Momordica charantia L.); RHP - Raiz de Garra do
diabo (Harpagophytum procumbens); 'Taninos hidrolisaveis, 2Taninos condensados.
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Com o protocolo utilizado, para a avaliacdo dos fendis totais presentes nos
extratos foram possiveis determinar por interpolacdo da absorvancia da amostra-
teste contra uma curva de calibragdo construida com acido galico. Os resultados séo

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Avaliacido de compostos fendlicos totais dos extratos

Extratos %FT gEAG/100g Amostra
CPG 56,496 56,50
FPG 20,443 20,44
CUT 36,491 36,49
CSA 43,060 43,06
CAO 38,007 38,01
RHP 8,544 8,54
MSC 3,190 3,19

*%FT = Porcentagem de teor de fendis totais

*gEAG/100g Amostra = Equivalente de acido galico por 100g da amostra testada.

CPG- casca do roma (Punica granatum); FPG- Folhas da goiabeira (Psidium guajava L.); CUT- Casca
de Unha de gato (Uncaria tomentosa); CSA- casca do barbatimao (Stryphnodendron adstringens);
CAO - Casca do cajueiro (Anacardium ocidentalis); RHP - Raiz de Garra do diabo (Harpagophytum
procumbens); MSC- Folhas de Meldo de Sao Caetano (Momordica charantia L.)

Considerando o microbioma normal oral de caes constituido por bactérias de
forma cocoide, Gram positivas, aerdbias, sem motilidade, ndo patogénicas como
Actinomycese Streptococcus spp (HAWKINS, 1997; SCHWACH-ABDELLAOUI et
al., 2000; GIOSO, 2007) verificou-se a agao de inibicdo (Figura 2) para o microbioma
normal de caes Labradores com os extratos testados conforme os graficos

apresentados nas figuras de 1 a 7.
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Figura 2: Representagao do método de difusdo em disco (FPG- Folha de goiabeira)
Placa de Petri com microbioma oral de Labradores com discos de 250 mg/mL, 125

mg/mL, 62,5 mg/mL, 31,25 mg/mL e 5 mg/mL apds 12 horas de encubagao. Fonte:
Arquivo pessoal.

A clorexidina 0,12% apresentou sensibilidade maior que todas as

concentragdes do extrato de Momordica charantia L. (MSC) (Grafico 1).
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Grafico 1 — Representagao do teste paramétrico da comparagcdo de médias dos halos em milimetros
observados para a determinagdo da sensibilidade antimicrobiana em microbiota oral de caes
Labradores contendo discos impregnados com os extratos de Momordica charantia L. nas
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concentragbes: 250 mg/mL; 125 mg/mL; 62,5 mg/mL, 31,25 mg/mL, 5 mg/mL e controle com
clorexidine 0,12%.

O extrato de Harpagophytum procumbens (RHP) nao apresentou
sensibilidade semelhante ao grupo controle de clorexidina 0,12%. Sendo observado
conforme o Grafico 2, que quando comparado o halo de inibicdo do RHP a
clorexidina 0.12%, os halos obtidos pela clorexidina demonstraram-se maiores
quando comparados aos halos obtidos pelo RHP.
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Grafico 2 — Representagao do teste paramétrico da comparagédo de médias dos halos em milimetros
observados para a determinagdo da sensibilidade antimicrobiana em microbiota oral de caes
Labradores contendo discos impregnados com os extratos de Harpagophytum procumbens nas
concentragbes: 250 mg/mL; 125 mg/mL; 62,5 mg/mL, 31,25 mg/mL, 5 mg/mL e controle com
clorexidine 0,12%.

A atividade antimicrobiana do extrato de Anacardium occidentalis foi
analisada por Melo e colaboradores (2006) e os resultados observados foram que o
extrato obteve efeito de inibicdo nas concentragbes de 0,31 mg/mL em bactérias
comuns do microbioma oral humano: Streptococcus mutans e Streptococcus mitis e
de 0,15 mg/mL em Streptococcus sanguis , sendo semelhantes aos resultados
encontrados comparados a clorexidina 0,12%. No presente estudo o extrato de
Anacardium occidentalis na concentracdo de 250 mg/mL também foi semelhante ao
halo de inibicdo obtido pela clorexidina 0,12% frente ao microbioma oral de

Labradores Retriviers (Grafico 3).
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Grafico 3 — Representagao do teste paramétrico da comparagao de médias dos halos em milimetros
observados para a determinacdo da sensibilidade antimicrobiana em microbiota oral de caes
Labradores contendo discos impregnados com os extratos de Anacardium ocidentalis nas
concentragbes: 250 mg/mL; 125 mg/mL; 62,5 mg/mL, 31,25 mg/mL, 5 mg/mL e controle com
clorexidine 0,12%.

O extrato Uncaria tomentosa (CUTI) demonstrou sensibilidade semelhante a

clorexidina 0,12% na concentracao de 250 mg/mL (Grafico 4).
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Grafico 4 — Representagao do teste paramétrico da comparagao de médias dos halos em milimetros
observados para a determinacdo da sensibilidade antimicrobiana em microbiota oral de caes
Labradores contendo discos impregnados com os extratos de Uncaria tomentosa nas concentragoes:
250 mg/mL; 125 mg/mL; 62,5 mg/mL, 31,25 mg/mL, 5 mg/mL e controle com clorexidine 0,12%.

O microbioma oral demonstrou maior sensibilidade antimicrobiana ao extrato

Psidium guajava L (FPG) quando comparado o halo de inibicdo da clorexidina a
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0,12% na concentracdo de 250 mg/mL, e na concentragdo de 125 mg/mi
apresentou-se semelhante a clorexidina 0,12% (Grafico 5).
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Grafico 5 — Representagao do teste paramétrico da comparagao de médias dos halos em milimetros
observados para a determinacdo da sensibilidade antimicrobiana em microbiota oral de caes
Labradores contendo discos impregnados com os extratos de Psidium guajava nas concentragoes:
250 mg/mL; 125 mg/mL; 62,5 mg/mL, 31,25 mg/mL, 5 mg/mL e controle com clorexidine 0,12%.

O extrato Stryphnodendron adstringens (CSA) demonstrou-se semelhante a

clorexidina 0,12% na concentra¢ao de 250 mg/mL (Grafico 6).
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Grafico 6 — Representacdo do teste paramétrico da comparagdo de médias dos halos em milimetros
observados para a determinagdo da sensibilidade antimicrobiana em microbiota oral de caes
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Labradores contendo discos impregnados com os extratos de Stryphnodendron adstringens nas
concentragbes: 250 mg/mL; 125 mg/mL; 62,5 mg/mL, 31,25 mg/mL, 5 mg/mL e controle com
clorexidine 0,12%.

No presente estudo o extrato Punica granatum na concentracdo de 250
mg/mL e 125 mg/mL apresentou halos superiores a clorexidina 0,12%, (CPG) e halo
semelhante a clorexidina a 0,12% na concentracéo de 62,5 mg/mL (Grafico 7).

Esses resultados corroboram com um estudo feito por Pereira et al., (2006)
que observaram atividade antimicrobiana in vitro do extrato hidroalcodlico da casca
do fruto da roma frente a linhagens comuns ao biofilme supregengival humano:
Streptococcus mitis, Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis, Streptococcus

sobrinus e Lactobacillus casei.
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Grafico 7 — Representacgao do teste paramétrico da comparagdo de médias dos halos em milimetros
observados para a determinagdo da sensibilidade antimicrobiana em microbiota oral de caes
Labradores contendo discos impregnados com os extratos de Punica granatum nas concentragdes:
250 mg/mL; 125 mg/mL; 62,5 mg/mL, 31,25 mg/mL, 5 mg/mL e controle com clorexidine 0,12%

Em um estudo feito por Evangelista et al., (2013), apenas 8% dos cirurgides-
dentistas humanos afirmaram ja ter indicado tratamento com plantas medicinais
como terapia para seus pacientes, e 90% dos Cirurgides-Dentistas participantes
alegaram nao estarem preparados para fazer este tipo de tratamento. Esses dados
sugerem que na odontologia humana poucos profissionais estdo preparados para
utilizarem tratamentos com o uso de plantas medicinais em seus pacientes, e na
medicina veterinaria sdo escassos 0s tratamentos para prevencao de doenca

periodontal em caes.
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Teixeira (2016), em seu estudo feito em Portugal, fez um levantamento onde
os inquiridos que nao eram Médicos Veterinarios, responderam que apenas 50%
dos Médicos Veterinarios examinam a cavidade oral de seus caes quando vao a
uma consulta. Teixeira afirma que os Médicos Veterinarios tém um elevado grau de
conhecimento sobre a doenga periodontal, todavia esse conhecimento decresce no
que toca a sua profilaxia.

Em resumo, o extrato de Punica granatum demonstrou maior halo de inibicdo
comparado aos grupos controles de clorexidina 0,12% nas concentragbes 250
mg/mL e 125 mg/mL. A Psidium guajava apresentou maior halo de inibicdo na
concentragdo de 250 mg/mL quando comparada a clorexidina 0,12%, Os extratos de
Anacardium ocidentalis, Stryphnodendron adstringens, Uncaria tomentosa,
Anacardium ocidentalis, L, Stryphnodendron adstringens, Momordica charantia L,
demonstraram-se semelhantes ao clorexidina 0,12%. Harpagophytum procumbens
néo apresentou estatistica significativa.

Ressalta-se a importancia deste trabalho que utilizou plantas medicinais
inéditas com acao antimicrobiana frente ao microbioma oral em caes, pois estudos
sobre plantas medicinais para o controle e prevencdo da doencga periodontal em
caes sio escassos, sendo assim destaca-se a inovacao de tratamentos utilizando as
plantas medicinais avaliadas como alternativa para a terapéutica odontologica

veterinaria.
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6. CONCLUSOES

Os constituintes fitoquimicos encontrados nos extratos foram alcaldides, compostos
fendlicos, flavanoides, saponina, taninos e terpendides.

A auséncia de heterosideos cardioativos sugere que nao ha toxicidade para todos os
extratos testados.

Os extratos: Mormodica charantia L., Uncaria tomentosa, Psidium guajava,
Stryphnodendron  adstringens, Punica granatum apresentaram atividade
antimicrobiana em todas as concentragdes testadas: 250 mg/mL, 125 mg/mL, 62,5
mg/mL, 31,25 mg/mL e 5 mg/mL.

O extrato de Harpagophytum procumbens nao apresentou atividade na
concentragdo de 5Smg/mL.

O extrato Anacardium ocidentalis apresentou atividade somente nas concentracoes
de 250 mg/mL e 125 mg/mL

O maior halo de inibicdo da Punica granatum (Roma) quando comparado aos
demais extratos, pode estar relacionado a maior atividade deste extrato,
provavelmente em funcao do alto teor de compostos fendlicos totais.
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