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RESUMO

A espécie Pyrostegia venusta € uma liana trepadeira popularmente conhecida como
flor-de-S&o-Jodo. E utilizada na medicina popular para o tratamento de diversas
doencas. Na literatura cientifica, varios compostos bioativos ja foram isolados e
algumas atividades biologicas importantes, como a atividade antimicrobiana e
imunomoduladora, ja foram atribuidas a esta espécie. A carie e a doenca periodontal
sdo as doencas bucais mais prevalentes na populacéo brasileira, sendo o biofilme
dental o seu fator etiolégico primario. A candidiase oral ocorre devido a infec¢do por
espécies do género Candida que, em determinadas situacdes, podem se comportar
como patogenos oportunistas. O objetivo deste trabalho foi realizar um estudo fisico,
guimico e bioldgico da espécie vegetal Pyrostegia venusta e investigar seu potencial
na prevencdo das principais doencas bucais. Foram realizados ensaios de
citotoxicidade do extrato bruto e fragbes em células mononucleares do sangue
periférico e em macrofagos murinos. Para avaliar a atividade imunomoduladora do
extrato bruto e fracdes, foi realizada dosagem de oxido nitrico (NO) produzido por
macrofagos estimulados com lipopolissacarideo (LPS). Foi realizado ensaio de
microdiluicdo em caldo para determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM),
concentracdo bactericida minima (CBM) e concentragdo fungicida minima (CFM) do
extrato bruto, fracdes e marcadores. Também foram avaliados o efeito na inibicdo da
aderéncia de Streptococcus mutans em laminula de vidro, o efeito na reducdo do pH
e a capacidade de inibicdo do brotamento de Candida albicans do extrato bruto e
fracOes. A espécie Pyrostegia venusta nao foi citotoxica em baixas concentracdes. A
producdo de NO foi inibida pelas fracbes acetato de etila e n-butandlica. O extrato
bruto, fracbes e marcadores apresentaram atividade antimicrobiana contra
Streptococcus mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus oralis e Candida albicans,
capacidade de inibicdo da aderéncia e reducdo do pH. O extrato bruto e fragdes
hexéanica, acetato de etila e n-butandlica apresentaram capacidade de inibicdo do
brotamento. A espécie Pyrostegia venusta pode ser uma alternativa na prevencgéo e
tratamento das principais doencas bucais. No entanto, mais estudos séao

necessarios antes de considera-la realmente promissora.

Palavras-chave: Pyrostegia venusta; biofilme dental; atividade imunomoduladora,

atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

Pyrostegia venusta is a climbing plant popularly known as “flor-de-S&o-Jo&o”. In
traditional medicine is used to treat various diseases. Within the scientific literature
various bioactive compounds have been isolated and some important biological
activities as antimicrobial e immunomodulatory activities have been attributed to this
specie. Caries and periodontal disease are the most prevalent oral pathologies
among Brazilian population and dental biofilm is the main etiological factor of these
diseases. Oral candidiasis is an infection caused by species of the yeast Candida
which in some cases may behave as opportunistic pathogens. The aim of this study
was to evaluate the physical, chemical and biological aspects of Pyrostegia venusta
and its potential in the prevention of the main oral diseases. It was evaluated the
cytotoxicity of the crude extract and its fractions in peripheral blood mononuclear
cells and murine macrophages. The immunomodulatory activity of the crude extract
and its fractions was verified through the dosage of nitric oxide (NO) production by
macrophages murines stimulated with lipopolysaccharide (LPS). Through broth
microdilution assay it was determined the minimal inhibitory concentration (MIC),
minimal bactericidal concentration (MBC) and minimal fungicidal concentration (MFC)
of the crude extract, fractions and isolated compounds. It was also evaluated the
inhibition of Streptococcus mutans adherence to a glass cover slip, pH reduction
capacity and the effect on germ-tube formation and budding of Candida albicans of
the crude extract and its fractions. Pyrostegia venusta was not cytotoxic at low
concentrations. NO production was inhibited by ethyl acetate and n-butanol fractions.
Crude extract, fractions and isolated compounds have antimicrobial activity against
Streptococcus mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus oralis and Candida
albicans; they also inhibited the adherence and were able to reduce the pH. Crude
extract and hexane, ethyl acetate and n-butanol fractions inhibited the germ-tube
formation and budding of Candida albicans. Pyrostegia venusta can be an alternative
in prevention and treatment of the main oral diseases. However, other studies are

necessary before it is considered as a promising specie.

Key-words: Pyrostegia venusta; dental biofilm; immunomodulatory activity;

antimicrobial activity.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais representam a forma de medicacdo mais antiga e
difundida no mundo. Evidéncias arqueoldgicas indicam que o uso de plantas
medicinais era regularmente empregado por pessoas na pré-historia e, desde entao,
a sua exploracdo vem crescendo gradualmente através da distribuicdo independente
e da difuséo cultural pelo mundo todo (HALBERSTEIN, 2005).

O Brasil € o pais com a maior biodiversidade de plantas do mundo, possuindo
um numero estimado de 25% do namero total de espécies do planeta. O pais possui
a mais diversa flora, nUmero superior a 55 mil espécies descritas, 0 que corresponde
a 22% do total mundial. Esta rica biodiversidade é acompanhada por uma ampla
aceitacdo de uso de plantas medicinais aliada ao conhecimento da medicina
tradicional (CARVALHO et al., 2007).

Além do emprego na medicina tradicional, as plantas medicinais tém sido alvo
das pesquisas cientificas no Brasil e no mundo nos ultimos anos, pois sao fontes
importantes de substancias naturais biologicamente ativas, muitas das quais
constituem modelos para a sintese de um grande numero de farmacos, revelando
nesses produtos alta diversidade em termos de estrutura e de propriedades fisico-
quimicas e bioldgicas (GOTHANDAM et al.,, 2010; TUROLLA e NASCIMENTO,
2006).

A espécie Pyrostegia venusta (Ker Gawl) Miers é uma liana trepadeira
popularmente conhecida como flor-de-Sdo-Jodo ou cip6-de-Séo-Jodo, encontrada
no sul do Brasil e em outros paises da América do Sul (SANDWITH e HUNT, 1974;
ROSSATTO e KOLB, 2010). E utilizada na medicina popular para o tratamento de
diversas enfermidades. Na literatura cientifica, varios compostos bioativos ja foram
isolados e algumas atividades biologicas importantes, como a atividade
antimicrobiana e imunomoduladora, também ja foram atribuidas a esta espécie
(ROY etal., 2012).

O uso de plantas medicinais para o tratamento de doencas € uma pratica
abrangente e pode ser adotada para fins diversos como, por exemplo, no tratamento
de doencas bucais (MONTEIRO et al., 2002; CORDEIRO et al., 2006). A cérie e a
doenca periodontal séo as doencas bucais mais prevalentes na populagao brasileira,
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sendo o biofiime dental o fator etiolégico primario no estabelecimento dessas
patologias (PEDRAZZI et al., 2009). Outra doenca bucal bastante comum é a
candidiase oral que ocorre devido a infeccdo por espécies do género Candida
(ISHIDA et al., 2006).

A Pesquisa Nacional de Saude Bucal realizada recentemente pelo Ministério
da Saude (SB Brasil 2010) indica que, segundo a classificagdo adotada pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as regibes Norte e Nordeste possuem as
piores médias do indice de dentes cariados, perdidos e obturados (CPO) aos 12
anos em relacdo as demais regides do pais. No que diz respeito as condi¢cdes
periodontais, as regides Norte e Nordeste também foram piores em todas as idades
e grupos etarios, quando comparadas com as demais regides do pais (MINISTERIO
DA SAUDE, 2011).

O controle mecanico do biofilme dental € a principal forma de prevenir as
doencas bucais e é realizado, principalmente, através da escovacdo. Entretanto,
sabe-se que o controle quimico também pode ser utilizado como um método
complementar eficaz, visto que pode atuar ndo s6 na desorganizacdo do biofilme
como na adesao e no metabolismo das bactérias (DITTERICH et al., 2007).

Atualmente, as novas estratégias de prevencdo e tratamento das doencgas
bucais ndo se limitam apenas no combate aos patdégenos especificos mas, também,
buscam formas de interferir nos fatores ambientais que levam a selecdo de tais
bactérias patogénicas, visto que o ambiente bucal é bastante dinamico devido as
suas caracteristicas anatomo-fisiolégicas peculiares (MARSH, 2003).

Na Odontologia, assim como nas demais areas da saude, varias pesquisas
sao realizadas com intuito de solucionar as patologias e de melhorar as condi¢des
de vida do paciente. Dessa forma, estudos visam elucidar as propriedades fisico-
guimicas e biol6gicas de materiais e substancias para descobrir novas alternativas
que oferecam melhores condicdes e/ou menores custos aos pacientes
(FRANCISCO, 2010).

A fitoterapia € a utilizacdo de medicamentos desenvolvidos exclusivamente a
partir de matérias-primas de origem vegetal, plantas ou suas partes, com finalidade
profilatica, curativa, paliativa ou de diagndstico (LIMA JUNIOR et al., 2005).

Atualmente, é notavel o interesse da pesquisa cientifica pela fitoterapia
aplicada a odontologia, visto que ha um crescente nimero de publicacbes em

periédicos nacionais e internacionais sobre o assunto. Isto se deve ao potencial
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bioldgico que os extratos vegetais e seus compostos bioativos possuem e, portanto,
podem atuar na prevencdo e tratamento de doencas como a carie, a doenca
periodontal e a candidiase oral (JOVITO, 2009).

O interesse da pesquisa na busca por novos agentes terapéuticos na
Odontologia também visa novos produtos e/ou insumos com menos reacdes
adversas, maior espectro de agcédo contra microrganismos resistentes e infec¢oes
oportunistas que afetam pacientes imunodeficientes (MAREGESI et al., 2008;
TOLEDO et al., 2011).

Nesse sentido, este trabalho procurou avaliar atividades bioldgicas
importantes da espécie vegetal Pyrostegia venusta e sua potencial utilizacdo na

prevencao e tratamento das principais doencas bucais.
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2 REVISAO DE LITERATURA
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Familia Bignoniaceae

A familia Bignoniaceae inclui aproximadamente 113 géneros e 800 espécies
de arvores, arbustos ou lianas, distribuidos em regifes tropicais e subtropicais,
particularmente na América do Sul (DUARTE e JURGENSEN, 2007). No Brasil, 45
géneros e 269 espécies desta familia ja foram registrados (GENTRY, 1980; SOUZA
et al., 2010a).

A familia Bignoniaceae compreende um grande numero de espécies com
habito lianescente, que podem ser definidas como plantas vasculares enraizadas no
solo cujo crescimento em altura depende da sustentacdo mecéanica fornecida por
outras plantas (PUTZ e WINDSOR, 1987; SOUZA et al., 2010a).

As flores das espécies lianescentes da familia Bignoniaceae sdo vistosas,
bissexuadas, zigomorfas, diclamideas, pentameras, com quatro estames didinamos
e um estaminodio; o ovario € supero, bicarpelar, bilocular, raramente unilocular, com
placentagc&o axial ou raramente parietal, placenta bipartida e geralmente pluriovulado
(SOUZA e LORENZI, 2005).

As plantas da familia Bignoniaceae sdo amplamente utilizadas na medicina
popular em inimeros paises (Africa, Brasil, Bolivia, Colémbia, México, Peru,
Venezuela) para o tratamento de feridas, diabetes, reumatismo, doencas venéreas,
malaria, leishmaniose, como antimicrobiano, anti-inflamatoério, anticonvulsivante,
diurético, entre outras (RAHMATULLAH et al., 2010).

Elas apresentam uma diversidade de classes de metabdlitos secundarios,
entre os quais pode-se citar as lignanas, flavonoides, monoterpenos, triterpenos,
acidos cinamicos e benzoicos, naftoquinonas e, raramente, alcaloides (OLIVEIRA et
al., 1990).

Diversos compostos bioativos de importancia farmacoldgica ja foram
relatados nas Bignoniaceae e incluem o &cido ursdlico, &cido oleandlico, a- e (-
lapachona, lapachol, verbascosideo, lupeol, quercetina, apigenina, acido pomalico e

isoacteosideo. Porém, foi a comprovacdo de diversas atividades biolégicas e



23

farmacolbgicas do lapachol e de varios de seus produtos que, sem duavida,
despertou um maior interesse pela quimica das Bignoniaceae a partir da década de
70 (GOTTLIEB e MORS, 1980; OLIVEIRA et al., 1990; RAHMATULLAH et al., 2010).

Na literatura, tais compostos bioativos demonstraram atividades bioldgicas
importantes como a atividade tripanocida, antioxidante, antidiabética,
antiplasmadica, anti-inflamatoria, antimicrobiana, imunoestimulante, antinociceptiva,
antitumoral, entre outras (RAHMATULLAH et al., 2010).

2.1.1 Pyrostegia venusta (Ker Gawl.) Miers

A espécie Pyrostegia venusta (Ker Gawl) Miers, pertencente a familia
Bignoniaceae, € uma liana trepadeira popularmente conhecida como flor-de-Sao-
Jodo ou cip6-de-Sao-Jodo. Sua distribuicdo geografica compreende o sul do Brasil
até o Paraguai, Bolivia e nordeste da Argentina. No Brasil, € comumente encontrada
nas florestas Atlanticas e savanas do Cerrado (SANDWITH e HUNT, 1974,
ROSSATTO e KOLB, 2010).

Esta espécie apresenta inflorescéncias usualmente de cor laranja intensa,
que surgem entre julho e setembro e séo recursos importantes para beija-flores e
psitacideos, que se alimentam do néctar (GOBATTO-RODRIGUES e STORT, 1992;
DUARTE e JURGENSEN, 2007).

As flores de Pyrostegia venusta sdo ofertadas em inflorescéncias terminais,
plurifloras, compostas e mista, sdo pedunculadas, sem bracteas, com as pecas
florais com disposicdo ciclica, diclamidea, heteroclamidea. S&o hermafroditas,
isostémones e hipdginas, protandricas, com antese ocorrente ao longo de todo o dia.
O calice é verde, com sépalas unidas (gamosépala), a corola é vermelho-alaranjada,
com pétalas em forma de unha e caduco ao final da vida da flor. Os estames
possuem filete simples (sem ramificacdo), livres, inclusos. O gineceu é completo,
com ovario, estilete e estigma, gamocarpelar, pluricarpelar. O estilete é cilindrico e
terminal, enquanto o estigma é folidceo, indiviso; e o ovario supero, bilocular,
bicarpelar (FAEGRI e VAN DER PJIL 1980).

Na medicina popular, o extrato obtido por decoccéo a partir das folhas e flores

desta espécie é utilizado para o tratamento de tosse, bronquite, resfriado, diarreia e
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vitiligo (FERREIRA et al., 2000; SCALON et al., 2008; VELOSO et al., 2010). Ja o
extrato obtido por infusdo das cascas e raizes é utilizado no tratamento de erisipela,
ictericia (hiperbilirrubinemia e deposicdo de pigmentos biliares) e no tratamento de
infeccbes uterinas e no trato genital feminino de recém-nascidas (SENS, 2002;
MAGALHAES et al., 2010a).

Através de estudos fitoquimicos foram revelados os principais constituintes
das flores de Pyrostegia venusta dos quais pode-se citar o [-sitosterol, n-
hentriacontano, 7-O-B-D-glicopiranosilacacetina, meso-inositol, aminoacidos e
acucares (DUBEY e MISRA, 1976; VELOSO et al.,, 2010). Sendo que ja foi
demonstrada a atividade anti-inflamatéria de dois desses constituintes quimicos, -
sitosterol e 7-O-B-D-glicopiranosilacacetina, além da atividade antitumoral de [-
sitosterol (GUPTA et al., 1980; JU et al., 2004; SILVA et al., 2012; VELOSO et al.,
2012).

Recentemente, algumas atividades biolégicas importantes de Pyrostegia
venusta foram relatadas na literatura. A atividade melanogénica dos extratos das
folhas e flores em células de melanoma foi confirmada por Moreira e colaboradores
(2012), dando suporte ao uso popular no tratamento das doencas que causam
hipopigmentagdo, como o vitiligo. Outra importante descoberta foi a capacidade
antitumoral do extrato hidroalcodlico das flores de Pyrostegia venusta, demonstrada
por Silva e colaboradores (2012), em um modelo experimental de tumor induzido por
Agrobacterium tumefaciens em disco de batata.

Nisha e colaboradores (2012) observaram a atividade anti-helmintica dos
extratos cloroformio e metanodlico do caule e folhas de Pyrostegia venusta frente a
Pheretima posthuma. Ja Veloso e colaboradores (2012) demonstraram que o extrato
das flores possui efeito antinociceptivo através de ensaios de contor¢cdo abdominal
induzida por acido acético e formalina em ratos, e anti-inflamatoério pelo teste de
edema de pata induzido por carragenina e peritonite induzida por lipopolissacarideo
(LPS).

Outra atividade bioldgica de Pyrostegia venusta foi demonstrada por Silva e
colaboradores (2011), cujos extratos acetato de etila e metandlico das folhas
apresentaram atividade antioxidante através dos ensaios de 2,2-difenil-1-picril-
hidrazila (DPPH) e Folin-Ciocalteau. Roy e colaboradores (2011) confirmaram a
atividade antioxidante in vitro do extrato metandlico das flores e raizes através dos

ensaios de DPPH, Potencial Redutor do lon Férrico (FRAP) e do radical 2,2’-
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azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS). Em outro estudo, Roy e
colaboradores (2012) também demonstraram a capacidade antioxidante in vivo do
extrato metandlico das flores de Pyrostegia venusta.

Além disso, foi demonstrada a atividade antimicrobiana do extrato hexanico (9
mg/mL e 5 mg/mL) das folhas de Pyrostegia venusta contra cepas de
Staphylococcus aureus e Enterococcus hirae, respectivamente; e do extrato acetato
de etila (3 mg/mL) contra Candida albicans (SILVA et al., 2011). Segundo Roy e
colaboradores (2012), o extrato metandlico das flores (100 a 400 pg/disco) também
demonstrou atividade antimicrobiana contra Bacillus subtilis, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus pyogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Micrococcus luteus, Enterobacter aerogenes, Salmonella typhi, Pseudomonas
aeruginosa, Candida albicans, Aspergillus niger e Candida tropicana.

Ainda no estudo de Roy e colaboradores (2012), o extrato metandlico das
flores de Pyrostegia venusta demonstrou capacidade imunomoduladora de citocinas
pro-inflamatérias e anti-inflamatorias, o que pode estar relacionado com a

cicatrizacdo de feridas em pele de ratos observada nesse estudo.

2.1.2 VERBASCOSIDEO/ACTEOSIDEO

Os propanoides pertencem a classe dos polifendis hidrossoluveis amplamente
distribuidos no reino vegetal. O verbascosideo, também conhecido como acteosideo
(Figura 1) € um glicosideo feniletanoide ja isolado e descrito em diversas espécies
vegetais (LAU et al., 2004; CARVALHO, 2006; PAPOUTSI et al., 2006), dentre as
quais estao Castilleja linariaefolia (PETTIT et al., 1990), Lantana camara (HERBERT
et al., 1991), Pedicularis lasiophrys (JIA et al., 1992), Stachys officinalis (MIYASE et
al., 1996), Stachytarpheta cayennensis (SCHAPOVAL et al., 1998), Scutellaria
baicalensis (XIE et al., 2002), Buddlejae Flos (LEE et al., 2005); Halleria lucida
(FRUM et al., 2007), Cistanche deserticola (LI et al., 2008), Penstemon barbatus
(XIE et al., 2012).
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Figura 1: Estrutura quimica do verbascosideo (Fonte: FRUM et al., 2007)

Diversas atividades bioldgicas ja foram atribuidas a este composto quimico.
Atividade neuroprotetora (KOO et al., 2005), estrogénica/antiestrogénica
(PAPOUTSI et al., 2006), antioxidante (FRUM et al., 2007), hepatoprotetora (ZHAO
et al., 2009), antimetastatica (OHNO et al., 2002), antiproliferativa (ABE et al., 2002),
antimicrobiana (LIMA et al., 2003) e imunomoduladora (LAU et al., 2004).

Mais especificamente, quanto a atividade antimicrobiana, Lima e
colaboradores (2003) isolaram verbascosideo e isoverbascosideo, misturaram
ambos 0s compostos e testaram a atividade antimicrobiana pelo teste de difusdo em
disco. O resultado foi positivo para Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus,
Bacillus subtilis, Bacillus mycoides, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Serratia
marcensis e Candida albicans, cuja concentracdo inibitéria minima (CIM) variou de
600 a 300 pg/mL.

Em outro estudo, Pereira e colaboradores (2008) confirmaram a atividade
antimicrobiana deste composto, atravées do meétodo de microdiluicdo em caldo,
contra Aeromonas hydrophila, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus e obtiveram CIM de 120, 1000, 1000 e 250 pg/mL,
respectivamente.

Ainda sobre a atividade antimicrobiana, Vandresen e colaboradores (2010)
realizaram o ensaio de bioautografia para encontrar a CIM do verbascosideo frente a
Staphylococcus aureus e Micrococcus luteus. O resultado foi 500-250 pg/mL e 1000-
500 pg/mL, respectivamente. Por fim, Souza e colaboradores (2010b) também
demonstraram a atividade antimicrobiana deste composto contra Streptococcus

pyogenes, Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus aureus pelo teste de
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difusdo em agar. A CIM encontrada foi de 62 pg/mL, 32 ug/mL e 63 ug/mL,
respectivamente.

Em relacdo a atividade imunomoduladora, Lau e colaboradores (2004)
descreveram que, na concentracdo de 30 pM, o acteosideo reduziu o relaxamento
endotelial dependente de 6xido nitrico (NO), induzido pela acetilcolina, em anéis de
aorta de ratos in vitro, através da inibicdo da producdo de NO dependente de calcio.
Lee e colaboradores (2005) também notaram que o acteosideo foi capaz de inibir a

producdo de NO em macrofagos estimulados com LPS na concentracdo de 100 yM.

2.2 Biofilme dental e as doencas bucais

De uma forma geral, o biofiime pode ser definido como uma comunidade
cooperativa, bem organizada, de células microbianas aderidas a uma superficie
umida e aglomerada por matriz extracelular (NASCIMENTO et al., 2006). A placa
dental € um biofilme encontrado nos tecidos moles e duros da cavidade oral
constituido por um grupo heterogéneo de microrganismos embebidos em uma matriz
de polissacarideos e saliva (MARINHO e ARAUJO, 2007).

Embora a composi¢cdo microbiana varie em diferentes locais na cavidade oral,
principalmente quando se compara placa supragengival e placa subgengival,
existem as fases de desenvolvimento do biofilme dental, academicamente divididas
em: fase de fixacao, fase de multiplicagéo e fase de maturacao do biofilme (MARSH,
2010b).

Na primeira fase de desenvolvimento do biofilme dental, ocorrem mecanismos
de adesdo a pelicula de glicoproteina (pelicula adquirida) que se forma sobre o
esmalte e outras superficies dentarias expostas. Os microrganismos com maior
capacidade de se aderir aos dentes nesta fase inicial sdo definidos como
colonizadores priméarios (MARINHO e ARAUJO, 2007; MARSH, 2010b).

A segunda fase de desenvolvimento do biofilme dental envolve mecanismos
de interacdo bacteriana e a produgdo de uma matriz extracelular. Muitos
microrganismos nao se aderem inicialmente aos dentes, mas sdo capazes de se

aderir (co-adesao) a microrganismos primarios que se estabelecem na fase inicial.
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Estes s&o denominados de colonizadores secundarios (MARINHO e ARAUJO, 2007;
MARSH, 2010b).

Na terceira fase, o biofilme dental atinge um estagio de equilibrio dinamico,
onde os diversos microrganismos que compdem o biofilme estdo em constante
adaptacdo as alteragcbes ambientais. A microbiota da terceira fase apresenta
microrganismos colonizadores primarios e secundarios, e também os
microrganismos colonizadores tardios, isto €, aqueles que aumentam como
consequéncia do actimulo microbiano no biofilme dentario. (MARINHO e ARAUJO,
2007; MARSH, 2010b).

A placa dental é possivelmente o biofilme mais estudado, sendo importante
no desenvolvimento das principais patologias bucais: a carie e a doenca periodontal
(COSTERTON et al., 1999).

A cérie € uma doenca cronica, infecciosa, transmissivel e multifatorial, iniciada
pela desmineralizacdo do esmalte dentario, devido aos acidos produzidos pela
fermentacdo de carboidratos por bactérias, causando uma diminuicdo no pH do
ambiente bucal (FONTANA et al., 2010).

O Streptococcus mutans € o principal agente microbiano da céarie dental em
humanos por possuir a capacidade de colonizar os dentes, produzir polissacarideos
intra e extracelulares, ser altamente acidogénico e acidurico, e metabolizar varias
glicoproteinas salivares, sendo responsavel principalmente pela fase inicial da leséo
cariosa. Ja os lactobacilos, por ndo possuirem capacidade de aderéncia a superficie
dentaria, estdo mais associados a progressdo da lesdo (MALTZ e CARVALHO,
1997; ALVES et al., 2010).

A aderéncia tem um papel bem estabelecido na viruléncia do S. mutans, uma
vez que ele é capaz de sintetizar glucanos extracelulares a partir da sacarose pelo
uso de glucosiltransferases. Os glucanos sdo altamente aderentes a varias
superficies sdlidas, conferindo ao S. mutans a capacidade de se aderir a superficie
dentaria de forma firme e irreversivel, podendo levar a formacdo do biofilme e o
desenvolvimento da céarie (SASAKI, 2006; LIMA, 2009).

O Streptococcus oralis e o Streptococcus mitis também sdo comumente
encontrados no biofilme, porém, por ndo serem acidogénicos, nem aciduricos, estédo
presentes em seu estagio inicial de formacdo, ndo atuando diretamente na
desmineralizacdo do esmalte dentario, apenas tornando o meio mais adequado para
colonizacdo dos S. mutans (PALOMER, 2006; ALVES et al., 2010).
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O biofilme dental é formado por um grupo heterogéneo de microrganismos
capazes de metabolizar carboidratos, resultando na produgédo de acidos organicos
como o acido latico, formico, acético, succinico, etc (LIU e LI, 2010). Essa
concentracdo de acidos pode levar a uma queda do pH bucal, ocasionando a
dissolucéo dos cristais de hidroxiapatita e, assim, a formacédo de uma leséo de carie
incipiente (THYLSTRUP e FEJERSKQV, 1995; KERESKI, 2012).

A doenca periodontal € uma doenca infecciosa e inflamatéria que acomete os
tecidos ao redor dos dentes e inclui a gengivite e a periodontite. A gengivite é o
processo inflamatério da gengiva sem a perda dos tecidos de suporte dos dentes, ja
a periodontite envolve a destruicdo das estruturas de suporte, incluindo o ligamento
periodontal, o 0sso alveolar e o cemento radicular e pode levar a perda do elemento
dental (KINANE, 2001; ARMITAGE, 2004).

Até a década de 70, as estratégias para o tratamento da doenca periodontal
eram baseadas na compreensao de que a placa e seus produtos bacterianos eram
responsaveis pela destruicdo tecidual. Este conceito mudou quando pesquisadores
comecaram a relacionar fatores do hospedeiro com a patogénese da doenca
(PAQUETTE e WILLIAMS, 2000; TAYLOR et al., 2004).

Microrganismos patogénicos, como Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis e Tannerella forsythia, ainda sdo os agentes causadores
primarios. Entretanto, sabe-se que citocinas e mediadores inflamatérios podem
causar destruicao tecidual local refletida, clinicamente, em bolsas periodontais e
perda 6ssea alveolar. Além disso, as condi¢cdes ambientais resultantes desses
eventos inflamatérios e imunoldgicos continuam dando suporte a microbiota
patogénica e perpetuam esse ciclo de eventos (PAQUETTE e WILLIAMS, 2000;
SOCRANSKY, HAFFAJEE, 2002).

Os processos inflamatorios e imunoldgicos se instalam nos tecidos orais para
protegé-los contra a presenca, invasdo e disseminacao de microrganismos e seus
produtos. Em alguns casos, essas reacfes de defesa do hospedeiro podem ser
prejudiciais por serem, também, passiveis de danificar as células e estruturas
vizinhas do tecido conjuntivo. Dessa forma, tais processos “defensivos” podem,
paradoxalmente, responder pela maior parte da lesdo tecidual observada na
gengivite e na periodontite (MADIANOS et al., 2005; LIMA et al., 2008).

A Candida albicans é a levedura mais frequentemente isolada da cavidade

bucal, entretanto, a presenca dela ndo é necessariamente indicativa de doenca, pois
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pode ser isolada em cerca de 40% de individuos saudaveis em diversas faixas
etarias (CAMPISI et al.,, 2002; MENEZES et al., 2009). Em algumas situacdes,
espécies do género Candida podem comportar-se como patdégenos oportunistas,
originando infec¢cdes como a candidiase oral, por exemplo, em situacfes de baixa
imunidade, desordens enddcrinas, lesbes em tecidos moles, higiene bucal
deficiente, prolongada terapia antibidtica, fatores nutricionais, baixo fluxo salivar e
uso de préteses (BARBIERI, 2005; ISHIDA et al., 2006).

Muitos fatores de viruléncia podem contribuir para a invasividade e
patogenicidade das leveduras como, por exemplo, a conversdo de leveduras
unicelulares em formas filamentosas, habilidade de aderir aos tecidos,
hidrofobicidade da superficie celular e expressdo de enzimas extracelulares
(CALDERONE e FONZI, 2001; ISHIDA et al., 2006).

A biologia de Candida albicans apresenta diferentes aspectos, entre eles, a
habilidade de se apresentar com distintas morfologias. A fase unicelular
leveduriforme pode gerar um broto e formar hifas verdadeiras. A formacao de hifas
ou filamentos capacita a célula para exercer forca mecanica, ajudando na sua
penetracdo nas superficies epiteliais, e uma vez na corrente sanguinea, tem uma
acdo danosa sobre o endotélio, o que permite que a Candida albicans invada os
tecidos profundos do organismo (KUMAMOTO, 2005).

2.2.1 AHIPOTESE DA PLACA ECOLOGICA

Existem duas hipoteses para explicar o papel da placa dental microbiana na
doenca: a hipotese da placa especifica e a hipotese da placa ndo especifica. A
primeira propde que apesar da diversidade de espécies microbianas presentes na
placa, apenas um pequeno grupo de microrganismos esta diretamente envolvido
com a doenca. Esta proposta da suporte ao foco nas pesquisas de controle de alvos
microbianos especificos (BOWDEN et al., 1976; LOESCHE, 1976; MARSH et al.,
1989; MARSH, 2003). J4 a hipbtese da placa néo especifica propde que a doenca é
o resultado de uma interacdo entre as diversas espécies microbianas presentes na
placa e reconhece o conceito de placa como uma comunidade microbiana
(THEILADE, 1986; MARSH, 2003).
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Recentemente, uma nova hip6tese tem sido sugerida pelos pesquisadores
para explicar o papel da placa microbiana na doenca: a hipotese da placa ecoldgica.
Esta hipotese propde que a selecdo de bactérias patogénicas esta diretamente
ligada as mudancas ambientais e que as doencas bucais ndo precisam ter uma
etiologia especifica, pois qualquer espécie com caracteristicas relevantes pode
contribuir para o processo da doenca (MARSH, 2003, 2006).

Segundo a hipotese da placa ecologica, alguns fatores ambientais séo
capazes de quebrar a homeostase da microflora bucal. No contexto da carie,
bactérias potencialmente cariogénicas sdo encontradas naturalmente na placa
dental, porém em um pH neutro esses microrganismos Sd0 pouco competitivos e
estdo em pequena quantidade, além disso o processo de des-remineralizacdo esta
em equilibrio. Se a frequéncia no consumo de carboidratos fermentaveis aumentar
entdo a placa ficard algum tempo abaixo do pH critico para a desmineralizacdo do
esmalte (pH 5.5). Condi¢cdes de baixo pH favorecem a proliferacdo de espécies
aciduricas e acidogénicas, especialmente o S. mutans e os lactobacilos. Assim, o0
aumento na gquantidade dessas espécies leva a uma producdo de acidos ainda
maior, prolongando o processo de desmineralizacdo (MARSH, 2003, 2006, 2010a).

No contexto da doenca periodontal, a placa subgengival de sitios saudaveis
pode ser colonizada por patégenos periodontais naturalmente encontrados na boca,
mas em niveis extremamente baixos. Tais espécies ndo conseguem competir com
as espécies Gram-positivas sacaroliticas que predominam no estado de saude
periodontal. Todavia, se houver um acumulo da placa, os niveis de patégenos
periodontais ndo sdo mais compativeis com saude. Dessa forma, a resposta
inflamatoria resultante leva a um aumento do fluido crevicular gengival que, por sua
vez, muda o status nutricional local, favorecendo as espécies anaerdbias Gram-
negativas proteoliticas. As proteases produzidas desregulam o controle da resposta
inflamatoéria do hospedeiro, aumentando ainda mais a biomassa de Gram-negativas
(MARSH e BOWDEN, 2000; MARSH, 2010a).

De acordo com a hipétese da placa ecoldgica, as doencas bucais poderiam
ser prevenidas nao apenas focando diretamente nos patdgenos putativos como, por
exemplo, através de estratégias com agentes antimicrobianos e antiadesivos, mas
também interferindo nos fatores que levam a selecdo de bactérias patogénicas
(MARSH, 2003, 2006).
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Dessa forma, de uma perspectiva ecoldgica, as estratégias de prevencao da
carie seriam: (1) inibicdo da producédo de acidos na placa e (2) fatores relacionados
a dieta e o estimulo a producdo de saliva; e as estratégias de prevencdo das
doencas periodontais seriam: (1) reducdo do fluxo do fluido crevicular gengival
através de agentes anti-inflamatérios e (2) tornar o meio menos anaerébio através
do uso de agentes oxigenantes e redutores (OWER et al., 1995; MARSH, 2003).

2.3 Atividades Bioldgicas

2.3.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A principal forma de prevenir as infeccbes bucais é através do controle
mecanico do biofilme dental. Entretanto, existem diversas limitacdes em relacédo a
remocdao feita pelo proprio paciente. Nesse sentido, o controle quimico da placa,
geralmente, é adotado como um método complementar eficaz (TORRES et al.,
2000).

A clorexidina tem sido utilizada em odontologia ha muitos anos como padrao-
ouro no controle quimico da placa bacteriana por ser um agente antimicrobiano de
largo espectro, seguro e eficaz. Em altas concentragcfes é bactericida e em baixas
concentragdes é bacteriostatico. Embora a clorexidina seja um excelente agente, o
seu uso prolongado ndo € recomendado devido aos efeitos adversos ja relatados
como manchamento dos dentes, descamacao reversivel da mucosa, alteracdes do
paladar, aumento dos depdésitos calcificados supragengivais e, raramente,
tumefacdo uni ou bilateral da parétida (TORRES et al., 2000; ZANATTA e ROSING,
2007).

As plantas medicinais possuem inumeros compostos biologicamente ativos
que representam uma rica fonte de agentes antimicrobianos (GOTHANDAM et al.,
2010; MALAR et al., 2011). O interesse da pesquisa cientifica na descoberta desses
novos agentes surgiu a partir da necessidade de desenvolver novos produtos e/ou

insumos com menor custo, menos reacdes adversas, maior espectro de acédo contra
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microrganismos resistentes e infeccbes oportunistas que afetam pacientes
imunodeficientes (MAREGESI et al., 2008; TOLEDO et al., 2011).

Existem diversos estudos sobre o potencial antimicrobiano e antiaderente de
extratos obtidos de espécies vegetais em microrganismos presentes no biofilme
dental. Pereira e colaboradores (2006a) demonstraram o potencial antimicrobiano e
antiaderente do extrato da casca de Punica granatum (rom&) em S. mitis, S. mutans,
Streptococcus sanguis, Streptococcus sobrinus e Lactobacillus casei, sugerindo seu
emprego como meio alternativo no controle da formacéo do biofilme dental.

No estudo de Albuquerque e colaboradores (2010b), foi observado o efeito
antiaderente do 6leo essencial extraido de Matricaria recutita (camomila) sobre
S. mutans, S. sanguis e L. casei. Da mesma forma, Macedo-Costa e colaboradores
e Albuquerque e colaboradores (2010a) demonstraram que o extrato da flor da
camomila apresenta atividade antimicrobiana sobre S. mitis, S. mutans, S. sanguis,
S. sobrinus e L. casei.

O extrato das folhas da espécie Lippia sidoides (alecrim-pimenta) demonstrou
atividade antimicrobiana em cepas de S. mitis, S. mutans, S. sanguis, S. sobrinus e
L. casei, no estudo de Albuquerque e colaboradores (2010a), sugerindo sua possivel
utilizacdo como agente antimicrobiano alternativo.

Segundo Pereira e colaboradores (2006b), o extrato do caule de Anacardium
occidentale (cajueiro) é capaz de inibir a sintese de glucano de trés linhagens
bacterianas cariogénicas e formadoras de placa supragengival (S. mitis, S. mutans e
S. sanguis).

Além do potencial antimicrobiano e antiaderente, outras pesquisas
demonstram a atividade antifUngica de extratos vegetais em leveduras que podem
causar infeccdes bucais. Alves e colaboradores (2009) avaliaram a atividade
antifingica das seguintes espécies: Myracrodruon urundeuva (aroeira-do-sertéao),
Malva sylvestris (malva) e Psidium guajava (goiabeira). Os autores observaram que
estes extratos mostraram-se eficazes, inibindo o crescimento de fungos da cavidade
oral.

De acordo com o estudo de Menezes e colaboradores (2009) sobre o
potencial antifingico de 6leos essenciais e extratos de plantas da regido amazonica,
os extratos de Eleutherine plicata (marupazinho), Psidium guajava (goiabeira) e
Syzygium aromaticum (cravo-da-india) apresentaram atividade antifingica em cepas

de C. albicans.
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Rodrigues e colaboradores (2009) avaliaram a atividade antifangica do Allium
sativum (alho) sobre cepas de C. albicans isoladas da cavidade bucal e obtiveram
resultado positivo. Além disso, Dahake e colaboradores (2009) também
demonstraram que o extrato das folhas de cajueiro possui atividade antifUngica em
cepas de C. albicans. Assim como no estudo de Costa e colaboradores (2009) que
apresentou o potencial antifungico de Rosmarinus officinalis (alecrim) e Syzygium
cumini (jambolao) sobre cepas clinicas de C. albicans.

Outra importante atividade biologica das plantas medicinais foi demonstrada
por Sasaki e colaboradores (2007), cujo extrato bruto, aquoso e fragcbes semi-
purificadas de Paullinia cupana (guarand) foram capazes de inibir a producdo de
acidos por S. mutans na presenca de glicose. Assim como Magalhdes (2010b) que
demonstrou a capacidade do extrato etandlico de Piper aduncum (pimenta-de-

macaco) de reduzir a acidogénese de S. mutans.

2.3.2 ATIVIDADE IMUNOMODULADORA

O principal objetivo da terapia periodontal é controlar a lesdo inflamatéria de
tal forma que a destruicdo progressiva do periodonto possa ser interrompida ou, pelo
menos, que 0s picos de atividade da doenca apresentem intervalos de tempo
maiores. O bloqueio da resposta do hospedeiro juntamente com o controle das
bactérias periodontopatogénicas representa um conceito emergente no tratamento
da periodontite (OWER et al., 1995; LIMA et al., 2008).

Diversos estudos apontam as citocinas como importantes mediadores
associados a patogénese da periodontite. Produtos bacterianos induzem a sintese
de citocinas pro-inflamatorias como interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6),
interleucina-8 (IL-8), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e mediadores como o
oxido nitrico (NO) e a prostaglandina, principalmente por macréfagos (SHETTY et
al., 2013).

Dentre as varias citocinas, destacam-se o TNF-a e a IL-1, mediadores que
podem potencialmente participar nesse processo. Tais citocinas estimulam a
reabsorcdo Ossea diretamente por induzir a proliferacdo de progenitores de

osteoclastos, e indiretamente por estimular a atividade de reabsor¢cdo dos
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osteoclastos maduros (ASSUMA et al.,, 1998), e por aumentar a sintese de
colagenases (MCGEE et al., 1998).

Tem sido demonstrado que o bloqueio de TNF-a ou de IL-1 contribui para a
inibicdo de aproximadamente 80% do recrutamento de células inflamatdrias e
reducdo de 60% da perda 6ssea que ocorre na periodontite (ASSUMA et al., 1998).

Bactérias periodontopatogénicas e citocinas inflamatorias também podem
induzir uma maior sintese de NO por macrofagos nos tecidos periodontais. A
consequéncia local da alta producdo de NO ndo apenas esta envolvida com os
mecanismos de defesa do hospedeiro, mas também contribui para o dano tecidual,
causando destruicdo dos tecidos de sustentacdo do dente (LOHINAI et al., 1998;
LIMA et al., 2008).

Além de participar dos processos imunoinflamatérios, TNF-a e NO podem ser
utilizados como potenciais marcadores biol6gicos no diagndstico e monitoramento
da doenca periodontal, uma vez que sdo encontrados em altos niveis na presenca
da doenca (REHER et al., 2007).

A atividade anti-inflamatdria e imunomoduladora de plantas medicinais tém
sido amplamente investigadas em diversos modelos experimentais com o intuito de
buscar estratégias auxiliares ou alternativas nos processos inflamatérios como a
periodontite (SHETTY et al., 2013).

Harokopakis e colaboradores (2006) observaram a habilidade do extrato de
Sambucus nigra (sabugueiro) em inibir a ativagao do fator de transcricdo NFkB p65
de células T auxiliares, sugerindo que esta planta poderia ser utilizada como
adjuvante na terapia periodontal, jA que com a ndo ativacdo de NFkB, citocinas proé-
inflamatorias como TNF-a, IL-13 e IL-6 ndo seriam liberadas no sitio da inflamacao,
consequentemente osteoclastos nao seriam ativados e 0 0sso alveolar ndo seria
reabsorvido.

Em outro estudo, Botelho e colaboradores (2007) demonstraram que 0s géis
de Lippia sidoides (alecrim-pimenta) e Myracrodruon urundeuva (aroeira-do-sertéo)
foram capazes de inibir a producéo de TNF-a e IL-13 em tecido gengival de ratos
com doenca periodontal experimental.

Antonietta e colaboradores (2012) testaram o resveratrol (um polifenol
encontrado principalmente nas sementes de uva) em células do ligamento
periodontal de humanos. Os resultados comprovaram que tal substancia foi capaz

de inibir a expressdo de NO e a producéo de citocinas pro-inflamatorias em células
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do ligamento periodontal de humanos induzidos por LPS de Porphyromonas
gingivalis.

Benso (2012) avaliou o efeito do extrato de Malva sylvestris (malva) sobre a
liberagcdo de TNF-a, IL-18 e NO induzido por LPS em fibroblastos in vitro,
demonstrando sua capacidade de inibir tais citocinas e o mediador inflamatorio,
sugerindo que esta planta possui um potencial anti-inflamatério.

Shetty e colaboradores (2013) avaliaram o potencial imunomodulador do
fitoterapico Septilin® (Balsamodendron mukul, Shankha bhasma, Maharasnadi
quath, Tinospora cordifolia, Rubia cordifolia, Emblica officinalis, Moringa
pterygosperma, Glycyrrhiza glabra) em pacientes com periodontite cronica. Foi
observada uma reducdo nos indices de sangramento gengival e indice gengival,

bem como nos niveis de TNF-a salivar.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Realizar um estudo fisico, quimico e bioldgico da espécie vegetal Pyrostegia venusta

(Ker Gawl.) Miers e seu potencial na prevencao das doencgas bucais.

3.2 Especificos

- Caracterizar as propriedades fisicas e quimicas da matéria-prima vegetal (p9);

- Obter e caracterizar as propriedades fisicas e quimicas do produto intermediario

(tintura);

- Avaliar a citotoxicidade do extrato bruto e fracbes de Pyrostegia venusta (Ker

Gawl.) Miers;

- Avaliar a atividade imunomoduladora in vitro do extrato bruto e fragbes de

Pyrostegia venusta (Ker Gawl.) Miers;

- Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro do extrato bruto, fracdes e marcadores de

Pyrostegia venusta (Ker Gawl.) Miers frente a microrganismos da cavidade bucal.
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4 MATERIAL E METODOS



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 MATERIA-PRIMA VEGETAL

- Nome cientifico: Pyrostegia venusta (Ker Gawl.) Miers
- Nome popular: flor-de-S&o-Joéo, cipo-de-S&o-Joao

- Familia: Bignoniaceae

- Parte usada: flores

- |
Figura 2: Pyrostegia venusta (Ker Gawl.) Miers (Fonte: VERDI, 2010)

40
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4.1.2 REAGENTES E SOLUCOES

Etanol P.A. 99,4% - Labsynth, etanol 70% - Labsynth, hexano P.A. —
Labsynth, acetato de etila P.A. — Labsynth, alcool n-butilico P.A. — Labsynth, metanol
P.A. — Labsynth, &cido cloridrico P.A. — QUIMEX, &cido sulfurico P.A. — QUIMEX,
cloroférmio P.A. — QUIMEX, éter etilico P.A. — QUIMEX.

Solucéo de hidroxido de amonia, solu¢do aquosa de nihidrina a 1%, raspas de
magnésio, solucdo aquosa de vanilina a 1%, reativos de Kedde, Bouchardat,
Dragendorff, Mayer, Pascova, Fehling, solucdo de cloreto férrico 1%, hidroxido de
sédio 1IN e 2N, lugol, solucdo de cloreto de soédio 0,9%, formaldeido, o-
dinitrobenzeno, solucdo de carbonato de soédio, solucdo de cloridrato de
hidroxilamina, anidrido acético, solugcdo p-dimetilaminobenzaldeido, tricloreto de
antiménio, agua oxigenada, tolueno, preparados no Laboratério de Fitoquimica
(BARBOSA, 2001).

Ficoll-Hypagque — GE Healthcare/Amersham; MOPS — Sigma Aldrich; RPMI
1640 — Sigma Aldrich; gentamicina — Sigma Aldrich; soro fetal bovino — Sigma
Aldrich; Trypan blue — Sigma Aldrich; caldo e agar Sabouraud — Himedia, TSB —
Himedia e Muller-Hinton — Himedia; extrato de levedura - Synth; vermelho de fenol —
Sigma Aldrich; cloreto de sodio P.A.; sacarose P.A. — Merck; glicose P.A. — Merck;
fosfato de potassio monobasico P.A. — Merck; fosfato de potassio dibasico P.A. —

Merck; uréia P.A.— Merck; sulfato de magnésio P.A. — Merck.

4.1.3 EQUIPAMENTOS

Balanca analitica FA2104N (Bioprecisa); balanca analitica modelo BK 500
(GEHAKA); estufa termoestatizada Q-314M222 (Quimis); estufa modelo S805T
(BIOPAR); moinho de facas; agitador eletromagnético para peneiras (Bertel); forno
mufla modelo 3551 (ENGRO); analisador de umidade por infravermelho IV 2000
(GEHAKA); analisador halégeno de umidade Ohaus modelo MB35 (Toledo);
potenciometro pH21 pH/mV meter (HANNA); analisador térmico modelo DTG-60 e
DSC-60 (Shimadzu); espectrometro de infravermelho IR100 spectrometer (Thermo
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electro corporation); liquidificador de alta rotacdo modelo LS-04 (Siemsen Ltda.);
evaporador rotativo R-200 e banho maria R-490 (Buchi); liofilizador Alpha 1-4
(Christ); incubadora de CO, modelo COM-17AC (Sanyo); incubadora modelo 095E
(Fanem); camara de fluxo laminar modelo PA-115 (Pachane); vortex (Scientific
Industries); banho de ultra-som Ultrasonic Cleaner modelo 1450 Unique
(MaxiClean); microscépio Optico (Olympus), centrifuga refrigerada 5804-R
(Eppendorf).

4.2 Métodos

Esta pesquisa foi realizada nos laboratorios de Processamento de Material
Vegetal, Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) Farmacotécnico, Fitoquimica e
Controle de Qualidade Microbiol6gico de Medicamentos e Correlatos da Faculdade
de Farméacia da Universidade Federal do Para (UFPA), nos laboratérios de
Farmacognosia e Microbiologia Aplicada a Produtos Naturais e Sintéticos da
Universidade Estadual de Maringd (UEM) e no laboratorio de Imunologia e

Farmacologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro — Campus Macaé (UFRJ).

4.2.1 OBTENCAO DO MATERIAL VEGETAL

A espécie Pyrostegia venusta (Ker Gawl.) Miers foi fornecida pelo laboratério
de Farmacognosia da UEM, procedente de Navirai - Mato Grosso do Sul, coletada

no més de junho de 2006.



4.2.2 IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

A espécie Pyrostegia venusta (Ker Gawl.) Miers foi identificada pela Dra.
Maria Auxiliadora Milaneze Gutierre. Uma exsicata foi depositada no herbario do
Departamento de Biologia da UEM sob namero de registro HUEM11708.

UNIVERSITY OF

Figura 3: Exsicata da espécie Pyrostegia venusta (Ker Gawl.) Miers (Fonte:

http://florida.plantatlas.usf.edu)

4.2.3 PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL

As flores frescas foram submetidas a lavagem com &gua corrente e
ligeiramente submergidas em alcool etilico 70%. Apos a lavagem, o material vegetal
foi submetido a secagem prévia por aproximadamente 72 horas, em temperatura
ambiente, sobre bancadas previamente limpas e revestidas com papel absorvente.

Apés a secagem prévia, o material vegetal foi transferido para uma estufa de
ar circulante, a uma temperatura de 40°C + 2°C, sendo que o periodo de secagem
foi estabelecido com base no monitoramento de peso de uma amostra mantida nas
dadas condi¢des, por meio de repetidas pesagens. Concluida a nova secagem, o
material foi novamente pesado apés 48 horas.



A droga vegetal foi obtida por moagem em moinho de facas e armazenada

em um recipiente de vidro previamente esterilizado e mantido ao abrigo da luz.

4.3 Caracterizacao fisica e quimica do p6 de  Pyrostegia venusta (Ker Gawl.)
Miers (FARMACOPEIA BRASILEIRA 52 ed., 2010)

4.3.1 DETERMINACAO DA DISTRIBUICAO GRANULOMETRICA

Exatamente 10 g das flores secas pulverizadas foram submetidas a série de
tamizes com abertura de malha 1,70 mm; 710, 355, 250, 180 e 125 um, utilizando-se
um agitador de peneiras, durante 20 minutos. O tamanho das particulas foi avaliado

pela quantificacéo percentual de retencéo do po.

4.3.2 DETERMINACAO DA PERDA POR DESSECACAO

Exatamente 3 g do p6 da planta foram transferidos para um pesa-filtro. A
amostra foi submetida a aquecimento em estufa a 105°C durante 2 horas, seguido
de resfriamento em dessecador e pesagem. A operacdo foi repetida até obtencdo de
peso constante. Os resultados de trés determinacdes foram avaliados em termos de
porcentagem ponderal sobre a quantidade da amostra, utilizando-se a equacao

abaixo:

% perda = Pu - Ps x 100

Onde:
Pa = peso da amostra (g)

Pu = peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da dessecac¢ao (g)
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Ps = peso do pesa-filtro contendo a amostra apos a dessecagéo (g)

4.3.3 DETERMINACAO DO TEOR DE CINZAS TOTAIS

A quantidade de substancias residuais ndo volateis no processo de
incineracdo € determinada pelo teor de cinzas. Utilizando-se os pesos da droga
vegetal antes e depois da incineracdo, obtém-se um valor que € utilizado para o
calculo da percentagem de cinzas em relacdo a droga seca ao ar.

Exatamente 3 g do po foram transferidos para cadinho de porcelana,
previamente calcinado, resfriado e tarado nas condicbes empregadas durante a
analise propriamente dita. As amostras dos pdés nos cadinhos foram entdo
carbonizadas em mufla a 450°C por 2 horas. Apds resfriamento em dessecador sob
vacuo, as mesmas foram pesadas em balanca analitica, repetindo-se o
procedimento até a obtencdo de peso constante. A porcentagem de cinzas, em

triplicata, foi calculada em relacdo a droga seca.

4.3.4 OBTENCAO DO PERFIL TERMICO DO PO DE Pyrostegia venusta (Ker
Gawl.) Miers (SILVA JUNIOR, 2006b)

4.3.4.1 Termogravimetria (TG)

As curvas TG foram obtidas na faixa de temperatura entre 25 e 700C,
utilizando termobalanca modelo TG-60H, sob atmosfera dindmica de nitrogénio (50
mL min™), razdo de aquecimento de 5C min ™, utilizando cadinho de aluminio
contendo massa de amostra em torno de 7 £ 0,5 mg. Os calculos de perda de massa
foram feitos com auxilio do programa TA-60WS da Shimadzu.
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4.3.4.2 Analise térmica diferencial (DTA)

Os mesmos procedimentos utilizados em TG. Os célculos foram feitos com

auxilio do programa TA-60WS da Shimadzu.

4.3.4.3 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

As curvas DSC foram obtidas na faixa de temperatura entre 25 e 600C, em
célula calorimétrica modelo DSC-60, sob atmosfera dinamica de nitrogénio (50 mL
min™Y), razdo de aquecimento de 5C min™ e utilizando cadinho de aluminio
parcialmente fechadas contendo aproximadamente 7 £+ 0,5 mg de amostra. As
curvas DSC foram obtidas em atmosfera de nitrogénio devido a sensibilidade do

sensor calorimétrico a atmosfera oxidante.

435 OBTENGCAO DO PERFIL ESPECTROSCOPICO NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO (SILVA JUNIOR, 2006b)

Para a obtencéo do perfil espectroscépico na regido do infravermelho (IV) da
amostra de P. venusta, as leituras foram realizadas no comprimento de onda na
faixa de 400 a 4000 cm™. Onde quantidades apropriadas da droga vegetal foram

comprimidas com brometo de potassio (KBr).

4.4 Obtencéao da tintura de Pyrostegia venusta (Ker Gawl.) Miers

A tintura foi obtida por turbdlise, utilizando-se 200 g da droga vegetal em 2000
mL de liquido extrator, durante 15 minutos. Em seguida, a mistura foi filtrada com

funil de Buchner, previamente revestido com algodao e papel filtro, acoplado a um
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Kitasato e uma bomba de vacuo. O sistema solvente empregado para a espécie foi
uma mistura hidroetandlica 30% (v/v).

4.5 Caracterizacao fisica e quimica da tintura de  Pyrostegia venusta (Ker Gawl.)
Miers (FARMACOPEIA BRASILEIRA 52 ed., 2010)

4.5.1 DETERMINACAO DA DENSIDADE APARENTE

Um picndmetro com capacidade para 5 mL, previamente tarado, foi
preenchido com o liquido padrdo (agua recém destilada e fervida) e pesado. Em
seguida, o picnémetro foi preenchido com 5 mL da amostra (tintura) e pesado. A
relacdo, em triplicata, entre 0 peso da amostra e do padrao em um volume fixo a

temperatura de 25~28°C, forneceu o valor da densidade aparente da tintura.

4.5.2 DETERMINACAO DO pH

A determinacao do pH foi realizada em potencidbmetro previamente calibrado
com solucbes tampédo pH 4.0 e 7.0 e os resultados correspondem a média de trés

determinacdes.

4.5.3 DETERMINACAO DO TEOR DE SOLIDOS

Cerca de 1 g da tintura em solucao foi pesado e transferido para pesa-filtro
previamente tarado nas condi¢cbes empregadas durante a analise propriamente dita.
Posteriormente, o material foi levado a secura em placa aquecedora e dessecado

em estufa, a 105°C, por duas horas. Apos esse periodo, o pesa-filtro foi resfriado em
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dessecador e pesado em balanca analitica. O teor de solidos foi calculado em
relacdo a 100 g de tintura seca, pela média de trés determinacdes.

4.6 Obtencdo do extrato bruto e fracdes de Pyrostegia venusta (Ker Gawl.)
Miers

Adicionou-se 2000 mL da tintura de Pyrostegia venusta em bal6es de fundo
redondo acoplados a um evaporador rotativo para concentracdo da tintura,
evaporando-se o liquido extrator (mistura hidroetanélica) em pressao reduzida, com
temperatura abaixo de 40°C. O concentrado aquoso resultante foi congelado em
nitrogénio liquido e liofilizado. O produto obtido foi devidamente acondicionado a
uma temperatura inferior a 2°C e ao abrigo da luz.

Para a obtencdo das fragGes de Pyrostegia venusta foram pesados 30 g do
extrato bruto liofilizado submetidos a particdo liquido-liquido, em baldo de
decantagdo, com 300 mL de a&gua destilada e 5 aliquotas de 300 mL de hexano até
a obtencdo de uma solugéo clara e limpida. Nessa etapa foram obtidas a fracéo
hexénica e a fracdo aquosa que, em seguida, foram concentradas em evaporador
rotativo, congeladas e liofilizadas. Esse mesmo procedimento foi realizado para mais
dois solventes: acetato de etila e alcool n-butilico, respectivamente, para a obtencéo
das fragcbes acetato de etila e n-butandlica. Todas essas fracdes foram concentradas
em evaporador rotativo, congeladas, liofilizadas e acondicionadas da mesma
maneira que o extrato bruto. A fracdo aquosa correspondeu a parte residual que nao
foi solubilizada em nenhum dos solventes.

Os marcadores acteosideo e B-OH-verbascosideo, previamente isolados da
espécie em estudo, foram obtidos do laboratério de Farmacognosia da UEM.
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4.6.1 OBTENCAO DO PERFIL TERMICO DO EXTRATO BRUTO DE Pyrostegia
venusta (Ker Gawl.) Miers (SILVA JUNIOR, 2006b)

4.6.1.1 Termogravimetria (TG)

As curvas TG foram obtidas na faixa de temperatura entre 25 e 700C,
utilizando termobalanca modelo TG-60H, sob atmosfera dindmica de nitrogénio (50
mL min™), razdo de aquecimento de 5C min™, utilizando cadinho de aluminio
contendo massa de amostra em torno de 7 £ 0,5 mg. Os célculos de perda de massa

foram feitos com auxilio do programa TA-60WS da Shimadzu.

4.6.1.2 Analise térmica diferencial (DTA)

Os mesmos procedimentos utilizados em TG. Os célculos foram feitos com
auxilio do programa TA-60WS da Shimadzu.

4.6.1.3 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As curvas DSC foram obtidas na faixa de temperatura entre 25 e 600C, em
célula calorimétrica modelo DSC-60, sob atmosfera dindmica de nitrogénio (50 mL
min™), razdo de aquecimento de 5C min™ e utilizando cadinho de aluminio
parcialmente fechadas contendo aproximadamente 7 + 0,5 mg de amostra. As
curvas DSC foram obtidas em atmosfera de nitrogénio devido a sensibilidade do

sensor calorimétrico a atmosfera oxidante.
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4.6.2 OBTENCAO DO PERFIL ESPECTROSCOPICO NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO (SILVA JUNIOR, 2006b)

Para a obtencdo do perfil espectroscopico na regido do IV da amostra de
P. venusta, as leituras foram realizadas no comprimento de onda na faixa de 400 a
4000 cm™. Onde quantidades apropriadas do extrato bruto foram comprimidas com

brometo de potassio (KBr).

4.6.3 PROSPECCAO QUIMICA DO EXTRATO BRUTO DE Pyrostegia venusta (Ker
Gawl.) Miers (BARBOSA, 2001)

Na prospeccdo quimica dos extratos brutos liofilizados, investigou-se
qualitativamente a presenca de metabdlitos secundarios, em triplicata, descritos a

sequir.

Saponinas espumidicas

Foram dissolvidos 25 mg do extrato liofilizado em 5 mL de agua destilada. Em
seguida, diluidos para 15 mL e agitados vigorosamente durante 2 minutos em tubo
fechado. Se camada de espuma permanecer estavel por mais de 30 minutos, o
resultado é considerado positivo.

Acidos organicos

Foram dissolvidos 25 mg do extrato liofilizado em 5 mL de agua destilada. Em
seguida, transferiu-se 2 mL para um tubo de ensaio e adicionou-se reativo de
Pascova (9 gotas da solucéo A para 1 gota da solugcéo B), somente no momento em
que foi usado, pois 0 reativo s6 é estavel durante 5 a 10 minutos. Se houver

descoloracéo do reativo, o resultado é positivo.

AcUcares redutores

Foram dissolvidos 25 mg do extrato liofilizado em 5 mL de agua destilada e

filtrados. Adicionaram-se 2 mL do reativo de Fehling A e do reativo de Fehling B.
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Aqueceu-se em banho de agua em ebulicdo durante 5 minutos. Se houver o
aparecimento de um precipitado vermelho tijolo, o resultado é considerado positivo.

Polissacarideos

Foram dissolvidos 25 mg do extrato liofilizado em 5 mL de agua destilada e
filtrados. Adicionaram-se 2 gotas de lugol. O aparecimento de coloragdo azul é

indicativo de resultado positivo.

Proteinas e aminoacidos

Foram dissolvidos 15 mg do extrato liofilizado em 3 mL de agua destilada e
filtrada. Adicionou-se 0,5 mL de solucédo aquosa de nihidrina 0,1% e aqueceu-se até

ebulicdo. O aparecimento de coloragao violeta persistente indica resultado positivo.

Fendis e taninos

Foram dissolvidos 25 mg do extrato liofilizado em 5 mL de agua destilada e
filtrados. Adicionaram-se 2 gotas de solucdo alcodlica de FeCl; 1%. Qualquer
mudanca na coloracdo ou formacao de precipitado € indicativa de reacdo positiva,
quando comparado com o teste em branco. Coloracdo inicial entre o azul e o
vermelho é indicativa da presenca de fendis, quando o teste em branco for negativo;
precipitado escuro de tonalidade azul indica presenca de taninos pirogalicos; e verde

presenca de taninos catéquicos.

Flavonoides
Foram dissolvidos 25 mg do extrato liofilizado em 5 mL de metanol e filtrados.
Adicionaram-se 5 gotas de HCI concentrado e raspas de magnésio. O surgimento de

uma coloracao résea na solugdo indica reagéo positiva.

Glicosidios cardiacos

Foram dissolvidos 25 mg do extrato liofilizado em 5 mL de metanol e filtrados.
Separou-se em duas por¢gbes de 2 mL cada e adicionou-se gotas do reativo de
Keede. O aparecimento de coloracdo azul ou violeta indica reagao positiva.
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Catequinas
Foram dissolvidos 15 mg do extrato liofilizado em 3 mL de metanol e filtrados.

Juntou-se 1 mL de solugcéo aquosa de vanilina a 1% e 1 mL de HCI concentrado. O

surgimento de uma coloracao vermelha intensa indica reacao positiva.

Derivados benzoquinonas, naftoquinonas e fenantraquinonas

Foram dissolvidos 15 mg do extrato liofilizado em 3 mL de metanol e filtrados.
Adicionaram-se 2 gotas de Na,CO3 a 25%, 2 gotas de formaldeido a 4% e 2 gotas
de o-dinitrobenzeno a 5%. Aqueceu-se a mistura em banho-maria. A coloracéo

violeta indica reagao positiva.

Lactonas sesquiterpénicas e outras lactonas

Foram dissolvidos 15 mg do extrato liofilizado em 3 mL de metanol e filtrados.
Adicionaram-se 12 gotas de solugdo alcoolica de cloridrato de hidroxilamina 10% e 2
gotas de solucdo metandlica de KOH a 10%. Aqueceu-se suavemente em banho-
maria durante 2 minutos. Em seguida, resfriou-se e acidulou-se com solucéo de HCI
a 1N e adicionou-se 1 gota de FeCl; 1%. O surgimento de uma coloracdo violeta
indica reagao positiva.

Esteroides e triterpenoides

Foram dissolvidos 50 mg do extrato liofilizado em 10 mL de cloroférmio e
filtrados sobre carvao ativado. Transferiu-se o filtrado para um tubo de ensaio
completamente seco e adicionou-se 1 mL de anidrido acético e agitou-se
suavemente. Em seguida, adicionaram-se, cuidadosamente, 3 gotas de H,SO,4
concentrado e agitou-se novamente. O rapido desenvolvimento de cores, que vao do

azul evanescente ao verde persistente, indicam resultado positivo.

Azulenos

Foram dissolvidos 10 mg do extrato liofilizado em 2 mL de cloroférmio e
filtrados. Concentrou-se até 0,5 mL em banho-maria e adicionou 2,5 mL da solugéo
p-dimetilaminobenzaldeido. Aqueceu-se em banho-maria por 5 minutos e, apés
esfriar em um funil de decantacéo, agitou-se com 10 mL de éter de petroleo. Apos

as duas fases ficarem distintas, observou-se a fase aquosa. Se houver presenca de
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proazulenos, a fase aquosa adquire coloracdo azul, porém, quando estes estdo em

pequena quantidade, a coloracdo observada é esverdeada.

Carotenoides
Foram dissolvidos 15 mg do extrato liofilizado em 2 mL de cloroférmio e
filtrados. Juntou-se 2 mL de cloroférmio saturado com tricloreto de antimoénio. O

aparecimento da coloragao azul indica resultado positivo.

Alcaloides

Foram dissolvidos 25 mg do extrato liofilizado em 5 mL de solugcéo de HCl a
5% e filtrados. Separaram-se quatro por¢cdes de 1 mL em placa de toque e
adicionaram-se 3 gotas dos reativos de Bouchardat, Dragendorff e Mayer.

Precipitagdo ou turvagdo em pelo menos um tubo € indicativa de resultado positivo.

Purinas

Numa capsula de porcelana, juntou-se 5 mg do extrato liofilizado, 3 gotas de
solucdo de HCI 6N e 2 gotas de H,O, (30%) e evaporou-se em banho-maria até a
formagéo de um residuo corado de vermelho. Juntaram-se 3 gotas de solugéo de
NH4OH (6N). O surgimento de coloracao violeta indica reacéo positiva.

Depsideos e depsidonas

Foram dissolvidos 25 mg do extrato liofilizado em 5 mL de éter etilico e
filtrados. Evaporou-se todo o éter em banho-maria e juntou-se ao residuo 3 mL de
metanol. Apos agitacdo, adicionaram-se 3 gotas de solucdo de FeCl; a 1%. O

aparecimento de coloracéo verde, azul ou cinza indica reacéo positiva.

Derivados da cumarina

Foram dissolvidos 25 mg do extrato liofilizado em 5 mL de éter etilico e
concentrados em banho-maria até 0,5 mL. Em papel filtro, aplicaram-se gotas da
solucéo etérea, de modo que se formaram duas manchas de aproximadamente 1 cm
de diametro cada. A uma destas, adicionou-se 1 gota de solucdo de NaOH a 1N.
Cobriu-se a metade da mancha com papel escuro, e expds-se a outra metade a luz
ultravioleta. Descobriu-se e compararam-se as manchas. O aparecimento de

fluorescéncia azul na parte exposta da mancha indica reacao positiva.
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Antraguinonas

Foram dissolvidos 25 mg do extrato liofilizado em 5 mL de tolueno e filtrados.
Adicionaram-se 2 mL de solucdo de NH,OH a 10% e agitou-se suavemente. O
aparecimento de coloracao résea, vermelha ou violeta na fase aquosa, indica reacao

positiva.

4.7 Avaliacdo da citotoxicidade do extrato bruto e fracbes de Pyrostegia
venusta (Ker Gawl) Miers em células mononucleares do sangu e periférico
(PBMC)

Foram coletados 10 mL de sangue em tubo de ensaio heparinizado. Em
seguida o sangue foi diluido na propor¢cdo 1:1 em solucdo salina tampao fosfato
(PBS), a solucéo foi entdo adicionada lentamente pela parede de um tubo de 50 mL
sobre reagente de separacao por gradiente Ficoll-paque na propor¢cao de 20 mL de
sangue para 12 mL de Ficoll e em seguida as PBMC foram isoladas apés
centrifugacdo por 30 minutos a 1500 rpm. O método utilizado foi o de Vissers e
colaboradores (1988) parcialmente modificado. ApGs o isolamento, as células foram
ressuspendidas em 5 mL de meio RPMI incompleto.

Foi realizada a coloracdo das células com 50 pL de Trypan Blue e 50 pL de
células em meio RPMI incompleto. Uma aliquota dessa mistura foi dispensada na
camara de Neubauer e foi feita a contagem de células no microscopio com objetiva
40x. Ap6s a contagem, o tubo contendo as células ressuspendidas com RPMI
incompleto foi centrifugado e as células foram ressuspendidas com meio RPMI
completo (RPMI, soro fetal bovino e antibiético). A quantidade (em mL) de RPMI
completo foi calculada com base na quantidade de células contadas na camara de
Neubauer.

Em uma placa de 96 pocos foram adicionados 10 pL de extrato bruto/fracdes
de Pyrostegia venusta na concentracdo de 1000 pg/mL e 100 puL de meio RPMI
completo contendo as células mononucleares 5x10° células/mL, assim foram
adicionados 5x10* célula por poco. Em seguida, a placa de 96 pocos foi incubada
em estufa com 5% de CO,, durante 24 horas. ApoOs o0 periodo de incubacao foram

coletadas amostras de 50 pL de cada poco e misturadas com 50 pL de Trypan Blue
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para realizar a coloracdo das células. Em seguida, essa mistura foi dispensada na
camara de Neubauer e foi feita a contagem de células totais, viaveis e ndo viaveis
de cada poco no microscopio com objetiva 40x. Como controle positivo foi
considerado as células em meio RPMI completo sem nenhum tratamento (MELO et
al., 2003).

4.8 Cultura celular e preparacao dos ensaios em mac  rofagos RAW 264.7

Macrofagos murinos da linhagem celular RAW 264.7 obtidos da American
Type Culture Collection, Rockville (ATCC), foram cultivados em meio Dulbecco’s
Modified Medium F-12 (DMEM F-12), suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB) em estufa & 37T e 5% de CO ,. Células RAW 264.7 (2x10° células/mL) foram
plagueadas em microplaca de 96 pocos e mantidas em incubadora por 3 horas para
aderéncia dos macrofagos e estabilidade da cultura. ApGs este periodo, o
sobrenadante da cultura foi removido cuidadosamente para retirada de células néo
aderentes e substituido por DMEM-F12 suplementado com 2% de SFB contendo ou
nao lipolissacarideo, [1 pug/mL] (LPS, Escherichia coli 055:B5; Sigma-Aldrich, USA)
na presenca ou auséncia das amostras vegetais nas concentracoes de 0,8, 4,0, 20 e
100 pg/mL e utilizando 1% de Triton X-100 como controle positivo de acéo citotdxica.
Como controle negativo da acao citotoxica foi considerado as células estimuladas
com LPS. ApoGs 24h em incubacao de 37°C, 5% CO,, o sobrenadante da cultura foi
coletado para avaliacdo quanto a capacidade de inibicdo da producéo de Oxido
nitrico (NO).

4.9 Avaliacdo da citotoxicidade do extrato bruto e fracbes de Pyrostegia
venusta (Ker Gawl) Miers em macrofagos murinos RAW 264.7

Apbs o tempo de incubagéo e a retirada dos sobrenadantes da cultura 5 pL de
3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazol (MTT, 5 mg/mL) foi adicionado em cada
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poco e 2 horas depois 0 sobrenadante da placa foi removido e os cristais formados
foram solubilizados por HCI (4mM) adicionado em isopropanol. A absorbancia foi
obtida a 570 nm.

4.10 Avaliagdo da atividade imunomoduladora do extr  ato bruto e fragbes de

Pyrostegia venusta (Ker Gawl.) Miers através da dosagem de NO

A produgéo de NO foi estimada indiretamente, medindo-se a concentracéo de
nitrito no sobrenadante através de uma curva de referéncia com nitrito de soédio. 50
uL dos sobrenadantes foram transferidos para uma nova microplaca e adicionados
50 pL de reagente de Griess (p-aminobenzenosulfonamida 1% + diidrocloreto de
naftiletilenodiamino 0,1% em 5% de acido fosférico, Sigma Chemical Co.), recém-
preparado (Griess, 1939; Chi, et al., 2001). Apés 10 min, a absorbancia foi medida
no comprimento de onda de 540 nm em espectrofotdmetro de placa. Como controle
negativo, os macrofagos foram estimulados com LPS na concentracdo de 1 pg/mL e
tratados com inibidor ndo-especifico de 6xido nitrico sintase (L-NMMA a 20 pg/mL).
Como controle positivo foi utilizado macrofagos estimulados com LPS a 1 pg/mL e

nao tratados com inibidor inespecifico ou compostos vegetais.

4.11 Avaliacdo da atividade antimicrobiana do extra to bruto, fracbes e
marcadores acteosideo e B-OH-verbascosideo de Pyrostegia venusta (Ker

Gawl.) Miers

4.11.1 DILUICAO DOS EXTRATOS E MARCADORES

Para a realizacdo dos testes de atividade antimicrobiana, foram utilizados o
extrato bruto liofilizado e fracdes de Pyrostegia venusta diluidos em agua destilada
para obter uma concentracdo de 20 mg/mL. Em seguida, foi realizada diluicdo de

1:10 em meio de cultura para a obtencdo da concentragcdo de 2000 pg/mL. Os
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marcadores acteosideo e B-OH-verbascosideo foram diluidos em agua destilada
para obter uma concentracédo de 2 mg/mL. Em seguida, foi realizada diluicdo de 1:10
em meio de cultura para a obtengéo da concentracdo de 200 pg/mL (HOLETZ et al.,
2002).

4.11.2 PREPARO DOS MEIOS DE CULTURA

Os meios de cultura utilizados foram agar e caldo Miuller-Hinton, TSB com
extrato de levedura 10% e Sabouraud. Esses meios foram preparados conforme as

instrucdes do fabricante.

4.11.3 OBTENCAO E MANUTENCAO DAS CEPAS

Os microrganismos utilizados neste estudo foram bactérias ATCC: Gram-
positivas Streptococcus mutans (ATCC 25175), Streptococcus mitis (ATCC 49456) e
Streptococcus oralis (ATCC 10557); e o fungo leveduriforme Candida albicans
(ATCC 0175), oriundos do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
(INCQS) da Fundacéo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

Os microrganismos foram viabilizados em caldo Miiller-Hinton e incubados: as
bactérias a 35T por 24 horas em microaerofilia (10 % de CO,), e a levedura a 25°C
por 48 horas. Em seguida, os microrganismos foram semeados em placas de Petri
em meios de cultura especificos para cada espécie. Para as bactérias utilizou-se
agar TSB com extrato de levedura 10% e para a levedura utilizou-se agar
Sabouraud dextrose. Em seguida, as placas foram incubadas nas mesmas

condicbes descritas anteriormente. (CLSI, 2003a,b).
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4.11.4 PREPARO DOS INOCULOS

ApoOs o periodo de incubacéo, foram preparados in6culos dos microrganismos
tomando-se 3 a 4 colbnias isoladas do meio de cultura especifico de cada espécie e
diluidas em 3 mL de solucdo salina 0,9% até atingir a turbidez correspondente ao
tubo 0,5 da escala de McFarland, correspondendo aproximadamente a 1,5 x 10°
UFC/mL (unidades formadoras de colonias por mL) (BAUER et al., 1966; CLSI,
2003a).

4.11.5 TESTE DE MICRODILUICAO EM CALDO

Numa placa de 96 pocos, foram adicionados 100 pL de extrato bruto/fracdes
de Pyrostegia venusta na concentracdo de 2000 pg/mL nos primeiros pocos
contendo 100 pL de meio de cultura especifico para cada microrganismo. Para os
marcadores acteosideo e B-OH-verbascosideo foram adicionados 100 pL na
concentracédo de 200 pg/mL. Em seguida, 100 pL dessa mistura foram retirados do
poco A e colocados no pocgo B e, assim, sucessivamente até o po¢co G. Por fim, 10
pL de indculo foram adicionados em todos os pocos. O po¢co H ndo recebeu extrato
bruto/fragdes/marcadores, pois serviu como controle positivo para o crescimento de
microrganismos. As placas foram incubadas (HOLETZ et al., 2002; CLSI, 2003b).

4.11.6 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E
BACTERICIDA MINIMA (CBM) E FUNGICIDA MINIMA (CFM)

Apés o periodo de incubacdo realizou-se a leitura das placas, onde os
microrganismos dos pogos que apresentaram turvagdo foram considerados
resistentes ao extrato bruto/fracbes/marcadores e dos po¢os que nao apresentaram
turvacao foram considerados sensiveis aos mesmos. Em seguida, amostras de 10

pL do poco anterior, do posterior e do que ndo apresentou turvagdo foram
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semeadas, em triplicata, em placas de Petri contendo agar especifico para cada
microrganismo. As placas foram incubadas (HOLETZ et al., 2002; CLSI, 2003b).

A CIM, portanto, correspondeu a menor concentracdo do extrato
bruto/fracdes/marcadores que impediu o crescimento visivel dos microrganismos e
nao houve o crescimento de mais de 10 unidades formadoras de colonia (UFC) de
bactérias/levedura no agar contendo meio de cultura especifico. J& a CBM/CFM
correspondeu a menor concentragcdo do extrato bruto/fracbes/marcadores que
impediu o crescimento visivel dos microrganismos e ndo houve o crescimento no
agar contendo meio de cultura especifico (HOLETZ et al., 2002; CLSI, 2003b).

4.11.7 TESTE DE ADERENCIA EM LAMINULA DE VIDRO

O método utilizado foi o de Hamada e colaboradores (1981) parcialmente
modificado. Streptococcus mutans foram semeados e incubados em caldo
especifico, cetrifugados por 20 minutos e ressuspendidos com solug¢do tampao para
o0 preparo dos in6culos. Uma amostra dessa suspensao bacteriana (1,5 mL) foi
adicionada a solucdo tampéao (1,5 mL) e outra amostra (1,5 mL) foi adicionada ao
extrato bruto/fracbes (1,5 mL) na CIM. Os tubos foram incubados por 4 horas,
centrifugados e ressuspendidos em caldo + sacarose (3 mL). Diluicbes seriadas
foram feitas: 10" e 102, A diluicdo 10 (500 pL) foi adicionada a uma placa de 24
pocos onde havia uma laminula de vidro. A placa de 24 pocgos foi incubada por 2
horas. Em seguida, as laminulas de vidro foram removidas e lavadas com solucao
tamp&o e colocadas em outra placa de 24 pocos. Agar especifico (500 pL) foi
adicionado em cima de cada laminula e a placa de 24 pocos foi incubada. As UFC
foram contadas apdés 24 horas de incubagdo, em triplicata. Controle positivo,
clorexidina. (SASAKI et al., 2007).
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4.11.8 EFEITO DOS EXTRATOS NA PRODUCAO DE ACIDOS

O meétodo utilizado foi o de Ooshima e colaboradores (2000) parcialmente
modificado. Streptococcus mutans foram semeados (1 mL do in6éculo em 100 mL de
caldo contendo vermelho de fenol, TSB com extrato de levedura 10%, glicose 1% e
0 extrato bruto/fracdes) e incubados. Em intervalos regulares de tempo, retirou-se 4
mL da cultura e verificou-se o pH em potencidémetro previamente calibrado. Controle
positivo, clorexidina (SASAKI et al., 2007).

4.11.9 EFEITO DOS EXTRATOS NO BROTAMENTO DE Candida albicans

Candida albicans foram incubadas, nas mesmas condicbes descritas
anteriormente, e o inoculo preparado. Em uma placa de 24 pocos foram adicionados
500 pL de meio RPMI com MOPS (pH 6.7), 500 pL de extrato bruto/fragdes na CIM e
100 pL de in6culo. A placa foi incubada por um periodo de 2 a 3 horas. Em seguida,
uma amostra de cada poco foi misturada com tinta nanquim para a coloracdo das
células e preparou-se um esfregaco em laminas de microscopia. O numero de

células totais, com brotamento e sem brotamento foram contadas em microscopio

com objetiva 40x, em triplicata (figura 1). Controle negativo, células em meio RPMI
(ISHIDA et al., 2006).

Figura 4: Leitura das laminas em microscopio 6ptico com objetiva 40x demonstrando células de

Candida albicans sem brotamento (a) e com brotamento (b)
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5 RESULTADOS
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacao fisica e quimica do p6 de  Pyrostegia venusta (Ker Gawl.)

Miers

5.1.1 DETERMINACAO DA DISTRIBUICAO GRANULOMETRICA

Na analise granulométrica observou-se que as particulas do p6 de Pyrostegia
venusta passaram em quase sua totalidade pelo tamis com abertura nominal de
malha de 1,70 mm e, no maximo, 40% pelo tamis com abertura nominal de malha de
355 um, caracterizando-o como pé grosso, segundo a Farmacopeia Brasileira 52 ed.
(2010).
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Figura 5: Distribuigdo granulométrica do p6 de Pyrostegia venusta
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5.1.2 DETERMINACAO DA PERDA POR DESSECACAO

A perda por dessecacdo foi de 9,46% com base na meédia de trés

determinacdes (tabela 1).

5.1.3 DETERMINACAO DO TEOR DE CINZAS TOTAIS

O teor de cinzas totais foi de 9,87% obtido com base na média de trés

determinacdes (tabela 1).

Tabela 1: Determinacédo de perda por dessecacéo e teor de cinzas totais do p6é de Pyrostegia venusta
(Ker Gawl.) Miers

Determinagobes Resultados

Perda por Dessecacéo 9,46 £ 0,29%

Teor de cinzas totais 9,87 +0,14%
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5.1.4 TERMOGRAVIMETRIA (TG) E ANALISE TERMICA DIFERENCIAL (DTA)
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Figura 6: Curvas TG e DTA do p6 de Pyrostegia venusta

Tabela 2: Perfil termogravimétrico do p6 de Pyrostegia venusta

A Temperatura (°C) A massa (%)
30-150 9,435
151-400 49,870
401-700 20,620




5.1.5 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)
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Figura 7: Curva DSC do p6 de Pyrostegia venusta
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Tabela 3: Perfil de calorimetria exploratéria diferencial do pé de Pyrostegia venusta
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Temperatura () AH (kJ/g) Evento
315,26 4,87 Exotérmico
450,39 6,98 Exotérmico




5.1.6 PERFIL ESPECTROSCOPICO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO (1V)
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Figura 8: Espectro na regiao do infravermelho do pé de Pyrostegia venusta
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Tabela 4: Nimero de onda (cm™) e suas respectivas ligacdes caracteristicas no espectro da regido do

infravermelho para o p6é de Pyrostegia venusta

Regido de absorcéo (cm™) Tipo de ligacao
3238 O-H
2926 C-H

5.2 Caracterizacao fisica e quimica da tintura de  Pyrostegia venusta (Ker Gawl.)

Miers

5.2.1 DETERMINACAO DA DENSIDADE APARENTE

A densidade aparente foi de 0,89 g/mL obtida com base na média de trés

determinacdes (tabela 5).
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5.2.2 DETERMINACAO DO pH

O valor do pH foi 5.0 obtido com base na média de trés determinacdes (tabela
5).

5.2.3 DETERMINACAO DO TEOR DE SOLIDOS

O percentual de residuo seco foi de 4,50 + 0,2% obtido com base na média

de trés determinacdes (tabela 5).

Tabela 5: Determinacdo da densidade aparente, pH e teor de sélidos da tintura de Pyrostegia venusta
(Ker Gawl) Miers

Determinacdes Resultados
Densidade aparente 0,89 + 0,02 g/mL

pH 5,0+0,03

Teor de sdlidos 4,5 +0,2%

5.3 Obtencdo do extrato bruto e fracbes de Pyrostegia venusta (Ker Gawl.)

Miers

A partir de 200 g da droga vegetal foram obtidos 48 g de extrato bruto
liofilizado, rendimento de 24% em relacdo a droga vegetal. O rendimento da particao
liquido-liquido partindo-se de 30 g do extrato bruto foi de 0,5 g (1,6%) de fracdo
hexéanica, 2,7 g (9,0%) de fracdo acetato de etila, 3,9 g (11,7%) de fracdo n-
butandlica e 18,4 g (61,3%) de fracdo aquosa ou residual, com uma perda de 15%

durante o processo (figura 8).
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(61,3%)

Figura 9: Rendimento em gramas e em porcentagem da partigdo liquido — liquido

5.4 Perfil térmico do extrato bruto liofilizado de

Miers

Pyrostegia venusta (Ker Gawl.)

5.4.1 TERMOGRAVIMETRIA (TG) E ANALISE TERMICA DIFERENCIAL (DTA)

Figura 10: Curvas TG e DTA do extrato bruto liofilizado de Pyrostegia venusta
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Tabela 6: Perfil termogravimétrico do extrato bruto liofilizado de Pyrostegia venusta

A Temperatura (°C) A massa (%)
85-170 12,812
171-400 47,860
401-700 11,240

5.4.2 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)
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Figura 11: Curvas DSC do extrato bruto liofilizado de Pyrostegia venusta

Tabela 7: Perfil de calorimetria exploratéria diferencial do extrato bruto liofilizado de Pyrostegia

venusta

Temperatura () AH (kJ/g) Evento
461,67 1,13 Exotérmico
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5.4.3 PERFIL ESPECTROSCOPICO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO (V)
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Figura 12: Espectro na regido do infravermelho do extrato bruto liofilizado de Pyrostegia venusta

Tabela 8: Nimero de onda (cm'l) e suas respectivas ligacdes caracteristicas no espectro da regido do

infravermelho para o extrato bruto liofilizado de Pyrostegia venusta

Regido de absorcéo (cm™) Tipo de ligacao
3238 O-H
2926 C-H

5.5 Prospeccdo quimica do extrato bruto de Pyrosteg ia venusta (Ker Gawl)

Miers

O resultado da prospeccdo quimica do extrato bruto de Pyrostegia venusta

encontra-se na tabela 9.
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Tabela 9: Prospeccao quimica do extrato bruto (EB) de Pyrostegia venusta

Classe de metabdlito secundario EB

Acidos organicos -
Saponinas espumidicas +
Acucares redutores -

Polissacarideos -

Proteinas e aminoacidos +
Fendis e taninos +
Flavonoides -

Glicosideos cardiacos -
Catequinas -
Deriv. de benzoquinonas, naftoquinonas e fenantraquinonas -
Lactonas sesquiterpénicas e outras -
Esteroides e triterpenoides -
Azulenos +
Carotenoides -
Alcaloides -
Purinas -
Depsideos e depsidonas -
Derivados da cumarina -

Antraquinonas -

5.6 Avaliacdo da citotoxicidade do extrato bruto e fracbes de Pyrostegia

venusta (Ker Gawl) Miers em PBMC

O extrato bruto foi o mais citotoxico, pois 58,3% das células ndo foram
viaveis. Ja a fracdo acetato de etila foi a menos citotdxica, apresentando 76,1% de

células viaveis (tabela 10).
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Tabela 10: Avaliacdo da citotoxicidade do extrato bruto (EB), fragdo hexéanica (FH), fracdo acetato de
etila (FAE), fracdo n-butandlica (FNB) e fracdo aquosa (FAQ) de Pyrostegia venusta em células

mononucleares do sangue periférico (PBMC)

Extrato/Fracdes Células viaveis Células nao viaveis
EB 41,6 +1,05% 58,3+1,23%
FH 52,1 +1,97% 47,8 +1,83%
FAE 76,1 +1,74% 23,8+1,41%
FNB 70 +1,33% 30+1,52%
FAQ 448 +1,76% 55,1 +1,69%
Controle positivo 87,5+ 1,08% 12,5+1,34%
5.7 Avaliacdo da citotoxicidade do extrato bruto e fracbes de Pyrostegia

venusta (Ker Gawl) Miers em macrofagos murinos RAW 264.7 p  elo ensaio de
MTT

N&o observamos acao citotoxica do extrato ou fracbes de Pyrostegia venusta

sobre macrofagos murinos RAW 264.7 utilizando o ensaio do MTT (tabela 11).

Tabela 11: Avaliacao da citotoxicidade do extrato bruto (EB), fracdo hexéanica (FH), fracdo acetato de
etila (FAE), fracdo n-butandlica (FNB) e fracdo aquosa (FAQ) de Pyrostegia venusta em células RAW

264.7 pelo ensaio de MTT

Extrato/Fracdes Células viaveis Absorbancia
EB 100,0 +2,03% 0,66 +0,22%

FH 100,0 £6,52% 0,65 +0,06%

FAE 100,0 £5,47% 1,35 +£0,55%

FNB 100,0 £ 7,33% 1,28 £+0,73%

FAQ 100,0 + 3,70% 0,96 + 0,04%
Controle Triton x-100 9,23 +1,06% 0,15 +0,01%
Controle célula 100,0 £1,10% 0,62 +£0,11%
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5.8 Avaliagdo da atividade imunomoduladora do extra  to bruto e fragbes de
Pyrostegia venusta (Ker Gawl.) Miers através da dosagem de NO

As fracOes acetato de etila e n-butandlica foram capazes de inibir a producéo
de oOxido nitrico por macréfagos estimulados com LPS numa concentracdo de 100
pHg/mL. Ja o extrato bruto e as demais fracdes ndo apresentaram capacidade de

inibicdo nas concentragdes utilizadas (figura 13).

20+
20+
159 = —
i (. % 10+
= * % . 2
= 5
— 104 *
= o
= T LPS 100 20 a 0.8
5 Pyrostegia venusta
Fracdo Hexéanica ( pg/mL)
C L) L)
LPS 100 20 4 0,8 20+
Pyrostegia venusta 15 T
Frag@o n-butandlica ( pg/mL) 3
2 104
20- ]
LPS 100 20 4 0.8
15+ Pyrostegia venusta Fragdo aquosa ( pug/mL)
* %
=
: 104 * 20+ -
(@)
= T LT N
5 3
2 104
C L L 57
LPS 100 20 4 0.8
o v r
Pyrostegia venusta LPs 100 20 4

Pyrostegia venusta

Fragdo Acetato de etila ( pg/mL) Extrato bruto ( pg/mL)

Figura 13: Inibicdo da producdo de NO por macréfagos murinos estimulados com LPS pelo extrato
bruto, fragdo hexanica, fragdo acetato de etila, fragcdo n-butandlica e fracdo aquosa de Pyrostegia

venusta
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5.9 Avaliagdo da atividade antimicrobiana do extrat o bruto, fracbes e
marcadores acteosideo e B-OH-verbascosideo de Pyrostegia venusta (Ker

Gawl.) Miers

5.9.1 TESTE DE MICRODILUICAO EM CALDO, CIM, CBM E CFM

O extrato bruto e fragdes hexanica, acetato de etila, n-butandlica e aguosa
apresentaram CIM de 500 a 1000 pg/mL frente aos microrganismos testados. Ja
ambos os marcadores, acteosideo e (B-OH-verbascosideo, apresentaram CIM de
100 pg/mL frente a todos os microrganismos testados. O extrato bruto, fracao
acetato de etila e fracdo n-butandlica apresentaram CBM/CFM de 1000 pug/mL frente
as bactérias e > 1000 pg/mL frente a Candida albicans. A fracdo hexanica
apresentou CBM/CFM > 1000 pg/mL frente a todos os microrganismos testados, e a
fragcdo aquosa apresentou CBM/CFM de 1000 pg/mL frente a Streptococcus mitis e
Streptococcus oralis e > 1000 pg/mL frente a Streptococcus mutans e Candida
albicans. Ja ambos os marcadores apresentaram CBM/CFM > 100 pg/mL frente a

todos 0s microrganismos testados.

Tabela 12: CIM e CBM do extrato bruto (EB), fracao hexanica (FH), fracdo acetato de etila (FAE),
fracdo n-butandlica (FB), fracdo aquosa (FAQ) de Pyrostegia venusta contra Streptococcus mutans

em diferentes concentracdes

Concentragéo Streptococcus mutans

png/mL

FH

FAE

1000
500
250
125
62,5
31,2
15,6
Controle

CIM

CBM
CIM
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Figura 14: Atividade antimicrobiana do extrato bruto (1), fracdo hexanica (2), fracdo acetato de etila

(3), fracdo n-butandlica (4), fracdo aquosa (5) de Pyrostegia venusta contra Streptococcus mutans em

diferentes concentracdes na placa de 96 pocos

Tabela 13: CIM e CBM do extrato bruto (EB), fracao hexanica (FH), fracdo acetato de etila (FAE),
fracdo n-butandlica (FB), fracdo aquosa (FAQ) de Pyrostegia venusta contra Streptococcus mitis em

diferentes concentracdes

Concentracao

Streptococcus mitis

png/mL EB

FH

FAE

1000 CBM
500 CIM
250 -
125 -
62,5 -
31,2 -
15,6 -
Controle -

CIM

CBM
CIM
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Figura 15: Atividade antimicrobiana do extrato bruto (1), fracdo hexanica (2), fracdo acetato de etila

(3), fracdo n-butandlica (4), fracdo aquosa (5) de Pyrostegia venusta contra Streptococcus mitis em

diferentes concentracdes na placa de 96 pocos

Tabela 14: CIM e CBM do extrato bruto (EB), fracao hexanica (FH), fracdo acetato de etila (FAE),
fracdo n-butandlica (FB), fracdo aquosa (FAQ) de Pyrostegia venusta contra Streptococcus oralis em

diferentes concentracdes

Concentracao

Streptococcus oralis

png/mL EB

FH

FAE

1000 CBM
500 CIM
250 -
125 -
62,5 -
31,2 -
15,6 -
Controle -

CIM

CBM
CIM
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Figura 16: Atividade antimicrobiana do extrato bruto (1), fracdo hexanica (2), fracdo acetato de etila
(3), fracdo n-butandlica (4), fracdo aquosa (5) de Pyrostegia venusta contra Streptococcus oralis em
diferentes concentracdes na placa de 96 pocos

Tabela 15: CIM e CFM do extrato bruto (EB), fracdo hexanica (FH), fracdo acetato de etila (FAE),
fracdo n-butandlica (FB), fracdo aquosa (FAQ) de Pyrostegia venusta contra Candida albicans em
diferentes concentracdes

Concentracao Candida albicans

png/mL EB FH FAE FB FAQ
1000 CIM CIM CIM CIM CIM

500 - - - - -

250 - - - - -

125 - - - - -

62,5 - - - - -

31,2 - - - - -

15,6 - - - - -

Controle - - - - -
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Figura 17: Atividade antimicrobiana do extrato bruto (1), fracdo hexanica (2), fracdo acetato de etila

(3), fracdo n-butandlica (4), fracdo aquosa (5) de Pyrostegia venusta contra Candida albicans em

diferentes concentracdes na placa de 96 pocos

Tabela 16: CIM dos marcadores acteosideo (A) e B-OH-verbascosideo (B) de Pyrostegia venusta

contra Streptococcus mutans em diferentes concentragdes

Concentragao

Streptococcus mutans

pHg/mL

A

B

100
50
25

12,5
6,2
3,1
1,5

Controle

CIM

CIM
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Figura 18: Atividade antimicrobiana dos marcadores acteosideo (8) e B-OH-verbascosideo (9) de
Pyrostegia venusta contra Streptococcus mutans em diferentes concentracées na placa de 96 pocos

Tabela 17: CIM dos marcadores acteosideo (A) e B-OH-verbascosideo (B) de Pyrostegia venusta
contra Streptococcus mitis em diferentes concentracfes

Concentragao Streptococcus mitis

pHg/mL A B
100 CIM CIM

50 - -

25 - -

12,5 - -

6,2 - -

3,1 - -

1,5 - -

Controle - -




80

Figura 19: Atividade antimicrobiana dos marcadores acteosideo (8) e B-OH-verbascosideo (9) de

Pyrostegia venusta contra Streptococcus mitis em diferentes concentragcfes na placa de 96 pocos

Tabela 18: CIM dos marcadores acteosideo (A) e B-OH-verbascosideo (B) de Pyrostegia venusta

contra Streptococcus oralis em diferentes concentragdes

Concentragao Streptococcus oralis

pHg/mL A B
100 CIM CIM

50 - -

25 - -

12,5 - -

6,2 - -

3,1 - -

1,5 - -

Controle - -
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Figura 20: Atividade antimicrobiana dos marcadores acteosideo (8) e B-OH-verbascosideo (9) de
Pyrostegia venusta contra Streptococcus oralis em diferentes concentracdes na placa de 96 pocos

Tabela 19: CIM dos marcadores acteosideo (A) e B-OH-verbascosideo (B) de Pyrostegia venusta
contra Candida albicans em diferentes concentracdes

Concentragao Candida albicans

pHg/mL A B
100 CIM CIM

50 - -

25 - -

12,5 - -

6,2 - -

3,1 - -

1,5 - -

Controle - -
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Figura 21: Atividade antimicrobiana dos marcadores acteosideo (8) e B-OH-verbascosideo (9) de
Pyrostegia venusta contra Candida albicans em diferentes concentracdes na placa de 96 pocos

5.9.2 TESTE DE ADERENCIA EM LAMINULA DE VIDRO

O extrato bruto e todas as fracBes foram capazes de inibir a aderéncia de
Streptococcus mutans em superficie de vidro na presenca de sacarose em
diferentes percentuais. A fracao acetato de etila apresentou a maior porcentagem de
inibicdo, com 74,5%, proxima a clorexidina que apresentou 84% de inibicao (tabela
20).

Tabela 20: Avaliacdo da atividade antiaderente do extrato bruto (EB), fracdo hexéanica (FH), fracdo
acetato de etila (FAE), fracdo n-butandlica (FNB) e fracdo aquosa (FAQ) de Pyrostegia venusta sobre

Streptococcus mutans

Extrato/Fracao Porcentagem de inibicao
EB 65,3 +1,89%
FH 53,3+ 1,76%
FAE 74,5 +1,72%
FNB 67 +2,13%
FAQ 61,3 +2,52%
Clorexidina 84 £ 1,65%
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5.9.3 EFEITOS DOS EXTRATOS NA PRODUCAO DE ACIDOS

A queda do pH foi significativamente inibida na presenca do extrato bruto,
fracOes hexanica, acetato de etila, n-butandlica, aquosa e da clorexidina mostrando,
no inicio,umpHde 7.1,7.2,7.1,7.1, 7.1, 7.2 e, ap6s 12 horas de incubacao, um pH
de 6.1, 6.3, 6.3, 6.5, 6.6, 6.8, respectivamente. Por outro lado, o controle negativo
(células nao tratadas) mostrou um pH de 7.2 no inicio e, ap0s as 12 horas de

incubacéo, um pH de 5.1 (figura 22).

(o] 2 4 6 8 10 12 14

Clor Cont EB =—FH —&—FAE —@—FNB ——FAQ

Figura 22: Efeito do extrato bruto (EB), fracdo hexanica (FH), fracdo acetato de etila
(FAE), fragdo n-butandlica (FNB) e fracdo aquosa (FAQ) de Pyrostegia venusta na

reducéo da producgédo de acidos por Streptococcus mutans

5.9.4 TESTE DO BROTAMENTO

O brotamento de Candida albicans foi inibido pelo extrato bruto e fragbes
hexanica, acetato de etila e n-butandlica, sendo que a fracdo acetato de etila
apresentou a maior porcentagem de células sem brotamento (56,3%). A fracdo
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aquosa ndo apresentou inibi¢cdo, pois a sua porcentagem foi comparavel ao controle
negativo, com apenas 37,6% de células sem brotamento (tabela 21).

Tabela 21: Efeito do extrato bruto (EB), fracdo hexanica (FH), fracdo acetato de etila (FAE), fracdo n-

butandlica (FNB) e fracao aquosa (FAQ) de Pyrostegia venusta no brotamento de Candida albicans

Extrato/Fracoes Células com brotamento Células sem brotamento
EB 56,5+ 0,51% 41,2 +3,57%
FH 57,5+0,1% 42,4 +0,1%
FAE 43,6 £ 1,55% 56,3 +1,55%
FBN 58,2 +0,46% 41,6 +0,46%
FAQ 62,3 +1,64% 37,6 £1,64%
Controle negativo 62,3 £ 1,04% 37,6 £1,04%
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6 DISCUSSAO
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6 DISCUSSAO

A primeira etapa deste trabalho se deteve na realizacdo de metodologias
estabelecidas por protocolos de controle de qualidade, que sao requisitos minimos
para 0 cumprimento das Boas Praticas de Fabricacdo de Produtos Tradicionais
Fitoterapicos, de acordo com a legislacédo vigente no pais, a Resolucdo de Diretoria
Colegiada (RDC) n°13, de 14 de marco de 2013, da A géncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2013).

A granulometria de drogas vegetais determina a superficie de contato
disponivel para interacdo com o solvente utilizado no processo de extracdo para a
obtenc&o do derivado vegetal. E um parametro preliminar importante para a escolha
do processo extrativo e solvente adequado, ja que influencia diretamente na
eficiéncia de tal processo (MIGLIATO et al., 2007; NUNES et al., 2009). Segundo a
Farmacopeia Brasileira 52 ed. (2010), na distribuicdo granulométrica, o p6 das flores
de Pyrostegia venusta foi classificado como p6 grosso (Figura 4), fato determinante
para a escolha da turbolise como método extrativo, uma vez que o liquidificador de
alta rotacdo € capaz de triturar as particulas do p6, aumentando a superficie de
contato entre a droga vegetal e o liquido extrator.

A determinacdo da perda por dessecacdo pode oferecer informacdes
importantes com relacdo ao armazenamento da droga vegetal. A agua residual
encontrada na droga vegetal seca esta diretamente relacionada ao seu correto
armazenamento, que pode acarretar na perda do material por contaminacéo
microbiana ou degradacdo dos constituintes quimicos (HUBINGER et al., 2009). O
valor da perda por dessecacao obtido na analise do p6 de Pyrostegia venusta foi de
9,46% (Tabela 1). O resultado encontrado esta de acordo com as especificacoes,
uma vez que a Farmacopeia Brasileira (2000) preconiza um valor na faixa de 8-14%
para drogas vegetais, indicando que o material teve boa conservacdo e secagem
eficiente (SCACHETI et al., 2011).

A determinacédo do teor de cinzas totais € muito importante para o controle de
qualidade, uma vez que o objetivo é verificar a presenca de impurezas inorganicas
ndo volateis que podem estar contaminando a droga vegetal (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2000; SCACHETI et al., 2011). Na analise do teor de cinzas totais do
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po de Pyrostegia venusta o valor encontrado foi de 9,87 + 0,14% (Tabela 1). A
pequena variagcdo de porcentagem obtida entre as triplicatas foi utilizada como
parametro de controle de qualidade deste material vegetal, uma vez que a espécie
estudada ndo possui monografia descrita em farmacopeias.

Na TG o parametro a ser medido é a massa, por meio da utilizacdo de uma
termobalanca que permite medir 0 ganho ou perda de massa que ocorre na amostra
em funcdo de uma variacao controlada de temperatura (LUCAS et al., 2001). A DTA
€ uma derivada da TG, cujas variacbes de temperatura na amostra sao devido as
transicdes entalpicas ou reacdes endotérmicas ou exotérmicas. As curvas DTA
representam os registros de variagcao de entalpia em fungéo da temperatura (T) ou
do tempo (t), de modo que os eventos sdo apresentados na forma de picos. Os
picos ascendentes caracterizam 0s eventos exotérmicos e o0s descendentes 0s
endotérmicos (WENDLANDT, 1986; SILVA et al., 2007).

O estudo termogravimétrico do po das flores de Pyrostegia venusta
apresentou um comportamento térmico com trés etapas de termodecomposi¢cao
(Figura 6 e Tabela 2). A primeira etapa, entre 30 e 150°C, apresentou uma perda de
massa de 9,43%, que pode esta relacionada com a perda de umidade e compostos
volateis derivados de fendis, podendo ser confirmada pela curva endotérmica
observada na DTA. Apoés a desidratacdo do material, os proOximos eventos acima de
150°C, registraram a decomposicdo dos componentes organicos do po culminando
na obtencdo de suas cinzas (ARAUJO et al. 2006), em uma perda total de 79,92%
da massa inicial até 700°C, resultados confirmados com o0S seus eventos
correspondentes na curva DTA. J& o estudo termogravimétrico do extrato bruto
liofilizado apresentou um comportamento térmico também com trés etapas de
termodecomposicédo (Figura 10 e Tabela 6). A primeira etapa, entre 85 e 170°C,
apresentou uma perda de massa de 12,812%, podendo ser confirmada pela curva
endotérmica observada na DTA. ApOs a desidratagdo do material, os proximos
eventos acima de 170°C, registraram a decomposicdo dos componentes organicos
do po6 culminando na obtencgéo de suas cinzas (ARAUJO et al. 2006), em uma perda
total de 71,912% da massa inicial até 700°C, resultados confirmados com os seus
eventos correspondentes na curva DTA.

A DSC foi desenvolvida com o intuito de evitar as dificuldades encontradas na
DTA ou compensé-las, criando um equipamento capaz de quantificar a energia

envolvida nas reacdes de entalpia. Os processos comumente estudados por DSC
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sdo os que envolvem troca de calor como transi¢ao vitrea (troca de linha de base),
cristalizacao (transicdo exotérmica) e fuséo (transicdo endotérmica) (RODRIGUES e
MARCHETTO, 2002). Na analise do p6 de Pyrostegia venusta, observa-se que a
decomposicdo do material ocorre em reagdes sucessivas a julgar pelos dois picos
exotérmicos com intensidade de 4,87 e 6,98kJ/g (Figura 7 e Tabela 3). Ja no extrato
bruto liofilizado, observa-se um Unico pico exotérmico com a entalpia 1,13 kJ/g
(Figura 11 e Tabela 7).

A espectroscopia na regidao do IV € uma técnica amplamente utilizada de
andlise de substancias solidas (BUGAY, 2001). Em determinadas situacdes diz
respeito aos movimentos de tor¢do, deformacéo, rotacédo e vibracdo dos atomos de
uma molécula. Quando a radiacéo infravermelha incide sobre uma molécula, parte
dela é absorvida, originando uma multiplicidade de vibracbes que ocorrem
simultaneamente, fornecendo um complexo espectro de absor¢cdo, que €
caracteristico dos grupos funcionais e da configuragdo geral do atomo presente na
molécula (SILVERSTEIN, 1981; SILVA JUNIOR et al., 2006). Nos espectros na
regido IV do extrato bruto liofilizado e do po6 (Figura 8, Tabela 4, Figura 12, Tabela 8)
foi possivel identificar uma forte absorcdo na regido entre 3200 — 3500 cm™ no
espectro referente ao extrato, tal intensificacdo de absor¢cdo da banda em torno de
3238 cm™ é sugestiva de grupos hidroxila (~OH), que pode estar relacionada ao
processo de extracdo dos constituintes quimicos da matriz celular. A absorcdo em
2926 cm™ corresponde aos modos de deformacéo axial de C-H, podendo ser axial
assimétrica ou axial simétrica (SILVERSTEIN et al., 2006). As intensas absor¢cdes
nas regides entre 1200 e 1600 cm™, sdo sugestivas de um grande numero de
grupamentos funcionais caracteristicos de metabolitos secundarios devido a
intensidade das bandas nessa regi&o do espectro (SILVA JUNIOR et al., 2006).

Apés a caracterizagdo fisico-quimica da droga seca pulverizada, foram
obtidas diferentes tinturas do p6 de Pyrostegia venusta com diferentes
concentracfes de liquido extrator: etanol puro e mistura hidroetandlica 70% (v/v),
50% (v/v) e 30% (v/v). O extrato obtido com a mistura hidroetandlica 30% (v/v)
apresentou melhor atividade antimicrobiana quando comparado aos demais no teste
de microdiluicio em caldo e, portanto, foi eleita como liquido extrator. A relacéo
entre as diferentes concentracbes de etanol e a diferenca de atividade
antimicrobiana pode estar relacionada a polaridade dos metabdlitos secundarios

responsaveis por esta atividade que, provavelmente, estd mais préxima da agua.
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A densidade da tintura de Pyrostegia venusta foi de 0,89 g/mL (Tabela 5),
dentro da faixa que varia de 0,87 a 0,98 g/mL, correspondente a densidade das
tinturas a temperatura de 15 a 20°C pelo método do picnémetro (PRISTA et al.,
1990; NUNES et al., 2009). O pH da tintura de Pyrostegia venusta (Tabela 5),
sugeriu a presenca de substancias acidas (MIGLIATO et al., 2007; SCACHETI et al.,
2011).

A determinacdo do teor de soélidos € um parametro fundamental e preliminar
quando se objetiva alcancar a eficacia de uma formulacéo fitoterapica, pois este
ensaio implica na quantificacdo das substancias extraidas da planta através da
eliminagdo do liquido extrator, sendo assim, esse percentual € um indicativo da
concentragéo da tintura (OLIVEIRA e BERRETTA, 2007; NUNES et al., 2009). O
percentual de residuo seco da tintura de Pyrostegia venusta foi de 4,5% (Tabela 5).

A tintura foi levada a um evaporador rotativo para eliminar todo o solvente e,
em seguida, o extrato seco obtido foi liofilizado com a intengéo de se manter uma
melhor estabilidade do material, conservando-se composi¢cdo quimica e atividade
terapéutica (AYROSA, 2004; AYROSA et al., 2007).

Para a obtencdo das fracOes de Pyrostegia venusta foram selecionados o0s
solventes de baixa, média e alta polaridade como o hexano, acetato de etila e alcool
n-butilico, respectivamente, para avaliar de maneira mais especifica o
comportamento das mesmas frente aos microrganismos selecionados, levando-se
em consideracao que as substancias responsaveis pela atividade biolégica poderiam
estar presentes nas fracdes por semelhanca de solubilidade (OTOBELLI, 2009).

A prospeccédo quimica, segundo metodologia proposta por Barbosa (2001), foi
realizada para investigar qualitativamente os principais grupos de metabdlitos
secundarios presentes no extrato bruto da espécie vegetal em estudo. A prospeccéo
quimica do extrato bruto de Pyrostegia venusta apresentou resultado positivo para
saponinas, fendis e taninos, proteinas e aminoacidos, e azulenos (Tabela 9).

Em relacdo as andlises de atividades biologicas de produtos naturais, um dos
principais problemas ¢é a falta de determinacédo da toxicidade celular, o que contribui
para aumentar a incidéncia de resultados falso-positivos, ou seja, extratos
equivocadamente classificados como promissores. Tal problema pode ser resolvido
pela inclusdo de um ensaio de citotoxicidade sobre linhagens de células hospedeiras
(COS et al., 2006). No ensaio de citotoxicidade realizado com macréfagos murinos,

0 extrato bruto e fracdes ndo foram citotoxicos na concentragcédo de até 100 pg/mL.
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J& no teste realizado com células mononucleares de sangue periférico, o extrato
bruto e fracdes foram citotoxicos na concentracdo de 1000 pg/mL (Tabela 10 e
Tabela 11). Portanto, em baixas concentragbes, o extrato bruto/fracoes de P.
venusta podem ser promissores. Ainda sobre citotoxicidade, Almeida e
colaboradores (2007) demonstraram que o0 ensaio de citotoxicidade com o uso de
Trypan Blue pode apresentar um numero maior de células ndo viaveis quando
comparado com o ensaio com MTT.

Bactérias periodontopatogénicas e citocinas inflamatérias podem induzir uma
maior sintese de NO por macréfagos nos tecidos periodontais. A consequéncia local
da alta producédo de NO n&o apenas esta envolvida com os mecanismos de defesa
do hospedeiro, mas também contribui para o dano tecidual, causando destruicdo dos
tecidos de sustentacdo do dente (LOHINAI et al., 1998; LIMA et al., 2008). Neste
estudo, as fracOes acetato de etila e n-butandlica de Pyrostegia venusta foram
capazes de inibir a producdo de NO em macréfagos estimulados com LPS na
concentracdo de 100 ug/mL, sendo promissoras na pesquisa de novos agentes cujo
alvo é o bloqueio da resposta do hospedeiro, aléem do controle das bactérias
patogénicas, representando um conceito emergente no tratamento da periodontite
(OWER et al., 1995; LIMA et al., 2008).

A avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato bruto, fragbes e
marcadores da espécie vegetal em estudo foi realizada através do teste de
microdiluicdo em caldo para determinar a CIM em alguns microrganismos presentes
no biofilme dental.

Aligiannis e colaboradores (2001) propuseram uma classificacdo para a
atividade antimicrobiana de extratos vegetais de acordo com a CIM sendo
considerados: fortes inibidores (CIM até 0,5 mg/mL); inibidores moderados (CIM
entre 0,6 e 1,5 mg/mL); e inibidores fracos (CIM a partir de 1,6 mg/mL). Em outro
estudo, Holetz e colaboradores (2002) propuseram outra classificacdo também de
acordo com a CIM: se o extrato apresentar CIM menor do que 100 pg/mL, a
atividade é considerada boa; se apresentar CIM entre 101 e 500 pg/mL, a atividade
€ considerada moderada; se apresentar CIM entre 501 até 1000 pg/mL, a atividade
€ considerada fraca; e se apresentar CIM maior do que 1000 pg/mL, o extrato é
considerado inativo.

De acordo com a classificacéo de Aligiannis e colaboradores (2001), o extrato

bruto e fracbes de Pyrostegia venusta sdo considerados de moderados a fortes



91

inibidores microbianos. O extrato bruto apresentou CIM de 500 pg/mL em todas as
bactérias, ja em C. albicans a CIM foi 1000 pug/mL, sendo considerado como forte e
moderado inibidor, respectivamente. A fracdo hexanica apresentou CIM de 1000
pHg/mL para todos os microrganismos testados, portanto, é considerada como um
inibidor moderado. A fracdo acetato de etila teve CIM de 500 pg/mL em todas as
bactérias e 1000 pg/mL em C. albicans, sendo considerada como um forte e
moderado inibidor, respectivamente. A fracdo n-butandlica teve CIM de 500 pg/mL
nas bactérias e de 1000 pg/mL na levedura, sendo considerada como um forte e
moderado inibidor, respectivamente. E a fracdo aquosa apresentou CIM de 500
Hg/mL em S. mitis e S. oralis, e CIM de 1000 ug/mL em S. mutans e C. albicans,
sendo considerada como um forte e moderado inibidor, respectivamente.

Por outro lado, de acordo com a classificagcdo proposta por Holetz e
colaboradores (2002), o extrato bruto e fracdes de Pyrostegia venusta apresentaram
atividade antimicrobiana de fraca a moderada em relacdo aos microrganismos
testados neste estudo. O extrato bruto apresentou CIM de 500 pg/mL em todas as
bactérias, ja em C. albicans a CIM foi 1000 pug/mL, sendo considerado como tendo
atividade moderada e fraca, respectivamente. A fracdo hexanica apresentou CIM de
1000 pg/mL para todos os microrganismos testados, portanto, € considerada como
tendo fraca atividade. A fragéo acetato de etila teve CIM de 500 pg/mL em todas as
bactérias e 1000 ug/mL em C. albicans, sendo considerada como tendo atividade
moderada e fraca, respectivamente. A fracdo n-butandlica teve CIM de 500 pg/mL
nas bactérias e de 1000 pg/mL na levedura, sendo considerada como tendo
atividade moderada e fraca, respectivamente. J4 a fracdo aquosa apresentou CIM
de 500 pg/mL em S. mitis e S. oralis, e CIM de 1000 pg/mL em S. mutans e C.
albicans, sendo considerada como tendo atividade moderada e fraca,
respectivamente.

Duarte e colaboradores (2005) determinaram que todos os extratos cuja CIM
fosse de até, no maximo, 2mg/mL eram considerados com potencial antimicrobiano.
Sendo assim, a espécie Pyrostegia venusta possui atividade antimicrobiana frente a
todos 0s microrganismos testados.

Os resultados obtidos da avaliacdo da atividade antimicrobiana de P. venusta
neste estudo coincidem com os resultados de SILVA e colaboradores (2011) e ROY

e colaboradores (2012), que observaram atividade moderada do extrato metanolico
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e hexanico das flores e folhas de Pyrostegia venusta, respectivamente, contra
bactérias Gram positivas e Gram negativas e fungos.

O verbascosideo pode ser muitas vezes encontrado na literatura pelo
sinbnimo acteosideo e € um composto largamente encontrado nos vegetais que
apresentam atividade antibacteriana e antifungica (BRAGA et al.,, 2009). Neste
estudo, a atividade antimicrobiana do extrato/fracbes de Pyrostegia venusta pode
estar relacionada com a presenca dos marcadores acteosideo e [(-OH-
verbascosideo isolados desta espécie.

Ambos os marcadores apresentaram atividade antimicrobiana em todos os
microrganismos testados, sendo que a CIM foi de 100 pg/mL. Estes resultados
corroboram com Pereira e colaboradores (2008) que isolaram acteosideo da espécie
Lantana lilacina e observaram atividade antimicrobiana desta substancia contra
algumas bactérias. Porém a concentracdo inibitéria minima e a concentracdo
bactericida minima desta substancia para A. hydrophila, B. subtilis, P. aeruginosa e
S. aureus foram de 0,12, 1,00, 1,00 e 0,25 mg/mL, respectivamente, valores acima
dos obtidos neste estudo.

Vandresen e colaboradores (2010) isolaram verbascosideo da espécie
Aloysia gratissima e comprovaram atividade antimicrobiana contra S. aureus e
M. luteus. A CIM variou de 500-250 ug/ mL para S. aureus e 1000-500 pg/mL para
M. luteus. Didry e colaboradores (1999) também observaram atividade
antibacteriana de verbascosideo frente aos microrganismos S. aureus e P. mirabilis
com CIM igual a 128 pg/mL. Ambos os estudos apresentaram CIM acima dos
valores obtidos neste estudo. Em contrapartida, Souza e colaboradores (2010b)
isolaram o marcador verbascosideo da espécie Stachytarpheta cayennensis e
observaram que este apresentou atividade antimicrobiana com CIM de 62 ug/mL, 32
Mg/mL e 63 pg/mL contra S. pyogenes, S. epidermidis e S. aureus, respectivamente.
Dessa forma, a CIM encontrou-se abaixo dos valores obtidos neste estudo.

A prevencdo da carie depende do controle do biofilme dental microbiano.
Sendo assim, as pesquisas objetivam encontrar agentes que tem acao direta sobre
0S microrganismos cariogénicos ou que possam interferir nos fatores envolvidos na
formacéo do biofilme (OWER et al., 1995; MARSH, 2003). O resultado do teste de
aderéncia (Tabela 20) mostra que todos os extratos de Pyrostegia venusta foram
capazes de inibir a aderéncia de S. mutans em superficie lisa na presenca de

sacarose, sendo que a fracdo acetato de etila apresentou o melhor percentual
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(74,5%). O extrato bruto inibiu 65,3%, a fracdo hexanica inibiu 53,3%, a fragao n-
butandlica inibiu 67% e a fracdo aquosa 61,3%. Sasaki e colaboradores (2007)
utilizaram o mesmo modelo experimental utilizado neste estudo com os extratos de
Paullinia cupana (guarana) e obtiveram resultados semelhantes.

A producéo de acidos a partir da fermentagcédo de carboidratos pelas bactérias
pode levar a uma queda do pH da placa ocasionando a desmineralizagdo dos
dentes e a formacdo de uma lesdo de carie. Condi¢cdes de baixo pH, por sua vez,
favorecem a proliferacdo de espécies aciduricas e acidogénicas, especialmente o
S. mutans e os lactobacilos. Dessa forma, uma das estratégias de prevencdo da
carie seria a utilizacdo de um agente capaz de inibir a producdo de acidos na placa
(THYLSTRUP e FEJERSKOV, OWER et al., 1995; MARSH, 2003; KERESKI, 2012).
Os extratos de Pyrostegia venusta foram eficazes na reduc¢éo da producédo de acidos
por S. mutans com um efeito comparavel ao da clorexidina (Figura 22). A queda do
pH foi significativamente inibida na presenca do extrato bruto, fracbes hexanica,
acetato de etila, n-butandlica, aquosa e da clorexidina mostrando, no inicio, um pH
de7.1,7.2,7.1,7.1,7.1,7.2 e, apés 12 horas de incubacdo, um pH de 6.1, 6.3, 6.3,
6.5, 6.6, 6.8, respectivamente. Por outro lado, o controle negativo (células néo
tratadas) mostrou um pH de 7.2 no inicio e, apds as 12 horas de incubacdo, um pH
de 5.1.

A formacéo de hifas ou filamentos € um dos fatores de viruléncia de Candida
albicans, capacitando-a para exercer uma forca mecéanica que contribui para a sua
penetragdo nos tecidos humanos, inclusive nos tecidos orais. Apesar de ser uma
levedura saprdfita, pode comportar-se como um patdégeno oportunista em algumas
situacdes (CALDERONE e FONZI, 2001; KUMAMOTO, 2005; ISHIDA et al., 2006).
O extrato bruto e fracbes de Pyrostegia venusta foram capazes de inibir a formacéo
de brotos em Candida albicans, sendo que a fracdo acetato de etila apresentou a
maior porcentagem (56,3%) e a fracdo aquosa apresentou a menor porcentagem

(37,6) de inibicdo de células com brotamento (Tabela 21).
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Através das analises fisico-quimicas farmacopeicas e nao farmacopeicas do
poé, da tintura e do extrato bruto liofilizado da espécie Pyrostegia venusta foi possivel
obter parametros de controle de qualidade importantes e indispensaveis para o
cumprimento das Boas Praticas de Fabricagdo de Produtos Tradicionais
Fitoterapicos. Além disso, servem de referéncia para futuros estudos que possam
ser desenvolvidos com esta mesma espécie vegetal.

A avaliacao da citotoxicidade do extrato bruto e fragdes de Pyrostegia venusta
permitiu concluir que esta espécie pode ser promissora em baixas concentracdes,
porém em altas concentracdes pode ser citotdxica.

A avaliacdo da atividade antimicrobiana e imunomoduladora do extrato bruto,
fracbes e marcadores de Pyrostegia venusta permitiu concluir que a espécie em
questdo possui um potencial biolégico importante na prevencdo e tratamento de
doencas bucais (céarie, doenca periodontal e candidiase oral), atuando ndo somente
de forma direta sobre os microrganismos do biofilme e fatores de viruléncia, mas,
também, nos fatores ambientais que estao relacionados com a selecdo dos mesmos
como o pH e a inflamagé&o.

Mais estudos sd@o necessarios, incluindo modelos experimentais in vivo e
aplicabilidade farmacoldgica, antes de se considerar o extrato/fracdes de Pyrostegia

venusta realmente promissores.
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