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RESUMO

Muitos estudos no dmbito da odontologia tem buscado alcancar compostos naturais eficazes
na remog¢do do biofilme oral, através do emprego de novos produtos capazes de debelar a
resisténcia aos antimicrobianos, com maior a¢do farmacoldgica, menor toxicidade e baixo
custo. O objetivo deste estudo consistiu em avaliar o rendimento de extragdo do 6leo essencial
de Croton argyroglossum Baill, as propriedades fisico-quimicas, os constituintes quimicos e
sua atividade antibacteriana “in vitro” frente as principais linhagens bacterianas do biofilme
dental - Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis € Streptococcus sobrinus. A extragao
do dleo essencial foi realizada através do processo de hidrodestilacdo utilizando Clevenger e a
andlise fisico-quimica — densidade relativa (picndmetro, 20 °C), indice de refracdo
(refratometro de Abbé, 20 °C), solubilidade em etanol a 90%, cor e aparéncia por andlise
visual. Os constituintes quimicos foram identificados e quantificados por cromatografia
gasosa acoplada a espectroscopia de massas (CG-EM). A avaliacdo da atividade
antibacteriana in vitro do 6leo essencial foi realizada pela metodologia de difusdo em placas.
Obteve-se o rendimento de 0,93% em 4 horas de extracdo. O dleo essencial apresentou
densidade relativa de 0,9091, indice de refracdo de 1,4850, solubilidade em etanol de 1:1, cor
amarelo claro e aparéncia limpida. A andlise da composicdo quimica identificou 57
constituintes, sendo majoritarios eucaliptol (15,59%), biciclogermacreno (13,91%), sabineno
(13,09%) e oa-pineno (6,52%). A avaliagdo da atividade antibacteriana in vitro do 6leo
essencial indicou que as cepas analisadas demonstraram resisténcia ao mesmo, quando

formaram halo de inibicdo de crescimento microbiano inferior a 10 mm.

Palavras-chave: Oleos essenciais. Composi¢do quimica. Biofilme dental.



ABSTRACT

Natural compounds have been used on oral biofilm inhibition in order to solve antimicrobial
resistance, improve pharmacological action, and decrease toxicity and costs. The aim of this
study was to evaluate the efficiency of extraction of essential oil from Croton argyroglossum
Baill, physicochemical properties, composition of the chemical constituents and evaluate "in
vitro" antibacterial activity against the major bacterial biofilm strains - Streptococcus mutans,
Streptococcus sanguinis and Streptococcus sobrinus. The essential oil extraction was
performed using Clevenger-type apparatus. Physicochemical analysis — relative density
(picndmetro, 20° C), refractive index (Abbé Refractometer, 20° C) solubility on ethanol at
90%, color and appearance (visual analysis). The chemical constituents were identified and
quantified by gas chromatography attached to a mass spectrometer (GC-MS). Evaluation of in
vitro antibacterial activity of the essential oil was held by the performed in diffusion plates.
The yield was obtained from 0.93%. The essential oil were observed: relative density- 0.9091;
refractive index- 1.4850; solubility on ethanol- 1:1; color - light yellow and appearance -
clear. The gas chromatography attached to a mass spectrometer analysis identified 57
constituents. The major compounds found in the oil were eucalyptol (15.59%),
bicyclogermacrene (13.91%), sabinene (13.09%) and a-pinene (6.52%). The in vitro
evaluation of essential oil antibacterial activity, performed in diffusion plates, formed

inhibition zones lower than 10 mm, indicating the resistance of the analyzed strains.

Keywords: Essential oils. Chemical composition. Dental Biofilm.
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1 INTRODUCAO

Calcula-se em torno de 500 o nimero de espécies bacterianas conhecidas na cavidade
bucal (JORGE, 2007). E através de um processo ordenado e dindmico de fixacdo, proliferacio
e aderéncia dessas bactérias sobre as superficies dentdrias que se dd a formacao do biofilme
dental (MARSH; MARTIN, 2005). Grande parte das doengas que acometem a cavidade bucal
¢ de origem infecciosa. O tipo de microbiota predominante na cavidade bucal pode variar de
acordo com a dieta e a remocdo mecanica regular do biofilme dental. Quando a dieta em
sacarose € frequente e a remocdo mecanica € deficiente, ocorre uma selecdo para certos
organismos patogénicos e o biofilme se torna virulento, podendo resultar tanto em lesdes de
tecido duro quanto de tecido mole (TORRES et al., 2000).

O controle da atividade microbiana do biofilme dental € essencial como meio de
prevenir etiologia das doengas bucais, como cdries e gengivites. A remog¢do e o controle do
biofilme dental, realizado por meios mecanicos - escovacdo e fio dental, pode ser
complementada com auxilio de agentes quimicos, que visam a reducdo da adesdo bacteriana,
da proliferacdo dos micro-organismos na superficie do dente, da inibi¢do da formacdo da
matriz intercelular do biofilme e da modificacdo da atividade bioquimica e da ecologia do
biofilme para uma microbiota menos patogénica (MOREIRA et al., 2001).

Os agentes quimicos, embora eficazes na prevencdo das doengas periodontais e da
cdrie dentdria, tém utilizacdo ndo compativel com a imagem de produtos “naturais”, de grande
apelo comercial. Assim, na tentativa de pesquisar novos compostos capazes de debelar o
fendmeno da resisténcia aos antimicrobianos sdo aproveitados os recursos naturais com bons
resultados. Sob este aspecto, a flora vegetal se torna o campo para a investigacdo de solucdes
criativas e satisfatorias para a pesquisa de produtos de origem natural e, a todo o0 momento
emergem trabalhos cientificos cujo objeto de estudo é o manejo dos agentes antimicrobianos
através de extratos vegetais, produtos naturais isolados e/ou 6leos essenciais (SIMOES &
SPITZER, 2003; SILVA & ALBUQUERQUE, 2005).

O crescimento mundial do uso de substanc ias naturais entre os programas preventivos
e curativos tem estimulado a avaliacdo dos extratos de plantas para o uso na saude. Por
incentivo do Governo Federal no ano de 2006, algumas praticas integrativas e
complementares (PIC) foram incorporadas ao Sistema Unico de Sadde (SUS) através da
Politica Nacional de Praticas Integrativas € Complementares (PNPIC), na qual se inclui a

Fitoterapia, surgindo como opgdo preventiva e terapéutica aos seus usudrios (BARROS,

2006).
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Os Oleos essenciais de uma forma geral, podem ser chamados de 6leos etéreos ou
esséncias (SIMOES; SPITZER, 2003). Segundo Siqui et al. (2000), sdao produtos do
metabolismo intermedidrio das plantas contidos em muitos Orgdos vegetais, e estdo
relacionados com diversas fungdes necessdrias a sobrevivéncia vegetal, exercendo papel
fundamental na defesa contra micro-organismos.

Considerando a sua complexa composicdo, os Oleos essenciais demonstram uma
imensa variedade de acdes farmacoldgicas, tornando-os potenciais fontes para o
desenvolvimento de novas drogas. Essa complexidade quimica permite que os Oleos
essenciais possuam uma diversidade de efeitos bioldgicos, a citar a acdo antimicrobiana
(MILHAU et al., 1997; RAO et al., 1997; SANTOS et al., 1998; KIVRAK et al., 2009).

O género Croton, € o segundo maior da familia Euphorbiaceae e pertence a subfamilia
Crotonoideae e tribo Crotoneae distribuidas em varias regides de clima tropical (HELUANI et
al., 2000). Muitos de seus constituintes ativos como terpendides, flavondides e alcaldides
apresentam propriedades terapéuticas comprovadas (FALCAO et al.., 2005; SALATINO et
al.., 2007). Espécies de Croton atraem o interesse para o seu estudo devido a diversidade do
uso popular, atividades biolégicas e como fonte promissora de novos e interessantes
compostos naturais bioativos (DOURADO & SILVEIRA, 2005; ANGELICO et al., 201 ).

Viérios extratos ja sdo utilizados na odontologia popular como agentes antissépticos,
destacando-se aroeira, propolis, roma, cravo da India, malva, salvia e camomila (OLIVEIRA
et al., 2007; FRANCISCO, 2010).

Entre as vantagens dos fitoterdpicos que justifique seu uso, pode-se citar: efeito
sinérgico, devido aos vdrios fitoconstituintes que atuam melhor em associacdo, menos riscos
de efeitos colaterais devido as baixas concentragdes em que os principios ativos se apresentam
nas plantas e menores custos de pesquisa quando se compara ao desenvolvimento de um novo
farmaco (YUNES et al., 2001). Essas substincias devem apresentar compatibilidade com os
tecidos vivos, logo, hd a necessidade de estudé-las, inicialmente in vitro.

Como informacdes cientificas a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Croton
argyroglossum Baill em bactérias do biofilme oral sdo inexistentes na literatura, torna-se
necessdrio realizar o presente estudo, a fim de obter elementos que estabelecam o potencial de
utiliza¢do deste como um agente antimicrobiano no ambito odontolégico.

O objetivo deste estudo consistiu em avaliar o rendimento de extracdo do dleo
essencial de C. argyroglossum Baill, as propriedades fisico-quimicas, os constituintes
quimicos e sua atividade antibacteriana “in vitro” frente as principais linhagens bacterianas

do biofilme dental - Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis e Streptococcus sobrinus.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Consideracoes sobre o género Croton

O género Croton é um dos maiores da familia Euphorbiaceae com aproximadamente
1.200 espécies, distribuidas, predominantemente, no continente americano, embora possua
também representantes na Africa, Asia e Oceania. O Brasil é o pafs que apresenta a maior
diversidade do género, com cerca de 350 espécies (GOVAERTS et al., 2000; BERRY et al.,
2005).

Muitas espécies deste género sdo odoriferas e apresentam conteido relativamente rico
em Oleo essencial, distribuido em todos os 6rgaos da planta, principalmente nas folhas e nas
cascas do caule. Essas espécies mostram-se de potencial valor terapéutico em virtude do
amplo uso popular como plantas medicinais, na forma de chds, infusOes, cataplasmas e
laxativos (DOURADO; SILVEIRA, 2005).

Estudos fitoquimicos realizados com algumas espécies de Croton de ocorréncia
brasileira t€m proporcionado o isolamento de 109 compostos pertencentes as mais variadas
classes estruturais tais como diterpenos (35,6%), alcaldides (24,8%) flavondides (12,8%) e
triterpenos (11,0%) (TORRES, 2008).

Os fenilpropanoéides, como anetol e derivados do eugenol, comuns nos 6leos de erva-
doce, cravo e manjericio tém sido relatados como os principais componentes dos 6leos
essenciais de espécies de Croton encontradas em diferentes partes do mundo, como por
exemplo, C. zehntneri e C. nepetaefolius, no Brasil (MORAIS et al., 2006); C. molambo e
C.cuneatus na Venezuela (SUAREZ et al.,, 2005); C. pseudonivenus e C. suberosus no
México (PEREZ-AMADOR; MONROY; BUSTAMANTE, 2007).

Muitas das espécies sdo utilizadas na medicina popular para os mais variados fins
(MACEDO; FERREIRA, 2004). Dentre as atividades farmacoldgicas experimentalmente
comprovadas para o género Croton colocam em destaque o seu potencial anti-inflamatério
(FALCAO et al., 2005; ROCHA et al., 2008), antiulcerogénico (ALMEIDA et al., 2003),
antidiabético (TORRICO et al., 2007), inibidores da enzima acetilcolinesterase (BARBOSA -
FILHO et al., 2006) entre outras (PALMEIRA JUN IOR, 2005; PERAZZO et al., 2007).

2.2 Plantas aromaticas medicinais e 6leos essenciais
O uso de plantas aromaticas como antissépticos € agentes anti-infecciosos ocorre
desde a Antiguidade. Povos da Grécia, Egito e Israel, costumavam utilizar estes vegetais em

varios procedimentos, tanto culindrios como medicinais. No Brasil, o emprego destas plantas
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estd presente desde antes da colonizacdo, quando os indios ja utilizavam ervas na medicina
caseira em forma de chds, xaropes e outros (MENDONCA, 2004). Na Regido Nordeste, a
utilizagdo de plantas medicinais e preparacdes caseiras assume importancia fundamental no
tratamento das patologias que afetam a populacdo de baixa renda, tendo em vista a deficiéncia
da assisténcia médica, a influéncia da transmissdo oral dos habitos culturais e a
disponibilidade da flora (MATOS; MATOS, 1989).

A ISO (International Standard Organization) define 6leos essenciais como os produtos
obtidos de partes de plantas mediante destilagao por arraste com vapor d’agua, bem como os
produtos obtidos por expressdo dos pericarpos de frutos citricos. De forma geral, sdo misturas
complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas (SANTOS,
2004). Também podem ser chamados de 6leos voldteis, 6leos etéreos ou esséncias, por serem
de aparéncia oleosa a temperatura ambiente. Entretanto, sua principal caracteristica é a
volatilidade, diferindo, assim, dos Oleos fixos, mistura de substancias lipidicas, obtidos
geralmente de sementes (SIMOES et al., 2004).

Outra caracteristica importante € o aroma agraddvel e intenso da maioria dos 6leos
essenciais, os quais, sdo soliveis em solventes orginicos apolares, apresentam solubilidade
limitada em &gua, mas suficiente para aromatizar as solucdes aquosas, denominadas
hidrolatos (SIMOES et al., 2004).

Os constituintes quimicos dos o6leos essenciais variam desde hidrocarbonetos
terpé€nicos, dlcoois simples, fendis, aldeidos, éteres, acidos organicos, ésteres, cetonas,
lactonas, cumarinas, fenilpropandides e até compostos contendo nitrogénio e enxofre. Podem
ser utilizados para a sintese de vitaminas, hormonios, antibiéticos e antissépticos (DEWICK,
1997; GONCALVES et al., 2003; SILVA et al.,, 2003). Na mistura, tais compostos
apresentam-se em diferentes concentracdes; normalmente, um deles € o composto majoritdrio,
existindo outros em menores teores e alguns em baixissimas quantidades (tragos) (SIMOES et
al., 2004). Diversos tipos dessas substancias podem estar associados a0 mesmo tempo para
formar uma mesma esséncia, ainda em geral uma fracdo de toda essa mistura € que tenha
maior poder sobre as propriedades do éleo essencial (SIMOES et al. 2003).

Sdo geralmente incolores ou ligeiramente amarelados, poucos sdao os Oleos que
apresentam cor, como o 6leo volatil de camomila, de coloracdo azulada, pelo seu alto teor em
azulenos. Em geral, sdo muito instdveis, principalmente na presenca de ar, luz, calor, umidade
e metais; a maioria dos 6leos volateis possui indice de refracdo e sdo opticamente ativos,
propriedades essas usadas na sua identificacdo e controle da qualidade (SIMOES et al., 2004;
OUSSALAH et al., 2006).
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2.3 Extracao e composicao quimica dos 6leos essenciais

Os 6leos essenciais podem ser obtidos através de diferentes processos. O processo da
hidrodestilacdo, usado para substincias termorresistentes, consiste em submergir o material
vegetal diretamente na 4gua, onde apds a ebuli¢do os compostos voldteis existentes sdo
carregados até o condensador, onde sao resfriados e separados na d4gua. Em escala laboratorial
este processo ocorre em aparelho denominado Clevenger (MECHKOVSKI; AKERELE,
1992).

A utilizacdo da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)
transforma o conjunto das duas técnicas na melhor ferramenta de separacdo e identificacdo
dos constituintes de uma mistura complexa. Nesta técnica, a amostra é injetada no
cromatégrafo a gis e o material eluido € continuamente bombardeado por um feixe de
elétrons, obtendo-se assim, o espectro de massas de cada pico cromatogrifico, o qual
comparado com uma biblioteca de espectros permite a identificacdio do composto

(NASCIMENTO FILHO, 2002).

2.4 Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais

Inimeros micro-organismo tornam-se resistentes aos multiplos antimicrobianos
disponiveis, representando um desafio para o tratamento de doencas e infec¢des, tornando
premente a necessidade de encontrar novas substancias com propriedades antimicrobianas a
serem utilizadas no combate a esses micro-organismo (DEVIENNE; RADDI, 2002;
PEREIRA et al., 2004).

Segundo Altman (1989) e Lambert et al. (2001), na composicao dos 6leos essenciais
ha compostos que apresentam maior atividade antimicrobiana, sendo que a mistura de dois ou
mais compostos em quantidades adequadas, podem apresentar atividade antimicrobiana sobre
as bactérias mais resistentes. Além disso, o sinergismo entre os compostos do dleo deve ser
levado em conta (KUSTRAK; PEPELINJAK, 1989; SAVELEV et al., 2003; DELAMARE et
al., 2005).

Burt (2004) trabalhou com o6leo essencial de orégano e observou que os principios
ativos (timol e o carvacrol) provocam distor¢do na estrutura fisica da célula, causando
expansdo e consequente desestabilidade na membrana, modificando sua permeabilidade,
desnaturando enzimas essenciais por meio de variagcdes no pH e no potencial elétrico.

Virios estudos tem apontado algumas propriedades terapéuticas dos 6leos, destacando
as seguintes: antiviral, antiespasmddica, analgésica, antimicrobiana, cicatrizante,

expectorante, relaxante, antisséptica das vias respiratdrias, larvicida, vermifuga e anti-
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inflamatéria (OYEDJI; AFOLAYAN, 2006; LIMA et al., 2006; COSTA et al., 2005;
HALCON; MILKUS, 2004).

A atividade antimicrobiana intrinseca de um o6leo essencial pode ser diretamente
relacionada com a configuracdo quimica individual de seus componentes, a propor¢ao em que
se apresentam e a interacdo entre eles (BURT, 2004). Os 6leos essenciais podem ter varios
componentes antimicrobianos individuais, mas 0os componentes fendlicos sdo os responsdveis
primdrios pela acdo antimicrobiana e antioxidante, podendo atuar inclusive com efeito
sinérgico (KRUGER, 2006).

O mecanismo de acdo dos 6leos essenciais € pouco conhecido. Considerando o grande
numero de diferentes compostos quimicos presentes nos 6leos essenciais, provavelmente sua
atividade ndo € atribuida a apenas um mecanismo especifico, mas por diversas influéncias na
membrana de micro-organismo. Por sua caracteristica hidrofébica, estes compostos atuam nos
lipidios da membrana das células, modificando sua estrutura e tornando-a mais permeavel,
podendo ocorrer a passagem de fons e/ou outras substancias (BURT, 2004).

Dois mecanismos foram propostos até o momento para explicar a acdo dos
componentes fendlicos na membrana celular: essas moléculas de hidrocarbonetos ciclicos
podem se acumular na bicamada lipidica da membrana e distorcer a interacdo lipideo
proteina, ou ainda, pode haver uma interacdo direta com compostos lipofilicos com partes
hidrofébicas das proteinas de membrana (BURT, 2004).

A suscetibilidade dos micro-organismo a determinado 6leo essencial depende das
propriedades deste 6leo, como sua composicdo quimica e suas concentragdes, bem como dos
micro-organismo utilizados (KALEMBA; KUNICKA, 2003).

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana de 6leos essenciais, geralmente sdo
utilizadas duas metodologias: método de difusdo em placas (utilizando discos de papel) e de
microdilui¢do em caldo (utilizando microplacas) (NCCLS, 1997; DEVIENNE; RADDI, 2002;
KALEMBA; KUNICKA, 2003).

2.5 Uso de produtos naturais na odontologia

Produtos odontolégicos contendo substincias naturais apresentam boas perspectivas
no mercado e poderiam ser introduzidos desde que amplamente amparados por estudos
laboratoriais e clinicos especificos. Varios extratos e 6leos essenciais tem sido pesquisados,
tais como a espécie de C blanchetianus Baill (ANGELICO et al., 2011), C. zehntneri, C.
argyrophylloides, C. nepetaefolius e C. blanchetianus (SANGWAN et al.,, 2001). Esses

estudos tem demonstrado a acdo de uma série de produtos quimicos, agentes bioldgicos e
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substancias naturais antiplaca e anticdrie, os quais agem principalmente sobre a formacao dos

polissacarideos extracelulares (GEBARABA et al., 1996).
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Constituicao quimica e avaliacao da atividade do dleo essencial de Croron argyroglossum

Baill em bactérias constituintes do biofilme dental

LEITE, A.C.A.S."; ALBUQUERQUE, A.C.L'; JUNIOR, F.G'; LUCENA, Y.B.!;
SILVA, E.'; NETO, V.Q.!
! Universidade Federal de Campina Grande, Centro de Satide e Tecnologia Rural, Avenida

Universitdria S/N, Patos — PB, Brasil, CEP:58708-110, email*: an_ceci_jp@hotmail.com.

RESUMO: Muitos estudos no ambito da odontologia tem buscado alcangar compostos
naturais eficazes na remog¢ao do biofilme oral, através do emprego de novos produtos capazes
de debelar a resisténcia aos antimicrobianos, com maior ag¢do farmacoldgica, menor
toxicidade e baixo custo. O objetivo desta pesquisa foi avaliar o rendimento de extracdo do
6leo essencial de Croton argyroglossum Baill, as propriedades fisico-quimicas, o0s
constituintes quimicos e sua atividade antibacteriana “in vitro” frente as principais linhagens
bacterianas do biofilme dental - Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis e
Streptococcus sobrinus. A extracdo do Oleo essencial foi realizada através do processo de
hidrodestilacdo utilizando Clevenger e a andlise fisico-quimica — densidade relativa
(picndmetro, 20 °C), indice de refragdo (refratdbmetro de Abbé, 20 °C), solubilidade em etanol
a 90%, cor e aparéncia por andlise visual. Os constituintes quimicos foram identificados e
quantificados por cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massas (CG-EM). A
avaliagcdo da atividade antibacteriana in vitro do dleo essencial foi realizada pela metodologia
de difusdo em placas. Obteve-se o rendimento de 0,93% em 4 horas de extragdo. O odleo
essencial apresentou densidade relativa de 0,9091, indice de refracdo de 1,4850, solubilidade
em etanol de 1:1, cor amarelo claro e aparéncia limpida. A andlise da composi¢do quimica
identificou 57 constituintes, sendo majoritdrios eucaliptol (15,59%), biciclogermacreno
(13,91%), sabineno (13,09%) e a-pineno (6,52%). A avaliacdo da atividade antibacteriana in
vitro do 6leo essencial indicou que as cepas analisadas demonstraram resisténcia a0 mesmo,

quando formaram halo de inibi¢ao de crescimento microbiano inferior a 10 mm.

Palavras-chave: Oleos essenciais, Composi¢do quimica, Biofilme dental.
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ABSTRACT: Chemical constitution and evaluation of activity of essential oil of Croron
argyroglossum Baill constituents of bacteria in dental biofilm. Natural compounds have
been used on oral biofilm inhibition in order to solve antimicrobial resistance, improve
pharmacological action, and decrease toxicity and costs. The aim of this study was to evaluate
the efficiency of extraction of essential oil from Croton argyroglossum Baill,
physicochemical properties, composition of the chemical constituents and evaluate "in vitro"
antibacterial activity against the major bacterial biofilm strains - Streptococcus mutans,
Streptococcus sanguinis and Streptococcus sobrinus. The essential oil extraction was
performed using Clevenger-type apparatus. Physicochemical analysis — relative density
(picndmetro, 20 °C), refractive index (Abbé Refractometer, 20 °C) solubility on ethanol at
90%, color and appearance (visual analysis). The chemical constituents were identified and
quantified by gas chromatography attached to a mass spectrometer (GC/MS). Evaluation of in
vitro antibacterial activity of the essential oil was held by the performed in diffusion plates.
The yield was obtained from 0.93%. The essential oil were observed: relative density- 0.9091;
refractive index- 1.4850; solubility on ethanol- 1:1; color - light yellow and appearance -
clear. The gas chromatography attached to a mass spectrometer analysis identified 57
constituents. The major compounds found in the oil were eucalyptol (15.59%),
bicyclogermacrene (13.91%), sabinene (13.09%) and oa-pinene (6.52%). The in vitro
evaluation of essential oil antibacterial activity, performed in diffusion plates, formed

inhibition zones lower than 10 mm, indicating the resistance of the analyzed strains.

Keywords: Essential oils. Chemical composition. Dental Biofilm.

INTRODUCAO

Na cavidade bucal, o controle da atividade microbiana do biofilme dental € essencial
como meio de prevenir etiologia das doencas bucais, como céries e gengivites. A remog¢ao e o
controle do biofilme dental € realizada por meios mecanicos como a escovagao e o uso do fio
dental, podendo ser complementada com auxilio de agentes quimicos que visam: a redugdo da
adesdo bacteriana e da proliferacdo dos micro-organismos na superficie do dente; a inibicao
da formacdo da matriz intercelular do biofilme; e a modificacdo da atividade bioquimica e da
ecologia do biofilme para uma microbiota menos patogénica (MOREIRA et al., 2001).

Os agentes quimicos, embora eficazes na prevencdo das doencas periodontais e da

carie dentdria, t€ém utilizacdo nao compativel com a imagem de produtos “naturais”, de grande
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apelo comercial. Assim, na tentativa de pesquisar novos compostos capazes de debelar o
fendmeno da resisténcia aos antimicrobianos sdo aproveitados os recursos naturais com bons
resultados. Sob este aspecto, a flora se torna o campo para a investigacdo de solucdes criativas
e satisfatdrias para a pesquisa de produtos de origem natural e, a todo 0 momento emergem
trabalhos cientificos cujo objeto de estudo € o manejo dos agentes antimicrobianos através de
extratos vegetais, produtos naturais isolados e/ou Oleos essenciais (SILVA,
ALBUQUERQUE, 2005; SIMOES, SPITZER, 2003).

Os O6leos essenciais, de uma forma geral, podem ser chamados de dleos etéreos ou
essénciais (SIMOES; SPITZER, 2003). Segundo Siqui et al. (2000), sio produtos do
metabolismo intermedidrio das plantas contidos em muitos 6rgdos vegetais, e, estdo
relacionados com diversas funcdes necessdrias a sobrevivéncia vegetal, exercendo papel
fundamental na defesa contra micro-organismos.

Considerando a sua complexa composicdo, os 6leos essenciais demonstram uma
imensa variedade de acgdes farmacoldgicas, tornando-os potenciais fontes para o
desenvolvimento de novas drogas. Essa complexidade quimica permite que os Oleos
essenciais possuam uma diversidade de efeitos bioldgicos, a citar a acdo antimicrobiana
(KIVRAK et al., 2009; LIMBERGER et al., 1998; MILHAU et al., 1997; RAO et al., 1997,
SANTOS et al., 1998).

O género Croton, é o segundo maior da familia Euphorbiaceae e pertence a subfamilia
Crotonoideae e tribo Crotoneae distribuidas em vérias regides de clima tropical (HELUANTI et
al., 2000). Espécies de Croton atraem o interesse para o seu estudo devido a diversidade do
uso popular, atividades biolégicas e como fonte promissora de novos e interessantes
compostos naturais bioativos (DOURADO; SILVEIRA, 2005). Os 6leos essenciais e muitos
de seus constituintes ativos como terpendides, flavondides e alcaldides apresentam
propriedades terapéuticas comprovadas (FALCAO et al., 2005; SALATINO et al., 2007).

Estudos demonstraram que diferentes espécies do género Croton, apresentam diversas
atividades farmacoldgicas, tais como: antidiabética (BARBOSA-FILHO et al., 2005);
antihipertensiva (PALMEIRA-JUNIOR et al., 2006); antifingica (FONTENELLE et al.,
2008); larvicida (BRASIL et al.,, 2009); antileishmanicida (SOCORRO et al, 2003);
antinociceptiva (CAMPOS et al, 2002); antiulcerogénica e citotoxica (ALMEIDA et al,
2003); antimicobacteriana e (THONGTAN et al, 2003); anti-inflamatéria (SUAREZ et al,
2003); antiproliferativa (ROSSI et al, 2003); vasorelaxante (GUERRERO et al, 2002);
antidiarreica (GURGEL et al., 2001).
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Virios extratos ja sdo utilizados na odontologia popular como agentes antissépticos,
destacando-se aroeira, propolis, roma, cravo da India, malva, salvia e camomila (OLIVEIRA
et al., 2007; FRANCISCO, 2010).

Entre as vantagens dos fitoterdpicos que justifique seu uso, pode-se citar: efeito
sinérgico, devido aos vdrios fitoconstituintes que atuam melhor em associacao, menos riscos
de efeitos colaterais devido as baixas concentragdes em que os principios ativos se apresentam
nas plantas e menores custos de pesquisa quando se compara ao desenvolvimento de um novo
farmaco (YUNES et al., 2001). Essas substancias devem apresentar compatibilidade com os
tecidos vivos, logo, ha a necessidade de estuda-las, inicialmente in vitro.

Como informacdes cientificas a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Croton
argyroglossum Baill em bactérias do biofilme oral sdo inexistentes na literatura, torna-se
necessdrio realizar o presente estudo, a fim de obter elementos que estabelecam o potencial de
utiliza¢do deste como um agente antimicrobiano no ambito odontolégico.

O objetivo deste estudo consistiu em avaliar o rendimento de extracdo do dleo
essencial de Croton argyroglossum Baill, as propriedades fisico-quimicas, os constituintes
quimicos e sua atividade antibacteriana “in vitro” frente as principais linhagens bacterianas

do biofilme dental - Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis e Streptococcus sobrinus.

MATERIAIS E METODOS

1. Locais de experimentacao

Os experimentos foram conduzidos nos Laboratérios de Bioquimica e Microbiologia
do Centro de Saidde e Tecnologia Rural da Universidade Federal de Campina Grande. A
composi¢ao quimica foi concebida no Laboratorio Multiusudrio de Caracterizagdo e Andlise

da Universidade Federal da Paraiba.

2. Obtencao e beneficiamento da matéria-prima

O material utilizado no desenvolvimento experimental deste trabalho consistiu de
amostras foliares verdes de C. argyroglossum Baill, coletadas aleatoriamente de plantas da
regido do Pico do Jabre, municipio de Maturéia — PB (7° 15’ 6.15" S latitude, 37° 23’ 12.23"
W longitude), durante o periodo de novembro de 2012 a fevereiro 2013. A identificacdo do
material foi realizada pelo Herbario da Universidade Federal de Campina Grande,

Patos/Paraiba/Brasil. Apds a colheita e separacdo de contaminantes e impurezas, as folhas
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selecionadas foram submetidas ao corte manual, acondicionadas em sacos plasticos estéreis

sob temperatura de refrigeracdo.

3. Linhagens Bacterianas
Foram utilizadas no presente trabalho linhagens bacterianas padronizadas de S. mutans

(ATCC 25175), S. sanguinis (ATCC 10557) e S. sobrinus (ATCC 27609).

4. Extracao do Oleo Essencial

O processo de extracdo do 6leo essencial dos foliares de C. argyroglossum Baill foi
realizado por hidrodestilacdo utilizando o aparelho Clevenger, por 4 h. Foram imersas 150g
de folhas frescas em 2 L de dgua destilada em baldo de vidro com capacidade de 3 L. A
quantidade de 6leo essencial extraido foi observada na coluna do extrator em intervalos de 5
min. O rendimento expresso em percentual foi calculado levando em consideracdo a
quantidade em massa (g) de material utilizado na extracio (CRAVEIRO; MATOS;
ALENCAR, 1989).

O o6leo essencial extraido foi submetido ao contato com sulfato de sddio anidro
(NaySO4) em funil/papel de filtro qualitativo para retirada de resquicio de dgua e armazenado
em recipiente de vidro ambar hermeticamente fechado, em temperatura de refrigeracdo até a

realizacdo das andlises fisico-quimicas, de composicao quimica e antimicrobiana.

5. Caracterizacio fisico-quimica do é6leo essencial

As propriedades fisico-quimicas determinadas no 6leo essencial foram a densidade
relativa (picnometro a 20 °C), o indice de refracdo (refratdmetro de Abbé a 20 °C), a
solubilidade em etanol a 90% (v/v foi mantido constante o volume de Oleo e adicionado

volumes da solu¢do alcodlica até solubilizacdo total), cor e aparéncia (visual).

6. Composicao Quimica

A andlise da composi¢do quimica do 6leo essencial de C. argyroglossum Baill foi
realizada no sistema cromatografico SHIMADZU CG-MS-QP 2010 ULTRA, com detector
seletivo de massa QP2010a, injetor capilar Split/Splitless e controlador de fluxo e pressao
automaético, operando com energia de 0,70 eV. Foi usada coluna capilar OV (didmetro interno
- filme - 30 m x 0,25 mm x 0,25 mm) com as seguintes especificagdes: temperatura de
injecdo - 250 °C e 290 °C no detector, fluxo de géas (hélio) na coluna — 1,0 mL min—1,

velocidade linear - 36,4 cm s—1, fluxo total - 302,4 mL min—1, pressdo de 57 kPa, temperatura
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inicial da coluna — 60 °C (por 2 min.) até 180 °C (por 1 min) a 4 °C min—1, e 180 até 260 °C a
10 °C min-1 (por 10 min).

Os compostos foram identificados com base na comparacdo dos indices de retencao
calculados com os disponiveis na literatura, seguida pela compara¢do do fragmento grama de
padrdes das massas reportados na literatura (ADAMS, 1995), bem como pela comparagdao
direta das sugestdes das massas disponiveis na biblioteca do computador (WILEY, com

250.000 compostos), contemplando apenas as similaridades entre os fragmentogramas.

7. Avaliacao da atividade antibacteriana do dleo essencial de C. argyroglossum Baill
frente aos micro-organismos teste
Para a realizacdo dos testes antimicrobianos foram realizadas as metodologias de

difusdo em placas.

7.1 Difusao em Placas (screening)

Nesse ensaio observou-se a sensibilidade da acdo do 6leo essencial na concentragdo
absoluta sobre o crescimento de micro-organismos. Os micro-organismos estudados foram
mantidos em Agar nutriente a temperatura de 37 °C. Na realizacdo dos testes utilizou-se
discos de papel Watmann nimero 3, com 7 mm de didmetro, distribuidos sobre o meio de
cultura Agar Mueller-Hinton (Merck) suplementado com 5% de sangue de ovino
desfibrinado. Para cada micro-organismo, um volume correspondente a 5, 10 e 15 pL do dleo
de C. argyroglossum Baill foi testado em cada disco. Assim, foram utilizados em cada placa
de Petri cinco discos: um controle negativo, um controle positivo com clorafenicol (30 pg) e
os trés discos testes com os volumes referidos. No final do periodo de incubagdo, considerou-
se como atividade antimicrobiana positiva quando observado a formag¢do de halo de inibicao
do crescimento microbiano com didmetro igual ou superior a 10 mm (LIMA et al., 1993;
SOUZA et al., 2005). As anélises foram submetidas em triplicata.

Paralelamente ao experimento de screening, foram realizados experimentos controle
de sensibilidade das cepas ensaiadas frente ao Tween 80 através da técnica de difusdo em
meio solido (BAUER; KIRBY; TURCK, 1966). Realizou-se o controle da viabilidade das
cepas microbianas através da verificac@o da capacidade de crescimento das cepas de bactérias

em Agar nutriente sem adicao do 6leo essencial.
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7.2 Espécies microbianas

Os in6culos dos micro-organismos teste utilizados, foram obtidos utilizando-se o
seguinte procedimento: inicialmente, foram preparadas suspensdes das cepas microbianas em
tubos de ensaio contendo 5 mL de solucdo salina (NaCl a 0,85% p/v) estéril. Em seguida, tais
suspensoes foram agitadas durante 2 minutos com auxilio de aparelho Vortex. Apds agitacdo,
cada suspensao teve sua turbidez comparada e ajustada a turbidez apresentada pela solucdo de
sulfato de bario do tubo 0,5 da escala de McFarland, a qual corresponde a um indculo de
aproximadamente 108 UFC/mL. (FROMTLING et al., 1983; DRUTZ, 1987, BELEM, 2001).
As suspensOes bacterianas foram diluidas seriadamente em dgua peptonada 0,1% para

obtenc¢do de um indculo final contendo aproximadamente 10° UFC/mL.

8. Analises Estatisticas
Todas as andlises foram realizadas em triplicata e os resultados analisados por meio da

estatistica descritiva, utilizando o software STATISTICA versdo 6.1 (Statsoft Inc, USA).
RESULTADOS E DISCUSSAO
A extragdo do 6leo essencial nas folhas de C. argyroglossum Baill, expresso em valor

absoluto, levando em consideracdo a quantidade em massa de material (150g), foi observado

no proprio extrator em intervalos de 5 min, detalhadamente descrita na Tabela 1.



Tabela 1 — Extrac@o do dleo essencial das folhas de Croton argyroglossum Baill expresso em valor absoluto.

) ) OLEO OLEO OLEO
TEMPO * OLEO EXTIEAIDO TEMPO * EXTRAIDO TEMPO * EXTRAIDO TEMPO®  EXTRAIDO

b (mL)" (mL)" (mL)"
00:05 0,00 01:05 0,73 £ 0,01 02:05 1,13+0,01 03:05 1,32 £ 0,01
00:10 0,00 01:10 0,75 £ 0,01 02:10 1,16 £0,01 03:10 1,33 £ 0,01
00:15 0,00 01:15 0,80 £ 0,01 02:15 1,19 £ 0,05 03:15 1,34 + 1,01
00:20 0,00 01:20 0,83 £ 0,01 02:20 1,21 £ 0,01 03:20 1,35+ 0,01
00:25 0,00 01:25 0,86 + 0,01 02:25 1,23 £ 0,01 03:25 1,36 £ 0,01
00:30 0,21 + 0,01 01:30 0,90 £ 0,01 02:30 1,25 £ 0,01 03:30 1,37 £ 0,00
00:35 0,40 + 0,01 01:35 0,93 £ 0,01 02:35 1,26 £ 0,01 03:35 1,37 £ 0,01
00:40 0,50 £ 0,01 01:40 0,96 + 0,01 02:40 1,27 £ 0,01 03:40 1,38 + 0,00
00:45 0,55+ 0,01 01:45 1,01 £0,02 02:45 1,28 £ 0,01 03:45 1,38 £ 0,01
00:50 0,60 £ 0,01 01:50 1,03 £0,01 02:50 1,29 £ 0,01 03:50 1,39 £ 0,00
00:55 0,66 £ 0,01 01:55 1,06 £ 0,01 02:55 1,30 £ 0,00 03:55 1,39 £ 0,00
01:00 0,70 £ 0,01 02:00 1,10 £ 0,01 03:00 1,31 £0,01 04:00 1,40 £ 0,01

FONTE- Dados obtidos no desenvolvimento da pesquisa. Médias seguidas de desvios padroes. * Valor de 6leo obtido na extracido de 150 g da
folha de C. argyroglossum Baill no intervalo de 4 h. A fra¢do de 6leo comeca a ser obtida na hidrodestilagido apés o periodo de 27 min. * Tempo

de extracdo (h). b Quantidade de 6leo extraido (mL).
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A Figura 1, construida a partir dos dados observados na Tabela 1, representa o
rendimento de extracdo (v/m), em percentual. Observa-se que o processo de extracdo, em
funcdo do tempo, foi ascendente-continuo, porém nao linear, com indice maximo de extracdo
de 0,93%, alcancado em 4 h. Em 2 h de extracdo, tempo que ¢ utilizado na metodologia de
alguns estudos, o indice alcancado foi de 0,73%, que € corroborado com os resultados
observados por Melo (2011) e Angélico et al. (2011), que reportaram resultados de 0,7 e
0,72% respectivamente, na espécie de C. blanchetianus Baill. Ainda nessa espécie, Dourado e
Silveira (2005) observaram rendimento inferior, de 0,5 %. Em folhas de C. heliotropiifolius,
Silva (2008) observou um rendimento também inferior, de 0,18%. Conforme relatado por
Baydar et al. (2004), Valmorbida (2006) e Onofre (2008) a quantidade de 6leo essencial de
diferentes variedades de plantas é dependente da variacdo sazonal, localidade, solo, clima,

época de colheita, método e tempo de destilacdo, além da diversidade genética da espécie.

1,1 5

0,5 _
0.4 /
0,3 - /

0,2 -

Rendimento de extracao (%)

0,1

0,0 1 !

'011 | T | T | T | T | T | 1
00:50 01:40 02:30 03:20

Tempo / min (var. 00:05 min)

Figura 1 — Rendimento de 6leo essencial das folhas de Croton argyroglossum Baill, em
percentual.
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A partir dos dados observados na Tabela 1, foi possivel construir o percentual
expresso de dleo extraido (V parcial/V total), considerando a quantidade de massa de material
(150g) e o intervalo de 5 min, elucidado na Tabela 2. Considerando que durante 4 h de
extracdo, obtém-se 1,4 mL de dleo essencial, foi estabelecido esse valor como 100% do total
extraido. Observa-se j4 na primeira hora do processo que 50,00% do valor absoluto foi
atingido. Na segunda hora, o indice de extracao foi de 78,57% e, na terceira, de 93,57%, até o
indice de 100% na quarta hora. Neste sentido, foi estabelecido como melhor ponto de

rendimento, as duas primeiras horas de extragao.



Tabela 2 — Percentual da extragdo do dleo essencial das folhas de C. argyroglossum Baill (V parcial/ V total).

RELACAO DE RELACAO DE RELACAO DE RELACAO DE
TEMPO DE OLEO OBTIDO TEMPO DE OLEO OBTIDO TEMPO DE OLEO OBTIDO TEMPO DE OLEO OBTIDO
EXTRACAO COM VALOR EXTRACAO COM VALOR EXTRACAO COM VALOR EXTRACAO COM VALOR
(H) A TOTAL DA (H) A TOTAL DA (H) A TOTAL DA (H) A TOTAL DA
EXTRACAO (%) EXTRACAO (%) EXTRACAO (%) EXTRACAO (%)
00:05 0,00 01:05 52,14 02:05 80,71 03:05 94,28
00:10 0,00 01:10 54,28 02:10 82,85 03:10 95,00
00:15 0,00 01:15 57,14 02:15 85,00 03:15 95,71
00:20 0,00 01:20 59,28 02:20 86,42 03:20 96,42
00:25 0,00 01:25 61,42 02:25 87,85 03:25 97,14
00:30 14,28 01:30 64,28 02:30 89,28 03:30 97,85
00:35 28,57 01:35 66,42 02:35 90,00 03:35 98,21
00:40 35,71 01:40 68,57 02:40 90,71 03:40 98,57
00:45 39,28 01:45 71,42 02:45 91,42 03:45 98,92
00:50 42.85 01:50 73,57 02:50 92,14 03:50 99,28
00:55 46,42 01:55 75,71 02:55 92,85 03:55 99,64
01:00 50,00 02:00 78,57 03:00 93,57 04:00 100,00

FONTE- Dados obtidos no desenvolvimento da pesquisa. Percentual de 6leo obtido na extragdo de 150 g da folha de C. argyroglossum Baill no
intervalo de 4 h (V parcial/ V total). A fra¢do de 6leo comeca a ser obtida na hidrodestilagdo apds o periodo de vinte e sete minutos. * Tempo de

extracao (h).
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Os parametros fisico-quimicos do 6leo essencial de C. argyroglossum Baill estdo
representados na Tabela 3. Ao estabelecer caracteristicas fisico-quimicas desse Oleo ¢é
enunciada a sua identidade devido a indicantes que lhe sdo especificos. Foram observados os
valores de 1,4850 e 0,9091, respectivamente, aos indices de refracdo e densidade relativa. O
6leo essencial exibiu uma colora¢do amarelo claro com aparéncia limpida revelada. Quanto a

solubilidade em etanol a 90%, determinou-se o 6leo essencial ser solivel na proporcdo de 1:1.

Tabela 3 — Indices fisico-quimicos do 6leo essencial de C. argyroglossum Baill.

INDICES FiSICO- QUIMICOS VALORES
Densidade relativa 20nd 0,9091 £ 0,02
Indice de refracdo “°d,g 1,4850 + 0,01

Solubilidade em alcool (v/v) 1:1

Cor Amarelada claro
Aparéncia Limpido

FONTE- Dados obtidos no desenvolvimento da pesquisa. Média + desvio padrao.

A Tabela 4 representa a composi¢cdo quimica do 6leo essencial extraido de folhas de C.
argyroglossum Baill juntamente com os tempos de reten¢cdo dos constituintes identificados.
Foram 1identificados um total de 57 compostos, representando 100%. Os componentes
majoritdrios encontrados foram eucaliptol (15,59%), biciclogermacreno (13,91%), sabineno
(13,09%) e a-pineno (6,52%). Essa composi¢do quimica € compativel com dados da literatura
para constituintes volateis de espécies de Croton cuja predominanica € caracteristicamente de

monoterpenos e sesquiterpenos (Meccia et al., 2000).

Tabela 4- Composi¢ao quimica do 6leo essencial de C. argyroglossum Baill.

TEMPO DE
N° CONSTITUINTES RETENCAO TEOR *(%)
(MIN)
1 - tujeno 5.760 0,36
o-pineno 5.972 6,52
Canfeno 6.401 0,13

~ W o

Sabineno 7.097 13,09
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27
28
29
30
31
32
33
34

- pineno

Mirceno

a-terpineno

p-cimeno

- felandreno

Eucaliptol

1,4-Ciclohexadieno, 1-metil-4-(1-metiletil)

hidrato trans-sabineno

4-careno
Biciclo[3.1.0]hexano-2-o0l,2-metil-5-(1-metiletil)-, (1.alpha)
cis-p-menth-2-en-1-ol

Cis-2- ciclohexeno-1-ol, 1-metil-4-(1-metiletil)
Borneol

3-ciclohexeno-1-ol, 4-metil-1-(1-metiletil) (R)
3-ciclohexeno-1-metanol, .alfa.,.alfa.4-trimetil
d-elemeno
3-ciclohexeno-1-metanol,.alfa.,.alfa.,4-trimetil-,
acetato

B-Bourboneno

Ciclohexano, 1-etenilo-1-metil-2,4-bis(1-metiletenil).
1H-Cycloprop[e]azuleno,1a,2,3,4,4a,5,6,7b-octahidro-1,1,4,
7

Cariofileno
1H-Cycloprop[e]azulene, decahidro-1,1,7-trimetil-4-
metileno

o —Humuleno

9-epi (E)-cariofileno

y- cadineno

Biciclogermacreno

Cubebol

0- cadineno

o —elemol

Germacreno B

7.218
7.568
8.480
8.758
8.933
8.030
10.022
10.359
11.195
11.601
12.554
13.330
14.498
14.982
15.558
22.070

22.601

24.186
24.480

25.282

25.703

26.530

27.159
27.484
28.329
29.032
29.731
30.082
31.121
31.488

1,12
0,17
1,08
0,30
1,13
15,59
1,72
0,22
0,53
0,35
0,20
0,19
0,46
4,53
2,54
0,31

0,54

0,16
0,31

0,18
1,89
0,17

0,51
0,46
1,67

13,91
0,54
1,64
0,49
0,46
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35 Ledol 31.908 0,40
36 1H-Cycloprop[e]azulen-7-ol,decahidro-1,1,7-trimetil-4-
32.331 5,43
metileno
37 Viridiflorol 32.573 2,51
38 Viridiflorol 32.896 0,77
39 Cubeban-11-o0l 33.000 0,29
40 Guaiol 33.108 1,17
41 Viridiflorol 33.358 1,28
42 a-2-naftalenometanol, 2,3,4,4a,5,6,7,8-octahidro 34.105 0,19
43 Espatulenol 34.328 0,65
44 vy —eudesmol 34.470 0,35
45 1H- cycloprop[e]azulen-7-0l, decahidro-1,1,7-trimetil-4- 24718 0.70
metileno
46 Cadin-4-en-10-ol 34.862 1,21
47  o- muurolol 35.024 0,72
48 B- eudesmol 35.197 2,63
49 Cadin-4-en-10-ol 35.335 2,71
50 Bulnesol 35.839 0,44
51 Diepicedrene-1-6xido 35.976 0,32
52 a-santalol 36.282 0,78
53 Espatulenol 36.577 0,19
54 Carotol 36.768 2,57
55 oa-santalol 36.962 0,43
56 Z- o -trans-bergamotol 37.355 0,43
57 Z- a -trans-bergamotol 37.479 0,33
TOTAL 100

FONTE- Dados obtidos no desenvolvimento da pesquisa. Compostos majoritdrios estao

indicados em negrito. “Propor¢des relativas em porcentagem da area total do pico.

Estudos fitoquimicos realizados com algumas espécies de Croton de ocorréncia

brasileira tem proporcionado ao isolamento de 109 compostos pertencentes as mais variadas
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classes estruturais tais como diterpenos (35,6%), alcaléides (24,8%) flavonéides (12,8%) e
triterpenos (11,0%) (TORRES, 2008).

Estudando os componentes quimicos da espécie C. blanchetianus Baill, Santos et al.
(2005) verificaram a presenca de 1-felandreno (6,16%), biciclogermacreno (10,22%), (E)-
cariofileno (6,90%), h-elemeno (4,96%), germacreno D (4,77%), e espatulenol (7,29%). Na
mesma espécie, Pinho-da-Silva et al. (2010) observaram 16,29% do biciclogermacreno,
15,42% de b-felandreno e 13,82% b-cariofileno.

Sylvestre et al., (2006) verificaram que no dleo essencial das folhas de C. flavens ha
47 compostos, dos quais o viridifloreno (12,20%), a germacrona (5,20%), o (E)- y-bisaboleno
(5,2%) e o B-cariofileno (4,90%) sdo os compostos principais.

Costa (2011) em seu estudo com a espécie C. rhamnifolioides Pax & Hoffman
indicaram oito substancias, correspondendo a 100% da composi¢do total do 6leo, dos quais
65,20% sdao monopertenos e 34,8% sesquiterpenos. Entre os compostos identificados, 1,8-
cineol (46.32%) foi o composto majoritdrio. Outros componentes em concentracao
significante também foram encontrados, como 1-felandreno (16,70%), p-cimeno (10,21%),
sabineno (8,14%) e trans-cariofileno (4,81%).

De acordo com Block et al. (2006) o 6leo essencial das folhas de C. zambesicus possui
como constituintes majoritarios, os compostos 6xidos de cariofileno (19,50%), B-cariofileno
(10,80%), a-copaeno (6,30%), linalol (6,10%) e B-pineno (5,20%).

Oliveira (2008) relatou que as varias espécies do género Croton nativas da Caatinga
nordestina, entre elas: C. zehntneri, C. argyrophylloides, C. nepetaefolius e C. blanchetianus,
possuem diferentes constituintes quimicos. Acredita-se, que essa diferenca na producdo dos
Oleos essenciais esteja integrada a fisiologia da planta, na qual a sua composicdo e quantidade
dependem de enzimas especificas que catalisam a producdo de compostos volateis em um
orgdo, do estdgio de desenvolvimento e de estresses abidticos, como a salinidade do solo, a
umidade do ar e a temperatura ambiente (SANGWAN et al., 2001).

Cakir et al. (2004) reportaram que mono ou sesquiterpenos oxigenados e
hidrocarbonetos monoterpenos ou sesquiterpenos sdo os principais componentes de 6leos
essenciais que apresentam potencial atividade antibacteriana.

O screening da atividade antimicrobiana de um 6leo essencial é geralmente utilizado
como teste preliminar de avaliacdo do seu potencial antimicrobiano, e de acordo com os
resultados obtidos pode-se elaborar uma sequéncia de anélises mais detalhadas com vistas a
obtencdo de maiores informacdes sobre tal propriedade bioldgica (HSIEH et al., 2001; LIMA,
2002).
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Os resultados do teste de susceptibilidade dos micro-organismos testados
(Streptococcus sobrinus, Streptococcus sanguinis e Streptococcus mutans) estdo apresentados

nas tabelas 5, 6 e 7, respectivamente.

Tabela 5- Avaliacdo da atividade antibacteriana in vifro do 6leo essencial das folhas de C.

argyroglossum Baill sobre S. sobrinus através da técnica de Difusdao em Placas (screening).

Cepas DISCOS TESTADOS

microbianas
5 10 15 Clorafenicol Controle Tween 80

pL pL pL

S. sobrinus 1 7 8 9 Sensibilidade X 12
S. sobrinus 11 7 7 8 Sensibilidade X 12
S. sobrinus 111 7 7 8 Sensibilidade X 12

Valores do halo de inibi¢ao estdo expressos em mm. (X)- Auséncia de inibicdo de crescimento

microbiano.

Tabela 6- Avaliacdo da atividade antibacteriana in vitro do 6leo essencial das folhas de C.

argyroglossum Baill sobre S. sanguinis através da técnica de Difusdo em Placas (screening).

DISCOS TESTADOS
Cepas
: : 5 10 15
microbianas Clorafenicol Controle Tween 80

pL pL pL
S. sanguinis 1 7 7 7 Sensibilidade X 12
S. sanguinis 11 7 7 7 Sensibilidade X 12

S. sanguinis

7 7 Sensibilidade X 12

II

Valores do halo de inibi¢ao estdo expressos em mm. (X)- Auséncia de inibicao de crescimento

microbiano.
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Tabela 7- Avaliacdo da atividade antibacteriana in vitro do 6leo essencial das folhas de C.

argyroglossum Baill sobre S. mutans através da técnica de Difusao em Placas (screening).

Cepas DISCOS TESTADOS
microbianas 5 10 15 Clorafenicol Controle Tween 80
pL pL pL
S. mutans 1 7 7 8 Sensibilidade X 12
S. mutans 11 7 7 8 Sensibilidade X 12
S. mutans 111 7 7 8 Sensibilidade X 11

Valores do halo de inibic¢ao estdo expressos em mm. (X)- Auséncia de inibicdo de crescimento

microbiano.

No teste em S. sobrinus foi verificado que no volume correspondente a 5 pL. do dleo
em disco teste, o halo de inibicdo do crescimento microbiano apresentou didmetro igual 7
mm. Ao volume de 10 puL, o mesmo promoveu um halo de inibi¢do com valores variando de 7
a 8 mm de didmetro. Com o aumento do volume para 15 pL, apresentou o grupo teste halos
de didmetro variando de 8 a 9 mm (Tabela 5).

O S. sanguinis, nos volumes correspondentes a 5, 10 e 15 pL do 6leo essencial
observou-se a formacgao de halo de inibicdo com diametro igual a 7 mm (Tabela 6).

Analisando o S. mutans, nos volumes correspondentes a 5 ¢ 10 pL do 6leo estudado,
foi obtido halos com 7 mm e ao volume de 15 pL halos com 8 mm de didmetro (Tabela 7).

Diante dos resultados existentes, em todas as concentracdes estabelecidas, todos os
micro-organismos testados apresentaram resisténcia ao 6leo essencial de C. argyroglossum
Baill. Sendo constatados sensiveis ao cloranfenicol e isentos de inibi¢do para o disco controle.

Em relacdo aos discos contendo Tween, foi verificado uma variacdo de 11 a 12 mm
nos halos de inibi¢do. Vale ressaltar que o uso de agente emulsificador pode apresentar halos
de inibi¢do, uma vez que este agentes podem influenciar no crescimento bacteriano, ou
mesmo alterar a permeabilidade da membrana celular (NASCIMENTO et al., 2007).

Melo (2011) reportou que os resultados do teste de disco difusdo em 4gar para a
atividade antimicrobiana do 6leo essencial de C. blanchetianus Baill indicam um grau
varidvel de atividade antimicrobiana contra as seis estirpes testadas, com zonas de inibi¢do

variando de 10—12 mm para A. hydrophila e S. Enteritidis, no entanto, o 6leo essencial nao
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apresentou atividade inibitéria contra as Gram-negativas Pseudomonas fluorescens e
Escherichia. coli.

A variagdo na atividade antibacteriana do éleo essencial, que ocorre de acordo com a
sua concentragdo e o tipo de bactéria testada, pode ser atribuida a alteracdo da taxa de
penetracdo dos compostos presentes no 6leo essencial através da parede celular e estrutura da
membrana celular dos micro-organismos (COX et al., 2000). Burt (2004) relata que a
atividade antimicrobiana intrinseca de um 6leo essencial pode estar diretamente relacionada
com a configuragdo quimica individual de seus componentes, a propor¢do em que se
apresentam e a interacdo entre eles. Entre as bactérias Gram-positivas geralmente sensiveis,
as bactérias dcido-laticas sdo mais resistentes. Sua habilidade de gerar ATP, pela sua
fosforilagdo em nivel de substrato, contribui para esta resisténcia (GILL et al., 2002). A maior
capacidade de superar condicdes de stress osmotico e responder mais efetivamente ao efluxo
de K+ causado por estes agentes antimicrobianos, também exerce influéncia (HOLLEY;
PATEL, 2003).

A determinacdo da Concentra¢do Inibitéria Minima e a influéncia do 6leo essencial
sobre a cinética microbiana sdo realizadas com as cepas que apresentam perfil de
sensibilidade ao 6leo essencial ao experimento do screening. Diante da ndo concretizacao
desse perfil de sensibilidade dos micro-organismos estudados, quando submetidos ao ensaio,
torna-se inviabilizada estas andlises.

Na configuracio de extrato bruto, essa espécie vegetal revelou ndo possuir atividade
antimicrobiana satisfatoria, necessitando de tecnologias de isolamento de substincias ativas.
Esse processo aumenta as etapas quimicas e, consequentemente, custos financeiros. Conforme
Cunha (2006), geralmente os compostos presentes em reduzida propor¢cao na planta sdo os
que apresentam melhores efeitos bioldgicos. Por este motivo, existe a necessidade de
trabalhos com andlise mais ampla de extratos, em que se obtém substancias purificadas,
fracdes e, finalmente, os compostos puros. Neste sentido, torna-se indispensdvel a andlise da
poténcia das fracdes e das substincias puras em relacdo a sua concentracio (CECHINEL
FILHO; YUNES, 1998), bem como suas atividades antimicrobianas.

A descricao dos componentes voléteis do 6leo essencial de C. argyroglossum Baill
exibiu predominancia de eucaliptol, biciclogermacreno, sabineno e o-pineno, comuns em
outras espécies de Croton. As andlises realizadas frente as linhagens bacterianas de S. mutans,

S. sanguinis e S. sobrinus nao apresentaram perfil de sensibilidade in vitro do 6leo essencial.
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CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo pode-se verificar que:

Obteve-se o rendimento de 0,93% em 4 horas de extracao.

O dleo essencial apresentou densidade relativa de 0,9091, indice de refracao de 1,485,
solubilidade em etanol de 1:1, cor amarelo claro e aparéncia limpida.

A andlise da composicdo quimica identificou 57 constituintes, sendo majoritarios
eucaliptol (15,59%), biciclogermacreno (13,91%), sabineno (13,09%) e a-pineno
(6,52%), apresentando substancias com potencial antimicrobiano.

A avaliacdo da atividade antibacteriana in vitro do 6leo essencial indicou que as cepas
analisadas demonstraram resisténcia ao mesmo, quando formaram halo de inibicdo de
crescimento microbiano inferior a 10 mm apesar desse potencial de seus componentes.
Existe a necessidade de uma andlise mais ampla desses extratos, em que se obtém
substancias purificadas, fracdes e, finalmente, os compostos puros. Neste sentido,
torna-se indispensavel a andlise da poténcia das fracdes e das substincias puras em

relacdo a sua concentragdo como substancia antimicrobiana.
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REVISTA BRASILEIRA DE PLANTAS MEDICINAIS
INSTRUCOES AOS AUTORES

Escopo e politica

A Revista Brasileira de Plantas Medicinais - RBPM ¢ publicacdo trimestral,
exclusivamente eletronica a partir de 2012, e destina-se a divulgacao de trabalhos cientificos
originais, revisdes bibliogréficas, e notas prévias, que deverdo ser inéditos e contemplar as
grandes dreas relativas ao estudo de plantas medicinais. Manuscritos que envolvam ensaios
clinicos deverdo vir acompanhados de autoriza¢io da Comissdo de Etica pertinente para
realizacdo da pesquisa. Os artigos podem ser redigidos em portugués, inglés ou espanhol,
sendo obrigatdria a apresentacdo do resumo em portugués € em inglés, independente do

idioma utilizado. Os artigos devem ser enviados por e-mail: rbpm.sbpm @ gmail.com, com

letra Arial 12, espaco duplo, margens de 2 cm, em "Word for Windows". Os artigos, em
qualquer modalidade, ndo devem exceder 20 paginas. No e-mail, enviar telefone para

eventuais contatos urgentes.

Para a publicacdo, os artigos aprovados submetidos 8 RBPM a partir de 12 de Abril de 2013
(inclusive), terdo custo de tramite de 300 reais (trezentos reais) a ser efetivado pelos
autores/responsaveis somente na ocasido do recebimento da carta de aceitacdo do artigo,

quando receberdo o respectivo boleto e instru¢des para o pagamento.

Forma e preparacio de manuscritos

REVISOES BIBLIOGRAFICAS E NOTAS PREVIAS

Revisdes e Notas prévias deverdo ser organizadas basicamente em: Titulo, Autores, Resumo,
Palavras-chave, Abstract, Key words, Texto, Agradecimento (se houver) e Referéncia

Bibliografica.

Atencdo especial deve ser dada aos artigos de Revisdo evitando a citacdo Ipsis-litteris de

textos, que configura plagio por lei.
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ARTIGO CIENTIFICO

Os artigos deverdo ser organizados em:

TITULO: Devera ser claro e conciso, escrito apenas com a inicial maidscula, negrito,
centralizado, na parte superior da pagina. Se houver subtitulo, deverd ser em seguida ao
titulo, em mindscula, podendo ser precedido de um nimero de ordem em algarismo romano.
Os nomes comuns das plantas medicinais devem ser seguidos pelo nome cientifico (bindmio

latino e autor) entre parénteses.

AUTORES: Comecgar pelo tltimo sobrenome dos autores por extenso (nomes intermedidrios
somente iniciais, sem espaco entre elas) em letras maitsculas, 2 linhas abaixo do titulo. Apos
o nome de cada autor devera ser colocado um ndmero sobrescrito que devera corresponder ao
endereco: institui¢ao, endereco da instituicao (rua e nimero ou Caixa Postal, cidade, sigla do
estado, CEP, e-mail). Indicar o autor que deverd receber a correspondéncia. Os autores

devem ser separados com ponto e virgula.

RESUMO: Devera constar da mesma pagina onde estdo o titulo e os autores, duas linhas
abaixo dos autores. O resumo devera ser escrito em um Unico pardgrafo, contendo objetivo,
resumo do material e método, principais resultados e conclusdo. Nao deverd apresentar

citacdo bibliogréfica.

Palavras-chave: Deverdo ser colocadas uma linha abaixo do resumo, na margem esquerda,

podendo constar até cinco palavras.

ABSTRACT: Apresentar o titulo e resumo em inglés, no mesmo formato do redigido em
portugués, com excecao do titulo, apenas com a inicial em maidscula, que vird apds a palavra

ABSTRACT.

Key words: Abaixo do Abstract deverdo ser colocadas as palavras-chave em inglés, podendo

constar até cinco palavras.

INTRODUCAO: Na introducio deverd constar breve revisdo de literatura e os objetivos do
trabalho. As citagdes de autores no texto deverdo ser feitas de acordo com os seguintes

exemplos: Silva (1996); Pereira & Antunes (1985); (Souza & Silva, 1986) ou quando houver
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mais de dois autores Santos et al. (1996).

MATERIAL E METODO (CASUISTICA): Devera ser feita apresentacdo completa das
técnicas originais empregadas ou com referéncias de trabalhos anteriores que as descrevam.
As andlises estatisticas deverdo ser igualmente referenciadas. Na metodologia deverdo
constar os seguintes dados da espécie estudada: nome popular; nome cientifico com autor e
indicacdo da familia botanica; nome do botanico responsdvel pela identificacdo taxondmica;
nome do herbdrio onde a exsicata estd depositada, e o respectivo nimero (Voucher Number);

época e local de coleta, bem como, a parte da planta utilizada.

RESULTADO E DISCUSSAO: Poderdo ser apresentados separados, ou como um s6

capitulo, contendo a conclusdo sumarizada no final.
AGRADECIMENTO: devera ser colocado neste capitulo (quando houver).

REFERENCIA: As referéncias devem seguir as normas da ABNT 6023 e de acordo com os

exemplos:

Periodicos:
AUTOR(ES) separados por ponto e virgula, sem espaco entre as iniciais. Titulo do

artigo. Nome da Revista, por extenso, volume, nimero, pdgina inicial-pagina final, ano.

KAWAGISHI, H. et al. Fractionation and antitumor activity of the water-insoluble residue of

Agaricus blazei fruiting bodies. Carbohydrate Research, v.186, n.2, p.267-73, 1989.

Livros:

AUTOR. Titulo do livro. Edi¢do. Local de publicacdo: Editora, Ano. Total de paginas.
MURRIA, R.D.H;; MENDEZ, J.; BROWN, S.A. The natural coumarins: occurrence,
chemistry and biochemistry. 3.ed. Chinchester: John Wiley & Sons, 1982. 702p.

Capitulos de livros:

AUTOR(ES) DO CAPITULO. Titulo do Capitulo. In: AUTOR (ES) do LIVRO. Titulo do
livro: subtitulo. Edicdo. Local de Publicagdo: Editora, ano, pagina inicial-pagina final.

HUFFAKER, R.C. Protein metabolism. In: STEWARD, F.C. (Ed.). Plant physiology: a
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treatise. Orlando: Academic Press, 1983. p.267-33.
Tese ou Dissertacio:

AUTOR. Titulo em destaque: subtitulo. Ano. Total de paginas. Categoria (grau e area de

concentracdo) - Instituicdo, Universidade, Local.

OLIVEIRA, A.F.M. Caracterizacao de Acanthaceae medicinais conhecidas como anador
no nordeste do Brasil. 1995. 125p. Dissertacio (Mestrado - Area de Concentracio em

Botanica) - Departamento de Botanica, Universidade Federal de Pernambuco, Recife.
Trabalho de Evento:

AUTOR(ES). Titulo do trabalho. In: Nome do evento em caixa alta, nimero, ano, local. Tipo
de publicacio em destaque... Local: Editora, ano. pégina inicial-pdgina final.
VIEIRA, R.F.; MARTINS, M.V.M. Estudos etnobotanicos de espécies medicinais de uso
popular no Cerrado. In: INTERNATIONAL SAVANNA SYMPOSIUM, 3., 1996,
Brasilia. Proceedings. .. Brasilia: Embrapa, 1996. p.169-71.

Publicacao Eletronica:

AUTOR(ES). Titulo do artigo. Titulo do periédico em destaque, volume, nimero, pagina
inicial-pdgina final, ano. Local: editora, ano. Pdginas. Disponivel em: <http://www........ b
Acesso em: dia més (abreviado) ano. PEREIRA, R.S. et al. Atividade antibacteriana de 6leos
essenciais em cepas isoladas de infec¢do urindria. Revista de Satde Publica, v.38, n.2,

p-326-8, 2004. Disponivel em: http://www.scielo.br. Acesso em: 18 abr. 2005.

Nao citar resumos e relatérios de pesquisa, a ndo ser que a informagdo seja muito importante
e ndo tenha sido publicada de outra forma. Comunicacdes pessoais devem ser colocadas no
rodapé da pdgina onde aparecem no texto e evitadas se possivel. Devem ser também evitadas

citagcdes do tipo: Almeida (1994) citado por Souza (1997).

TABELAS: Devem ser inseridas no texto, com letra do tipo Arial 10, espagco simples. A
palavra TABELA (Arial 12) deve ser em letras maitsculas, seguidas por algarismo arédbico;

J4 quando citadas no texto devem ser em letras mindsculas (Tabela).
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FIGURAS: As ilustracdes (graficos, fotogréficas, desenhos, mapas) devem ser em letras
maiusculas seguidas por algarismo ardbico, Arial 12, e inseridas no texto. Quando citadas no
texto devem ser em letras mindsculas (Figura). As legendas e eixos devem ser em Arial 10,
enviadas em arquivos separados, com resolucao 300 DPI, 800x600, com extensdao JPG ou

TIFF, para impressao de publicagdo.

Processo de avaliacao: Os manuscritos sdo analisados por, pelo menos, dois pareceristas,
segundo um roteiro de andlise baseado principalmente no conteido cientifico. Os pareceristas
recomendardo a aceitacdo com ou sem necessidade de retornar; recusa, ou sugerir
reformulacdes, e que, neste caso, o artigo reformulado retornard ao parecerista até que a
avaliacdo seja concluida. Quando no minimo 2 pareceristas aprovarem, sem necessidade de
retornar, o artigo estard pronto para ser publicado e o autor receberd a carta de aceite bem
como as instrugdes para pagamento dos custos de tramite (R$300 reais)*. Os nomes dos
pareceristas permanecerdo em sigilo, omitindo-se também perante estes os nomes dos

autores.

* Somente os artigos aprovados que foram submetidos a partir de 1° de abril de 2013 terdo

custo para publicagdo.

Direitos autorais: Ao encaminhar um manuscrito para a RBPM os autores devem estar
cientes de que, se aprovado para publicacdo, o copyright do artigo, incluindo os direitos de
reproducdo em todas as midias e formatos, deverd ser concedido exclusivamente para as

Memodrias.
ATENCAQO: Artigos que ndo estiverem de acordo com essas normas serdo devolvidos.

Observacao: Sao de exclusiva responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos
nos trabalhos. Contudo, reserva-se ao Conselho Editorial, o direito de sugerir ou solicitar

modificagdes que julgarem necessarias.
Envio de manuscritos:

Os artigos devem ser enviados por e-mail: tbpm.sbpm @ gmail.com
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ANEXO B

SUBMISSAO DO ARTIGO A REVISTA BRASILEIRA DE PLANTAS MEDICINAIS
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