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RESUMO

A doenca bucal mais prevalente e consequente em todo o mundo é a cérie
dentaria que apresenta sérios encargos econémicos e de saude, reduzindo
significativamente a qualidade de vida das pessoas afetadas. Estudos
etnofarmacol6gicos mostram que grupos populacionais utilizam h& séculos
extratos de plantas para o controle da carie. Pesquisas cientificas
demonstram a eficacia de extratos de plantas medicinais contra
microrganismos orais e, consequentemente, seus beneficios na saude
bucal de individuos. Dessa forma, o presente trabalho, visa estudos pré-
clinicos de eficacia e seguranca, preliminares ao desenvolvimento de um
enxaguatorio bucal fitoterpico, com acao antimicrobiana, a partir do 6leo
essencial e extratos etandlicos dos rizomas e do residuo sélido
proveninentes de uma planta medicinal e aromatica da Amazobnia, a
priprioca (Cyperus articulatus). ApGs a obtencdo do o6leo essencial, do
extrato etanolico dos rizomas integros e do extrato etanélico do residuo
sélido de C. articulatus foi realizada a caracterizacdo quimica por
cromatografia gasosa (CG-MS) destes extratos e a atividade
antimicrobiana foi definida pelo teste in vitro de Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM) sobre Streptococcus mutans. A toxicidade foi avaliada pelos
testes in vitro de viabilidade celular sobre fibroblastos Balb/c 3T3 (MTT) e
irritacdo ocular sobre a membrana corio-alantéide do ovo de galinha (HET-
CAM); e pelo teste de toxicidade oral aguda e irritacdo da mucosa oral em
ratos. Os sesquiterpenos foram identificados como o0s principais
constituintes do 6leo essencial e dos extratos, mustacona como composto
majoritario. O Oleo essencial e 0 extrato dos rizomas integros de priprioca
demonstraram forte atividade antimicrobiana nas concentracoes de 0,46
mg/ml e 0,29 mg/ml, respectivamente, frente ao S. mutans e auséncia de
toxicidade para todas as substancias testadas. Estes resultados podem
validar o uso destes produtos naturais na Odontologia e credenciar os
bioativos como potencial droga anticariogénica natural; buscando dessa
forma, alternativas de prevencédo em saude bucal e reduzindo o indice de
doenca carie na regido.

Palavras- chave: Cyperus articulatus, Streptococcus mutans, fitoterapia.



ABSTRACT

The most prevalent and consequential oral disease worldwide is tooth
decay, which presents serious economic and health burdens, significantly
reducing the quality of life of those affected. Ethnopharmacological studies
show that population groups have used plant extracts for centuries to control
cavities. Scientific research demonstrates the effectiveness of extracts from
medicinal plants against oral microorganisms and, consequently, their
benefits on the oral health of individuals. Thus, the proposed study aims at
pre-clinical efficacy and safety studies, preliminary to the development of an
herbal mouthwash, with antimicrobial action, based on essential oil and
ethanolic extracts from the rhizomes and solid residue originating from a
medicinal plant and aromatic plant from the Amazon, priprioca (Cyperus
articulatus). After obtaining the essential oil, the ethanolic extract from the
intact rhizomes and the ethanolic extract from the solid residue of C.
articulatus, we carried out chemical characterization by gas
chromatography (GC-MS) of these extracts and the antimicrobial activity
was defined by the in vitro concentration test. Minimum Inhibitory Control
(MIC) on Streptococcus mutans. Toxicity was assessed by in vitro cell
viability tests on Balb/c 3T3 fibroblasts (MTT) and ocular irritation on chicken
egg chorio-allantoic membrane (HET-CAM); and by testing acute oral
toxicity and irritation of the oral mucosa in rats. Sesquiterpenes were
identified as the main constituents of the essential oil and extracts,
mustacone as the main compound. The essential oil and extract from intact
priprioca rhizomes demonstrated strong antimicrobial activity at
concentrations of 0.46 mg/ml and 0.29 mg/ml, respectively, against S.
mutans and lack of toxicity for all substances tested. These results can
validate the use of these natural products in Dentistry and accredit the
bioactives as a potential natural anticariogenic drug; In this way, seeking
prevention alternatives in oral health and reducing the rate of caries disease
in the region.

Keywords: Cyperus articulatus, Streptococcus mutans, phytotherapy.
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1. INTRODUCAO

Cerca de 2,4 bilhdes de pessoas sdo acometidas por carie dentaria,
0 que representa 1/3 da populagdo mundial. Nas ultimas décadas, a carie
se tornou a doencga bucal mais comum entre criangas de todo o mundo,
onde a carie nao tratada foi a décima condigdo mais prevalente afetando
mais de 621 milhdes de criangas. No Brasil, 43,5% das criangas até aos 12
anos de idade apresentam a doencga carie na denticdo permanente, da
mesma forma que criangas brasileiras de até 5 anos de idade manifestam
aproximadamente 2,43 dentes com experiéncia de carie (CHEN et al.,
2019; PITTS et al, 2017; BRASIL, 2012).

As disparidades regionais em saude bucal observadas desde o
inquérito de 1986 perpetuam as marcantes desigualdades, especialmente
entre criangas e adolescentes, onde as regides Norte e Nordeste
apresentam recorrentemente os piores indicadores de saude bucal. Além
dos maiores valores de prevaléncia de cérie, a regido Norte, apresentou
também as maiores proporcdes de dentes cariados, ou seja, ainda néo
tratados, em relagédo aos dentes obturados e perdidos (BRASIL, 2012). A
reducédo das desigualdades socioecondmicas e o incremento das medidas
de saude publica direcionadas a comunidades mais carentes, constituem
ainda um desafio para os dirigentes e profissionais de saude no pais (LIMA
et al., 2020).

A cérie dentaria é, portanto, uma doenca bucal de alta prevaléncia e
a sua etiologia esta relacionada a presenca de um hospedeiro suscetivel,
um biofilme microbiano e dieta cariogénica (INNES et al., 2016), e dentre
0S principais microorganismos responsaveis pela formacao do biofilme oral,
podemos destacar o Streptococcus mutans, considerado o agente
etiolégico da carie em humanos e responsavel pelo inicio da doenca
(MILHO et al., 2021).

As doencas bucais, quando néo tratadas, levam na maioria das
vezes, a dor incessante, sepse, qualidade de vida reduzida, dias de escola
perdidos, interrupcdo da vida familiar e diminuicdo da produtividade do
trabalho. Deste modo, torna-se pertinente e importante a implementacao
de métodos de prevencdo, haja vista que, os custos do tratamento de

doencas bucais impdem grandes encargos econémicos as familias e aos



sistemas de saude (PERES et al., 2019)

Dentre os métodos de prevencédo da céarie, o método mecéanico que
consiste na correta higienizacdo através de escovacéo e uso do fio dental,
€ o método mais eficaz na remocdo do biofilme dental, capaz de
desagregar e remover depositos microbianos aderidos nos dentes (SILVA
et al., 2011; WORTHINGTON et al., 2019). Porém, esse método sozinho
pode nédo ser totalmente eficaz, pois depende da habilidade e destreza
manual dos individuos para realizacdo da escovacao dentaria e limpeza
interdental de qualidade, sendo assim, € importante associar
procedimentos quimicos para controlar a formacédo do biofilme (CHAN et
al., 2022).

Como o biofilme é uma associagdo organizada, composto por saliva,
bactérias e seus produtos, fluido gengival, sangue e restos alimentares
capaz de aderir aos dentes e causar alteracdes patolégicas na cavidade
oral, sua desagregacao €é indicada o quanto antes (LOBO et al., 2019). Por
isso, é importante associar procedimentos quimicos e mecanicos para
controlar sua formagao (MOTALLAEI, 2021).

Existem evidéncias cientificas de que os enxaguatorios bucais, que
sdo considerados métodos quimicos, desempenham papel chave e de
valor significativo como coadjuvantes dos métodos mecéanicos para
prevencao e tratamento das doencas bucais. Entretanto, em nenhum caso
devem substituir os métodos mecanicos de remocao da placa, e sim atuar
como auxiliares do mesmo, atuando como auxiliar na complementacgéo da
higiene bucal por agirem sobre 0s microrganismos patogénicos,
dificultando a adeséo e proliferacdo desses microrganismos nas superficies
orais e a acao de suas enzimas (OLIVEIRA et al., 2018).

Entre os compostos ativos mais utilizados em antissépticos bucais
temos a clorexidina. InUmeros estudos demonstraram a eficacia do
digluconato de clorexidina 0,12% na redugéo e formacao do biofilme oral.
Entretanto o uso diario desta solucdo apresenta efeitos colaterais
indesejaveis como manchas nos dentes e na lingua, perda do paladar e
sensacao de queimacdo na mucosa oral; além disso, o uso prolongado
pode desenvolver cepas microbianas resistentes (MARINHO; ARAUJO,
2007; KULIK et al., 2015).



A necessidade de medicar e a disponibilidade de plantas mescladas
no processo civilizatério constituiram os primordios do ato de curar,
remontando a antiguidade o uso de vegetais como medicamentos
(MARINHO; ARAUJO, 2007). Estudos tem comprovado que plantas
medicinais sdo uma rica fonte de compostos bioativos, ou bionutrientes,
gue estdo presentes em sementes, raizes, folhas, flores ou mesmo em toda
a planta, assumindo-se assim como importantes fontes de compostos com
caracteristicas de aditivos alimentares, aromatizantes e no tratamento de
diversas doencas, a nivel industrial. A utilizacdo destas e/ou fitoterapicos
traz grandes vantagens no processo de promoc¢do da saude, pois seus
compostos biologicamente ativos podem suprimir patdgenos e prevenir a
progressdo de doencas, destacando-se dessa forma, como alternativa
promissora e interessante aos compostos sintéticos (MILHO et al., 2021;
REN et al., 2016; MARINHO; ARAUJO, 2007; ROCHA et al., 2020).

O uso de antimicrobianos fitoterapicos podem se tornar alternativas

viaveis para o controle da placa bacteriana, contribuindo no controle do
crescimento desordenado da microbiota oral, contornando transtornos
proporcionados por cepas resistentes devido ao uso indiscriminado dos
antimicrobianos sintéticos, facilitando o acesso das populacdes mais
carentes aos enxaguatorios bucais, podendo ser utilizado como estratégia
na reducéo do indice de céarie na populacdo (MARINHO; ARAUJO, 2007).

Na regido Amazodnica, existe uma grande biodiversidade de plantas
medicinais utilizadas de maneira empirica, contudo, algumas com potencial
antiinflamatdrio e antimicrobiano ja comprovados cientificamente (CONDE

et al., 2015; FERREIRA, 2018a; KASPER et al., 2020). Dentre estas
espécies utilizadas para fins terapéuticos podemos citar Cyperus
articulatus, planta aromética conhecida popularmente como priprioca. Esta
espécie nativa ocorre naturalmente no Norte, Nordeste e Sudeste do Brasil.

A espécie produz um 6leo volatil amarelo intenso, com valor econdmico
para a producao de perfumes e fragrancias na industria cosmética (FLORA
DO BRASIL, 2019);

Dentre as finalidades terapéuticas desta espécie vegetal, varias ja
foram comprovadas por diversos autores, como a atividade antimicrobiana

contra bactérias gram-positivas e leveduras (FREIRES et al. 2015;



GALVAO et al, 2012; OLADOSU et al., 2011; KASPER et al., 2018),
propriedade anticonvulsivante (NGO BUM et al, 2003), atividade
antiparasitaria (METUGE et al., 2014; SILVA et al., 2019), atividade
antioxidante (DESMACHELIER et al., 1997) e anti-inflamatoria
(FERREIRA, 2018). Em pesquisa feita por Bersan et al. (2014) os
resultados confirmam acéo efetiva do 6leo essencial de C. articulatus sobre
microrganismos orais estudados (Candida albicans, Streptococcus
sanguis, Streptococcus mitis, Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium
nucleatum), com capacidade de controlar a formacdo de biofilme.
Entretanto, estudos que comprovem a aplicabilidade dessa planta na
Odontologia sé&o escassos, justificando a importancia deste estudo.

Do mesmo modo, ndo sdo encontradas pesquisas relacionadas aos
residuos oriundos do processo de extragao de 6leo essencial e assim como
a maioria das plantas, a priprioca apresenta baixo rendimento de o6leo
essencial, o que exige grande quantidade de material vegetal, ocasionando
a producgédo de grande volume de residuo vegetal. Durante o processo de
obtencdo do 6leo essencial dos rizomas de C. articulatus L., um residuo
sélido é gerado e descartado, embora comprovada a presenca de
substancias bioativas nesse subproduto, tornando-o candidato a matéria-
prima de produtos sustentaveis (SILVA et al., 2021; KASPER et al., 2020;
ASSIS et al., 2020).

Pesquisas mostraram que muitas plantas medicinais possuem
substancias agressivas e, por esta razao, devem ser utilizadas respeitando
os riscos toxicoldgicos (PINHEIRO et al., 2020). Assim, os medicamentos
fitoterapicos devem ser considerados com 0 mesmo rigor que 0S
medicamentos sintéticos conforme resolucdo da ANVISA (2014b). A
fiscalizagdo e a obediéncia as instru¢gdes normativas devem ocorrer nas
etapas de extragdo, no processamento, na conservagdo € no
armazenamento, de modo, a evitar contaminagao microbiana com
consequente perda das suas propriedades, diminuindo com iSso 0S riscos
a pacientes ou consumidores desses produtos. O controle de qualidade
engloba uma série de ensaios e testes que vao desde a identificagao
botanica da planta até o doseamento dos principios ativos, passando por

analises microbiolégicas, onde se analisa a contaminagdo por micro-



organismos (sobretudo bactérias e fungos) que podem provocar diversos
prejuizos a saude do consumidor (ANVISA, 2014b).

No tocante a saude bucal a fitoterapia ainda € negligenciada.
Entretanto, os produtos de higiene oral com ativos de origem vegetal tem
sido sendo cada vez mais estudados com protocolos mais modernos para
comprovar a eficacia da utilizagdo de determinadas plantas no tratamento
das doencgas bucais com beneficios a populagdao (BERSAN et al., 2014;
SEVERO et al., 2023).

Dessa forma este estudo teve por objetivo realizar estudos pré-
clinicos de eficacia e seguranca, preliminares ao desenvolvimento de um
enxaguatorio bucal fitoterapico, com acéao antimicrobiana, a partir do 6leo
e extratos de priprioca (Cyperus articulatus). Realizar a obtencao,
caracterizacdo quimica e ensaios pré-clinicos de eficacia da atividade
antimicrobiana in vitro sobre Streptococcus mutans; ensaios pré-clinicos de
seguranca: atividade citotoxica e irritacdo ocular in vitro; toxicidade oral
aguda e irritacdo da mucosa oral in vivo (ratos) de 6leo essencial, extratos

etanolicos de rizomas integros e do residuo sélido de C. articulatus.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 A Saude Bucal no Brasil

A implantacdo do Sistema Unico de Saude (SUS) em 1990, e da
Politica Nacional de Saude Bucal - Brasil Sorridente em 2004, ampliou o
acesso aos cuidados em saude bucal na atencdo primaria e especializada
incluindo ai a agua tratada e fluoretada, contribuindo para o fortalecimento
das a¢bes de promocao e prevencdo em saude bucal no Brasil. Essas
iniciativas, por sua vez, resultaram na melhoria das condicdes de saude
bucal da populacdo brasileira, ilustrada pela condicdo de prevaléncia de
carie, que mudou de moderada, em 2003, para baixa em 2010, segundo
critério adotado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Porém, a
carga de doencgas e 0s impactos que comprometem a qualidade de vida
dos individuos ainda permanecem elevados, sobretudo nos grupos sociais
menos favorecidos (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

O indice CPOD (indice de dentes cariados, perdidos e obturados),
formulado por Klein e Palmer (1937) é usado pela Organizacao Mundial de
Saude, para avaliar a prevaléncia da céarie dentaria em diversos paises. No
Brasil, o Ministério da Saude, realiza o levantamento epidemioldgico de
saude bucal em nivel nacional desde 1986, onde o CPOD encontrado foi
6,7 0 que € considerado muito alto pela OMS (Organizacao Mundial da
Saude). Em 2010 no ultimo levantamento epidemiolégico realizado, o valor
correspondente a 2,1 colocou o Brasil no grupo de paises com baixa
prevaléncia de carie. Esta expressiva diminuicdo na prevaléncia geral da
doenca foi alcancada através de politicas publicas voltadas a prevencao e
promocdo de saude bucal, inclusdo de acBes odontoldégicas no PSF
(Programa de Saude da Familia), aumento do acesso a agua fluoretada e
ao dentifricio fluoretado (BRASIL, 2012; AGNELLI, 2015).

Entretanto, considerando as cinco regides brasileiras, em quatro
houve reducdo do indice no periodo que vai de 2003 a 2010, de acordo
com a pesquisa, porém, na regiao Norte, ndo se verificou redugdo e sim um
aumento neste indice (Figura 1). Aléem dos maiores valores de prevaléncia
de cérie, a regido Norte, apresentou também as maiores propor¢des de

dentes cariados, ou seja, ainda nado tratados, em relacdo aos dentes



obturados e os perdidos. Esse fato € um indicativo de que ocorre no Brasil,
a polarizacao da carie dentéaria, pois nas regides brasileiras mais pobres
este problema é consideravelmente maior. A reducdo das desigualdades
socioeconbmicas e o0 incremento das medidas de salde publica
direcionadas a comunidades mais carentes, constituem ainda um desafio
para os dirigentes e profissionais de saude no pais (BRASIL, 2012,
AGNELLI, 2015; VERAS et al., 2022).

Figura 1. Evolugéo do indice CPO-D para 12 anos por regido no Brasil.

Evolugdo do indice CPO-D para 12 anos no Brasil

bbbk

i Norte Nordeste Sudeste \Centro Oes'e Brasil
®1986 7.5 | 69 59 6,3 [ 8,5 | &7
M 1996 43 3 2,1 24 \ 2,8 f 3,1
quoos 3,13 319 23 231 | 3,06 2,78
| 2010 316 263 | 172 | 206 | 2,63 2,07

Fonte: BRASIL 2012.

2.2 Etiologia da cérie dentaria

Descrito pela primeira vez na literatura em 1634, o vocabulo Carie
Dentaria € derivado do latim e foi inicialmente utilizado para descrever
“buracos” nos dentes, sem conhecimento aprofundado tanto da etiologia
como da patogénese da doenga. Atualmente, € definida como uma
patologia de alta prevaléncia e multifatorial que envolve um hospedeiro
suscetivel, um biofilme microbiano e dieta cariogénica. Assim, ocorre uma
alteracdo dos microrganismos da doenga carie, que antes eram
equilibrados e de baixa cariogenicidade, para uma populagdo de
microrganismos desequilibrada de alta cariogenicidade (INNES et al., 2016;
YANG et al., 2018; KARCHED et al., 2019).



As superficies dos dentes sédo cobertas por um filme condicionador
de proteinas e glicoproteinas (a pelicula adquirida) que sédo derivadas
principalmente da saliva, mas também contém componentes de bactérias
e seus produtos, fluido gengival, sangue e restos alimentares; dessa forma,
a pelicula adquirida, fornece locais de ligacéo para adesédo dos primeiros
colonizadores bacterianos da superficie do dente, levando a formacao do
biofilme dental (LOBO et al., 2019).

Os principais colonizadores bacterianos que aderem a superficie do
dente pertencem aos géneros Actinomyces, Streptococcus, Haemophilus,
Capnocytophaga, Veillonella e Neisseria. No entanto, a presenca dessas
colénias microbianas recobrindo as superficies dentarias, por si s6 hdo sédo
suficientes para causar a doenca, as interrelagbes existentes entre
microrganismos, substrato, hospedeiro e tempo sao os principais fatores
que levam ao desgaste continuo de minerais promovendo o0 aparecimento
de lesdes cariosas (BALHADDAD et al.,, 2019). Estas lesbes, podem
comprometer o esmalte, a dentina e/ou o cemento, progredindo lentamente
até a total destruicdo do dente conforme a atividade de carie e o tempo
deste processo, podendo alterar de semanas, meses e até anos. A doenga
torna-se autolimitante a medida que o biofilme - que recobre a superficie
dentaria — € desorganizado de forma mecanica e regular (FEJERSKQOV et
al., 2017).

Dentre os Streptococcus que iniciam a construcéo do biofilme dental,
o principal € o Streptococcus mutans - cocos Gram-positivos, anaerdbicos
facultativos, acidogénicos e aciduricos capazes de formar polissacarideos
extracelulares - altamente cariogénicos devido a sua capacidade de
colonizar superficies duras - essa caracteristica deve-se a presenga de
adesinas, as quais permitem a adesao a superficie dos dentes e a outros
microrganismos encontrados no biofilme. Por esse motivo, sao
considerados os principais agentes etiolégicos da carie em humanos e
responsaveis pelo inicio da doenca (JAKUBOVICS et al., 2005; MILHO et
al., 2021).

Quando expostos a uma dieta rica em acgucar, estes microrganismos
metabolizam carboidratos e produzem acidos que desmineralizam a

estrutura dentaria. Os carboidratos sao fermentados de modo direto, mas,



na presenca de grandes quantidades, sdo armazenados na forma de
polissacarideos intra (PIC) e extracelulares (PEC), estes auxiliam na sua
aderéncia ao biofilme dental e agueles agem como reservas energéticas
(MILHO et al., 2021).

As enzimas glicosiltransferases produzidas por Streptococcus mutans
foram reconhecidas como fatores de viruléncia na patogénese da cérie
dentaria. Estas convertem sacarose em polimeros insoluveis, os glucanos,
gue promovem a adesdo e o acumulo de outras bactérias na superficie do
dente e desempenham um papel essencial no desenvolvimento da placa
dentaria patogénica relacionada a atividade de formacdo de carie. Em
conjunto, as bactérias ligadas localmente produzem acidos organicos
persistentes através da glicdlise, que alteram o ambiente &cido ao redor da
superficie do dente, levando assim a desmineralizacdo (NAM e HWANG,
2021). Por esse motivo, 0 mecanismo de viruléncia do S. mutans tem sido
0 mais estudado e conhecido quando comparado as outras espécies
(LOBO et al., 2019).

A presenca do acido Ilatico oriundo do metabolismo dos
microrganismos, promovem o decréscimo do pH, 0 que aumenta a
solubilidade dos minerais dos dentes, iniciando 0 processo de
desmineralizacdo. Dessa maneira, as lesdes cariosas sao advindas do
desequilibrio fisiolégico entre o conteudo mineral do substrato e os fluidos
do biofilme e da cavidade oral (BALHADDAD et al., 2019).

Por isso, enquanto o pH for maior que 5,5 a tendéncia € que — por
difusdo — o dente receba os ions calcio e fosfato, uma vez que a saliva esta
saturada desses ions, evitando que as estruturas dentarias se dissolvam.
Em contrapartida, quando existe a presenga do acido latico oriundo do
metabolismo dos microrganismos, ocorre a diminui¢do do pH para niveis
considerados criticos, sendo menor do que 5,5, ocasionando, assim, a
dissolugdo dos cristais de hidroxiapatita. Assim, no processo
desmineralizagao-remineralizagao (DES-RE) ocorre uma maior perda de
mineral do que uma reposi¢ao de ions, 0 que acarreta na progressao das
lesdes cariosas (BALHADDAD et al., 2019).

Além dos fatores determinantes para a doenca ja citados

anteriormente, como: interacao entre hospedeiro, dieta, biofilme e tempo,
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evidéncias atuais sugerem que a estrutura social, determinantes culturais,
econbmicos, ambientais e relacionados ao sistema de saude, séo fatores

intrinsecos envolvidos na etiologia da carie dentaria (FRAZAO et al., 2012).

2.3 Métodos de prevencédo da doencga

As doencgas bucais quando néo tratadas, levam na maioria das vezes,
a dor incessante, sepse, qualidade de vida reduzida, dias de escola
perdidos, interrupgéo da vida familiar e diminuicdo da produtividade do
trabalho. Pensando nisso, torna-se pertinente e importante a
implementacdo de métodos de prevencdo, haja vista que os custos do
tratamento de doencas bucais impdem grandes encargos econdémicos as
familias e aos sistemas de saude (PERES et al., 2019).

2.3.1 Controle mecéanico

O controle mais eficaz do biofilme dental é a correta higienizagédo
através de escovacao e uso do fio dental. A escovacdo é o recurso mais
utilizado, com a funcéo de desagregar e remover os depdsitos microbianos
aderidos, através da acdo mecénica das cerdas da escova. O fio dental por
sua vez, tem como funcdo remover o biofiilme dental dos espacos
interproximais dos dentes, contribuindo para a prevencdo de caries,
gengivite e halitose. Este pode ser utilizado com auxilio de passa ou porta
fio dental, por pacientes portadores de aparelhos ortodonticos ou de
préteses fixas. Outro recurso a ser utilizado sdo os limpadores de lingua,
gue sédo especificos para a higienizacdo desta area da boca, removendo a
saburra lingual que é comparavel ao biofiime dental, promovendo uma
higienizagdo adequada e removendo a camada branca amarelada,
deixando a lingua com aspecto saudavel e apresentando uma coloragao
avermelhada (SILVA et al., 2011).

A instrucéo de higiene oral deve ser adequada individualmente para
cada paciente com base nas suas necessidades pessoais e em outros
fatores. O paciente deve estar envolvido no processo de
educacado/motivacgéo, visando a mudanca de comportamento necesséria a
manutencdo e recuperacdo de sua saude bucal (SILVA et al., 2011).
Substéancias evidenciadoras de placa, sdo imprescindiveis na orientacao

da escovacéo ou uso do fio dental, pois revelam as areas envolvidas pelos
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depdsitos microbianos, constituindo um complemento ideal para higiene
bucal eficaz (EMMI, 2006).
2.3.2 Enxaguatérios bucais

Vimos que, suprimir e evitar o acumulo de biofilme é essencial para a
prevencdo da doenca carie, e a maneira mais eficiente € por meio do
controle mecanico. Porém, esse método sozinho pode néo ser totalmente
eficaz, pois depende da habilidade e destreza manual dos individuos para
realizacdo da escovacao dentéria e limpeza interdental de qualidade. Como
o biofiime é uma associacdo organizada, capaz de aderir aos dentes e
causar alteracdes patologicas na cavidade oral, sua desagregacdo €
indicada o quanto antes (WORTHINGTON et al., 2019). Considerando a
importancia dessa dissociacdo, € importante associar procedimentos
guimicos e mecanicos para controlar sua formacao (CHAN et al., 2022).

Existem evidéncias cientificas de que os enxaguatorios bucais, que
sdo considerados métodos quimicos, desempenham papel chave e de
valor significativo como coadjuvantes dos métodos mecéanicos para
prevencao e tratamento das doencas bucais. Entretanto, em nenhum caso
devem substituir os métodos mecéanicos de remocéao da placa, e sim atuar
como auxiliares do mesmo, eles atuam como auxiliar na complementacao
da higiene bucal por agirem sobre o0s microrganismos patogénicos,
dificultando a adeséo e proliferacdo desses microrganismos nas superficies
orais e a acao de suas enzimas (OLIVEIRA et al., 2018).

Atualmente, o mercado odontolégico apresenta ampla variedade de
enxaguantes bucais, com diferentes ingredientes e principios ativos em sua
composicdo (Quadro 1). Entre os compostos ativos mais utilizados em
antisépticos bucais temos a clorexidina, cloreto de cetilpiridinio, triclosan,
além de produtos naturais como os 6leos essenciais, que sdo substancias
volateis extraidas de plantas pela técnica de arraste a vapor com grande
aplicagdo como coadjuvantes terapéuticos (ARAUJO, 2012).

Além destes, o peréxido de hidrogénio (H202) tem sido utilizado como
enxaguatorio bucal de primeira geragéo para diminuir a formacao de placa
bacteriana e controlar doenca periodontal, exercendo efeitos
antimicrobianos através da liberacdo de oxigénio contra organismos Gram-

positivos e Gram-negativos. Estudos anteriores apontam que
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enxaguatorios bucais com H202 de baixa concentragdo (< 1,5%) sao
seguros, inclusive quando usados por longo prazo, em contrapartida,
guando utilizados em concentracdo de 3% foram encontrados efeitos
colaterais, como ulceracdes orais (KAMOLNARUMETH et al., 2021).

Quadro 1: Compostos ativos mais utilizados como antissépticos bucais

Composto Formula Estrutura quimica
HN NH
clorexidina | C22Hz0Cl2N1o HN}_N}}““ ”“fN_Q“”
2) é
Cl Cl
—
cloreto de |

SNE e
cetilpiridinio C21H3sCIN w

Cl OH
triclosan C12H7Cl302 /©/D\©\
Cl Cl

peréXidO de /’/_'::_-"—\\_"‘:‘::
aH \ o

hidrogénio H202 ! onon @@/‘_md_
@;&,@ 9¢

A clorexidina é utilizada em diferentes férmulas para o controle da

placa dental. No Brasil, € mais frequentemente encontrada em
enxaguatorios na concentracao de 0,12%, mas também pode ser usada na
concentragéo de 0,20%. Considerada um dos biocidas mais utilizados em
formulacbes antissépticas age principalmente sobre bactérias gram-
positivas, além de leveduras e dermatéfitos (MARINHO; ARAUJO, 2007).
A clorexidina (C22H30Cl2N10) € um antibacteriano de largo espectro, do
grupo quimico das biguanidas, com propriedade catibnica, alto poder
desinfetante, que controla a placa bacteriana em humanos. E uma

molécula simétrica e estavel, tendo afinidade com as bactérias, agindo
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através da interacdo eletrostatica de sua carga positiva com a negativa da
parede celular bacteriana, 0 que aumenta a permeabilidade desta parede,
ocorrendo a ruptura e precipitacdo do citoplasma, causando a morte do
microorganismo (RECHE, 2005).

Inimeros estudos demonstraram a eficacia do digluconato de
clorexidina 0,12% na redugéo e formagé&o do biofilme oral. Entretanto o uso
diario desta solucdo apresenta efeitos colaterais indesejaveis como
manchas nos dentes e na lingua, perda do paladar e sensacdo de
gueimacdo na mucosa oral; além disso, o uso prolongado que pode
desenvolver cepas microbianas resistentes (MARINHO; ARAUJO, 2007;
KULIK et al., 2015).

O cloreto de cetilpiridinio (C21HszsCIN), € um composto de amonio
guaternario, apresenta atividade antimicrobiana relacionada a parte
catibnica da molécula, e de modo semelhante ao mecanismo de acado da
clorexidina, age sobre bactérias Gram-positivas e leveduras (MARINHO;
ARAUJO, 2007). Entretanto apresenta algumas desvantagens, tais como a
liberacdo rapida e a possibilidade de ser neutralizado. Seu uso prolongado,
da mesma forma que ocorre com a clorexidina, pode promover a sensacao
de queimacdao, descoloracdo dentéria e da lingua, ulceracdo da mucosa e
aumento na formacao de tartaro em funcao de este composto promover o
aumento dos niveis de calcio e fésforo (SIMOES et al., 2011)

Jéa o triclosan (C12H7Cl30z2) tem sua acdo baseada na desorganizacao
da membrana celular e inibicdo inespecifica de enzimas da membrana.
Esta molécula possui amplo espectro antimicrobiano, com atividade contra
bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos. Porém estudos in vivo
tém demonstrado que a eficacia antiplaca e substantividade do triclosan
sozinho sdo limitadas, técnicas diferentes sdo entdo adotadas para
aumentar a sua acdo. A primeira consiste em aumentar a retencéo oral e
diminuir o indice de liberacdo através da adicdo de um copolimero
comercialmente conhecido como Gantrez e a segunda consiste em
potencializar o seu efeito adicionando citrato de zinco (MARINHO;
ARAUJO, 2007).

Enxaguatorios naturais apresentam em sua composi¢cdo Oleos

essenciais. Embora sejam normalmente utilizados como flavorizantes, os
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Oleos essenciais podem contribuir com a propriedade antimicrobiana do
produto devido a presenca de compostos fendlicos como seus principais
constituintes, os quais agem principalmente sobre bactérias gram-positivas
e leveduras (NIKSERESHT et al., 2019; ALVIANO et al., 2005). Além do
Oleo, extratos de folha e/ou casca de algumas plantas, confirmaram
atividades antimicrobianas frente a microorganismos cariogénicos da
cavidade bucal, evidéncias que podem ser fundamentadas pela presenca
de metabdlitos secundarios, como os flavonoides e saponinas, que
conferem essa atividade antimicrobiana (ROCHA et al, 2020).

O uso de antimicrobianos fitoterapicos naturais pode contribuir no
controle do crescimento desordenado da microbiota oral contornando
transtornos proporcionados por cepas resistentes devido ao uso
indiscriminado dos antimicrobianos convencionais. Os resultados dos
estudos com enxaguatérios bucais fitoterapicos mostram a importancia e a
necessidade de se avaliar meios alternativos e economicamente viaveis
para o controle da placa bacteriana, facilitando o acesso das populacdes
mais carentes aos enxaguatérios bucais, podendo ser utilizado como
estratégia na reducdo do indice de céarie na populacdo (MARINHO;
ARAUJO, 2007).

2.3.3 Plantas medicinais

Plantas medicinais séo utilizadas pela sociedade desde os tempos
remotos, o que ainda acontece atualmente, por ser uma atividade cultural
ou por estar relacionado a dificuldade de acesso aos sistemas
convencionais de satde (ILDEFONSO JUNIOR; MONTEIRO, 2020).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, planta medicinal é
qualquer vegetal que possui compostos que possam ser empregados para
fins terapéuticos seja in natura ou formulados como fitoterapicos. Os
fitoterapicos, por outro lado, sdo medicamentos tecnicamente formulados
e obtidos unicamente a partir de produtos de origem natural, utilizados
como terapias artesanais, na forma de chas, solu¢des e/ou comprimidos
(BRASIL, 2014).

Plantas medicinais sdo uma rica fonte de compostos bioativos, ou
bionutrientes, que estdo presentes em sementes, raizes, folhas, flores ou

mesmo em toda a planta, assumindo-se assim como importantes fontes de
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compostos com caracteristicas de aditivos alimentares, aromatizantes e no
tratamento de diversas doencgas, a nivel industrial. A utilizacdo destas e/ou
fitoterapicos traz grandes vantagens no processo de promocao da saude,
pois seus compostos biologicamente ativos podem suprimir patégenos e
prevenir a progressdo de doencas, destacando-se dessa forma, como
alternativa promissora e interessante aos compostos sintéticos (MILHO et
al., 2021).

Em 2006, por meio da Politica Nacional de Préticas Integrativas e
Complementares, o uso de plantas medicinais e a fitoterapia foram
introduzidos no Sistema Unico de Saude (SUS) (BRASIL, 2006). No
entanto, na odontologia brasileira, apenas em 2008 a fitoterapia foi
reconhecida e regulamentada como pratica integrativa e complementar a
saude bucal pelo Conselho Federal de Odontologia, no dia 19 de novembro
de 2008, pela Resolugao n° 082/2008-CFO.

Apesar da regulamentacdo do exercicio da fitoterapia, o
desconhecimento sobre indicagbes e cuidados no uso de plantas
medicinais ainda é grandemente desconhecida e ndo acreditada entre os
profissionais de satde. De acordo com d’Avila et al. (2021), na odontologia
a utilizacdo de plantas medicinais para tratar patologias bucais ou para
tratar doencas sistémicas com manifestacbes bucais ainda € pouco
explorada. No entanto, seu uso nessa area vem sendo cada vez mais
frequente devido a varias propriedades nelas presentes, destacando-se a
elevada atividade terapéutica e melhor biocompatibilidade cientificamente
comprovadas, quando comparados aos medicamentos convencionais.
Dentre os fitoterapicos mais utilizados na Odontologia, que apresentam
acdo consubstanciada por testes clinicos e laboratoriais sdo: o cravo
da-india (Syzygium aromaticun L.), a camomila (Matricaria recutita L.), a
malva (Malva sylvestris), a romd@ (Punica granatum), a unha-de-gato
(Uncaria tomentosa) e o prépolis (Apis melifera) (GOMES et al., 2020).

O cravo-da-india (Syzygium aromaticun L.) € cultivado em varias
partes do mundo, incluindo o Brasil, a partir dele se extrai o eugenol, um
O0leo essencial com agdo antimicrobiana, utilizado em consultérios na
preparacdo de cimentos e pasta, é utilizado também no tratamento de

odontalgias, aftas, mau halito, estomatites e no tratamento de canal, dado
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0 seu potencial anti-inflamatério, analgésico e antisséptico A Camomila
(Matricaria recutita L.) é utilizada na formulacdo de dentifricios com o
objetivo de combater a halitose e a gengivite (GOMES et al., 2020).

A romé (Punica granatum), que tem o tanino como seu principal
constituinte, ja teve acdo comprovada sobre bactérias do biofilme oral.
Assim como, a unha-de-gato (Uncaria tomentosa) que apresenta
componentes como: alcaloides oxindoles, triterpenos, esteroides vegetais,
compostos fendlicos, glicosideos, tanino e flavonoides tiveram acéo
comprovada sobre os patdégenos endodoénticos Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus e Candida albicans. Na Odontologia a propolis
(Apis melifera) é utilizada como agente antimicrobiano, podendo ser usada
como irrigante intracanal, como agente cariostatico e no tratamento da
periodontite e candidoses. A acdo anti-inflamatéria é possivel pela
presenca de flavonoides e acido cafeico (GOMES et al., 2020).

Os medicamentos fitoterapicos possuem como principais vantagens,
facil manuseio, grande disponibilidade de matéria-prima, aceitagéo popular
e trazem grandes beneficios para a saude de quem os utiliza. Para isso, é
indispensavel que ocorra um diagndstico prévio e preciso da doenca, além
da escolha da planta apropriada, de acordo com suas propriedades e
indicacédo (ALELUIA et al., 2015).

O Brasil tem um grande potencial para o desenvolvimento da
fitoterapia pois possui a maior diversidade vegetal do mundo tendo
aproximadamente 55.000 espécies vegetais catalogadas (BRASIL, 2006;
WHO, 1998), dessa forma é de grande importancia o estudo dos principios
ativos de cada planta medicinal com potencial terapéutico, colaborando
com a descoberta de insumos farmacéuticos e moléculas ativas
farmacoldgicas, uma vez que o espectro de utilizacdo destes produtos
naturais é o mais diverso possivel como exemplificado pelo uso de plantas
medicinais como antibiético, analgésico, anti-inflamatério, antimalérico,
dentre outras (GOMES et al., 2020; PEREIRA et al, 2018).

A fitoterapia através dos estudos com extratos de plantas medicinais
tem avancado na Odontologia, pela busca da prevencéao e tratamento para
diversas afeccdes bucais e pelas diversas aplicabilidades e acobes

terapéuticas e possibilidade de uso para o controle dos microrganismos do
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biofilme dental.

Alguns desses estudos estao focados na investigacao da capacidade
de produtos derivados de plantas em inibir a formacédo de biofiimes na
cavidade oral, interferindo e reduzindo a adesé&o de patégenos microbianos
a diferentes superficies orais, o que constitui o primeiro passo ha formacao
de placa dentéria e na progressao para céaries e doencas periodontais. Foi
demonstrado que extratos vegetais brutos e fitoquimicos purificados podem
atuar como bactericidas, inibindo um ou todos os estagios de formacao de
placa, interferindo na adesao/agregacao/formacao de biofilme ou inibindo
a producado de &cido glicolitico em bactérias cariogénicas (MILHO et al.,
2021)

Muitos compostos, como catequinas, flavondides, alcalbides,
terpendides, oligbmeros de proantocianina e alguns outros compostos
derivados de plantas, inibem o0os GTFs (Glicosiltransferase) de
Streptococcus mutans um dos fatores cruciais de viruléncia dessa bactéria.
Como estratégia para inibir a viruléncia de microorganismos cariogénicos
a inibicdo de GTFs (Glicosiltransferase) representa uma abordagem de

grande potencial para prevenir a carie dentaria (REN et al., 2016).

2.4 Fitoterapicos Amazoénicos de uso Odontolégico

O uso diario de extratos vegetais e seus produtos se torna uma
alternativa promissora aos compostos sintéticos no controle de doencas
bucais, uma vez que o interesse popular e institucional em terapias
alternativas e/ou complementares vem crescendo nos ultimos anos, assim
como, o estudo e a validagdo cientifica dessa diversidade vegetal (SILVA
et al., 2022).

Na regido Amazonica, existe uma grande biodiversidade de plantas
medicinais utilizadas de maneira empirica, porém com indicacdes
consolidadas por séculos de interacdo cultural (BORRAS et al.,2003). Sua
extensao territorial chega a medir cerca de 5 milhdes de km2, com 33.000
espécies de plantas superiores catalogadas e pelo menos 10.000 destes
vegetais sao considerados aromaticos e/ou terapéuticas (FERREIRA,
BARATA, 1998)
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Dentre muitas plantas medicinais existentes na Amazénia algumas ja
tiveram suas propriedades antimicrobianas sobre microorganismos
formadores de biofilme oral comprovadas cientificamente como o juca
(Libidibia  férrea), crajiru (Arrabidaea chica), alfavaca (Ocimum
micranthum), copaiba (Copaifera multijuga) e priprioca (CONDE et al.,
2015; BERSAN et al., 2014; GALVAO et al., 2012). O potencial
antimicrobiano das plantas medicinais utilizadas na medicina popular na
regido amazonica justificam o estudo dessas plantas e sua atuagao contra
as bactérias presentes na boca para comprovacao cientifica do efeito
dessas plantas ou substancias delas derivadas como agentes
antimicrobianos em Odontologia (CONDE et al., 2015; FERREIRA, 2018b).
A seguir descreveremos fitoterapicos da Amazodnia com maior nUmero

de registros na literatura.

2.4.1 Copaiba

A Copaifera multijuga Hayne (Leguminosae) é uma arvore de origem
amazobnica, e € uma das 43 espécies de Copaifera., habitualmente
encontrada na Amazbnia, mais especificamente nos estados do
Amazonas, Para, Rondbénia e Mato Grosso. Em seu tronco, é encontrado
um dleo-resina que possui agdo cicatrizante e anti-inflamatéria. Usada por
indigenas desde os tempos da chegada dos portugueses, a copaiba é um
dos fitoterapicos mais usados e conhecido pela populacdo até hoje
(COSTA et al., 2006).

O d6leo de copaiba tem sido utilizado por mais de 500 anos na
medicina tradicional popular, com uma grande diversidade de aplicacdes.
Alguns trabalhos tém sido realizados com o objetivo de determinar a
composicdo deste, algumas outras pesquisas tém se direcionado para a
comprovacao das atividades medicinais atribuidas ao 6leo e a indicagéo
cientifica deste a terapéutica de varias doencas (PIERI; MUSSI; MOREIRA,
2009). Segundo alguns autores, 0s principais sesquiterpenos encontrados
no oOleo-resina da copaiba sao (-cariofileno (CRAVEIRO et al., 1981), que
possui comprovada acdo antiinflamatoria (RAMOS, 2006), antibacteriana,
antifangica e antiedémica, o B-bisaboleno com propriedades descritas

como antiinflamatérias, analgésicas, antiviral, anti-tlcera e abortivo, B-
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elemeno anticancer, entre outros (OLIVEIRA et al., 2006; VEIGA JUNIOR;
PINTO, 2002).

Pesquisas realizadas nas ultimas duas décadas apontam o 6leo de
copaiba para o campo da Odontologia, comprovando seu uso como
antinflamatdrio em processos agudos e apds procedimentos cirdrgicos; no
tratamento endodéntico como curativo de demora associado a hidroxido de
célcio e em tratamento de alveolites. Além disso, estudos comprovam a
acdo antimicrobiana da copaiba sobre bactérias formadoras da placa e
carie dental (PIERI; MUSSI; MOREIRA, 2009; MONTEIRO, 2014; DE BARI
etal., 2016; SIMOES et al., 2016; VALADAS et al., 2019).

Em busca de avaliar a acao antimicrobiana contra varios patdgenos
orais, Bardaji et al. (2016) investigaram a atividade antimicrobiana do
oleorresina de C. reticulata contra alguns microrganismos que causam
céarie dentaria e periodontite, como: Streptococcus sobrinus, S. mitis, S.
mutans, S. sanguinis, Lactobacillus casei, S. salivarius, Enterococcus
faecalis, Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum,
Actinomyces naeslundii, Prevotella nigrescens, Bacteroides fragilis,
Bacteroides thetaiotaomicron e ainda os isolados clinicos de S. sanguinis,
Lactobacillus casei, S. salivarius, Enterococcus faecalis, Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia, Actinomyces viscosus e Prevotella
buccae. Como resultado alcancado, observaram que o oleorresina de C.
reticulata ndo apresentou atividade antibacteriana frente a L. casei e os
isolados clinicos, Actinomyces viscosus, Prevotella buccae, P. gingivalis e
Prevotella intermedia. Para o0s outros microrganismos testados, 0s
resultados mostraram-se promissores, pois a atividade antibacteriana foi
em concentracdes iguais ou inferiores a 100 pg/mL. Sendo assim, 0s
resultados obtidos sugerem o produto vegetal estudado como composi¢cao
de um enxaguatorio bucal uma vez que essa oleorresina interfere
diretamente na interagao entre os microrganismos, impedindo a formacao
de placas dentéarias. Essa associa¢do pode minimizar os efeitos colaterais
dos produtos para lavagem bucal e melhorar sua agdo antimicrobiana,
antiinflamatorias e, imunomodulatérias, através de efeito sinérgico no
tratamento da periodontite. Tal efeito farmacoldgico pode ser atribuido aos
diterpenos acido ent-copalico, éster ent-agatico-15-metilico e acido ent-
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polialitico que interage com a membrana celular da bactéria e aumenta a
permeabilidade, se ligando a constituintes vitais aos patdgenos e alterando
o pH bacteriano (BARDAJI et al., 2016).

Em estudo realizado por Almeida Junior (2023), a utilizacdo do
Oleoresina de C. reticulata demonstrou-se seguro apds ensaios pré-clinicos
de avaliacdo in vitro e in vivo, assim como demonstrou atividade
antimicrobiana. Apresentando os compostos sesquiterpenos B-cariofileno,
B-bisaboleno, a-humuleno e os diterpenos &cido cauranoico e &cido
caurenoico como constituintes majoritarios.

O Oleoresina de Copaifera multijuga Hayne demonstrou ser um
material promissor no preparo de restauracdes e cimentos provisorios na
clinica odontoldgica, por ser biocompativel e possuir um potencial irritativo
menor que o eugenol - agente muito utilizado na Odontologia no preparo
de pastas e cimentos - e apresentar atividade antibacteriana frente ao S.
mutans e S. sanguinis, ap0s a sua associacdo com Oxido de zinco e
hidréxido de calcio (RIBEIRO, 1989; VASCONCELOS et al., 2008).

Barboza et al. (2017), relatou a eficiéncia das propriedades fisico-
guimicas e antimicrobianas do cimento endodéntico contendo Oleo de
copaiba. A literatura comprova a atuacdo antimicrobiana em 24h em todas
as concentracdes testadas, comparadas com as opc¢des sintéticas.

2.4.2 Unha de Gato (Uncaria tomentosa)

A Uncaria tomentosa, também conhecida pela sinonimia de “unha-
de-gato”, € uma planta indigena da floresta amazobnica, esta presente
também na América do Sul e América Central. Os estudos cientificos com
a unha de gato se iniciaram nos anos 70 com Klaus Keplinger, responséavel
por organizar o primeiro trabalho definitivo com a U. tomentosa (MOREIRA,;
PEIXOTO; MARCHIONNI, 2020; PAIVA et al., 2009).

A U. tomentosa apresenta como componentes o0s alcaloides
oxindolicos, triterpenos, esterdides, compostos fendlicos, glicosideos,
taninos e flavonoides. Estudos mostram que tais compostos estao
relacionados as suas propriedades anti-inflamatérias, antineoplasicas,
imunoestimulantes, antioxidantes e antimicrobiana (JUNIOR; MONTEIRO,
2020). Assim é utilizada para tratar abscessos, inflamacgbes, febre,

infeccOes bacterianas e fungicas (HERRERA et al., 2010).
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Cahuana-Vasquez et al. (2007), realizaram estudo clinico onde
verificou-se que a U. tomentosa micropulverizada em uma concentracao
minima de 3% inibiu em 52% cepas de Streptococcus mutans, considerado
principal agente etiologico da carie. J& nas concentragdes de 4% e 5% a
acao inibitoria subiu para 56% e 60%. Nesse estudo, a U. tomentosa
micropulverizada em até 5% (50mg/ml) n&o inibiu o crescimento do
Candida albicans, fungo responsavel pela candidiase oral.

Paiva et al. (2009) realizaram um estudo com pessoas acometidas
com candidiase oral, os pacientes foram submetidos a terapia antifingica,
no qual foram divididos em dois grupos, ao 1° grupo (grupo- teste),
constituido por 10 pacientes foi administrado a U. tomentosa (Imuno-Max)
na forma de gel, em bisnagas contendo 10 g, em quantidade suficiente para
cobrir toda a area atingida, trés vezes ao dia, durante duas semanas,
conforme indicac¢des do fabricante. O 2° grupo (controle-positivo), com 10
pacientes utilizou o Miconazol (Daktarin) a 4% na forma de gel, em
bisnagas contendo 30 g, trés vezes ao dia e por duas semanas. Em ambos
0S grupos pode-se observar o desaparecimento da sintomatologia apés 14
dias de tratamento. Um dado importante da pesquisa foi que nenhum
paciente do grupo-teste mencionou reac¢des adversas durante tratamento,
sendo considerado uma vantagem do fitofarmaco em relacdo ao Miconazol,
ja que (40%) pacientes do grupo-controle relataram ter tido reacdes
adversas como nauseas e dor epigastrica no decorrer do tratamento. Apos
o tratamento foi realizado exames micolégicos que mostraram eficacia da
U. tomentosa superior ao do Miconazol, uma vez que 60% dos pacientes
do grupo-teste obtiveram resultados negativos no micolégico poés terapia
medicamentosa, enquanto no grupo-controle (Miconazol), 50%
apresentaram resultados negativos. Em razdo da amostra do estudo ter
sido pequena, os autores informam que seria hecessario continuidade nas
pesquisas sobre este fitofarmaco, porém os resultados obtidos foram
promissores, mostrando que a U. tomentosa pode ser uma opc¢ao de
fitofarmaco de uso fungico na odontologia.

Herrera et al. (2010), avaliaram as propriedades antimicrobiana in
vitro da unha de gato diante de patégenos endodbnticos (Enterococcus

faecalis, Staphylococcus aureus e Candida albicans). Foram utilizados
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guatro produtos para auxiliar no estudo, o gel de clorexidina a 2% (como
controle positivo, a clorexidina por ser potente atividade antimicrobiana na
endodontia e na forma de gel por conta da efetividade na remocéo de
detritos organicos), o gel de unha-de-gato a 2% (obtido a partir de um
extrato liofilizado), o gel contendo clorexidina e unha-de-gato a 2% e o gel
de hidroxietilcelulose a 1% (como controle negativo). Os resultados
mostraram que o gel com clorexidina e unha de gato a 2% foi a substancia
mais eficaz perante os patdgenos Enterococcus faecalis e Candida
albicans. Assim, os autores concluiram que extratos formulados com U.
tomentosa em associagdo com a clorexidina tem efeito potencializado
contra patégenos endodonticos.

2.4.3 Sacaca (Croton cajucara Benth)

Croton cajucara Benth. (Euphorbiaceae), popularmente conhecido
como sacaca, € um arbusto comum que cresce na regido amazonica
comumente usado na medicina popular como cha para doencas como
diarreia, diabetes e disturbios gastrointestinais.

Alviano et al. (2005) verificaram que o Oleo essencial de C.
cajucara tem atividade antibacteriana significativa contra Candida
albicans, Lactobacillus casei, Staphylococcus aureus, Streptococcus
sobrinus, Porphyromonas gingivalis e Streptococcus mutans bactérias
associadas a doencas da cavidade oral. Nesta analise, a proliferacdo das
células bacterianas foi inibida por moléculas ndo caracterizadas, e o linalol
foi confirmado como o componente antifingico do éleo essencial. Os
efeitos do linalol na biologia celular de C. albicans foram avaliados por
microscopia eletronica, que mostrou que o linalol induziu reducdo no
tamanho das células e germinacédo anormal.

2.4.4 Jucé (Libidibia ferrea L)

A espécie Libidibia ferrea L., comum na Amazoénica conhecida
popularmente como juca ou pau-ferro vem sendo muito usada na medicina
popular. A partir de por¢cdes da planta como a casca do caule e vagem,
popularmente sao realizadas preparagdes que possuem agao cicatrizante
e propriedades anti-inflamatorias, analgésicas, antimicrobiana e
cicatrizante ja verificadas por diversos estudos (SAMPAIO et al., 2009;
ARAUJO et al., 2014; CONDE et al., 2015). Além disso, a analise do perfil
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fitoquimico do extrato hidroalcoolico de Libidibia ferrea L. em estudos de
identificacdo por cromatografia liquida, demonstrou a presenca de
componentes isolados pertencentes ao grupo dos esteroides, flavonoides,
saponinas, cumarinas e taninos, sendo 0s taninos o0s principais
componentes quimicos relacionados as propriedades terapéuticas do Juca,
(FALCAO et al., 2019; PEREIRA et al., 2012; PEDROSA et al., 2016).

Conde et al. (2015), pesquisaram triagem de espécies amazonicas
guanto & acao antimicrobiana sobre microogranismos formadores de
biofilme dental e concluiram apds ensaio in vitro, que o extrato da vagem
de juca obteve atividade antimicrobiana e inibiu a aderéncia em todas as
cepas testadas.

De acordo com os resultados obtidos nos ensaios realizados por
Oliveira et al. (2021), referente ao potencial citotoxico de uma formulagao
de pomada orabase de Libidibia ferrea, a ser utilizada para fins terapéuticos
sobre Ulceras traumaticas, foi possivel concluir que o extrato do caule do
jucé utilizado na formulacdo assim como o seu veiculo e adjuvantes, ndo
se apresentaram citotéxicos quando em contato com hemacias e
fibroblastos em cultura de células. Em contrapartida o enxaguatério a base
de Libidibia ferrea proposto por Oliveira Marreiro et al. (2021), apresentou-
se citotoxico frente ao teste de cultura celular com fibroblastos; no entanto,
o resultado para o teste de hemdlise apresentou-se pouco téxico com baixa
taxa de hemdlise.

Em estudo anterior, o extrato etandlico do jucd demonstrou ser
seguro apoés ensaios pré-clinicos farmacolégicos e eficaz sobre as
bactérias S. aureus, Pseudomonas aeruginosa, S. epidermidis, S.
pyogenes. Atividade antimicrobiana possivelmente relacionada a presenca
de metabolitos secundarios presentes no extrato vegetal, como taninos
(representado pelo acido galico e acido elagico), flavonoides e alcaloides
(ALMEIDA JUNIOR, 2023).

2.4.5 Propolis

A prépolis € uma substancia pegajosa composta de resina, cera e
Oleos essenciais preparados por abelhas a partir de exsudatos de arvores
e flores para preencher os espacos em suas colmeias. Desde a

antiguidade, é bem conhecida na medicina popular como um importante
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complemento alimentar bioativo e um excelente conservante com atividade
antibacteriana e antifngica. Embora os constituintes ativos da prépolis
sejam diferentes de acordo com a fonte geografica, ainda existem grandes
classes comuns em preparacdes de propolis, como acidos fendlicos e
flavondides, que sdo considerados 0s principais constituintes
biologicamente ativos (DAS NEVES et al., 2016).

Pinocembrina e galangina, seguidas de crisina, foram os principais
flavonoides identificados na amostra de prépolis utilizada por Arafa et al.,
(2018), que podem ter contribuido para a sua potente atividade bacteriana,
em filmes oromucoadesivos, preparados para tratar Ulcera aftosa oral
recorrente. Os autores concluiram neste estudo que, filmes
oromucoadesivos contendo propolis contribuiram na redug&o do tamanho
das ulceras aftosas, duracdo prolongada do alivio da dor, além da reducao
do tempo de cicatrizagdo da Ulcera.

Aléem de atividade antimicrobiana, a prépolis também possui
atividades anti-inflamatoria, antiviral, antioxidante, anestésica, cicatrizante
e antisséptica. Na odontologia, a prépolis é dispensada na forma de creme
dentais, enxaguatérios bucais, pastilhas e pd, e é utilizada no tratamento
de varios acometimentos da cavidade bucal. Como antimicrobiano, ela
pode ser usada como irrigante intracanal, como agente cariostatico e
no tratamento da periodontite e candidiase. A ag¢do anti-inflamatoéria é
possivel pela presenca de flavonoides e &cido cafeico, pois estes inibem a
producdo de acido araquiddnico, e assim, a sintese de prostaglandinas
(FRANCISCO, 2010; ALELUIA et al, 2015; BARRIENTOS et al., 2013;
GOMES et al., 2020).

Além das espécies vegetais ja citadas, extratos de crajiru
(Arrabidaea chica) e alfavaca (Ocimum micranthum) mostraram atividade
antimicrobiana sobre microorganismos formadores de biofilmes orais,
assim como, extrato de jambu (Spilanthes acmella) e o 6leo de andiroba
(Carapa guianense) inibiram a aderéncia em todas as cepas ensaiadas.
(CONDE et al., 2015).

Além de serem utilizadas por sua a¢ao antisséptica e antibacteriana,
as plantas medicinais de origem Amazonica, tem outras aplicagcbes na

Odontologia, como é o caso do acai (Euterpe oleracea) que produz um
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evidenciador de placa dental (ontocianina) com eficiéncia de 90% superior
a produtos sintéticos comercializados tais como Replak® (corante azul/
vermelho alimenticio) e Plakstesim® (fucsina basica) (EMMI, 2006). Assim
como, Acmella oleacera L., Aniba roseadora Ducke, Astronium fraxinifolium
Schott, Canna gigantea Desf.,, Erythrina corallodendron L., Piper
geniculatum Sw., Protium icicariba, utilizadas para o alivio da dor de origem
dental (MORS et al., 2000).
2.4.6 Priprioca (Cyperus articulatus)
Na regido amazobnica, Cyperus articulatus (Cyperaceae), planta
aromatica conhecida popularmente como priprioca, destaca-se entre as
espécies utilizadas para fins terapéuticos. Esta espécie nativa ocorre
naturalmente no Norte, Nordeste e Sudeste do Brasil. A espécie produz um
oleo volatil amarelo intenso, com valor econémico para a producédo de
perfumes e fragrancias na industria cosmética (FLORA DO BRASIL, 2019);
O género Cyperus € formado por aproximadamente 550 espécies
que ocorrem preferencialmente em ambientes alagados, margens de
estradas, campos e campinas. No estado do Para, devido ao clima
favoravel, ha a ocorréncia de inumeras espécie, tais como: C. aggregatus
(Willd.) Endl., C. articulatus L. (var. articulatus e var. nodosus), C. diffusus
Vahl, C. distans L. f., C. elegans L., C. giganteus Vahl., C. ligularis L., C.
luzulae (L.) Rottb. Ex Retz,., C. sphacellatus Rotth. ex Retz, C. prolixus
Kunth, C. rotundus L., C. sphacellatus Rottb e C. surinamensis Rottb.
Portanto € importante a identificagdo correta da espécie em estudo, pois a
composicao quimica das espécies diferem entre si (ZOGHBI et al., 2008).
Os 6rgaos aéreos da planta s&o escapos e folhas, enquanto érgéos
subterraneos sao rizomas, tubérculos e raizes (Figura 2). A altura da planta
varia de 30 a 250 cm. As células oleiferas estao presentes exclusivamente
nos rizomas e tubérculos, como é comum na familia Cyperaceae, no
entanto, devido a ampla utlizagcdo do termo rizoma, este trabalho
considerara rizoma a jungao de tubérculos e rizomas (ROCHA, 2008;
SANTOS et al., 2012).
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Figura 2: Aspecto morfologico dos 6rgaos vegetativos de C. articulatus. A — Orgaos
subterraneos e aéreos, B — Secgéo transversal do tubérculo, ¢ = cértex, cat = catafilo, es

= escapo, fo =folha, r = rizoma, rv = regido vascular, t = tubérculo.

Fonte: Santos et al., 2008.

2.4.6.1 Estudos quimicos e propriedades biologicas de C. articulatus

Os principais estudos sobre a espécie C. articulatus sdo os de
Zoghbi et al. (2006) e posteriormente Kasper et al. (2018a, 2018b e 2020);
ambos caracterizaram 0s compostos majoritarios do 6leo de rizomas de C.
articulatus cultivados no Para, por meio de Cromatografia Gasosa acoplada
a Espectrometria de Massas identificando o a-pineno, trans-pinocarveol,
mirtenol, verbenona, a-copaeno, [-selineno, o6xido de cariofileno,
aristolona, mustacona, 7-isopropenil-1,4a-dimetil- 4,4a,5,6,7,8-hexahidro-
3H- naftalen-2-ona e ledol. Diferenca geogréfica da localizagdo da amostra,
como condi¢cbes do solo, idade da planta, época de colheita, fatores
ambientais podem influenciar a composicdo quimica dos Oleos essenciais
(KASPER et al., 2018a).

A espécie foi implantada nos municipios paraenses de Santarém e
Belterra. Em Santarém, em 2012, na Comunidade de Tabocal | (-
54°71°71,02"W e - 02°62’85,33”S) na propriedade do senhor Moreira e um
ano depois na comunidade Tabocal Il (-54°74'04,59"W e - 02°62’38,48”S)
na propriedade da familia Galo. No municipio de Belterra, em 2012, na area
experimental da EMBRAPA (-54°54’00,90°'W e - 0 2°41°17,00”S)
(AREVALO, 2021).

Dos rizomas de C. articulatus é extraido 6leo essencial de coloracéo

amarelo forte e odor caracteristico. O odor agradavel do 6leo essencial dos
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rizomas de priprioca é recorrente da complexa composi¢cdo quimica dos
metabdlitos secundarios da espécie. Substancias sesquiterpénicas das
classes dos patchulanos, eudesmanos, cariofilanos e rotundanos sao
predominantes nos 6leos essenciais e extratos apolares das espécies de
Cyperus. O dleo de C. articulatus difere do 6leo de C. prolixus e C. rotundus
gragas a maior porcentagem de a-pineno e [B-pineno e a presenca de
mustacona (ZOGHBI et al., 2008).

Na Amazonia, rizomas de priprioca sao utilizados na medicina
tradicional para o tratamento de diversas enfermidades como enxaqueca,
dor de estbmago, febre, malaria e por suas propriedades contraceptivas e
abortivas segundo Silva et al. (2019). Dentre as finalidades terapéuticas,
vérias jA& foram comprovadas por diversos autores, como a atividade
antimicrobiana contra bactérias gram-positivas e leveduras (FREIRES et al.
2015; OLADOSU et al., 2011; KASPER et al., 2018a), propriedade
anticonvulsivante (NGO BUM et al., 2003), atividade antiparasitaria
(METUGE et al., 2014; SILVA et al., 2019), atividade antioxidante
(DESMACHELIER et al., 1997) e anti-inflamatoria (FERREIRA, 2018a).

Segundo Rakotonirina e colaboradores (2001) o extrato aquoso do
rizoma de C. articulatus nao apresentou efeitos anestésicos ou
paralisantes, entretanto a atividade motora espontanea em camundongos
foi significativamente reduzida. Quando comparado ao diazepam, o extrato
nao demonstrou o efeito de relaxamento muscular, embora quando
associado ao tiopental de sédio ou ao diazepam, facilitou a indugdo e
aumentou o tempo total do sono sem nenhum efeito analgésico
concomitante. Sendo assim, concluiu que C. articulatus possui
propriedades farmacolégicas semelhantes a dos sedativos conhecidos,
induzindo o sono.

De acordo com Rukunga et al. (2008) os sesquiterpenos
corimbolona e mustacona, isolados do extrato cloroférmico dos rizomas de
C. articulatus apresentaram atividade antiplasmédica significativa, onde o
sesquiterpeno mustacona mostrou-se mais eficiente. Silva et al. (2019)
também afirmaram a atividade antimalarica do 6leo essencial de C.

articulatus.
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Oleos essenciais de C. articulatus oriundos da Nigéria, mostraram
atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli e
citoxicidade in vitro contra células causadoras de cancer de mama (KAVAZ
et al., 2019). Da mesma forma, Desmarchelier (1996) estudou a decocgéo
de rizomas de C. articulatus coletados na area do rio Tambopata, em Madre
de Dios, Peru e os testes antimicrobianos revelaram que Staphylococcus
aureus foi totalmente inibida pela decoc¢do de C. articulatus, nao
apresentando efeito inibitério contra Escherichia coli, Salmonella
gallinarum, Klebsiella pneumoniae e Candida albicans.

Estudos que comprovem a aplicabilidade dessa planta na
Odontologia sdo escassos. Em estudo feito por Bersan et al. (2014), 6leos
essenciais obtidos de vinte plantas aromaticas e medicinais brasileiras
foram avaliados quanto a sua atividade antimicrobiana sobre os patégenos
orais Candida albicans, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas
gingivalis, Streptococcus sanguis e Streptococcus mitis. A maioria dos
Oleos essenciais apresentou atividade antimicrobiana moderada a forte
contra estes microrganismos. Entretanto, o 6leo de C. articulatus
apresentou os melhores resultados e maior capacidade de controlar a
formacdo de biofilme, inibindo 63,96% da formacdo de biofiime de S.
sanguis. A analise quimica do 6leo essencial de C. articulatus utilizado
neste estudo mostrou a presenca dos sesquiterpenos mustacona e o -
copaeno, e do monoterpeno trans-pinocarveol como componentes
majoritarios. Os autores associaram a atividade antimicrobiana a possiveis
mecanismos de acdo apresentado pelos componentes quimicos a e f -
pineno, que mostraram ser capazes de destruir a integridade celular, além
de inibir a respiracdo e os processos de transporte de ions, levando a morte
celular (CARSON et al., 2002; BERSAN et al., 2014).

Em estudo feito para avaliar a atividade anti-candida de o6leos
essenciais e extratos etandlicos de folhas e/ou raizes de 35 plantas
medicinais comumente utilizadas no Brasil, extratos etanolicos ndo foram
eficaz em nenhuma das concentracao testadas, no entanto, os resultados
indicaram forte atividade contra Candida albicans para 6leos essencias de
Achillea millefolium, Mikania glomerata e Stachys byzantina (CIM- 0,25

mg/ml) e moderada para Aloysia triphylla, Anthemis nobilis, Cymbopogon
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martinii, Cyperus articulatus, Cyperus rotundus, Lippia alba, Mentha
arvensis e Mentha piperita (DUARTE et al., 2005). Em estudo similar, éleos
essenciais de 20 plantas medicinais brasileiras foram testados quanto a
atividade antimicrobiana sobre S. mutans. De acordo com os resultados da
pesquisa todos os 6leos mostraram atividade antimicrobiana sobre a
bactéria testada, dentre estes, o 6leo essencial de C. articulatus com valor
de CIM de 250 pg/ml. No entanto, de acordo com metodologia pré-
estabelecida pelos autores, os melhores resultados (CIM < 250 pg/ml),
foram atribuidos aos 6leos essenciais de A. gratissima, B. dracunculifolia,
C. sativum e L. sidoides; que também foram capazes de romper a formacéo
de biofilme criado por S. mutans (GALVAO et al., 2012).

Ao avaliar o efeito antifungico de Cyperus articulatus sobre fungos
fitopatogénicos, autores concluiram que o Oleo essencial dessa espécie
apresentou atividade antifungica sobre Aspergillus niger e Aspergillus
parasiticus, havendo diferenga de inibigdo nos dois periodos estudados
(chuvoso e seco); O 6leo essencial do periodo seco foi mais eficiente frente
a A. niger, enquanto o 6leo de priprioca extraido no periodo chuvoso
proporcionou maior controle de A. parasiticus. A mustacona foi a substancia
majoritaria do Oleo essencial de C. articulatus neste trabalho, em
concentragao relativa de 11% no periodo seco e chegando a 14% no
periodo chuvoso (KASPER et al., 2018a). Da mesma forma, Kasper et al.,
(2018b) avaliaram a atividade antifungica do hidrolato de priprioca,
revelando seu efeito fungistatico sobre o fitopatdgeno Colletotrichum
musae.

Grandes quantidades de rizomas de priprioca sao extraidos
anualmente, gerando toneladas de residuo sélido (massa vegetal apos a
retirada de Oleo essencial) e muitos litros de hidrolato (residuo liquido
obtido da destilagao de plantas aromaticas). O residuo solido costuma ser
gueimado para alimentar as caldeiras do sistema de arraste a vapor e o
hidrolato é descartado em rios. Entretanto, ambos os residuos possuem
substancias organicas remanescentes do processo de extragao de oleo
essencial, e residuo solido contém ainda substéncias que nao sao
extraidas no arraste a vapor (KASPER, 2016). Segundo Kasper (2016), os
compostos majoritarios identificados no hidrolato de priprioca foram a
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verbenona e mustacona, e a caracterizacao fitoquimica do residuo sélido
revelou a presenga de sesquiterpenos, tais como a mustacona e
corimbolona, acidos graxos e esteroides. Ainda, segundo a mesma autora,
essas substancias apresentam grande potencial do ponto de vista
bioldégico, quimico, econémico e tecnoldgico, constituindo matéria-prima
para industria de produtos cosmecéuticos.

Machado et al. (2020), avaliaram o efeito larvicida do hidrolato dos
rizomas de C. articulatus contra larvas de Aedes aegypti e observaram a
reducdo da sobrevivéncia destas larvas, 0s compostos quimicos
majoritarios identificados neste hidrolato foram: verbenona, o trans-sabinol
e o0 mirtenol.

Constatou-se ainda a propriedade inseticida de C. articulatus no
estudo realizado por Abubakar et al. (2000) no qual o extrato metandlico
dos rizomas da espécie apresentou agao repelente contra o besouro
Tribolium casteneum Hbst. O extrato metandlico dos rizomas de C.
articulatus também apresentou efeito hepatoprotetor comprovado por Datta
et al (2013), no qual ratos intoxicados com paracetamol foram tratados com
0 extrato metandlico e apresentaram arquitetura celular do figado mantida
normal, em comparagao aos ratos do grupo controle.

Estudos realizados por Metuge et al. (2014) mostraram que o extrato
hexanico dos rizomas integros de C. articulatus foi ativo contra vermes
adultos do parasita bovino Onchocerca ochengi, concluindo-se que o0s
compostos isolados mustacona e acido linoleico foram capazes de matar o
parasita. O extrato metandlico deste vegetal também foi availado em
diversas pesquisas, revelando potencial antiinflamatorio, inseticida e
hepatoprotetor (MITTAS et al., 2022; ABUBAKAR et al., 2000; DATTA et
al., 2013).

A partir dos ensaios realizados em trabalho feito por Ferreira (2018),
os resultados demonstraram que o tratamento de macrofagos com o 6leo
essencial Cyperus articulatus (OECA) foi capaz de reduzir de maneira
significante parametros inflamatérios in vitro como a produc¢éo de citocinas
pré-inflamatérias (TNF-a e IL-1B), sintese do 6xido nitrico e produgao do
eicosandide PGE2, o que pode estar relacionado com a composicéo

guimica do 6leo essencial da espécie estudada.
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E importante notificar que ndo basta que uma planta medicinal tenha
efichcia em determinada acao farmacoldgica, é absolutamente necessario
gue ensaios de seguranca conforme preconiza a ANVISA (ANVISA, 2012)
sejam realizados. Além do mais, pesquisas tem mostrado que muitas
plantas medicinais ndo sao indguas, possuem substancias agressivas e,
por esta razdo, devem ser utilizadas respeitando os riscos toxicolégicos
(VEIGA JUNIOR et al., 2005).

Neste sentido, ap6s pesquisa realizada por Silva et al. (2019) o uso
do dleo essencial de C articulatus mostrou-se seguro em doses superiores
a 2.000 mg/ kg apos avaliacdo de toxicidade aguda in vivo, e auséncia de
efeitos citotoxicos para fibroblastos pulmonares humanos pelo ensaio de
viabilidade celular com MTT foram encontrados.

Como podemos observar, 0os 6leos essenciais sdo amplamente
estudados, tendo sido registrado em varios trabalhos a composi¢ao
guimica e a atividade bioldgica destes. No entanto, os residuos sélidos que
consistem na massa vegetal esgotada de 6leo essencial gerados pelo
processo de extracdo dos Oleos essenciais, sdo pouco estudados. Esse
residuo, ainda ¢é descartado, embora comprovada a presenga de
substancias bioativas nesse subproduto, principalmente sesquiterpenos,
com propriedades fungicida, antimalarica e reducdo de células
cancerigenas (SILVA et al., 2021; KASPER et al., 2020; ASSIS et al., 2020).

2.5 Desenvolvimento de fitoterapicos

A fitoterapia consiste na terapia baseada no uso de fitoterapicos com
produtos farmacéuticos de origem vegetal, devidamente avaliados quanto
a sua qualidade, eficacia e seguranca de uso, sendo eles preparagdes
vegetais padronizados que consistem em uma mistura complexa de uma
ou mais substancias presentes na planta e precisam ser devidamente
preparados e prescritos em obediéncia a legislagao vigente (BETTEGA et
al., 2011).

Nos anos 80, os fitoterapicos passaram a ter uma maior relevancia
e visibilidade, o que levou as industrias a se aprofundarem nas pesquisas
com a finalidade de comprovar a eficacia terapéutica destes. Este fato

auxiliou a busca e desenvolvimento de novos fitoterapicos, pois, observou-
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se que eles poderiam trazer beneficios a partir das suas propriedades
curativas, sempre que houvesse efeito terapéutico semelhante ou igual a
farmacos produzidos de forma sintética além de baixo riscos de efeitos
adversos quando comparados as drogas alopaticas (BETTEGA et al.,
2011).

Como argumentos que justificam o uso dos produtos naturais com
atividades farmacoldgicas, podem-se citar varios, como a dificuldade na
aquisicdo das drogas sintéticas, a proximidade das pessoas que moram em
paises em desenvolvimento com a natureza e sua adaptacéo aos recursos
disponiveis no ambiente e amplo espectro de utilizacdo terapéutica
(BORGES et al.,, 2019; CHEUKA et al., 2017; IBIAPINA et al., 2014,
SUNTAR, 2020). Um exemplo de regi&o de acesso remoto é a Amazonia,
gue possui algumas areas com acessibilidade complicada e que em
algumas vezes o Unico produto terapéutico presente nessas localidades
séo os recursos oriundos da natureza (PIRIZ et al., 2014).

Como ja vimos anteriormente, sado inumeros os trabalhos
desenvolvidos sobre plantas, que comprovam suas agdes terapéuticas e
descobertas de novos compostos que podem dar origem a novos
medicamentos fitoterapicos e as maiores fontes de matérias-primas para o
mercado global de fitoterdpicos sdo as florestas tropicais, que estédo
localizadas em paises em desenvolvimento, como por exemplo o Brasil, 0
gual é detentor de aproximadamente um terco da flora mundial (KLEIN et
al., 2009). No entanto, os paises desenvolvidos estdo na cadeia de
producéo dos fitoterdpicos como os maiores manufatores do setor e 0s que
mais investem na inovacgdo farmacéutica alopética e fitoterapica. Para o
desenvolvimento de um produto fitoterapico, o altissimo investimento
chega a se equiparar aos dos medicamentos alopaticos (KLEIN et al.,
2009).

Dessa forma, no intuito de estabelecer as diretrizes para a atuacgao
do governo na area de plantas medicinais e fitoterapicos, elaborou-se a
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, que se constitui
parte essencial das politicas publicas de saude, meio ambiente,
desenvolvimento econdémico e social como um dos elementos

fundamentais de transversalidade na implementagao de a¢des capazes de
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promover melhorias na qualidade de vida da populagao brasileira (BRASIL,
2006).

No entanto, deve-se levar em consideragdo que a seguranga e a
eficacia de fitoterapicos podem sofrer influéncia de fatores, sejam eles
fisicos, quimicos e/ ou bioldgicos, e que com o aumento da demanda
integrado a falta de fiscalizagao no processo de produgao pode resultar em
medicamentos em condi¢gdes inadequadas de uso, impossibilitando a
garantia de qualidade, e sobretudo seguranca e eficiéncia, que sao
imprescindiveis para a recuperagdo e manutencao da saude do usuario
(FARIA et al., 2012).

Dessa forma, existem critérios para o0 registro de novos
medicamentos fitoterapicos. Isto € realizado pela ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria), que faz este controle através da RDC N°
26, DE 13 DE MAIO DE 2014. Com essa medida, a portaria visa a
aprovacao de regulamento técnico sobre registro de medicamentos
fitoterapicos junto ao sistema de vigilancia sanitaria (ANVISA, 2014b).

De acordo com a IN N° 04, de 18 de junho de 2014, ficou definido
gue os medicamentos fitoterapicos sdo aqueles produtos fabricados com
emprego exclusivo de matéria-prima vegetal ativa e que tenha a seguranca
e eficacia baseadas em estudos clinicos, caracterizados pela constancia
de sua qualidade e é passivel de registro ou registro simplificado. Ja os
produtos tradicionais fitoterapicos também séo produzidos com emprego
de matérias-primas vegetal ativa, entretanto, sua seguranca e eficacia sao
baseadas em tempo de uso por meio de resultados em literaturas técnico-
cientifica publicados, e que sejam contemplados para utilizagdo sem a
vigilancia médica para fins de diagndstico, prescricdo ou de monitorizacao.
Este tipo de produto ndo pode conter excipientes ou substancias que sejam
consideradas toxicas, ndo pode ser administrado por via oftalmica ou
intravenosa, ndao podem se referir a doengas, disturbios, condi¢gdes ou
acdes consideradas graves e é passivel de registro, registro simplificado
ou sistema de notificacdo pela ANVISA (ANVISA, 2014a).

Os medicamentos fitoterapicos devem ser considerados com o
mesmo rigor que os medicamentos sintéticos. A fiscalizagao e a obediéncia

as instrugbes normativas devem ocorrer nas etapas de extragao, de
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processamento, de conservagao e do armazenamento, de modo, a evitar
contaminag¢ao microbiana com consequente perda das suas propriedades,
diminuindo com isso 0s riscos a pacientes ou consumidores desses
produtos. O controle de qualidade engloba uma série de ensaios e testes
gue vao desde a identificagdo botanica da planta até o doseamento dos
principios ativos, passando por analises microbiolégicas, onde se analisa a
contaminagao por micro-organismos (bactérias e fungos) que podem
provocar diversos prejuizos a saude do consumidor (ANVISA, 2014Db).

No tocante a saude bucal a fitoterapia ainda € negligenciada.
Entretanto, os produtos de higiene oral com ativos de origem vegetal estao
sendo cada vez mais estudados com protocolos mais modernos que
comprovem a eficacia da utilizagao de determinadas plantas no tratamento
das doencgas bucais com beneficios a populagdao (DUARTE et al., 2005;
BERSAN et al., 2014)

Os enxaguatorios bucais correspondem ao meio mais simples para
veiculagao de substancias antissépticas. Estes veiculos sdo empregados
como facilitadores da disseminagao de compostos medicamentosos ativos
destinados ao tratamento de afec¢des especificas, como a carie e adoenga
periodontal, além de serem coadjuvantes dos procedimentos mecanicos de
escovagao (BAUROTH et al., 2003; NASCIMENTO et al., 2008).

No Brasil, os enxaguatérios bucais séo classificados como produtos
de higiene pessoal e cosméticos. As formulagdes que apresentam
indicag¢des especificas como antissépticos, antiplacas e de uso infantil sdo
classificadas como produtos de grau 2 e demandam a comprovagao da sua
seguranca e eficacia antimicrobiana (ANVISA 2012).

No desenvolvimento de novos produtos ou biomateriais, existem
niveis de estudo para avaliagdo da biocompatibilidade, segundo
organizacgdes responsaveis pela padronizagao de testes como a American
National Standard Institute (ANSI), a International Organization for
Standardization (ISO) e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA). Inicialmente devem ser realizados os testes pré-clinicos como
os testes in vitro e in vivo, no intuito de obter informacdes referentes a
seguranca da substancia a ser testada. No que se refere aos experimentos

in vivo sobre biocompatibilidade dos materiais de uso odontolégico, o



35

emprego de ratos como animal experimental € bastante relatado. Apds a
realizacdo desses testes preliminares, pode-se objetivar a aplicagdo no
tecido a que se destina o material com maior segurancga, através de testes
clinicos em seres humanos (ANVISA, 2012).

No processo de avaliagao e validagao de um produto € necessario
comprovar os beneficios de seu uso, sua efetividade como medicamento e
seus riscos a saude humana. Portanto, € fundamental a realizagao de
ensaios toxicolégicos para avaliar a seguranga e o risco/beneficio do
possivel uso terapéutico deste novo produto. Dessa forma, o relatério de
seguranca e eficacia (SE) dos medicamentos fitoterapicos, as acdes
biologicas devem ser justificadas através de ensaios nao clinicos e clinicos
de seguranca e eficacia (ANVISA, 2014b).

Em substituicdo aos testes prescritos pelo “Guia para a condugao de
estudos néo clinicos de toxicologia e seguranca farmacoldgica necessarios
ao desenvolvimento de medicamentos”, a Resolugdo Normativa 04 de 24
de setembro 2014 flexibiliza a utilizacdo de métodos alternativos in vitro em
substituicdo aos in vivo, desde que validados e aceitos internacionalmente
(BRASIL, 2014).

A investigacao da irritacédo ocular de um produto torna-se importante
para produtos cosméticos e de higiene pessoal, visto que a substancia
preparada podera atingir acidentalmente os olhos do individuo. Existem
estudos que propdéem a utilizacdo de métodos alternativos para a
determinacado da irritabilidade oftalmica, tais como o teste de membrana
coério-alantdide do ovo de galinha (Hens Egg Test-Chorion Allantoic
Membrane - HET-CAM) e ensaio de permeabilidade e opacidade corneal
bovina (BCOP). Até entdo, a forma usual de avaliar o poder de irritacao e
corrosao ocular era através do método estabelecido por de Draize (1944)
gue preconizava 0 uso dos produtos com aplicacdo dermatologica
deveriam ser testados nos olhos exclusivamente dos coelhos, por conta de
sua sensibilidade e apresentar melhores resultados em comparacdo com
outros animais (CHORILLI et al., 2009).

No entanto, o método HET-CAM foi eleito o método de escolha para
pesquisa de irritacado/corrosdo ocular aguda in vitro, pois é capaz de reduzir

e refinar o uso de animais nos testes de irritacdo ocular quando comparado
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com o método in vivo de Draize (1944), de simples execucédo e de baixo
custo quando comparado ao BCOP (CHORILLI et al, 2009).

O teste HET-CAM investiga na forma semi-quantitativa a capacidade
de irritacdo de produtos sollveis, emulsdes, géis ou Oleos sobre a
membrana corio-alantoide de ovo embrionado de galinha no décimo dia de
incubacao (Chorilli et al, 2009; CCVAM, 2012). Aléem do mais, este teste é
reconhecido pela ANVISA através do Guia para Avaliacdo de Seguranca
de Produtos Cosméticos (ANVISA, 2012) e € baseado no Journal Officiel
de la Republique Francaise (1996).
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3 JUSTIFICATIVA

O dltimo levantamento epidemioldgico realizado em 2012 pelo
Ministério da Saude, colocou o Brasil no grupo de paises com baixa
prevaléncia de carie, esta expressiva diminuicdo na prevaléncia geral da
doenca, foi alcancada, através de politicas publicas voltadas a prevencao
e promocdo de saude bucal. Porém, de acordo com a pesquisa, a regido
Norte obteve os maiores valores de prevaléncia de carie quando
comparada as outras regides do Pais. Esse fato € indicativo do que ocorre
no Brasil, onde nas regifes brasileiras mais pobres este problema é ainda
maior. Dessa forma, fica claro que a redugcdo das desigualdades
socioeconbmicas e 0 incremento das medidas de saude publica
direcionadas a comunidades mais carentes, parece ser o caminho para a
prevencao e promocéao de saude bucal.

O uso de plantas medicinais para prevencéo e promoc¢ao de saude
bucal é uma possibilidade real para a mitigacdo deste problema em areas
de baixo IDH (indice de Desenvolvimento Humano) como a Amazonia.

A regido Amazonica apresenta a maior biodiversidade mundial com
enorme potencialidade terapéutica, podendo contribuir de forma
biossustentavel no desenvolvimento de novos farmacos, cosméticos e
bioprodutos produzidos com matéria-prima vegetal. A priprioca, planta
aromética nativa da regido, produz um 6leo volatil amarelo intenso, usada
para a producdo de perfumes e fragrancias na inddstria cosmética.
Rizomas e tubérculos desta espécie sdo utilizados na medicina tradicional
para o tratamento de diversas enfermidades como enxaqueca, dor de
estbmago, febre, malaria, além de propriedades contraceptivas e abortivas,
a espécie demonstra especial atividade antimicrobiana.

A extracao do 6leo essencial por arraste a vapor da priprioca produz
99% de um residuo sem destinacdo correta, que eventualmente é
gueimado para produzir vapor para caldeiras. Nosso Grupo de pesquisa
realizou a composicédo quimica deste residuo e mostrou que extratos tem
propriedade farmacolégicas e microbioldgicas, podendo constituir matéria-
prima para industrias de cosmecéuticos.

Tendo em vista o potencial desta espécie e a escassez de estudos

gue comprovem a aplicabilidade dessa planta na Odontologia e sobretudo
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visando a agregacdo de valor ao residuo, avistamos a possibilidade de
realizar uma pesquisa sobre a eficacia e seguranca do 6leo essencial, do
extrato etandlico dos rizomas integros e do residuo sdlido da priprioca com
possiveis efeitos contra carie. Desta forma, com um resultado consistente,
este estudo podera corroborar com pesquisas que investigam novas
substancias bioativas, que produza um biofarmaco de origem
biossustentavel promissor no tratamento de doencas que afetam a

cavidade oral.
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4 OBJETIVO

Objetivo geral

. Realizar estudos pré-clinicos de eficacia e seguranca
preliminares ao desenvolvimento de um enxaguatério bucal fitoterapico
com acao sobre bactéria causadora de carie, a partir do Oleo, extrato
etanolico dos rizomas e do residuo da priprioca (Cyperus articulatus).

Objetivos especificos

1. Realizar a obtencdo e caracterizacdo quimica do 6leo
essencial, do extrato etandlico de rizomas integros e do extrato etandlico
do residuo solido de C. articulatus.

2. Realizar ensaios pré-clinicos de eficacia da atividade
antimicrobiana in vitro do 6leo essencial, do extrato etandlico de rizomas
integros e do extrato etandlico do residuo sélido de C. articulatus sobre
Streptococcus mutans.

3. Realizar ensaios pré-clinicos de seguranca: atividade
citotdxica e irritagcdo ocular e in vitro, toxicidade oral aguda e irritagdo da
mucosa oral in vivo (ratos) do 6leo essencial, do extrato etandlico de

rizomas integros e do extrato etandlico do residuo sélido de C. articulatus.
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5 MATERIAL E METODOS
Desenho Experimental
Apoés a coleta e extracdo dos materiais vegetais, foi realizado a
caracterizacdo quimica dos produtos naturais. Em seguida, foi realizado a
pesquisa da atividade antimicrobiana e depois, procedeu-se aos ensaios
de toxicidade pré-clinico in vitro e in vivo. Conforme o fluxograma a seguir
(Figura 3).

Figura 3: Fluxograma dos estudos experimentais.

— [ Coleta, identificacdo e extracio C. articulatus J

[ Caracterizagio quimica ] Eficicia Seguranga

Atividade 1 Toxicidade
Antimicrobiana |

(CIm) ]— In vitro In vivo
¥ ¥
Atividade Toxicidade Oral
Citotoxica - MTT aguda
¥ ¥
Irritagido ocular Teste de Irritacio
(HET-CAM) da Mucosa Oral

Fonte: Arquivos pessoais da autora.

Aprovacdo comité de ética

Foram utilizados ovos embrionados de galinha no décimo dia de
incubacdo, adquiridos de granja localizada na zona rural de Santarém
(Pard) pesando em média 50 — 60 g e ratos albinos Wistar de ambos os
sexos, com idade inicial de 60 dias e com peso médio entre 160 e 250
gramas de massa corporal, provenientes do Biotério da UEPA -
Universidade do Estado do Par4, Campus Santarém.

Os ensaios que utilizam animais foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Oeste do Para (Ufopa)
sob o protocolo nimero 1120220228. Todos os procedimentos foram

realizados de acordo com as diretrizes do Conselho Nacional de Etica em
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Cuidados com Animais (CONCEA) e Lei n® 11.794/2008 para o devido

cuidado e uso de animais experimentais.

Coleta de material vegetal
Tubérculos, rizomas e raizes foram coletados em uma propriedade
rural (54°43'00.10"W; 02°37'41.10”"S) no municipio de Santarém, Para,
Brasil. O material botanico foi identificado pelo Dr. Anténio Elielson Sousa
da Rocha, e um espécime depositado sob registro MG — 207174 no

herbéario do Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG) (Belém, Para).

Extrac&o do Oleo essencial

ApoOs a coleta, o material vegetal (rizomas, tubérculos e raizes) foi
lavado em agua corrente e seco em estufa a 35° C por 72h, moido em
moinho de facas e 300g do material vegetal extraido em duplicata em
aparelho de Clevenger por hidrodestilacao durante 6 horas (Figura 3). Apés
extracdo o Oleo essencial foi armazenado em frasco mantido sobre
refrigeracéo a 10°C.
Descricdo do processo de extracdo em aparelho Clevenger para obtencéo
do 6leo essencial

300g do material vegetal foram inseridos num baldo volumétrico (BV)
com 2L de agua destilada. O baldo foi adaptado ao extrator e levado a
manta aquecedora (MA). Ao condensador, foi conectado o sistema de
refrigeracdo (SR) e em seguida, foi ligada a manta aquecedora, regulada a
temperatura de ebulicdo da agua, em mistura com a biomassa, dando inicio
ao processo de extragao de oleo essencial. Quando a mistura de agua e
biomassa entra em ebulicéo, os vapores de agua e os volateis da planta
sédo conduzidos em diregdo ao condensador (C), onde é realizada a troca
de calor, condensando os vapores com a agua de refrigeragcdo em
operacao denominada de destilacdo. Nessa etapa, podem ser visualizadas,
no tubo separador do extrator (TS), as formas liquidas do 6leo essencial e
da agua, com esta retornando para o baldo através do tubo de retorno (TR)
e o 6leo essencial, extraido da biomassa, por ser mais leve que a agua,

mantendo-se no tubo separador (Figura 4). Esse ciclo se repete
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continuamente até que a operagao atinja o tempo de 6 horas, quando entao

o sistema é desligado.

Figura 4: Extracéo do 6leo essencial de C.articulatus por hidrodestilagéo. SR - Sistema
de Refrigeragédo; C - Condensador; TS - Tubo Separador; TR - Tubo de Retorno; BV -

Baldo Volumétrico; MA - Manta Aquecedora.

Fonte: Arquivos pessoais da autora.

Descricdo do processo de extracdo para obtencdo dos extratos de
priprioca

Extrato etandlico dos rizomas integros da priprioca

85¢g de rizomas integros foram triturados e extraidos em duplicata
em sistema Soxhlet (Figura 5) por 8h com etanol previamente purificado
por destilacdo em NaOH. Os extratos obtidos foram concentrados em
evaporador rotativo a pressado reduzida a temperatura de 50° C. Apos
completa evaporacdo do solvente, os extratos foram acondicionados em
frascos estéreis mantidos sob refrigeracdo a 10° C. Os rendimentos das
extragbes foram calculados em fungdo da massa de produto obtido em

razdo da massa vegetal extraida multiplicada por 100.
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Figura 5: Equipamento de extragéo do tipo “Soxhlet”. SI — Sifdo; MS — Material Sélido;

BV — Baldo Volumétrico; MA — Manta Aquecedora.

.

T

Fonte: Arquivos pessoais da autora.

Extrato etandlico do residuo soélido de priprioca

859 do residuo sdlido (subproduto obtido no processo da
hidrodestilacdo) foram submetidos a extracdo com etanol dos metabdlitos
remanescentes em equipamentos de Soxhlet (Figura 5) por 8h, em
duplicata. Os extratos foram concentrados em evaporador rotativo a
pressdo reduzida e temperatura aproximada 50° C. ApGs elimina¢do do
solvente, os extratos do residuo solido foram armazenados em frascos
estéreis e mantidos sobre refrigeracdo a 10° C. Os rendimentos das
extracdes foram calculados em funcdo da massa de produto obtido em
razdo da massa vegetal extraida multiplicada por 100.
Descricdo do funcionamento do aparelho do tipo Soxhlet para

obtencédo dos extratos etandlicos



44

85 g do material sélido (MS) - rizoma ou residuo - foi colocado em
um cartucho de papel filtro e o solvente (etanol) no baldo volumétrico (BV)
gue entra em ebulicdo. Ao evaporar, 0 solvente € condensado e fica
armazenado dentro do soxhlet em contato com o cartucho, dissolvendo o
composto desejado. Quando o sifao (Sl) enche completamente, o solvente
com o composto desejado dissolvido desce para o baldo de destilagéo
novamente. Esse ciclo continua se repetindo por oito horas. Em seguida, o
baldo volumétrico com o extrato etandlico e levado ao rotaevaporador, para

evaporacao do solvente.

Analise cromatografica do 6leo essencial

A analise da composi¢ao quimica do 6leo essencial de C. articulatus
foi realizada em um cromatégrafo a gas Agilent, modelo HP-6890 equipado
com um detector seletivo de massas, utilizando uma coluna capilar HP-
5MS (30m x 0,25mm x 0,25um) nas seguintes condigdes: temperatura do
injetor = 250°C, coluna = 80°C, taxa de aquecimento de 5°C/min até 280°C
(20 min) e detector = 300°C. Foi utilizado hélio como gas de arraste numa
vazao de 1mL/min e detector seletivo de massas operando a 70 eV, m/z
=30 a 500 u.m.a. O OECA foi solubilizado em acetato de etila na
concentragao de 20 mg/ml e a identificagdo dos compostos do oleo foi
realizada através da comparagdo com a biblioteca eletrbnica do

equipamento (NIST-11).

Analise cromatografica dos extratos

Os compostos volateis presentes nos extratos etandlicos foram
analisados em cromatografo a gas Agilent modelo 5977E MSD + 7820A
Cromatografia a gas-espectrometria de massas (GC-MS), equipado com
coluna capilar HP-5MS (30mx0,25 mmx0,25um).

A analise foi realizada nas seguintes condi¢cfes: temperatura do
injetor de 270° C, temperatura inicial de 60° C, rampa de temperatura de 3°
C/min, atingindo a temperatura final de 240° C e mantendo-a por 60
minutos (tempo total de execucao). O gas hélio foi usado como gas de
arraste a uma taxa de fluxo de 1 mL/min. O detector de massa seletivo

operou a 70 eV e faixa m/z de 50-400. Para aprimorar a analise, 0s extratos
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passaram por um processo de derivatizacdo da amostra por metilacdo. A
preparacdo envolveu a adicdo de 0,2 g de amostra a 5 mL de hexano,
seguido da adi¢ao de 0,5 yuL de metanol e uma solugao de hidroxido de
sédio (0,5 L). Os compostos identificados foram comparados com
bibliotecas eletrénicas do equipamento, incluindo NIST, KAAPI e FFNSC.

Teste antimicrobiano in vitro
Microrganismo e condigdes de cultivo
Cepas liofilizadas de Streptococcus mutans (ATCC 25175 —
PrLabor®, Cascavel, Pr, Brasil) foram reativados por cultivo em caldo BHI
(Brain Heart Infusion — DIFCO) para obtencao de suspensfes bacterianas.
Sequencialmente, aliquotas foram transferidas para placas de Petri
contendo agar (Merck KgaA, Darmstadt, Alemanha), e incubados em estufa
bacteriol6gica, sob atmosfera aerdbica, temperatura de 37°C, por um
periodo de 48h. Os in6culos foram preparados através da inoculacao direta
de colénias em 1 mL de solucao salina estéril, e ajustados ao padréo 0,5
na escala de McFarland, correspondendo a 1,5 x 108 UFC mL?!
(NCCLS/CLSI, 2006). O ajuste da escala foi obtido com utilizacdo do
equipamento MCF500 (MS Tecnopon Instrumentacdo — Piracicaba, SP,
Brasil).

Determinagdo da concentracao inibitoria minima (CIM)

Para a determinacao da CIM, a concentracao inicial testada do 6leo
essencial foi de 15 mg/ml e do extrato etandlico dos rizomas integros e
residuo solido de priprioca foi de 150 mg/mL. Propilenoglicol foi utilizado
como solucéo solvente. A partir desta solucdo, as demais concentracdes
foram igualmente preparadas por diluicdo em série (fator de diluicdo 1:1)
usando BHI como diluente.

Simultaneamente, suspensfes de microorganismos foram
inicialmente ajustadas ao padrao 0,5 da escala de MacFarland, com
posterior diluicdo em solucéo salina estéril (fator de diluicdo de 1:10), para
obtencdo da concentracéo final de 1,5 x 10* UFC mL™?. Os testes foram
realizados em placas de 96 pocos, onde cada poco recebeu 90 uL da
concentracdo especifica dos extratos, 90 uL de BHI estéril e 10 pL do

in6culo.
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Gluconato de clorexidina 0,12% (PerioGard, Colgate®, S.B.
Campo, SP) foi utilizado como padrao positivo, testado na concentracao
inicial de 0,6 mg/ml. O controle de viabilidade das cepas, o controle de
esterilidade do meio e o controle de atividade do solvente, foram realizados
simultaneamente. As microplacas foram encubadas em estufa
bacteriolégica, sob temperatura controlada de 37+ 2°C, por 24h. Finalizado
o periodo de incubacéo, a inibicdo do crescimento dos microorganismos foi
revelada por adicdo de solugdo aquosa do corante resazurina (Sigma-
Merck, Darmstadt, Alemanha) (20 pL, 0,02%, p/v), com posterior re-
incubacgao por mais 3h. A CIM, definida como a menor concentragéo capaz
de inibir o crescimento de microorganismos, foi determinada pela
permanéncia de colora¢do azul nos pocos. A visivel mudanca da coloracao
azul para rosa (em funcéo da reducéo da resazurina a refazurina) indica o
crescimento de células viaveis. Os experimentos foram realizados em
triplicata (NCCLS/CLSI, 2004).

Ensaios de Toxicidade

Os testes de toxicidade foram realizados com base nas diretrizes da
The Organization for Economic Cooperation and Development (OECD);
Resolucdo da Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (RCD) n° 07, de fevereiro de 2015; Guia de Controle de Qualidade
de produtos cosméticos -Anvisa, 2008; ISO (International Organization for
Standardization)10.993 — Parte 10, 2010. (ISO, 2010; OECD, 2001; OECD,
2015; MINISTERIO DA SAUDE, 2015; ANVISA, 2012; ANVISA 2014b).

Citotoxicidade in vitro

Culturas celulares de fibroblastos Balb/c 3T3 foram testadas quanto
a viabilidade celular utilizando o ensaio MTT (brometo de 3- 4,5-
dimetiltiazol-2-il -2,5-difeniltetrazélio). Esse teste quantifica a conversao do
MTT, que é soluvel em agua, em um formazan insoltvel. O formazan, de
cor azul purpurea, é solubilizado, e sua concentracdo, determinada pela
densidade 6ptica em espectrofotdmetro (GUERREIRO et al., 2021).

Cultura de fibroblastos
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Para os ensaios de citotoxicidade, fibroblastos Balb/c 3T3 foram
cultivados em placas de cultura de fundo chato de 96 pogos, mantidos em
DMEM (Meio Dulbecco Modificado por Eagle) com 5% de soro fetal bovino
completo, em atmosfera imida contendo 5% de CO». Os ensaios foram

realizados por meio do cultivo das células em placas de cultura de 96
pocos, mantidas em incubadora por 24 h para a adesédo das células. As
células foram entdo incubadas com as substancias em teste (Oleo
essencial, extrato etandlico dos rizomas e do residuo sélido de priprioca)
por periodos de 1, 3 e 7 dias. O meio de cultura DMEM foi utilizado como
controle (células ndo expostas). Os ensaios foram feitos com base na
metodologia de Guerreiro et al. (2021).

Avaliacdo da viabilidade celular/metabolismo pelo ensaio MTT

Fibroblastos Bal/c 3T3 foram incubados em placas de cultura de 96
pocos com Oleo essencial, extrato etandlico dos rizomas integros, extrato
etanolico do residuo sélido de priprioca (concentragdo inicial - 4,68mg/ml e
final — 0,29 mg/ml) o controle (meio de cultura) por 1, 3 e 7 dias. Apos esse
periodo, o sobrenadante foi removido e adicionados 100ul da solugéo de
MTT (Sigma-Aldrich) a 0,5 mg mL. As células foram entéo incubadas por 4
h em uma incubadora com 5% de CO2 e 95% de umidade, a 37 °C. A
solugao foi descartada e 100 uL de alcool isopropilico acidificado (HCI:
alcool isopropilico, 0,04 N) foram adicionados ao extrato para solubilizar os
cristais de formazan. As densidades opticas das solu¢des foram medidas
utilizando um espectrofotdmetro com filtro de comprimento de onda de 570
nm (em triplicata). As leituras de absorbancia foram normalizadas pelas
células expostas ao DMEM, representando a atividade do succinato
desidrogenase (metabolismo celular).
5.9.1.3. Andlise de dados

Os dados obtidos a partir dos experimentos foram analisados no
software estatistico IBM SPSS (versdo 26.0, IBM Corporation, Armonk,
New York, USA). Os valores de viabilidade celular obtidos foram
comparados entre 0s grupos experimentais pelo teste ANOVA One-way,
com pos-teste de comparacdes multiplas de Tukey e, em seguida, para

cada um dos grupos, comparou-se 0s valores de viabilidade ao longo do
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tempo de prospeccao (1 dias, 3 dias e 7 dias) pelo teste ANOVA com
medidas repetidas e poOs-teste de comparacdes multiplas de Tukey. Os
graficos de distribuicAo dos percentuais de viabilidade celular foram
construidos utilizando o software estatistico GraphPad Prism (versdo 9.0.0,
GraphPad Prism, GraphPad Software, San Diego, Califérnia, USA). Para

todos os testes adotou-se um nivel de significancia de 5%.

Ensaio de irritagéo/corroséo ocular aguda in vitro

O método de escolha para a pesquisa de irritagao/corrosao ocular
aguda in vitro foi o HET-CAM (Hens Egg Test-Chorion Allantoic
Membrane) que é capaz de reduzir e refinar o0 uso de animais nos testes
de irritagdo ocular, reduzir o tempo necessario para avaliar uma substancia
e investigar na forma semi-quantitativa a capacidade de irritagdo de
produtos soluveis, emulsdes, geéis ou 6leos sobre a membrana corio-
alantéide de ovo embrionado de galinha no décimo dia de incubagao
(CHORILLI et al., 2009; CCVAM, 2012).

Ovos embrionados

Para a realizacao do teste, foram utilizados ovos embrionados de
frango de corte recolhidos no primeiro dia da fertilizacéo, adquiridos em
uma granja localizada na zona rural da cidade de Santarém (Para), com
peso médio de 50 — 60 gramas, mantidos em incubadora a temperatura de
38,0 £ 0,5°C, umidade relativa de 70%, durante 9 dias.

Delineamento experimental

Apés o periodo de incubacao, foi retirado a casca ao redor da
camara de ar, evidenciando a membrana interna umedecida com solugao
salina e retirada com bastante cuidado, para revelar a membrana cério-
alantoide (Figura 6). Em seguida, foi aplicado 0,3 ml das formulacdes
diretamente na CAM, observando as reagdes durante um periodo de 300s.
O tempo para o aparecimento dos eventos (pontos finais) foram anotados,
monitorados e registrados (filmado), em segundos (DA SILVA et al., 2021;
FREIRE et al., 2015; ICCVAM, 2010).
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Figura 6: Procedimento experimental em sequéncia para desenvolvimento do método
HET-CAM.

Fonte: FERNANDEZ-FERREIRO et al (2014).

Os seguintes grupos foram testados: NaCl 0,9% (controle negativo),
propilenoglicol 1% (solvente); NaOH a 0,1 mol/L (controle positivo); 10
mg/ml do 6leo essencial de C. articulatus; 10 mg/ml do extrato etandlico de
rizomas de C. articulatus e 10 mg/ml do extrato etandlico proveniente do
residuo sélido de C. articulatus. Com o objetivo de garantir resultados
reprodutiveis e com alta confiabilidade, utilizamos fotografias de referéncia
para todos os pontos finais. Os trés pontos finais a serem observados sao
hemorragia (sangramento dos vasos), lise vascular (desintegragao do vaso
sanguineos) e a coagulacao (desnaturagao proteica intra e extravascular)
(DA SILVA et al., 2021; DEROUICHE; ABDENNOUR, 2017; FREIRE et al.,
2015; ICCVAM, 2010).

A avaliagdo tem como base o surgimento de cada um dos trés
pontos de extremidade do HET-CAM em intervalos de tempo fixos de 30
segundos, 2 minutos e 5 minutos. O tempo para lise, hemorragia e
coagulagao recebem uma pontuagédo especifica de acordo com o tempo
em que cada evento acontece (DA SILVA et al., 2021; DEROUICHE;
ABDENNOUR, 2017). Esta relagao pode ser observada na Tabela 1.

Tabela 1. Esquema de pontuacgao para teste de irritagdo com o teste HET-CAM.

Efeitos Pontuacéo
0,5min (30s) 2min (120s) 5min (300s)
Lise 5 3 1
Hemorragia 7 5 3
Coagulacao 9 7 5

Fonte: ICCVAM, 2010, DEROUICHE et al., 2017 (Adaptado)
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Em seguida, as pontuagbes foram somadas obtendo um valor
numerico unico, evidenciando a capacidade de irritacdo da formulagao
testada em uma escala comum que varia de 0 a 21, demonstrada na Tabela
2 (ICCVAM, 2010). O teste foi realizado em triplicata e com os resultados
obtidos, determinou-se uma média (entre 0 e 21), indicado as categorias
irritantes e nao-irritante (Tabela 2) (DEROUICHE; ABDENNOUR, 2017).

Tabela 2. Categoria de irritagdo de acordo com a faixa de pontuagdo do HET-CAM.

Faixa de pontuagao Categoriade irritagao
0a0,9 N&o rotulado
la4d9 Ligeira irritagéo
5a8)9 Irritacdo moderada
9az21 Irritacdo grave

Fonte: ICCVAM, 2010; DEROUICHE et al; 2017 (adaptado)

Toxicidade oral aguda in vivo

Para a conducdo deste teste foram utlizados 24 ratos Wistar
(fmeas) pesando em média 160 — 250g divididos em 4 grupos
experimentais, totalizando 6 animais por grupo: G1- Oleo essencial de
priprioca; G2 — extrato etandlico dos rizomas integros de priprioca; G3 —
extrato etandlico do residuo sélido do mesmo vegetal e G4 — controle.

Os animais receberam o 0leo essencial, extrato etandlico dos rizomas
e do residuo sélido de priprioca todos diluidos em solucéo salina 0,9% e
propilenoglicol por via oral na dose de 2000 mg/Kg peso corpéreo. Os
animais do grupo controle receberam somente solugdo salina com
propilenoglicol.

O teste de toxidade aguda seguiu as diretrizes da The Organization
for Economic Co-operation and Development OECD-423/2001 (OECD,
2001), que consiste em ensaios para a classificacdo de toxidade de
substancias em teste utilizando ratos, preferencialmente fémeas devido
sua maior sensibilidade em relacdo aos machos. Dependendo do niumero
de mortalidade dos animais na primeira etapa, os testes deverdo ser ou
ndo dado continuidade, chegando a ser realizados 2 a 4 etapas
posteriormente. O método € capaz de classificar as substancias,

semelhantes a outros métodos, como o método que estabelece a DL-50, e
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se baseia na avaliacdo biométrica com doses fixas para a classificacédo e
riscos no qual o individuo serd submetido ao receber a substancia em

estudo (Figura 7).

Figura 7 - Fluxograma da Toxicidade Aguda

300mg/kg
3 animals

5ma/kg
3 animals

50mg/kg
3 animals

2000mg/kg
3 animals

50mg/kg 2000mg/kg
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
A 4 A
GHS Category Category 2 Category 3 Category 4 Category § Category 5 or
> 0.6 > 5. 60 > 50- 300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000 Unclassified

3(at 300)
at 1" step

LD50 cut -off
mg/kg b.w.

-per step three animals of a single sex (normally females ) are used R
-041,2,3: Number of moribund or dead animals at each step ~Testing at 5000 mg/kg bw.: see Annex 3
-GHS: Globally Harmonized Classification System (mg/kg b.w.)

= : unclassified

Fonte: OECD 2001

Esta metodologia consiste na administracao do extrato diluido no trato
digestdrio dos animais através de canula metélica acoplada a seringa
(gavagem). Apds a administracdo da dose do extrato diluido, os animais
foram observados individualmente pelo menos uma vez a cada 30 minutos
nas quatro primeiras horas, periodicamente durante as primeiras 24 horas,
e diariamente a partir de entdo até um total de 14 dias. Os animais foram
avaliados quanto a sua atividade geral, frémito vocal, irritabilidade, reflexo,
contorg¢ao, ataxia, tremores, convulsdes, hipnose, anestesia, lacrimacao,
ptose, piloerecdo, hipotermia, respiracdo, cianose, hiperemia e morte

Todos os animais foram pesados antes da administragao, no 7° e 14° dia.

Teste de Irritagdo da Mucosa Oral (in vivo)
Este teste baseou-se na aplicacao do produto diluido na mucosa oral
de ratos através de seringa de insulina sem agulha (ISO, 2010; MARREIRO
et al., 2021).

Foram realizadas 4 aplicacdes de 6leo essencial, extrato etandlico
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dos rizomas integros, extrato etandlico do residuo solido de priprioca ha
concentragéo de 2,34 mg/ml e propilenoglicol 1% com intervalo de 1 hora
entre estas, num unico dia. O produto (0,5 mL) foi aplicado na regido de
mucosa oral direita de cada animal por quatro vezes, com intervalo de 1
hora entre cada aplicacdo. Antes de cada aplicacdo, a mucosa de cada
animal foi examinada macroscopicamente e as alteragdes ocorridas na
mucosa foram registradas para o controle do ensaio. A observacéo de
lesbes severas nesse exame inviabiliza o prosseguimento do teste. Um
grupo controle (N=4) permaneceu sem tratamento. Vinte quatro horas apos
o término do tratamento realizou-se a Ultima leitura macroscopica e 0s
animais foram entdo eutanasiados e amostras representativas da mucosa
foram retiradas e fixadas em formalina a 10% e encaminhadas para exame
histoldgico (1ISO, 2010; MARREIRO et al., 2021).
Avaliacdo macroscépica

O exame macroscopico consiste na descricdo da aparéncia das
mucosas para cada animal e as reagfes da superficie da mucosa para
eritema classificadas de acordo com o sistema dado na Tabela 3 para cada
animal em cada intervalo de tempo e os resultados registrados para o
relatorio de teste.

As notas (Tabela 3) para cada observacdo foram somadas e a soma
dividida pelo nimero de observacdes para determinar a nota média por
animal.

Obs. 1 Essas observagfes podem auxiliar na avaliagéo histoldgica.

Obs. 2 As observacdes iniciais feitas antes da primeira aplicacao do
material de teste ndo séo incluidas na nota.

Avaliacao histologica

Os efeitos irritantes ocorridos na mucosa oral foram avaliados

microscopicamente por um Unico patologista. O patologista classificou cada

tecido de acordo com o sistema dado na Tabela 4.

Tabela 3: Sistema de classificacdo para reagdes orais.

Reacéao Graduagdo numérica

Eritema e formacéo de escara



53

Sem eritema 0
Eritema leve 1
Eritema bem definido 2
Eritema moderado 3
Eritema severo (escara) 4

Fonte: International Organization for Standardization (1ISO), 2010.

Tabela 4: Sistema de classificacdo para exame microscépico para reacao tecidual oral.
Reacbes Graduagdo numérica

Epitélio
Normal, intacto
Degeneragao celular
Metaplasia
Erosao Local
Erosdo Generalizada
Infiltrado Leucocitario
Ausente
Minimo (menos que 25)
Médio (26 a 50)
Moderado (51 a 100)
Marcante (maior que 100)
Congestédo vascular
Ausente
Minimo
Médio
Moderado
Marcante
Edema
Ausente
Minimo
Médio
Moderado
Marcante

A WNEFO

AWNEFLO

AWNEFLO

AWNPEFLO

Fonte: International Organization for Standardization (ISO), 2010.

Os escores encontrados na avaliacdo microscopica de todos os
animais foram somados e divididos pelo nimero de observacdes para se
obter a média de cada grupo de animais (controle e teste). A pontuacéo
méxima € 16. Uma pontuacdo total superior a nove para a avaliacdo
microscoépica na bolsa da bochecha de controle pode indicar patologia
subjacente ou, em um animal de controle, pode indicar trauma na dosagem.
O indice de irritacéo (li) foi obtido subtraindo a média dos escores

dos animais tratados pela média dos escores dos controles [li = (Média dos
animais tratados) — (Média do controle)]. O teste da irritagdo da mucosa

oral em ratos permite as seguintes classificagdes: nao irritante (NI = 0,0 a
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0,99), irritante minimo (IMin = 1,0 a 4,99), irritante leve (IL = 5,0 a 8,99),
irritante moderado (IM = 9,0 a 11,99) ou irritante severo (12,0 a 16,0)
(Tabela 5).

Tabela 5: indice de irritag&o.

Média dos escores Classificacéo
0 Né&o irritante
la4 Minimo
5a8 Leve
9all Moderado
12a16 Severo

Fonte: International Organization for Standardization (1ISO), 2010.
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6. RESULTADOS

6.1 Analise da composicao quimica do 6leo essencial de priprioca

O rendimento do Gleo essencial de Cyperus articulatus foi de 0,8%.
A caracterizagdo quimica por CG-MS levou a identificacdo de 27
compostos (Tabela 6). Os compostos majoritarios encontrados no 6leo
foram: mustacona (14,08%), ciclocolorenona (9,45%) e beta-selineno

(9,20%) (Figura 8).

Tabela 6. Composi¢céo quimica do éleo essencial de Cyperus articulatus de Santarém
(Estado do Para, Brasil) por CG-MS

tr (Min) IR Identificacdo % rel.
5,65 934 alfa-pineno 2,93
6,18 954 tuja-2,4(10)-dieno 0,79
6,81 977 beta-pineno 1,64
8,27 1025 para-cimeno 0,43
12,44 1137 nopinona 0,75
12,52 1139 trans-pinocarveol 4,26
13,47 1163 pinocarvona 0,61
13,66 1167 alfa-felandren-8-ol 1,72
14,07 1178 4-terpineol 0,55
14,64 1192 alfa-terpineol 0,74
14,87 1197 mirtenol 5,09
15,40 1210 verbenona 6,58
22,00 1367 ciclosativeno 0,80
22,37 1376 alfa-copaeno 7,90
23,33 1399 cipereno 4,57
25,72 1458 rotundeno 2,20
26,47 1477 gama-muuroleno 1,70
26,85 1486 beta-selineno 9,20
28,31 1524 trans-calameneno 1,12
29,07 1543 alfa-calacoreno 1,93
30,61 1583 oxido de cariofileno 8,17
30,94 1592 beta-copaen-4-alfa-ol 1,63
31,59 1609 humuleno epdéxido I 1,90
34,17 1679 mustacona 14,08
34,73 1694 ciperotundona 351
35,28 1709 cis-tujopsenal 575
36,70 1750 ciclocolorenona 9,45

Total (%) 100
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tr=tempo de retencao; ir= indice de retencéo; % rel = porcentagem relativa

(em relagdo ao composto total encontrado na analise CG-MS).

Figura 8. Principais compostos volateis presentes no 6leo essencial de C. articulatus

CH, %

HiC CH,

O

GH;

mustacona ciclocolorenona beta-selineno

6.2 Andlise da composicdo quimica do extrato dos rizomas integros
de priprioca

O extrato etandlico dos rizomas integros de C. articulatus renderam
13%. A analise da composi¢ao quimica do extrato etandlico destes rizomas
de C. articulatus realizada através Cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-MS), revelou a presenca de 43 compostos,
sendo a mustacona 0 composto que aparece em maior porcentagem
(11,36%), seguido do gurjuneno (9,32%) (Tabela 7) (Figura 9).

Tabela 7: Composicdo quimica do extrato etandlico dos rizomas integros de Cyperus

articulatus de Santarém (Estado do Para, Brasil) por CG-MS

Constituintes TR %
(E)-Pinocarveol 12.02 0.17
Verbenol 12.29 0.42
(1R)-(-)-Myrtenal 14.22 0.11
Myrtenol 14.44 0.27
Verbenone 14.77 0.40
alpha-copaene 21.64 0.13
Cyperene 22.57 0.12
Cyperadiene 22.86 0.71
alpha.-Guaiene 26.11 0.53
trans-Calamenene 27.62 0.17
9,10-dehydro-Isolongifolene 28.06 0.20
alpha-calacorene 28.39 1.03
Caryophyllene oxide 29.90 2.34
Ledene oxide-(Il) 30.18 1.29
Calarene epoxide 31.18 0.25
B-Atlantol 31.36 0.78
Tumerone 31.65 0.93
Valencene 32.17 0.33
Pogostol 32.68 2.30

B-Selinene 32.79 171
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9-epi-(E)-Caryophyllene 32.89 154
Alloaromadendrene 33.08 0.18
Cedrol 33.19 0.59
Isogermacrene D 33.29 1.09
Mustakone 33.50 11.36
Isoaromadendrene epoxide 33.75 2.94
Cyperotundone 34.04 6.84
Eremophilene 34.91 1.02
(-)-Spathulenol 35.05 0.96
Myristic acid 35.22 151
Gurjunene 36.06 9.32
Premnaspirodiene 36.31 0.44
cis-Z-.alpha.-Bisabolene epoxide 36.41 0.52
Anhydro-.beta.-rotunol 36.80 191
2-epi-(E)- B-Caryophyllene 36.99 150
Thujopsenal 37.41 0.23
trans-Z-.alpha.-Bisabolene epoxide 38.03 0.65
Cyperadione 38.90 0.39
Corymbolone 40.84 3.94
Palmitic acid 42.05 4.75

Linoleic acid 47.27 243

Oleic acid 47.47 6.71

Stearic acid 48.28 124
Oxygenated monoterpenes 1.36
Sesquiterpene hydrocarbons 18.99
Oxygenated sesquiterpenes 39.23
Fat acids 16.63

Others unidentified 20.11
Total (%) 96.32

TR: tempo de retencdo por minuto; %: porcentagem relativa (em relacéo ao composto total

encontrado na analise CG-MS).

6.3 Andlise da composicdo quimica do extrato do residuo sélido de
priprioca

O extrato etandlico do residuo solido de C. articulatus renderam 21%
em extratos. A analise da composi¢do quimica do extrato etandlico deste
residuo sélido realizada através Cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-MS), revelou a presenca de oito
componentes majoritarios. Sendo o acido oleico 0 composto que aparece
em maior porcentagem, seguido da mustacona em concentracdes

préximas (18,26% e 17,38% respectivamente) (Tabela 8) (Figura 9).

Tabela 8: Composicdo quimica do extrato etandlico do residuo sélido de Cyperus

articulatus de Santarém (Estado do Para, Brasil) por CG-MS

Constituintes TR %
Citronellal 12.47 3.69
Mustakone 33.47 17.38
Rotundone 34.60 6.63
Dehydrofukinone 36.03 15.31

Corymbolone 40.82 14.27
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Palmitic acid 42.05 11.04

Oleic acid 47.47 18.26

Stearic acid 48.28 4.28
Oxygenated monoterpenes 3.69
Oxygenated sesquiterpenes 53.59
Fat acids 33.58

Others unidentified 6.41
Total (%) 97.27

TR: tempo de retencao por minuto; %: porcentagem relativa (em relagéo ao composto total

encontrado na analise GC-MS).

Figura 9. Principais compostos volateis presentes nos extratos etanélico dos rizomas

integros e residuo sélido de C. articulatus.

mustacona gurjuneno acido oléico

6.4 Avaliacdo antimicrobiana - Determinacdo da concentracao
inibitéria minima (CIM)

Tanto 6leo essencial, quanto os extratos de Cyperus articulatus,
assim como a clorexidina, apresentaram atividade antimicrobiana frente ao
microorganismo testado. Porém, quando comparamos o0s extratos,
observamos que o extrato etandlico dos rizomas de C. articulatus foi capaz
de inibir o crescimento de S. mutans em menor concentracao (CIM=0,29
mg/ml) do que o extrato etandlico do residuo solido (CIM=2,34mg/ml). J4 o
valor de CIM para o o6leo essencial (0,46 mg/ml) foi menor quando
comparado ao valor de CIM do extrato etanélico do residuo e maior quando

comparado ao do extrato etandlico dos rizomas de priprioca (tabela 9).
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Tabela 9. Concentracao Inibitéria Minima em mg/ml do 6leo essencial de C. articulatus,
do extrato etandlico do residuo solido de C. articulatus e do extrato etandlico dos rizomas

integros de C. articulatus e gluconato de clorexidina frente a bactéria S. mutans.

Extr EtOH OE Extr EtOH Clorexidina
C. articulatus C. articulatus C. articulatus

residuo
CiM CiM CIM CiM
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
S. muttans 2,34 0,46 0,29 0,004

ATCC 25175

OE C. articulatus: 6leo essencial de C. articulatus; Extr EtOH C. articulatus — residuo:
extrato etanodlico do residuo solido de C. articulatus; Extr EtOH C. articulatus: extrato
etandlico dos rizomas integros de C. articulatus; CIM: Concentragdo Inibitéria Minima
expressa em mg/ml. Concentragéo inicial testada para 6leo 15 mg/ml e ambos os extratos

150mg/ml e para clorexidina 0,6mg/ml.

6.5 Avaliacdo da Citotoxicidade - MTT

A analise de viabilidade resultou em diferenca estatisticamente
significante entre 0s grupos experimentais, em cada um dos tempos de
avaliacdo, exceto para as diluicbes 1:2 (tempo de 1 dia), diluicdo 1:4
(tempos de 1 e 3 dias), diluicdo 1:8 (tempo de 1 dia) e diluicdo 1:16 (tempos
de 1 dia e 7 dias) (p>0,05) (Tabela 10).

No tempo de 1 dia a viabilidade celular dos grupos G1 e G3 foram
similares a do controle na concentracao inicial (4,68 mg/ml) do composto
estudado (Tabela 10; figura 10).

No tempo de 3 dias, na concentracao inicial, todos os grupos foram
similares e diferentes do controle; na diluicdo 1:2 os G1 e G2 diferiram do
grupo controle e nas diluices 1:8 e 1:16 o G3 diferiu do controle (Tabela
10; figura 11).

No tempo de 7 dias, na concentragao inicial e na diluicdo 1:2, todos
os grupos foram similares e diferentes do controle; na diluicdo 1:4 o G3 foi
diferente do controle e na diluicdo 1:8 os G2 e G3 foram similares e

diferentes do controle (Tabela 10; figura 12).
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Tabela 10. Valores de média (desvio-padréo) e comparac¢ao entre 0s grupos

experimentais para a viabilidade celular nos diferentes tempos de avalia¢cdo do estudo.

Diluigéo Grupo 1dia 3 dias 7 dias p*
1,62(058) 1,62(058)Aa 1,62 (0,58)
Controle Aa Aa 1,000
G1 1’69A(g'51) 043(0,20)Bp  012(0.03) 4 40o
1 il b
4.68mg/ml) G2 0320009 0200028a  2%00D o005
G3 1’0ié0507) 0,54(0,01)Bb 0,10 (0,03) Bc <0,001
px 0,009 0,002 <0,001
1,62(058) 1,62(058)Aa 1,62 (0,58)
Controle Aa Aa 1,000
Gl 0'9‘;(‘;'55) 0,81(005)Ba  012(0.05)  ¢q45
L2 1,45 (0,19) '
234mgiml) G2 A 0,49(0,12)Bb  0,09(0,02)Bc <0,001
G3 105009 ogg016)aBa %8000 <0001
px 0,233 0,013 <0,001
1,62(058) 1,62(058)Aa 1,62 (0,58)
Controle Aa Aa 1,000
Gl 1’85A(g' 14)  124(023)Aa 1,4;&98) 0,474
1:4 . !
1,01 (0,48) 1,23(0,18)
(L17mg/ml) G2 o 1,17 (0,23) Aa A 0,699
G3 1’02A(g'12) 1,05(0.23) Aa 0'078(0'01) <0,001
px 0,068 0,312 0,045
1,62(058) 1,62(058)Aa 1,62 (0,58)
Controle Aa Aa 1,000
G1 1'7%2'26) 1,64(0,37) Aa 1'87A(g'73) 0,842
18 2.24.(0.10) ’
058mg/ml) G2 240 1,87(0,18)Ab  0,09(0,00)Bc <0,001
G3 137010 oe3(027)Bb  011(0,05Bc 0,001
p* 0,070 0,018 0,002
1,62(058) 162(058)Aa  1,62(0,58)
Controle Aa Aa 1,000
et 7033 ys570108a O8O o159
1:16 , ,
029mg/iml) G2 L8 001z aa TBOE) o008
1,59 (0,26) 0,33(0,35)
G3 o 0,25 (0,06) Bb b 0,001
p* 0,400 0,001 0,115

Controle = Meio de cultura; G1 = Oleo essencial de C. articulatus; G2 = Extrato etandlico
dos rizomas integros de C. articulatus; G3 = Extrato etandlico do residuo sdlido de C.
articulatus. * Teste ANOVA One-way, com pés-teste de comparacgdes multiplas de Tukey

(Comparacao na coluna. Letras mailsculas diferentes indicam diferenca estatisticamente
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significante entre os grupos). ** Teste ANOVA One-way com medidas repetidas, com pés-
teste de comparacdes multiplas de Tukey (Comparagcdo na linha. Letras minUsculas
diferentes indicam diferenca estatisticamente significante entre os grupos). Nivel de

significancia = 5%.

Figura 10. Distribuicao grafica e comparacao dos grupos para os percentuais de

viabilidade celular, nas diferentes diluicdes do estudo, no tempo de 1 dia.
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Figura 11. Distribuicao grafica e comparacao dos grupos para os percentuais de

viabilidade celular, nas diferentes diluicdes do estudo, no tempo de 3 dias.
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Figura 12. Distribuicdo grafica e comparacédo dos grupos para 0s percentuais de
viabilidade celular, nas diferentes diluicdes do estudo, no tempo de 7 dias.
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6.6 Avaliacdao irritagcao/corrosado ocular aguda — HET-CAM

As substéancias testes analisadas, incluindo o 6leo essencial, extrato
etandlico dos rizomas integros, o extrato etandlico de residuo sélido de C.
articulatus e o propilenoglicol 1%, demonstraram auséncia de alteragdes
vasculares na membrana corioalantéide. Isso representa as primeiras
alteracbes associadas a irritacdo da pele e mucosas e contrasta com o
controle negativo de NaCl 0,9%. Consequentemente, essas substancias,
Oleo, extratos e solvente, ndo demonstraram potencial irritante ou
toxicidade e receberam indice de irritacdo "ndo marcado” (IS = 0), sem
diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle (Na Cl 0,9%). J& o
hidroxido de sédio (NaOH) a 0,1 mol/L foi classificado como "Irritacédo
grave" devido ao aparecimento dos trés desfechos (lise, hemorragia e
coagulacao) apés seu contato com a membrana corioalantoide de ovos de
galinha embrionados, obtendo-se indice de irritacdo de 17,67, com

diferencga estatistica em relagdo ao grupo controle (p <0,0001) (Tabela 11).

Tabela 11. indice e classificacdo de irritagio no teste da membrana corioalantéide do
ovo de galinha (HET — CAM).

Tratamento IS (£ Erro Padréo) Classificacéo
(NaOH) a 0,1 mol/L 17,67 (£ 1,44)**** Irritacéo grave
(controle positivo)
NacCl 0,9% 0 (+£0,0) N rotulado
(controle negativo)
Propilenoglicol 1% 0(£0,0) N rotulado
OE C. articulatus 0 (+£0,0) N rotulado
(20 mg/ml)
Extr EtOH C. articulatus 0 (x£0,0) N rotulado
(10 mg/ml)
Extr EtOH C. articulatus - 0 (+0,0) N rotulado

residuo (10 mg/ml)
OE C. articulatus (6leo essencial de C. articulatus); Ext EtOh C. articulatus (extrato

etandlico dos rizomas integros de C. articulatus); Ext EtOh C. articulatus — residuo
(extrato etandlico do residuo sélido de C. articulatus); IS (indice de irritacdo); ****
Diferenca estatistica apresentada quando comparada com o grupo controle NaCl 0,9%

(p £0,0001). Resultados expressos em média (+ erro padrdo da média).

6.7 Avaliag&o datoxicidade oral aguda
No teste de toxicidade oral aguda, nenhum dos trés animais expostos

do grupo apresentaram alguma das alteragdes de intoxicacdo ou
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mortalidade indicadas pelo protocolo OECD 423 (OECD, 2001) nas
primeiras 4 h, somente sinais de sonoléncia nos grupos submetidos a
administracao do 6leo essencial, extrato etandlico dos rizomas integros e
do residuo solido de priprioca.

Quanto as observacdes durante os 14 dias experimentais, no
acompanhamento da massa corporal quando aplicado o teste ANOVA nao
foram observadas diferencas significativas (Tabela 12), assim como nao
foram registrados nenhuma alterac¢éo clinica e nem mortalidade norteados
pelo teste, ficando os animais ativos e saudaveis.

Por conseguinte, os experimentos foram repetidos a fim de
confirmacéao do resultado anterior, com 3 animais por grupo, ratificando o

resultado (Tabela 13).

Tabela 12. Teste para confirmacédo da dose méxima de seguranca bioldgica oral. Média
do peso corporal (Gramas + Desvio Padrao) de ratos Wistar expostos oralmente ao
veiculo controle de diluicdo da droga (salina 0,9% e propilenoglicol) e os produtos

naturais na dose de 2000 mg/Kg.

Teste 1l
Dia 0 7 dias 14 dias
Controle 189,00 + 26,51 194,33 + 27,30 200,67 + 25,42
(propilenoglicol) n=3 n=3 n=3
OE C. aticulatus 178,00 + 31,18 193,00 + 21,63 202,33 + 22,59
2000 mg/ml n=3 n=3 n=3
Extr EtOH 157,67 + 25,81 197,67 + 24,85 206,00 + 15,59
C. articulatus n=3 n=3 n=3
2000 mg/kg
Extr EtOH 198,00 + 19,97 226,00 £ 7,07 241,50 + 9,19
C. articulatus residuo n=3 n=3 n=3
2000mg/ml

OE C. articulatus (6leo essencial de C. articulatus); Ext EtOh C. articulatus (extrato

etandlico dos rizomas integros de C. articulatus); Ext EtOh C. articulatus — residuo

(extrato etandlico do residuo sélido de C. articulatus)

Tabela 13. Repeti¢do do teste para confirmacdo da dose maxima de seguranca biol6gica

oral. Média do peso corporal (Gramas + Desvio Padréo) de ratos Wistar expostos

oralmente ao veiculo controle de diluicdo da droga (Salina 0,9% e propilenoglicol) e os

produtos naturais na dose de 2000 mg/Kg.

Teste 2
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Dia 0 7 dias 14 dias

Controle 202,00+ 27,87 212,33+ 26,50 214,67 + 25,93

(propilenoglicol) n=3 n=3 n=3
OE C. aticulatus 231,67 £17,39 234,67 £18,58 250,00 + 20,78

2000 mg/ml n=3 n=3 n=3
Extr EtOH 189,67 + 2,89 211,67 5,51 214,67 + 3,06

C. articulatus n=3 n=3 n=3

2000 mg/kg

Extr EtOH 202,00 + 27,87 212,33 £ 26,50 214,67 + 25,93

C. articulatus residuo

2000mg/ml

n=3

n=3

n=3

OE C. articulatus (6leo essencial de C. articulatus); Ext EtOh C. articulatus (extrato

etanolico dos rizomas integros de C. articulatus); Ext EtOh C. articulatus — residuo

6.8 Avaliacdo dairritacdo da mucosa oral

(extrato etandlico do residuo solido de C. articulatus)

No sistema de avalia¢do para alteragdo macroscépica da mucosa oral

dos ratos, todas as substancias testadas obtiveram classificacdo 0 (sem

eritema). No entanto, 24 horas apos a ultima aplicagéo do propilenoglicol a

1% na mucosa oral dos ratos 2 e 3 pertencentes a este grupo, pudemos

observar a presenca de um eritema leve/bem definido, de classificacéo 2.

A mesma alteracdo macroscopica também pbde ser observada no rato 4

pertencente ao grupo do extrato etandlico do residuo sélido de priprioca

(2,34 mg/ml).

Tabela 14: Escores das reacdes teciduais orais ocorridos apds aplicagdo das

substancias testes na mucosa oral de ratos e classificacdo destas quanto ao grau de

irritacdo apos avaliagdo histoldgica.

Tratamento ratos  Epi Infiltrado  Congest. Edema  Média Classificacéo
Leuco vascular
1 0 0 0 0
Controle (sem .
0 0 0 0 0 N irritante
tratamento)
3 0 0 0 0
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4 0 0 0 0
1 0 0 0 0
Prop. 1% 2 0 0 0 0 1,25 Minimo
3 0 1 2 0
4 0 0 2 0
OE C. 1 0 0 0 0
articulatus 2 0 0 0 0 0 N irritante
(2,34 mg/ml) 3 0 0 0 0
4 0 0 0 0
Extr EtOH C. 1 0 0 0 0
articulatus 2 0 0 0 0 0 N irritante
(2,34 mg/ml) 3 0 0 0 0
4 0 0 0 0
Extr EtOH C. 1 0 0 0 0
articulatus 2 0 0 0 0 0
residuo 3 0 0 0 0 N irritante
(2,34 mg/ml) 4 0 0 0 0

Tratamentos: Controle = animais que permaneceram sem tratamento; Prop. 1% =
propilenoglicol a 1%; OE C. articulatus = 6leo essencial de C. articulatus na
concentracao de 2,34 mg/ml; Extr EtOH C. articulatus = extrato etandlico dos rizomas
integros de C. articulatus na concentracédo de 2,34 mg/ml; Extr EtOH C. articulatus
residuo = extrato etandlico do residuo sélido de priprioca na concentracéo de 2,34

mg/ml. Reag¢des teciduais: Epi = epitélio; Congest. vascular = congestao vascular.

Na avaliacdo microscopica do corte histolégico da mucosa oral do rato
3 apobs aplicacdo de propilenoglicol 1%, fenbmenos epiteliais como
infiltrado leucocitario grau 1 e congestdo vascular grau 2 puderam ser
encontrados (Figuras 13 e 14). Da mesma forma, o corte histolégico da

mucosa oral do rato 4 apds aplicagcdo da mesma substancia apresentou
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congestdo vascular grau 2 (Figura 15). Classificando-o como uma
substancia com capacidade de irritacdo minima. Em contrapartida
nenhuma alteracéo foi evidenciada nos cortes histolégicos da mucosa oral
pertencente aos grupos: controle, 6leo essencial e extratos etandlico dos

rizomas integros e do residuo sélido de C. articulatus.

Figural3: Corte histologico da mucosa oral do rato 3 evidenciando infiltrado leucocitario

grau 1 apés aplicacdo de propilenoglicol 1% (aumento 40X).

Fonte: Arquivos pessoais da autora.

Figura 14: Corte histoldgico da mucosa oral do rato 3 evidenciando congestéo vascular

grau 2 apoés aplicacao de propilenoglicol 1% (aumento 10X).

Fonte: Arquivos pessoais da autora.
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Figura 15: Corte histolégico da mucosa oral do rato 4 evidenciando congestdo vascular

grau 2 apés aplicacao de propilenoglicol 1% (aumento 10X).

Fonte: Arquivos pessoais da autora.

O ¢6leo essencial de priprioca a 2,34mg/ml e os extratos etandlicos dos
rizomas e do residuo de priprioca a 2,34 mg/ml foram classificados como
nao irritante ao exame microscépico dos cortes histolégicos pois néo foi
observado nenhum fendmeno epitelial apds aplicacdo destes produtos na

mucosa oral de ratos.
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7. DISCUSSAO

A partir de escassas informacgdes etnofarmacolégicas de C. articulatus
para doencas orais, avaliamos a atividade antimicrobiana do 6leo essencial
e de extratos etandlicos obtidos a partir dos rizomas e do residuo solido
desta planta cultivada no municipio de Santarém- PA sobre o principal
microorganismo relacionada ao desenvolvimento de carie dental. A
caracterizagdo quimica, juntamente com a avaliagdo da atividade
antimicrobiana e sua toxicidade, visa contribuir com o saber tradicional e
corroborar com o estudo de suas propriedades farmacolégicas (BERSAN
et al., 2014; KASPER et al, 2018a; KASPER et al., 2018b; SILVA et al.,
2019; SILVA et al., 2021).

Os rizomas sédo a matéria prima vegetal utilizada para extracéo do

Oleo essencial de priprioca, que possui alto valor comercial e desperta
interesse econdmico, principalmente para o setor de perfumaria (ROCHA,
2008; ZOGHBI et al., 2008). O odor agradavel do oleo essencial dos
rizomas de priprioca € recorrente da complexa composi¢cao quimica dos
metabdlitos secundarios da espécie (ZOGHBI et al.,, 2008). Autores
demonstraram diversas propriedades terapéuticas do 6leo essencial de
priprioca, tais como a atividade antimicrobiana (DESMACHELIER et al.,
1996; KASPER et al., 2018a; OLADOSU et al., 2011); anticonvulsivante
(NGO BUM et al., 2001), antiparasitaria (METUGE et al., 2014),
antioxidante, antiinflamatéria (BEZERRA et al., 2022) e acdo efetiva
bactericida / fungicida contra microrganismos orais (GALVAQO et al., 2012),
com capacidade de controlar a formacgé&o de biofilme (BERSAN etal., 2014).
O dleo essencial de Cyperus articulatus neste estudo, apresentou um
rendimento de 0,8% e por meio de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) - técnica de separagcdo das
substancias de uma amostra por meio de sua distribuigdo ao longo da fase
estacionaria (solida ou liquida) e mével (gasosa), sendo muito utilizada
para gases ou substancias volateis - revelou como compostos majoritarios
a mustacona, ciclocolorenona, beta-selineno, 6xido de cariofileno e alfa-

copaeno, onde a mustacona foi encontrada em porcentagem superior
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(14,08%) quando comparada aos outros compostos, resultados que
corroboram com estudos anteriores (KASPER et al., 2018b; MACHADO et
al., 2020; SILVA et al., 2019; ZOGHBI et al., 2006). Pesquisas tém relatado
a atividade bioldgica deste sesquiterpeno, como atividade antimalarica e
atividade antioncocercose (METUGE et al., 2014; RUKUNGA et al., 2008).
E importante ressaltar que a mustacona € o principal composto
sesquiterpénico presente no O6leo essencial de C. articulatus e esta
molécula €& o marcador biolégico desta espécie vegetal
(TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014). No entanto, existem fatores que
modificam a composicdo quimica das plantas, tanto em relagdo ao
contetdo dos compostos quimicos, quanto a sua presenca ou auséncia,;
dentre estes podemos citar: fatores genéticos, climaticos, edaficos, estagio
de desenvolvimento, inducdo por estimulos mecéanicos, ataque por
patégenos, entre outros. Da mesma forma, o tipo de solvente e/ou método
de extracdo utilizado afetam diretamente o rendimento e o conteddo dos
metabdlitos presentes, o que pode interferir nas atividades bioldgicas e
farmacoldgicas do produto testado (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; HERZI
et al., 2013).

Priprioca produz um baixo teor de 6leo essencial de aproximadamente
0,45%. O processamento associado a extracdo de 6leo essencial resulta
em um volume substancial de residuos vegetais que muitas vezes nao sao
utilizados (KASPER et al., 2020). Pesquisas preliminares sugerem que
esse residuo solido de priprioca contém compostos bioativos com
propriedades antifingicas e potenciais efeitos anticancerigenos (KASPER
et al., 2020; SILVA et al., 2021). Portanto, paralelamente a avaliacdo das
matérias-primas da planta (rizomas), também examinamos o extrato
etanolico obtido a partir dos residuos sélidos gerados apoés a extracao do
oleo essencial de C. articulatus.

Nossos resultados da andlise quimica dos compostos volateis em
extratos de C. articulatus estédo alinhados com investigacGes anteriores. A
corimbolona e o0 mustacona foram relatados anteriormente como
sesquiterpenos primarios presentes tanto no rizoma quanto nos extratos de
residuos sélidos derivados de C. articulatus (METUGE et al., 2014; SILVA
et al.,, 2021; RUKUNGA et al.,, 2008). Além disso, descobriu-se que a
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ciperotundona, previamente detectada no extrato etandlico dos residuos
solidos de C. articulatus (SILVA et al., 2021), é um importante constituinte
do extrato etandlico derivado dos rizomas de C. articulatus (ZOGHBI et al.,
2006). O &cido oleico foi encontrado neste estudo como o principal
constituinte do extrato etandlico obtido dos residuos solidos, e também foi
identificado em uma concentragdo mais baixa em um estudo semelhante
(ASSIS et al., 2020).

Estudos anteriores detectaram corimbolona como principal composto
encontrado no extrato etandlico de residuos solidos de C. articulatus
cultivada em Santarém, PA (14,25%) (ASSIS et al., 2020). Este composto
também esteve presente em quantidades relativamente menores no extrato
etanolico do rizoma utilizado neste estudo (3,94%).

O oleo essencial de C. articulatus de Campinas-SP apresentou
presenca de verbenol, mirtenal, mirtenol, verbenona e e-pinocarveol, nas
concentragcbes de 2,10%, 8,16%, 4,61%, 1957% e 17,44%,
respectivamente (DUARTE et al., 2005). Como esperado, esses compostos
também foram encontrados em concentracfes relativas mais baixas no
Oleo essencial e extrato etandlico dos rizomas de C. articulatus, utilizados
neste estudo. Da mesma forma, os compostos alfa-copaeno (2,2—-3,3%),
cipereno (1,8-4,3%), ciperadieno (0,3%), trans-calameneno (0,5-0,8%),
oxido de cariofileno (4,6—-10,8%), isogermacreno D (0,9-1%) e mustakone
(9,8-14,5%) identificados no 6leo essencial de C. articulatus cultivado em
areas fluviais e costeiras do estado do Pard em pesquisas anteriores
(ZOGHBI et al., 2008) também foram encontrados no 06leo essencial e
extrato etandlico do rizoma de C. articulatus neste estudo.

Nossos resultados estdo de acordo com pesquisas anteriores, nas
quais o 6leo de C. articulatus analisado por GC-MS mostrou a presenca de
alfa-guaieno, B-selineno (BERSAN et al., 2014), alfa-calacoreno, po-gostol,
ciperotundona, espatulenol e tujopsenal (SILVA et al., 2019). Estes
compostos também foram encontrados como constituintes do Oleo
essencial e extrato etandlico do rizoma de C. articulatus neste estudo.

Nossa pesquisa € um dos primeiros relatos a investigar o efeito
antimicrobiano dos extratos de C. articulatus contra bactérias orais. A forca
da atividade antimicrobiana de um material vegetal pode ser determinada
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com base nos valores da CIM, que corresponde a concentragcdo mais baixa
de um antibidtico necesséria para inibir o crescimento de um microrganismo
especifico, essencial para o desenvolvimento de terapias antimicrobianas
eficazes (DUARTE et al., 2005). Quando os valores de CIM s&o de até 0,5
mg/mL, a atividade antimicrobiana é considerada forte, enquanto valores
entre 0,6; 1,5 mg/mL indicam atividade moderada e acima de 1,6 mg/ml
atividade fraca (DUARTE et al., 2005; FERREIRA et al., 2018b). Assim,
tanto o Oleo essencial, extrato etandlico dos rizomas de C. articulatus
guanto a clorexidina (controle positivo) demonstraram forte atividade
antimicrobiana contra S. mutans, com valores de CIM abaixo de 0,5 mg/mL
e extrato etandlico do residuo atividade fraca com valor de CIM maior que
1,6 mg/ml. Resultado que corrobora com estudo anterior no qual o 6leo
essencial de C. articultatus cultivado na cidade de Campinas, Sao Paulo,
Brasil, mostrou forte atividade contra S. mutans com valor de CIM menor
0,5 mg/mL, demonstrando que o 6leo essencial estudado possui potencial
para bioprospeccdo de biomoléculas ativas, podendo ser usadas como
uma forma alternativa ou adjuvante no tratamento ou prevencéo da doenca
carie (GALVAO et al., 2012).

Em outro estudo, 6leos essenciais obtidos de vinte plantas aromaticas
e medicinais brasileiras foram avaliados quanto a sua atividade
antimicrobiana sobre os patégenos orais Candida albicans, Fusobacterium
nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Streptococcus sanguis e
Streptococcus mitis. A maioria dos 6leos essenciais apresentou atividade
antimicrobiana moderada a forte contra estes microrganismos com valores
de CIM entre 0,007 e 1 mg/ml. Entretanto, o 6leo de C. articulatus
apresentou os melhores resultados, com valores de CIM entre 0,25 e 0,50
mg/ml e maior capacidade de controlar a formacéo de biofilme, inibindo
63,96% da formacao de biofilme de S. sanguis. A analise quimica do Oleo
essencial de C. articulatus identificou a presenca dos sesquiterpenos
mustacona e a - copaeno, e do monoterpeno trans-pinocarveol como
componentes majoritarios (BERSAN et al., 2014). Os autores associaram
a atividade antimicrobiana a possiveis mecanismos de acéo apresentado

pelos componentes quimicos também presentes na composicao do 6leo, a
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e B - pineno, que mostraram ser capazes de destruir a integridade celular,
além de inibir a respiracdo e os processos de transporte de ions, levando
a morte celular (BERSAN et al., 2014; FREIRES et al., 2015). Substancias
estas também identificadas na composi¢cédo quimica do 0leo essencial de
C. articulatus utilizado neste estudo.

Estudos preliminares avaliando o extrato de C. articulatus também
identificaram altas concentracbes de corimbolona e mustakone e
demonstraram atividade antiplasmodial in vitro dessas substancias (ASSIS
et al., 2020; RUKUNGA et al., 2008). Da mesma forma, o &cido linoléico —
composto identificado no extrato etandlico de rizomas de C. articulatus — foi
isolado e associado a morte de vermes e microfilarias do parasita bovino
Onchocerca ochengi (METUGE et al., 2014).

A atividade antimicrobiana dos 0leos essenciais ndo € totalmente
compreendida, mas acredita-se que seja devida a complexa mistura de
componentes dos 6leos, e ndo ao resultado da influéncia de um dnico
produto quimico. Foi sugerido que a combinacdo de componentes dos
Oleos essenciais tem uma relagcdo sinérgica ou antagonica, o que pode
causar diferencas em suas propriedades antimicrobianas (YANG et al.,
2023). Assim, o0 mecanismo de a¢ao antimicrobiana do 6leo essencial e do
extrato etandlico dos rizomas de C. articulatus testados neste estudo sobre
S. mutans pode estar relacionado ao sinergismo desses compostos
guimicos.

Apesar da ampla utilizagdo com fins medicinais, para tratamento, cura
e prevencao de doencas, pesquisas mostram que muitas plantas
medicinais possuem substancias agressivas e, por esta razdo, devem ser
utilizadas respeitando os riscos toxicoldgicos (VEIGA JUNIOR et al., 2005).
Dessa forma, para determinar a toxicidade do 6leo essencial e dos extratos
etandlicos de priprioca foram utilizados testes de citotoxicidade, irritagdo e
toxicidade aguda que apresentam fundamental importancia quando se
busca avaliar a atividade biolégica de produtos de origem vegetal, visto que
substancias candidatas a novas drogas podem promover efeitos colaterais
(ANVISA, 2014b).

De acordo com 0s nossos resultados tanto o 6leo essencial quanto 0s

extratos etanolicos dos rizomas e dos residuos sélidos de C. articulatus nao
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apresentaram atividade citotoxica in vitro sobre fibroblastos Balb/c 3T3 nas
concentracbes testadas (4,68mg/ml a 0,29mg/ml) no periodo de 1 dia;
mantiveram células viaveis nas concentracdes de 1,17mg/ml no periodo de
3 dias e no periodo de 7 dias mantiveram células viaveis na concentracéo
de 0,29 mg/ml. Em estudo anterior utilizando a mesma metodologia in vitro
(teste MTT), o extrato etandlico de residuos sélidos de C. articulatus nédo
demonstrou atividade citotbxica em macréfagos de ratos nas
concentragbes de 12,5, 25 e 50 mg/mL (SILVA et al., 2021). Da mesma
forma 6leo essencial da mesma planta apresentou baixa agao citotoxica
para a linhagem de células Wi26VA-4 fibroblasto de pulm&o humano IC50>
100 pg/ml (SILVA et al.,, 2019). No entanto, o Oleo essencial de C.
articulatus testado por Metuge et al, (2014) foi considerado
moderadamente toxico em células de rins de macacos com o IC50 de 93,7
pg/ml. Nao se tém descrito na literatura testes de citotoxicidade com outras
linhagens celulares normais com a espécie C. articulatus.

Em um estudo realizado por Kabbashi et al., (2015), utilizando extrato
etandlico Cyperus rotundus L, do mesmo género da planta em estudo, os
autores relataram auséncia de citotoxicidade em linhagens de rins de
macacos (IC50> 100).

Outro método capaz de investigar na forma semi-quantitativa a
capacidade de irritacdo de produtos soluveis, emulsdes, géis ou oleos,
consiste no emprego da substancia teste sobre a membrana corio-
alantéide de ovo embrionado de galinha no décimo dia de incubagéo (HET-
CAM) (CHORILLI et al., 2009; CCVAM, 2012). De acordo com 0 nosso
estudo, tanto o 6leo essencial (10 mg/ml), quanto os extratos etandlicos
dos rizomas (10 mg/ml) e do residuo sélido (10 mg/ml) de C. articulatus
demonstraram auséncia de alteracbes vasculares na membrana
corioalantéide de ovos de galinha embrionados apés 5 minutos de
exposicdo, conforme o protocolo preconizado pela CCVAM (2012). Porém,
nenhum estudo anterior avaliou a toxicidade dos extratos de C. articulatus
utilizando o método empregado nesta pesquisa.

O uso do ¢6leo essencial de C articulatus mostrou-se seguro apos
estudo que demonstrou que a sua toxicidade aguda in vivo € superior a

2.000 mg/ kg. Foi observada a variagao de peso positiva dos ratos Wistar
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(fémeas) tratados com o 6leo essencial e extratos etandlicos dos rizomas
e residuo de priprioca e o controle (Tabela 10 e 11) no teste de toxicidade
aguda com uma unica dose. Nao houve diferengca estatistica neste
parametro, o que contribuiu para a classificacdo como altamente segura
segundo a OECD (2011). A toxicidade aguda de drogas testes podem ser
observadas através de alteragdes na pele, nos pelos, nos olhos, nas
mucosas, no peso, na atividade somatomotora ou no comportamento. A
alteracao imediata visivel mais comum de agao toxica € a redugéo do peso
do animal (LEMOS et al., 2018).

Segundo Rakotonirina e colaboradores (2001) o extrato aquoso do
rizoma de C. articulatus nao apresentou efeitos anestésicos ou
paralisantes, entretanto a atividade motora espontdanea em camundongos
foi significativamente reduzida. Quando comparado ao diazepam, o extrato
nao demonstrou o efeito de relaxamento muscular, embora quando
associado ao tiopental de sédio ou ao diazepam, facilitou a indugao e
aumentou o tempo total do sono sem nenhum efeito analgésico
concomitante. Sendo assim, sugere-se que C. articulatus possui
propriedades farmacolégicas semelhantes a dos sedativos conhecidos,
induzindo o sono. Resultados que corroboram com o nosso estudo, onde
observamos sinais de sonoléncia nos ratos nas primeiras 4 horas apos
administracdo do 6leo essencial, extrato etandlico dos rizomas e do residuo
de priprioca.

Singh et al. (2015) relataram que o extrato etandlico de Cyperus
rotundus, quando administrado por via oral em camundongos, nas
concentragdes de 5, 50, 300 e 2000 mg/Kg de peso corporal utilizando as
diretrizes do protocolo 423 da OECD, nao apresentou toxicidade aguda e
nem mortalidade em nenhum grupo testado. Nosso resultado corrobora
com o estudo descrito por esses autores quanto a toxicidade aguda do
género Cyperus. Em estudos semelhantes de toxicidade aguda com éleo
essencial de C. articulatus, na dose de 2000 mg/kg por via oral realizado
por Metuge et al. (2014) e Silva et al. (2019), também n&o causou morte
em camundongos BALBI/c.

Outro teste pré-clinico realizado neste estudo para avaliar a

biocompatibilidade, caracteristica fundamental no estudo de novas
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substancias (ESTRELA, 2018; CAVALCANTI et al., 2013), foi o teste de
irritacdo da mucosa oral in vivo ap0s aplicacdo do 6leo essencial e extratos
etandlicos dos rizomas e residuo de C. articulatus. Apés a realizacédo deste
teste pudemos observar que o 6leo essencial de priprioca a 2,34mg/ml e
0s extratos etandlicos dos rizomas e do residuo de priprioca a 2,34 mg/ml
foram classificados como néo irritantes ao exame microscépico dos cortes
histol6gicos pois nédo foi observado nenhum fendmeno epitelial apos
aplicacdo destes produtos na mucosa oral de ratos. Porém néo ha na
literatura relatos da avaliacdo da toxicidade de C. articulatus empregando-

se esta metodologia.
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8. CONCLUSAO

Oleo essencial e extratos etanolicos obtidos de rizomas integros e do
residuo solido de C. articulatus cultivados em Santarém (PA),
apresentaram sesquiterpenos como constituintes majoritarios e mustacona
em maior concentragao.

Oleo essencial e extrato etandlico dos rizomas integros de C.
articulatus tiveram forte acdo antibacteriana contra S. mutans, ja o extrato
etanolico do residuo apresentou atividade antibacteriana fraca frente a
bactéria testada.

Oleo essencial e extratos etandlicos obtidos de rizomas integros e do
residuo sélido de C. articulatus ndo apresentaram atividade toxica,
podendo ser usados de forma segura.

Nossos resultados sugerem que a planta amazonica priprioca, tem
potencial no desenvolvimento de produtos odontoldgicos contra infec¢des
bucais. No entanto, sdo necessarios estudos posteriores que possam levar
ao desenvolvimento de potencial droga anticariogénica natural; buscando
dessa forma, alternativas de prevencdo em saude bucal e reduzindo o

indice de doenca carie na regiao
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Abstract: Oral discases are one of the biggest public health problems worldwide, caused by oppor-
tunistic pathogens such as Streptococcus mutans and Enterococcus faecalis. Cyperus articulatus (priprioca)
is a plant conv Ily used in traditional medicine in the Amazon region. However, little is known
about the possible dentistry-related uses of extracts from the rhizomes and solid waste generated
by the extraction of essential oils from this vegetable. This study aimed to investigate the chemical
composition of volatile compounds and bial activity through the Mini y Con-
centration test (MIC and assessment of the toxicity by Hens Egg Test-Chorion Allantoic Membrane
(HET-CAM) of the ethanolic extracts from Cyperus articulatus intact rhizomes and solid waste. We
identified sesquiterpenes as the main ¢ i ts, strong icrobial activity of the ethanolic
extract of intact rhizomes against S. mutans (MIC = 0.29 mg/mL), moderate antimicrobial activity
against E. faccalis of the extract obtained from the solid waste (MIC = 1.17 mg/mL), and absence of
toxicity for both tested extracts. The absence of irritation and the antibacterial activity of the ethanolic
extract from C. articulatus rhizomes and solid waste reveal its potential for use in the alternative
control of bacteria that cause oral infections and may present economic viability as a raw material for
dental products.

+ Tk i

Keywords: priprioca; ethanolic extract; antimicrobial activity; rh toxicity

1. Introduction

Oral diseases remain one of the largest public health problems worldwide, impacting
over 3.5 billion individuals [1]. In 2010, untreated caries in permanent teeth emerged
as the predominant condition, affecting 2.4 billion people [2]. Recent data from Brazil's
national survey (SB Brazil 2010) showed a declining trend in caries prevalence among
12-year-olds and adolescents compared to the 2003 survey. Specifically, for individuals
aged 15-19 years, the caries index reduced by 35%, and in 12-year-old children it reduced
by 26.2%. Conversely, adults had only a slight (17%) decrease and in elderly the prevalence
remained unchanged [3].

The SB Brazil 2010 findings suggest that the country shifted from an average preva-
lence of caries in 2003 (CPO—index of decayed and filled teeth—between 2.7 and 44) to a
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low prevalence condition in 2010 (CPO index between 1.2 and 2.6), according to WHO's
classification [4]. Nonetheless, regional disparities in oral health observed since the 1986 sur-
vey perpetuate marked inequalities, particularly among children and adolescents. The
north and northeast regions consistently present the worst indicators of oral health, with
a CPO of 3.2 and 2.7, respectively [3]. In addition to having the highest caries prevalence
values, the northern region also exhibits the highest proportion of decayed teeth (yet to be
treated) compared to filled and missing teeth. This highlights the pronounced dental caries
disparities in Brazil, with higher oral health impact in the poorest Brazilian regions [5].
Dental caries is a multifactorial pathology involving a susceptible host, microbial
biofilm, and cariogenic diet. Among the microorganisms involved, Streptococcus mutans
tands out as a pivotal initiator of biofilm formation [6]. This microorganism is known for
its high cariogenic potential, acidogenicity, and acid tolerance. When exposed to a diet
rich in sugar, it metabolizes carbohydrates and produces acids that demineralize the tooth

structure [7]. If left untreated, carious lesions penetrate the dentin and reach the pulp,
leading to endodontic infections that cause pulpal and periapical alterations. The etiology
of these infections is directly linked to microorgani with Enterococcus faecalis being

particularly prominent [8]. Both S. mutans and E. faecalis are opportunistic pathogens and
belong to the group of microorganisms that exhibit high resistance in the oral cavity.

Oral diseases often result in persistent pain, sepsis, reduced quality of life, missed
school days, disruptions in family life, and decreased work productivity [9]. Considering
these consequences, it is crucial to prioritize the implementation of preventive measures,
as the costs associated with treating oral di place a tial economic burden
on families and healthcare systems. The most effective approach to controlling dental
biofilms is through proper hygiene practices such as brushing and flossing (mechanical
methods). However, this method alone may not be fully effective as it relies on the ability
and manual dexterity of individuals to perform quality tooth brushing and interdental
cleaning. Therefore, it is ial to combine chemical procedures to control biofilm
formation [10].

In 2006, medicinal plants and phytotherapy were incorporated into the Unified Health
System through the National Policy on Integrative and Complementary Practices [11].
Despite the regulation of phytotherapy, a lack of knowledge regarding the indications and
precautions for the use of medicinal plants persists among health professionals. In dentistry,
the utilization of medicinal plants for treating oral pathologies, or systemic diseases with
oral manifestations, remains relatively unexplored [12].

The highly biodiverse Amazon region harbors approximately 55,000 plant species.
Of these, 10,000 may possess medicinal properties. These plants, steeped in centuries-
old cultural practices, offer a rich reservoir for therapeutic exploration, requiring the
need for rigorous pharmacological evaluation [13,14]. In general, these natural products
may be a source for the development of herbal formulations for the treatment of various
illnesses [15-17]. One common plant in this region is Cyperus articulatus (Cyperaceae), an
aromatic plant popularly known as priprioca. In the state of Para, priprioca essential oil
has been utilized as a raw material for the cosmetic industry for over 30 years [18,19].

Beyond cosmetics, traditional medicine has leveraged priprioca’s therapeutic attributes
for ailments ranging from migraines to fever. Numerous studies have demonstrated the
therapeutic properties of priprioca essential oil, including antimicrobial [20], anticon-
vulsant [21], antiparasitic [22], antioxidant [23], anti-inflammatory, and sedative [24,25]
properties. It has also been shown to exhibit potent bactericidal and fungicidal actions
against oral microorganisms, effectively controlling biofilm formation [26].

Like many plants, priprioca has a low essential oil yield. The extraction process from
the rhizomes of C. articulatus generate solid waste, which is often discarded. However,
this by-product harbors bicactive compounds, spotlighting its potential as a sustainable
resource [27,28].

To date, no study has reported the antimicrobial activity of ethanolic extracts de-
rived from C. articulatus rhizomes and its solid waste on S. mutans or any other bacteria
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commonly associated with oral diseases. Therefore, this study aims to elucidate the chem-
ical composition of priprioca ethanolic extracts, assess their toxicity, and evaluate their
antimicrobial efficacy against S. mutans and E. faecalis, providing insights into potential
therapeutic applications.

2. Materials and Methods
2.1. Ethics Committee Approval

This research was approved by the Animal Ethics Committee of the Federal Univer-
sity of Western Para (UFOPA) under protocol number 1120220228. All procedures were
performed in accordance with the guidelines of the National Council for Ethics in Animal
Care (CONCEA) and Law No. 11.794/2008 for the care and use of experimental animals.

2.2. Plant Material

Cyperus articulatus was grown on a small scale in a rural property (54°43'00.10” W;
02°3741.10” S) in the municipality of Santarém, Para, Brazil. The botanical material was
identified by Dr. Antonio Elielson Sousa da Rocha, and a voucher specimen was deposited
under registration number MG—207174 in the herbarium of the Museu Paraense Emilio
Goeldi (MPEG) (Belém, Para, Brazil).

2.3. Ethanolic Extract from C. articulatus Rhizomes

Immediately after harvesting from a mature plant, 85 g of rhizomes were crushed
and subjected to an 8 h extraction process using 9% ethanol in a Soxhlet apparatus. The
resulting extract was then concentrated using a rotary evaporator under reduced pressure
at a temperature of 50 °C, until the complete evaporation of the solvent. Finally, the extract
was carefully packaged in sterile amber bottles and stored refrigerated at 10 °C.

2.4. Ethanolic Extract from the Solid Waste of C. articulatus

To obtain the residual essential oil, 300 g of rhizomes underwent hydrodistillation
using a Clevenger apparatus. Following the oil extraction process, 62.75 g of the resulting
solid waste was subjected to Soxhlet extraction using the same methodology as described
for the rhizome extract. The extract obtained from the solid waste was carefully stored in
sterile amber bottles and refrigerated at 10 °C.

2.5. GC-MS Analysis of Extracts
The volatile compounds § in the ethanolic extracts were analyzed using an Agi-

lent gas chromatograph model 5977E MSD + 7820A gas chromatography-mass spectrometry
(GC-MS) system, equipped with an HP-5MS capillary column (30 m x 0.25 mm x 0.25 um).
The analysis was performed under the following conditions: injector temperature of 270 °C,
initial temperature of 60 °C, temperature ramp of 3 °C/min, reaching a final temperature
of 240 °C, and maintaining it for 60 min (total run time). Helium gas was used as the
carrier gas at a flow rate of 1 mL/min. The selective mass detector operated at 70 eV and
a m/z range of 50-400. To enhance the analysis, the extracts underwent a methylation
sample derivatization process. The preparation involved the addition of 0.2 g of sample
to 5 mL of hexane, the mixture was vortexed for 5 min, centrifuged for 5 min, then the
supernatant phase was added with 0.5 uL of methanol and a solution of sodium hydroxide
(0.5 L). The identified compounds were compared with electronic libraries of the equipment,
including NIST, KAAPI, and FFNSC, according to methodology already described in the
literature [27,29].

2.6. Antimicrobial Evaluation
2.6.1. Microorganisms and Culture Conditions

Lyophilized reference strains of S. mutans (ATCC 25175) and E. faecalis (ATCC 29212)
were reactivated by culturing them in BHI broth (Brain Heart Infusion, DIFCO) to obtain
bacterial suspensi The S. mutans and E. faecalis suspensions were incubated under
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aerobic and anaerobic conditions, respectively, for 48 h at 37 °C. The resulting cultures were
then transferred to plates containing BHI agar. Inocula were prepared by directly inoculat-
ing colonies into 1 mL of sterile saline solution and adjusting them to a standard of 0.5 on
the McFarland scale, corresponding to 1.5 x 10° CFU/mL (NCCLS/CLSI, 2006). The tur-
bidity of the suspension was d using a turbidimeter (MS Tecnopon Instrumentagao,
Piracicaba, SP, Brazil) to ensure the desired standard on the McFarland scale.

2.6.2. Determination of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

The antibacterial activity was assessed using the broth microdilution method as rec-
ommended by the National Committee for Clinical Laboratory Standards [25]. The initial
concentration of the ethanolic extract from the C. articulatus rhizomes and the ethanolic
extract from the solid waste of C. articulatus was 150 mg/mL, dissolved in propylene glycol
as the solvent. Serial dilutions were prepared (1:1 dilution factor) usmg BHI as the diluem
to obtain diff concentrati Concurrently, microbial susp were d
to a standard of 0.5 on the McFarland scale and further diluted in sterile saline soluhon
(1:10 dilution factor) to achieve a final concentration of 1.5 x 10* CFU/mL. The tests were
conducted in 96-well plates, with each well containing 90 uL of the specific extract concen-
tration, 90 uL of sterile BHI, and 10 uL of the microbial inoculum. As a positive control,
0.12% chlorhexidine gluconate (PerioGard, Colgate, Campo, SP, Brazil) was used at an
initial concentration of 0.6 mg/mL. The viability of the strains, sterility of the medium,
and solvent activity was simult monitored. The microplates were incubated ina
bacteriological oven at a controlled temperatuxe of 37 + 2 °C for 24 h. After the incubation
period, the inhibition of microbial growth was assessed by adding a 20 uL aqueous solu-
tion of resazurin dye (Sigma-Merck, Darmstadt, Germany) (0.02% w/v), followed by an
additional 3 h incubation. MIC, defined as the lowest concentration capable of inhibiting
microbial growth, was determined by the presence of a persistent blue color in the wells. A
visible color change from blue to pink (indicating the reduction of resazurin to rephazurin)
indicated the growth of viable cells. The experiments were performed in triplicate.

2.7. Toxicity Assessment: Hens Egg Test-Chorion Allantoic Membrane (HET-CAM)

The HET-CAM test (Hens Egg Test-Chorion Allantoic Membrane) was performed
according to the protocol described by the Interagency Coordinating Committee on the
Validation of Alternative Methods (ICCVAM) [30].

The study utilized fertilized chicken eggs (Gallus gallus) that were incubated for a pe-
riod of nine days. This timeframe was chosen because it falls within a stage of development
where the embryo has not yet formed nervous tissues and does not possess the ability to
perceive pain. Following the incubation period the shell surmundmg the air chamber was
carefully removed, revealing a moistened internal ked in saline solution.
This membrane was then delicately extracted to expose the chorioallantoic membrane.
Next, 0.3 mL of the test formulations were directly applied to the CAM, and the resulting
reactions were observed for a duration of 300 s. The time taken for the occurrence of specific
events (endpoints) was carefully recorded, monitored, and filmed in seconds.

The following groups were included in the testing: a negative control of 0.9% NaCl, a
solvent control of 1% propylene glycol, a positive control of 0.1 mol/L NaOH, 4.68 mg/mL
of ethanolic extract from C. articulatus rhxzoms, and 4.68 mg/mL of ethanolic extract from
solid waste of C. articulatus. To [ tent and reliabl Its, ref e photographs
of all the endpoints were used. The three endpoints that were monitored consisted of
hemorrhage (bleeding from vessels), vascular lysis (disintegration of blood vessels), and
coagulation (denaturation of intra- and extravascular proteins). The concentration of the
plant extracts used in the toxicity test was two times higher than the minimal concentration
considered to have antimicrobial activity.

The assessment of the test formulations was based on the occurrence of each of the
three HET-CAM endpoints at specific time intervals: 30 s, 2 min, and 5 min. A specific
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score was assigned to the time at which each event took place, reflecting the occurrence of
lysis, bleeding, and clotting. Table 1 provides a summary of this relationship.

Table 1. Scoring criteria for irritation test with the HET-CAM.

Effects Points
0.5 min (30 5) 2min (120 5) 5 min (300 s)
Lysis 5 3 1
Bleeding /4 5 3
Coagulation 9 7 5
FET-CAM: Hens Egg test Chorion Allantoic Membrane. Test according to the ICCVAM protocol [ 0],

The scores were then summed to obtain a single numerical value, indicating the
irritation capacity of the tested formulation on a ¢ scale ranging from 0 to 21, as
shown in Table 2 [30]. The test was performed in triplicate and with the results obtained,
an average (between 0 and 21) was determined, indicated for the irritant and non-irritant

categories (Table 2) [30].

Table 2. Irritation category according to the HET-CAM score range.

Scoring Range Irritation Category
0t009 not labeled
1t049 slight irritation
5t089 moderate irritation
9t021 severe irritation

TAET-CAM: Hens Egg, tost Chorion Allantoic Membrane. Test according to the ICCVAM protocol [30].

2.8. Statistical Analysis

The results obtained from the toxicity test (HET-CAM) were expressed as the
mean + standard error of the mean. Analysis of variance (ANOVA) was employed to
compare the experimental data, while Tukey’s test was utilized to identify differences ata
significance level of p < 0.05.

3. Results
3.1. Analysis of the Chemical Composition of Volatile Compounds in the Extracts

The ethanolic extract from C. articulatus solid waste yield was 21%. Oxygenated
sesquiterpenes (53.59%) and fat acids (33.58%) were predominant in the extract, followed
by a minor ber of oxygenated terpenes (3.69%). Eight components were identified
after derivatization of solid waste ethanolic extract, representing 90.86% of the composition,
with mustakone being the primary constituent (17.38%) (Table 3).

The ethanolic extract from C. articulatus rhizomes yield was 13%. Oxygenated sesquiter-
penes (39.23%) and Sesquiterpene hydrocarbons (18.99%) were predominant in the extract,
followed by a substantial amount of fat acids (16.63%) and a minor number of oxygenated
monoterpenes (1.36%). Forty-three components were identified after derivatization of
rhizomes ethanolic extract, rep ting 76.21% of the composition, with mustakone being
the primary constituent (11.36%), followed by gurjunene (9.32%), cyperotundone (6.84%),
corymbolone (3.94%), and Isoaromadendrene epoxide (2.94%) (Table 4).
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Table 3. Constituents identified in the ethanolic extract from C. articulatus solid waste.by GC-MS and

relative amounts.

Constituents RT %
Citronellal 1247 3.69
Mustakone 3347 17.38
Rotundone 34.60 6.63

Dehydrofukinone 36.03 1531

Corymbolone 40.82 1427

Palmitic acid 4205 11.04
Oleic acid 4747 18.26
Stearic acid 4828 4.28

Oxygenated monoterpenes 3.69
Oxygenated sesquiterpenes 53.59
Fatacids 3358

Others unidentified 6.41
Total (%) 97.27

KRT: retention time per minute; %: relative amount of constituents in the extract fraction.

Table 4. Constituents identified in the ethanolic extract from C. articulatus rhizomes by GC-MS and

relative amounts.

Constituents RT %
(E)-Pinocarveol 1202 017
Verbenol 1229 042
(IR)-(-)-Myrtenal 1422 01
Myrtenol 144 027
Verbenone 1477 0.40
alpha-copaene 21.64 013
Cyperene 2257 0.12
Cyperadiene 2286 071
alpha.-Guaiene 26.11 0.53
trans-Calamenene 27.62 017
9,10-dehydro-Isolongifolene 28.06 020
alpha-calacorene 2839 1.03
Caryophyllene oxide 2990 234
Ledene oxide~(IT) 30.18 129
Calarene epoxide 3118 0.25
B-Atlantol 3136 078
Tumerone 31.65 093
Valencene 3217 033

tol 3268 230

p-Selinene 3279 171
9-epi-(E)-Caryophyllene 3289 154
Alloaromadendrene 33.08 0.18
Cedrol 33.19 059
Isogermacrene D 3329 1.09
Mustakone 3350 1136
Isoaromadendrene epoxide 3375 294
Cyperotundone 3404 6.84
ilene 3491 1.02

(-)-Spathulenol 35.05 096
Myristic acid B2 151
Gurjunene 36.06 932
Premnaspirodiene 3631 0.44
cis-Z- alpha.-Bisabolene epoxide 3641 0.52
Anhydro-beta.-rotunol 36.80 191

2-epi-(E)-p-Caryophyllene 3699 1.50
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Table 4. Cont.
Constituents RT %
Thujopsenal 74 023
trans-Z- alpha.-Bisabolene epoxide 38.03 0.65
Cyperadione 3890 0.39
Corymbolone 4084 394
Palmitic acid 4205 4.75
Linoleic acid 4727 243
Oleic acid 4747 6.71
Stearic acid 4828 124
Oxygenated monoterpenes 1.36
Sesquiterpene hydrocarbons 1899
Oxygenated sesquiterpenes 3923
Fat acids 16.63
Others unidentified 20.11
Total (%) 96.32

RT: retention time per minute; %: relative amount of constituents in the extract fraction.

The main volatile constituents identified in the ethanolic extracts from C. articulatus
(rhizomes and solid waste) were (1) mustakone, (2) corymbolone, (3) dehydrofukinone, (4)
gurjunene, and (5) cyperotundone (Figure 1).

1) 2)

3)

4

) 5)
Figure 1. Main volatile from C. articulatus ethanolic extracts.

s

3.2. Antimicrobial Evaluation

In our study we have established as having potential antimicrobial activity only the ex-
tracts presenting a MIC below 2.0 mg/mL. Therefore, chlorhexidine exhibited antimicrobial
activity against both microorganisms tested in lower concentrations (MIC of 0.004 mg/mL
against S. mutans and 0.002 against E. faecalis). When we compare the extracts, we observe
that the ethanolic extract from the rhizomes of C. articulatus was able to inhibit the growth of
S. mutans in a lower concentration with values of MIC 0.29 mg/mL; on the other hand, the
ethanolic extract of the solid waste showed more expressive MIC values against E. faecalis,
inhibiting the growth of this bacteria at a concentration of 1.17 mg/mL. Table 5 presents
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the minimum inhibitory concentrations (MIC), expressed in mg/mL, required to inhibit
bacterial growth.

Table 5. Mini Inhibitory C ion in mg/mL of the ethanolic extract from C. articulatus
solid waste, ethanolic extract from C. articulatus rhi and chlorhexidine gluconate against the
bacteria S. mutans and E. faecalis.
& g Extr EtOH C. Extr EtOH C. articulatus s
Bacterial Strains aticalatan Woite Richomses Chlorhexidine
MIC (mg/mL) MIC (mg/mL) MIC (mg/mL)
S. mutans ATCC 25175 >20 029 0.004
E. faecalis ATCC 29212 117 >20 0.002
Extr EtOH C. arficulatus waste: ethanolic extract from C artic: uldus :uhd w.sh Extr ﬁ)ﬂ C articulatus rizhomes:
ethanolic extract from C. articulatus rhi MIC: \ Xp d in mg/mL. The

initial concentrations of the extract (150 mg /ml.) and chlorhexidine (0. bmg/mL)

3.3. Toxicity Assessment: HET CAM

The analyzed test substances, including the ethanolic extract from C. articulatus rhi-
zomes, the ethanolic extract from C. articulatus solid waste, and propylene glycol 1%,
demonstrated an absence of vascular alterations in the chorioallantoic membrane. This

P the first alterations associated with skin and mucosa irritation and contrasts
with the negative control of NaCl 0.9%. Consequently, these sub e extracts and solvent
did not demonstrate any irritant potential or toxicity and received an “unlabeled” irritation
index (Il = 0), with no statistical difference when compared to the control group (Na Cl
0.9%). In contrast, sodium hydroxide (NaOH) at 0.1 mol/L was classified as “Serious irrita-
tion” due to the appearance of the three endpoints (lysis, hemorrhage, and coagulation)
after its contact with the chorioallantoic b of embryonated chicken eggs, obtain-
ing an irritation index of 17.67, with statistical difference compared to the control group
(p < 0.0001) (Table 6).

Table 6. Index and classification of irritation in the chicken egg chorioallantoic membrane test
(HET-CAM).

Treatment 11 (£ SEM) Irritation Category
(NaOH) 0.1 mol/ L (positive control) 17.67 (£1.44) **** Severe irritation

NaCl 0.9% (negative control) 0(+0.0) Not labeled

Propylene glycol 1% 0(£0.0) Not labeled

Extr EtOH C. articulatus rhizomes (4.68 mg/mL) 0(£0.0) Not labeled

Extr EtOH C. articulatus waste (4.68 mg/mL) 0(£0.0) Not labeled
Txtr EtOH C. arficulatus hizomes (ethanolic extract from C. arficulatus thizomes); Extr EXOH C. arficulatis waste
(ethanolic extract from C. articulatus solid waste); Il (irn index); **** Statistical difference pared to the

control group NaCl 0.9% (p < 0.0001). Results are expressed as the mean (+standard error of the mean).

4. Discussion

In this research, we analyzed two plant materials sourced from priprioca (C. articu-
latus). The ethanolic extract from the plant’s rhizomes showcased a phytochemical pro-
file of volatile compounds consistent with findings from other studies in the Amazon
region [27-29]. Rhizomes serve as a raw material used for extracting priprioca essential
oil, which holds substantial commercial value and economic interest, particularly in the
perfume industry [15,19]. Numerous studies have highlighted the therapeutic benefits of
priprioca essential oil, including antimicrobial, anticonvulsant, antiparasitic, antioxidant,
and anti-inflammatory properties, and potent bactericidal and fungicidal activities. Addi-
tionally, its effectiveness in controlling oral biofilm formation has been recorded [20,21,26].

Priprioca yields a low essential oil content of approximately 0.45% The processing
associated with essential oil extraction results in a substantial volume of plant waste that of-
ten goes d [28]. Preliminary h suggests that this priprioca solid waste contains
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biocactive compounds with antifungal properties and potential anticancer effects [27,28].
Therefore, in parallel with the evaluation of the plant’s raw materials (rhizomes), we also
examined the ethanolic extract obtained from the solid waste generated after extracting the
essential oil from C. articulatus.

Our results of chemical analyses of volatile compounds in C. articulatus extracts
align with prior investigations. Corimbolone and mustakone was reported previously as
primary sesquiterpenes present in both the rhizome and solid waste extracts derived from
C. articulatus [22,27,31]. Additionally, cyperotundone, previously detected in the ethanolic
extract of the solid waste of C. articulatus [27], was found to be an important constituent of
the ethanolic extract derived from C. articulatus thizomes [32]. Oleic acid was found in this
study to be a major consti of the ethanolic extract obtained from the solid waste, and
it was also identified at a lower concentration in a similar study [29].

The essential oil of C. articulatus from Campinas-SP showed the presence of verbenol,
myrtenal, myrtenol, verbenone, and e-pinocarveol, at concentrations of 2.10%, 8.16%, 4.61%,
19.57%, and 17.44%, respectively [33]. As expected, these compounds were also found in
lower relative concentrations in the ethanolic extract from C. articulatus rhizomes, used
in this study, at concentrations of 0.42%, 0.11%, 0.27%, 0.40%, and 0.17%, respectively. In
the same way, the compounds alpha-cop (2.2-3.3%), cyperene (1.8-4.3%), cyperadiene
(0.3%), trans-calamenene (0.5-0.8%), caryophyllene oxide (4.6-10.8%), isogermacrene D
(0.9-1%) and mustakone (9.8-14.5%) identified in the essential oil of C. articulatus cultivated
in river and coastal areas of the state of Para in previous research [19] were also found
in the ethanolic extract of the rhizome of C. articulatus in this study in lower relative
concentrations: 0.13%, 0.12%, 0.71%, 0.17%, 2.34, 1.09%, and 11.36%, respectively.

Our results agree with ptwnous research, in which C. articulatus oil analyzed by GC-MS
showed the p e of alpha-g B-sel [26], alpha-calacorene, pogostol, cypero-
tundone, spathulenol and thujopsenal [34]. This is similar to our findings, where those
compounds were found as constituents of the ethanolic extract of C. articulatus rhizome.

Previous reports regarding ethanolic extract from solid waste of C. articulatus from
Sanhre’m PA, showed corimbolone as the main compound found (14.25%) [29]. This

pound was also p t in minor relative amounts within the rhizome ethanolic extract
Lsed in this study (3 94%).

One limitation of the p t study was the use of GC-MS analysis for ethanolic
extracts. GC-MSisa lechmque that relies on separating substances from a sample based
on their distribution between the stationary (solid or liquid) and mobile (gas) phases. It is
most commonly employed for the analysis of volatile gases or substances. Although an
important portion of the volatile compounds are removed via distillation of the essential
oil, there are still a considerable amount of volatile compounds present in the ethanolic
extract, mainly certain volatile sesquiterpenes, that can be detected using GC-MS [27,29].

S. mutans and E. faecalis are microorganisms found in the oral cavity that are closely
linked to the development of dental caries [6] and endodontic infections [8]. To the best of
our knowledge, no studies have yet demonstrated the effects of C. articulatus extracts on
bacteria associated with oral diseases.

Studies have indicated that the chemical compounds x-pi and p-pi P t
in the essential oil of C. articulatus, exhibit antimicrobial activity against gram-positive
bacteria and yeasts. These compounds have the potential to impact the viability and /or
matrix of the oral biofilm [35]. In our study «-pinene and B-pinene were not found in
extracts, suggesting the antimicrobial activity was due to the presence of other chemical
compounds. Furthermore, previous research showed strong antimicrobial activity in the
essential oil from C. articulatus against the oral pathogens Candida albicans, Fusobacterium
nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Streptococcus sanguis, and Streptococcus mitis, and chem-
ical analysis of the oil revealed the p e of the sesquiterpene takone as the main

with the p e of alph , alpha-guaiene, and p-seli compounds

: 4

alsortecorded in the ethat\ohc exh'acl from C. articulatus rhizomes \sed in this study [26].
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Preliminary studies evaluating the C. articulatus extract also identified high concen-
trations of corimbolone and k and showed in vitro antiplasmodial activity of
these sub es [29,31]. Similarly, linoleic acid—found in this study to be one of the major
compounds in the ethanolic extract of intact rhizomes of C. articulatus-was isolated and
associated with the death of worms and microfilariae of the bovine parasite Onchocerca
ochengi [22].

Citronellal, a representative acyclic monoterpene compound, showed antibacterial
activity against E. faecalis (ATCC 29212) in a previous study [36]. The presence of this
compound p in the ethanolic extract from C. articulatus solid waste may be an
explanation for the results found in this study, where the MIC of E. faecalis decreased in
waste materials compared to plant roots.

The antimicrobial activity of essential oils is not fully understood, but it is thought
to be due to the complex mix of components in oils, and not the result of the influence
of a single chemical. It has been suggested that the combination of components within
the essential oils have either a synergistic or antagonistic relationship, which may cause
differences in their antimicrobial properties [36]. Thus, the mechanism of antimicrobial
action of the ethanolic extracts from C. articulatus rhizomes and solid waste tested in this
study on the bacteria that cause oral infections may be related to the synergism of these
chemical compounds.

Our research is one of the first reports to investigate the antimicrobial effect of C. artic-
ulatus extracts against oral bacteria. The strength of the antimicrobial activity of a plant
material can be determined based on the MIC values, which corresponds to the lowest
concentration of an antibiotic necessary to inhibit the growth of a specific microorganism,
essential for developing effective antimicrobial therapies [33]. When MIC values are up to
0.5 mg/mlL, the antimicrobial activity is considered strong, while values between 0.6 and
1.5 mg/mL indicate moderate activity [33,37]. Thus, both the ethanolic extract from C. artic-
ulatus rhizomes and chlorhexidine (positive control) demonstrated strong antimicrobial
activity against S. mutans, with MIC values below 0.5 mg/mL. Additionally, the ethanolic
extract from C. articulatus solid waste displayed moderate antimicrobial activity against
E. faecalis, with a MIC value of 1.17 mg/mL [28,37].

Mustak the main compound of the essential oil from C. articulatus, was also
identified in the ethanolic extract of the rhizomes, as well as in the ethanolic extract
obtained from solid waste derived from oil extraction. However, there were variations in
the percentages [22,27,31]. Other studies have identified saponins, flavonoids, terpenes,
tannins, and sugars in the extract from the decoction of priprioca rhizomes [25]. The
presence of these bioactive sub es may be related to the antimicrobial activity observed
in this study against S. mutans and E. faecalis.

The ethanolic extracts from both the rhizomes and the solid waste from C. articulatus
did not present toxic activity. In a previous study using the MTT test, the ethanolic extract
from C. articulatus solid waste did not demonstrate cytotoxic activity in macrophages
at concentrations of 12.5, 25, and 50 mg/mL [27]. However, no previous studies have
assessed the toxicity of C. articulatus extracts using the method employed in this research
(HET-CAM).

Given the absence of toxicity, clinical applications of the ethanolic extract of C. ar-
ticulatus rhizomes and ethanolic extract of C. articulatus solid waste at a concentration of
4.8 mg/mL are possible and not risky.

5. Conclusions
Our study demonstraled that the ethanolic extract from C. articulatus rhizomes and its
solid waste contai with takone being the primary constituent. The

ethanolic extract from rluzoma had strong antimicrobial activity against S. mutans, while
the extract from the solid waste presented moderate antimicrobial activity against E. faecalis.
The ethanolic extracts from both the rhizomes and the solid waste of C. articulatus were safe;
they did not present toxic activity. Our results suggest that the Amazon plant priprioca
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(C. articulatus) has potential in the development of dental products against oral infection.
However, further studies using drug-resistant bacteria and more complete antimicrobial
and cytotoxicity profiles using priprioca purified chemical compounds are necessary.
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