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RESUMO

Introducdo: Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen, popularmente conhecida como Jambu, é
uma planta muito consumida na regido amazonica brasileira, utilizada na medicina tradicional
na prevencdo da cérie dentaria e no tratamento de odontalgias. De origem multifatorial, a
carie tem como principal provedor o Streptococcus mutans, bactéria formadora de biofilme e
responsavel pela formacdo de um vasto produto extracelular gerado a partir da metabolizagdo
da sacarose. Seu controle se da a partir do uso de agentes mecanicos e quimicos com acao
antimicrobiana, assim como na reducdo da ingestdo de agucares. Objetivo: Determinar o
perfil cromatografico dos extratos aquosos e hidroalcodlicos das variantes paraense e
amapaense de Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen e avaliar in vitro a sua atividade bactericida
e antibiofilme frente ao Streptococcus mutans. Metodologia: Foram obtidos extratos aquosos
das folhas e extratos hidroalcodlicos (70%) das folhas e caules das duas variagfes regionais,
sendo todos semi-quantificados e qualificados mediante cromatografia em fase liquida de
ultra eficiéncia acoplada ao espectrometro de massas (UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS). Foram
ainda determinadas a concentracdo inibitéria minima (CIM) e bactericida minima (CBM)
através do método de microdiluicdo em placas de 96 pocos e a viabilidade bacteriana em teste
antibiofilme frente ao Streptococcus mutans. Resultados: O extrato aquoso apresentou maior
rendimento global em comparacdo ao hidroalcodlico, as amostras de extrato aquoso das folhas
da variacdo amapaense (EBA FolAP) e paraense (EBA FolPA) obtiveram um rendimento
global de 41,1% e 84,8% respectivamente, valores estes 1.6 e 5.3 vezes maior que a mesma
parte da planta em solvente hidroalcodlico. Em contrapartida, o solvente hidroalcodlico
garantiu uma melhor extracdo de espilantol. As amostras hidroetandlicas das folhas (EBE
FoIPA) (99,97%) e caule (EBE CauPA) (98,83%) paraense, assim como das folhas (EBE
FolAP) (96,10%) e caules (EBE CauAP) (99,17%) amapaenses apresentaram porcentagens
superiores de espilantol em seus extratos em comparacdo as amostras EBA FolPA (93,98%) e
EBA FolAP (96,10%). As amostras com as maiores concentracdes de espilantol (EBE FolPA
e EBE CauAP) foram selecionadas para 0s ensaios antimicrobianos. Os ensaios
microbioldgicos evidenciaram que ambas as amostras apresentavam CIM e CBM de 125
pug/mL frente ao S. mutans. No ensaio antibiofilme, a amostra EBE FolPA na concentracdo de
500 pg/mL apresentou inibicdo semelhante (p>0,05) ao digluconato de clorexidina 0.12%.
Conclusdo: As amostras EBE FolPA e EBE CauAP, nas concentracGes testadas,
apresentaram efeitos inibitério e bactericida significativos frente ao S. mutans, além de uma
acao antibiofilme consideravel, alcancando no caso do extrato EBE FolPA uma atividade
semelhante ao digluconato de clorexidina. Novos estudos sobre a agéo desses extratos frente a
biofilmes multiespécie, e ensaios ex-vivo Sa0 necessarios para assegurar a sua utilizacdo na
prevencdo e tratamento da carie dentaria.

Palavras chaves: Acmella oleracea. Espilantol. Cromatografia liquida. Streptococcus mutans.
Antibactericida. Antibiofilme.



ABSTRACT

Introduction: Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen, popularly known as Jambu, is a plant
widely consumed in the Brazilian Amazon region, used in traditional medicine as a preventive
measure for dental caries and in the treatment for odontalgias. Of multifactorial origin, the
main provider of caries is Streptococcus mutans, a biofilm forming bacterium, responsible for
the formation of a vast extracellular product generated from the metabolism of sucrose. It
controls occurs through the use of mechanical and chemical agents with antimicrobial action,
as well as in reducing the intake of sugars. Objective: Determine the chromatographic profile
of the aqueous and hydroalcoholic extracts of the Par4d and Amapa variants of Acmella
oleracea (L.) R. K. Jansen and evaluate in vitro its bactericidal and antibiofilm activity
against Streptococcus mutans. Methods: Aqueous extracts of the leaves and hydroalcoholic
extracts (70%) of the leaves and stems of the two regional variations were obtained, all were
qualified and sesmi-quantified by ultra high performance liquid chromatography-tandem mass
spectrometry (UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS). The minimum inhibitory (MIC) and bactericidal
concentration (MBC) using the 96-well plate microdilution method and a biofilm viability test
against Streptococcus mutans were performed. Results: The aqueous extracts showed a better
overall yield compared to hydroalcoholic, the samples of aqueous leaves extract of Amapa
(EBA FolAP) and Para (EBA FolPA) variations obtained an overall yield of 41.1% and
84.8% respectively, values 1.6 and 5.3 times higher than the same plant part in a
hydroalcoholic solvent. On the other hand, the hydroalcoholic solvent ensured a batter
spilanthol extraction. The hydroalcoholic samples of leaves (EBE FolPA) (99.97%) and stem
(EBE CauPA) (98.83%) from Par4, as well as leaves (EBE FolAP) (96,10%) and stem (EBE
CauAP) (99,17%) of Amapa regional variation, showed higher spilanthol percentages when
compared to EBA FolPA (93,98%) and EBA FolAP (96,10%). The samples with the highest
spilanthol concentration (EBE FolPA and EBE CauAP) were selected for antimicrobial
assays. Microbiological tests showed that both samples had MIC and MBC of 125 pg/mL
against S. mutans. In the antibiofilm assay, the EBE FolPA sample at 500 pg/mL showed a
similar inhibition (p>0.05) to chlorhexidine digluconate. Conclusion: The EBE FolPA and
EBE CauAP, at the tested concentrations, showed a significant inhibitory and bactericidal
activity against S. mutans, in addition to a considerable antibiofilm action, given the EBE
FolPA sample, a similar activity to chlorhexidine digluconate. New studies about the action of
these extracts against multispecies biofilms, and ex-vivo tests are necessary to ensure their use
in the prevention and treatment of dental caries.

Keywords: Acmella oleracea. Spilanthol. Liquid Chromatography. Streptococcus mutans.
Antibacterial. Antibiofilm.
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1 INTRODUCAO

Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen, popularmente conhecida como Jambu, é uma
planta comestivel bastante utilizada na culinaria amazonica. Possui diversos efeitos
farmacologicos, sendo utilizada na medicina tradicional para a prevencdo e tratamento da
carie dentéria, cicatrizacdo de feridas bucais, faringites e estomatite (SPELMAN et al., 2011,
DUBEY et al. 2013).

As folhas da A. oleracea previnem a carie dentaria através do estimulo da sialorréia. A
sua mastigacdo gera um efeito analgésico, induzindo a um aumento do fluxo salivar, reducéo
da odontalgia e estomatite (CAVALCANTE, 2013). E indicada como coadjuvante em
dentifricios diante do seu efeito analgésico, anti-inflamatério e antimicrobiano (REVILLA,
2002).

Esta espécie possui variacdes morfologicas destacadas por alteracdes geogréaficas
durante a sua formacdo. Alteragcdes genéticas sdo observadas quando ocorrem mudangas no
solo, irrigacdo e temperatura, fatores que podem afetar a composicdo fitoquimica e a
constituicdo da planta (JANSEN, 1985; SANTOS, 2014).

Logo, é de suma importancia qualificar e quantificar estes compostos quimicos para
um melhor aproveitamento dos recursos naturais. Na atualidade, sdo utilizadas teécnicas
robustas para separar e avaliar os constituintes fitoquimicos das drogas vegetais. A
cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia € uma técnica precisa e altamente eficaz na
identificacdo, caracterizacdo e quantificacdo de estruturas quimicas de compostos organicos, o
gue pode auxiliar na ratificacdo e descoberta de novos agentes terapéuticos (NARAYANAM
etal., 2014).

Assim, diferentes estudos avaliando a atividade de produtos naturais frente a cepas
microbianas da cavidade oral tém demonstrado resultados promissores. O Streptococcus
mutans é visto como a principal bactéria formadora do biofilme cariogénico. Possuindo um
desenvolvimento multifatorial, esta comumente associada a dietas ricas em carboidratos e
sacarose. A metabolizagéo de tais substancias geram acidos que levam a desmineralizacéo, e
consequentemente, cavitagao das estruturas dentais (SAMARANAYAKE, 2018).

Agentes quimicos e mecanicos atuam de forma preventiva através da desestruturagcdo
do biofilme e da matriz extracelular, assim como, na desnaturacdo da membrana bacteriana.
Apesar de menos efetivo, 0 uso de agentes quimicos é passivel de alteracdo dentro dos habitos

higiénicos individuais. O dificil acesso a medidas preventivas de saude e dietas ricas em
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agucares sdo vistos como os principais desafios a essa doenca (OMS, 2017; MORENO-
RABIE; SCHARAGER-LEWIN; ARANGUIZ, 2018).

O Brasil possui indices elevados de dentes cariados, perdidos ou obturados (CPO-D),
principalmente em regides com maiores discrepancias socioeconémicas, como a regido norte
e nordeste. Faz-se necessario a busca por alternativas preventivas de baixo custo, seguras e
eficientes (BRASIL, 2012).

Diante do exposto, sugere-se que a composicao fitoquimica dos extratos aquosos e
hidroalcodlicos das folhas e caules de A. oleracea seja capaz de inibir a acdo antimicrobiana
do Streptococcus mutans, podendo estes extratos serem vistos como uma opcao viavel de

controle quimico do biofilme bacteriano da cavidade oral.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Determinar o perfil cromatografico dos extratos aquosos das folhas e hidroalcodlicos
das folhas e caules das variantes paraense e amapaense de Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen
através da técnica UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS, e avaliar in vitro a atividade bactericida e

antibiofilme frente ao Streptococcus mutans.

2.2 ESPECIFICOS

« Avaliar o rendimento global dos extratos aquosos e hidroalcodlicos das partes aéreas
das variagdes regionais (amapaense e paraense) da espécie Acmella oleracea (L.) R. K.

Jansen;

* Caracterizar o perfil cromatografico quali e semi-quantitativo dos extratos obtidos
mediante cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrdmetro de
massas (UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS);

* Determinar a concentracdo inibitéria (CIM) e a concentracdo bactericida (CBM)

minimas dos extratos com maior concentracdo de espilantol frente ao Streptococcus mutans;

* Avaliar a atividade dos extratos hidroalcoolicos frente ao biofilme de Streptococcus

mutans in vitro.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 PRODUTOS NATURAIS NO CONTROLE DO BIOFILME CARIOGENICO

Parte da populacdo global faz uso da medicina tradicional, é estimado que 80% da
populacdo mundial depende da medicina alternativa para cuidados basicos de saude e que
quase 85% desta terapia se utiliza de plantas medicinais, extratos vegetais ou algum de seus
principios ativos (OMS, 2011; RIBEIRO et al., 2017).

Mesmo antigo, o estudo de plantas medicinais na odontologia (ELVIN-LEWIS, 1982;
XAVIER; RAMOS; XAVIER FILHO, 1995), é tema atual e relevante (SINGH et al., 2007;
ALVIANO et al., 2008; SAMPAIO et al., 2009; CAVALCANTE, 2011; RIBEIRO et al.,
2017). Em que, alguns aspectos chamam a atencédo: a) a falta de conhecimento acerca dos
produtos naturais por parte dos cirurgiGes-dentistas; b) maior acesso aos servicos de saude e a
medicamentos sintéticos pela populacdo; ¢) uso de plantas sem a correta identificacdo
botéanica; d) necessidade de identificagdo de plantas medicinais eficazes com reduzidos efeitos
colaterais e que possam ser indicadas com seguran¢a na odontologia (NIERO et al., 2003;
SINGH et al., 2007, MONTEIRO, 2014).

Desta forma, o avanco em pesquisas e 0 desenvolvimento de produtos e tecnologias
que tragam beneficios a populacdo sdo fundamentais, seja no uso direto dos recursos
terapéuticos ou no avanco tecnoldgico (NESS; SHERMAN; PAN, 1999; MONTEIRO, 2014).

Assim, pesquisas de novos medicamentos na area da odontologia enfrentam algumas
limitacBes quando se refere a disponibilidade de marcadores quimicos de plantas medicinais
testados em biofilmes bucais. Muitos desses estudos microbiolégicos com plantas medicinais
foram realizados em culturas plancténicas, o que néo reflete as reais condi¢Ges in vivo da
cavidade bucal. Visto que, na boca, as bactérias possuem condi¢des favoraveis a formagdo do
biofilme, dando origem a doencas como a carie e a doenca periodontal (PEREIRA et al.,
2005; ALVIANO et al., 2008, MCKENNA et al., 2011).

A cavidade bucal, porcdo inicial do aparelho digestivo, abriga uma microbiota
residente com mais de 700 espécies entre bacterias, virus e fungos. Diversas doencas orais e
sistémicas estdo associadas ao bioma oral, entre elas a carie, a doenca periodontal, a sindrome
do intestino irritavel, bem como o cancer oral, colorretal e o de pancreas (XIAO; FISCELLA,
GILL, 2020). Em alguns casos, em situacdes fisioldgicas, estes microrganismos contribuem
para a defesa inata do hospedeiro agindo como barreira para a colonizacdo permanente por
agentes transitérios potencialmente patogénicos. Seus colonizadores iniciais sdo espécies do

género Streptoccoccus (S. mutans, S.sanguinis, S. orali e S. mitis), bactérias gram-negativas
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(Haemophilus sp e Neisseria sp) e Actinomyces sp. (FEJERSKOV; KIDD, 2011,
SAMARANAYAKE, 2018).

Bactérias do género Streptococcus sdo formadoras de biofilme, fator imprescindivel
para o desenvolvimento da carie. O Streptococcus mutans (Figura 1) € uma importante
bactéria na formacdo do biofilme cariogénico, sendo capaz de formar uma vasta quantidade
de polissacarideos extracelulares na presenca de uma dieta rica em carboidratos fermentaveis.
Este biofilme é estabelecido quando uma comunidade de microrganismos inclusa em matriz
de material extracelular adere seletivamente as superficies dentarias, levando a destruicdo de
suas estruturas minerais (FEJERSKOY; KIDD, 2007; INNES et al, 2016;
SAMARANAYAKE, 2018; LEMOS et al., 2019).

Figura 1 Conformagao mlcroscoplca do biofilme de Streptococcus mutans.
3 - ; '

Fonte TRAN et aI 2019

Esta bactéria tem como principal ecossistema a cavidade oral e dentre as suas
principais caracteristicas estdo: a capacidade de adesdo a superficie dental e producdo de uma
matriz de polissacarideos extracelulares através da metabolizacdo da sacarose; o transporte e
metabolizacdo de carboidratos em &cidos organicos (acidogenicidade) capazes de
desmineralizar as superficies dentais; a capacidade de sobreviver e desenvolver-se em
condicdes de baixo pH (aciduricidade) (LEMOS; BURNE, 2008; MOSADDAD et al., 2019;
SCHULTZE et al., 2021).

Esta matriz extracelular insolivel em &gua fornece aos microrganismos um ambiente
diferenciado, estabelecendo interacdo em camadas onde ha alteracdo de pH, oxirreducdo e
disponibilidade de nutrientes. Comparado a culturas plancténicas, 0s microrganismos
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aderidos ao biofilme maduro apresentam maior resisténcia a agentes antimicrobianos
(DAVID, 2003; BOWEN et al., 2018).

Outros fatores também podem influenciar a microbiota bucal, sejam eles extrinsecos
(tabagismo, alcoolismo, antibioticoterapia, corticoterapia e estado nutricional) ou intrinsecos
ao paciente (idade e fatores genéticos). Esses fatores podem alterar a imunidade local e
sistémica, facilitando a colonizagdo bacteriana (MORAIS et al., 2007; MOSADDAD et al.,
2019). Fatores enddgenos e exogenos, também afetam diretamente a composicdo das
comunidades microbianas intraorais. O estilo de vida adotado pelo hospedeiro, sua fisiologia,
sua ocupacdo, sistema imune, alimentagdo, condi¢do socioeconémica, sdo condicoes
multifatoriais para a defini¢cdo da microbiota e das doengas orais (BHARGAVA; MOTWANI;
PATNI; 2012; BELSTR@M et al., 2014; WU et al., 2016; MOSADDAD et al., 2019).

A cérie assim como a doenca periodontal sdo biofilme dependentes. Este biofilme é
composto por colbnias bacterianas (correspondendo a 15-20% do seu volume), que se
distribuem de modo n&o aleatdrio, contidos numa estrutura tridimensional formada por uma
matriz de polissacarideos (correspondente a 75-80% do seu volume) ligados a uma superficie
solida como o esmalte dentario ou a superficie de implantes (ZIJNGE et al., 2010; JEPSENN
et al., 2017). As interacfes quimicas que ocorrem entre as bactérias promovem a colonizacao
e tornam a comunidade microbiana mais complexa, alcangando 50 ou mais espécies diferentes
(JAKUBOVICS et al., 2010).

Essas interacGes que ocorrem entre as bactérias sdo criticas para a sua estabilidade,
quer entre bactérias da mesma estirpe, quer entre bactérias de estirpes diferentes, e estdo
diretamente relacionadas com a maturagédo dos biofilmes. De modo igualmente importante na
estabilidade estdo as interacGes entre as bactérias e o hospedeiro (JAKUBOVICS et al.,
2010).

O desenvolvimento e crescimento do biofilme é caracterizado por um processo
dividido em 4 fases (Figura 2), a formacéo da pelicula adquirida, fase de adesdo inicial, fase
de maturacdo e fase de dispersdo (HUANG; LI; GREGORY, 2011). A primeira fase consiste
na formacdo de uma pelicula adquirida composta por glicoproteinas salivares. Esta pelicula
torna a superficie dentéria receptiva a colonizacdo de bactérias (GURENLIAN, 2007;
HUANG; LI; GREGORY, 2011).

Em sua fase de maturacdo, as bactérias liberam polissacarideos extracelulares
insolUveis em &gua. Esta matriz é fundamental para a manutencao do biofilme, ela dificulta a
penetracdo de agentes quimicos antissepticos como os enxaguantes bucais (XAVIER et al.,
2003; HUANG,; LI; GREGORY, 2011; SAMARANAY AKE, 2018).
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Figura 2 — Etapas de desenvolvimento e crescimento do biofilme cariogénico.

()

| ¥

(d)

(a) Formagdo da pelicula adquirida através da deposi¢do de glicoproteinas salivares na superficie dental. (b)
Adesdo bacteriana geralmente iniciada por Streptococcus mutans sobre a pelicula anteriormente formada. (c)
Bactérias liberam polissacarideos extracelulares e formam uma matriz extracelular insolGvel a agua e que
impede a penetragdo de agentes antissépticos. (d) Processo de coadesdo bacteriana, do qual col6nias secundarias
aderem aos receptores bacterianos e aumentam a diversidade microbiol6gica. (¢) Na ultima fase hd uma
saturacdo do crescimento bacteriano e estas se dispersam do biofilme em busca de nutrientes. (f) Bactérias
dispersas reiniciam o processo em novos sitios que apresentam a pelicula adquirida, tornando todo este processo
continuo.

Fonte: Autor.
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Portanto, métodos preventivos sdo fundamentais para frear o desenvolvimento do
biofilme e as suas consequéncias. Atualmente, diversos produtos estdo disponiveis no
mercado, sendo agrupados em agentes mecanicos, quimicos ou mistos (JEPSEN et al., 2017).

O controle mecanico é a forma mais comum de tratamento dos biofilmes dentarios.
Dentre os recursos utilizados estéo a escovacao e 0 uso de fio dental. O processo da escovacao
por si s ndo é suficiente para a remoc¢do da placa bacteriana, as regides interdentais, por
exemplo, ndo apresentam espacos suficientes para a penetracdo das cerdas. Nestes casos, 0
uso do fio dental é necessario cuja eficicia em remocdo do biofilme chega a 80%
(PEDRAZZI et al., 2009).

Outra forma de controle da placa bacteriana é através da utilizacdo de agentes
quimicos, os quais complementam a acdo dos agentes mecanicos na prevencao da formacéo e
remocao dos biofilmes orais. Estes agentes possuem substancias microbicidas com amplo
espectro antibacteriano tais como a clorexidina e o cloreto de cetilpiridineo (MORENO-
RABIE; SCHARAGER-LEWIN; ARANGUIZ, 2018). Estes geralmente estdo associados a
Oleos essenciais como adjuvantes terapéuticos, o timol, mentol, eucaliptol e salicilato de
metila se fazem presentes, além de possuirem substancias coadjuvantes como fluoretos, que
auxiliam na remineralizacdo da superficie dentaria (BUGNO et al., 2006; MARINHO;
ARAUJO, 2007; MOREIRA et al., 2009).

Estes antissépticos orais além de serem indicados na prevencdo da carie também
atuam na reducéo da halitose e no tratamento de pequenas infeccdes gengivais. Normalmente
estes agentes devem ser utilizados em um bochecho por cerca de 1-2 minutos de modo a
permitir sua presenga homogénea na cavidade oral. As concentra¢es do produto variam de
acordo com o agente quimico e o fabricante (COSTA et al., 2014).

Dentre os citados, a clorexidina (CHX), uma bisbiguanida catidnica, &€ o agente
qguimico mais utilizado na prevencdo dos biofilmes dentais, uma vez que apresenta um
elevado poder antisséptico. A sua presenga em uma vasta gama de produtos comerciais como
enxaguantes bucais e geis dentifricios deve-se ao seu amplo espectro frente a bactérias gram-
positivas, gram-negativas e leveduras. Os efeitos significativos da CHX na placa bacteriana
tém sido notaveis e alvo de diversos estudos focados na reducdo da formacdo da pelicula
primaria e na adesdo de microrganismos a superficie dentaria (SOLMAZ; KORACHI, 2013).
O seu mecanismo de acdo deve-se as propriedades de atragdo e adsor¢do de suas moléculas
catidnicas com os fosfatos aniénicos presentes na membrana celular bacteriana. Isto altera a

sua permeabilidade, facilitando a penetracdo do agente na membrana citoplasmatica,
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precipitacdo do citoplasma e um desequilibro celular gerando como resultado a morte
bacteriana (CHEUNG et al., 2012; BONEZ et al., 2013; SOLMAZ; KORACHI, 2013).

Contudo, apesar da excelente eficacia antibacteriana, o uso prolongado da CHX
apresenta efeitos adversos como escurecimento da superficie dentéria, restauracdes e lingua;
alteracdo do paladar; atrofia papilar e enfraquecimento 6sseo, em casos de ingestdo excessiva.
Tais aspectos dificultam a aceitacdo do tratamento, sendo necessaria a busca por alternativas
terapéuticas igualmente eficazes e seguras (BALAGOPAL; ARJUNKUMAR, 2013;
SOLMAZ; KORACHI, 2013).

Diante deste cenério, as plantas medicinais e 0s seus constituintes sao vistas como uma
alternativa a medicamentos sintéticos ou semissintéticos. A sua utilizacdo advém de tempos
remotos da medicina tradicional, possuindo boa aceitacdo pela populacdo em geral
(ASCHWANDEN, 2001; MONTEIRO, 2014).

3.2 Acmella oleracea (L.) R. K. JANSEN: FAMILIA, GENERO E ESPECIE

A Acmella oleracea é uma Asteraceae encontrada em regides tropicais e subtropicais
proximas a linha do Equador na Africa, Asia, América do Sul, Norte da Australia, Malasia,
Bornéu india e Sri Lanka (ELVIN-LEWIS, 1982). A auséncia de grandes populacdes
selvagens indica que esta planta ndo é nativa do Brasil, sendo encontrada apenas em
residéncias e adjacéncias em forma domesticada (FAVORETO; GILBERT, 2010).

3.2.1 Familia Asteraceae

A familia Asteraceae é um grupo evolutivamente bem-sucedido de angiospermas com
cerca de 23 mil espécies espalhadas por todos os continentes do mundo (JEFFREY, 2007,
BARREDA et al., 2012; TAHTIHARJU et al., 2012). Uma de suas principais caracteristicas é
a presenca do capitulo, um condensado de flores firmemente compactados. O capitulo se
assemelha a uma “Unica flor grande” que atua como uma unidade de atragdo para
polinizadores, caracteristica determinante para o sucesso evolutivo desta familia (BROHOLM
et al., 2008; BARREDA et al., 2012; NIKOLIC; STEVOVIC, 2015).

Entre as familias relacionadas com a Asteraceae estdo a Goodeniaceae (familia
concentrada na Australia) e a Calyceraceae (familia endémica da América do Sul). Elas
possuem caracteristicas morfologicas e filogenéticas relativamente proximas com a
Asteraceae (ALBACH et al., 2001; HELLWIG, 2007; ZANOTTI; POZNER, 2008; FUNK et
al., 2009; JABAILY et al., 2012; KATINAS et al., 2016). Dentre as sinapomorfias entre as
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espécies estda a presenca inflorescéncias do capitulo; morfologia do pdlen e ovarios
uniloculares (LUNDBERG, 2009; KATINAS et al., 2016).

Dos diversos géneros presentes na familia Asteraceae, 0s que possuem maior
relevancia botanica séo: Acmella; Achillea; Artemisia; Bidens; Carthamus; Inula; Matricaria;
Otanthus e Parthenium (BESSADA; BARREIRA; OLIVEIRA, 2015).

3.2.2 Género Acmella

O género Acmella Rich. In Pers. foi relatado pela primeira vez em 1807. Descrito
como um género pantropical, com espécies presentes no continente americano (norte, central
e sul), africano, asiatico e oceanico, constituido por 30 espécies herbaceas, de periodo anual
ou perene. As espécies do género Acmella sdo caracterizadas por habito ereto, decumbente ou
ascendente; de duracdo anual ou perianual; de caules verdes, verdes e vermelhos ou roxo e
vermelho; de pubescéncia glabra ou pilosa; de folhas dentadas, ovais ou lanceoladas a
lineares; com as raizes basais e difusas; e flores de cor amarelada, alaranjada-amarelada e
alaranjada (JANSEN, 1985; FAVORETO; GILBERT, 2010).

Jansen (1985) manifestou o género como independente, porém com combinagoes
regionalizadas e entre outros géneros, como o Spilanthes. Quando definido, 0 género possuia
cerca de 30 espécies, atualmente sdo 31 (SILVA, SANTOS, 2011; SPELMAN et al., 2011).

A Acmella tem uma historia medicinal com mais de dois mil anos, contendo plantas
com as mais diversas atividades biologicas. Seus extratos e isolados apresentam eficacia
comprovada em tratamentos para sarna, psoriase, escorbuto, reumatismo, melhora do sistema
imunoldgico, além do tratamento de infec¢bes e alivio da dor (SAHU et al.,, 2011;
RAMACHANDRAN; RADHAKRISHNAN, 2020). Um de seus principais protagonistas € a
Acmella oleracea, planta amplamente difundida pelo mundo através da alimentacdo e do uso
medicinal, sendo reconhecida em alguns paises como “planta para dor de dente”, por
apresentar propriedades analgésicas e anti-inflamatdrias na cavidade oral (CHUNG et al.,
2008; PURUSHOTHAMAN et al., 2018).

3.2.3 Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen

Conhecida popularmente no Brasil como “jambu”, agrido-do-pard, abecedaria, agrido-
bravo, agrido-do-brasil, agrido-do-norte, botdo-de-ouro, erva-maluca, jambu-acu e nhambu
(FAVORETO; GILBERT, 2010), costuma ser cultivada por pequenos produtores como fonte
de renda em hortas familiares nos estados do Para, Amapa e Amazonas. Desta planta sdo

consumidos o caule, as folhas e inflorescéncias menos desenvolvidas, as mais desenvolvidas
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sdo removidas. E uma planta de baixo valor caldrico, que causa sensa¢do de dorméncia e
aumento de salivagdo quando consumido. Possui Vérias utilidades (condimentar, medicinal e
ornamental), reunindo elementos essenciais para formacdo de um sistema sustentavel
(SILVA, 2015).

Sdo atribuidos a A. oleracea os seguintes sinénimos; Spilanthes oleracea L., Cotula
pyretharia L., Pyrethrum spilanthus Medik., Acmella oleracea (Spilanthes acmella) var.
oleracea (L.) C.B. Clarke ex Hook. f., Spilanthes fusca Lam, Bidens fervida Lam, Bidens
fusca Lam, Isocarpa pyrethraria (L.) Cass, Spilanthes radicans Schrad. Ex D.C., Spilanthes
oleracea var. fusca (Lam.) D.C. (LORENZI; MATQOS, 2008).

A espécie possui variacdes morfoldgicas destacadas por alteragcdes geograficas durante
a sua formacdo. AlteracBes genéticas sdo observadas quando hd mudancas no padrdo de
crescimento e das estruturas que envolvem o plantio como o solo, temperatura e irrigagéo,
fatores que podem afetar a composicdo e a constituicdo fitoquimica da planta (JANSEN,
1985; SANTOS, 2014).

Estas alteracGes (Figura 3) podem abrir novas classificacbes ao género através de
subespécie ou variacdo regional, entretanto, a auséncia de dados taxonémicos sobre todas as
variagOes nas mais diversas partes do mundo, dificultam essa classificagdo (JANSEN, 1985).

A. oleracea € utilizada dentro da medicina popular como uma alternativa para
odontalgias, feridas na boca, garganta inflamada e estomatite (SPELMAN et al., 2011). Seu
principal constituinte é o espilantol, uma substancia que induz o aumento do fluxo salivar na
cavidade oral (sialorreia), formando uma barreira mecanica que dificulta o estabelecimento do
biofilme bacteriano intraoral. Este composto possui ainda atividade anestésica, por estimular a
parestesia dos nervos faciais (LORENZI; MATOS, 2008; CAVALCANTE, 2013), sendo a
planta indicada como um coadjuvante em produtos de higiene oral. Utiliza-se o cha, tintura ou
sumo das folhas, talos e flores, sendo também possivel 0 seu uso através de compressas nas
regides afetadas (REVILLA, 2002).
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Figura 3 — PorcGes aéreas de A. oleracea. Mesma espécie, porém, diferencas nas variagdes
regionais paraense (a) e amapaense (b) ficam evidentes.

Fonte: Autor.
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Na andlise quimica das folhas, caule e flores de A. oleracea identifica-se de modo
abundante a alquilamida espilantol [(2E,6Z,8E)-N-isobutil-2,6,8-decatrienamida)]. A ela sdo
atribuidas a sensacdo de formigamento e anestesia na boca (Figura 4). Além disto, sdo
atribuidas a A. oleracea e ao espilantol diversas atividades biologicas (DUBEY et al., 2013),
como analgésica (HAJDU, 2014, BOONEN et al., 2010; DUBEY et al., 2013), antifungica
(DUBEY et al.,, 2013), antinociceptiva (CHAKRABORTY et al.,, 2010), antioxidante
(ABEYSIRI et al., 2013; PINHEIRO, 2016), anti-inflamatéria (WU et al., 2008), diurética
(VANAMALA et al., 2012), vasodilatadora (WONGSAWATKUL et al., 2008),
anticonvulsivante, afrodisiaca e inibidora da lipase pancredtica (REVILLA, 2002;
CAVALCANTE, 2013).

Figura 4 - Estrutura quimica do espilantol, constituinte majoritario da A. oleracea.
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Fonte: Autor.

No quadro 1 observam-se algumas atividades terapéuticas da planta de acordo com a
parte estudada e seus efeitos apresentados. Alguns estudos demonstraram atividades

equipaveis ou superiores a acao de determinados medicamentos (Quadro 1).



Quadro 1 — Atividades terapéuticas da A. oleracea de acordo com a parte da planta e os efeitos obtidos durante os estudos.
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Atividade terapéutica | Parte da planta Efeito Referéncia
Analaésica Folhas Acdo de flavondides presentes no extrato da planta que diminui Chakraborty et al.
g prostaglandinas PGE2 e PGF2, envolvidas na percepc¢édo da dor 2010
Anestesia local Toda a planta Acdo anestésica de alquilamidas através do bloqueio dos canais Na +. Chakrazboolr(t)y etal

Anestesia local

Partes aéreas

Mucoadesivo contendo 10% de extrato etan6lico demonstrou acdo
anestésica. A acdo esteve relacionada a presenca de espilantol e terpenos.

Santana de Freitas-
Blanco et al., 2016

Os extratos hidroalcoolicos e aquosos demonstraram acdo antifingica

Aror; Vijay; Kumar,

Antifangica Folhas melhor que 0 medicamento Fluconazol diante do Rhizopus 5011
arrhigus e Rhizopus stolonifer.
Anti-inflamatéria Elores Inibicdo via NF-kB proporcionando redugao nos niveis de mRNA e Wu et al. 2008;
expressao proteica de COX-2 e iNOS, além da eliminacdo de radicais livres. | Rondanelli et al. 2020
: : . . 0 «
Antimalarica Raiz Espilantol e isolados do extrato hidroalcodlico a 85% demonstraram acéo Spelman et al. 2011

contra duas cepas de Plamodium falciparum.

Antimicrobiana

Toda a planta

O espilantol isolado de Acmella oleracea inibiu o crescimento de
Escherichia coli e Saccharomyces cerevisiae em concentragdes de 25
pg/mL.

Molina-Torres;
Garcia-Chavez;
Ramirez-
Chavez,1999

Antimicrobiana

Flores

O extrato obtido de éter petroleo demonstrou a¢do antimicrobiana
significativa frente a Enterococcus faecalis, Streptococcus sp,
Staphylococcus aureus e o fungo Candida albicans em concentracdes de 2 a
10%.

Sathyaprasad; Jose;
Chandra, 2015
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Antioxidante

Partes aéreas

Extratos hidroalcodlicos e metandlicos demonstraram potente acdo
antioxidante (DPPH). Supde-se que as cumarinas e compostos fendlicos
sejam responsaveis pela agéo.

Prachayasittikul et al.
2009

Extratos aquosos apresentaram reducéo do quadro febril causado pela

Antipirético Partes aéreas | levedura de cerveja. A acdo pode ser atribuida aos flavondides presentes na | Narayana et al. 2001
planta.
O extrato hidroalcoolico das folhas revelou efeito diurético. Essa acdo
Diurética Folhas

possivelmente foi resultado da acdo de taninos, esterdides e carotendides
encontrados nas folhas.

Vanamala et al. 2012

O extrato hidroalco6lico apresentou acdo vasorelaxante ao ser testado em

Wongsawatkul et al.

Vasorelaxante Partes aéreas aortas torécicas de ratos. Essa acao foi atribuida a presenca de fendis e 20.03;
. Prachayasittikul et al.
triterpenos. 2009

Fonte: Autor.
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Dentre as atividades, os efeitos analgésicos, antimicrobiano, anti-inflamatdrio,
anestésico podem ser aproveitados na pratica odontoldgica, em alguns casos, apresentando o
desenvolvimento de bioprodutos como colutdrios orais e mucoadesivos.

A exemplo, um mucoadesivo desenvolvido contendo extratos hidroalcodlicos a 95%
das partes aéreas de A. oleracea. Este adesivo foi desenvolvido com concentracdes de extrato
a 10 e 20%. Nos testes in vivo e in vitro o adesivo com 10% de extrato apresentou melhor
permeabilidade e maior perda da nocicepcdo comparado ao produto com 20%. O adesivo
contendo 10% apresentou concentracdes maiores de terpenos, substancia encontrada nos
extratos da planta e que pode estar associada a maior capacidade de difusdo da droga
(SANTANA DE FREITAS-BLANCO et al., 2016).

O extrato aquoso de A. oleracea apresentou atividade analgésica e anti-inflamatoria in
vivo. Na dose de 400 mg/kg alcancou 65.6% de protecdo analgésica e inibiu em 56.1% o
edema (CHAKRABORTY et al., 2004). Em testes antimicrobianos, o extrato das flores
obtido através de éter de petrdleo foi testado frente a patdgenos relacionados as infeccBes
endodénticas, tais como Enterococcus faecalis, Streptococcus sp, Staphylococcus aureus e a
levedura Candida albicans. Foram feitos testes comparando o hidroxido de calcio
(medicamento intracanal) ao extrato nas concentracdes de 0.1%; 0.4%; 1%; 1.6%; 2%; 5% e
10%. Frente a Candida albicans, todas as concentragdes testadas demonstraram inibicdo
significativa (p< 0,05), enquanto o grupo controle (Hidréxido de célcio) apresentou inibicao
apenas na concentracdo de 10%. Diante da Enterococcus faecalis, diferencas significativas
com o grupo controle foram encontradas nas concentracdes 2; 5 e 10%. Streptococcus sp e
Staphylococcus aureus apresentaram diferenca significativa nas concentracoes 5 e 10%, sendo
nestas concentragdes superior a acdo do hidroxido de calcio (SATHYAPRASAD; JOSE;
CHANDRA, 2015).

Diante de bacteérias cariogénicas, o extrato metanolico das folhas de A. oleracea a 80%
inibiu o crescimento de Streptococcus sobrinus, mutans, mitis, sanguis e Lactobacilus casei.
No teste de disco-difusdo ndo foram observados halos de inibicdo na concentracdo de 500
mg/mL, Unica concentragdo testada. Entretanto, no teste de Concentracdo Inibitria Minima
de Aderéncia (CIMA) o extrato inibiu nas concentracdes de 125 mg/ml (S. mutans e L. casei)
e 250 mg/ml (S. mitis, S. sanguinis e S. sobrinus) (CONDE et al., 2015).

Por outro lado, nos estudos antimicrobianos utilizando extratos vegetais, alguns
pardmetros devem ser estabelecidos a fim de se comparar os resultados obtidos. Informacoes
como o tipo de material vegetal, a técnica empregada e o microrganismo a ser testado devem

ser padronizados com a finalidade de replicacdes e possiveis comparacgdes futuras.
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Segundo Rios e Recio (2005), todas as espécies devem ser perfeitamente identificadas
e descritas, incluindo dados da coleta, como localizagéo, estacdo do ano, dia e hora. Tal como
a planta, as padronizacdes dos métodos extrativos e identificacdo fitoquimica também séo
necessarias. Elas tém como objetivo obter informacGes sobre os compostos quimicos
presentes no material vegetal, assim como avaliar a presenca de metabdlitos secundarios com
possiveis atividades terapéuticas. Extratos etandlicos, hidroalcodlicos e metandlicos séo 0s

mais utilizados na medicina popular e nos laboratdrios de pesquisa.

3.3 CROMATOGRAFIA EM FASE LIQUIDA DE ULTRA EFICIENCIA ACOPLADA AO
ESPECTROMETRO DE MASSAS (UHPLC-ESI-QTOF-MS)

Para definir atividades farmacologicas, é necessario identificar e separar as moléculas
bioativas encontradas em plantas medicinais. Técnicas robustas sdo utilizadas a fim de se
obter informacGes da composicdo quimica com a perspectiva do desenvolvimento de novos
medicamentos e de aprovacao regulatéria (NARAYANAM et al., 2014).

Estas analises melhoram a compreensdo dos bioativos presentes nas drogas vegetais e
sdo responsaveis pela descoberta de novas substancias com agfes terapéuticas. Assim como,
investigacdes fitoquimicas através de técnicas cromatograficas avancadas podem apresentar
novas substancias de plantas ja investigadas (CHENG et al., 2015).

A cromatografia em fase liquida de ultra eficiéncia (CLUE ou Ultra-High
Performance Liquid Chromatography, UHPLC) é uma técnica analitica utilizada para
identificar, separar e quantificar constituintes dentro de uma mistura. A técnica UHPLC foi
lancada ao mercado em 2004 sendo desenvolvida pela empresa Waters® (NAHAR; SARKER,
2019).

E a melhor técnica de escolha dentre todas as técnicas hifenizadas, devido a sua alta
sensibilidade e sua facilidade de uso. Além disso, possui potencial para fornecer
caracterizacdo inequivoca das mais diversas estruturas fitoquimicas (NARAYANAM et al.,
2014).

Em teoria, o poder de deteccdo de um sistema UHPLC ¢é cerca de 2 a 3 vezes maior
que um HPLC, dependendo do detector utilizado (SWARTZ, 2005; NGUYEN et al., 2006;
NOVAKOVA; SOLICHOVA; SOLICH, 2006).

Apesar de sua exceléncia na separacdo e quantificacdo de componentes em
concentracdes extremamente baixas, a técnica HPLC esta sujeita a imprecisdo por se utilizar
apenas do tempo de retencdo para a identificacdo de analitos. O tempo de retencdo € uma

caracteristica dos analitos e, dependendo da técnica cromatografica empregada, outros
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compostos podem apresentar valores semelhantes. O acoplamento a espectrometria de massas
tornou a técnica mais versatil e robusta, sendo possivel a quantificacdo e qualificacdo das
amostras (LANCAS, 2009).

Durante os séculos XX e XXI a técnica foi constantemente aprimorada, sendo
desenvolvido novos mecanismos de identificagdo e ionizacdo, aumentando assim sua precisao
e aplicabilidade nas mais diversas areas do conhecimento.

Dentre as possibilidades de fragmentacéo na espectrometria de massas, a ionizagdo por
eletrospray (ESI) tém se demonstrado uma técnica muito rapida e versatil para a avaliacdo de
compostos organicos e inorgéanicos de origem vegetal. Com a necessidade de pouca
preparacdo da amostra, permite a precisa identificacdo em extratos vegetais (BAE et al., 2010;
SCHIOZER et al., 2012).

A sensibilidade aumenta ainda mais quando é associada a detectores por quadrupolo
em modo positivo e negativo. 1sso ocorre, pois, alguns compostos podem ser confirmados
pela presenca de fragmentos diagndsticos (valores exatos da relacdo carga/massa) e/ou por
perdas neutras na espectrometria de massas/massas (LI et al., 2015; ZHANG et al., 2015).

O proprio aparelho apresenta parametros de qualificacdo. O mSigma € um valor de
precisdo de identificacdo e robustez das amostras. Quanto menor o valor de mSigma (menor
que 50), mais preciso sera o resultado analitico. Este valor ndo é expresso em %, mas o valor
de 50 mSigma (0.05 Sigma) é proximo a definicdo de 5%, valor utilizado em alguns estudos
usando esta técnica de avaliacdo (PELANDER et al.,2011; RIOS, ROCA, PEREZ-GALVEZ,
2015).

Estas técnicas acopladas permitem que os operadores lidem com as dificuldades
analiticas associadas a separacdo, identificacdo e quantificacdo de diversas classes de
metabolitos secundarios de forma mais rapida. Sua capacidade em trabalhar com compostos
instaveis ou insuficientemente volateis fez com que estas fossem utilizadas para a separacédo
de uma ampla gama de produtos quimicos, farmacéuticos, alimenticios, biolégicos e produtos
industriais pesados (BELANGER; JOCELYN PARE, 1997; NAHAR; ONDER; SARKER,
2019).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 REAGENTES

Digluconato de clorexidina foi obtido da Rioquimica S.A. (Séo José do Rio Preto, Sdo
Paulo, Brasil), Alcool etilico absoluto (>99.9%) da Dinamica Quimica Contemporénea Ltda.®
(Indaiatuba, Sao Paulo, Brasil). Resazurina, cristal violeta e acido férmico da Sigma-
Aldrich® (Saint Louis, Missouri, Estados Unidos da América). Caldo Triptona Soja (TSB),
Agar Infusdo Cérebro Coracdo (BHI) e Agar Mueller-Hinton foram adquiridos da Kasvi®
(Liofilchem, China). Acetonitrila, gradiente para 0 UHPLC (>99.9%) e metanol da Labbox
Labware S. L. (Espanha).

4.2 AREA DE COLETA DO MATERIAL VEGETAL

As mudas de A. oleracea (Jambu) amapaense e paraense foram obtidas no Distrito da
Fazendinha — AP (Figura 5), nas coordenadas Lat.: 00° 02° 12” S Long.: 51° 06’ 39” W no
periodo da manhd entre os meses de abril e maio de 2018.

Figura 5 — Area de coleta do material vegetal realizado no Distrito da Fazendinha, Macapa-
AP: (a) vista frontal e (b) imagem por satélite.

(a) : : 0¥y, % ,
Fonte: Autor (a); adaptado de Google Earth (acesso em 19. abril. 2020) (b).

Foram coletadas mudas das variacOes regionais da planta, paraense e amapaense
(Figura 6). A paraense teve seu cultivo iniciado no estado do Para, porém foi trazida ao estado
do Amapa. Algumas variacOes regionais apresentam caracteristicas fisiologicas diferentes,
entretanto, por deficiéncia de dados taxondmicos, ndo possuem caracterizacdo de subespécie
(JANSEN, 1985; SILVA, SANTOS, 2011).
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Figura 6 — Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen. Diferenca entre as flores, caules e folhas das
variacdes regionais paraense e amapaense.

(al)

(b1) (b2)

- (b3)

)

C

(a) Acmella oleracea variagdo paraense. Suas flores (al) sdo amarelas e arredondadas, folhas (a2)
com caracteristicas ovais e dentadas, e seu caule (a3) de cor verde. (b) Acmella oleracea variacao
amapaense. Flores (b1) amarelas e de formato cilindrico, folhas (b2) lanceoladas e dentadas, e caule
(b3) de cor verde e roxa. Caracteristicas definidas a partir das descri¢des de Jansen (1985).

Fonte: Autor.
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4.3 IDENTIFICACAO E REGISTRO DAS EXSICATAS

As exsicatas obtidas na coleta foram identificadas e depositadas no Herbério
Amapaense - HAMAB/Instituto de Pesquisas Cientificas e Tecnologicas do Estado do
Amapa- IEPA. Trés mudas de cada uma das variacdes regionais foram entregues ao herbario,
das quais foram identificadas como Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen (sob o registro
05.VI1.2019, P. PERETTI, 01 e 02, ANEXO A)).

A especime também foi registrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob o nimero A0A8024
(ANEXO B).

4.4 COLETA E PREPARO DO MATERIAL VEGETAL

Apos a coleta, as amostras foram lavadas e secas em estufa microprocessada (Quimis
— Q317) a 50°C durante trés dias. Apos desidratadas as partes das plantas foram pesadas e

armazenadas em um frasco de vidro &mbar hermeticamente fechado (Figura 7).

Figura 7 — Etapas de preparo do material vegetal.

(b) (c)
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(a) Mudas frescas de A. oleracea que apds a coleta foram lavadas. (b) as mudas foram inseridas em uma estufa
microprocessada a 50°C onde permaneceram por 3 dias para a completa secagem do material vegetal. (c) secas,
as partes das plantas foram separadas e armazenadas em frascos de vidro hermeticamente fechados.

Fonte: Autor.

4.5 OBTENCAO DOS EXTRATOS

O processo extrativo foi realizado no Laboratorio de Absorcdo Atdmica e
Bioprospeccao da Universidade Federal do Amapa (UNIFAP). Os extratos brutos aquosos das
folhas de A. oleracea amapaense (EBA FolAP) e paraense (EBA FolPA) foram obtidos a

partir do decoctos da técnica de hidrodestilacdo para obtencdo de 6leos essenciais (0leos estes
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que ndo foram utilizados nesta pesquisa). As folhas desidratadas foram pulverizadas (Quimis
— Q298A) em moinho de faca, depositadas em um aparelho Clevenger contendo agua
destilada em uma proporcdo de 200 mg/mL, sendo submetidas a hidrodestilacdo a 100°C
durante 3h (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019). O decocto obtido foi submetido a
filtragdo em papel de filtro (Qualy-Prolab®), rotaevaporado (Quimis — Q344B) a 60°C por 1h
e colocado sob pressdo de ar com um secador de cabelo até a evapora¢do maxima do solvente
(Figura 8).

Figura 8 — Etapas de obtenc¢éo do extrato aquoso a partir dos decoctos da hidrodestilacao.
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(a) As folhas secas, acrescidas de agua destilada foram inseridas em um aparelho Clevenger a 100 °C durante 3h,
esse processo foi realizado para a obtencdo de dleos essenciais (6leos que ndo foram utilizados na atual
pesquisa). (b) O residuo remanescente foi filtrado com discos de papel. (c) O decocto foi rotaevaporado a 60°C
por 1h. (d) Extrato aquoso ap6s a pressao de ar com secador de cabelo.

Fonte: Autor.

Os extratos brutos hidroalcodlicos foram obtidos por maceracdo. Folhas das variacfes
paraense (EBE FolPA) e amapaense (EBE FolAP); e seus caules (EBE CauPA e EBE
CauAP, respectivamente) foram separados, pulverizados em moinho de faca (Quimis —
Q298A) e colocados em um recipiente de vidro hermeticamente fechado em contato com
alcool 70% em proporc¢des de 25 mg/mL (folhas) e 50 mg/mL (caules) durante 3 dias. Este
processo foi repetido até a completa exaustdo extrativa, determinada pela limpidez do
solvente. O macerado foi filtrado em papel de filtro, rotaevaporado a 50°C por 1h e colocado
sob pressdo de ar com um secador de cabelo até a completa eliminagdo do solvente (Figura 9).

Por ultimo, todos os extratos tiveram seu peso e rendimento determinados
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Figura 9 — Etapas de obtencao do extrato hidroalcodlico a 70%.

@ __ (b (c)

(a) Processo de maceracdo a frio realizado com alcool 70% durante 3 dias. (b) O macerado foi filtrado com
discos de papel. (c) Rotaevaporacdo a 50°C por 1h (d) Extrato hidroalcodlico ap6s a apds a pressao de ar com
secador de cabelo.

Fonte: Autor.

O rendimento extrativo (em %) foi obtido através da razdo entre o peso do extrato

bruto obtido e do peso da droga vegetal seca antes do processo de extra¢do (Equacao 1).

Equacdo 1 — Equacéo para obtencdo do rendimento extrativo. No célculo sao utilizados os
valores de peso do extrato bruto (mg) e peso da droga vegetal seca (mg).

Peso do extrato bruto (img) x 100 (%)
Peso da droga vegetal seca (mg)

Rendimento extrativo (%) =

4.6 ANALISE DOS EXTRATOS POR CROMATOGRAFIA EM FASE LIQUIDA DE
ULTRA EFICIENCIA ACOPLADA AO ESPECTROMETRO DE MASSAS (UHPLC-ESI-
QTOF-MS)

Os extratos foram enviados para analise na Unidade de Protedmica e Espectrometria
de Massa da Rede de Infraestrutura de Apoio a Investigacdo e ao Desenvolvimento de
Tecnologias da Universidade de Santiago de Compostela, Espanha. Foram realizadas analises
por Cromatografia em fase Liquida de Alta Eficiéncia acoplada ao Espectrémetro de Massas
(UHPLC-ESI-QTOF-MS) de todos os extratos obtidos.

Um sistema HPLC (Elute® da Bruker) acoplado a um ionizador por electrospray e um
detector do tipo time off flight (timsTOF® da Bruker). A coluna utilizada foi uma C18 (100 x
2.1mm, com o tamanho de particulas de 2,6 um e 100 A de comprimento de poro e um filtro
in-line de 0.5um x 0,004 de porosidade) de fase reversa da Kinetex® (Phenomenex®). Uma
eluicdo por gradiente foi realizada com a fase movel variando de 95% A e 5% B (Quadro 2)

até as concentragOes inversas, onde A: agua contendo 0.1% (v/v) de &cido formico e B:
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acetonitrila contendo 0.1% (v/v) de &cido formico. Previamente a analise os extratos foram
redissolvidos em etanol a 95% na proporcdo 1:140 (m/v). A andlise foi realizada em uma

razdo de fluxo 0,3 ml/min, volume de injecao de 2ul, durante 16 minutos.

Quadro 2 —Tempo de eluicdo do gradiente no UHPLC-ESI-QTOF-MS/MS.

Tempo (min) %A* %B**

0.0 95.0 5.0

0.40 95.0 5.0

0.50 65.0 35.0

7.00 0.0 100.0

12.00 0.0 100.0

12.10 95.0 5.0

15.00 95.0 5.0

*A: Agua contendo 0.1% (v/v) de &cido formico; **B: Acetonitrila contendo 0.1% (v/v) de 4cido férmico.

A deteccdo espectrométrica de massas foi realizada com ions em modo positivo na
faixa de varredura de 50-1000 m/z. A temperatura capilar foi de 200°C, a pressdo da bainha de
gas foi de 2.5 Bar e a tensdo das lentes capilar e tubular foram de 4500 V. A quantificacdo foi
baseada no conteudo soélido dissolvido em cada extrato e na respectiva area de cada um dos

analitos.

4.7 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E
BACTERICIDA MINIMA (CBM) DOS EXTRATOS FRENTE AO Streptococcus mutans

4.7.1 Cultivo e padronizacéo do indculo

As cepas do Streptococcus mutans (ATCC 25175) foram inoculadas em
microanaerobiose (37°C e 5% CO.) durante 18h. O indculo foi preparado tomando-se de 3 a 4
colbnias da cepa isolada em meio BHI &gar, sendo diluidos em solucéo salina a 0,85% até
atingirem a turbidez correspondente ao tubo 0,5 da escala de McFarland, contendo

aproximadamente 108 unidades formadoras de colonia por ml (UFC/ml) (NCCLS, 2006).

4.7.2 Ensaio microbiolégico com os extratos

O ensaio foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia em Produtos Naturais (LBPN)
da Universidade Federal do Amapad — UNIFAP. A avaliagdo antibacteriana dos extratos
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hidroalcoodlicos de A. oleracea foi realizada através do método de microdiluicdo em placas
(NCCLS, 2006). Foram preparadas solugdes hidroetanolicas a 500 pg/mL de cada um dos
extratos para realizacdo dos ensaios. Foram utilizados como controles o digluconato de
clorexidina a 0,12% (controle positivo), solucdo salina estéril e solucdo hidroetandlica a
12,5% (veiculo) como controles negativos e caldo BHI estéril sem inoculo (controle de
esterilidade). Para determinacdo da CIM, dilui¢des em série (250 a 3,90 pg/mL) dos extratos
foram efetuadas em caldo BHI estéril em microplaca estéril de 96 pocos. Nos pocos iniciais
foram inseridos 90 uL de caldo BHI estéril, 10 uL do inoculo ajustado e 100 pL do extrato. A
placa foi incubada a 37°C e 5% CO> por 24 horas, sendo em seguida adicionados 20 uL de
resazurina a 0,02%, sendo re-incubada durante 1h para a verificagdo da viabilidade dos
microrganismos por mudanc¢a de coloracdo (ARAUJO; LONGO, 2016). A concentracdo
inibitéria minima foi definida como a menor concentracdo de cada extrato capaz de inibir o
crescimento bacteriano (NCCLS, 2006), perceptivel pela auséncia de turbidez e coloracdo
azul ap6s a adicdo de resazurina. A concentracdo bactericida minima foi definida como a
concentracdo minima do agente testado capaz de matar a maioria (>99.9%) dos
microrganismos Vviaveis apos incubacdo (NCCLS, 2006). Para determinar a CBM, aliquotas
de 10 pL obtida a partir da CIM e dos dois pogos ndo turvos imediatamente acima, foram
semeadas em placas de Agar Mueller-Hinton, incubadas a 37°C durante 48h. A menor
concentra¢do com auséncia de coldnias na superficie do agar foi utilizada para se determinar a
CBM. Os mesmos procedimentos foram realizados com os grupos controles. Os ensaios

foram realizados em triplicata.
4.8 ATIVIDADE ANTIBIOFILME

A atividade antibiofilme frente ao biofilme pré-formado de S. mutans foi determinado
através do ensaio de cristal violeta (STEPANOVIC et al, 2004). O in6culo foi preparado da
mesma maneira do teste CIM e CBM. Para a formacdo do biofilme, o caldo BHI estéril
suplementado com 0,5% glicose e o inoculo ajustado na escala 0,5 de McFarland foram
transferidos para uma placa de 96 pogos nas mesmas proporc¢des do teste anterior. A placa foi
incubada a 37°C e 5% CO2 por 24h com o intuito de formagdo do biofilme no fundo de cada
pocgo. Apds este periodo, as placas foram agitadas a 200 rpm por 5 min em um agitador orbital
(Shaker®) para a remocdo de biofilme pouco aderido. Os biofilmes aderidos foram testados
com os extratos hidroalcoolicos em concentracfes de 500 (4xCIM), 1000 (8xCIM) e 2000
pg/mL (16xCIM), digluconato de clorexidina a 0,12% (controle positivo), solugdo salina

estéril e solugdo hidroetandlica a 12,5% (veiculo) como controles negativos e caldo BHI



42

estéril sem inoculo (controle de esterilidade) por 1 min e imediatamente lavados por trés
vezes com solucdo salina estéril. Subsequentemente os biofilmes foram fixados com metanol
e secados a temperatura ambiente por 15 min, corados com cristal violeta a 0,1% e lavados
por trés vezes com solucdo salina estéril. O corante ndo aderido foi removido através de trés
lavagens com solucdo salina estéril. Uma mistura de etanol-acetona (4:1) foi usada para
dissolver o biofilme aderido. A absorbéncia dos pocos foi determinada em um leitor de placa
Elisa (NOVA NI 1800) a A=570 nm. O valor médio de absorbancia dos po¢os sem o inoculo,
bem como os pogos contendo apenas o tratamento com o veiculo, foram utilizados para a

correcao.
4.9 ANALISE ESTATISTICA

A equacdo a seguir foi utilizada para calcular a porcentagem de viabilidade (Equacéo
2). A analise estatistica foi realizada no programa GraphPad Prisma 5.0 usando o teste
ANOVA com Tukey Pos-Test com 95% de confianga.

Equacdo 2 — Equacdo para calculo da porcentagem de viabilidade celular nos ensaios
antibiofilme, sdo utilizados os valores das densidades O6ticas da solugdo salina e amostras. A
absorbancia foi determinada em um leitor de placas Elisa ho comprimento de onda de 570
nm.

D.0.S5.5.— D.0. Amostra
D.0.S.S

Viabilidade do Biofilme % = 100 — ( x 100)

D.0.S.S.: Densidade ética da solugdo salina apds a correcéo.
D.O. Amostra: Densidade 6tica da amostra ap0s a correcéo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZACAO FITOQUIMICA DOS EXTRATOS DE A. oleracea

Nas andlises por UHPLC-ESI-QTOF-MS foram identificados picos da molécula
espilantol ou (2E,6Z,8E)-N-isobutil-2,6,8-decatrienamida em todas as amostras. Em todos os
extratos foram obtidos espectros demonstrando o pico e a razado m/z deste composto bioativo.
Os espectros obtidos foram comparados com o espectro simulado (Compass HyStar,
Bruker®), utilizado como referéncia. A Figura 10 (a) apresenta o cromatograma da amostra
EBE FolPA, onde o pico do espilantol é identificado em 6,9 minutos e coincide com grande

exatiddo com o cromatograma simulado (Figura 10b).

Figura 10 — Cromatogramas da amostra EBE FolPA (a) e do simulado (b) obtidos pela
biblioteca do HPLC-ESI-QTOF-MS, estes confirmaram a presenca do metabdlito secundario
majoritario espilantol em 6,9 minutos de tempo de retencdo. Os parametros da técnica
cromatogréfica estdo descritos no tdpico 4.5.

44444
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Fonte: Autor.

Sabe-se que o tempo de retencdo de uma molécula varia de acordo com as condigdes
da analise e da técnica cromatografica utilizada. Para o espilantol, Anholeto et al. (2017)
obtiveram um tempo de retencdo de 41,9 min utilizando a cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massas (GC-MS). Bae et al. (2010) alcangaram um tempo de retencdo de
4,97 min utilizando cromatografia liquida — com ionizacdo por electrospray - acoplada ao

espectrometro de massas, porém com o detector de fotodiodo. Nesta metodologia utilizada
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por Bae et al. (2010), também foi utilizada uma coluna C18, porém com o didmetro de 50 x
2.1 mm, este fator pode ter interferido no tempo de retencdo entre as amostras.

Diversas teécnicas analiticas tém sido utilizadas para a identificacdo de alquilamidas na
espécie A. oleracea, dentre as quais: ressonancia magnética nuclear, cromatografias em fase
gasosa e cromatografia liquida acoplada ao espectrdmetro de massas. Diferentemente destas,
o método UHPLC pode ser utilizado em extratos brutos, facilitando a identificagdo de
constituintes minoritarios, ademais, a elevada pressdo exercida nas amostras durante o
método, facilita a identificacdo e reduz o tempo de trabalho (MOLINA-TORRES; GARCIA-
CHAVEZ; RAMIREZ-CHAVEZ, 1999; BAE et al. 2010; DUBEY et al., 2013; NAHAR,;
ONDER; SARKER, 2019).

Também foram identificados através da técnica UHPLC-ESI-QTOF-MS o0s picos
correspondentes ao d-limoneno em todas as amostras. Foram identificados com o tempo de
retencdo médio de 10,42 min. Por outro lado, todas as amostras ndo obtiveram dados
qualitativos de mSigma satisfatérios, ou seja, a molécula foi identificada apenas
qualitativamente devido a sua presenca em niveis muito baixos.

Outro fator positivo da técnica é o acoplamento ao espectrdmetro de massas, isto
permite obter tracos de razdo carga/massa, 0 que aumenta a exatiddo na identificagdo das
moléculas. Ao espilantol foi atribuida uma razdo m/z de 222,1846 (Figura 1la), muito
semelhante ao encontrado no espectro padréo (222,1852) (Figura 11b). O d-limoneno obteve
uma razdo m/z 137,1323 (137,1325).
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Figura 11 — Espectros do espilantol demonstrando o pico da razédo m/z. (a) Espectro de massas
do espilantol presente no extrato EBE FolPA demonstrando razdo m/z de 222,1846. (b)
Espectro de massas do espilantol simulado demonstrando razdo m/z de 222,1852.

(a)

1+
222846

X108 22.1852

(b)

100 200 300 400 500 600 700 800 900 m/z
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A literatura especializada relata uma razdo m/z de 221 (RAJENDRAN, et al., 2017);
222 (BOONEN et al., 2010; NOMURA et al., 2013; CRUZ et al., 2016); e 222.2 (BAE et al.,
2010; SINGH, CHATURVEDI, 2012) como correspondente a massa total do espilantol.
Dados estes que se aproximam ao valor de 222,1846 obtidos como massa total da molécula
majoritaria das amostras de A. oleracea, sugerindo que este corresponda ao espilantol.
Segundo LANCAS (2009), inexiste na literatura tamanha aproximacéo dos picos (tracos com
valores superiores a quatro casas decimais) para a referida molécula, o que demonstra a
acuracia da técnica aplicada.

O UHPLC-ESI-QTOF-MS possibilitou ainda obter diferentes fragmentos a partir da
analise de ions do produto (Figura 12). Os fragmentos razdo m/z 67; 81; 98; 107; 123 e 141
sugerem produtos do espilantol [(2E,6Z,8E)-N-isobutil-2,6,8-decatrienamida)], enquanto o
fragmento de razdo m/z 98 sugere um isocianato de isobutila (CsHsNO) (BAE et al., 2010;
SINGH, CHATURVEDI, 2012).
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Figura 12 — Espectro demonstrando os fragmentos da molécula espilantol ou (2E,6Z,8E)-N-
isobutil-2,6,8-decatrienamida obtidos a partir da amostra EBE FolPA.
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Dos fragmentos obtidos do espilantol, o pico razdo m/z 123 sugere o fragmento de
cadeia alquila da molecula espilantol, obtido através da ruptura na ligacdo simples do carbono
alfa-carbonila e o carbono carbonilico, correspondente ao fragmento CoHis (HISERODT et
al., 2004; BAE et al., 2010). Varreduras em modo positivo também apresentam o fragmento
de razdo m/z 98, apresentando-se como uma isobutilamida em varreduras deste tipo
(JACOBSON, 1957).

A razdo massa/carga e o tempo de retencdo foram os mesmos para todas as amostras,

confirmando a viabilidade e robustez da técnica para deteccao precisa desta alquilamida.

5.2 DADOS SEMI-QUANTITATIVOS E QUALITATIVOS DAS AMOSTRAS DE Acmella
oleracea (L.) R. K. JANSEN

Na Tabela 1 estdo listados os dados obtidos dos extratos aquosos. O rendimento global
do EBA FolPA (84,8%) foi mais do que o dobro do rendimento da amostra EBA FolAP
(41,1%). Por outro lado, a amostra EBA FolAP apresentou valores percentuais de espilantol
(96,10%) superiores a amostra EBA FolPA (93,98%). Ambas as amostras apresentaram
valores muito aproximados de tempo de retencdo e razdo m/z (Tabela 1), o que demonstra
precisdo na identificagio da molécula. Ademais, o valor de mSigma< 50 atende
satisfatoriamente aos padrbes de qualidade (Tabela 1) (PELANDER et al., 2011). Nestas
amostras foram identificadas moléculas de d-limoneno, porém, ndo atenderam aos parametros
qualitativos (mSigma> 50).

Na literatura ndo ha relato de rendimento e quantificagdo de extracdo aquosa, sendo
esta aproximacgdo pioneira neste sentido, permitindo a comparagdo com a extracdo
hidroetandlica. Sabe-se que diferentes fatores podem interferir no processo extrativo tendo

direta influéncia sobre o rendimento, seja pelo solvente utilizado, pela parte da planta avaliada
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(ABEYSIRI et al, 2013; FRANCA et al., 2016), pela concentracdo do solvente (BAE et al.,
2010) ou pelo método empregado (FRANCA et al., 2016).

Um fator de mencéo € a viscosidade dos extratos, assim como o rendimento elevado,
0s extratos aquosos de ambas as variacdes regionais apresentaram-se mais viscosos. Esta
viscosidade é um possivel indicativo de ceras. A técnica de hidrodestilagdo requer elevadas
temperaturas (cerca de 100°C) o que facilita a sua solubiliza¢do. Extratos aquosos também séo
mais propensos a obter compostos hidrofilicos de peso molecular elevado, como
glicoproteinas e polissacarideos. Todas estas condi¢des levam a um maior rendimento global
(STASHENKO; PUERTAS; COMBARIZA, 1996; LAPORNIK; PROSEK; WONDRA,
2005; DIAS et al., 2012).

Comparado aos achados literarios, as amostras de extratos aquosos apresentaram
dados superiores em rendimento, entretanto, com valores expressivamente inferiores em
disponibilidade de espilantol (Tabela 1 e 2).

Utilizando a solugdo hidroetandlica a 70%, o rendimento da amostra EBE FolAP
(25,32%), foi maior que a EBE FolPA (15,84%). Se tratando do caule, a amostra EBE CauAP
(26,66%) também apresentou um rendimento superior ao EBE CauPA (15,91%) (Tabela 2).

A amostra EBA FolAP apresentou rendimento (41,1%) 1.6 vezes maior ao encontrado
na amostra EBE FolAP (25,32%), da mesma forma, a amostra EBA FolPA apresentou
rendimento (84,8%) cerca de 5.3 vezes maior que a amostra EBE FolPA (15,84%) (Tabela 2).

Estes dados sugerem que dentro dos métodos extrativos testados, dos solventes
utilizados e das técnicas empregadas, 0 extrato aquoso pode apresentar rendimentos extrativos
superiores ao solvente hidroalcodlico a 70%.

Dentre as folhas, Simas et al. (2013) coletaram mudas de A. oleracea no municipio de
Monte Alegre, Para-Brasil, realizaram a maceracdo a frio das folhas utilizando etanol absoluto
e obtiveram percentuais extrativos (13,20%), corroborando com os dados obtidos (Tabela 2).
O estado do Para foi a regido de cultivo inicial da variagdo regional paraense, onde passou por
modificagdes germinativas e fisioldgicas para chegar a forma que é encontrada hoje. Os dados
de rendimento supdem que a variacdo regional paraense pode manter o rendimento extrativo
utilizando a mesma técnica e solvente, mesmo cultivada em localidades diferentes de sua
origem, mas que contenham o mesmo clima e proximidade nos niveis de precipitagdo (DE
SOUZA et al. 2016).
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Tabela 1 - Dados qualitativos e semi-quantitativos das amostras EBA FolAP e EBA FolPA. Os dados foram obtidos pelo HPLC-ESI-QTOF-
MS/MS, sendo feita a identificacdo do constituinte majoritario espilantol (2E,6Z,8E)-N-isobutil-2,6,8-decatrienamida).

Rendimento <
Concentracdo em Teor (%) m/zmensurado  m/z padrio  mSigma

Amostra Tempo de retencdo (min A
Global (%) P @0 (i) Area
ppmz DP
EBA FolAP 41,1 6,97 79276 47,08 + 3,17 96,10 2221848 222,1852 10,15
EBA FolPA 84,8 6,98 217389 29,35+ 1,65 93,98 222,1851 222,1852 9,55

m/z: Razdo carga/massa; min: Minutos; DP: Desvio Padréo.
Fonte: Autor
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Tabela 2 - Dados qualitativos e semi-quantitativos das amostras de extratos hidroalcodlicos de A. oleracea a 70%. Os dados foram gerados pelo
HPLC-ESI-QTOF-MS/MS, sendo feita a identificacdo do constituinte majoritario espilantol (2E,6Z,8E)-N-isobutil-2,6,8-decatrienamida).

Rendimento _ N 0 _
Amostra Slobal Tempo de retencdo (min) £~ Concentragdo em Teor (%) m/zmensurado  m/z padrdo  mSigma
oba ppmz DP
EBE FolAP 25,32 6,97 603219 11,72+ 0,16 98,55 222,1846 222,1852 47
EBE FolPA 15,84 6,97 21727308 11,32 £ 0,01 99,97 222,1846 222,1852 9,2
EBE CauAP 26,66 6,97 149775 35,40 + 1,02 99,17 222,1850 222,1852 4
EBE CauPA 15,91 6,97 2109548 17,76 £ 0,34 98,83 222,1851 222,1852 6,5

m/z: Razdo carga/massa; min: Minutos; DP: Desvio Padréo.
Fonte: Autor
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Os valores obtidos como o tempo de retencdo, o pico de area e os valores de mSigma
estdo presentes nas Tabelas 3 e 4.

O parametro mSigma € calculado a partir da comparacdo de dois picos: pico simulado
e pico da molécula alvo no escaneamento completo (Figura 10), gerando um fator de
correspondéncia baseado no desvio das intensidades dos sinais (RIOS, ROCA, PEREZ-
GALVEZ, 2015).

O valor mais elevado presente nas amostras averiguadas foi de 10,15 (EBA FolAP)
atendendo satisfatoriamente aos padrées de qualidade (mSigma <50), demonstrando, portanto,
a confiabilidade dos resultados (Tabelas 3 e 4) (PELANDER et al., 2011). Os valores obtidos
pela molécula d-limoneno foram acima deste pardmetro estabelecido.

A presenca estimada de espilantol péde ser determinada em todas as amostras. Os
dados mostram que a concentracdo de espilantol diferiu entre as duas varia¢fes regionais,
partes da planta e os solventes utilizados (Tabelas 3 e 4). O maior percentual de espilantol
encontrado foi na amostra EBE FolPA (99,97%), seguido pela EBE CauAP (99,17%).

Comparando as variedades regionais foi observado que dentre os extratos aquosos,
apesar do menor rendimento alcancado, o extrato EBA FolAP (96,10%) apresentou
concentracdo de espilantol superior ao EBA FolPA (93,98%). Igualmente, apesar do menor
rendimento, o extrato EBE FolPA (99,97%) apresentou percentual de espilantol superior a
amostra EBE FolAP (98,55%). Por outro lado, dentre os extratos hidroalcodlicos obtidos do
caule, a amostra EBE CauAP (99,17%) apresentou teor de espilantol ligeiramente superior ao
extrato EBE CauPA (98,83%), ainda que o seu rendimento tenha sido bastante superior.

Esta espécie é rica em compostos fendlicos e alquilamidas, moléculas que possuem
grande afinidade com solventes como o etanol e metanol. Esta interacdo entre solvente e
molécula supostamente interferiu na maior concentracdo de espilantol em solucdo
hidroetandlica, apesar dos menores rendimentos alcancados (LAPORNIK; PROSEK;
WONDRA, 2005).

No estudo de Bae et al. (2010) um teor de 97% foi obtido utilizando como técnica
extrativa a maceragdo em etanol a 75%, valores proximos, porém inferiores aos teores
alcancados neste estudo. Estes dados ratificam que nestas técnicas extrativas o solvente
hidroalcoolico possa apresentar melhor afinidade extrativa para as alquilamidas em
comparacédo ao solvente aquoso (DIAS et al., 2012).

Os bons rendimentos e concentracbes de espilantol encontrados poderiam ser
justificados por trés motivos, sugere-se: clima e solo favoraveis para o cultivo da A. oleracea;

0 periodo de plantio e coleta das amostras; e o ambiente de semeadura. Segundo Cardoso e
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Garcia (1997) o clima amazonico com temperaturas e umidade relativa do ar elevada, assim
como o solo umidificado, sdo fatores favoraveis para o crescimento da planta. Este ambiente
estimula o desenvolvimento sadio e consequentemente o aumento dos seus metabolitos. Outro
fator favoravel foi o periodo de plantio e coleta das mudas, ocorrido entre os meses de abril e
maio, que segundo o Instituto Nacional de Metereologia (2019) foram 0s meses com 0S
maiores indices pluviométricos do ano de 2018. O periodo de chuvas gera um estresse hidrico
e aumenta a umidade do solo, fator favoravel para o desenvolvimento das mudas.

Por ultimo, as plantas até entdo estudadas foram obtidas em solos e regifes de plantio
aberto. Estes fatores geram um ambiente de estresse pelo contato com outras espécies de
vegetais, animais e pragas, estimulando mecanismos de defesa natural, o que pode elevar os
indices de metabdlitos secundarios.

A espécie A oleracea, diante de sua excelente adaptacdo, possui papel importante na
cultura e culinéria dos estados da Amazénia brasileira, sendo fonte de insumo de grande

parcela de familias que vivem da agricultura de subsisténcia.

5.3 ATIVIDADE BACTERICIDA FRENTE AO Streptococcus mutans

Das diferentes moléculas presente nos extratos da A. oleracea o espilantol (MOLINA-
TORRES; GARCIA-CHAVEZ; RAMIREZ-CHAVEZ, 1999; DUBEY et al., 2013) e o d-
limoneno (LIS-BALCNIN et al., 1999; AGGARWAL et al., 2002; LU; LIANG; LIU, 2013;
MONTIRON; CARIDDI; REINOSO, 2016; PADHAN; PATTNAIK; BEHERA, 2017;
COSTA etal., 2019; LAN et al., 2019) possuem acdo antimicrobiana.

Diante dos dados apresentados pelo screening, as amostras com o maior teor de
espilantol (Tabela 2) foram selecionadas para 0s ensaios microbiologicos: EBE FolPA
(99,97%); e EBE CauAP (99,17%).

Ambos extratos apresentaram CIM e CBM de 125 pg/mL (Tabela 3). Apesar das
concentragOes inibitorias e bactericidas minimas semelhantes, diferentes concentragdes de
espilantol foram obtidas. As amostras EBE FolPA e EBE CauAP apresentaram uma
concentracdo de espilantol de 124,96 pg/mL e 123,96 pg/mL respectivamente (Tabela 3).
Sugere-se que a atividade antimicrobiana possa estar diretamente relacionada ao espilantol,
visto o0 seu elevado teor em ambas as amostras. Porém, também se fazem necessarios testes
com a molécula isolada para eliminar a possibilidade de sinergismo com as demais moléculas.

Dentro dos grupos controle, os pogos contendo digluconato de clorexidina a 0,12%

apresentaram inibi¢do do crescimento, enquanto que a solugéo salina e solucdo hidroetandlica
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(veiculo) apresentaram crescimento bacteriano (controles negativos), indicando que o efeito
bactericida foi resultado somente dos extratos utilizados. O caldo BHI estéril ndo apresentou
crescimento bacteriano, respaldando as condicgdes assepticas empregadas. Nos testes de CBM,
0 controle positivo ndo apresentou crescimento, enquanto nos controles negativos foi

observado o crescimento de col6nias na superficie do &gar apds a incubacéo.

Tabela 3 — Valores da concentracdo inibitéria minima e concentracdo bactericida minima dos
extratos hidroalcodlicos frente ao Streptococcus mutans e a concentragdo de espilantol
(ng/mL) de cada amostra. Os dados estdo expressos como Média = Desvio padrao.

Streptococcus mutans

Amostra Concentracéo de espilantol
CIM e CBM + DP (ug/mL) (ug/mL) *
EBE FolPA 125 124,96
EBE CauAP 125 123,96

*Célculos realizados tendo como base o teor de espilantol nas amostras.
Fonte: Autor.

Em estudo anterior utilizando o extrato metandlico de A. oleracea a 80% frente a cepa
de Streptococcus mutans, demonstrou-se que o extrato em concentracdo de 500 mg/mL néo
apresentou acdo inibitdria. Nele foram realizados testes de disco-difusdo e de concentragédo
inibitéria minima de aderéncia (CIMA). Os resultados demonstraram que o extrato inibiu o S.
mutans apenas no teste CIMA com uma concentracdo de 125 mg/mL, sendo o Unico resultado
positivo encontrado. Os autores concluiram que o extrato poderia de alguma forma inibir a
adesdo da bactéria a superficie, porém, sem poder de inibicdo. Ndo foram realizadas
avaliacBes cromatografias qualitativas e nem quantitativas dos extratos, o que dificulta
comparagOes sobre a composicdo das amostras (CONDE et al., 2015). Foi observado que os
dois extratos testados apresentaram acdo inibitoria e bactericida (Tabela 3) na mesma
concentracdo encontrada neste estudo. Supde-se que a metodologia de escolha para a
avaliacdo da concentragdo inibitoria por disco de difusdo pode nédo ter destacado os melhores
resultados dos extratos, levando os autores a conclusao de que este ndo possuia acdo contra a
bactéria.

O espilantol foi indubitavelmente o constituinte majoritario e mais caracteristico da
Acmella olleracea. A sua agdo antimicrobiana ja foi previamente comprovada em estudos
utilizando a molécula extraida de outras plantas. Obtido a partir de raizes de Heliopsis
longipes demonstrou acgdo bacteriostatica contra Escherichia coli, Erwinia carotovora e

Bacillus subtilis nas concentragdes de 5, 5 e 50 pg/mL, respectivamente. Estes valores estéo
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abaixo dos encontrados neste estudo. Contudo, hé de se considerar que as substancias isoladas
em sua maioria apresentam concentragdes inferiores das encontradas em extratos brutos
(MOLINA-TORRES et al., 2004).

Os resultados de CIM e CBM, ambas com valores de 125 pg/mL, classificam os
extratos em um grupo de agentes com potente atividade antimicrobiana, de acordo com a
classificacdo proposta por Aligiannis et al. (2001). Esta classificacdo propde que agentes com
CIM < 500 pg/mL possuem potente atividade; CIM entre 600-1500 pg/mL possuem
moderada atividade; e CIM > 1600 pug/mL baixa atividade (ALIGIANNIS et al., 2001).

Até 0 momento ndo ha estudos especificos que expliquem o exato mecanismo de acéo
antimicrobiano dos extratos de A. oleracea, entretanto, algumas suposi¢des ja foram
abordadas. As alquilamidas e os compostos fendlicos poderiam desnaturar a membrana
celular microbiana, levando a morte do agente infeccioso (SIKKEMA; DE BONT,;
POOLMAN, 1995; RiOS; RECIO, 2005; DIAS et al., 2012; CHENG et al., 2015).

Apesar dos extratos serem constituidos majoritariamente por espilantol, ndo ha como
afirmar que este bioativo foi o Unico responsavel por este efeito. Além dela, d-limoneno,
escopoletina e 0os compostos fendlicos presentes em menor teor também apresentam atividade
antimicrobiana. Seriam necessarios testes com as moléculas puras para determinar a atividade
e 0s mecanismos especificos, possibilitando determinar ainda a existéncia de sinergismo
(RIOS; RECIO, 2005; REBOUCAS DE ARAUJO et al., 2017).

Agentes antissépticos como digluconato de clorexidina a 0,12%, cloreto de
cetilpiridineo e timol sdo muito utilizados dentro da pratica odontologica. A clorexidina
possui elevado espectro antimicrobiano, facil manejo e aplicagdo. A literatura demonstra uma
variacdo de CIM e CBM deste agente frente ao Streptococcus mutans, sendo-lhe atribuidos
valores entre 0,15 pg/mL e 9,4pg/mL, sem deixar davidas da sua eficacia elevada (LIU et al.,
2012; CAVALHEIRO et al., 2016; FERREIRA et al., 2018).

Da mesma forma, o cloreto de cetilpiridineo apresentou baixas concentraces
inibitérias e bactericidas minimas (0,24 e 0,97 pg/mL, respectivamente), valores
expressivamente inferiores aos das amostras testadas (Tabela 3). Este agente é amplamente
encontrado em enxaguantes orais e apresenta um amplo espectro antimicrobiano, mesmo em
baixas concentracfes (ARAUJO et al., 2012; SO YEON; SI YOUNG LEE, 2019).

Em sua maioria, enxaguantes orais contendo 6leos essenciais de plantas terapéuticas
apresentam como agente antimicrobiano o timol. O timol € um composto fendlico e sua acdo
é baseada na ruptura da parede celular bacteriana, em especial, das gram-positivas. Frente ao

Streptococcus mutans o timol apresentou uma CIM e CBM de 312,5 pg/mL, valores
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superiores aos encontrados nas amostras de A. oleracea (Tabela 3) (MOREIRA et al., 2009;
ARAUJO et al., 2012; FERREIRA et al., 2018).

Silva et al. (2014) realizaram uma triagem com cerca de 2000 espécies de plantas com
possiveis atividades anti-estreptococicas. Dentre estas, 17 espécies foram identificadas com
atividade frente ao Streptococcus mutans. Ipomoea alba (Dama-da-noite) apresentou o0s
melhores resultados com um CIM e CBM de 160 pg/ml, valor pouco superior aos extratos
testados (Tabela 3). O pequeno numero de plantas amazonicas com acdo anti-estreptocdcica
(apenas 0,85% das plantas obtiveram acdo frente ao S. mutans), expressa a relevancia dos
achados como alternativa a esta bactéria.

A comparagdo com outros estudos demonstra que as CIM e CBM encontradas nas
amostras de A. oleracea sao positivas quando comparada a alguns agentes antimicrobianos e
plantas medicinais. Estes testes podem ser aplicados diretamente em culturas planctdnicas,
entretanto, estes valores ndo podem ser aplicados de maneira efetiva quando o biofilme ja esta
estabelecido. So Yeon e Si Young Lee (2019) demonstraram que em alguns casos s&o
necessarias concentracdes de agente antimicrobiano 200x maior em biofilmes maduros
guando comparados a culturas isoladas.

Ao observar o desempenho das amostras de A. oleracea frente ao biofilme pré-
formado de 24 h de S. mutans, é possivel observar resultados diferentes dos obtidos nos testes
CIM e CBM. A amostra EBE CauAP apresentou uma estabilidade durante o ensaio com um
decréscimo da viabilidade bacteriana de acordo com o aumento da concentracdo, ou seja,
guanto maior a concentracdo (16xCIM), maior foi a sua atividade (p<0,05), em contrapartida,
a amostra EBE FolPA se apresentou mais efetiva na reducdo da viabilidade em concentragdes
mais baixas (4xCIM) (Figura 13).

Entretanto, estatisticamente apenas a concentracdo de 4x CIM da amostra EBE FolPA
apresentou inibicdo (50,89%) semelhante a clorexidina (p>0,05) (Figura 13). Nenhuma das
concentracdes da amostra EBE CauAP alcangou uma redugéo semelhante a CHX, entretanto
estas amostras reduziram a viabilidade bacteriana para 58,82-64,30%, e podem ser vistas
como possiveis coadjuvantes em terapias antibiofilme.

Na literatura ha uma variacdo entre 20 a 50% da viabilidade bacteriana ap6s o uso da
clorexidina (FERNANDEZ Y MOSTAJO et al., 2016; BRAGA; PIRES; MAGALHAES,
2018; LIMA et al., 2020). Braga, Pires e Magalhdes (2018) testaram enxaguantes orais
comerciais frente ao biofilme pré-formado por 24h de S. mutans, biofilme este aderido sobre
dentes bovinos cobertos por uma mistura de saliva artificial e humana. O tratamento foi

realizado por 1 min durante 13 dias. PerioGard® e o Noplak® Max, produtos a base de
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clorexidina a 0,12%, apresentam uma atividade antibiofilme entre 44 a 50% contra o S.
mutans, semelhante aos valores encontrados na amostra EBE FolPA 4xCIM (50,89%) ap0s
um dnico tratamento por 1 min (Figura 13). Em contrapartida, enxaguantes orais a base de
cloreto de cetilpiridinio a 0,05% como Oral-B® Complete e o Cepacol® Plus Advanced
apresentaram melhores resultados, com uma reducdo da viabilidade bacteriana proxima a 70%
(BRAGA:; PIRES; MAGALHAES, 2018).

Figura 13 — Viabilidade bacteriana do biofilme de Streptococcus mutans apds 1 min de
aplicacdo dos extratos hidroalcoolicos da folha paraense (EBE FolPA) e caule amapaense
(EBE CauAP) de A. oleracea a 70%. A analise estatistica foi realizada com o teste ANOVA
com Tukey Pos-Test (p<0,05).
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254

o B EBE CauAP 8xCIM

S o- B EBE CauAP 16xCIM

> Tratamentos O CHX

*Amostra que apresentou p<0,05, inibigdo estatisticamente semelhante a clorexidina (controle positivo).
Fonte: Autor.

Outros estudos in vitro e in vivo sdo necessarios para entender 0os mecanismos de acao
dos extratos, a sua acdo frente a biofilmes multiespécies, toxicidade em mucosa oral,
permitindo assim viabilizar a sua aplicabilidade como um fitofarmaco para prevencéo e

tratamento da cérie dentéria.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A técnica UHPLC-ESI-QTOF-MS foi precisa e agil na identificacdo do espilantol e d-
limoneno nos diferentes extratos de A. oleracea. Através do método foi possivel ainda
quantificar o espilantol e obter o perfil dos fragmentos. A quantificacdo das demais moléculas
é uma possibilidade futura.

Os extratos aquosos das folhas de A. oleracea apresentaram rendimentos extrativos
superiores aos extratos hidroalcoolicos, entretanto com concentracGes de espilantol inferiores.
O teor do espilantol se mostrou estavel em todas as amostras com valores acima dos 98%.

As amostras etandlicas de A. oleracea amapaense a 70% apresentaram melhores
rendimentos extrativos, apesar de um quantitativo de espilantol superior nas folhas paraenses
utilizando a mesma concentracédo de solvente.

Os extratos hidroalcodlicos das folhas paraenses a 70% (EBE FolPA) e caule
amapaense a 70% (EBE CauAP) apresentaram 0s maiores teores de espilantol e
concentracOes inibitdrias e bactericidas minimas que os categorizam como promissores. No
teste antibiofilme a amostra de extrato hidroalcoolico das folhas de A. oleracea paraense
(EBE FolPA) em concentracdo 4xCIM foi estatisticamente semelhante ao digluconato de
clorexidina 0.12%.

Novos estudos sobre o mecanismo de acdo dos extratos, avaliacdo de diferentes cepas
e seus efeitos in vivo ainda sdo necessarios, porém, os extratos de A. oleracea podem ser
vistos como um possivel agente antistreptococico e coadjuvante no tratamento da doenca

carie.
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ANEXO A - PARECER DE IDENTIFICACAO TAXONOMICA
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Herbario Amapaense - HAMAB

PARECER
Parecer N® 13/2019 — HAMAB/MNUBICOVIERPA Macapa, 20 de setembro de 2019.

De: Tonny David Santiago Medeiros — Curador HAMAB

Para: Paulo Peretti Junior — Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias da Salde,
Universidade Federal do Amapa

Assunto- Identificagdo Taxonomica e Depodsito de Amostras Botanicas

Prezado Senhor,

Conforme procedimentos adotados & idertificac&o taxondmica do material enviado a
este herbario seguem as informac fes de deposito no HAMAB:

Familia Home Cientifico Coletor(res) | N° Local da E;I:E:'l Data de
Brasil, Amapa, Macapa,
Asteraceae Acmella oleracea (L) RKJansen P.PERETT /01, 02 APA da Fazendinha [
05.07.2019

Forma de Mencionar em Monografias e Manuscritos para Publicagdes

Acmella oleracea (L) RKJansen. Material examinado: Brasil, Amapa, Macapa, APA da Fazendinha,
05 WNI.2019, P. PERETTI, 01 & 02 (HAMAB).

Atenciosamente,

Tonny 0.5.Medeiros
Inst.Peq.Clent.e Tée,
do Estado do Amapé - IEPA
Pesquisador
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Me. Tonny David Santiago Medeiros
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do Patriménio Genético e do Conhecimente Tradicional Associado foi submetide ao procedimente administrativo
de verficacdo e ndo foi objete de requerimentos admitidos de verficacdo de indicios de imegularidades ou, caso
tenha sido, o requerimento de verificagfo ndo foi acatado pelo CGen.

Mimero do cadastro: ADABD24

Usuario: MAYARA TANIA PINHEIRO

CPFICNPJ: 658.503.603-44

Objeto do Acessa: Patriménio Genético

Finalidade do Acesso: Pesquisa e Desenvolvimento Tecnoldgico
E=zpecie
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Titule da Atividade: ESTUDO DO POTENCIAL BIOLOGICO DE PLANTAS MEDICINAIS
AMAZOMNICAS: AVALIA(;ED DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE,
ANTINFLAMATORIA IN VITRO E MICROBIOLOGICA.

Equipe
MAYARA TANIA PINHEIRD Unifap
fernanda cristina alcantara dos santos UFG
Esther de Sousa Figueredo UFG
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