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RESUMO

Ha tempos as plantas sdo usadas pela populagdo com o objetivo de tratar e curar doengas. Na
odontologia tem-se estimulado a avaliacdo de diferentes extratos de plantas para o controle do
biofilme bucal. Os terpenos sao metabdlitos secundarios que mediam interacdes importantes
entre plantas e o meio ambiente. Vdrios terpenos sdo largamente utilizados na agricultura,
alimentos e industrias, e como um antisséptico geral na pratica médica. Estudos t€m mostrado
que terpenos tém diversas propriedades farmacoldgicas incluindo antiftingico, antibacteriano,
anti-inflamatdria antioxidante e antiespasmddico. Logo, o presente estudo tem como objetivo
avaliar o potencial téxico de alguns desses terpenos, Acido Betulinico, Betulina e Acido
oleandlico, utilizando modelos in silico. Ao se realizar a classificacio metodolégica desta
pesquisa, pode-se perceber que se trata de um estudo aplicado, quantitativo e experimental.
Todas as informagdes quimicas dos terpenos selecionados foram obtidas no site
http://www.chemspider.com/. Para a andlise da toxicidade tedrica foi submetido ao estudo in
silico dos pardmetros ADMET usando o programa Osiris Property Explorer. Para a analise
dos dados obtidos na pesquisa, utilizou-se o software Microsoft excel® 2010. Nos resultados
encontrados no presente estudo, os trés terpenos analisados, assim como a Clorexidina, ndo
apresentaram nenhum potencial mutagénico, tumorigénico, irritante, como também ndo
apresentaram danos ao sistema reprodutor sendo classificados na escala 1, significativa de
dano ausente. Demonstrando assim, in silico, a seguranga do uso destes compostos, no
entanto, os testes clinicos sao fundamentais para a comprovacao destes resultados. Pode-se
concluir que, assim como a Clorexidina, estes terpenos estdo sendo descobertos para
desenvolvimento de terapias alternativas na odontologia, e testes in silico sdo de extrema

importancia para verificar a qualidade destes novos compostos.

Palavras-chave: Biofilme bucal, Odontologia, Terpenos.



ABSTRACT

For a long time plants are used by population in order to treat and cure diseases. In dentistry it
has encouraged the evaluation of different plant extracts for the oral biofilm control. Terpenes
are secondary metabolites that mediate important interactions between plants and the
environment. Many terpenes are widely used in agriculture, food and industries and as a
general antiseptic in medical practice. Studies have shown that terpenes have several
pharmacological properties including antifungal, antibacterial, anti-inflammatory, antioxidant
and anti-spasmodic. Therefore, the present study aims to evaluate the potential toxicity of
some of these terpenes, Betulinic Acid, Betulin and oleanolic acid, using in silico models.
When performing the methodological classification of this research, we realized that it is an
applied, quantitative and experimental study. All chemical information from the selected
terpenes were obtained in the site http://www.chemspider.com/. For the analysis of theoretical
toxicity it was submitted to the in silico study of ADMET parameters using the Osiris
Property Explorer program. For the analysis of obtained data in the research it was used the
software Microsoft Excel® 2010. On the results found in this study, the three analyzed
terpenes, as well as chlorhexidine, showed no mutagenic, tumorigenic and irritating
potentials, and also did not present damage to the reproductive system being classified on the
scale 1, absent significant damage. Demonstrating, in silico, the safety of these compounds,
however, clinical trials are crucial to prove these results. It can be concluded that, as well as
Chlorhexidine, these terpenes are being discovered to develop alternative therapies in
dentistry, and in silico tests are extremely important to check the quality of these new

compounds.

Keywords: Oral Biofilm, Dentistry, Terpenes.
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1 INTRODUCAO

O conhecimento sobre a placa dental evoluiu significativamente desde a sua primeira
observacao, por van Leewenhoek, em 1684. Modernamente, a placa dental € reconhecida
como um biofilme verdadeiro (WILDERER; CHARACKLIS, 1989), o qual pode ser definido
como uma populacdo microbiana aderida a um substrato orginico ou inorganico, estando
envolvida por seus produtos extracelulares, os quais formam uma matriz intermicrobiana,
podendo ocorrer na superficie de vdrias estruturas na natureza (SVENSATER,
BERGENHOLTZ, 2004). Na boca, o biofilme é composto por micro-organismos sobre uma
camada de proteina denominada pelicula adquirida do esmalte, que é constituida por
glicoproteinas salivares, fosfoproteinas, lipideos e componentes do fluido gengival.
(FEJERSKOV; KIDD, 2005).

Os micro-organismos presentes no biofilme podem se dividir em aerdébios, anaerdbios
facultativos e anaerdbios estritos. Podem também ser divididos de acordo com a coloracdo
apresentada, em Gram-positivos € Gram-negativos. (TRABULSI et al., 1999). O biofilme €
academicamente classificado em supragengival e subgengival. A composi¢do microbiana
destes dois tipos difere no tipo e/ou proporcdo de espécies bacterianas, pois estas dreas estao
sujeitas a diferentes condi¢cdes ambientais, como por exemplo, disposicdo de nutrientes e
exposicdo ao oxigeénio. As espécies bacterianas mais comumente detectadas no biofilme sdo:
S. sanguis, S. mutans, S. oralis, S. mitis biovar 1 e 2, S. gordonii, S. salivarius, Actynomices
naseslundii, Actynomices Odontolyticus, Neisseria sp., Lactobacillus sp., Veillonella sp.,
Prevotella sp., Haemophilus, Fusobacterium sp., Eubacterium e Bacteridides (NOGUEIRA et
al., 2007; ALVES et al., 2010 ).

Muitos estudos demonstraram que o biofilme dental é o fator determinante da cérie
dentdria e doenca periodontal, justificando a utilizacdo de medidas para o seu controle
(AXELSSON; LINDHE, 1974; KORNMAN, 1986), dentre elas, o controle mecanico do
biofilme (escovacdo e uso do fio dental) € o mais aceito, e os agentes quimicos tém sido
utilizados como coadjuvantes da higiene bucal quando incorporados em solucdes para
bochecho (CURY, 2003). Ha constante necessidade de se avaliar meios alternativos para o
controle do biofilme. A fitoterapia pode ser mais um recurso dentro dos programas de
prevencdo e promocao em sadde bucal. H4 tempos as plantas sdo usadas pela populagdo com
o objetivo de tratar e curar doengas (BUFFON, 2001). Com o importante crescimento

mundial da fitoterapia dentro de programas preventivos e curativos tem-se estimulado a
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avaliacdo da atividade de diferentes extratos de plantas para o controle do biofilme dental
(LIMA et al, 2011).

A maioria destas terapias envolvem o uso de extratos de plantas ou seus compostos
ativos, tais como os terpenos (WAGNER; ELMADFA, 2003). Segundo GLORIA (1994), os
terpenos representam o grupo mais importante de substincias quimicas secretadas, sendo
derivados do isopropeno (unidade ramificada de cinco carbonos) e classificados de acordo
com o numero minimo dessas unidades presentes na molécula. Os terpenos sao metabdlitos
secundérios, porque eles sao classificados como nao essencial para a sua viabilidade; no
entanto, eles mediam interacdes importantes entre plantas e o meio ambiente (CHAPPELL,
1995). Virios terpenos sdo largamente utilizados na agricultura, alimentos e industrias, e
como um antisséptico geral na pritica médica (AESCHBACH et al, 1994). Estudos tém
mostrado que terpenos tém diversas propriedades farmacoldgicas incluindo antifungico,
antibacteriano, anti-inflamatéria antioxidante e antiespasmédico (GARCIA et al, 2008;
OTELHO et al., 2007; SANCHEZ et al., 2009; JULIAO et al., 2003).

A utilizacdo de terpenos pode exercer efeitos adversos no organismo, caracterizando
assim um grave problema de saude publica (REBOREDO et al., 2007). Estes efeitos, bem
como a eventual acdo sinérgica com outras drogas, sdo bastante comuns. Neste contexto,
testes toxicoldgicos avaliam os efeitos do tratamento em muitos 6rgdos (CLARK, 1993).
Estes parametros sdo usados para caracterizar doses, relagdes de resposta, e ajudar a
selecionar as concentracdes ideais utilizadas em tratamentos com essas substancias (BARNES
E DOURSON, 1998).

Sabendo-se da importincia da descoberta de produtos naturais com efeitos
terapéuticos, bem como, a possibilidade de efeitos toéxicos ao organismo causados pelos
terpenos, torna-se relevante estudar o potencial toxicolégico de alguns exemplos destes
metabolitos secundarios com propriedade antimicrobiana ja relatada contra bactérias que
compdem o biofilme bucal, como por exemplo, Acido Betulinico, a Betulina, ¢ o Acido
Oleandlico, avaliando o efeito mutagé€nico, tumoral, irritante e alteragdes no sistema
reprodutor causados pelos mesmos e comparar os resultados com a Clorexidina, um agente
antimicrobiano padrdo utilizado na Odontologia, a fim de se confirmar a possibilidade de

novas opgdes terapéuticas.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 O BIOFILME BUCAL

Na natureza, a maioria dos habitats comporta uma microbiota caracteristica. A
composicdo da microbiota é quase sempre uma mistura complexa de bactérias que se
adaptaram e ai sobrevivem. Logo, os tipos de bactérias encontradas num determinado habitat
refletem caracteristicas desses ambientes, e qualquer alteracao desse ambiente pode acarretar
mudanca de composi¢cdo da microbiota ali instalada. A existéncia de superficies é uma
caracteristica importante desses habitats, uma vez que fornecem dreas ricas em nutrientes e
locais estdveis onde micro-organismos podem se aderir, iniciando assim um processo de
colonizagdo, processo esse bastante complexo em razio ndo s6 da interagdo das bactérias com
0 meio ambiente, mas também da interacdo entre as diversas espécies de bactérias que irdo
compor a colonia (THYLSTRUP, 1994).

A boca, como outras dreas de mucosas, possui uma microbiota natural, a qual se
mantém em equilibrio com os sistemas imunolégicos, inatos e adaptativos do hospedeiro. A
microbiota indigena comensal se desenvolve desde o nascimento e estimula a maturagdo do
sistema imunolégico. Uma vez estabelecida, se torna importante para a manutencao da satde,
pois age como uma barreira competitiva contra a infec¢do por micro-organismos patogénicos.
Variagcdes ambientais podem, no entanto, modificar a composi¢do da microbiota natural e
favorecer a infec¢do por micro-organismos patogénicos. A dieta do hospedeiro pode interferir
na composicdo microbiana do biofilme bucal. A higiene bucal negligenciada também
favorece o acumulo microbiano na superficie dentdria induzindo processos inflamatorios
crOnicos, os quais promovem danos aos tecidos bucais (MARSH, 1991).

Um evento que impede o desenvolvimento de colonias bacterianas € o processo
natural de desprendimento de células da superficie da mucosa oral. Isso evita a formacao de
colonias bacterianas, no entanto, a cavidade bucal normalmente apresenta dois tipos de
superficie para a colonizacdo por bactérias: tecidos moles descamativos que favorecem esse
desprendimento e superficies duras do esmalte e dentina, que ndo apresentam essa
caracteristica descamativa, mas sim uma superficie dura propicia a adesdo bacteriana. Isso
favorece o acimulo de grandes depdsitos bacterianos, ricos tanto em ndmero quanto em
diversidade de micro-organismos. Esse acumulo bacteriano, denominado placa bacteriana ou

biofilme dental, é considerado o agente causador das duas patologias mais frequentes na

cavidade oral: a cérie e a doenca periodontal (LINDHE, 1997).
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A placa dental pode ser definida como um aglomerado de bactérias aderidas aos
tecidos duros e moles da boca, embebidas em uma matriz extracelular (polissacarideos,
exopolissacarideos) e saliva (MARINHO; ARAUJO, 2007). Hoje, a placa bacteriana, em uma
nova visao, passou a ser chamada de biofilme apds andlises feitas na Conferéncia em Ecologia
Microbiana. Biofilme ¢ uma comunidade cooperativa, bem organizada, de células
microbianas aderidas a uma superficie imida e aglomerada por matriz de polissacarideos
(NASCIMENTO; COLS, 2006). Na boca, o biofilme € composto por micro-organismos sobre
uma camada de proteina denominada pelicula adquirida do esmalte, que € constituida por
glicoproteinas salivares, fosfoproteinas, lipideos e componentes do fluido gengival. O
desenvolvimento do biofilme bucal pode ser dividido em varios estdgios, sendo a primeira
fase a formagdo da pelicula e terminando com a formag¢do da placa madura (FEJERSKOV;

KIDD, 2005).

2.2 COMPOSICAO E FORMACAO DO BIOFILME

O biofilme pode ser composto por uma unica espécie microbiana (monoespécie) ou
por uma populacio mista de micro-organismos de espécies diferentes (multiespécie)
considerado o mais comum. No biofilme multiespécie, vive um micronicho, no qual
nutrientes podem ser obtidos a partir de espécies vizinhas. Os micro-organismos na face
externa vivem em condicdes aerdbias, enquanto aqueles situados no interior vivem em
condi¢des anaerdbias (LOPES; SIQUEIRA, 1998). Sdo observadas varias microcoldnias de
espécies distintas, caracterizando um processo de segregacdo. Entretanto, microcolonias de
espécies coagregadas também podem existir. Logo, os micro-organismos presentes no
biofilme podem se dividir em aerdbios, anaerdbios facultativos e anaerdbios estritos. Podem
também ser divididos de acordo com a coloracdo apresentada, em Gram-positivos € Gram-
negativos (TRABULSI et al., 1999).

O biofilme € academicamente classificado em supragengival e subgengival. A
composi¢cdo microbiana destes dois tipos difere no tipo e/ou propor¢do de espécies
bacterianas, pois estas dreas estdo sujeitas a diferentes condi¢des ambientais, o crescimento
bacteriano e a formagdo de micronichos dependem da estrutura do biofilme, da atividade
fisiolégica das espécies vizinhas, da quantidade, da capacidade de difusdo e do tipo de
nutriente disponivel (COSTERTON, 1994).

As espécies bacterianas mais comumente detectadas no biofilme sdo: S. sanguis, S.

oralis, S. mutans S. mitis biovar 1 e 2, S. gordonii, S. salivarius, Actynomices naseslundii,
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Actynomices Odontolyticus, Neisseria sp., Lactobacillus sp., Veillonella sp., Prevotella sp.,
Haemophilus, Fusobacterium sp., Eubacterium e Bacterioides (NOGUEIRA et al., 2007;
ALVES et al., 2010 ).

2.2.1 Pelicula adquirida

Uma estrutura associada ao biofilme bucal € a pelicula adquirida do esmalte, um filme
organico muito delgado (0,1 a 10 um de espessura), acelular, constituido principalmente pela
glicoproteina salivar ou mucina. Deposita-se diretamente sobre a superficie dos dentes,
materiais restauradores e epitélio bucal (adsorcdo seletiva) e é rdpida e seletivamente
colonizada por algumas espécies bacterianas logo apds sua deposicdo sobre o dente. A
pelicula adquirida tem a funcdo de lubrificar e assim proteger a superficie do dente, reduzindo
o atrito gerado pela mastigacdo. Além disso, impede o ressecamento da superficie do esmalte
tornando-o menos fridvel, favorece sua reparacdo, interfere na selecio da aderéncia de
bactérias ao dente, pois € um mecanismo dotado de alta especificidade bioquimica. (HAY,
1969; YAO et al., 2003)

Durante o desenvolvimento do biofilme, sdo reconhecidas diferentes etapas, logo,
vdrias teorias t€m sido propostas para explicar a formag¢do do biofilme bucal. Entretanto, a

teoria de desenvolvimento mais aceita obedece as seguintes etapas:

Figura 1- Etapas de formacao do biofilme. Fonte: odontoup.com.br

2.2.2 Fase de Colonizacao Inicial
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Esta etapa geralmente se processa no periodo de menos de uma hora a oito horas apds
a limpeza dos dentes. Caracteriza-se por interacdes bioquimicas especificas envolvendo
adesinas geralmente presentes na superficie celular dos colonizadores iniciais e receptores
presentes na glicoproteina salivar que recobre o dente. Os colonizadores iniciais (bactérias
pioneiras) mais conhecidos sdo Streptococcus sanguinis, S. oralis, S. gordonii, S. mitis,
Actinomyces naeslundii, Fusobacterium nucleatum e Capnocytophaga ochraceae. S. mutans e
S. sobrinus, podem se implantar quando existir disponibilidade frequente de sacarose,
portanto em fun¢do da dieta do hospedeiro (SOCRANSKY 8§, 2002).

Vérios mecanismos participam dessa importante fase, na qual as adesinas dos
colonizadores iniciais sdo reconhecidas, especificamente, por diversas moléculas receptoras
presentes na pelicula salivar depositada sobre os dentes. A firme aderéncia de bactérias a
superficie dental revestida pela pelicula salivar é o primeiro passo essencial para a formacao
do biofilme dental. Cabe destacar que, como regra, superficies rugosas oferecem maior area
para coloniza¢do bacteriana, maior prote¢ao contra forcas que tendem a desalojar as bactérias

aderidas e maior dificuldade de remocao pela limpeza (SOCRANSKY S, 2002).

2.2.3 Proliferacao microbiana e formacao das microcolonias

No inicio, o biofilme é formado por monocamadas. Com o decorrer do tempo,
multicamadas sdo observadas. O aumento do biofilme é devido ao acimulo microbiano, que
por sua vez € resultado do processo de divisdo celular dos micro-organismos aderidos e da
adsor¢do de novos micro-organismos. Os diversos mecanismos envolvidos nessa fase de
acumulo microbiano podem ser caracterizados como adesao e co-adesdo, onde adesinas de
novos micro-organismos se ligam a receptores da superficie celular dos micro-organismos que
formam as primeiras camadas do biofilme. E agregacdo e co-agregacdo, no primeiro caso,
bactérias da mesma espécie se unem para se ligar ao biofilme, e no segundo, € a jungdo de
espécies diferentes que se juntam para se unirem ao biofilme. (SVENSATER;

BERGENHOLTZ, 2004).

2.2.4 Estruturaciao e maturacao do biofilme
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A multiplicagdo dos micro-organismos, leva ao crescimento e forma uma superficie
tridimensional e funcionalmente organizada. A produ¢do de polimeros resulta na formacgao
complexa de matriz extracelular, compondo glucanos soltdveis e insolidveis, frutanos e
heteropolimeros. Essa matriz pode ser biologicamente ativa, reter nutrientes, 4gua e enzimas
no biofilme oral. Os mecanismos de adaptacdo que os micro-organismos utilizam para
sobreviver no biofilme incluem adaptacdo genética, mutacdo e recombinacdo genética e
aquisicdo de novo material genético (transformacdo) ou regulacdo da expressdo de material
genético existente. (NASCIMENTO; COLS, 2006).

A flexibilidade na expressdo genética bacteriana permite a sobrevivéncia em
ambientes com condi¢des instdveis, sendo as bactérias particularmente adaptdveis a quase
todos os nichos ambientais do nosso planeta. As bactérias podem responder a sinais do meio
ambiente e se destacarem da superficie, permitindo que colonizem outros locais (ROMEIRO;

COLS, 2009).

2.3 CONTROLE MECANICO/QUIMICO DO BIOFILME

Muitos estudos demonstraram que o biofilme dental é o fator determinante da cérie
dentdria e doenca periodontal, justificando a utilizacdo de medidas para o seu controle
(ALVES et al., 2009, SILVA et al.,2008). O controle mecanico do biofilme (escovagio e uso
do fio dental) € o mais aceito, e os agentes quimicos tém sido utilizados como coadjuvantes da
higiene bucal quando incorporados em solucdes para bochecho (CURY, 2003). Desse modo,
substancias antimicrobianas vém sendo utilizadas para o controle quimico do biofilme dental,
como adjutdrias aos procedimentos mecanicos ou para afec¢des especificas (MONFRIN;
RIBEIRO, 2000).

Existem algumas razdes que justificam a utilizagdo de agentes quimicos para o
controle do biofilme. Em individuos com boa higiene bucal e dieta pobre em sacarose, a
simples presenca do biofilme ndo ¢ indicativa de patologias, pois ele pode ser formado por
uma microbiota pouco patogénica (KRIGER, 1997), logo, os biofilmes relacionados com a
doenca periodontal estdo associados com higiene bucal deficiente, assim as substincias
antibacterianas poderiam tentar compensar a desmotiva¢do para uma boa limpeza dos dentes.
Outras indicagdes para determinada terapia sdo em casos de pacientes com dificuldades
operacionais frente ao controle mecanico, para pacientes sob o uso de aparelhos ortodonticos,

no pré e pds-operatdrio de cirurgias ou em pacientes especiais (MATTOS, 2003).
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Diversas formas farmacéuticas sdo utilizadas para a liberacdo de agentes
antimicrobianos na cavidade oral: pastilhas, vernizes, géis e solugdes. Os colutérios ou
enxaguatorios constituem as formas mais simples, sendo uma mistura do componente ativo,
dgua, dlcool, surfactantes e umectantes. Alguns fatores sdo desejaveis na escolha de uma
substancia para controle do biofilme bacteriano: ser atdéxico, ndo alergénico e ndo irritante,
além disso, possuir eficicia, com reducdo estatistica e significativa do biofilme,
especificidade, ou seja, afetar somente a flora patogénica, substantividade, através da reteng¢ao
e lenta liberacdo do principio ativo, sabor agraddvel, auséncia de resisténcia induzia a droga e
baixo custo (NEWBRUN, 1988). As substancias antimicrobianas mais utilizadas sob a forma
de enxaguatérios sdo: fluoreto de sdédio, cloreto de cetilpiridinio, triclosan, timol e

clorexidina, dentre outras (MONFRIN; RIBEIRO, 2000).

2.3.1 Clorexidina no controle do biofilme

Segundo Vinholis et al. (1996), A clorexidina € uma bisguanida catidnica, disponivel
principalmente na forma de sais de digluconato. E considerado um antisséptico de amplo
espectro sobre as bactérias gram-positivas, gram-negativas, fungos e leveduras. Ela atua na
formacdo da pelicula adquirida, leva a diminui¢ao significativa do biofilme, pois h4 alteracdes
na aderéncia microbiana, aumento da permeabilidade celular com rompimento da bactéria ou
coagulacdo e precipitacdo dos constituintes citoplasmaticos. Dentre os estudos ela apresentou
melhores caracteristicas como: substantividade de 12 horas, eficiéncia, estabilidade e
seguranca. E mais utilizada na forma de digluconato de clorexidina (Figura 2), em
concentracoes de 0,12%, 0,2% ou 2%. E considerada como substancia “padrdo ouro” no
controle do biofilme dental (MENDES et al., 1995). Alguns efeitos colaterais sdo atribuidos
ao uso oral da clorexidina em enxaguatdrios decorrentes do uso prolongado: manchas
acastanhadas nos dentes, em restauracdes ou no dorso da lingua, descamacdo e perda da
sensibilidade oral, gosto amargo e a interferéncia na sensacio gustativa. Embora existam, no
mercado consumidor, enxaguatdrios com concentracdo de 2%, a utilizagdo de produtos com
clorexidina a 0,12% € mais indicada, pois, nessa concentracdo, sdo diminuidos os efeitos
adversos das solucdes mais concentradas, mantendo-se a eficdcia contra 0os micro-organismos
(GEBRAN; GEBERT, 2002).

Diante das limitagdes desse agente, alguns produtos de origem vegetal sdo utilizados
no controle do biofilme bucal com a vantagem de apresentarem efeitos colaterais reduzidos,

sendo relatado apenas uma pequena ardéncia com possibilidade de erosdo na mucosa, quando
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comparados a produtos sintéticos. Além da a¢do terapéutica comprovada de muitas espécies,
estas representam parte integrante da cultura de um povo, sendo um saber utilizado e

difundido pelas populacdes ao longo do tempo (MORAN et al., 1992).
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Digluconato de clorexidina

Figura 2 - Estrutura quimica do digluconato de clorexidina.

Fonte: esteriplas.net.

2.3.2 Uso de fitoterapicos no controle quimico do biofilme

A fitoterapia € uma prética antiga, que remonta a manuscritos datados de 1.500 a.C
(LIMA, 2006). Etimologicamente, vem das palavras gregas phyton (plantas) e therapeia
(tratamento), ou seja, tratamento por meio das plantas (GUYOT, 1990). As plantas
medicinais sdo capazes de fornecer farmacos extremamente importantes, dificilmente obtidos
por sintese quimica, podendo ser levemente modificados, com tendéncia a serem mais
eficazes, a possuirem menor potencial toxico e a apresentarem efeito terapéutico semelhante
quando comparados aos farmacos sintéticos (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

A partir dos anos 1980, o interesse pelos farmacos de fontes naturais e extratos
vegetais cresceu de maneira a impulsionar novas pesquisas, com o intuito de comprovar a
eficdcia da fitoterapéutica e de desenvolver novos farmacos. Contudo, o uso potencial de
plantas como fonte de drogas € ainda pouco explorado. Apenas uma pequena porcdo das
espécies de plantas estimadas tem sido investigada fitoquimicamente, € uma fracdo menor
ainda tém suas propriedades farmacoldgicas estudadas. No Brasil, as plantas medicinais sdao
amplamente usadas nas zonas rurais e urbanas. A maioria € usada de acordo com a tradi¢@o
popular desenvolvidas pelos nativos ou trazidas para o pais pelos europeus, africanos e
asiaticos (RATES, 2001).

Os programas preventivos e curativos tém estimulado a avaliacdo dos extratos de
plantas para o uso na odontologia como controle do biofilme dental e outras afec¢des bucais.

Sendo assim, a odontologia é beneficiada pela riqueza em recursos naturais oferecidos pela
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flora brasileira, pois os produtos naturais estdo cada vez mais presentes nos consultorios
médicos e odontoldgicos. (SOYAMA; OLIVEIRA, 2007).

Nesse sentido, as pesquisas com produtos naturais no meio odontolégico tém
aumentado nos ultimos anos devido a busca por novos produtos com maior atividade
terapéutica, com menor toxicidade e melhor biocompatibilidade, além de apresentarem custos
mais acessiveis a populacdo. Os compostos fitoterdpicos podem ser utilizados nas mais
variadas férmulas, como cépsulas, comprimidos, géis, pomadas, solu¢des aquosas, solucoes
hidroalcodlicas e infusdes, que sao conhecidas como chés. A aceitacdao popular da fitoterapia
leva a boas perspectivas no mercado de produtos odontolégicos que contém substincias
naturais, e estes podem ser introduzidos desde que estudos laboratoriais e clinicos especificos
comprovem sua eficicia (AGRA; OLIVEIRA, 2008).

Dentre os compostos com atividade antimicrobiana extraidos de plantas, estdo os
flavanoides, os taninos, os alcaloides, os terpenos e os Oleos essenciais. (COWAN, 1999;

ROMANO et al., 2013).

2.4 TERPENOIDES

Dentre os metabdlitos secunddrios vegetais, os terpenoides, substancias cuja origem
biossintética deriva de unidades do isopreno, constituem o maior grupo. Os terpenos sio
constituintes que fazem parte da composi¢do dos Oleos essenciais, que por sua vez sao
empregados na industria na producao de perfumes e cosméticos, além de apresentarem efeitos
farmacoldgicos (EDRIS, 2007). Os compostos terpenoides t€m sua origem biossintética das
unidades do isopreno, que por sua vez € originado a partir do dcido mevaldnico (SPITZER,
2004).

Os compostos terpénicos sdo divididos, de acordo com o niimero de carbono (C) em
suas moléculas, em isoprenos ou hemiterpenos (5 C), monoterpenos (10 C), sesquiterpenos
(15 C); diterpenos (20 C); sesterpenos (25 C); triterpenos (30 C); tetraterpenos (40 C) e
polisoprendides (n C) (Figura 3) (SPITZER, 2004; BAKKALI et al., 2008).

Os terpenos sdo metabdlitos secundarios, porque eles sdo classificados como nado
essencial para a sua viabilidade; no entanto, eles mediam interacdes importantes entre plantas
e o meio ambiente (CHAPPELL, 1995). Vdrios terpenos sdo largamente utilizados na
agricultura, alimentos e inddstrias, € como um antisséptico geral na pratica médica

(AESCHBACH et al, 1994). Estudos tém mostrado que terpenos tém diversas propriedades
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farmacoldgicas incluindo antifingico, antibacteriano, ainti-inflamatério antioxidante e

antiespasmoédico (GARCIA et al, 2008).
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Figura 3- Compostos Terpenoides. Fonte: SPITZER,2004

2.4.1 Acido betulinico

O 4cido betulinico (AB) € um triterpeno pentaciclico do tipo lupano amplamente
distribuido no reino vegetal (Figura 4), presente em frutas e verduras. Suas fontes tradicionais
sdo espécies europeias do género Betula, que produzem seu &dlcool precursor, a betulina
(FRIGHETTO et al., 2005). Ele também esta presente em inumeras espécies tropicais, sendo
extraido em grandes quantidades da casca de uma variedade de espécies de arvores, dentre
elas a do género Clusia (FRIGHETTO et al., 2005; YOGEESWARI; SRIRAM, 2005). Esse
género engloba cerca de 250 espécies que ocorrem em regides tropicais e subtropicais das
Américas do sul e central (FARIAS et al., 2011).

Esse triterpeno apresenta uma variedade de atividades bioldgicas e farmacoldgicas,
dentre elas podem citar-se citar as atividades antimaldrica, antioxidante, anti-inflamatdria que
atuam na inibicdo das enzimas na rota do 4cido araquidonico e tem sido considerado um
agente anticancerigeno em potencial. Estudos experimentais realizados com o dcido betulinico
tém revelado uma forte seletividade frente as células do melanoma humano, evitando o ataque
as células normais. Esta caracteristica faz do &4cido betulinico Unico em comparacdo aos
compostos que sao correntemente usados na terapia contra o cancer. (YOGEERSWARI;
SRIRAM, 2005).

Além desses estudos, ma pesquisa realizada por Riveiro-Cruz et al (2009) demonstrou

que o 4cido betulinico, isolado da espécie Byrsonima crassifolia apresentou um potente efeito
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antibacteriano contra diferentes cepas de micro-organismos Gram positivos e Gram negativos,

que podem participar na formacgdo do biofilme bucal.

Figura 4 — Estrutura quimica do 4cido Betulinico

2.4.2 Betulina

A betulina (Figura 5), apresenta propriedade anti-inflamatéria e antimicrobiana, em
especial contra os micro-organismos formadores do biofilme bucal (RECIO et al.,1995;
RIVEIRO-CRUZ et al., 2009) e efeitos inibidores ao virus Epstein-Barr (EBV-EA), agente
etiol6gico do linfoma de Burkitt e carcinoma nasofaringeo (AKIHISA et al.,2002). Apresenta-
se como farmaco potencial para a industria farmacé€utica. Essas moléculas sdo candidatas
ideais para a obtencdo de derivados via biotransformacao, devido a complexidade e ao grande
nimero de carbonos ndo ativados, geralmente inacessiveis a reagentes quimicos tradicionais

(ABRAHAM et al., 1992).

Figura 5 — Estrutura quimica da betulina

2.4.3 Acido oleanélico
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O é4cido oleandlico, pertence a classe de compostos triterpenoides e € amplamente
distribuido no reino vegetal e tem sido frequentemente isolado como mistura isomérica
(Figura 6) (VASCONCELOS et al.,, 2006). Dentre as inimeras atividades bioldgicas
atribuidas ao triterpeno 4cido oleandlico, diferentes estudos relatam a atividade analgésica,
anti-inflamatoéria e antioxidante (VASCONCELOS et al., 2003; KANG et. al, 2008; IKEDA;
MURAKAMI; OHIGASHI, 2008). Em 1995, Liu descreveu o sucesso do emprego de 4cido
oleandlico na China para o tratamento de doencas hepdticas, incluindo hepatite aguda e
cronica, bem como outras desordens hepéticas.

Também tém sido descritos efeitos sobre patdgenos periodontais (WANG et al., 2002;
RIVEIRO-CRUZ et al.,, 2009), atividade biolégica contra Mycobacterium tuberculosis e
também observaram a atividade bioldgica desse triterpeno contra patdgenos orais. Nesse
estudo, eles verificaram que dcido ursolico e acido oleandlico foram os triterpenos que
apresentaram maior inibicdo do crescimento de micro-organismos como: Enterococcus
faecalis, Streptococcus salivarius, Streptococcus mitis, Streptococcus mutans, Streptococcus

sobrinus e Streptococcus sanguinis (GUA et al., 2004).
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Figura 6 — Estrutura quimica do 4cido oleandlico

2.5 ESTUDOS DA TOXICIDADE DE PLANTAS MEDICINAIS

Uma grande parte da composicdo quimica das plantas de uso medicinal ainda é
desconhecida pela ciéncia, e dados recentes afirmam que cerca de 99% das plantas medicinais
endémicas do Brasil ainda ndo tém seus principios ativos identificados , o que representa um
grande potencial farmacolégico e econdmico a ser explorado, tornando-se imprescindivel a
avaliacdo das potencialidades quimicas das plantas brasileiras. Algumas dessas plantas que
apresentam propriedades medicinais podem conter substincias téxicas, o que torna errado o

conceito de que plantas sdo medicamentos naturais, portanto livres de efeitos téxicos, sendo
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assim, tornando-se necessario o conhecimento cientifico das caracteristicas de determinadas
plantas, uma vez que as plantas vém sendo usadas como fitoterdpicos sem nenhum
conhecimento dos seus efeitos em longo prazo, podendo ocasionar possiveis consequéncias a
quem faz uso das mesmas (SANTOS, 2009).

O estudo toxicoldgico de uma substincia é uma etapa importante para 0 uso seguro
dessa substancia na saide humana, uma vez que tem como objetivo caracterizar os efeitos
toxicolégicos a partir de sua administracdo (EATON; KLAASSEN, 1996). Além disso,
estudos toxicoldgicos buscam, entre outras, informacgdes sobre quais doses sdo capazes de
causar efeitos toxicos (BRITO, 1996). Assim, segundo os principios bdsicos da toxicologia,
toda substancia pode comportar-se como um agente toéxico, dependendo da dose administrada
ou absorvida, do tempo de frequéncia de exposicao e das vias de administracdo (BARROS;
DAVINO, 2008). Produtos naturais sejam extratos, fragdes ou fitoconstituintes, devem ser
estudados através de métodos idénticos que avaliem a seguranca e a eficdcia, de modo
semelhante aos compostos sintéticos, visto que seus efeitos além de toxicidade, podem
desencadear efeitos mutagénicos, tumoral, irritante e alteracdes no sistema reprodutor

(TALALAY; TALALAY, 2001).

2.6 ESTUDOS IN SILICO

Cerca de 50% das razOes que levam a insuficiéncia do desenvolvimento de um
farmaco estio associadas com o perfil farmacocinético e toxicoldgico. Assim, a determinacao
do perfil farmacocinético juntamente com a toxicidade sdo pardmetros importantes na
definicdo de biodisponibilidade e efeitos téxicos de uma molécula, ajudando na reducgdo do
tempo e do custo do processo de investigacdo e desenvolvimento de novas drogas (HANSCH
et al, 2004).

Modelos de previsao assistida por computador, as chamadas ferramentas de previsao,
desempenham um papel essencial no repertério proposto de métodos alternativos para a
avaliacdo das caracteristicas farmacoldgicas e toxicoldgicas de um composto, além de
modelos in vitro. Por isso, essas ferramentas sdo usadas para estudar os compostos existentes
e hipotéticos, que sao rapidos, reprodutiveis e sdo normalmente baseados em biorreguladores
humanos (ANGELO et al, 2006; SRINIVAS et al, 2014).

Neste contexto, destacam-se os estudos com modelos in silico, (expressdao usada com o
significado de “executado em computador”) que estdo sendo aplicados para a avaliagdo da

toxicidade de um composto no meio metabdlico de mamiferos, e cuja utilizagao dentro de um
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ambiente regulatério também tem sido incentivada pela legislacdo recente (MARCHANT,
2012; ANVISA, 2014).

O uso de modelos in silico tem evoluido com avangos notdveis nas dreas de
correlagdo, predicdo, simplificagdo, automatizagdo, entre outros aspetos relevantes.
Claramente, os modelos de Absorcdo, Distribuicdo, Metabolismo, Excrecdo e Toxicidade
(ADMET) in silico, em comparacdo com 0s ensaios experimentais tradicionais, possuem uma
aplicabilidade maior para atender a enorme demanda gerada na triagem em larga escala de
novas moléculas (BAJORATH, 2004).

Além disso, os ensaios in vitro e in vivo apresentam desvantagens que limitam o seu
uso em larga escala: sdo complexos e dispendiosos em termos de materiais, infra-estrutura e
pessoal qualificado (SAUNDERS, 2004). Por essas razdes, ha grande interesse da industria na
geragdo de modelos de ADMET in silico que possam rapidamente auxiliar na sele¢do de
moléculas promissoras e guiar a eliminacdo de compostos com perfil farmacocinético
inapropriado. Por outro lado, a integracdo de modelos de ADMET (i silico, in vitro e in vivo)
parece ser um caminho essencial a ser seguido em todos os estagios do processo de descoberta
de farmacos (GASTEIGER, 2006). Logo, existe uma grande variedade de modelos de
ADME in silico disponiveis, com diferentes niveis de complexidade e capacidade de

processamento.
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3 ARTIGO

ESTUDO DOS EFEITOS TOXICOS DOS TERPENOS ACIDO BETULINICO,
BETULINA E ACIDO OLEANOLICO: UMA ABORDAGEM IN SILICO

TOXICITY STUDY OF TERPENES BETULINIC ACID, BOTULIN AND OLEONOLIC
ACID: AN IN SILICO APPROACH

Clarissa de Morais Martins Neri'
Eduardo Bitu Pinto?
Abrahio Alves de Oliveira Filho®

RESUMO: H4 tempos as plantas sdo usadas pela populacdo com o objetivo de tratar e curar
doencas. Na odontologia tem-se estimulado a avaliacdo de diferentes extratos de plantas para
o controle do biofilme bucal. Os terpenos sao metabdlitos secundarios que mediam interacoes
importantes entre plantas e o meio ambiente. Vdarios terpenos sdo largamente utilizados na
agricultura, alimentos e industrias, e como um antisséptico geral na pratica médica. Estudos
tém mostrado que terpenos t€m diversas propriedades farmacoldgicas incluindo antifingico,
antibacteriano, anti-inflamatéria antioxidante e antiespasmoédico. Logo, o presente estudo tem
como objetivo avaliar o potencial téxico de alguns desses terpenos, Acido Betulinico,
Betulina e Acido oleandlico, utilizando modelos in silico. Ao se realizar a classifica¢io
metodoldogica desta pesquisa, pode-se perceber que trata-se de um estudo aplicado,
quantitativo e experimental. Todas as informacdes quimicas dos terpenos selecionados foram
obtidas no site http://www.chemspider.com/. Para a andlise da toxicidade teérica foi
submetido ao estudo in silico dos parametros ADMET usando o programa Osiris Property
Explorer. Para a andlise dos dados obtidos na pesquisa utilizou-se o software Microsoft excel®
2010. Nos resultados encontrados no presente estudo, os trés terpenos analisados, assim como
a Clorexidina, ndo apresentaram nenhum potencial mutagénico, tumorigénico, irritante, como
também ndo apresentaram danos ao sistema reprodutor sendo classificados na escala 1,
significativa de dano ausente. Demonstrando assim, in silico, a seguranga do uso destes
compostos, no entanto, os testes clinicos sdo fundamentais para a comprovacdo destes
resultados. Pode-se concluir que, assim como a Clorexidina, estes terpenos estdo sendo
descobertas para desenvolvimento de terapias alternativas na odontologia, e testes in silico sao

de extrema importancia para verificar a qualidade destes novos compostos.



35

Palavras-chave: Biofilme bucal, Odontologia, Terpenos.

ABSTRACT: For a long time plants are used by population in order to treat and cure
diseases. In dentistry it has encouraged the evaluation of different plant extracts for the oral
biofilm control. Terpenes are secondary metabolites that mediate important interactions
between plants and the environment. Many terpenes are widely used in agriculture, food and
industries and as a general antiseptic in medical practice. Studies have shown that terpenes
have several pharmacological properties including antifungal, antibacterial, anti-
inflammatory, antioxidant and anti-spasmodic. Therefore, the present study aims to evaluate
the potential toxicity of some of these terpenes, Betulinic Acid, Betulin and oleanolic acid,
using in silico models. When performing the methodological classification of this research,
we realized that it is an applied, quantitative and experimental study. All chemical
information from the selected terpenes were obtained in the site http://www.chemspider.com/.
For the analysis of theoretical toxicity it was submitted to the in silico study of ADMET
parameters using the Osiris Property Explorer program. For the analysis of obtained data in
the research it was used the software Microsoft Excel® 2010. On the results found in this
study, the three analyzed terpenes, as well as chlorhexidine, showed no mutagenic,
tumorigenic and irritating potentials, and also did not present damage to the reproductive
system being classified on the scale 1, absent significant damage. Demonstrating, in silico, the
safety of these compounds, however, clinical trials are crucial to prove these results. It can be
concluded that, as well as Chlorhexidine, these terpenes are being discovered to develop
alternative therapies in dentistry, and in silico tests are extremely important to check the

quality of these new compounds.

Keywords: Oral Biofilm, Dentistry, Terpenes.
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1 INTRODUCAO

O conhecimento sobre a placa dental evoluiu significativamente desde a sua
primeira observacao, por van Leewenhoek, em 1684. Modernamente, a placa dental é
reconhecida como um biofilme verdadeiro (WILDERER; CHARACKLIS, 1989), o
qual pode ser definido como uma populacio microbiana aderida a um substrato
organico ou inorganico, estando envolvida por seus produtos extracelulares, os quais
formam uma matriz intermicrobiana, podendo ocorrer na superficie de vérias estruturas
na natureza (SVENSATER, BERGENHOLTZ, 2004). Na boca, o biofilme é composto
por micro-organismos sobre uma camada de proteina denominada pelicula adquirida do
esmalte, que € constituida por glicoproteinas salivares, fosfoproteinas, lipideos e
componentes do fluido gengival. (FEJERSKOV; KIDD, 2005).

Os micro-organismos presentes no biofilme podem se dividir em aerdbios,
anaerébios facultativos e anaerdbios estritos. Podem também ser divididos de acordo
com a coloracdo apresentada, em Gram-positivos e Gram-negativos. (TRABULSI et al.,
1999). O biofilme € academicamente classificado em supragengival e subgengival. A
composi¢do microbiana destes dois tipos difere no tipo e/ou propor¢do de espécies
bacterianas, pois estas dreas estdo sujeitas a diferentes condi¢des ambientais, como por
exemplo, disposicdo de nutrientes e exposi¢cdo ao oxigénio. As espécies bacterianas
mais comumente detectadas no biofilme sdo: S. sanguis, S. oralis, S. mitis biovar I e 2,
S. gordonii, S. mutans, S. salivarius, Actynomices naseslundii, Actynomices
Odontolyticus,  Neisseria sp., Lactobacillus sp., Veillonella sp., Prevotella sp.,
Haemophilus, Fusobacterium sp., Eubacterium e Bacteridides (NOGUEIRA et al.,
2007; ALVES et al., 2010 ).

Muitos estudos demonstraram que o biofilme dental € o fator determinante da
carie dentdria e doenca periodontal, justificando a utilizacdo de medidas para o seu
controle (AXELSSON; LINDHE, 1974; KORNMAN, 1986), dentre elas, o controle
mecanico do biofilme (escovacdo e uso do fio dental) € o mais aceito, e os agentes
quimicos tém sido utilizados como coadjuvantes da higiene bucal quando incorporados
em solugdes para bochecho (CURY, 2003). Ha constante necessidade de se avaliar
meios alternativos para o controle do biofilme. A fitoterapia pode ser mais um recurso
dentro dos programas de preven¢do e promog¢ao em satide bucal. H4 tempos as plantas
sdo usadas pela populacdo com o objetivo de tratar e curar doencas (BUFFON, 2001).

Com o importante crescimento mundial da fitoterapia dentro de programas preventivos
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e curativos tem-se estimulado a avalia¢do da atividade de diferentes extratos de plantas
para o controle do biofilme dental (LIMA et al, 2011).

A maioria destas terapias envolvem o uso de extratos de plantas ou seus
compostos ativos, tais como os terpenos (WAGNER; ELMADFA, 2003). Segundo
GLORIA (1994), os terpenos representam o grupo mais importante de substincias
quimicas secretadas, sendo derivados do isopropeno (unidade ramificada de cinco
carbonos) e classificados de acordo com o nimero minimo dessas unidades presentes na
molécula. Os terpenos sdo metabdlitos secunddrios, porque eles sao classificados como
ndo essencial para a sua viabilidade; no entanto, eles mediam interacdes importantes
entre plantas e o meio ambiente (CHAPPELL, 1995). Virios terpenos sao largamente
utilizados na agricultura, alimentos e industrias, € como um antisséptico geral na pratica
médica (AESCHBACH et al, 1994). Estudos tém mostrado que terpenos t€m diversas
propriedades farmacoldgicas incluindo antifungico, antibacteriano, anti-inflamatoria
antioxidante e antiespasmoddico (GARCIA et al, 2008; OTELHO et al.,, 2007;
SANCHEZ et al., 2009; JULIAO et al., 2003).

A utilizagdo de terpenos pode exercer efeitos adversos no organismo,
caracterizando assim um grave problema de saude publica (REBOREDO et al., 2007).
Estes efeitos, bem como a eventual acdo sinérgica com outras drogas, sao bastante
comuns. Neste contexto, testes toxicoldgicos avaliam os efeitos do tratamento em
muitos orgaos (CLARK, 1993). Estes parametros sdo usados para caracterizar doses,
relagdes de resposta, e ajudar a selecionar as concentracdes ideais utilizadas em
tratamentos com essas substincias (BARNES E DOURSON, 1998).

Sabendo-se da importincia da descoberta de produtos naturais com efeitos
terapéuticos, bem como, a possibilidade de efeitos toxicos ao organismo causados pelos
terpenos, torna-se relevante estudar o potencial toxicolégico de alguns exemplos destes
metabolitos secunddrios com propriedade antimicrobiana ji relatada contra bactérias
que compde o biofilme bucal, como por exemplo Acido Betulinico, a Betulina, ¢ o
Acido Oleandlico, avaliando o efeito mutagénico, tumoral, irritante e alteracdes no
sistema reprodutor causados pelos mesmos e comparar os resultados com a Clorexidina,
um agente antimicrobiano padrdo utilizado na Odontologia, afim de se confirmar a

possibilidade de novas opcdes terapéuticas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

v’ Avaliar o potencial téxico dos terpenos Acido Betulinico, Betulina e Acido

oleandlico, utilizando modelos in silico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar o potencial mutagénico dos terpenos;
Avaliar o potencial carcinogénico dos terpenos;

Investigar a irritabilidade e a acdo sobre o sistema reprodutor dos terpenos;

ASIRNERNERN

Comparar os resultados obtidos com o padrao farmacolégico utilizado na

odontologia, o Digluconato de Clorexidina a 0,12%.

3 METODOLOGIA

3.1 CLASSIFICACAO DA PESQUISA

Ao se realizar a classificacdo metodoldgica desta pesquisa, pode-se perceber que se
trata de um estudo aplicado, quantitativo e experimental.

De acordo com Barros; Lehfeld (2000), o estudo aplicado tem como motivagdo a
necessidade de produzir conhecimento para aplicacdo de seus resultados, com o objetivo
de contribuir para fins praticos, visando a solu¢do mais ou menos imediata do problema
encontrado na realidade. Na maioria dos casos, as pesquisas aplicadas exigem e partem
de estudos tedricos, portanto, a teoria ndo deve ser considerada como aspecto restrito as
pesquisas bibliograficas. Na sua estruturacdo mais comum, um estudo aplicado
apresenta: fundamentagdo tedrica; metodologia de pesquisa; Andlise e discussdo dos
dados (NUNAN, 1997). A pratica de estudos de natureza aplicada, nos mais diversos
campos do saber, pode ser motivada com objetivos variados que incluem: Buscar
respostas e resolucdes para os problemas, formular teorias, testar teorias, produzir
conhecimentos, caracterizar um contexto ou uma populacdo, mensurar fendmenos,
identificar probabilidades, observar e descrever comportamentos e explorar um aspecto

pouco conhecido (GIL; RICHARDSON, 2002).
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A pesquisa experimental, em termos gerais, tem a finalidade de descobrir algo
desconhecido ou de testar uma hipdtese. As investigagdes podem ser com o cariter de
avaliar, caracterizar, predizer e melhorar novas tecnologias antes de serem inseridas na
industria. Ele envolve um investigador que coleta os dados e realiza uma andlise para
determinar o que os dados significam. Os principais elementos de um estudo
experimental sdo: as varidveis, os participantes, objetos, hipdteses e a estratégia
conduzida. Observou-se nos dltimos anos, na Engenharia de Software, um crescente
interesse em executar estudos experimentais para avaliar o uso de novas tecnologias
(KITCHENHAM et al, 1996; WOHLIN et al., 2000; JURISTO; MORENO 2002
BASILI, 2006).

Na pesquisa quantitativa, o pesquisado preocupa-se em obter uma medicao
objetiva e quantificacdo dos resultados, buscando a precisdo, evitando distor¢cdes na
etapa de anélise e interpretagdo dos dados, garantindo assim, uma margem de seguranca

em relacdo as inferéncias obtidas (GODOY, 1995).

3.2 OBTENCAO DAS INFORMACOES QUIMICAS DOS MONOTERPENOS

Para a realizacdo dos estudos in silico, todas as informagdes quimicas (estrutura
quimica da molécula, massa molecular, polaridade, CAS-number) dos terpenos
selecionados (Acido Betulinico, Betulina Acido Oleanodlico) foram obtidas no site

http://www.chemspider.com/.

3.3 ANALISE TEORICA DA TOXICIDADE

Para a andlise da toxicidade tedrica, a estrutura do terpeno foi submetida ao
estudo in silico dos pardmetros ADMET (absorc¢do, distribuicao, metabolismo, excrecao
e toxicidade) usando o programa Osiris Property Explorer (http://www.organic-
chemistry.org/prog/peo/drugScore.html). Nesta andlise foram determinados os

potenciais mutagénico, tumorigénico, irritante e sobre a reproducdo (ABREU, 2008).

3.4 ANALISE DOS DADOS


http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/drugScore.html
http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/drugScore.html
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Para a andlise dos dados obtidos na pesquisa e futura constru¢do dos graficos
utilizou-se o software Microsoft excel® 2010. Os resultados foram classificados a partir
de uma escala de 1 a 3, onde 1 significava toxicidade ausente, 2 toxicidade moderada e

3 toxicidade severa.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O crescimento mundial da fitoterapia entre os programas preventivos e curativos
tem estimulado a avaliacdo dos extratos de plantas para o uso na odontologia como
controle do biofilme dental e outras afeccdes bucais (OLIVEIRA et al., 2007).

As pesquisas com produtos naturais no meio odontoldgico buscam por novos
produtos com maior atividade terapéutica, com menor toxicidade e melhor
biocompatibilidade, além de apresentarem custos mais acessiveis a populacdo. A
aceitacdo popular da fitoterapia leva a boas perspectivas no mercado de produtos
odontoldgicos que contém substincias naturais, e estes podem ser introduzidos desde
que estudos laboratoriais e clinicos especificos comprovem sua eficacia (AGRA, 2007).

Produtos naturais sejam extratos, fracdes ou fitoconstituintes, devem ser
estudados através de métodos idénticos que avaliem a seguranca e a eficicia, de modo
semelhante aos compostos sintéticos, visto que seus efeitos além de toxicidade, podem
desencadear efeitos mutagénicos, tumoral, irritante e alteracdes no sistema reprodutor
(TALALAY; TALALAY, 2001).

A determinagdo do perfil farmacocinético juntamente com a toxicidade sdo
parametros importantes na definicdo de biodisponibilidade e efeitos toxicos de uma
molécula, ajudando na reducdo do tempo e do custo do processo de investigacdo e
desenvolvimento de novas drogas (HANSCH et al, 2004).

Modelos de previsdo assistida por computador, as chamadas ferramentas de
previsdo, desempenham um papel essencial no repertdrio proposto de métodos
alternativos para a avaliacdo das caracteristicas farmacoldgicas e toxicoldgicas de um
composto, além de modelos in vitro (ANGELO et al, 2006; SRINIVAS et al, 2014).

Neste contexto, destacam-se os estudos com modelos in silico (expressao usada
com o significado de “executado em computador”), que estdo sendo aplicados para a
avaliacdo da toxicidade de um composto no meio metabdlico de mamiferos, e cuja

utilizacdo dentro de um ambiente regulatério também tem sido incentivada pela



41

legislacdo recente e que podem fornecer vdrias previsdes sobre dados como os possiveis
potenciais mutagénicos, tumorigénicos, irritantes e toxicos sobre diferentes sistemas do
organismo humano (MARCHANT, 2012; ANVISA, 2014).

Os efeitos mutagénicos podem ser observados por meio da formacdo de
microntucleos, que sdo pequenos corpos contendo dcidos desoxirribonucleicos (DNA),
localizados no citoplasma, resultantes de quebras cromossdmicas, formando fragmentos
acéntricos, ou com sequéncias de cromossomos inteiros que ndo se prendem ao fuso
mitético e dessa forma, ndo chegam aos polos das células durante a mitose ou a meiose
(MILLER, 1973). Os tecidos epiteliais de revestimento sdo mais afeados diretamente
por agentes quimico-fisicos, que podem expressar uma condi¢do de genotoxicidade,
especificamente o epitélio oral (tecido pavimentoso estratificado ndo queratinizado)
apresenta maior capacidade de absorcdo, devido as estruturas de suas células (FENECH
et al., 1999).

Nos resultados encontrados no presente estudo, os trés terpenos analisados,
assim como a Clorexidina, ndo apresentaram nenhum potencial mutagénico, sendo
classificados na escala 1, significativa de mutagenicidade ausente (Grafico 1).
Demonstrando assim, in silico, a seguranca do uso destes compostos em relacdo a

futuros danos sobre células do corpo humano.
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Gréfico 1- Potencial Mutagénico dos terpenos em comparagdo com a
clorexidina
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Estes resultados estdo de acordo com o estudo de Alakurtti et al. (2006) que
verificou que a betulina e os outros derivados dela ndo sdo téxicos € nem mutagénicos;
mostra também que o dcido betulinico pode ser sintetizado da betulina, ou seja, assim
como ela, ndo apresenta potencial mutagénico.

A formagdo tumoral envolve mecanismos bioldgicos complexos e ainda
desconhecidos, por isso, a identificacio de marcadores para determinar quais células
realmente apresentam potencial tumorigénico € um processo complexo (VALEJO,
2010). Segundo Williams (2000), muitos eventos podem induzir processos de
carcinogénese, causando modificacdes genéticas nas células, alterando o controle da
diferenciac@o, mitose e apoptose celular.

Com base nos resultados encontrados no grifico 2, os trés compostos nao
apresentaram potencial tumorigénico, assim como a Clorexidina, demonstrando mais

uma vez a seguranca do uso dessas substincias sem risco de desenvolvimento de danos.
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Griéfico 2- Potencial Tumorigénico dos terpenos em comparacao com a
clorexidina

Estes resultados corroboram o estudo de Liu (2005) que comprovou o uso
clinico do 4cido betulinico em vérias doengas, incluindo quimioterapias anticancer. No
estudo de Jing. (2008) foi comprovado que o dcido betulinico pode inibir a formagao de
células tumorais, a transferéncia, a diferenciacdo induzida e a apoptose de células

tumorais.
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Testes toxicoldgicos de plantas medicinais avaliam os efeitos do tratamento em
muitos 6rgdos (BARNES; DOURSON, 1998), bem como a influéncia do tratamento
sobre a reproducdo (CLARK, 1993). Estes parametros sdo usados para caracterizar dose
relacdes de resposta, e ajudar a selecionar as doses utilizadas em estudos da exposi¢do
cronica a certas substancias (BARNES; DOURSON, 1998).

O sistema reprodutor masculino, por exemplo, é muito sensivel a acdo fatores de
prejudiciais, € a exposicdo a certos agentes podem causar alteracdes nesses Orgaos,
prejudicando a reprodugdo e a competéncia sexual do individuo (REBOREDO et al.,
2007). A acdo de um agente téxico pode interferir com a maturagdo sexual, a producio
e transporte de gametas, o ciclo espermatogénico, o comportamento sexual e / ou a
fertilidade (KIMMEL et al., 1995).

Quanto a avaliacdo para o nivel de dano causado ao sistema reprodutor, pdde-se
observar que os trés terpenos, assim como a Clorexidina, foram classificados na escala

1, significativa de auséncia de danos, conforme mostra o Grafico 3.
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Graéfico 3- Nivel de danos ao Sistema Reprodutor dos terpenos em comparacao
com a Clorexidina

Os resultados encontrados vao de acordo com estudos como os de Sousa. (2009)
verificando-se que os triterpenos encontrados na Cimicifuga Racemosa, além de ndo

causarem danos ao sistema reprodutor, ¢ uma planta utilizada em mulheres para o

tratamento de sintomas da menopausa.
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A irritacdo pode ser definida como intolerancia local podendo corresponder a
reacoes de desconforto, variando sua intensidade desde ardor, coceira e irritagdo,
podendo chegar até a corrosdo e destrui¢io do tecido. Todas estas reacdes se restringem
a area em contato direto com a substancia (BRASIL, 2015).

Quanto ao resultado apresentado no Gréfico 4, verifica-se que os trés terpenos

ndo demonstraram nenhum potencial irritante, assim como a Clorexidina, sendo mais

uma vez classificados no nivel 1, conclusivo de dano ausente.
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Grafico 4- Nivel do Potencial Irritante dos terpenos em compara¢ao com a
Clorexidina

Os resultados encontrados no presente estudo estdo de acordo com o estudo
desenvolvido por Zhang. (2008) comprovadores de que além dos efeitos benéficos, o
acido betulinico ndo apresenta potencial toxico, nem irritante. Estudos como o de Barre
et al. (1998) comprovam que os triterpenos presentes na Lantana Camara sao
substancias que possuem bons efeitos e nenhum potencial téxico ou irritante ao ser

humano.

5 CONCLUSAO
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Os resultados obtidos no presente estudo evidenciaram que os terpenos: Acido
Betulinico, Betulina e Acido Oleanélico apresentaram efeitos tdo satisfatérios quanto o
Digluconato de Clorexidina (0,12%), comprovando que estes compostos apresentam
excelentes indicagdes para serem utilizadas como substincias antimicrobianas em
terapias nos humanos, visto que, quando utilizadas da maneira correta ndo possuem
capacidade de desenvolver efeitos adversos como, efeitos irritantes, mutagénicos,
tumorigéncios e danos ao sistema reprodutor humano. No entanto, os testes clinicos s@o

fundamentais para a comprovagao destes resultados.
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4 CONSIDERA COES FINAIS

Os resultados obtidos no presente estudo evidenciaram que os terpenos: Acido
Betulinico, Betulina e Acido Oleandlico apresentaram efeitos tdo satisfatérios quanto o
Digluconato de Clorexidina (0,12%), comprovando que estes compostos apresentam
excelentes indicagdes para serem utilizadas como substincias antimicrobianas em
terapias nos humanos, visto que, quando utilizadas da maneira correta ndo possuem
capacidade de desenvolver efeitos adversos como, efeitos irritantes, mutagénicos,
tumorigéncios e danos ao sistema reprodutor humano. No entanto, os testes clinicos s@o
fundamentais para a comprovacgao destes resultados.

Dessa forma pode-se concluir que, assim como a Clorexidina, excelentes
substancias isoladas de plantas estdo sendo descobertas para desenvolvimento de
terapias alternativas na odontologia, e testes in silico sdo de extrema importancia para
verificar a qualidade destes novos compostos, facilitando assim, a selecdo de
substancias ideais para estudo in vivo, como também a fabricacdo de medicacdes
fitoterdpicas alternativas, tdo eficientes quanto a Clorexidina no controle do biofilme

bucal.
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