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ABSTRACT

MENEZES. Marcio de Castro. Evaluation of the “in vitro” antimicrobial
activity of plant extracts front of dogs oral cavity microbiota.
Seropédica: UFRRJ, 2005. 44p. (Dissertagao, Mestrado em Medicina
Veterinaria, Clinica Medica).

For a long time, in human medicine, plants are being used as an alternative or
complementary therapy in infectious diseases in order to achieve its antibiotic
and/or antinflammatory effects, especially in oral hygiene and periodontal
disorders through the use of solutions or even the habit of chewing parts of these
plants. The present work was performed in order to evaluate the antimicrobial
activity of 12 extracts of plants front of the following dogs oral bacteria:
Streptococcus mitis, Streptococcus mulans, Staphylococcus aureus Streptococcus
oralis. Also it was determined Minimal Inhibitory Concentration of each extract
that presented some activity. For these analyses, Disk Diffusion Test as prescribed
by NCCLS and Plate Microdilution were performed. The obtained data showed
that 10 of the 12 extracts presented some antimicrobial activity, so a significative
number of extracts were effective against tested bacteria. Future studies of these
plants constitution will allow a better comprehension of bacterial inhibition
mechanism. Brazil wide biodiversity makes this kind of research of great
importance, since it could, in the future, contribute to the treatment of several
diseases of dogs, including oral ones.
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1. INTRODUCAO

Ha muitos anos, na medicina humana, algumas plantas s3o usadas como uma terapia
alternativa ou adjuvante em processos patologicos infecciosos com o intuito de desfrutar de
seus efeitos antimicrobianos. Tal préitica estende-se a higiene oral ¢ ao tratamento de
desordens periodontais, através do uso de enxdglies orais ou mesmo com a mastigagio
rotineira de gravetos ou outras partes dessas plantas, como € habito em alguns paiscs.

A maioria das doengas da cavidade oral possui estreito relacionamento com a
microbiota local, pois ela interage direta e/ou indiretamente no estabelecimento desses
processos patologicos, levando a sérios problemas e atuando como um grande e variado foco
de infeccido.

A doenca periodontal caracteriza-se como uma das principais afecgdes da cavidade
oral dos caes, levando a repetidas sessdes de tratamento cirtrgico, expondo os animais a risco
anestesiologico e a gastos elevados por parte de seus proprietrios. Além disso, predispde a
alteragdes em varios sistemas ou Orgdos, tais como: cardio-circulatorio, hepédtico, dsseo,
nervoso e renal.

A busca por extratos de plantas da flora brasileira que apresentem atividade
antimicrobiana se torna muito importante, uma vez que podem ser usados na profilaxia ou no
prolongamento dos resultados obtidos com o tratamento cirurgico da doenca periodontal,
diminuindo o risco e o custo terapéuticos, o surgimento de cepas bacterianas resistentes aos
antibio6ticos, e a ocorréncia de efeitos colaterais.

As plantas a serem testadas foram preparadas pelos pesquisadores do Nucleo de
Pesquisa em Produtos Naturais (NPPN) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

Atualmente, existem disponiveis um grande nimero de agentes quimicos que
possuem agdo antimicrobiana comprovada e diferentes formas de atuagdo sobre as espécies
bacterianas, representando o papel de importantes aliados na terapéutica veterindria.
Eniretanto, esses medicamentos podem causar diversos efeitos colaterais, principalmente
quando associados para obten¢fio de maior margem de seguranga.

A disponibilidade de literatura médico-veterindria sobre a avaliagdo e o emprego de
plantas com atividade antimicrobiana sobre a formagdo da placa dental ¢ muito restrita
quando comparada a medicina humana. O estudo detalhado dos principios ativos de plantas,
através de pesquisas e experimentos, deve ser feito visando a sua aplicagéo na profilaxia da
formagao da placa dental e da doenca periodontal que freqiientemente acometem os caes.




2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Microbiologia Oral

O reconhecimento da diversidade bacteriana na cavidade oral em diferentes fases da
vida do animal contribui para a compreensdo da etiopatogenia dos processos patologicos
orais.

Os fetos sdo considerados estéreis, ¢ a diversidade microbiana inicia-se na
amamentagiio com o contato com as bactérias provenientes da teta da mae, que utilizam o
leite como fonte nutricional ¢ multiplicam-se, colonizando a cavidade oral do filhote. A
erupgdo dentdria amplia essa diversificagdo devido a mudanga na alimentagao, do pH, no
habito de morder objetos, etc (JONES & LISKA, 1986).

A cavidade oral de cdes suporta uma concentragdo e uma variedade populacional
microbiana que ¢ distinta da encontrada na orofaringe, nasofaringe ¢ narinas (JONES &
LISKA, 1986). Na cavidade oral, ha bactérias aerébias, facultativas e anaerdbicas, sendo
considerada, portanto, contaminada. No entanto, a agdo antimicrobiana da saliva e o excelente
suprimento sangiiineo oral constituem barreiras naturais de defesa local (HEDLUND, 2002).
Nos primeiros dias de vida do animal ha predominantemente microbiota estreptocdcica
(90%), e ap6s a erupgdo dentéria, algumas espécies, tais como espiroquetas e bacterdides
comegam a habitar o sulco gengival. Assim, a microbiota oral tem 6timo potencial virulento
quando introduzida em outros tecidos (JONES & LISKA, 1986).

Na cavidade oral, as bactérias presentes comegam a colonizar varias superficies
orais, tais como dentes, lingua, gengiva, palato, etc. Essa colonizagdo se da através da
formagdo de verdadeiros nichos ecoldgicos (constituidos por varias bactérias e diferentes
compostos), chamados de biofilme bacteriano oral ou placa dental (LOESCHE, 1993).

H4 uma variedade grande de microorganismos que estdo presentes na cavidade oral,
que se dividem de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1: Bactérias isoladas com maior freqiiéncia na cavidade oral de cdes.

BACTERIAS AEROBIAS E BACTERIAS ESTRITAMENTE
ANAEROBIAS FACULTATIVAS ANAEROBIAS
Gram-positivas Gram-positivas
Streptococcus spp Peptostreptococcus spp
Actinomyces spp Actinomyces spp
Lactobacillus spp Eubacterium spp
Clostridium spp
Gram-negativas Gram-negativas
Neisseria spp Veillonella spp
Coliformes Fusobacterium spp
Compylobacter spp Wolinella spp
Capnocytophaga spp Bacteroides spp
Eikenella spp Prevotella spp
Actinobacillus spp Porphyromonas spp
Espiroquetas

Wiggs & Lobprise, 1997 (adaptado)

(o)



2.2. Patogenia da Doenca Periodontal

A inflamag#o do periodonto com presenga de exsudatos ¢ bridas € indicativo de uma
resposta imune local, sendo um fator importante na progresséio da doenga periodontal, que
depende da interagdo entre a microbiota presente € a resposta imunologica. Essa viruléncia
bacteriana pode ser explicada pela propria presenga da bactéria no local, assim como de seus
produtos (WIGGS & LOBPRISE, 1997), que terdao uma propriedade antigénica. Esse
processo localizado pode tornar-se uma infecgdo sistémica, pois bactérias presentes em lesdes
na cavidade oral podem penetrar na corrente sangiiinea ¢ se¢ acumular em outros drgéos,
principalmente nos rins, figado e corago, e neles causarem lesdes. A boca pode, portanto,
atuar como um foco de infecgdo (PENMAN, 1990; GOLDSTEIN, 1990 apud HARVEY &
EMILY, 1993) para o prdprio individuo.

Um trabalho americano feito por Nieves et al. (1997) pdde comprovar essa teoria,
comparando o isolamento de bactérias da placa dental ¢ do sangue durante e apés um
procedimento dental de rotina em ces. Os autores encontraram uma bacteremia em todos os
20 cdes estudados apos, aproximadamente, 40 minutos do procedimento, onde de 60 a 90%
dos géneros bacterianos encontrados na placa, se encontravam também no sangue desses
animais. Essa bacteremia, portanto, pode persistir apos o tratamento dentdrio, ndo estando
associada com a severidade da doencga dental.

2.2.1. A formaciio do biofilme

Devido a grande restrigdo de informagdes sobre a formagao do biofilme oral canino,
estdo referenciadas informagdes com base em estudos orais no homem.

Uma das comunidades de biofilme mais estudadas é o biofilme oral, mais conhecido
como placa dental. Este sistema ¢ particularmente complexo, consistindo em vérias espécies
bacterianas, incluindo bactérias patogénicas conhecidas ndo sendo tipicamente associadas
com a cavidade oral (KOLENBRANDER, 2000).

A superficie do dente adsorve seletivamente virias glicoproteinas é4cidas da saliva
(mucinas), formando a Pelicula Adquirida do Esmalte (PAE), uma camada membranosa
amorfa que recobre toda a coroa dentaria. Apos a formagdo dessa pelicula, ha a adsor¢do
continua de bactérias especificas da saliva que crescem e se multiplicam, formando acimulos
chamados de placa dental ou biofilme bacteriano dental. Com isso, hd a interagdo de outras
espécies bacterianas presentes na cavidade oral, onde provavelmente serfo as bactérias
predominantes da placa envelhecida, havendo uma sucessdo bacteriana que difere entre placas
de superficies lisas e fissuras (LOESCHE, 1993).

No que diz respeito ao cdo, no comego da formacdo da placa dental, ocorre a
predominadncia de bactérias Gram-positivas, aerdbias e anaerébias facultativas sem
motilidade, principalmente Streptococcus sanguis e Actinomyces viscosus. Essa placa se
forma com mais intensidade durante o periodo de repouso, onde ndo hé a presenga de comida
e menor atividade oral. Posteriormente, ha a formagdo da placa subgengival, havendo
inicialmente, pouca diferenca entre a microbiota da placa supragengival e subgengival.
Entretanto, com um continuo acimulo de bactérias, haverd uma mudanga na populagdo
microbiana, passando entdo, a predominar bactérias Gram negativas e anaerObias com
motilidade, sem decréscimo, no entanto, das aerébias. Em cdes, as bactérias anaerdbias
constituem apenas 25% da microbiota subgengival em uma gengiva sadia. Entretanto, esse
percentual poderd aumentar para 95% em cédes com periodontite (WIGGS & LOBPRISE,
1997; GIOSO, 1999).

A placa dental pode ser classificada como supragengival ou subgengival.



2.2.2. Placa dental supragengival

Localizada sobre as coroas dentérias, a placa supragengival € composta inicialmente
por estreptococos alfa-hemoliticos (grupo viridans). Bacilos Gram-positivos constituem
pequena porgdo dessa microbiota, ¢ ap6s o primeiro dia de desenvolvimento, a proporgio de
estreptococos cai para 45% enquanto que a de cocos Gram-negativos anacrobios aumenta
para aproximadamente 20%. Apds 0 terceiro dia, espécies anaerdbias e facultativas passam a
predominar enquanto os bacilos Gram-negativos anaerdbios correspondem a 25%. Com o
desenvolvimento da placa, bacilos Gram-negativos anaerobios s¢ multiplicam devido as
condi¢des ambientais que as favorecem (WOOD et al., 2000).

2.2.3. Placa dental subgengival

Esta localizada no sulco gengival ou bolsa periodontal, ¢ sua composicdo dependera
do grau da doenga periodontal instalada: a medida que ela progride, a propor¢do de cocos €
bacilos Gram-positivos diminui, enquanto aumenta a de bacilos Gram-negativos
(principalmente anaerobios) e de microorganismos espiralados. A diferenga na composi¢ao
dessa microbiota da-se pelas caracteristicas ambientais do sulco gengival, destacando-se a
maior disponibilidade de nutrientes do exsudato gengival. Na colonizagdo das superficies
lisas, 0s COCOS Zram-positivos aparecem oMo 0S primeiros colonizadores, sucedidos por uma
microbiota composta por bastonetes gram-positivos. A medida em que a placa envelhece, a
proporgdo de bastonetes e cocos gram-negativos aumenta, seguidos por bactérias gram-
negativas dotadas de motilidade (SOCRANSKY er al., 1998).

Em humanos, as fissuras oclusais sdo invadidas por bactérias e particulas de
alimentos, que sdo comprimidos na mastigacdo. A composigdo da microbiota da fissura €
muito dificil de ser analisada, pois essas fissuras sio microscopicas. Porém, Loesche (1993)
desenvolveu um método de analise dessa microbiota através de fissuras artificiais. Com isso,
o autor pode concluir que a microbiota era composta essencialmente por estreptococcus (S.
sanguis, S. mitis e S salivarius), diferindo, portanto da microbiota da placa. Esses achados
sugerem que as areas retentivas dos dentes podem ndo estar sujeitas ao fendmeno de
aderéncia seletiva, mas sim a uma captura passiva ¢ retengao de microorganismos salivares.

Essa teoria pode ser aplicada aos cdes, apesar da arcada dental canina ser bem
diferente da dos humanos. Nos cies, os dentes sdio mais espagados ¢ quase ndo ha fissuras
oclusais. Essa caracteristica anatdmica dos cdes somada a outros fatores como dieta pobre em
carbohidratos de baixo peso molecular (principalmente sacarose), pH da boca mais basico do
que a do homem e maior atrito entre 0s dentes ponteagudos, conferem ao cdo um baixo
percentual de aparecimento de céries (menos de 5% dos casos), podendo aparecer
principalmente nos molares inferiores e superiores, que possuem a fossa oclusal. Além disso,
os clies quase ndo mastigam o alimento, o que faz com que a retengdo desses
microorganismos salivares seja de forma passiva, pouco dependente da a¢do mecanica da
mastigagao.

Na formagdio da placa dental, hd mecanismos de aderéncia bacteriana a PAE
formada, pois tanto a bactéria quanto a PAE possuem carga negativa, havendo uma repulsdo
elétrica. Um dos mecanismos presente nessa interagéo sao as pontes de célcio. O célcio, que
pode ser abundantemente encontrado na saliva, serve como um mecanismo de ligagdo entre
duas entidades de carga negativa, por ser um cétion divalente capaz de formar duas ligagdes
idnicas com compostos diferentes. Outros mecanismos se referem as liga¢des de hidrogénio
do polissacarideo bacteriano com a superficie do dente ou interagdes celulares especificas de
adesdo célula-substrato (adesdo entre os primeiros colonizadores ¢ a PAE), célula-célula
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concentragdo de bactérias. O célculo dental geralmente ocorre em areas com inflamagdo
cronica com camada superficial de placa bacteriana (LOESCHE, 1993).

2.2.5. Placa x Doenca

Cada doenga da cavidade oral est4 relacionada com diferentes espécies bacterianas
ou complexos microbianos, onde de acordo com Loesche (1993) a placa dental pode ser
classificada em trés categorias: placa ndo associada a doenga, placa associada a carie e placa
associada a doenca periodontal, onde os dois ultimos tipos de placas associadas a doengas
podem ser observadas simultaneamente na cavidade oral.

A importancia de se estudar a formagao desses biofilmes estd na adogdo de medidas
profilaticas importantes com o objetivo de melhorar a saiude dos animais ¢ dos humanos. Com
a diminui¢do da formagdo desses biofilmes orais, 0 aparecimento de doengas periodontais
consegilentemente diminuird, pois a placa dental é o inicio da instalagdo de uma
periodontopatia (LOESCHE, 1993).

2.3. A Doenga Periodontal

Dentre as afecgdes da cavidade oral, a doenga periodontal ou periodontopatia merece
atengdo especial por apresentar alto indice de ocorréncia. Segundo Eisner (1986) e Harvey &
Emily (1993), 85% dos cdes, cujos proprietarios procuram assisténcia veterinaria, sofrem
dessa doenca. Este elevado percentual pode também ser explicado pela domesticagdo dos
céies, que levou a uma mudanga significativa na sua dieta, que apesar de balanceada, ndo
apresenta a consisténcia necessaria ao atrito com a superficie dentdria, como ocorria na
natureza.

Periodontologia € o estudo do periodonto, estando ele sadio ou nao, bem como o
estudo de seu tratamento. Periodontium vem do latim e do grego e significa "ao redor do
dente". A verdadeira anatomia do periodonto ¢é restrita ao tecido conectivo entre o dente, o
osso alveolar (periésteo alveolar) e o ligamento periodontal. Entretanto, clinicamente e na
pratica, se considera o periodonto, aqueles tecidos que suportam e protegem o dente, tais
como o alvéolo, o cemento, a membrana ou ligamento periodontal ¢ a gengiva (WIGGS &
LOBPRISE, 1997).

A doenga periodontal € o processo em que consiste de varios estagios de perda
progressiva das estruturas periodontais, aparentando um processo ciclico, de intervalos
recorrentes de destrui¢do ativa (periodontite) e laténcia ndo sendo uma seqiiéncia continua
linear. O termo doenga periodontal se refere a inflamagdo da gengiva ou periodonto, suas
alteragdes recessivas ativas ou aqueles estados de alteragio com ou sem doenga ativa.
Periodontite ¢ definida como um estado de doenca ativa do periodonto. Isto significa que um
animal pode estar num estagio 1l de doenga periodontal, mas se a doenga ativa vem sendo
controlada, a periodontite ou gengivite pode ndo estar presente (WIGGS & LOBPRISE,
1997).

Para se adotar medidas preventivas no controle da formagdo da placa dentdria, ¢
necessitio conhecer os mecanismos envolvidos na sua formagdo. O primeiro estudo que
mediu a variagio de pH da placa dentdria foi feito por Stephan (1940) que montou um
dispositivo que media a variagdo de pH da placa de humanos apés o consumo de sacarose,
obtendo assim, a chamada curva de Stephan, que representa a variagdo do pH da placa ap6s a
ingestdo de carboidratos.

Porém, essa variagdo de pH ndo se d4 apenas pela ingestdo de carboidratos. A acidez
entorno dos dentes ocorre por varios motivos, tais como: namero € espécies de bactérias
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presentes, capacidade da saliva de atuar como tampdo, pelo tipo de dieta (principalmente a
grande ingestdo de agicar), pelo fluxo e viscosidade da saliva, entre outros fatores. Para que
haja adesdo bacteriana na formagéo da placa dentaria, € necesséria a formagdo de polimeros
extracelulares, que podem ser produzidos a partir de qualquer fonte de carbono fermentavel,
porém, os polissacarideos formados da sacarose possuem grande importincia. Para a
formagdo desses polissacarideos extracelulares, é necessaria a produgdo de uma enzima
bacteriana chamada de glicosiltransferase, que age degradando a sacarose, podendo, a partir
dai, polimerizar a glicose formando polimeros degradéaveis (dextrano) e ndo degraddveis
(mutano) (THYLSTRUP & FEJERSKOV, 2001).

Frostell (1964) estudou a relagdo entre placa dentéria e a produgdo de 4cidos pelas
bactérias. Suspendendo por dois dias a higienizagao oral de voluntdrios humanos, o autor
determinou quantitativamente a producao de acidos em suspensoes de placa, comparando com
diferentes carboidratos. Com isso, pode-se concluir que a produgfio de acido a partir de
glicose, sacarose, frutose ¢ maltose ¢ muito mais rapida quando comparada com o amido e
lactose.

Assim, para avaliar os efeitos da sacarose da dieta na composi¢do microbiologica do
biofilme dentario, Staat (1975) submeteu 8 pessoas a dois periodos sem higiene bucal,
oferecendo dietas com alta e baixa quantidade de sacarose. A placa obtida apés o consumo da
dieta rica em sacarose continha, significativamente, mais microorganismos, porém, a
quantidade da placa formada ndo se alterou. Os microorganismos identificados na placa
foram: Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis e Streptococcus salivarius. Na placa de 4
dias a porcentagem de S. mutans em relagio ao total de estreptococos foi, em média, 2,1% nas
dietas com alta quantidade de sacarose € de 0,7% nas dietas com baixa quantidade de
sacarose, e na placa de 12 dias a percentagem de S. mutans foi de 1,6% e 0,5%
respectivamente. Por isso, pode-se sugerir que o efeito da sacarose da dieta na composi¢do
bacterioldgica da placa ocorre em fungdo da idade da placa, onde o aumento do nimero de
microorganismos associados a cérie se da principalmente nos periodos iniciais de maturaciio,
bem como a diferenciagdio dessas bactérias.

Com o objetivo de estudar os fatores que levam a desmineralizagdo do esmalte
dentsrio, Zero ef al. (1986) avaliaram in situ o papel do polissacarideo intracelular de reserva
produzidos pelas bactérias da placa dental. Massas bacterianas provenientes de culturas de S.
mutans, S. mitis, S salivarius € A. viscosus, (em caldos a 0,25% e 2.2% de glicose) foram
colocadas em um dispositivo intrabucal palatino, que permaneceu por 45 minutos em 3
voluntérios humanos. Bochechos foram realizados no primeiro minuto de uso com solugdio de
sacarose ou glicose a 10%. A maior desmineralizagdo do esmalte e queda de pH ocorreu nas
placas de S. mutans cultivadas com glicose 2,2%, independente da realizagdio do bochecho, o
mesmo ocorrendo com S. sanguis e S. mitis, porém, em menor grau. Os S. salivarius ¢ A.
viscosus ndo causaram desmineralizagdo. Assim, concluiram que a produgdo de acidos pelas
bactérias da placa a partir de fontes endogenas de agticar ¢ um fator importante na
desmineralizagdo do esmalte dentario. Além disso, os autores puderam concluir que apesar
das placas dentdrias obtidas de culturas de § mutans suplementadas com sacarose
apresentarem menor quantidade de células e menor capacidade de diminuir o pH “in vitro”,
elas levam a uma maior desmineralizagdo do esmalte in situ, devido, provavelmente, a
presenga de matriz extracelular, constituida em sua maior parte por glucanos, que atuariam
como barreiras de difusdo, limitando a saida dos acidos € o acesso dos tampdes salivares a
camadas profundas da placa.

A periodontite ocorre de muitas formas, podendo ter diferentes causas, €
normalmente se desenvolve a partir de uma gengivite, porém, nem toda gengivite ndo tratada
desenvolve uma periodontite. Na ocorréncia de periodontite, o corpo se defende ao ataque




para controlar a afec¢do, podendo resultar em perda das estruturas do periodonto € na
progressio dos estagios de doenga periodontal (GIOSO, 2002).

Em animais e humanos, uma séri¢ de doengas tem sido relacionada com a doenga
periodontal. Em humanos, recentes pesquisas comprovam o envolvimento de doengas
cardiovasculares, tal como o infarto agudo do miocardio, além do infarto cerebral. Um
trabalho feito no Reino Unido (DeSTEFANO et al., 1993) estudou a associagao entre uma
pobre satde oral com a mortalidade geral, envolvendo 10.000 pacientes humanos. Pode-se
concluir que as pessoas do estudo com doengas periodontais tinham 2,6 vezes mais chances
de morrer antes de seu décimo ano quando comparadas aquelas que possufam uma boa saude
oral.

Estudos similares tém sido feitos em cdes, como uma pesquisa realizada no Kansas
(DeBOWES, 1998), onde se estudou a relagéo entre a doenga periodontal ¢ as doengas
hepaticas, cardiacas e renais. Um estudo comparativo em animais foi feito utilizando 39.556
cdies e 13.924 gatos, divididos em 3 categorias de acordo com a idade, para mostrar que a
doenga dental foi a mais diagnosticada em ambas as espécies € em todas as categorias
estudadas. Esses estudos indicam que a doenga periodontal € a doenga mais comum de cdes e
gatos adultos, enquanto sugere que uma pobre satde oral pode afetar diretamente sua saude
geral.

Tem-se também que nos conscientizar do fato de que a doencga periodontal € uma
enfermidade infecciosa, onde as bactérias envolvidas nesse processo podem ser passadas do
animal para o homem e vice-versa. Por isso, deve-se ter cautela, evitando o contato muito
proximo com o animal ji que eles podem ser considerados como reservatorios de patogenos
causadores das doengas periodontais (WIGGS & LOBPRISE, 1997).

Dentre os sintomas e sinais associados com a doenga periodontal, podemos
encontrar: edema e inflamagiio gengival, deposigdo de placas e calculos dentéarios, exsudato,
ulceragdes, retragdo e sangramento gengival, mobilidade e perda dentéria. (NISENGARD &
NEWMAN, 1997)

A doenga periodontal tem sido descrita como uma infecgdo multifatorial. Placa,
microbiota, calculos, imunossupresséo, fatores genéticos e raciais, espécie, satde geral, idade,
cuidados de higiene oral, saliva, uso de artificios mastigatorios e irritagdo local sdo os fatores
gerais mais comuns para o aumento da suscetibilidade e da progressdo da periodontite.
Entretanto, apesar de todos esses fatores interferirem no aparecimento da doenga, a etiologia
primaria do processo estd relacionada a placa bacteriana. Estudos epidemiologicos tém
indicado que os fatores etiologicos da doenga periodontal em caes s3o similares aqueles em
humanos (WIGGS & LOBPRISE, 1997).

2.4. O Uso das Plantas

Nos dias atuais, mesmo com o grande desenvolvimento de farmacos obtidas por
sintese organica, os produtos naturais continuam desempenhando um papel de destaque na
medicina e na satde. Mais de 25 % dos medicamentos em uso sdo derivados naturais ou
produtos semi-sintéticos de origem natural. Nos paises em desenvolvimento da América
Latina, e em particular no Brasil, a percentagem de utilizagio de produtos naturais pela
populagdo vem aumentando substancialmente, revelando a importancia do conhecimento da
quimica das plantas utilizadas para estes fins. Considerando 119 farmacos derivadas de
plantas em uso em vrios paises, 74 % foram descobertos através de estudos dirigidos para o
isolamento de constituintes quimicos de plantas usadas na medicina tradicional (VIEIRA &
BOLZANI, 2000).




O Brasil é um dos 14 paises com grande biodiversidade contendo mais de 10% de
todos os organismos descritos na Terra. Das plantas floriferas conhecidas, aproximadamente
55.000 espécies, cerca de 22% destas, ocorrem no Brasil, principalmente nas regides da
floresta amazoOnica, mata atlantica e cerrado. Uma vasia quantidade de espécies de plantas
brasileiras permanece sem qualquer estudo quimico ou biologico e representa um potencial
econdmico valioso. A biodiversidade brasileira estd ameagada pela grande extinclio de
espécies, o que sem duvida causara nio apenas a perda de substancias de valor terapéutico,
como também o seu codigo de expressdo genética, impossibilitando a manutenciio deste
grande manancial quimico. Uma estratégia para o desenvolvimento do Brasil na érea de
produtos naturais seria proteger ¢ promover a exploragiio racional da sua biodiversidade como
uma fonte de novas substincias de utilidade para os humanos e também para 0s animais, pois
além da importancia da satide e bem-estar desses animais, € importante lembrar quc, cuidando
da satde deles, consequentemente, a nossa satide também seré cuidada (MEDAGLIA, 2004).

Estima-se que haja cerca de 50.000 plantas medicinais com potencial de cura no
Brasil, porém menos de 10% delas ja foi cientificamente estudado. Num pais como 0 nosso.
onde a populagdo carente ndo s6 tem dificuldades para obter os medicamentos convencionais,
mas também adoece com grande freqiiéncia, 0 uso criterioso da fitoterapia no sistema publico
de satde pode ser uma alternativa para a redugio do custo com medicamentos administrados ¢
fornecidos a populagdo. Implantar a fitoterapia no sistema de saude envolve diversos
profissionais, como médicos, farmacéuticos € agronomos, entre outros. Além disso, €
necessario conhecimento técnico sobre as plantas, seus efeitos terapéuticos e toxicos, qual
parte da planta devera ser utilizada, via de administragdo € um bom banco de dados de
referéncias bibliograficas. Tudo isso s6 € possivel através da pesquisa continua, desenvolvida
dentro das universidades e de grandes centros de estudo (MEDAGLIA, 2004).

Em comunidades onde ndo ha assisténcia odontologica disponivel ou ndo possuem
condigdo para tal, como as indigenas, por exemplo, 0 uso de plantas medicinais consagradas
pelo seu efeito curativo se torna um grande aliado. Um trabalho feito por Santos ef al. (2004)
em tribos indigenas do Acre, pode pesquisar as principais plantas usadas por esses indios para
tratar as mais diversas afecgdes orais, totalizando mais de 50 espécies vegetais. Algumas
dessas plantas possuem respaldo cientifico com relagio aos seus efeitos, porém, a maioria
delas ¢ usada pela crenga ou costume indigena. Dentre as plantas usadas para combater as
infecgBes orais, podemos citar o Ananas (Ananas sativus), © Camboté (Jacaranda procera), a
Copaiba (Copaifera officinalis), a Ipetva (Tecoma impertiginosa), © Jerimum (Cucurbita
pepo) e a Andiroba (Carapa guyanensis). Ao examinar os indices de cérie dessa populagao,
os autores puderam concluir também que apesar deles nio possuirem nenhum tipo de
higienizagdo oral, a média geral dos indices de carie das aldeias analisadas estd dentro do
limite aceitavel pela Organizagdo Mundial de Saude, fator esse que pode ser explicado ndo s
pelo uso dessas plantas medicinais, mas, principalmente, pelo tipo de dieta que os indios tém,
com baixo nivel de sacarose.

Em Medicina Veterinaria, observa-s¢ que, de modo geral, os proprietarios tém
grandes dificuldades em realizar a higienizagio oral dos caes, favorecendo a aquisi¢do de
doencas periodontais com grande facilidade. Somam-se a esse fato, varios fatores que acabam
por auxiliar no agravamento do quadro clinico desses animais, tais como a raca, a anatomia da
arcada dental, fatores imunolégicos e doengas concomitantes. Assim, cada vez mais se busca
o potencial curativo das plantas, ¢ o estudo sobre aquelas espécies que apresentam efeito
antimicrobiano progride em grande velocidade. Varios trabalhos abordam espécies brasileiras
(LOPES, 1991; McCHESNEY et al., 1991; PERES ef al., 1997; GNAN & DEMELLO, 1999;
BIAVATTI ef al., 2001), definindo-se, na maior parte deles, as substancias responsaveis por
este efeito.




2.4.1. Estudos na medicina humana

A atuagdo de extratos € constituintes isolados de plantas, sobre microorganismos
causadores da doenga periodontal em humanos, vem sendo comprovado em ensaios “in vitro .
(TAIWO er al., 1999; CAl et al., 2000; HO et al., 2001a; HO er al. 2001b; SUN er al., 1996).

Virios estudos clinicos também ja foram realizados, utilizando-se enxagiie oral com
extratos das plantas ou solugdes obtidas a partir dos extratos ou de seus constituintes isolados
(BUSSCHER et al.,1992; VAN DER WEIDEN et al., 1998; TENENBAUM et al., 1999;
JAGTAP & KARKERA, 2000; GONZALEZ et al., 2001), bem como a exposigdo direta a
partes frescas das plantas, como casca, gravetos ou sementes (MIRANDA et al, 1996;
ADERINOKUN et al., 1999; DAROUT et al., 2000).

Yatsuda et al. (2005) comprovaram as propricdades antiplaca ¢ anticarie do Guaco
(Mikania glomerata e Mikania laevigata), uma planta indicada na medicina popular para
problemas respiratorios. A agdo terapéutica do Guaco foi confirmada mesmo em baixas
concentragdes, onde os autores verificaram que a planta foi capaz de inibir o crescimento
bacteriano de estreptococos do grupo mutans.

Li et al. (1997), e Tichy & Novak (1998) trabalharam com compostos
antimicrobianos de plantas contra patogenos orais do homem. No estudo de Tichy & Novak
(1998) obtiveram resultados satisfatérios também na extragdo ¢ identificacdo destes
compostos naturais.

Fernandes Filho et al. (1998) em outro estudo brasileiro avaliaram a atividade de um
oleo essencial de uma planta nordestina, conhecidas por sua forte agdo bactericida. Os
autores puderam observar que tal 6leo inibiu 12% e reduziu 6% da placa bacteriana da
microbiota oral do homem.

Pinheiro (1987) avaliou o efeito dos extratos de guarana e de Stevia rebaudiana
bertoni. e do esteviosideo sobre a sintesc de polissacarideos extracelulares insoluveis e sobre
a produgao de 4cidos de fermentagdio da placa dentéria de criangas “in vitro”. Tanto o extrato
de guarand quanto o de Stevia rebaudiana bertoni estimularam a fermentagao da placa
dentaria “in vitro”, porém, o extrato de guarané néo teve nenhuma aclio inibitoria sobre a
sintese de polissacarideos extracelulares insoliveis, ao contrdrio do extrato de Stevia
rebaudiana bertoni. O esteviosideo, por sua Vez, inibiu significativamente a sint¢sc de
polissacarideos insolaveis da placa dentaria, apesar de nao ter apresentado uma diminuigio da
fermentacéo da placa. Assim, o autor pode concluir que os produtos testados tém uma acio
antiplaca, indicando-os na prevengdo de patologias orais.

Segundo Wolinsky e al. (1996), alguns extratos aquosos de plantas medicinais
podem reduzir a habilidade de alguns estreptococos em colonizar a superficie dentaria,
atuando como antiagregantes, porém sem inibigdo do desenvolvimento da bactéria, ndo
predispondo a formag3o da placa bacteriana. No estudo realizado por Sun et al. (1996), houve
inibicdio de 73,9% dos patogenos orais do homem (estreptococos, actinomices € bacterdides)
a0 utilizar uma planta do género Flos em uma concentragdo abaixo de 6,25 mg/ml. Dé uma
olhada nas novas normas, pois ACHO que a forma correta de escrever agora €: 6,25mg. ml™.

A atividade antibacteriana da espécie Drosera peltata, por exemplo, foi estudada por
Didry et al. (1998), pois as folhas dessa planta sio normalmente usadas para higiene oral de
nativos franceses. Através dos resultados, os autores puderam concluir que a planta pode ser
usada no tratamento de infecgdes orais, pois o extrato inibiu o crescimento de bactérias
cariogénicas tais como Sireptococcus mulans, Streptococcus sobrinus e Streptococcus rattus.
Essas bactérias sdo moderavelmente resistentes a antibidticos e outros agentes
antimicrobianos como o clorexidine, tornando os agentes fitoterapicos de grande auxilio na
prevengo da cérie e da doenga periodontal.
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Outra planta usada na medicina tradicional coreana, indicada para doengas do trato
digestivo é a Curcuma xanthorrhi, que foi estudada por Hwang e al. (2000). Eles puderam
comparar o efeito antimicrobiano contra patégenos orais, tendo o clorexidine como um
controle positivo do extrato dessa planta. Os resultados mostraram uma alta inibi¢do do
crescimento de Streptococcus spp, podendo ser comparada com agdo do clorexidine. Porém,
outras bactérias orais tais como Lactobacillus spp se mostraram resistentes a esse extrato.
Entretanto, o extrato estudado possuiu significativa atividade antibacteriana em geral, sendo
indicado seu uso em procedimentos dentais ¢ na prevengdo de doengas periodontais.

Em um estudo brasileiro realizado por Modesto et al. (2001), verificaram que 0 uso
de dentifricio acrescido do extrato de Calendula officinalis ndo apresentou efcito
antimicrobiano, independente da concentracéio e da origem do in6culo da saliva de bebés.

Num estudo realizado com extrato de cebola sobre agentes causadores da cdric ¢ 0s
principais agentes causadores da doenga periodontal em pacientes humanos, demonstrou-se
que houve decréscimo significativo sobre a atividade antimicrobiana (KIM, 1997).

Com o objetivo de isolar a substdncia responsavel pela inibicdo do crescimento
bacteriano de plantas, Park er al. (2003) isolaram do extrato metandlico de Morus alba, o
composto chamado de “Kuwanon G”. A atividade antimicrobiana contra patogenos orais
dessa substincia foi investigada ao realizar-se o teste da concentragfo inibitoria minima e da
contagem de células vidveis. Assim, “Kuwanon G” inibiu o crescimento de vdrias bactérias
orais, tais como: Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Streplococcus sanguis,
Porphyromonas gengivalis. A concentragdo inibitoria minima e o teste bactericida também
foram determinados contra Streptococcus mutans, encontrando-se valores de 8 pg/mL e 20
pg/mL/min respectivamente. Além disso, esse agente causou marcado dano morfologico da
parede celular bacteriana e condensagdo de seu citoplasma, observadas através de microscopia
eletronica.

Em um trabalho de revisdo, Wu ef al. (2001) relatam que na cultura de alguns paises
usam-se fregilentemente métodos simples e naturais de higienizagao oral, por serem
disponiveis e de baixo custo. Na Asia, Africa e algumas regides da América as pessoas
mastigam gravetos selecionados e preparados de ramos, hastes ou raizes de uma variedade de
espécies de plantas. Quando de uso apropriado pode servir como um eficiente método de
“escovagio” dentaria, remogdo da placa e na prevengiio de céries devido a um efeito
combinado de limpeza mecanica e salivacdo aumentada, sendo também sugerido que
substancias antimicrobianas oriundas destas plantas atuam contra uma variedade de
microorganismos orais. Assim a Organizagdo Mundial de Saide (1987) também incentiva seu
uso.

Um recente estudo clinico foi realizado por Almas & Al-Zeid (2004) com o objetivo
de avaliar a atividade antimicrobiana de gravetos mastigatorios da planta Salvadora pérsica
sobre Streptococcus mutans e Lactobacillus spp presentes na saliva de voluntarios humanos,
que passaram por procedimentos diferentes, sendo divididos em quatro grupos: escovacdo
com escova dental, mastigagdo dos gravetos, bochechos com o extrato da planta numa
concentragdo de 50%, ou usando solugdo salina como grupo controle negativo. Assim, o nivel
de Strepiococcus mutans € Lactobacillus spp foi mensurado usando-se um kit comercial. Os
resultados mostraram que houve uma grande redugio de Streptococcus mutans em todos os
grupos testados ¢ quando comparamos os grupos, a redugdo dessa bactéria foi
significantemente maior quando se usou o graveto mastigatorio do que quando se usou a
escova dental, porém, ndo houve redugéo significativa no Lactobacillus spp.

Muitos desses gravetos utilizados em alguns paises na profilaxia ¢ higiene dental
tém mostrado agdes antiplaca e antibacteriana em estudos cientificos. Assim, Almas (2004)
comparou o efeito antimicrobiano do extrato aquoso de dois gravetos mastigatorios
(provenientes de plantas diferentes) em diferentes concentragdes. Ambos os extratos foram
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eficientes na concentragio de 50% em inibir o crescimento de Streptococcus mulans €
Streptococcus faecalis, porém, um dos extratos foi mais efetivo em menor concentragdo
contra Streptococcus faecalis.

Outro trabatho “in vive” foi realizado por Bairy ef al. (2002) ao testar o efeito da
folha de manga na formagdo da placa subgengival em humanos. Cinqiienta voluntarios
participaram do estudo clinico, divididos em dois grupos de 25 cada. No primeiro grupo, os
voluntéarios usaram escova dental, e no segundo, usaram folhas de manga como cuidados de
higiene oral. A avaliagdo microbiologica através da contagem especifica de bactérias
anaerbicas presentes na boca foi feita antes e ap0s todos os procedimentos em todos os
voluntérios. Assim, pode-se observar um decréscimo significativo na propor¢ao de
Porphyromonas gingivalis ¢ Prevotella intermedia no grupo que usou as folhas de manga do
que no grupo que utilizou a escova dental. Com isso, os autores concluiram que a folha de
manga possui uma propriedade antibacteriana “in vive” conira patogenos periodontais
especificos, e que o uso dessas folhas em conjunto com a escovagdo dentéria podera ser um
bom aliado na manutencdo da higiene oral.

O efeito antibacteriano de cinco 6leos essenciais contra cepas periodontopatogénicas
foi analisado por Takarada et al. (2004) em humanos. Todos os 6leos testados demonstraram
alguma atividade antibacteriana, apresentando efeitos bactericida ¢ bacteriostatico. Além
disso, todos os Oleos inibiram a adesdo de Streptococcus mutans € apenas alguns deles
mostraram tal inibi¢do nas cepas de Porphyromonas gengivalis. E para determinar uma
concentragdo ideal ndo toxica as células, os Oleos foram testados sobre um cultivo celular
(originarias de células endoteliais de veias umbilicais de humanos). Em uma concentragdo de
0,2%, os extratos tiveram um pequeno efeito no cultivo, por isso, os autores sugerem que
nessa concentragdo, os 6leos ndo causariam nenhum efeito colateral.

lauk ef al. (2003) também estudaram a atividade antibacteriana de seis plantas contra
oito bactérias anaerdbias e aerdbias facultativas causadoras de problemas perioddnticos em
humanos. Apés varios testes, os autores concluiram que houve uma maior atividade dos
extratos etandlicos de Hamamelis virginiana, Arnica Montana ¢ Althaea officinalis contra as
bactérias testadas, sugerindo, portanto, 0 uso topico dessas plantas no controle e profilaxia de
periodontopatias.

Estudos clinicos em animais também tém demonstrado 0s efeitos benéficos de
extrato de plantas quando utilizadas em enxagiies orais, como um trabalho feito por Girdo et
al. (2001) no qual estudaram o efeito protetor do extrato etandlico de Lippia sidoides,
conhecida popularmente como alecrim pimenta. nas gengivites marginais de c@es. Apos o
tratamento com a planta, houve melhora significativa da saide bucal, melhorando
clinicamente o periodonto inflamado, prevenindo e auxiliando o tratamento da doenga
periodontal.

Essa mesma planta foi estudada em humanos por Fernandes Filho et al. (1998), onde
houve a redugdo da placa bacteriana em tormo de 6% dentre as pessoas estudadas.

Componentes de extratos de plantas foram estudados “in vivo” por Krahwinkel &
Willerhausen (2000) com intuito de amenizar a inflamacfo da gengiva. Esses componentes
foram disponibilizados sob a forma de caramelos para um dos grupos, enquanto que o outro
recebeu apenas o placebo. As pessoas as mastigavam trés vezes ao dia e depois se avaliava o
grau de inflamagdo gengival. O grupo que recebeu o caramelo com o extrato do cha verde
obteve um menor grau de inflamago, concluindo-se entdo, que houve influéncia positiva na
redugéo da reagdo inflamatoria das estruturas periodontais.

Além da atividade antibacteriana, as plantas também podem inibir a formagdo da
placa dentéria através de outros mecanismos. Elvin-Lewis (1980) além de estudar a inibi¢do
do crescimento de microorganismos de chas comerciais, analisou também “in vitro”, o efeito
desses chés na inibi¢io da sintese de polissacarideos intracelulares, na aderéncia de
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microorganismos ao tubo, e na formagdo de glucanos. Todos os chas testados apresentaram
alguma atividade inibitoria da formagao do biofilme dental, porém, o cha preto obteve a maior
percentagem de inibigéo (50%) quando comparados aos outros chas. Como os taninos estdo
em maior quantidade nos chds pretos, os autores sugeriram qué €sses taninos teriam
influenciado na formagdo de glucanos, por sua a¢do na glicosiltransferase, afetando assim, ©
crescimento de microorganismos ¢ 0 armazenamento de polissacarideos intracelulares.

Cury (1981) testou doze marcas de chas com o objetivo de determinar a concentragdo
de fluoreto soltivel nesses chas, que variou de 2,6 a 3,1 ppm no cha mate e de 104 a 152 ppm
nos chas pretos. Essa concentragio de fluoreto determinada no cha mate foi considerada
baixa, ndo tendo qualquer significado portanto, na prevengdo da carie. Entretando, a
concentragdo de fluoreto no ché preto pode ter significado na prevenciio da carie dentéria.

Com o objetivo de comparar o efeito do cha e do mate comparado ao flior na
prevencdo da carie dentéria em ratos, Lee (1986) realizou um estudo onde foram utilizados 60
ratos que se alimentavam de ragdo cariogénica, divididos em 5 grupos, que bebiam: agua
destilada (grupo 1), dgua destilada com 5 ppm de fluor (grupo 2), infuso de erva mate (grupo
3), infuso de cha preto (grupo 4) e infuso de cha verde (grupo 5). A concentragao de fltiore o
pH foram determinados em cada infuso. Houve redugéo da incidéncia de cérie na dentina (0
que nfo ocorreu no esmalte) na proporgao de 22,16% para o cha preto, 51,74 para o mate ¢
61,82 para o cha verde, sendo as duas altimas estatisticamente significante. Os autores
puderam concluir que a evolugdo do processo carioso foi atenuada com o mate € os outros
chas, independentemente do contetdo de flior em suas composigdes.

Outro estudo com o ché preto foi realizado por Ooshima et al. (1993) com o objetivo
de avaliar seu efeito inibitorio na indugdo da cdrie dentaria em ratos infectados com
Streptococcus mutans comparados com ratos livres de patdgenos especificos. O trabalho
mostrou que o extrato de cha preto diminuiu significantemente o desenvolvimento da cérie € 0
acamulo de placa nos ratos infectados. Os autores concluiram, portanto, que 0 extrato de cha
preto (que contém polifenois) inibe a sintese de glucanos insoliveis pela glicosiltransferase,
aderéncia celular, e, consegiientemente, a cérie, que depende desses fatores para sua
instalagdo. Com isso, o extrato de cha preto poderia ser vantajoso para o controle da carie
dentaria em humanos.

Usando o extrato do mesmo cha preto, Ooshima ef al. (1994) examinaram o ¢feito
do seu bochecho na deposigio da placa dentaria em humanos. O indice de placa foi calculado
pelo método de Quigley e Hein, sendo a média de 1,97 por pessoa. Apds apenas uma
profilaxia dentéria, os voluntarios bochechavam extrato de chd preto na concentragdo de
0,5mg/mL durante quatro dias consecutivos, sendo realizados 9 vezes a0 dia: antes ¢ apods as
refeigdes, entre as refeicdes e antes de dormir. Além disso, no primeiro ¢ no tultimo dia, era
coletado 1,5mL de saliva ndo estimulada para examinar o niimero total de estreptococcus por
milimetro de saliva. Os resultados mostraram que os bochechos com extratos de cha preto
reduziram significativamente a deposi¢io da placa dentéria quando comparado com O grupo
controle, bem como diminuiu o indice de placa. Porém, ndo houve mudanga significante no
nimero total de Strepotococcus mutans na saliva. Assim, os autores concluiram que o extrato
de cha preto inibiu significantemente a deposicdo da placa dentaria, apesar de ndo ter efeito
no nimero de estreptococos na saliva ndo estimulada.

Outras hipoteses sustentam a idéia de que o consumo de chas pode ser efetivo na
redugdo do potencial cariogénico de comidas que contém amido, reduzindo a tendéncia dessas
comidas de servir como fonte de liberagio lenta de carboidartos fermentaveis (ZHANG &
KASHKET, 1998).

Yu et al. (1995) avaliaram os componentes do cha verde, e a sua relagdo com a
resisténcia dcida do esmalte dentdrio humano, através da utilizagdo de blocos de esmalte
preparados de dentes humanos. Dentre as componentes do cha verde, foram determinados:
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acido tanico, catequina, cafeina e tocoferol. Os resultados mostraram que esses componentes
foram efetivos, aumentando a resisténcia acida, onde seus efeitos aumentaram drasticamente
quando eram usados em combinagdo com fluoretos. Assim, os autores concluiram que em
comparagdo aos fluoretos, os componentes organicos contidos no cha também sdo efetivos na
protegdo de esmalte dentario de ataques acidos, sugerindo que a combinagdo de tanino ¢
fluoreto pode ser proveitosa na adogdo de medidas preventivas em odontologia.

Wu (2001) estudou o efeito do cha preto na redugéo da placa bacteriana, mostrando
que componentes desse cha foram capazes de matar ou suprimir o crescimento bacteriano,
bem como reduzir a produgfio de dcidos por bactérias presentes na placa dentaria. Além disso,
o cha produziu efeitos na enzima bacteriana glicosiltransferase, que converte agicar ¢cm
materiais que certas bactérias utilizam para se aderir aos dentes, perdendo portanto, a
capacidade de formar agregados bacterianos ¢ diminuindo assim, a massa total da placa
dentaria.

Yayli et al. (2005) estudaram além da composicdo, a atividade antimicrobiana de
Centaurea sessilis ¢ Centaurea armena. Os Oleos das plantas testadas foram obtidos através
de hidrodestilagio das mesmas, onde sua composi¢do foi analisada. Os autores encontraram
40 componentes no oleo de Centaurea sessilis, assim como foram identificados 20
componentes no 6leo de Centaurea armena. O principal componente encontrado em ambas as
plantas foi o beta-eudesmol, na proporcdo de 12,4% para C. sessilis e 19,3% para C. armena,
substancia que, de acordo com os autores, provavelmente foi a responsavel pela inibigao do
crescimento de bactérias Gram-positivas ¢ Gram-negativas testadas. Entretanto, néo foi
observada nenhuma atividade antifiingica.

O efeito antibacteriano de plantas tem sido estudado contra vdrias espécies
bacterianas na medicina humana para tratar os mais diferentes tipos de infecgdes. Muito
desses trabalhos podem ser extensivos a medicina veterindria, ja que microorganismos em
comum podem causar nos animais as mesmas doengas e 0s mesmos sintomas que causam em
humanos. Com o objetivo de estudar as propriedades antibacterianas de algumas plantas
usadas na medicina tradicional no México Alanis er al. (2005) selecionaram 26 plantas
medicinais utilizadas para tratar desordens gastrointestinais. Oito diferentes espécies
bacterianas encontradas no intestino foram utilizadas no teste, tais como: Escherichia coli,
Shigella sonnei, Shigella flexneri ¢ Salmonella spp. Os resultados mostraram que todos os
extratos exibiram alguma atividade antibacteriana frente 4, no minimo, uma das cepas
testadas, em uma concentragfio de 8mg/mL ou menos. Os extratos de Caesalpinia pulcherria,
Chiranthodendron pentadactylon, Cocos nucifera, Geranium mexicanum, Hippocratea
excelsa e Punica granatum tiveram a maior atividade antibacteriana contra a maioria dos
patogenos testados, sendo que os extratos metanolicos foram mais ativos que os extratos
aquosos. Essas plantas apresentaram uma atividade antibacteriana maior do que o
cloranfenicol do grupo controle positivo, mas ndo excedeu a agdo do trimetoprim. Shigella
sonnei se mostrou sensivel a quase todos os extratos. Com isso, os autores concluiram que
esses chas podem ter uma eficacia muito boa contra diarréias e enterites causadas por esses
agentes infecciosos.

Uma das desordens géstricas mais comuns € a gastrite. Dentre as varias causas
possiveis que determinam o seu aparecimento estd o crescimento exagerado da bactéria
Helicobacter pylori, normalmente encontrada no estdomago de animais e humanos. Muitas
plantas usadas para tratar problemas gastricos tém sido analisadas quanto a sua atividade
antibacteriana contra essa bactéria. Nostro ef al. (2005) estudou o efeito do extrato etandlico
ou aquoso de 17 plantas contra uma cepa padriio de H. pylori e onze cepas isoladas, usando o
teste de difusdo em disco, além de determinar a concentragdo inibitéria minima de cada planta
que apresentou algum afeito antibacteriano. Os resultados demonstraram uma grande
atividade na maioria das plantas estudadas, onde a concentragio inibitéria minima dos
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extratos etandlicos foram de duas a quatro vezes maior do que 0s extratos aquosos. O extrato
de Cuminum cyminum em particular, apresentou a maior inibigdo do crescimento da bactéria,
onde sua concentragdo inibitéria minima foi de 0,075mg/mL. Os autores concluiram que 0S
extratos testados podem auxiliar no tratamento de infecgdes causadas por Helicobacter pylori,
bem como, podem contribuir no desenvolvimento de uma nova e eficaz droga contra €sse
agente. Ochi ef al. (2005) também estudaram a agdo inibitoria do extrato de Samalum album
sobre cepas de Helicobacter pylori tesistentes a claritromicina. Além disso, 0s autores
extrairam oito substancias contidas nessa planta com O objetivo de testd-las individualmente.
Onze substancias foram .dentificadas no extrato, onde todas elas apresentaram alguma agao
inibitoria no crescimento da bactéria testada.

Romero et al. (2005) estudaram as propriedades antibacterianas de¢ remédios
naturais usados normalmente no sul do Texas, indicadas no tratamento de feridas e infecgdes.
Vinte ¢ trés plantas foram selecionadas, onde exiratos aquosos € tinturas etandlicas foram
preparadas de cada planta. Para analise das propriedades antimicrobianas das plantas, 0 Teste
de Difusdo em Disco foi realizado, utilizando-se grupo controle negativo (solvente somente) €
positivo  (discos impregnados com antibioticos) frente a trés espécies bacterianas:
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa € Escherichia coli. Houve inibigdo do
crescimento bacteriano nos discos impregnados com 0S extratos etandlicos, formando halos
ao seu redor, que variaram de 1 a Smm de diametro. Dez plantas apresentaram grande
atividade antibacteriana sobre Staphylococcus aureus, © nove das vinte e trés plantas
produziram a mesma atividade contra as outras espécies testadas. As zonas de inibigdo
formadas pelos discos de antibioticos do grupo controle positivo foram, de uma maneira geral,
maiores ¢ mais uniformes que 0S halos produzidos pelas plantas. Os autores concluiram entao
que 0s remédios naturais testados neste trabalho € utilizados na medicina popular no Texas
sdo potencialmente efetivos agentes antibacterianos, principalmente contra Staphylococcus
aureus.

Steenkamp et al. (2004) estudaram também as propriedades cicatrizantes €
antibacteriana de plantas utilizadas no Sul da Africa para tratar feridas. Os autores utilizaram
cepas de Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ¢
Escherichia coli testando nove extratos aquosos © metanolicos. Os extratos de Terminalia
sericea e Gunnera perpensa obtiveram maior atividade antibacteriana contra S. pyogenes € 5.
aureus quando comparados com OS outros. Entretanto, nenhum extrato estimulou ©
desenvolvimento de fibroblastos. Concluiu-s¢ enifio que as plantas nio estimulam a
cicatrizagdo, apenas podem agir controlando a infecgdo local.

Algumas cepas bacterianas sao capazes de produzir certas enzimas que impedem a
acdo de alguns antibidticos que normalmente a combateriam. Essa caracteristica torna a
espécie bacteriana resistente a agdo de antibioticos, tornando mais dificil o tratamento. 1ss0
ocorre por exemplo, com cepas de Staphylococcus aureus, que podem produzir enzimas
chamadas de beta-lactamases, que hidrolizam um ou V4rios antibioticos do grupo beta-
lactamicos, conferindo a essa bactéria, resisténcia a sua acdo. Assim, Agil et al. (2005)
estudaram a atividade antibacteriana de plantas indianas contra cepas isoladas de
Staphylococcus aureus produtoras de beta-lactamase ¢ comprovadamente resistentes a
antibioticos beta-lactamicos. A agdio sinérgica de antibioticos com as plantas também foi
estudada. Os extratos das plantas Camellia sinensis, Delonix regia, Holarrhena
antidysenterica, Lawsonia inermis, Punica granatum, Terminalia chebula ¢ Terminalia
belerica mostraram um amplo espectro de atividade antibacteriana, com halos de inibigdo do
variando de 11 a 27mm. O extrato de Ocimum sanctum mostrou melhor atividade contra a
cepa de S. qureus resistente, enquanto Allium sativum € Citrus sinensis mostrou nenhuma ou
pouca atividade. Alguns componentes foram extraidos das plantas que apresentaram atividade
antibacteriana € classificados como: alcaloides, glicosideos, flavonoides, fendis e saponinas,
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sendo que os fenodis € 0s flovonoides foram os componentes que demonstraram maior
atividade.

Nostro et al. (2004) estudaram a agdo antibacteriana do extrato etandlico de
Helichrysum italicum sobre cepas bacterianas padrdo de Streplococcus mutans, Streplococcus
salivarius € Streplococcus sanguis. Além disso, 0S autores avaliaram a influéncia desse
extrato na aderéncia sacarose dependente na superficie do vidro ¢ a agregagao celular de
Streptococcus mutans. Os resultados mostraram que todas as cepas bacterianas estudadas
foram susceptiveis ao extrato etandlico da planta, com a concentragdo inibitoria minima
variando de 31,25 a 62,5pg/mL. O extrato também foi capaz de diminuir ¢m quase 90% a
aderéncia de Streptococcus mutans a superficie do vidro, além de afetar também a agregagéo
bacteriana. Com €ss€s resultados, os autores concluiram que ha um interesse considerdvel em
usar componentes naturais como métodos alternativos no controle de variados

microorganismos.

Uma substancia chamada bakuchiol, isolada das sementes € das folhas da planta
Psoralea corylifolia Linn, natina da China foi estudada por Katsura éf al. (2001) com ©
objetivo de estudar methor “in vitro™ sua propriedade antimicrobiana € seus cfeitos na
formacdo da placa dentaria, ja que essa planta ¢ utilizada e indicada na medicina tradicional
oriental para patologias orais. Foram utilizadas dezoito cepas bacterianas padrao de bactérias
presentes na cavidade oral de humanos, tais como Streptococcus Spp. Lactobacillus spp €
Porphyromonas Spp- Frente aos testes realizados, bakuchiol demonstrou efeito bactericida
contra todas as cepas testadas, onde a Concentragao Inibitéria Minima variou de 1a4pg/mL.
Além disso, essa substincia foi também efetiva contra a aderéncia celular de Streptococcus
mutans na superficie do vidro e a formagdo de glucano insoliivel na presenga de sacarose,
inibindo também a redugao de PH em ambos 0S €asos. Assim, os autores sugerem que o uso
do bakuchiol podera ser um componente eficaz para 0 desenvolvimento de agentes
antibacterianos contra patogenos orais, tendo além disso, um 6timo potencial para uso como
aditivos alimentares € enxagues orais para prevenir ¢ tratara placa e catie dentaria.

Extratos de 13 plantas brasileiras foram estudados por Holetz et al. (2002) com 0
objetivo de avaliar a atividade dessas plantas contra bactérias e fungos. De todas as plantas,
10 apresentaram variados niveis de atividade antibacteriana, tais como: Piper regnellii contra
Sthaphylococcus aureus € Bacillus subtilis, Punica granatum contra Sthaphylococcus auréus

e Licterictia ol Pridim gumyava apresentou pouca atividade contra Sthaphylococcus
aureus e as outras cepas testadas. Das dez plantas que apresentarart alguctid 2VidRGE, LIIED
apresentaram substincias em comuns na extracdo de seu principio ativo, trés delas
pertencentes a mesma familia Asteraceae. Além da atividade antibacteiana, uma agdo
antifingica (contra Candida spp) foi descrita em nove das treze plantas estudadas.

Quatro componentes antibacterianos foram isolados da folha da goiabeira

(Psidium guajava) de acordo com Arima & Danno (2002). Os autorcs identificaram guatro
.. flavonoides (dois novos € dois conhecidos) bascados em testcs quimicos € d¢ ¢spectroscopia.
A concentragdo inibitoria minima dos dois novos éoiﬁﬁo§f6§"fséiﬁéﬁ)’§”fofgm’ﬂcd‘z%%Oéfﬁ./{yl’

para Salmonella enteritidis e de 250pg/mL e 300ug/mL para Bacillus cereus.

Hu e al. (2000) estudaram o efeito antibacteriano da Coptidis rhizoma, uma

planta utilizada na medicina tradicional japonesa para tratar afeccdes orais. O extrato foi
preparado por fervura da planta em 4gua durante duas horas. Alcaldides foram identificados
na planta, analisados por cromatografia e testados contra bactérias orais ao se determinar a
concentra.gﬁ.o .inibitéria minima e a inibi¢do da atividade proteolitica bacteriana. O extrato foi
capaz de inibir o crescimento de Porphyromonas gingivalis, Prevotella spp, Actinomyces sp

e /'40_tinobacillus spp, (com uma variagdo de 0,031 a 025mg/mL na concéntrac;ﬁo inibit()rig
minima) porém, teve menos efeito antibacteriano contra Streptococcus Spp € Lactobacillus

spp. Na menor concentragdo inibitéria minima, o extrato teve atividade bacteriostatica
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enquanto que na maior concentragdo, sua atividade foi bactericida. Além disso, houve
inibicdo de um alcaldide extraido da planta da atividade da enzima colagenase. Os autores
concluiram, que o extrato testado foi capaz de inibir significativamente o crescimento de
bactérias periodontopatogénicas, sugerindo portanto, a utilizagdo desse extrato em aplicagdes
clinicas para tratar doengas periodontais.

2.5. Outros Produtos Naturais

Estudos tem mostrado a acdio de vérios remédios naturais usados na medicina
moderna para auxiliar e combater diversos tipo de infecgdes. Entre eles, se encontra a
prépolis, que de acordo com Castaldo & Capasso (2002), possui varios efeitos tais como:
antibacteriano, antifiingico, antiviral, antiinflamatério, antipirético, cicatrizante ¢
imunomodulador.

Vicente & Hirooka (1987) estudaram a atividade antimicrobiana da prépolis, “in
vitro”, contra alguns microorganismos da cavidade oral do homem. Os fungos ndo foram
inibidos pela propolis, porém, apresentou efeito bacteriostitico. Em Streptococcus pyogenes
houve inibigdo da produgdo de hemolisina e efeito bactericida em caldo de infuséo de cérebro
e coragdo (BHI).

Em outro trabalho brasileiro, Santos er al. (2002) estudaram a atividade
antimicrobiana do extrato da prépolis oriundo de Minas Gerais contra nove cepas de bactérias
anaerdbias causadoras da periodontite humana. Todas as espécies bacterianas analisadas se
mostraram susceptiveis ao extrato de propolis, indicando assim, uma atividade antibacteriana
consideravel, sugerindo que sua agdo se deve a um efeito sinérgico de muitos componentes
presentes no extrato de propolis, especialmente os flavondides.

Koo et al. (2000) também estudaram a atividade antimicrobiana contra fungos e
bactérias orais, inibigio da formagdo de glicana insolavel (produzida pelo Streptococcus
mutans ¢ importante para a formagdo da placa dentdria), de uma associagdo de extratos de
propolis e da Arnica montana, normalmente usada por pessoas com infecgdes orais e feridas
em geral. Os resultados se mostraram satisfatérios em todas as 15 cepas estudadas, havendo
inibigdo em diferentes graus em todos os pardmetros testados.
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3. OBJETIVOS

- Isolar e identificar a microbiota present¢ na cavidade oral de cdes, para que as
bactérias isoladas sirvam de referéncia fisiologica no teste de difusdo em disco € na
microdiluicao.

- Avaliar a atividade antimicrobiana “in vitro » de extratos de plantas e de amostras de
produtos comerciais, sobre cepas padrio de bactérias encontradas na cavidade oral de
cdes.

- Determinar a Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) daqueles extratos que
apresentaram alguma atividade antibacteriana no Teste de Difusdo em Disco (TDD).
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4. METODOLOGIA

O experimento foi realizado nas dependéncias do Laboratorio de Bacteriologia
Veterinaria do Departamento de Microbiologia € Imunologia Veterinaria da UFRRJ. Devido a
grande diversidade microbiolégica oral canina, optou-se em fazer primeiramente, um
levantamento das principais bactérias aerobias presentes na cavidade oral dos caes.

4.1. Levantamento Microbiologico
4.1.1. Coleta, processamento e isolamento das amostras

Utilizaram-se 16 cdes sem Taga definida, provenientes do canil da Sociedade
Protetora dos Animais de Volta Redonda (SPA-VR), onde. através de swabs estéreis, foram
coletadas amostras da cavidade oral de caes neonatos, aos 45 dias de vida, aos 6 meses de
idade e com 1 ano, em diferentes sitios orais tais como: gengiva, lingua, dentes ¢ saliva.

As amostras foram plaqueadas em agar Mitis-salivarius, Baird Parker ¢ agar Sangue.
Ap6s incubagao em aerobiose a 37° C por 24 a 48 horas, observou-se intenso crescimento
bacteriano, especialmente em agar Sangue © Baird Parker, com colonias diferenciadas tanto
no tamanho quanto no aspecto e coloragdo, com o aparecimento de hemolise completa €
incompleta de coldnias em agar sangue.

4.1.2. Identificacido presuntiva

e Coloracio de Gram.
Hidroxido de Potassio a 3%.
e Prova da Catalase.

A identificacdo presuntiva das colonias isoladas consistia na batetia de colotagfio de
Gram. realizada ap6s 0 periodo de incubacfio de 24 horas, para observagdo das caracteristicas
morfotintoriais. Apés esta etapa, a prova de hidroxido de potassio (KOH) a 3% era aplicada,
onde o resultado positivo era verificado pela formagao de um gel viscoso, caracterizando
bactérias Gram-negativas (Figura 1). Por fim, realizava-se o teste da catalase, onde em uma
lamina de vidro, uma gota de suspensdo bacteriana era colocada, com o auxilio de alga de
platina, € adicionada de uma gota de peroxido de hidrogénio (H202)- O resultado positivo ¢ra
caracterizado pela produgao de bolhas de gas (Figura 2), devido a quebra, pela enzima
catalase, da substancia adicionada (TORTORA el. al, 2003).
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Figural: Prova do Hidréxido de Potassio (KOH) a 3% positiva, mosirando a
formagdo de um gel viscoso.
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Figura 2: Prova da catalase positiva com produgdo de bolhas de gds e a negativa sem
a produgdo.

Apbs essa triagem, testes mais especificos de identificagdo foram usados para
diferenciagdo entre espécies bacterianas tais como: hidrélise da esculina, Voges-Proskauer €
fermentagio do sorbitol para Streptococcus Spp € prova da coagulase, resisténcia a
pacitracina, redugdo de nitratos € Voges-Proskauer para Staphylococcus spp-

4.1.3. Identificacdo de Staphylococcus Spp

Prova de Coagulase.
Resisténcia a Bacitracina
Prova de Voges-Proskauer
Fermentacdio de Maltose
Redugdo de Nitratos
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As bactérias do género Staphylococcus spp eram identificadas pela apresentagdo
de cocos Gram-positivos ao microscopio 6tico, resultado negativo na prova de KOH ¢ do
teste de catalase positivo. Apos essa rotina, era inoculado em Agar Manitol Vermetho de
Fenol e posteriormente procedia-se o teste de coagulase. Este teste ¢ra feito a partir da
inoculagdo do crescimento bacteriano obtido em caldo Infusdo de Cérebro e Coragdo
(BHI), incubado a 37 °C por 24 horas. 0,1 mL da suspensdo bacteriana era inoculado em
0,5 mL de sangue total de coelho, acrescido de uma solugdo de citrato a 3% e incubada a
37 °C por 6 horas para a visualizagdo do coagulo (KONEMAN et al., 2001). Para os
isolados coagulase-positivos, eram realizados os testes de Voges-Proskauer, redugiio de
nitratos e fermentagdo da maltose para diferenciagdo das espécies. Os isolados coagulase-
negativos eram submetidos a prova de resisténcia a bacitracina para diferenciagdo com 0
género Micrococcus spp-

4.1.4. Identificaciio de Streptococcus spp

e Prova de hidrolise da esculina
e Prova de Voges-Proskauer
e Fermentagéo de Sorbitol
As bactérias do género Streptococcus Spp eram identificadas pela apresentacdo de
cocos Gram-positivos ao microscopio 6tico, resultado negativo na prova de KOH e teste
de catalase negativo. Os isolados eram submetidos aos testes supracitados para
diferenciagiio das espécies de interesse.

4.2. Seleciio e Preparo das Amostras para Execugiio dos Ensaios

Ap6s analise dos dados obtidos do levantamento efetuado, da revisao de literatura
feita e de informagdes obtidas com especialistas da érea, optou-s¢ em trabalhar com quatro
cepas padrdo: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Streptococcus mitis (ATCC 903),
Streptococcus oralis (ATCC 10557) e Streptococcus mutans (ATCC 25175). Estas foram
gentilmente cedidas pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da
Fundagio Oswaldo Cruz (FioCruz) do Rio de Janeiro. As amostras vinham liofilizadas em
ampolas proprias, € no fluxo laminar eram abertas por serragem do vidro da ampola ¢
suspensas com a adi¢do de 0,3 mL do meio de cultura na forma liquida indicado para cada
baciéna. Para Staphylococcus aureus (ATCC 25923) foi utilizado o caldo Tripticase Soja,
para Streptococcus milis (ATCC 903) e Streptococcus mutans (ATCC 25175) for wiizado ©
caldo Tripticase Soja acrescido de 5% de sangue de carneiro desfibrinado estéril, e para
Streptococcus oralis (ATCC 10557) utilizou-se caldo nutriente com 5% de sangue de coelho
desfibrinado estéril. A suspensdo final de cada bactéria foi dispensada nos mesmos meios de
cultura utilizados para a suspensdo, porém na forma solida (agar). Todas as placas foram

incubadas em estufa a 37 °C por 24 a 48 horas. Ap6s crescimento das coldnias € realizagdo
dos testes pertinentes, as bactérias foram estocadas em freezer a - 5 °C em caldo nutriente com
20% de glicerol.

As amostras das cepas padrio foram inoculadas em caldo Infusio de Cérebro e
Coragdo (BHI), ¢ incubadas em estufa a 37 °C por 24 horas antes da realizacdio dos ensaios,
para que todas estivessem em fase exponencial de crescimento durante 0 experimento.

Apbs o periodo de incubacdo, verificou-se crescimento bacteriano através da turvagdo
do caldo BHI, onde, a partir dele, foram realizadas 3 diluigdes de acordo com a metodologia
indicada por Mann & Markam (1998). As diluigdes foram feitas retirando-se 0,2 mL do caldo
BHI incubado e acrescentando a 0,8 mL do caldo BHI estéril, se sucedendo da mesma
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maneira no terceiro tubo, de modo que a solugdo final ficasse com uma concentragdo
bacteriana ideal para a realizagdo do TDD.

4.3. Extratos de Plantas ¢ Amostras de Produtos Naturais

Através de indicacdes dos pesquisadores do Nucleo de Pesquisas em Produtos
Naturais (NPPN) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), foram selecionadas nove
extratos de plantas brasileiras a serem testadas, preparadas e fornecidas pelo NPPN da UFRJ,
de acordo com a disponibilidade de cada planta. Todos os exiratos foram fornecidos
liofilizados e soliveis em solug¢do aquosa.

As espécies selecionas e testados foram: Psidium guajava (goiaba), Ipomoea batatas
(batata doce), Sedum dendroideum, Eleusine indica, Kalanchoe pinnata, Kalanchoe
brasiliensis, Kalanchoe gastonis-bonnieri, Ludwigia nervosa € Mimosa xanthocentra.

Além desses, foram testados extratos comerciais fornecidos pela Grindélia farmacia
de manipulagdo: 6leo de copaiba (Copaifera langsdorffii), extrato de Espinheira Santa
(Maytenus ilicifolia) e extrato de alho (Allium sativum), compostos €sses com atividade
antimicrobiana conhecida, porém, que ndo foram ainda testados contra bactérias da cavidade
oral.

Para que todos extratos ficassem com uma concentragdo padrdo, os liofilos foram
solubilizados com agua destilada proporcionalmente para cada peso de massa, de modo que
todos ficassem com uma concentragdo final de 200mg/mL. Ap6s a solubilizagédo, o extrato foi
esterilizado por filtragio com Micropore 0,22 pm em filtro laminar, e posteriormente
estocados em freezer. Para os extratos comerciais, a concentragdo pré-determinada pelo o
fabricante também foi de 200mg/mL, onde o veiculo desses extratos foi testado como grupo
controle negativo.

4.4. Avaliacdo “in vitro”
4.4.1. Teste de difusio em disco

Para determinaciio da suscetibilidade das amostras bacterianas frente aos extratos
fitoterapicos foi utilizada metodologia recomendada pelo National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS). As suspensdes das bactérias a serem testadas foram
preparadas através de lavagem e diluigio na concentragdo do tubo 0,5 da escala de Mc
Farland, equivalente a 1,5 x 10° células/ml, distribuindo-se 0,2mL do inoculo sobre as placas
em meio solido (dgar Mueller Hinton).

Foram distribuidos 10 pl de cada extrato (na concentragdo de 200 mg/mL), em discos
de papel de filtro estéreis Whatman nimero 2, com 6mm de didmetro e dispostos na
superficie de cada agar previamente inoculado. Apds incubagdo por 24 horas a 36°C, os
diametros da zona de inibi¢io ao redor do depdsito do extrato foram observados e medidos.
Além disso, foram feitos dois tipos de controles: o positivo e 0 negativo. No controle positivo,
foram utilizados discos de penicilina para Streptococcus spp. e discos de vancomicina para
Staphylococcus aureus. E nos controles negativos, os discos de papel filtro foram
impregnados com 10 pl de 4gua destilada (no caso dos extratos das plantas) ou 10 pl do
veiculo hidro-alcoélico (no caso dos extratos comerciais).

4.4.2. Determinagio da Concentragiio Inibitéria Minima (CIM)
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Para a determinagéo da CIM, foi utilizado a metodologia de microdilui¢do em pogos
empregada por Mann & Markam (1998) para aqueles extratos em que houve alguma atividade
antibacteriana.

Foram realizadas dilui¢des do extrato em base 2, utilizando como diluente agua
destilada, da seguinte maneira: foi colocado 200pl de dgua destilada em 9 tubos eppendorf
estéreis e, no primeiro tubo eppendorf, adicionou-se 200 pl do extrato (a 200mg/mL). A
mistura foi bem homogenizada, passando-se posteriormente, 200 pl ao tubo seguinte at¢ a
dilui¢do de 1/512.

Apo6s a microdiluigdo, foram feitos pogos com 0,5 cm de difimetro nas placas
contendo Agar Mitis-salivarius (para Streptococcus spp) € agar Mueller Hinton (para
Staphylococcus aureus) previamente inoculados com a bactéria a ser testada. Esses pogos
foram preenchidos com 30 pl de cada diluigdo do extrato a ser testado, bem como
adicionando 30 pl de 4gua destilada no pogo controle negativo, ¢ 30 ul de extrato puro no
pogo controle positivo.

Ap6s incubagdo de 24 a 48 horas a 37°C, os halos de inibigdo da atividade bacteriana
puderam ser medidos, € a CIM determinada.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do Teste de Difusdio em Disco e da Concentragdo Inibitéria Minima
estdo discriminados na Tabela 2.

Tabela 2: Teste de Difuséio em Disco e Concentragdo Inibitoria Minima de extratos de plantas sobre
Streptococcus mitis, Streptococcus mutans, Streptococcus oralis ¢ Staphylococcus aureus, presentes
na cavidade oral de cées.

Microorganismos

1 2 3 4 H
Planta TDD CIM TDD CIM TDD CIM TDD CIM
mm mm mm mm
Extratos brutos
Psidium guajava (-) - (=) - -) E 11 6,25 10
Sedum dendroideum (-) - (-) - 7 200 ) - 8
Kalanchoe pinnata 7 200 8 200 8 50 (-) B 9
Kalanchoe brasiliensis 10 200 11 200 17 50 -) - 8
Kalanchoe gastonis- 12 200 9 200 20 50 ) - 9
bonnieri

Ludwigia nervosa ) - ) - ) - 10 100 10
Ipomoea batatas ) - -) - (-) - -) - )
Eleusine indica -) - ) - -) - ) - )
Mimosa xanthocentra =) - -) - 6 200 8 200 -)

Extratos Comerciais

Copaifera langsdorffii 10 12,5 25 6,25 15 50 8 12,5 -)
Maytenus ilicifolia ) - (-) - 7 100 7 50 (=)
Allium sativum 8 100 7 200 10 200 9 200 )
Veiculo ) = ) 8 &) - ) = )
1 : Streptococcus mitis TDD: teste de difusdo em disco
2 : Streptococcus mutans H: hemolise
3 : Streptococcus oralis CIM: Concentragdo Inibitoria Minima (mg/mL).
4 : Staphylococcus aureus (-) : resultado negativo

- : teste ndo realizado

As espécies bacterianas isoladas da cavidade oral de cées condizem com as espécies
referenciadas na literatura (WIGGS & LOBPRISE, 1997), com predomindncia das bactérias
Gram positivas. Como o isolamento bacteriano foi feito através de swabs orais de cdes
filhotes e clinicamente sadios. A cultura em anaerobiose ndo foi realizada, pois quando
filhotes, a propor¢ido de bactérias anaerobias ¢ baixa (quando comparadas as bactérias
aerdbias), sendo julgadas, portanto, de pouca importancia nessa faixa etdria. Além disso,
nenhuma alteragdo periodontal séria foi verificada nos caes.

Em cdes neonatos, prevaleceu o grupo de estreptococcus orais: Streptococcus mitis,
S. salivarius, S. mutans (Figura 3). Enquanto nos animais de 45 dias, houve uma significativa
mudanga na populagido microbiana, que se tornou mais heterogénea, com a introdugdo de
Bacillus spp e Candida spp.
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Figura 3: Agar Mitis Salivarius mostrando o crescimento de colonias de
Streptococcus spp isoladas da saliva (S3) e da lingua (L3) de cdes com 6 meses de idade.

N#o houve grandes diferengas na microbiologia oral dos cdes com faixa etéria de 6
meses e 1 ano de vida, onde pode-se observar um aumento na proporgdo de Staphylococcus
spp, sendo identificados como Staphylococcus aureus e Staphylococcus intermedius, além dos
estreptococcus orais (Streptococcus mitis, S. salivarius € S. mutans), Bacillus spp e Candida
spp. Algumas caracteristicas morfologicas bacteriana foram identificadas através do Gram, €
presumidamente identificadas como pertencentes ao género Corynebacterium spp €
Actinomyces spp.

Caracteristicas morfologicas distintas foram observadas em colOnias em agar sangue,
isoladas de diferentes sitios orais de cées, como mostra a Figura 4.

st

Figura 4: Colonias bacterianas isoladas em Agar sangue mostrando colonias ndo
hemoliticas com caracteristicas morfologicas diferentes, isoladas da lingua e do dente de
cdes com 45 dias de vida.

Muitas plantas estudadas no mundo inteiro sdo facilmente encontradas no Brasil tais
como a mangueira (Mangifera indica) e a goiabeira (Psidium guajava), estudadas por Bairy et
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al. (2002) e Arima & Danno (2002) respectivamente. Em ambas as plantas, os autores
encontraram grande atividade inibitéria do crescimento bacteriano. A goiaba (Psidium
guajava), em especial, tem sido indicada na medicina popular ¢ tradicional para diferentes
distirbios, tais como: diarréias, processos infecciosos, dores de estomago, entrc outros
(OLAJIDE et al., 1999), e varios trabalhos j& comprovaram seu efeito antimicrobiano contra
as seguintes espécies: Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, etc. (DIDRY et al., 1998; ABDELRAHIM et al., 2002).

No presente trabatho, apesar da mangueira ndo ter sido estudada, pode-se confirmar a
propriedade antibacterina da Psidium guajava, demonstranto sua atividade antibacteriana
contra cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) (Figura 5), nao inibindo, entretanto, as
outras espécies de Streptococcus spp. Como essas duas plantas sdo facilmente encontradas em
todo territério nacional, temos a disposigdo uma grande “farmécia natural” que podera nos
auxiliar na prevengio e controle de muitas doengas orais.

Figura 5: Teste de Difusdo em disco do extrato de goiaba frente ao Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) em Agar Mueller Hinton. A inibi¢do do crescimento bacteriano do
grupo conirole positivo com vancomicina (1) foi menor do que a agdo inibitoria do extrato

B

Holetz et al. (2002) por sua vez, ndo encontraram uma inibi¢do no crescimento
bacteriano de Sthaphylococcus aureus por Psidium guajava tdo marcante quanto o encontrado
nesse trabalho e também por Arima & Danno (2002). Provavelmente, essa diferenca nos
resultados pode ser explicada pela diferenga de concentragdo do extrato da planta que foi
utilizado no teste de difusio em disco. De qualquer maneira, a atividade antibacteriana foi
confirmada nos trés trabalhos, fazendo da Psidium guajava uma planta com um alto potencial
antibacteriano contra Sthaphylococcus aureus, sugerindo estudos clinicos visando sua
utilizagio em processos infecciosos onde ha o envolvimento desse agente. Como, de acordo
com Arima & Danno (2002), foram identificados flavonoides na constitui¢do dessa planta,
sugere-se que essas substancias podem ser consideradas como as responsaveis por esse efeito
inibidor do crescimento bacteriano.

Ahmed ef al. (2005) ao testar a agdo antibacteriana de Ludwigia adscendenses contra
Staphylococcus aureus ndo encontrou nenhuma atividade. No presente trabalho, a planta
Ludwigia nervosa, pertencente ao mesmo género da planta referida anteriormente apresentou
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atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Essa diferenca de
atividade pode ser explicada pela diferenga da espécie da planta que foi testada nos dois
trabalhos, 0 que noOs sugerc uma possivel diferenga entre seus compostos € constituintes,
jevando assim, a um resultado final diferente ao se testar plantas do mesmo género.

Além disso, deve-se pensar também que inimeros sdo os fatores que podem interferir
em uma possivel atividade de uma planta, como por exemplo, as caracteristicas fisicas €
climaticas da regido onde ela foi coletada, o tipo de solo em que a planta se encontra, 0 modo
de preparo do extrato final, a presenca de pragas, etc. Todos esses fatores podem influenciar
de uma certa maneira, ha atividade de uma planta, seja antibacteriano ou nao.

Algumas cepas bactérianas testadas nesse trabalho ndo estdio presentes somenie na
cavidade oral, podendo causar doengas e infecgdes em outros orgaos e locais. E o caso, por
exemplo, do Staphylococcus aureus uma bactéria que estd presente tanto na boca quanto em
feridas de pele, nas mamites ou até mesmo Nas pneumonias. Assim, os extratos de plantas que
demonstraram alguma atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus poderdo
supostamente ser utilizados de alguma forma no controle da maioria das infecgdes causadas
por esse agente, Ou seja, um mesmo extrato podera servir tanto para controlar infecgdes orais
causadas por Staphylococcus aureus quanto para tratar feridas causadas por esse mesmo
agente etiologico, como relataram Romero ef al. (2005) e Steenkamp ef al. (2004) ao testar
extratos de plantas normalmente utilizadas para tratar feridas frente ao Staphylococcus aureus
e Streptococcus pyogenes, duas espécies bacterianas presentes tanto na cavidade oral quanto
em feridas.

Estudos futuros poderdo ser feitos com o objetivo de ampliar os testes de
sensibilidade das plantas avaliadas para outras espécies bacterianas presentes na cavidade
oral, como as bactérias anaerobias, que em cies adultos com periodontite instalada pode
chegar a 95% dos microorganismos presentes na boca (WIGGS & LOBPRISE, 1997). Com
isso, podera haver uma ampliag@o dessa atividade antibacteriana, possibilitando um controle
mais eficaz no aparecimento de desordens ¢ infecgdes periodontais quando utilizarmos €sses
extratos. Ao melhorar a satude oral dos caes, promove-s¢ secundariamente, uma melhora na
saide geral desse animal, pois uma lesdo oral que tem como caracteristica um processo
infeccioso envolvendo muitas bactérias funciona como poria de entrada para a instalagdo de
vérias doengas sistémicas graves tais como a insuficiéncia renal e hepatica, as artrites sépticas,
as endocardites e at€ mesmo as encefalites.

O uso de substancias antimicrobianas ou antisépticas na cavidade oral de cdcs com
doenga periodontal grave ndo ¢ capaz de controlar a grande infecgdo instalada, pois as placas
e os calculos dentdrios formados dificultam a agio dessas substancias, funcionando como
verdadeiras barreiras de protegdo aos microorganismos. Assim, O uso topico de qualquer
substancia antibacteriana em enxagiles orais deve ter uma caracteristica de prevengdo da
ocorréncia desses processos infecciosos, devendo ser utilizados, portanto, antes da formag@o
do biofilme bacteriano € do aparecimento de periodontites na higienizagdo oral dos caes ou
ap0s a remogao cirargica das placas € célculos dentérios.

Como se observou no teste de difusio em disco, ndo houve crescimento das cepas
padréio de Streptococcus Spp €m agar Mueller Hinton. Como a técnica proposta pelo NCCLS
ndo faz restrigdes a0 meio de cultura quanto ao género ou espécie bacteriana a ser avaliada
(sendo portando um meio padrdo), ao se testar as Cepas padrdo Streptococcus mitis (ATCC
903), Streptococcus oralis (ATCC 10557) e Streptococcus mutans (ATCC 25175), deve-se
utilizar um meio seletivo para estreptococos tal como agar Azida ou um meio enriquecido,
com o objetivo de termos um crescimento adequado das bactérias, tornando o teste viavel. No
atual trabalho, tentou-se utilizar o agar sangue, porém, as espécies de Streptococcus Spp
avaliadas eram todas hemoliticas, alterando 0s resultados tanto do Teste de Difusio em Disco
quanto o da microdiluigdo em pogos. Portanto, foi utilizado o Agar Mitis Salivarius (Figura
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6), um meio enriquecido e seletivo para estreptococos orais, havendo crescimento suficiente
para a leitura dos testes ap0s, entretanto, 48 h de incubagdo em estufa a 37°C.

Figura 6: Teste de difusdo em Disco do extrato de goiaba frente ao Streptococcus
mutans (ATCC 25175), em agar mitis salivarius. Somente o0 grupo controle positivo
(penicilina) pode inibir o crescimento bacteriano.

Wan ef al (2002) compararam cinco meios seletivos para O crescimento de
Streptococcus mutans: O agar mitis salivaris com bacitracina (MSB), agar mitis salivaris com
kanamicina ¢ bacitracina (MSKB), Agar Glicose sacarose telurito bacitracina (GSTB), agar
tripticase soja sacarose bacitracina (TSSB) e agar tripticase “fermento” cisteina sacaros¢
bacitracina (TFCSB). De todos esses meios, os mais sensiveis ¢ seletivos para 0 crescimento
bacteriano foram: o TFCSB ¢ o TSSB, precedido do MSB. Assim o uso de agar Mueller
Hinton como meio base para crescimento de Streptococcus mutans nao ¢ indicado.

A planta Kalanchoe brasiliensis, também conhecida como folha-da-fortuna ou folha-
grossa, ¢ empregada na medicina no tratamento de infecgdes pulmonares € gniturinarias, além
de auxiliar no tratamento tépico de queimaduras, feridas, tlceras de pele, verrugas e ter agao
antihistaminica (ALMEIDA et al, 1997). Suas propriedades terapéucas sao: antimicrobiana.
hipotensora € antiinflamatéria. A acao antimicrobiana foi confirmada nesse trabalho, ao inibir
o crescimento de Streptococcus mitis, Streptococcus muures T SorephRRRRIbs: aralis. () mesmo
ocorreu com Kalanchoe gastonis-bonnieri ¢ Kalanchoe pinnata, plantas pertencentes a
mesma familia (Crassulaceae), esta gltima muito conhecida ¢ requisitada pela sua beleza,
sendo uma das flores mais compradas em todo Brasil, e usadas no tratamento da gastrite,
furanculos. Além disso, Kalanchoe pinnata possui grandes propriedades medicinais, tais
como: analgésica, antitérmica, depurativa, cicatrizante € anti-leshimania (SILVA et al., 1999).
Por inibir o crescimento de S. mutans, mais uma indicagio terapéutica das plantas Kalanchoe
brasiliensis, Kalanchoe gastonis-bonnieri € Kalanchoe pinnata devera set acrescentada: a
acdio anti-carie. Porém, antes da planta ser usada em enxagiies orais, seu efeito toxico devera
ser investigado, pois plantas do género Kalanchoe a0 consideradas plantas toxicas, € seu uso
continuo pode causar hipotiroidismo em humanos (LORENZI & ABREU, 2002). Um grande
efeito hemolitico pode ser observado no Teste de Difusdo em Disco, usando como meio de
cultura © agar sangue. A0 redor dos discos de papel filtro embebidos nos extratos de
Kalanchoe brasiliensis, Kalanchoe gastonis-bonnieri € Kalanchoe pinnata, pode-se observar
um grande halo de hemolise, indicando portanto, um possivel efeito toxico (Figura 7).
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Figura 7 Halo de hemolise em Agar sangue. O disco 3 continha extrato de
Kalanchoe brasiliensis, onde, ao seu redor, pode-sé observar um grande halo de hemolise
com margens bem definidas, podendo ser confundidas com halo de inibigdo de crescimento

bacteriano.

Além dessas espécies de plantas, esse efeito hemolitico pode ser observado em mais
trés extratos testados: Sedum dendroideum, psidium guajava © Ludwigia nervosa, como
indicadas na Tabela 2, coluna ‘H.

Uma possivel agiio toxica desses extralos testados tem que SeT avaliado antes de sua
utilizagdo “in vivo”, como foi proposto por Takarada et al. (2004) ao testarem © efeito dos
6leos utilizados N0 trabalho em cultivo celular. A presenga de hemolise em alguns testes de
sensibilidade antimicrobiana quando s¢ utilizou como meio de cultura © agar sangue,

demonstra 2 possibilidade de citotoxicidade, “in vivo”, podendo causar danos a outros tipos

celulares tais como as células epiteliais, podendo causar ulceras, estomatites € gengivites. Até

que esses extratos hemoliticos sejam estudados quanto 2 sua atividade toxica, ndo poderemos

afirmar sua seguranca. Da mesma forma, todos 0s extratos devem ser testados quanto a sua

toxicidade, po1s ha varias formas de causar intoxicagoes, seja em animais ou humanos- Como

o proposito do trabalho foi uma pré—avaliaqﬁo dos extratos para um posterior uso em enxaglies

orais visando 2 prevengao de patologias orais, esses fatores devem ser muito bem estudados €

esclarecidos. No cdo, ainda pode ocorrer @ ingestdo desses extratos S€ utilizados comoO
enxagiies orais, 0 que dificilmente ocorre em humanos onde o enxagiie s€ faz por meio de
bochechos. podendo ocasionar efeitos colaterais secundarios a ©ssa ingestao tais como
ite, vOmMitos, salivagdo excessiva, inapeténcia, febre, anorexia, etc, mas todos €sses sinais
devem sef verificados através de estudos “in vivo”, pois sO assim & que podemos afirmar s€ 0

extrato utilizado produz algum efeito colateral ou ndo. Caso n@o ocorra nenhum efeito
| com O objetivo de

colateral, uma possivel indicagdo seria a utilizagdo desses extratos via ora

amenizar ou evitar distarbios gastro-'mtestinais de causa bacteriana, cOmo $€ faz a muitos anos
as que combatem,

na medicina humana € nos costumes populares com o uso de chas € erv
gias. Além do uso desses artificios naturais em caes ser

hoje, ha poucos estudos clinicos na medicina veterinaria
demonstrando 3 agdo dessas plantas que tanto sa0 estudadas “in yitro” na medicina humana.
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A forma como essas plantas sdo processadas, comercializadas e vendidas também
pode interferir na acdo terapéutica final da planta, como propds Lirio (2001) ao analisar a
qualidade higiénica de chas comercializados no municipio de Sao Paulo. A presenca de
sujidades e a falta de higiene no preparo das plantas, chéas e exiratos comercializados pode
interferir na ago do fitoterapico. Assim, uma determinada a¢ao de uma planta comprovada
tanto laboratorialmente quanto clinicamente pode ndo ser tdo eficaz na fase final de seu uso
devido a um preparo ou processamento indevido.

Virias formulagdes contendo o extrato puro da planta sdo possiveis a partir da a¢ao
terapéutica comprovada dessas plantas, tais como capsulas, comprimidos, solucdes orais €
topicas, pomadas, cremes, €ic. Além disso, se ha o isolamento do principio ativo dessas
plantas, novas substancias com agao antibacteriana podem ser desenvolvidas ¢ utilizadas
nessas formulagdes.

Outras possiveis utilizagdes dessas substancias para cées estdo nas ragdes e nas “fitas
mastigatorias” disponiveis no mercado pet. Os constituintes dos extratos das plantas podem
ser adicionados na ragdo de caes com O objetivo de melhor aproveitar os efeitos terapéuticos
dessas plantas, pois as linhas de ragdes terapéuticas ou de tratamento cresceram muito nos
altimos anos, com a introdugdo da diferentes tipos de formulagdes nutricionais que tanto
auxiliam na manutengdo da saide animal, tais como ragdes para cdes com periodontite € que
evitam a formagdo de calculos dentarios, ragdes para desordens gastro-entéricas, ragoes para
animais diabéticos, para prevenir a catarata ¢ a formagdo de célculos renais, etc, além de
racdes especificas indicadas somente para uma determinada raga, com o objetivo de suprir
uma necessidade peculiar. Por que nao adicionar nessas ragdes, compostos naturais sem
efeitos colaterais indesejaveis que também podem auxilar na melhora da saide animal, ndo s6
dos animais de companhia mas também para animais de produc@o. Tem-se também disponivel
no mercado pet, “fitas mastigatorias” que possuem um composto enzimatico que ajuda a
prevenir a formagdo da placa bacteriana. Deste modo, a introdugdo dessas fitas impregnadas
com o extrato da planta que possui atividade antimicrobiana com seu principio ativo pode ser
de grande auxilio na prevengao e controle de infecgdes orais € periodontopatias. Em humanos,
novos produtos com bases fitoterdpicas tém sido langados no mercado, como as pastas dentais
que contém produtos naturais em sua composigo, visando 2 diminuigio de gengivites €
sangramentos orais. A industria de cosméticos também t&m investido muito em produtos
naturais, ao langar no mercado variadas linhas com bases naturais, tais como xampus, Cremes
hidratantes corporais e faciais, etc.

Virias metodologias sdo aplicadas para a determinago da CIM de extratos de plantas,
tais como a redugdo da resazurina, a microdilui¢do em tubos, a microdiluigdo em placas e em
pogos. Para que a leitura da microdiluigdo em tubos possa ser realizada, é preciso que 0
extrato fitoterapico seja transhicido, bem como o meio de cultura utilizado, pois a leitura se
faz por turvagdo do meio. Por isso. se o extrato a ser testado ndo for limpido, a leitura do
resultado da microdiluigéo se torna dificil ou na maioria das vezes impossivel. Um filtro de
clarificagdo podera ser utilizado para tornar o extrato o mais translicido possivel, porém,
nesse trabalho, mesmo apos a filtragdo, os extratos testados ndo ficaram translacidos,
impossibilitando o método da microdiluigdo em tubos. Assim, 0 método escolhido foi o da
Microdiluicdo em pogos feitos no meio de cultura, pois a leitura nesse método ¢ feita através
do halo de inibi¢do formado ao redor do pogo que contém o extrato, independendo de sua
transparéncia.

Ha poucos estudos na medicina veterinaria sobre plantas utilizadas em higiene oral de
cies, ao contrario da medicina humana, onde varios trabalhos cientificos comprovam o efeito
benéfico dessas plantas brasileiras nos processos patologicos orais no homem, com estudos
experimentais “in vivo” e “in vitro”.
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Como as condi¢des laboratoriais muito diferem das condi¢des reais “in natura” da
cavidade oral tanto dos animais quanto dos humanos, os extratos testados “in vitro” devem ser
testados “in vivo” para saber se a agdo antibacteriana dos extratos comprovada neste trabalho
se dara de forma semelhante quando utilizados na cavidade oral dos animais. A mesma
atividade antibacteriana demonstrada laboratorialmente pelos extratos € esperada quando 0s
utilizarmos na cavidade oral, porém, vérios fatores podem interferir com esse efeito inibidor
do crescimento das bactérias orais testadas, tais como o pH da boca, o efeito da saliva, a¢ao
do sistema imune e de certas enzimas, a temperatura corporal, a quantidade e variedade
bacteriana presentes no local, um possivel processo infeccioso, o tipo de dicta que €
consumida, etc. Todas essas variantes podem interferir de uma certa maneira na acao
antibacteriana desses extratos. O pH da cavidade oral, por exemplo, ¢ um fator que esta em
constante mudanga de acordo com a curva determinada por Stephan (1940). A agao dos
extratos testados em um pH diferente do estudado “in vitro” pode ser modificada. Assim,
sugere-se o estudo dessa atividade em diferentes concentragdes de acidez, pois ndo se pode
padronizar um pH oral, ja que a produgdo de 4cidos na cavidade oral é multifatorial
(THYLSTRUP & FEJERSKOV, 2001). Se a atividade antibacteriana for mantida em
diferentes variagdes do pH do meio, provavelmente “in vivo” essa atividade se preservara no
que diz respeito a acidez do meio.

O tipo de dieta consumida também podera interferir nessa atividade antibacteriana,
pois de acordo com Frostell (1 964), se uma pessoa possui uma dieta rica em glicose, sacarose,
frutose e maltose a produgdo de acidos serd muito mais rapida quando comparada co aquelas
pessoas que possuem uma dieta rica em amido e lactose. A fregiiente ingestdo de sacarose
também tem significativa relagao na formagdo da placa dental e no aparecimento de desordens
periodontais, mudando a composigio da placa bacteriana (Staat, 1975). No caso dos cées, a
ingestdo de sacarose € muito reduzida, principalmente naqueles cdes que sdo criados apenas
com ragdes comerciais, que sdo balanceadas nutricionalmente.

Outro fator que podera interferir na agao desses extratos “in vivo” ¢ a presenga da
saliva na boca. Dentre as varias fungdes da saliva, ela ajuda a umedecer o alimento que esta
sendo digerido, fazer a primeira digestdo do alimento, funcionar como solugdo tampao,
neutralizando o pH da boca e regulando o do estdmago, defesa natural através da agao de
enzimas, além de ter um papel importante na desmineralizacdo e remineralizagao dos dentes,
limpeza de restos alimentares ¢ bactérias e na diluigdo ¢ neutralizaglio dos produtos
metabolicos da placa (TANZER, 1989). Com isso, o processo salivar tem que ser levado em
consideragdo quando se usa esses extratos em enxagues orais, pois a saliva pode tanto auxiliar
a possivel agdo terapéutica do extrato quanto atrapalhar a sua agao.

Uma mesma planta que possui um respaldo positivo na pesquisa cientifica de sua
agdo “in vitro”, pode ndo agir da mesma maneira “in vive”. Um dos fatores que pode
influenciar nessa diferenca de atividade € justamente a falta de cuidado com o preparo dos
extratos ou amostras de plantas que sdo comercializadas no Brasil.

Um trabalho feito por Lirio (2001) analisou a qualidade higiénica de chas
comercializados no municipio de Sdo Paulo, de acordo com os parametros legais do
Ministério da Satide, através da avaliagdo da presenga ou ndo de sujidades. Sete marcas foram
avaliadas num total de 67 amostras de erva cidreira (19), horteld (16), erva doce (18) e
camomila (14). Das amostras avaliadas, 44.,8% apresentaram resultados em desacordo com as
normas legais do ministério. o que pode refletir em inadequadas condigdes higiénicas nas
etapas de produgdo dos chds. Assim, se as normas do Ministério da Satde fossem acatadas
com rigorosidade, talvez haveria uma maior atividade na agdio preventiva ou terapéutica
dessas plantas. Além disso, diminuiriam os riscos de efeitos colaterais advindos dessas
sujidades.
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A formagéo do biofilme dental ndo se da somente pela presenga da bactéria naquele
local, mas por inumeros fatores ambientais € de viruléncia bacteriana associadas aos
microorganismos. Torna-se importante, portanto, O estudo ndo so da atividade antibacteriana
dos extratos, mas também o estudo de outras propriedades como, por exemplo, a sua atividade
antiplaca (PINHEIRO, 1987; ELVIN-LEWIS, 1980), que em alguns casos, se toma mais
importante do que a agdo antibacteriana, pois essa a¢ao antiplaca podera inibir a formagao de
biofilmes dentarios através de um determinado mecanismo em comum a vérias espécics
bacterianas formadoras desse biofilme. Em contrapartida, um efeito inibidor do crescimento
sobre uma determinada bactéria se torna muito especifico, inibindo a formagdo somenie do
biofilme que a bactéria iria formar. O extrato ideal para ser usado na profilaxia da formagdo
da placa dentéria seria aquele que inibisse diferentes espécies bacterianas além te der
atividade antiplaca.

Um efeito antiplaca pode ser observado sem que haja alguma atividade
antimicrobiana, pois 08 mecanismos envolvidos nessas duas situagdes sd0 completamenie
diferentes, como pode comprovar Ooshima et al. (1994) que observou uma atividade
antiplaca do cha preto, mas ndo observou inibigdo do crescimento da bactéria formadora da
placa.

Um importante estudo a se fazer apOs a descoberta de um efeito antibacteriano, éa
extragdo de seus principios ativos ou a quantificagdo de seus constituintes como fez Park et al.
(2003) ao isolar de plantas uma substancia responsavel pela inibi¢do do crescimento
bacteriano. Uma segunda etapa do estudo que se torna muito importante para tentarmos
desvendar o possivel mecanismo de agdo desses extratos, como foi feito por Elvin-Lewis
(1980), que associou a inibigdo da formagdo de biofilmes orais por chas com OS SEUS
constituintes em comuim, identificados como taninos. Assim como Cury (1981) determinou a
concentracio de fluoreto solavel em diferentes chas comerciais, estabelecendo uma relagdo
entre essa concentragdo € a atividade antibacteriana previamente estudada. A agdo
antibacteriana, por isso, pode ser um somatério da agdo de varios principios ativos ©
diferentes constituintes. Portanto, sugere-s¢ 2 extragdo dos principios ativos das plantas
estudadas bem como uma analise detalhada de seus constituintes na tentativa de elucidar ou
relacionar a atividade antibacteriana encontrada com €sses constituintes.

Apbs extragdo € identificagdo esses constituintes devem ser analisados separadamente
para observar qual deles possui a maior atividade, sendo assim identificado © possivel
constituinte responsavel pela agdo inibidora do crescimento bacteriano, cOomo relatou Lee
(1986) ao relacionar a evolugdo do processo catioso através do uso de chas com o conteiido
de fldor em suas composigdes. Além de atuarem diretamente na diminui¢@o do crescimento
bacteriano ou inibindo a formagdo do biofilme dental, esses constituintes podem agir
protegendo as estruturas dentais ou diminuindo a agdo nociva de certos metabolitos
bacterianos sobre estruturas orais, como foi proposto por Yu et al. (1995) que comprovou a
agio dos componentes organicos contidos no cha verde na protegdo de esmalte dentério de
ataques 4cidos, sendo essa protecdo aumentada drasticamentee quando associado com
fluoretos.

Em um trabalho de revisio sobre o efeito das plantas medicinais na prevengdo €
tratamento de infecgdes bacterianas, Mahady (2005) destaca as doencas infectocontagiosas
como sendo uma significante causa de morbidade e mortalidade em todo o mundo, ocorrendo
em, aproximadamente, 50% de todas as mortes dos paises tropicais e 20% das mortes nas
Américas. Enfatiza ainda que apesar dos grandes avangos em estudos microbiologicos € no
controle desses microorganismos, hda uma esporadica incidéncia de epidemias devido ao
aparecimento de microorganismos resistentes as drogas. Com esses impactos negativos na
sande, uma iniciativa global para 0 desenvolvimento de novas estratégias para a prevengao €
tratamento de doengas infecciosas deve ser estudada. Durante muitos anos, componentes
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quimicos isolados de plantas medicinais, tem servido como um modelo para muitas drogas
que possuem sua agdo clinicamente comprovada, e agora estdo sendo reavaliadas como
agentes antimicrobianos. Os principais objetivos desses estudos estio em descobrir novas
substdncias antimicrobianas, tratar novas enfermidades, controlar ou matar Mmicroorganismos
Ja resistentes ¢ ampliar as possibilidades de drogas disponiveis hoje no mercado. Milhares de
espécies de plantas tém sido estudadas e testadas “in vitro” contra centenas de cepas
bacterianas, e muitas plantas medicinais tém apresentado atividade contra bactétias Gram-
positiva ¢ Gram-negativa. Entretanto, poucos extratos tém sido testados em estudos “in vivo™"
envolvendo animais ou humanos para ser realmente comprovada a sua a¢io ¢ eficacia.

Com o grande avango do desmatamento no Brasil, muitas plantas sdo extintas do pais
sem antes serem estudadas. Perde-se com isso, valiosas chances de descoberta de novos
compostos ¢ formulagdes que poderiam estar nos auxiliando no controle e tratamento de
tantas doengas incuraveis como o cancer.

A etiologia priméria da doenga periodontal ¢ a infecgiio bacteriana, que forma um
biofilme, também chamada de placa bacteriana nos dentes e nos tecidos moles da boca,
proporcionando 4s bactérias uma resisténcia aos antimicrobianos. Para se tratar
adequadamente um processo infeccioso oral, tem que reduzir a0 maximo o nimero de
bactérias naquela regido, onde podemos utilizar métodos cirlirgicos, ndo cirirgicos ou uma
combinac¢do dos dois. Ao enfocar o tratamento nio cirurgico da doenga periodontal em
animais, Cleland (2000) relata que para determinar a melhor terapia de cada caso, é necessario
que se faga um detalhado exame da cavidade oral, com inspecdo visual € 0 uso de sondas
periodontais. A limpeza da 4rea supragengival é o primeiro passo do processo de tratamento e
o segundo seria a raspagem subgengival para remover a bactéria que estd em contato direto
com o periodonto, porém esse procedimento para ser efetivo, exige motivagdo, destreza
manual e técnica meticulosa. Além disso, para o procedimento ser eficaz, € imprescindivel o
uso de instrumentagio adequada, treinamento por parte do veterinario e tempo suficiente para
a realizacdo da técnica correta. E para melhorar os resultados terapéuticos deve-se utilizar um
tratamento sistémico por via oral com antibiéticos ou o uso de anti-sépticos locais. Além
disso, o sucesso da terapia periodontal também depende dos cuidados na higiene dental dos
animais domésticos, onde esses cuidados devem ser reforgados como uma medida profilatica
no aparecimento de periodontopatias.

Um antibi6tico bastante usado para tratar infecgdes orais, por exemplo, € a
tetraciclina. Porém, 11% da microbiota oral cultiviavel é resistente a essc antibidtico, de
acordo com VILLEDIEU er al. (2003), que estudou a prevaléncia de genes resistentes a
tetraciclina, e pode concluir que hd uma variedade desses genes resistentes que podem estar
presentes em cdes adultos saudaveis.

Com o aumento significativo da resisténcia bacteriana aos antibiéticos, o uso dessas
substancias naturais com efeito antibacteriano comprovado, torna-se de grande importancia na
medicina veterindria ¢ humana, principalmente nos tratamentos topicos de infec¢des ou em
enxagiies orais, evitando a formagdo do biofilme, uma importante estratégia de perpetuagio
de diferentes microorganismos, de acordo com Auschill ez al. (2000). Além disso, acrescenta-
se o fato de que o biofilme € o inicio do aparecimento das doengas periodontais, a doenga
mais comum em cées adultos, podendo levar a sérias complicagdes sistémicas de acordo com
De Bowes, 1998. Assim, cuidando da saiide dos cdies, a nossa também sera cuidada, pois o
relacionamento dos animais com os humanos est4 cada vez mais proximo.
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6. CONCLUSOES

No isolamento das bactérias da cavidade oral de cées, houve predominéncia de
bactérias Gram positivas, sendo que nos animais neonatos, prevaleceu o grupo de
estreptococcus orais: Streptococcus mitis, S. salivarius ¢ S. mutans, havendo introdugfio de
Bacillus spp e Candida spp nos animais de 45 dias. Nos animais de 6 meses ¢ 1 ano de vida,
pode-se observar um aumento na proporgao de Staphylococcus spp, sendo identificados como
Staphylococcus aureus e Staphylococcus intermedius, além dos cstreptococcus orais
(Streptococcus mitis, S. salivarius € S. mutans), Bacillus spp ¢ Candida spp. Quase todos 0s
extratos testados apresentaram alguma atividade antibacteriana. Apenas os extratos de
Ipomoeba batatas ¢ de Eleusine indica ndo demonstraram nenhuma atividade. Entretanto, o
extrato de Copaifera langsdorffii apresentou a maior atividade dentre os extratos, inibindo
todas as quatro espécies bacterianas. Os extratos de Psidium guajava, Sedum dendroideum,
Kalanchoe pinnata, Kalanchoe brasiliensis, Kalanchoe gastonis-bonnieri, € Ludwigia
nervosa apresentaram hemolise em crescimento em Agar sangue, podendo indicar uma
possivel acdio toxica desses extratos. O uso de plantas medicinais na profilaxia de afecgdes
orais de cdies pode ser de grande auxilio, porém, testes “in vivo” deverdo ser feitos para a
confirmagdo dos estudos “in vitro” ja realizados e com resultados positivos, tanto na espécie
humana quanto na canina, pois muitas bactérias sdo comuns nessas duas espécies.
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