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RESUMEN

Las caries dentales afectan a cualquier persona y son la causa mas importante de pérdida de
los dientes. Las bacterias son esenciales para el desarrollo de una lesién cariosa, en tanto
que la gingivitis es una forma de enfermedad periodontal que involucra inflamacion e
infeccion que destruyen los tejidos de soporte de los dientes, esta patologia se debe a la
acumulacién de un material adherente compuesto de bacterias, moco y residuos de
alimentos que se desarrolla en las areas expuestas del diente. Por otra parte, Castela texana
es capacidad de suprimir el crecimiento de varios microorganismos patdogenos que afectan la
salud del hombre y que se ha demostrado que al ingerir el extracto acuoso, este no presenta
efectos secundarios nocivos al hombre. De acuerdo a los resultados obtenidos la mejor
opcién de estudio para bacterias relacionadas a gingivitis el extracto metandlico de cortezay
para bacterias relacionadas con caries dental es el extracto metandlico de tallo, los cuales
presentan respectivamente la mayor actividad bactericida y el menor potencial téxico sobre

Artemia salina.
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Resumo

Caries dentarias afetar qualquer pessoa e sdo a principal causa de perda dentdria. As
bactérias sdo essenciais para o desenvolvimento de uma lesdo de carie, enquanto gengivite
¢ uma forma de doencga periodontal envolve inflamacdo e infec¢ao destruir os tecidos que
suportam os dentes, esta condicdo é devido a acumulacdo de um compdsito aderente de
bactérias, muco e detritos alimentares que se desenvolve sobre as zonas expostas dos
dentes. Além disso, a capacidade do Texas Castela para suprimir o crescimento de varios
agentes patogénicos que afectam a salide humana e tem sido demonstrado que ao comer o
extracto aquoso, este homem ndo tem efeitos secundarios nocivos. De acordo com os
resultados a melhor opcdo para estudar bactérias associadas com a gengivite o extrato da
casca e bactérias relacionadas a cdrie dentaria é o extrato do caule, que, respectivamente,

tém a maior atividade bactericida e menor potencial toxico de Artemia salina.
Palavras-chave: céries, gengivite, Texas Castela, Artemia salina.
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Introducao

Caries
A doenca oral mais prevalente de acordo com a OMS sdo carie dentdria e doenca periodontal

(NOM-013-SSA2-1994).

A cdrie dentaria é uma das mais comuns, depois dos disturbios de resfriado comum.
Geralmente ocorre em criangas e adultos jovens, mas pode afetar qualquer pessoa e é a
principal causa de perda dentaria em pessoas mais jovens.

As bactérias normalmente presentes na boca e convertem todos os alimentos,
especialmente agucar e amido, em acidos. A bactéria, acido, restos de alimentos e saliva
combinam na boca para formar uma substancia pegajosa chamada placa que adere aos

dentes e é mais proeminente nos molares posteriores, logo acima da linha da gengiva . Este é
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todos os dentes e as bordas de recheios. Se a placa ndo for removida dos dentes em
mineraliza tartaro, este irrita a gengiva, gengivite e periodontite ocorre mais tarde.

As bactérias sdo essenciais para o desenvolvimento de céries. O principal agente patogénico
em todos os tipos de carie é Streptococcus mutans, que tem varias propriedades
importantes: sintetizado polissacaridos insollveis de sacarose, que é um homofermentante
formando acido lactico, coloniza a superficie dos dentes, é mais outros estreptococos
aciduric. Isto ndo significa que é o Unico ex polissacaridos como também foi encontrado em
estirpes ndo-cariogénicos. Outros microrganismos associados a cdrie dentdria sao
Streptococcus sanguis, Streptococcus salivarius, Streptococcus mitis. Actinomiyces viscosus e

Lactobacillus acidophilus.

A palavra vem do latim e significa decadéncia podriddo. E talvez a mais comum doenca
humana. A carie dentaria é uma doenca que, em todas as épocas e em especial no mundo,
mostra um enorme magnitude sobre todas as alteracdes possiveis de saude oral (Ministério

da Saude Publica, 1995).

A carie dentdria é uma doenca considerada como a mais comum em humanos devido a sua
alta prevaléncia, é um dos fatores etioldgicos mais importantes de celulose e inflamacao
periapical. Este pode ser definido como uma degeneracdo progressiva e localizada dos
dentes, que é iniciada pela desmineralizacdo da superficie de acidos organicos como o acido

lactico, produzido por microorganismos da placa (Seltzer S. y Belder I., 1987).

Entre os fatores de risco para a doenca incluem: alto grau de infeccdo Streptococcus mutans,
pobre resisténcia do esmalte, apinhamento dentdrio, experiéncia anterior de cdrie, ma
higiene bucal, ingestdo de alimentos agucarados, entre outros (Rodriguez , 1997). As dietas
ricas em produtos refinados, como acucar, bolos e alimentos altamente processados facilitar

carie (Hernandez, G., 1998). A carie é produzida por algumas bactérias que produzem &acidos,
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especialmente os Streptococcus mutans. Sua fonte de alimento constituem carboidratos

fermentaveis como sacarose (Newbrown, 1972).

A incidéncia de cdrie dentdria tem experimentado um crescimento muito rdpido devido a
transformacdo em curso do estilo de vida e alimentacdo; mudando actividades agricolas e,
por conseguinte, a utilizacdo de graos como um principio basico de alimentos, juntamente
com processos de cozinhar e de processamento de alimentos, que tém contribuido para
aumentar a incidéncia desta doenca, o qual atingiu niveis alarmantes, segundo as
estatisticas, representam 75 a 85% (Hernandez, 1998). H4 pouca informacao disponivel sobre
as mudancas nas taxas de decaimento apresenta a populagcdo mexicana; Da mesma forma,
existem poucos dados sobre os habitos de higiene bucal desta populacdo (Salas L. e J. Rivas
Gutiérrez, 2001). No entanto, de acordo com a classificacdo internacional da Organizagao
Mundial da Saude (OMS), o México é um dos paises com uma gama de alta freqliéncia de

doencgas orais (NOM-013-SSA2-1994).

A cavidade oral é o primeiro segmento do tracto digestivo, que liga o exterior com o eséfago.
As diferentes condi¢cbes que podem prevalecer nesta cavidade, juntamente com as
constantes mudancas no estilo de vida e idade do homem, formam um ecossistema exposta
a constantes mudancas e uma variedade de problemas microbiolédgicos, devido a sua

natureza aberta e dindmica (Prieto J . e R. Calvo 2004).

A ocorréncia de cdrie dentdria esta relacionada com as bactérias orais, especialmente porque
os Streptococcus mutans cariogénicos. Estudos preliminares antibacterianos revelaram que
extratos de espécies vegetais noz-moscada amplamente cultivadas por seu aroma e sabor,

tem forte atividade inibitdria contra S. mutans (JY Chung et al., 2006).

E. Palombo em 2011 relatou um grande numero de extractos de plantas com actividade
antimicrobiana contra as bactérias que afectam a cavidade oral e Eguizabal et al., (2001)

relatam a actividade antibacteriana do extracto de etanol de prépolis no Peru 0,8% de
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solugdo de constatacdo de que tem uma melhor agdo antibacteriana contra Streptococcus

mutans e Lactobacillus casei, a clorexidina 0.12 %.

Gengivite

A gengivite é a inflamag¢do ou degeneragdo indolor o tecido da gengiva. Neste, o tecido entre
os dentes se torna irregular e inchado; o tecido na linha da gengiva (o ponto em que o dente
satisfaz as gengivas) torna-se mais escura, e a goma sangra facilmente (Ferri, 2005). A
gengivite é devido aos efeitos a longo prazo de depdsitos de placas de um material pegajoso
feito de bactérias, muco e detritos alimentares que se desenvolve sobre as zonas expostas
dos dentes. A placa é a principal causa de caries dentdrias e, se ndo for removido, torna-se
um depdsito duro chamado tartaro que fica preso na base do dente. Placa bacteriana e

tartaro irritar e inflamar as gengivas.

As bactérias e as toxinas que produzem causar as gengivas para se tornar infectado,
inchadas, e concurso. Um prejuizo para as gengivas por qualquer causa, incluindo escovagao
e fio dental muito dificil, pode causar gengivite. Ela esta principalmente associada com uma
higiene oral ou incorrecta, o que facilita a formagado do assim chamado placa dental, que pela
acumulacdo de restos de comida, as células mortas e as formas de mucina. Esta placa
proporciona um ideal para o desenvolvimento de numerosos microorganismos responsaveis

por causar gengivite e carie meios.

As bactérias da placa sdo jogadores-chave na patogénese da doenca periodontal (Nombelli,
1994). Em numerosos investigacdo sugere que o sangramento da gengiva pode ser reduzida

ou eliminada por um cuidadoso controlo da placa (Cato, 1998).

Estudos em microscdpio de campo escuro e fase, notou a superioridade dos cocos e formas
imoveis em locais gengivais sauddveis em pacientes formas espiroquetas méveis e, a médio e

longo (Santamarina, 1988) predominam.

Loe em 1964 mostraram que, eliminando a higiene oral, os pacientes desenvolveram

gengivite que aumentou em severidade com cada dia que passa neste estudo. Ler mais flora
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bacteriana alteradas por um Gram negativo anaerdbico tipo mais agressivo e higiene
restaurar a salde gengival recuperado. Isto demonstrou a reversibilidade da gengivite
(http://www.radiodent.cl/periodoncia/clasificacion_y_caracteristicas_de_gingivitis_y_%20pe

riodontitis.pdf, acessada Setembro-2013).

A imunossupressdo é considerado como o factor predominante na etiologia da gengivite
ulcerativa (GUN). A resposta do hospedeiro alterada por factores predisponentes sistémicos
permite um aumento do crescimento bacteriano e a invasao de tecidos (Y. Murayama et al.,

2000).

Mas ha fatores necessarios para a manifestacdo da doenca colaterais predisponentes, tais
como estresse emocional, ansiedade, ma nutricdao, doencas sistémicas (enddcrinas, sangue,
doengas venéreas, HIV), doengas convalescenca, intoxicagdo por metais, tabagismo,
alcoolismo, disturbios do sono, trauma tecidual , ma higiene oral com altos niveis de placa,

gengivite e periodontite histéria (Rowland, 1999).

Gengivite em seu inicio é facil de controlar, basta técnica de escovac¢do correta eo uso de
bochechos com clorexidina como adjuvante para melhorar a higiene e bactérias que
destroem. O uso adequado e regular de caléndula no tratamento da gengivite é eficaz
porque diminui os sinais de doenca, como sangramento, inchaco e descoloracdo da gengiva

(MA Machado et al., 2010).

O tratamento atual inclui a aplicacdo tépica de solucdo de iodo-povidona, combinado com
tratamentos meticulosos locais, raiz e remocdo de material de desbridamento seguido de

bochecho com clorexidina (Lucht, E. et al., 1998).

Além do tratamento, incluindo o dimensionamento e raiz, talvez, as drogas sdo usadas, mas
estes nem sempre pode substituir a cirurgia. Em alguns casos, dependendo da gravidade da
doenca da gengiva, o profissional treinado pode recomendar um tratamento cirargico. Isto
ird exigir estudos a longo prazo para determinar se a utilizacdo de drogas reduz a

necessidade de cirurgia e, se estes sao eficazes durante periodos prolongados.
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Fitoterapia

A natureza é uma grande fonte de riqueza, plantas representam uma fonte potencial ea
exploracdo de novos agentes antimicrobianos (Haslam et al., 1989). Plantas medicinais sdo
considerados uma fonte potencial de novos medicamentos quimioterdpicos por causa de seu

conteudo fitoquimico e pouco ou nenhum efeito téxico (Beg, 2000).

Produtos vegetais tém inumeras propriedades farmacolégicas incluindo também outras
propriedades como antimicrobiano, antimutagénica, antiviral, antifungica; inter alia., sdo
também utilizados no tratamento de furidnculos, acne, gengivite, candidiase vaginal e para
prevenir a formacao de placa dentaria e a capacidade de promover a cicatriza¢dao de feridas

(Dunsmore, KE 2001 e Chen, X ., 2003).

E comum a utilizacdo de partes de plantas, a fim de obter varios efeitos terapéuticos e foram
apoiados por estudos cientificos. Entre as muitas aplicagGes terapéuticas da planta inclui a
accdo antibacteriana. As conclusdes do estudo de plantas com potencial terapéutico pode
servir como uma ferramenta para apoio médico e social para uma amostra maior,
principalmente falta, a industria farmacéutica também estar interessado no conhecimento

desta drea (De Paula J. y Martinez A. 2000).

Castela texana

Texana Castela, vulgarmente conhecido como "cara pouco amargo" tem sido usado no
México para muitos anos para tratar o tipo disenteria amebiana. E usado para a falta de
apetite, febre, amebiase e como um descongestionante. Agachamento amargo pode ser
utilizado por um longo periodo sem causar efeitos secunddrios prejudiciais, ou irritacdo
gastrica ou intestinal e também é utilizado principalmente no tratamento de amebiase

diarreica causada pelo parasita protozoario Entamoeba histolytica.

Texana Castela (agachamento amarga) é um arborizado, branchy, arbusto espinhoso com

casca cinza e amargo; ovadas ou elipticas deixa suplente; flores solitarias, vermelhas ou roxas
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e frutos globosos; Pertence a familia das Simarubdceas. Flores de agosto a setembro e

frutificacdo no periodo de setembro a outubro.

Ele é distribuido a partir de Texas, Estados Unidos para Oaxaca, no México e no norte da
América do Sul. No México, é nos estados de Chihuahua, Coahuila, Durango, Nuevo Ledn,
Oaxaca, Puebla, San Luis Potosi e Tamaulipas. Na América do Sul, verificou-se ao norte da

Coloémbia e Venezuela em dreas adjacentes.

A acgdo terapéutica de Castela texana esta bem estabelecido, como Maximino Martinez "tem
uma notavel accdo contra a disenteria amebiana, especialmente em casos crénicos, amebas
sdo imobilizadas e morrer logo em seguida. E 25 vezes menos téxico do que emetina (como
Gretchen M. Sprecher, University of Nebraska) e utilizado no tratamento contra amebas.
Estudos médicos e farmacoldgicos no México entre 1910 e 1920, encontrado neste piso trés
glicosideos: castelhano, castelagemina e castelamarina, que se revelaram eficazes como uma
acao especifica antidiarréico potente contra amebas, com a vantagem de ser 25 vezes menos
téxico do que produtos quimicos e drogas sem apresentar efeitos irritantes

(http://adrianguzman.com.mx/index.php?option, acessado novembro 2013).

Em 1847, quando as tropas norte-americanas sob o general Zachary Taylor tinha invadido o
pais através de Texas e em no estado de Tamaulipas, alguns militares do exército disse que
os médicos notaram que alguns indios usavam o agachamento bebida amarga para tratar

febres , doengas de pele, especialmente diarreia e disenteria (Lopez, 1928).

Texana Castela é uma alternativa de tratamento da doenca, quando ha resisténcia a outras
drogas e também em mulheres com tricomoniase durante o primeiro trimestre da gravidez
(Sapata-Flores 1998a). Ele também descartou experimentalmente o efeito téxico da planta

(Sapata-Flores. 1998b).

Entre as propriedades testadas experimentalmente C. texano tem sido postulada para inibir
0 enraizamento de uma ameba Entamoeba invadens que tem sido usado como um modelo
de estudo para extrapolar resultados Entamoeba histolytica (calcado-Flores, 1998). Verificou-

se também que o extracto aquoso tem antioxidante e possivelmente proteger o figado e
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também para combater o parasita Trichomonas vaginalis, a mais prevalente no mundo
doencga sexualmente transmissivel que afecta ambos os sexos, mas principalmente para o

mulher.

O extrato etandlico de Texas Castela, apresenta em condi¢Ges andxicas actividade in vitro
contra Entamoeba histolytica amebicida tanto a fase de trofozoito e estrutura quisto ou
cisto-like, sendo 50 vezes mais eficaz do que o medicamento de escolha contra E. histolytica:

metronidazol (Barron et ai, 2007).

Neste momento, recomenda-se a preparar uma infusdo de folhas e caules contra a diarréia,
disenteria e amebiase, como como um adstringente. Para tratar ameba Ferva em 1/4 litro de
agua algumas pecas de haste e uma xicara de cha é tomado em jejum por 9 manhas.

Também é encontrada em cdpsulas em lojas.

Os 6leos essenciais e extratos cobrir um largo espectro de efeitos farmacoldgicos, mostrando
as varias propriedades como anti-inflamatério, anti-oxidante e anti-cancerigeno. Outras
actividades bioldgicas sdo relatados como biocidas contra uma vasta gama de
microorganismos incluindo bactérias, fungos, virus, protozoarios, insectos e plantas (Kalemba

e Kunicka, 2003).
Artemia salina

Artemia salina é um pequeno crustaceo que vive em locais com elevada concentracdo de sal
(35 g por litro) que é salobra, os seus direitos protegidos por cistos ovos sdo incubados a uma
temperatura de 28 ° C e requer uma oxigenacdo constante. A. O sal adulto chega a um
centimetro de comprimento, em média, e sua vida média é de um ano. Este rapido
desenvolvimento ea capacidade de ovos de resistir a longos periodos sob condi¢des
desfavoraveis, fizeram um modelo de valor inestimdvel na pesquisa bioldgica, alguns até
mesmo desenvolvido no espaco sideral. Dentro da pesquisa fitoquimica, Dr. Jerry L.
McLaughlin et al dar inicio a uma nova fase, com a introducdao de algumas bioensaios
primarios, como Artemia salina, iniciando assim a era caracterizada por "screenings" e

"divisdo" ( Meyer et ai, 1982 ;. McLaughlin et al, 1988) ..
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Estudos que sugerem a avaliagdo como um primeiro passo, utilizando-se um rastreio
toxicolégico com evidéncia de toxicidade aguda em vdrias espécies, permitindo
preliminarmente determinar a toxicidade dos novos produtos quimicos diferentes em
mamiferos publicado recentemente (Guilhermino et al., 2000); Uma vantagem é que é
econdmico e, por conseguinte, a quantidade de mamiferos (ratinhos) que sdo usadas sdo

reduzidos.

O bioensaio "letalidade das larvas de Artemia salina" é a determinagdo da DL50 (dose letal)
dos extractos de plantas, os que possuem uma DL50 <1000 mg / L é muito provavel que
contém um ou mais compostos activos , assim fraccionarlos necessario repetir bioensaios em
concentracdes mais baixas (McLaughlin et al., 1988). E também um teste preliminar, o qual
detecta uma vasta gama de compostos activos (antitumorais, antibidticos, etc); € um método
simples, rdpido e reprodutivel para ser utilizado como um método selectivo para determinar
a toxicidade de extractos de plantas antes de se mudar para linhas celulares método de

teste, barata.

Justificacdo A investigacéo

Cérie e gengivite estdo entre as doencas mais comuns em seres humanos; apds o resfriado
comum, que pode afetar qualquer pessoa e s3ao a principal causa de perda dentdria. No
México cdrie prevaléncia é de 48% e 23,8% de perda dentdria em pessoas mais jovens, de
modo que este artigo considera importante a validagdo cientifica da avaliacdo de extratos
obtidos a partir de Texas Castela, arbusto tradicionalmente usado na herbal mexicana para
tratar varias condi¢cdes em seres humanos. Os resultados obtidos nesta pesquisa servirdao no
futuro para elucidar e conhecer as caracteristicas das moléculas ou compostos que tém

actividade contra bactérias da carie e gengivite de extratos texana Castela.
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PRESSUPOSTOS

Os extractos de metanol de casca de arvore, folhas e caule de Castela texana inibir o

crescimento de bactérias relacionadas a carie e gengivite.

OBJETIVOS

Objetivo geral

Determinar a actividade bioldgica dos extractos de etanol de casca de arvore, folha e caule
do Texas Castela em bactérias associadas com a gengivite e carie dentaria.

Objetivos especificos
Castela texana

* Colete campo Castela planta texana.
» Obtenha os extractos de metanol de casca de arvore, folhas e caule
Texana Castela.
» Realizar testes para identificar grupos funcionais (colorido de teste) para cada
extracto.
* Prepare a solugdo estoque de extractos de metanol de Castela texana.

Bactérias
* Amostragem de carie e gengivite.
* Isolar bactérias relacionadas a carie e gengivite.
* Defina a cinética do crescimento de bactérias relacionadas a carie e gengivite.
« Identificar bactérias associadas com a gengivite e carie dentaria.

Bioensaios
* Determine o LD50 [mg / ml] dos extratos etanol das cascas, folhas e caule de Texas
Castela sobre Artemia salina.
* Para determinar a actividade biologica dos extractos de metanol de Texas Castela em
bactérias associadas a carie dentéria e gengivite.

Anélise Estatistica
» Realizar andlise Probit usando estudo estatistico de regressdo linear utilizando o
programa Microsoft Excel 2007, para determinar a CL50 de cada extrato
correspondente em culturas in vitro axénicas de bactérias relacionadas a carie e
gengivite.
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METODOLOGIA

Material bioldgico
a) Caule, folhas e casca de Castela texana.
b) As bactérias isoladas a partir de amostras de pacientes com gengivite e carie dentaria.
¢) Artemia salina.

Texana Castela arbusto foi recolhido na comunidade de San Isidro, Villa Hidalgo, San Luis
Potosi.

Uma vez que o material de planta recolhido procedemos de acordo com as seguintes etapas:

1.-Lavado O material vegetal a 4gua corrente lavado, para remover qualquer residuo fora
do material vegetativo.
2.-Secado O material vegetal é espalhada e seca-se a temperatura ambiente.

3.-Trituraciéon O material seco foi triturado utilizando um moinho de méo e precisas.

4.-Extraccion A obtencdo de extractos a partir de Castela texana foi realizada como descrito
a sequir:

a) Extractos metandlicos. 200 g é pesado tanto casca, folha, raiz e caule de Castela
texana e foram adicionados 300 ml de metanol. Os frascos foram mantidos num
agitador agitador durante 7 dias a temperatura ambiente. Apos este tempo, cada
extracto foi filtrado através de Whatman No. 2. O filtrado foi evaporado até a
secura a temperatura ambiente. O extracto foi obtido por raspagem residuos e
armazenado em frascos de vidro até serem utilizadas.

b) Tamizaje quimico parcial: Cada extracto € proposto realizados testes de
identificacdo quimica, por Dominguez (1973). O extrato obtido em cada planta
foi submetido a "evidéncia colorido™ ou testes de identificacdo quimicos.

Insaturaciones: Prueba del KMnQ,: Dissolveu-se 1,2 mg da amostra em 1 mL de &agua,
acetona ou metanol e gota a gota uma solucdo de 2% de KMnO4 em &agua € adicionada. O
teste € positivo se a descoloracdo ou a formacédo de precipitado castanho dentro de 1 minuto,
resultando na formacédo de diéxido de manganés é observada.

Grupo carbonilo: Prueba de la 24-Dinitrofenilhidracina: 1 a 10 mg, da amostra séo
dissolvidos em etanol, é adicionado um hidrocarboneto saturado de 2-4-dinitrofenil-hidrazina
em solucdo de HCI 6N; a formacéo de um precipitado amarelo ou laranja indica a presenca do
grupo carbonilo.

Oxhidrilos fenolicos (taninos vegetales): Prueba del FeCls: 1-2 mg de amostra foram
dissolvidas em 1 ml de agua ou etanol e, em seguida algumas gotas de cloreto de férrico séo
adicionados a 12,5% de agua. O aparecimento de um vermelho, azul-violeta ou precipitado
verde é considerado positivo.
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Esteroles y triterpenos: Prueba de Liebermann-Burchard: 1 ml de anidrido acético é
misturado e um de cloroférmio, arrefeceu-se para 0 ° e é adicionada uma gota de &cido
sulfurico. Gota a gota, o reagente é adicionado a solucdo da amostra ou cloroférmio. Se ndo ha
formacéo de azul, verde, vermelho, cores laranja, etc., que mudam ao longo do tempo, o teste
sera positivo. A ordem e tempo de ocorréncia (0, 1, 5, 20, 60 minutos) tem algum valor de
diagndstico; e, uma cor amarela depois de 15 minutos, parece corresponder a C-14-metil -7
insaturacdo e uma variacdo. O teste é positivo esterol contendo duas ligacdes duplas
conjugadas, que podem formar um ou dois desidratagdes com isomerizagdo. Teste Salkowski:
Similar ao Liebermann-Burchard, amostra (1-2 mg) em contacto com 1,0 ml de &cido
sulfarico, cores amarelo ou vermelho para esterdis e methylsterols desenvolver

Carbohidratos: Prueba de Molish: Um 1-2 mg. A amostra € adicionada, gota a gota, reagente
de Molish (alfa-naftol 1% em etanol), em seguida, 1 ml de &cido sulfurico por as paredes. O
teste é positivo quando um colorido na interface do anel roxo é formado. As cumarinas teste:
1-2 mg de amostra foi dissolvida em NaOH a 10%; Se aparecer uma cor amarela que
desaparece acidify é positivo.

Lactonas: Dissolve-se 1-2 mg de amostra em uma solugdo de &lcool de NaOH a 10%. Uma
cor amarela ou laranja perdido ou desaparece por adicdo de algumas gotas de HCI indica a
presenca de um anel de lactona.

Sesquiterpenlactonas: Prueba de Baljet: A 2-3 mg, del compuesto se le agregan 3-4 gotas de
la solucion mezcla, siendo positiva si se torna de color naranja a roja oscura. La solucion
mezcla 1:1 consiste de una solucion A que contiene: &cido picrico al 1 % en etanol y una B:
NaOH al 10 %.

Flavonoides: Prueba del H,SO,4: Uma pequena quantidade de amostra é dissolvida em H2SO4
e amarelecimento € observado para flavondis; laranja-gelo para flavones; vermelho-azulada
para chalcones vermelho-pUrpura e quinonas.

Alcaloides: Prueba de Dragendorff: Mudando Mounier e Michelob. 2 solucdes serdo feitas.
Para preparar a solucdo A, foi dissolvido em 0,85 g de nitrato de bismuto em uma mistura de
10 ml de &cido acético glacial e 40 mL de agua. Para a solucdo B, 8 g de iodeto de potassio
sdo dissolvidos em 20 ml de agua. O reagente é preparado por mistura de 5 ml de solucdo A, a
4 ml de solucdo B e 100 ml de agua. O reagente € estavel durante um ano eo teste é positivo
para a placa de alcaldides de cor vermelha ou laranja persistente por 24 horas (Pérez-Cepeda,
2000).

Saponinas: Prueba del bicarbonato de sodio: O sal é preparado em 10% de agua. Dissolve-se
1-2 mg de uma amostra dissolvida em &gua ou etanol sdo adicionados 2-3 gotas de acido
sulfurico concentrado. Agita-se ligeiramente, depois 2-3 gotas de uma solugéo de bicarbonato
de sédio sdo adicionados. Borbulhagem e retengdo por mais de um minuto indicando a
presenca de saponinas.Prueba de Salkowski para saponinas: Dissolve-se 1-2 mg de amostra
em 1 mL de cloroférmio adicionou-se 1 mL de &cido sulfdrico. O ensaio é positivo caso
aparéncia vermelha.
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Aromaticidad: Prueba del &cido sulfurico-formaldehido: Uma mistura de 1 mL de &cido
sulfarico concentrado com uma gota de formaldeido é preparado. Séo adicionados de 1 a 5 mg
de uma amostra dissolvida em solvente ndo aromatico, algumas gotas da mistura anterior sdo
adicionados e, se uma cor vermelho-violeta aparece, o teste € positivo.

Toma de muestra y mantenimiento de las bacterias: A amostragem é feita nas instalacdes
da Faculdade de Odontologia por um especialista. As amostras imediatamente depois de serem
levadas foram transportados para o laboratério, em que eles foram transferidos para um tubo
contendo meio nutriente (MPTT média); subsequentemente, sob condi¢des anaerdbicas, foram
realizadas sementeiras. Imediatamente é entre MPTT-agar é feita estriado em quatro
quadrantes, e incubou-se a 37 C durante 24 horas, em seguida, uma amostra de cada colénia
foi recolhido, inoculou-se um tubo através MPTT e incubou-se a 37 C durante 24 h, e uma vez
que ja tinha estabelecido em cultura in vitro, foi realizado a cinética de crescimento de cada
coldnia Unica.

Cinética de crecimiento de bacterias relacionadas con caries dental y gingivitis: Nas
bactérias isoladas a partir de pacientes com cérie dentaria e gengivite foram submetidos a
cinética de crescimento de modo a corresponder a uma das fases para realizar o bioensaio. A 9
MPTT tubos de caldo de carne com um volume de 9 ml e 30 ml de bactérias inoculadas foram
incubadas a 37 ° C, a absorvancia de cada tubo foi determinada num espectrofotometro a 635
nm durante 24 h.

Identificacién parcial de las bacterias relacionadas con gingivitis y caries dental: Uma
vez que a cinética de crescimento de bactérias isoladas, estd estabelecida, a morfologia da
bactéria € determinado por coloracdo simples, e Gram ser determinado pela técnica
estabelecida; Além disso, a identificacdo parcial sera feita pelo sistema API-20 e A-20 API.

Bioensayos

a) Preparacion de solucion madre: A solucdo-mde foi preparada tal como descrito na
Tabela 1, e a partir desta solucdo foram retiradas quantidades necessarias para se obter
a concentracao desejada.

Tabla 1
Preparacion de la solucion madre de extractos metanoélicos de C. texana
Hoja Tallo | Corteza
Gramos 1.14 3.72 1.21
DMSO (mL) 10 10 10
Medio MPT-T (mL) 4 4 4
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b) Avaliacdo da actividade bioldgica do extracto de etanol de C. texana dentarios em
bactérias e gengivite cérie relacionados

Técnica de espectrofotometria: Para realizar o ensaio biolégico de diferentes extratos de etanol
de C. texana (raiz, caule, folha e casca) em 72 13x100 tubos contendo 8 ml de varias
concentracdes de meio de cultura, foram acrescentados foram realizadas nos extractos de
metanol de C. Texas. Cada tubo foi inoculado com 30 uL de bactérias isoladas a partir de
pacientes com a carie dentaria e a mesma quantidade para a bactéria isolada da gengivite, em
seguida, incubadas a 37 ° C durante 24 h; para cada tubo de absorvancia a 635 nm foi lida. Em
seguida, a unidades formadoras de colonias por mL (CFU / ml) foi determinada usando a
técnica de contagem de placa bacteriana (RBP).

Técnica de Recuento Bacteriano en Placa (RPB): A partir de cada cultura de bactérias
contendo relacionadas com a carie dentaria e gengivite e na presenca de extracto de cada tubo,
previamente incubadas a 372C durante 24 horas, um mililitro ser tomada e foram feitas
diluicdes correspondentes até 10,09 e 10 de diluicdo -5 a 9,10 mililitro adoptar e estar
colocada numa placa de Petri, a qual ird acrescentar imediatamente médio 15 mL MPTT-4gar,
é deixado a solidificar e, em seguida, incubadas a 372C para um minimo de 24 horas, e, em
seguida, executa placa de conta para determinar a UFC/mL (Tabla 3).

c) Determinacion de la DLsy de los extractos metandlicos de C. texana: De acordo com 0s
resultados obtidos por meio da técnica de absorvancia e RBP técnica, o LD50 foi determinada
pelo método probit para cada replicado usando analise de regressdo linear com o programa
estatistico Microsoft Excel 2007.

d) Determinacion de toxicidad de los extractos metandlicos de C. texana sobre A. salina:
Para a incubacdo de ovos de A. salina &gua do mar artificial se segue é preparado: 40 g de sal
marinho (Instant Ocean Aquarium System), 0,006 g de fermento (Mead Johnson) é pesado em
uma afora litro de &gua bidestilada, o pH ajustado a 7,8. O método é realizado através da
incubacgdo de 0,1 g de ovos de A. salina em &gua do mar artificial, colocado num recipiente de
plastico dividido por uma parede intermédia com um espaco na parte inferior de 2 mm; Elas
sd0 mantidas no escuro e oxigena¢do. Um compartimento ¢ mantido iluminado com uma
lampada de 20 watts para eclodir como nauplii sdo atraidas pela luz.

Apo6s 24 h, os nauplios sdo colocados com uma pipeta para outro vaso e mantidos em
condigdes de temperatura e de oxigenagdo 22-29 ° C durante 24 h. Em uma microplaca de 96
cavidades que sdo adicionados 100 ml da suspensdo de nauplios / cavidade (cerca de 10
nauplios) mais 100 mL das diluicbes dos extractos testados. Avaliando concentragdes véo
variar de 10 a 1000 mg / mL. Como um controlo positivo de dicromato de potassio foi usado a
uma concentracao de 400 ppm; e DMSO nas mesmas doses que sdo manipulados no bioensaio
e de 4gua do mar como um controlo negativo. Apos 24 h de extractos e aplicados com o
auxilio de um microscopio estereoscopico, contando vivo nauplios por dose foi realizada.
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e) Analise estatistica: Para determinar a actividade bioldgica do extracto de metanol de Texas
Castela em cultura axénica in vitro de bactérias relacionadas com a cérie dentéria e gengivite,
0s dados obtidos a partir da absorvancia em triplicado e as unidades formadoras de coldnias
(CFU) Foi calculada a média em duplicado e comparadas com culturas de controlo por anélise
de variancia com um P <0,05, teste de Dunnett utilizando o-T (2-lado) com o pacote de
estatistica SPSS para Windows version 2007.

RESULTADOS

Identificagdo de grupos funcionais nos extractos etandlicos de C. texana resultados de testes
quimicos para identificar os grupos funcionais e metabolitos secundarios presentes nos

extractos de metanol de folha, caule, raiz e casca de C. texana sdo apresentados na Tabela 2.

Tabla 2
Grupos funcionales y metabolitos secundarios presentes en los extractos metanolicos de tallo,
hoja y corteza de Castela texana

Insaturaciones KMnO, - + -
Grupo carbonilo 2,4-Dinitrofenilhidracina + + +
Oxhidrilos fendlicos FeCls + + -
Esteroles y triterpenos Liebermann-Burchard +
y P Salkowski + + +
Carbohidratos MOI'Sh. + + +
Cumarinas + - +
Lactonas Lactonas + +/- +
. . A+ A - A -
Sesquiterpenlactonas | Baljet B+ 5. B+
Flavonoides H250, Flavonas | Flavonas | Flavonas
Alcaloides Dragendorff A+ A - A+
. Bicarbonato de Sodio + + +
Saponinas _
Salkowski +/- +/- +
Aromaticidad Acido Sulfurico- + + +

formaldheido

Bioensayo de toxicidad sobre nauplios de Artemia salina: A atividade toxica do etanol

extrai caule, raizes, cascas e folhas de C. texana foi avaliada em A. salina nauplii. Com o0s
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resultados a DL50 (Dose Letal) de cada um dos extractos, o ensaio com base na andlise de
Probit foi concebido usando a versdo 17 do programa SPSS foi calculada.

Na Figura 1 os resultados obtidos para a actividade de Artemia salina letalidade para cada um
dos extractos, uma actividade toxica marcado foi observada em A. salina € porque os extractos

mostraram doses mais baixas de 500 pg/mL.

250 -
200 - 187.427
174.057
-
€ 150 -
N
b0
=1 H Corteza
2
a 100 - H Hoja
53.42 L Tallo
50 -
0 .
Corteza Hoja Tallo
Exactos metanodlicos de C. texana

Figura. 1. Comparacion del potencial toxico de los extractos metandlicos de
corteza, hoja y tallo de C. texana sobre A. salina

Cinética de crecimiento: A cinética de crescimento de bactérias isoladas a partir de pacientes
com gengivite mostrados na Figura 2, em que se observa uma fase de laténcia longa, durante a
primeira hora, seguido por um crescimento logaritmico de las10 h a 25 h. A fase estacionéria é
tipicamente observado, quer a fase de morte, como se observa o crescimento de bactérias esta
era muito lenta. Cada ponto tracado representa a média de leitura triplicado de sete tubos.
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Figura 2. Cinética de crecimiento de la bacteria aislada de paciente con

gingivitis, se observa que a las 24 h presenta el maximo rendimiento celular.
As cinéticas de crescimento das bactérias isoladas a partir de um paciente com a carie dentaria
é mostrado na Figura 3. Pode observar-se um longo periodo de adaptacdo durante as primeiras
horas, e em seguida, um crescimento logaritmico de 10 h a 18 h. Além disso, uma fase
estacionaria normal, e esta cinética seja a fase de morte observada uma vez gque o crescimento
da bactéria era também um pouco lento. Cada ponto tracado representa a média de leitura
triplicado de sete tubos.
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Figura 3. Cinética de crecimiento de la bacteria aislada de paciente con caries dental.
Aproximadamente en las 18 hs se observa el maximo rendimiento celular.
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Identificacdo de bactérias associadas com a doenca cérie e gengivite: Uma vez isolados e a
cinética de crescimento de cada bactéria a partir de culturas estabelecidas a partir de gengivite
/ ou caries dentarias, e testes bioquimicos para identificacdo parcial da amostra isolamento
bacteriano. A morfologia indica a presenca de cocos em cadeias e coloracdo de Gram
observado vermelho, isto é, sdo gram (-), o melhor rendimento celular foi obtida sob
condi¢cBes de miroaerofilicas e testes bioquimicos indicam que ambas as bactérias sdo

Streptococcus sp.

A atividade bioldgica do extrato etandlico da casca, folhas e caules de C. texana em
bactérias associadas com a doenca carie e gengivite

Método de turbidimetria: Ao avaliar a actividade bioldgica dos extractos etanoélicos de casca,
folhas e caules de C. texana em bactérias gengivite relacionado (Figura 4) e caries dentéarias
(Figura 5), observou-se uma inibicdo marcada do desempenho da célula de bactérias em
pacientes asilo com gengivite e carie dentéria. Este extracto de metanol na presenca de caule,
raiz, folhas e casca de C. texana, utilizando 0,1 mg / mL, 1 mg / ml e 10mg / ml de extracto,
bactericidas resultados que indicam a capacidade de estes extractos sobre as bactérias acima.
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Figura 4. Gréafico que compara a actividade bioldgica dos extractos de C. texana em
bactérias relacionados gingivitis (C=corteza, H=hoja y T=tallo).
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Figura 5. Actividad bioldgica de los extractos de C. texana sobre bacterias

relacionadas con caries dental (C=corteza, H=hoja y T=tallo).

Técnica de Recuento bacteriano en Placa (UFC/mL): O método directo de quantificar a

actividade biol6gica dos extractos de metanol de C. texana em bactérias associadas com a
gengivite e céarie dentaria (Tabela 3) foi determinada pela técnica de contagem de placa (RBP)

para determinar unidades formadoras de colonias.

cultivadas en presencia de extractos metandlicos de Castela texana

Tabla 3
Determinacion de las UFC/mL de bacterias relacionadas con gingivitis y caries dental

Extracto metandlico de C. texana
Control Corteza Hoja
| as0.000.000 01 1 10 01 1 10 01 1 10
CLgL o I 6,850,000 | 490,000 p99,550  P10,000 [380,000 I {3,200000 | 8,650,000
ORI 178,000,000 I | 179,500 1 | 89,000 32,500 | 7,900 I I 245,000
‘mg/mL  I=Incontable
Vol. 2, Nim. 4 Julio — Diciembre 2013 RICS




Revista Iberoamericana de las Ciencias de la Salud ISSN: 2395-8057

DISCUSSAO
Neste trabalho é avaliada a filtragem de produtos quimicos de Castela planta texana e a
determinacgdo da actividade bioldgica dos extractos de metanol sobre o cultivo de bactérias
relacionadas com a carie dentaria e gengivite. Os resultados dos testes de extractos de
metanol coloridos da folha, caule, raiz e casca de C. texana indica a presenca dos seguintes
metabdlitos secundarios: para a folha insaturada foi o Unico resultado positivo neste teste,
enquanto outros vieram teste negativo em flavondides em folha era o Unico diferente dos
outros foi com uma pontuagdo de flavonas, enquanto outras partes de C. texana contém
flavonas. Como aromaticity, todos foram positivos para este teste; teste em hidratos de
carbono, Molish teste na folha e da raiz foram negativas, enquanto os outros testes para

detectar os hidratos de carbono foram positivas (Tabela 2).

Na avaliacdo da atividade toéxica dos extratos metanol do caule, casca, raizes e folhas de C.
texana em A. salina nauplii, notamos que o extrato da folha de C. texana tem uma DL50
53,42 ug / mL em Um . solucdo salina, o que indica uma actividade tdxica elevado em
comparagdo com o resto dos extractos (Figura 1). O extrato de casca de metanol teve o
menor DL50, com 187 427 mg / mL, o que indica que mostraram menos atividade tdxica
contra A. salina Vale ressaltar que o valor minimo eo valor maximo para o DL50
correspondem aos extratos de folhas C. casca e Texas, no entanto, a variante do casquilho é
utilizado para a extrac¢dao, o que indica que cada um dos compostos tem o arbusto

diferentes.

Como para a actividade antibacteriana, procedeu-se para determinar a inibicao por
absorvancia e CFU sobre o crescimento de bactérias relacionadas com a cdrie dentdria e
gengivite. Foram avaliados apenas os extractos de metanol de folha, caule e casca de C.
texana em diferentes concentragcdes, o extrato selecionado para realizar esta avaliacdo da
atividade antibacteriana, ja que este tipo de extracdo pode extrair mais compostos de cada

amostra de planta.
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Os resultados indicam que o extracto de metanol de C. texana folha concentragdo de 1 mg /
mL, as culturas inibiu ambas as bactérias isoladas de cédrie dentdria e gengivite em 80% e
78%, respectivamente, mostrando maior inibicdo extracto C. folha texana nas bactérias
associadas com a gengivite. Além disso, a actividade antibacteriana de extracto de metanol

de folha foi maior no Texas Castela bactérias relacionadas cérie dentaria (Tabela 3).

Bush, avaliados neste estudo, ndo sdao amplamente relatados trabalho apenas a atividade
amoebicidal dos extratos de C. texana de inibir in vitro o crescimento de E. histolytica e
Entamoeba inibir invadens encistamento (Calgado et al. , 2007), que também tem sido

relatada a inibigdo in vitro enquistamiento axénica a E. histolytica (Barron et ai, 2007).

Extrair a folha metandlico C. Texas teve a maior atividade antimicrobiana, no entanto,
também teve o maior potencial téxico do modelo de estudo bioldgico (Artemia salina). Esta
toxicidade é diferente da encontrada em modelos murinos, ndo toxicidade relatada (Calgado
et ai, 1998). O potencial de toxicidade indicam que ndo é a melhor escolha para obter estudo
de metabolitos com actividade bactericida, entdo concluiu-se que a melhor opc¢ao para
estudar bactérias associadas com gengivite é o extracto de casca de metanol, e bactérias
relacionadas a cdrie dentdria, o extrato do caule, que, respectivamente, tém a maior

atividade bactericida e menor potencial téxico de Artemia salina.

Os extractos com actividade antibacteriana pode ser utilizada em pesquisas futuras

destinado a inibir o crescimento tanto de bactérias que causam a carie dentdria e gengivite.
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CONCLUSOES

O extracto de etanol de casca de C. texana tem baixo potencial tdxico de A. salina e tem a

maior actividade inibidora do crescimento de bactérias associadas com a gengivite.

Melhor extracto de metanol para inibir o crescimento de bactérias relacionadas com a carie
dentdria é a de extracto de metanol a haste porque tem baixo potencial toxico de Artemia

salina.
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