Ação antibiótica do extrato da casca de Erythrina mulungu sobre Streptococcus do grupo mutans

RESUMO: 
Justificativa: Dentre as doenças bucais a cárie dentária é uma das mais prevalentes, principalmente na infância, sendo de caráter crônico e multifatorial que está estreitamente relacionada com a presença de Streptococcus do grupo mutans, principalmente Streptococcus mutans. Além das reconhecidas medidas de prevenção desta doença, como os procedimentos mecânicos de remoção do biofilme, a adequação da dieta e o uso do flúor, tem-se investigado novas estratégias. Como terapia alternativa tem se buscado novos agentes antimicrobianos de origem natural, em especial de plantas. Em geral, estes agentes antimicrobianos fitoterápicos exibem diversas estruturas que reduzem o potencial de surgimento de populações microbianas resistentes. Objetivo: avaliar a atividade do extrato da casca de Erythrina mulungu frente ao crescimento populacional de Streptococcus do grupo mutans. Metodologia: O extrato da casca de Erythrina mulungu foi obtido através de extração fracionada em aparelho soxhlet com os solventes hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol. Para determinar o potencial inibitório do mulungu utilizou-se a metodologia de concentração inibitória mínima em microplacas para determinar a menor concentração do extrato da casca de Erythrina mulungu capaz de inibir o crescimento populacional das cepas de referências ATCC 25175 (Streptococcus mutans) e ATCC 27392 (Streptococcus sobrinus). Resultados: A eficiência do extrato da casca de Erythrina mulungu na inibição das bactérias variou com o solvente e a cepa bacteriana utilizada. Resultado mais eficientes foram observados para diclorometano como extrator, onde a Concentração Inibitória Mínima foi 750 µg/m sobre a cepa ATCC 25175 e 375 µg/mL para a ATCC 27392. Considerações finais: Os resultados obtidos reforçam a hipótese de que o extrato da casca do Mulungu tem potencial atividade antibacteriana in vitro frente à Streptococcus do grupo mutans, e este estudo denota a importância de pesquisas com espécies vegetais que podem ser utilizadas na medicina tradicional.
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ABSTRACT:
Justification: Among oral diseases, dental caries is one of the most prevalent, especially in childhood, being of a chronic and multifactorial character that is closely related to the presence of Streptococcus the mutans group, especially Streptococcus mutans. In addition to the recognized preventive measures for this disease, such as mechanical biofilm removal procedures, the adequacy of the diet and the use of fluoride, new strategies have been investigated. As an alternative therapy, new antimicrobial agents of natural origin have been sought, especially from plants. In general, these herbal antimicrobial agents exhibit several structures that reduce the potential for the emergence of resistant microbial populations. Objective: to evaluate the activity of Erythrina mulungu bark extract against the population growth of Streptococcus the mutans group. Methodology: Erythrina mulungu bark extract was obtained through fractional extraction in a soxhlet apparatus with the solvents hexane, dichloromethane, ethyl acetate and butanol. To determine the inhibitory potential of mulungu, the minimum inhibitory concentration in microplate methodology was used to determine the lowest concentration of Erythrina mulungu bark extract capable of inhibiting the population growth of reference strains ATCC 25175 (Streptococcus mutans) and ATCC 27392 (Streptococcus sobrinus). Results: The efficiency of Erythrina mulungu bark extract in inhibiting bacteria varied according to the solvent and the strain tested. The best result was with the dichloromethane solvent, where in the case of ATCC 25175 the lowest inhibitory concentration was 750 µg/mL, whereas ATCC 27392 was more sensitive with inhibition in a concentration equal to 375 µg/mL. Final considerations: The results obtained reinforce the hypothesis that the mulungu bark extract has potential antibacterial activity in vitro against the Streptococcus mutans, and this study denotes the importance of research with plant species that can be used in traditional medicine.
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INTRODUÇÃO

A cárie dentária é uma doença multifatorial, transmissível e dieta dependente causada por tipos específicos de bactérias produtoras de ácido que causam desmineralização e destruição dos dentes sendo induzida pela diminuição do pH da placa dentária (1-4). Os microrganismos envolvidos nas doenças da cavidade oral têm sido estudados há muito tempo, sendo o Streptococcus mutans o principal representante relacionado à lesão da cárie, especialmente nos estágios iniciais da doença (5-6). Para a prevenção da cárie usa-se o método mecânico, através principalmente da escovação, associado com os métodos químicos, como exemplo os enxaguantes bucais. Entretanto apesar da associação com método químico ser muitas vezes eficaz, o desenvolvimento de resistência pelos microrganismos a antimicrobianos e compostos sintéticos usuais tem levado pesquisadores de diversas áreas a buscar alternativas em produtos naturais empregados na medicina tradicional para combater as mais diversas variedades de patologias bucais (7-10). A Erythrina mulungu Mart. ex Benth é uma espécie nativa do Brasil, se encontra distribuída pelas regiões norte, nordeste, centro-oeste e sudeste do país (11), sendo comumente utilizada para o tratamento de insônia (12-15) e desordens do sistema nervoso central (16,17). É também utilizada popularmente para acalmar a agitação (18-20), como anticonvulsivante (21,22), antidepressivo (23), sedativo (21,22), hipnótico (21), anti-inflamatório (12) e antitérmico (24).  O trabalho teve como objetivo investigar a atividade do extrato da casca de Erythrina mulungu sobre o crescimento populacional e a formação de biofilme de Streptococcus do grupo mutans.

METODOLOGIA

A espécie alvo Erythrina mulungu foi coletada na localidade denominada Vale do Arapuim, município de Varzelândia com coordenadas 15.76107°S e 043.85611°W. O material botânico foi identificado por especialista com depósito de exsicata no herbário da Universidade Estadual de Montes Claros com registro 5802. O material vegetal coletado (casca) passou pelo processo de assepsia, em seguida foi seco em estufa com circulação forçada de a 50°C, triturado e pulverizado em liquidificador industrial e moinho de faca, com posterior peneiramento. O processo de extração foi conduzido em aparelho Soxhlet, utilizando a proporção 1:10 (m/v), tendo com os solventes hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol, por ordem de polaridade. O extrato foi seco em estufa de circulação forçada a 60°C.  Para o ensaio de inibição populacional utilizou-se as cepas de referência American Type Culture Collection, ATCC 25175 (Streptoccocus mutans) e ATCC 27392 (Streptococcus sobrinus). A concentração inibitória mínima (MIC) do extrato foi avaliada em microdiluições, conforme CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), utilizando-se placas de acrílico estéreis com 96 poços (25). As concentrações avaliadas do extrato foram: 3000, 1500, 750, 375, 187,5 e 93,75 µg.mL-1, como controle negativo usou-se clorexidina (CLX - 0,12% v/v) e controle positivo o meio de cultura (BHI) com o microrganismo. Cada tratamento foi realizado em triplicata, sendo cada poço uma repetição. As microplacas foram incubadas a 37°C por 24 horas em anaerobiose. Após o período de incubação, uma alíquota de 10µL foi retirada, de cada poço e espalhada em superfície de Agar BHI para posterior contagem direta das colônias.  A concentração bactericida mínima (CBM) foi definida como sendo a menor concentração do extrato capaz de causar a morte de 99,9% das células de Streptococcus do grupo mutans.  As placas foram incubadas a 37°C por 24h, em anaerobiose, e posteriormente foi mensurado o número de colônias em cada repetição. A ausência de crescimento bacteriano, após 24h de incubação determinou a CBM. Os cálculos foram feitos segundo a ISSO 7218 (26). 
RESULTADO E DISCUSSÃO
Com base nos resultados obtidos, observou-se que os microrganismos Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus foram sensíveis ao extrato de Erythrina mulungu, extraído com diclorometano e acetato de etila, já com os solventes hexano e butanol não houve inibição das cepas. O extrato com diclorometano inibiu Streptococcus mutans nas concentrações de 750 µg/mL, 1500 µg/mL e 3000 µg/mL, já para o extrato com acetato de etila houve inibição nas concentrações de 1500 µg/mL e 3000 µg/mL (Tabela 1). Com relação ao Streptococcus sobrinus este foi mais sensível aos extratos nas concentrações de 375 µg/mL, 750 µg/mL, 1500 µg/mL e 3000 µg/mL (com diclorometano) e nas concentrações 750 µg/mL, 1500 µg/mL e 3000 µg/mL (com acetato de etila). Considerando critérios rigorosos para avaliação da potencialidade do extrato Erythrina mulungu para fins farmacêuticos, optou-se pelo sugeridos por Aligiannis e colaboradores (2001), em que um extrato é considerado forte inibidor CIM ≤ 500μg. mL-1, inibidor moderado ≥500μg.mL-1 CIM ≤1500μg.mL-1 e inibidor fraco: CIM ≤1500μg.mL-1 (27). Considerando as concentrações bactericidas (Supressão ≥ 90% população), pode-se afirmar que o extrato de Erythrina mulungu é um inibidor moderado no tratamento de infecções por S. mutans e forte inibidor em infecções por S. sobrinus.  Apesar do uso popular da casca de Erythrina mulungu ser comum, este estudo é pioneiro com relação ao microrganismo testado (S. mutans e S. sobrinus). Entretanto estudos similares demonstram que a casca dessa espécie possui ação antibactericida. De Lima e colaboradores (2006) relatam a atividade antibacteriana do extrato etanólico seco das cascas de E. mulungu (10 mg/mL) frente a Staphylococcus aureus resistentes a floroquinolonas (SA-1199B) e macrolídeos [MrsA (RN4220)] (28). Vasconcelos e colaboradores (2011) descreveram a atividade anti-inflamatória do extrato hidroalcoólico das cascas do caule (200 e 400 mg/ Kg) administrado por via oral 1 hora antes da administração do agente flogístico, carragenina e dextrana, na região subplantar da pata de camundongos machos Swiss (24). Neste estudo, foi observado que a dose de 200 mg/ Kg, reduziu significativamente o edema da pata induzido por carragenina em todos os tempos analisados, 1, 2, 3, 4 e 24 horas da administração do agente flogístico.  O menor potencial de inibição do extrato butanólico pode ter ocorrido devido ao método de extração, na extração fracionada um único cartucho do material vegetal é utilizado para a passagem dos quatro solventes (hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol), dessa forma ocorre o esgotamento do material vegetal, consequentemente o menor arraste de substância nos últimos solventes. Já no caso do hexano a possível explicação é o fato das substâncias responsáveis pela ação inibitória não tenha afinidade química com o solvente.
Tabela 1. Concentração bactericida mínima dos extratos da casca de Erythrina mulungu frente as cepas ATCC 25175 (Streptococcus mutans) e ATCC 27392 (Streptococcus sobrinus).
	Extrato
	Concentração
(µg/mL)
	Streptococcus mutans
	Streptococcus sobrinus

	Hexano
	3000
1500
750
375
187,5
93,75
	C
C
C
C
C
C
	AC
AC
C
C
C
C

	Diclorometano
	3000
1500
750
375
187,5
93,75
	AC
AC
AC
C
C
C
	AC
AC
AC
AC
C
C

	Acetato de etila
	3000
1500
750
375
187,5
93,75
	AC
AC
C
C
C
C
	AC
AC
AC
C
C
C

	Butanol
	3000
1500
750
375
187,5
93,75
	C
C
C
C
C
C
	AC
C
C
C
C
C

	Controle
	+
-
	C
AC
	C
AC


C: crescimento bacteriano; AC: ausência de crescimento; (+): controle positivo; (-): controle negativo

CONSIDERAÇÕES FINAIS

Devido à escassez de estudos que indiquem as possíveis moléculas ativas a partir de extratos  de Erythrina mulungu, os resultados apresentados reforçam a necessidade de novas pesquisas com este extrato frente a outras estirpes de Streptococcus do grupo mutans e de outros microrganismos, com o intuito de corroborar e assegurar os resultados apresentado e reforçar o potencial antimicrobiano do mulungu, visto que o extrato com diclorometano apresentou atividade inibitória no crescimento populacional frente a esta bactéria, justificando a presença de componentes ativos. Tais resultados reforçam a hipótese de que o extrato da casca do mulungu tem potencial atividade antibacteriana in vitro frente à Streptococcus mutans, e este estudo denota a importância de pesquisas com espécies vegetais que podem ser utilizadas na medicina tradicional.
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