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ao tratamento preventivo por sua facilidade de uso e transporte
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RESUMO

Este estudo avaliou a acdo dos extratos hidroalcodlicos de cascas de Punica Granatum
Linn (Roma@) e das folhas de Myrciaria cauliflora (jabuticabeira) incorporados a uma bala
mastigavel, também desenvolvida no estudo, sobre trés linhagens de bactérias formadoras
do biofilme dental, Streptococcus Mutans, Streptococcus Sanguinis, e Lactobacillus
casei. Foram desenvolvidas duas formulacfes de bala, uma contendo sacarose e outra
contendo xilitol. Ambas as formulacdes foram incorporadas aos extratos para
determinacdo da atividade antimicrobiana, que foi determinada pelo método de
Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Inibitéria Minima de Aderéncia
(CIMA). As balas de xilitol contendo o extrato de Punica Granatum Linn inibiram a
aderéncia das cepas de Streptococcus mutans e Lactobacillus casei nas concentracdes de
20%, 5%, 2,5% e 1,25%. Os resultados obtidos incentivam a realizacdo de novos testes
no produto a fim de viabilizar seu consumo futuro com finalidade terapéutica e aplicacao

odontologica.

Palavras chaves: extratos vegetais, atividade antimicrobiana, odontologia.

ABSTRACT

This study evaluated the action of the hydroalcoholic extracts of Punica Granatum Linn
(Pomegranate) and Myrciaria cauliflora (jabuticaba) leaves incorporated in a chewable
bullet, also developed in the study, on three strains of bacteria forming Streptococcus
mutans, Streptococcus Sanguinis, and Lactobacillus casei. Two bullet formulations, one
containing sucrose and one containing xylitol, were developed. Both formulations were
incorporated into the extracts to determine the antimicrobial activity, which was
determined by the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Inhibitory

Adhesion Concentration (CIMA) method. The xylitol bullets containing the extract of
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Punica Granatum Linn inhibited the adherence of Streptococcus mutans and
Lactobacillus casei strains at concentrations of 20%, 5%, 2,5% and 1,25%. The results
obtained encourage new tests in the product in order to enable its future consumption with
therapeutic purpose and dental application.

Key words: plant extracts, antimicrobial activity, dentistry.

1. Introducao

Na maioria dos municipios brasileiros, a satde bucal constitui ainda um grande desafio
aos principios do Sistema Unico de Satde. Dentre os principais problemas combatidos
para a obtencdo de uma boca saudavel tem-se a carie dentaria, doenga infecciosa
relacionada a desmineralizacdo dentéria, por acdo de acidos produzidos por bactérias
capazes de formar biofilmes dentais (TEIXEIRA; BUENO; CORTES, 2010). O
crescimento bacteriano seguido da formacéo do biofilme e a producdo dos &cidos por
estes micro-organismos séo a causa da desmineralizacdo dos dentes, que atinge camadas
mais profundas dos dentes em dez dias (CARVALHO et al, 2018). Sem o tratamento
adequado, a erosdo provocada na estrutura dentaria progride até destruir totalmente a

estrutura dentaria (FEJERSKOV; KIDD, 2005).

Neste contexto, o Sistema Unico de Saude (SUS) criou a Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares (PNPIC), que visa utilizar da Fitoterapia como pratica
terapéutica a ser utilizada, mas para a Odontologia, esta pratica ainda é pouco utilizada,
apesar de muitos estudos estarem sendo realizados na area. (BRASIL, 2006). Por este
motivo, extratos vegetais estdo sendo incorporados nos produtos relacionados ao
tratamento das patologias bucais ou para minimizar os sintomas, por apresentarem
vantagens como por exemplo custo baixo, baixa toxicidade, facil manuseio e facil

aceitacdo popular (MOLINA et. al., 2010).
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Considerando-se que a cavidade oral é recontaminada com frequéncia, a aplicacdo local
destes compostos ou extratos também precisa ser frequente para que o resultado funcional
dos mesmos possa ser obtido. A frequéncia de aplicacdo, por sua vez, é facilitada se tais
compostos ou 0s extratos ativos forem veiculados em alimentos praticos, que possam ser
carregados na bolsa e que satisfacam o paladar para estimular a adesdo ao tratamento
preventivo. Um exemplo de ingrediente pratico como descrito acima é a bala, pois
permanece na cavidade oral por tempo suficiente para que o extrato exerca sua acao
antibacteriana. Estudos apontam fatores socioecondmicos como um dos fatores que

influenciam a incidéncia de carie na populacao brasileira (LOPES, 2014).

Punica Granatum Linn é planta da familia Punicaceae, que apresenta como acbes
farmacoldgicas atividade antioxidante, antisséptica, hipoglicémica e antimicrobiana, esta
ultima sendo capaz de inibir cepas de Streptococcus mitis, S. mutans, S. sanguinis, S.
Sobrinus e Lactobacillus casei presentes no biofilme dental (PEREIRA, et al., 2006).
Myrciaria Cauliflora pertencente a familia Myrtaceae, desempenha acfes anti-
inflamatorias, antivirais, hipolipidémicas, contribui na reducdo de doengas
cardiovasculares e também antimicrobiana frente a Lactobacillus casei e Streptococcus
mitis (CARVALHO et al., 2009).

O objetivo do estudo foi desenvolver formulacGes de bala fitoterapica a base dos extratos
da casca do fruto de Punica granatum Linn (romd) e de folhas de Myrciaria cauliflora
(jabuticabeira) e avalid-las quanto a atividade antibacteriana frente as bactérias

cariogénicas.

2. Material e métodos

Trata-se de um projeto experimental quantitativo, cujas atividades foram realizadas nos

laboratdrios de tecnologia de alimentos, microbiologia de alimentos, producdo de
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fitoterapicos e tecnologia farmacéutica do Centro Universitario Tabosa de Almeida

(ASCES-UNITA).

Obtencdo do material vegetal

As partes das plantas necessarias a obtencao dos extratos (frutos e folhas) foram coletadas
em plantac@es de propriedades particulares no municipio de Caruaru-PE e no Sitio Serra
Verde no Municipio de Riacho das Almas respectivamente. O material vegetal coletado
foi transportado para o laboratorio de fitoterapicos da ASCES-UNITA As partes das
plantas que incluiam ramificac@es, folhas, flores ou inflorescéncias e /ou frutos tambem
foram coletados para a producéo de exsicatas e estas enviadas a unidade do IPA (Instituto
Agrondmico de Pernambuco) no Recife para a confirmacéo da identificacdo botanica. Os
frutos foram lavados em &gua corrente e posteriormente separados em casca e mesocarpo,
sendo as cascas 0 material utilizado, e estas levadas para secagem em estufa a 33°C por
24h. As folhas da jabuticabeira foram lavadas em agua corrente e levadas para secagem
em Estufa Incubadora Demanda Bioquimica de Oxigénio (B.0.D.) a 50°C por 24h. Ap6s

este periodo os materiais foram retirados e levados para obtencgdo dos extratos.

Preparo dos extratos

Os extratos foram produzidos por maceragdo em solucéao hidroalcodlica: foram coletados
229,569 do material vegetal cascas do fruto de Punica granatum Linn (romd), e 1,414 Kg
de folhas de Myrciaria cauliflora (jabuticaba) e triturados com o auxilio de um
liquidificador industrial. O material vegetal foi posto em baldo de vidro e a este
adicionado etanol (casca de roma) e metanol (folhas de jabuticaba) a 80% v/v. Os frascos
foram protegidos com filme plastico e mantidos a temperatura ambiente durante 24 h, e
entdo foram realizadas trés renovacGes no extrato de jabuticaba e duas no de roméd, com

intervalos de 24h e filtrados. O filtrado foi evaporado em Estufa Incubadora Demanda
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Bioquimica de Oxigénio (B.0O.D.) a 50°C por 24h e posteriormente mantido em bécker e
protegidos com plastico filme. Ap6s a obtencdo dos extratos os mesmos foram

incorporados a bala mastigavel, cuja composicdo encontra-se descrita abaixo:
Obtencéo da bala mastigavel base

Foram preparadas as formulagdes cujas composicOes estdo descritas no Quadro 1. A
escolha de formulagfes com diferentes composicOes, sacarose e xilitol, deu-se devido
varios estudos apontarem a agdo antibacteriana do xilitol, desde que respeitem as
quantidades necessarias para obter esse efeito (ANVISA, 2001). Todos os ingredientes
de cada formulacao foram inicialmente pesados e misturados, com exce¢do da sacarose e
xilitol, aquecidos em banho de &gua a temperatura de ebulicdo, homogeneizados com
frequéncia até atingir a consisténcia de uma pasta pegajosa, esta foi incorporada ao agucar
de confeiteiro e/ou xilitol e extratos sob uma superficie limpa até que a massa se
apresentasse macia, maleavel, lisa e firme. (SERVICO BRASILEIRO DE RESPOSTAS

TECNICAS, 2006).

Determinacdo da Atividade Antibacteriana: Determinacdo da Concentracao Inibitéria
Minima (CIM) e Determinacao da Concentracgdo Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA)
Utilizou-se no presente trabalho linhagens bacterianas selvagens padronizadas de
Streptococcus Mutans, Streptococcus Sanguinis, e Lactobacillus casei, obtidas mediante
solicitacdo no Laboratorio de microbiologia da ASCES-UNITA. Para a realizacdo da
avaliacdo da acdo antimicrobiana frente aos micro-organismos foram utilizados dois
métodos: Determinagdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e Determinacgdo da
Concentracdo Inibitoria Minima de Aderéncia (CIMA) (BAUER, 1969; GEBARA,

1996). Todas as determinacgdes foram realizadas em triplicata.
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A Determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) do extrato Punica granatum
Linn de Myrciaria cauliflora frente as bactérias patdgenas supracitadas, foi realizada a
partir da técnica de pocos. Os inoculos foram preparados em solucdo salina de soro
fisioldgico, a partir de semeio por esgotamento feito anteriormente. A concentracéo
bacteriana na suspensdo foi determinada por comparacdo da turbidez a do tubo 0,5 da
escala de McFarland. Os micro-organismos, nas suspensdes preparadas foram semeados
no meio com o auxilio de um swab, em toda a superficie das placas de Petri contendo
agar Mueller-Hinton. Em seguida foram feitos trés pogos de 6 mm de diametro e, a estes,
adicionados 50uL do extrato bruto obtido em diferentes concentra¢bes partindo de
solucdes a 50 %, 25 %, 2,5 % (m/v) do extrato vegetal em soro fisioldgico. As placas
foram incubadas a 37°C por 24 horas, para posterior mensuracao dos halos em milimetros
(mm) com o auxilio de um paquimetro.

A determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima de Aderéncia (CIMA) da bactéria ao
tubo de vidro foi determinada na presenca de sacarose a 5% em 3,5mL de caldo Brain
Heart Infusion (BHI). Foi incorporado 1mL da suspensdo na concentracdo de 100%,
preparada a partir de 1,0g do extrato e diluido em 10mL de soro fisioldgico. Foram
realizadas diluicdes consecutivas de 20%, 5%, 2,5% e 1,25% do extrato em tubos de vidro
aos quais adicionou-se 0,5mL da suspenséo das respectivas cepas. Tais suspensdes foram
previamente preparadas em caldo Mueller-Hinton, por tempo suficiente para alcangar a
concentragdo de 10® UFC/mL ou turbidez equivalente ao do tubo niimero 0,5 da escala
de McFarland. Os tubos foram incubados a 37°C com inclinagdo de 30° e a leitura
realizada através da observacéo visual da aderéncia da bactéria as paredes do tubo apos a

agitacdo com a coloragéo azul de metileno.

Teste de caracterizagdo
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Para definir as caracteristicas das balas foram utilizados os seguintes parametros: Apos
analise de um més, observou-se que a bala apresentou uma textura macia e pegajosa, e de
média solubilidade em meio aquoso, ndo perdeu o brilho inicial. A bala que continha em
sua composicdo a sacarose apresentou coloracdo amarela e a que continha o xilitol
coloragéo esbranquicada e ambas ndo apresentaram mudanca na coloracdo. Todo material

obtido foi pesado uma vez na semana em balanca digital e ndo houve perda de material.

3. Resultados e discussao

Determinacédo da CIM

Considerando que os extratos da casca do fruto de Punica granatum Linn (romd) e das
folhas de Myrciaria cauliflora (jabuticabeira) foram capazes de inibir Streptococcus
Mutans, Streptococcus sanguinis, e Lactobacillus casei, 0s mesmos quando incorporados
a bala mastigavel continham concentragdes de 50%, 25% e 12,5% nao houve inibicao do
crescimento dos micro-organismos testados por nenhuma das formulacdes de bala de
sacarose com extrato de Punica granatum Linn (romd) e das folhas de Myrciaria
cauliflora (jabuticabeira) e nem de xilitol com extrato de Punica granatum Linn (roma) e

das folhas de Myrciaria cauliflora (jabuticabeira).

Determinacdo da CIMA

Todas as concentracOes testadas (20 %, 5 %, 2,5 % e 1,25 %) dos extratos da casca do
fruto de Punica granatum Linn (romd) e das folhas de Myrciaria cauliflora
(jabuticabeira) foram capazes de inibir a aderéncia de Streptococcus Mutans,
Streptococcus sanguinis, e Lactobacillus casei, corroborando os resultados verificados
por outros autores (PEREIRA et. al, 2006) (CARVALHO et. al, 2009) (ROCHA et al,

2013).

10
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As formulag6es produzidas com o extrato de Punica granatum Linn apresentaram maior
poder inibitorio a aderéncia das bactérias cariogénicas do que as formulacdes produzidas
com o extrato de Myrciaria cauliflora (Tabelas 1 e 2). Dentre as formulacGes produzidas
com extratos de P. granatum, a produzida com xilitol apresentou maior poder inibitério
(CIMA = 1,25 %) frente aos trés micro-organismos testados, enquanto as formulacoes
produzidas com sacarose apenas inibiram aderéncia de S. sanguinis (CIMA = 2,5 %). S.
sanguinis foi a cepa mais sensivel a presenca das formulacGes de bala com o extrato de

P. granatum quando comparadas a de L. casei e S. mutans (Tabela 1).

Considerando que o extrato de P. granatum isolado e com a formulacdo contendo xilitol
inibiu a aderéncia de todas as cepas, € provavel que a sacarose tenha interagido com
algum dos componentes ativos do extrato, reduzindo a atividade dos mesmos.

A prevaléncia de carie na populacdo pode estar relacionada a diversos fatores
socioculturais e socioecondmicos, como por exemplo, 0 acesso a saude, a falta de higiene
(demografia e saneamento), estilo de vida que se da pela ma alimentacdo proveniente do
processo de industrializacdo, que cada dia mais cresce 0 consumo dos mesmos, que por
sua vez possuem alto teor de acucar e carboidratos simples e desta forma podemos

considerar a carie como sendo um problema de saude publica (REIS; MELO, 2003).

Estudos mostram que nas industrias teve crescente aumento da utilizacdo de extratos e
corantes e edulcorantes naturais na busca de melhorias, principalmente nas questdes
sensoriais, e também pensando na satde dos consumidores, resultando em aceitacdo de
varias faixas etarias (JOHANN; GRAFF, 2014). Visto que as bactérias presentes na
cavidade oral fermentam carboidratos como sacarose, frutose, lactose e resultando na
producdo de &cido que vai levar a desmineralizacdo do esmalte dentario (LEITES;

SOUZA, 2006). Os resultados obtidos neste trabalho apontam a formulacdo de bala

11
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mastigavel de xilitol com extrato de P. granatum como mais indicada para a aplicacao
proposta (prevencdo de caries). A atividade inibitoria do extrato de P. granatum sobre a
aderéncia dos micro-organismos cariogénicos soma-se a atividade bem documentada do
xilitol, denominado como “agticar alcoodlico”, ndo-fermentativo, que estimula a salivacdo
sem aumentar producdo de acidos na placa dentaria e assim inibindo o crescimento de

Streptococcus mutans e Lactobacillus. (KANDELMAN, 1997; MAKINEN, 2000).

4. Conclusoes;

E possivel produzir uma bala mastigavel capaz de inibir o crescimento de diferentes
micro-organismos cariogénicos utilizando-se uma formulacdo com xilitol como
edulcorante e 1,25 % do extrato de P. granatum. Os resultados obtidos incentivam a
realizacdo de novos testes no produto a fim de viabilizar seu consumo futuro com

finalidade terapéutica e aplicacdo odontolégica.
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Tabelas

Tabela 1: Determinacdo da Concentracéo Inibitoria Minima de Aderéncia
(CIMA) da bala mastigavel com sacarose e xilitol incorporadas ao extrato de

Punica granatum Linn. (Roma).
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373

374

375

376

377

LINHAGEM

BACTERIANA

L. CASEI

S. MUTANS

S. SANGUINIS

L. CASEI

S. MUTANS

S. SANGUINIS

CONCENTRACOES DO EXTRATO DA CASCA

DO FRUTO DE ROMA (Punica granatum Linn)

SACAROSE
20 % 5% 25% 1,25 %
+ + + +
+ + + +
+ - - +
XILITOL
+ - - -
+ + - -

(+): formacao de biofilme visivel nas superficies dos tubos de vidro.

(-): inibicdo de formacéo de biofilme nas superficies do tubo de vidro.

Tabela 2: Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA) da

bala mastigavel com sacarose e xilitol incorporadas ao do extrato de Myrciaria

LINHAGEM

BACTERIANA

cauliflora (Jabuticabeira).

CONCENTRACOES DO EXTRATO DE
FOLHAS DE JABUTICABEIRA (Myrciaria

cauliflora)

17



378

379

380

381

SACAROSE

20 % 5% 2,5% 1,25 %
L. CASEI 0 0 + 0
S. MUTANS + + + +
S. SANGUINIS + + + +
XILITOL
L. CASEI + + + +
S. MUTANS + + + +
S. SANGUINIS W+ 0 + ¥
(+): formacao de biofilme visivel nas superficies dos tubos de vidro.
(-): inibicdo de formacdo de biofilme nas superficies do tubo de vidro.
Quadro
Quadro 1: Composicao das amostras de balas produzidas.
Composicgéo Amostras
C Cx J JX R Rx
Goma arabica 30g| 30g¢ 309 30g | 30g|30¢g
Acucar de confeiteiro | 10 g - 10¢ - 10¢g
(sacarose)
Xilitol - 10¢ - 10¢g 10¢g
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382

383

384

385

386

Xarope de milho (xarope de | 30 | 30 mL 30mL [30mL | 30 30

glicose) mL mL | mL

Glicerina pura para alimentos 15 | 15mL 15 mL 15mL | 15 15
mL mL | mL

Extrato hidroalcodlico do fruto | - - - - 859 | 85¢

de romé

Extrato  hidroalcodlico de | - - 4,47 g 4479 | - -

jabuticaba

Legenda: C - Controle, contendo apenas a formulacdo base da bala, tradicional, com

sacarose; Cx - Controle, contendo apenas a formulagéo base da bala, com xilitol; J —

Bala tradicional com extrato de Jabuticaba ; Jx — Bala com xilitol com extrato de

Jabuticaba; R— Bala tradicional com extrato de Roma; Rx — Bala com xilitol com

extrato de Roma.
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