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Resumo 

0 objetivo deste estudo foi analisar in vitro os compostos isolados e identificados da 

Mikania glornerata quanto as suas propriedades antimicrobianas nos testes de concentra~;ao 

inibit6ria minima (CIM), concentra~ao bactericida minima (CBM) e inibi~Yao da aderencia 

celular sobre a superficie de vidro (ADE) contra alguns pat6genos orais, KOO et al. (2000). Os 

compostos isolados testados foram o espatulenol, caurenol e os licidos diterpenico, 

cupressenico, cauren6ico e grandif16rico ( concentra¢es variando entre 80 a I ,25 Jlg/mL) e 

etanol 80% (v/v) como controle negativo. Foram realizados os testes de concentra~Yiio inibit6ria 

minima (CIM), concentrayao bactericida minima (CBM) e teste de aderencia celular (Adh) para 

Streptococcus mutans lngbritt 1600, S. mutans VA 159, S. sobrinus 6715 e 2 cepas clinicas 

isoladas de cada microorganismos, Enterococcus faecalis ATCC 29212 e Actinomyces 

naeslundii ATCC 19246. Os tubos forarn incubados em 10% CO,, a 37 °C, por 24h (CIM e 

CBM) e a ISh (Adh) nmu angulo de 30° (Adh). Forarn feitos seis replicatas para cada 

experiCncia. 0 <icido grandif16rico, espatulenol e o caurenol nao apresentaram atividade 

antimicrobiana nos testes de CIM, CBM e Adh, sendo efetivos os Acidos diterpSnico, 

cupressl:nico e cauren6ico, em baixos valores. Os 3cidos cupressSnico e cauren6ico foram os 

compostos mais efetivos, apresentando os valores mais baixos de CIM, CBM (2,5 )lg/mL e 5 

IJ.g/mL). A Adh de todos microrganismos foi inibida em valores sub-CIM, 3cidos cupressencio e 

cauren6ico 2,5 Jlg/mL. Concluimos que os compostos inibiram o crescimento bacteriano e a 

ader&lcia celular dos microrganismos testados, sugerindo que esses possuem potencial 

anticario gC:nico. 

0 cicido cupressSnico e cauren6ico foram os compostos mais efetivos paraS. mutans Ingbritt 

1600 (CIM e CBM de 5 ~g/mL e 20 ~g/mL), S. mutans VA !59 (CIM e CBM de 5 ~g/mL), S. 

sobrinus 6715 (CIM e CBM de 2,5 ~g/mL e 5 ~g/mL). A aderencia celular de todos 

microrganisrnos testad.os foi inibida em valores sub-CIM, sendo a menor concentrayiio a dos 

Acidos cupressencio e cauren6ico (2,5 !Jg/mL) paraS. mutans VA 159. 
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I. Introdut;ao 

As plantas medicinais tern sido utilizadas em diversas areas da saUde como fonnas 

alternativas de tratamento e preven~;ao das doent;as, destacando-se o uso terapeutico como 

agentes antimicrobianos. As plantas do genero Mikania, conhecidas como "guaco" ou ''guaco 

cheiroso", sao utilizadas pela medicina popular pela sua ayao expectorante, broncodilatadora, 

antimicrobiana, anti:fi.'mgica, antiUlcera, analg6sica, antiinflamat6ria, antiasmlitica, cicatrizante e 

anti-reutrnitica. Estudos pr6vios realizados com o extrato bruto e ffa90es da Mikania laevigata e 

Mikania glomerata em nosso laborat6rio (Yatsuda, 2001, 2002) apresentaram resultados 

promissores com a determinalj:iio do CIM, do CBM e da inibi9fio da aderencia celular dos 

microrganismos do grupo mutans. A fras:5.o hexanica de ambas Mikania apresentou os melhores 

resultados entre todas as ~Oes testadas sugerindo que os compostos farmacologicamente 

ativos possuem caracteristicas apolares. Deste modo~ estao sendo isolados e identificados os 

compostos presentes nessa fra~;ao para serem testados quanto as suas atividades 

antimicrobianas. Assim, neste estudo senio avaliados os compostos isolados e quimicamente 

identificados da Mikania glomerata quanto as suas propriedades antimicrobianas atraves dos 

testes de concentra~;iio inibit6ria minima (CIM), concentrayao bactericida minima (CBM) e 

inibi~;ilo da aderencia celular sobre a superficie de vidro (ADE) sobre alguns patOgenos orais, 

como descrito por KOO et a/. (2000). 

Deste modo, do is pontos devem ser enfatizados: 

1. Carencia de inform~ao do potencial antimicrobiano da M glomerata sobre os 

pat6genos bucais (com destaque para os estreptococos do grupo rnutans ), 

principalmente com rel3.1;iio a detenninaQiio da concentra~;ilo inibit6ria minima 

(CIM) e da concentra~ao bactericida minima (CBM). 

2. Os resultados obtidos com a M glomerata, com a avali~ilo da sua efetividade 

antimicrobiana contra pat6genos bucais in vitro, fomecera base para estudos futures 

in vivo. 

Portanto considerando os estudos feitos ate o presente, a grande biodiversidade do Brasil e o 
baixo custo desses produtos naturais, o objetivo geral deste projeto foi avaliar o efeito 
antimicrobiano in vitro dos cornpostos isolados da Mikania glomerata sobre os pat6genos orais. 
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1.1. Objetivos Especijicos 

Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos dos compostos isolados da M 

g/omerata, caracterizada quimicamente e pr6-selecionada atrav6s de ensaios biol6gicos, 

realizados por pesquisadores da CPQBAIUNICAMP*' a qual sera analisada sobre OS pat6genos 

bucais envolvidos na c&ie dental e doen~a periodontal por rneio da: 

1. Detennina_cao da concentrafYlio inibit6ria minima (CIM) e da concentrac;:ao 

bactericida minima (CBM). 

2. Determinac;:ao da inibic;:ao da aderfulcia celular em superficie de vidro 

2. Desenvolvimento- Material e Mitodos 

2.1. PreparafiiO da fraflio hex8nica e seus compostos isolados da M. glomerata Spreng. 

As partes aereas de M glomera/a foram coletadas no campo experimental do 

CPQBAIUNICAMP. A planta provem de urn cultivo a partir de popula~ao clonada, realizado 

desde 1996 pela Divisao de Agrotecnologia do CPQBA 

Exsicata da M glomerata esta depositada no Herbclrio do Departamento de Botfulica do 

Instituto de Biologia da UNICAMP, sob nfunero UEC 102047. 

0 extrato hidroalco6lico foi preparado a partir da planta seca e moida com uma solu~ao 

de etanol: cigua (80:20), sob agitayiio meciinica por urn periodo de duas horas. Ap6s :filtra~ao, o 

processo acima foi repetido eo extrato foi concentrado em evaporador rotativo ate eliminal(iio 

de todo etanol e em seguida foi liofilizado, fomecendo o extrato bruto (Extrato I). 

- Fracionamento do Extrato I com hexano (Fluxograma I) 

A fra~ hexilnica foi preparada a partir de 40 g do EXTRA TO I adicionando 300 mL de 

hexano, extraindo 3 vezes de lminuto em dispersor (Polytron) a temperatura ambiente. A ~ao 

foi :filtrada e o residuo reextraido novamente com o mesmo volume de hexano. As frayOes 

hexftnicas foram agrupadas e evaporadas a vacuo em evaporador rotativo ate a eliminayao de 

todo solvente, obtendo-se a 9 g da ~iio hexfurica. 

Fluxograma 1: Fracionamento do Extrato I e purificayiio dos cicidos diterp(;nicos. 
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A frac;ao hexaruca (apolar) foi re-fracionada em coluna seca, utilizando tripa de celulose 

de 2 em de diametro, e 30 em de altura. A co luna foi empacotada com silica gel 60 Merck (70-

230 Mesh) e a fase m6vel foi selecionada ap6s analise da frac;ao por Cromatografia em Camada 

Delgada, utilizando-se diferentes eluentes. 

Ap6s e1uic;ao, a coluna foi cortada em quatro partes e as frac;oes foram extraidas com 

acetato de etila e analisadas por cromatografia em camada delgada (CCD) e por cromatografia 

gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM), ap6s meti1ac;ao de uma aliquota. 

As frat;oes 1, 2, 3, 4 e residuo (papa) foram submetidas aos ensaios de atividade 

antimicrobiana contra os estreptococos do grupo mutans. Foram realizados os testes de 

concentrac;ao inibit6ria minima (CIM) e concentrac;ao bactericida minima (CBM) para 

determinar qual a frac;ao mais ativa onde serao isolados e identificados os compostos nela 

presente. 

Utilizou-se a frac;ao hexanica e suas frac;oes daM glomerata, variando as concentrac;oes de 

1,25 a 800 ~g/mL, em razao 2. Foram feitas 3 triplicatas. Os microrganismos testados foram o 

S. mutans VA 159 e S. sobrinus 6715 para os dois testes. 

Todo material utilizado no experimento foi cuidadosamente esterilizado, o que e de 

fundamental importancia para evitar contaminac;ao, alem disso, todos os procedimentos foram 

realizados dentro de uma camara de fluxo laminar e na zona asseptica da chama de urn bico de 

bulsem 0 prepare do in6culo bacteriano foi realizado como descrito no projeto original. Para 
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todos os testes foram feitos controles tanto positivos (meio de cultura + bacteria + etanol), 

quanto negativos (meio de cultura + etanol). 

1. Para a CIM, foi distribuida uma quantidade de 4960 f.!L do meio de cultura ja 

inoculado em cada tubo de vidro previamente esterilizado e, em seguida, foram 

adicionados 40 f.l.L da fra<;ao hexanica ou dos compostos isolados. Os tubos 

foram incubados em estufa a 37°C em atmosfera parcial de 10% de C02, por 24 

h. Ap6s o tempo de incuba<;ao foi feita a leitura em espectrofotometro a 660 nm 

de comprimento de onda. A CIM foi considerada a concentra<;ao do extrato 

referente a leitura de absorbancia menor que 0.05. 

2. Para determina<;ao da CBM, foram inoculadas uma aliquota de 50 f.!L de todos os 

tubos da CIM (sem crescimento aparente) em placas de BHI agar suplementado 

com 5% de sangue de carneiro. Posteriormente as placas foram incubadas e a 

CBM foi considerada a menor concentra<;ao do extrato onde nao houve 

crescimento celular sobre a superficie do agar inoculado (99,9% de morte 

microbiana). 

Os resultados de CIM e CBM das fra<;oes hexanica, 1, 2, 3, 4 e a papa estao expressos na 

Tabela I. 

Tabela 1: CIM e CBM expressas em f.l.g/mL. As concentra<;oes dos extratos variaram de 3,125 
a 800 ).lg/mL. 

S. mutans UA 159 S. sobrinus 6715 

Extratos 
MIC I MDC MIC MBC 

Fra<;ao Hexaruca 12,5 50 12,5 25 

Fra<;ao 1 >800 > 800 >800 > 800 

Frayao 2 6,25 12,5 6,25 25 

Fra<;ao 3 so 200 25 50 

Fra<;ao 4 > 800 > 800 > 800 > 800 

Residuo (papa) > 800 > 800 1> 800 J > 800 

Tres triplicatas (n=9) foram realizadas para cada rnicrorganismo e fra<;oes. 
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As frat;Oes 2 e 3 foram as mais ativas, inibindo o crescimento deS. mutans UA159 (6,25 

~g/mL) e S. sobrinus 6715 (50 ~g/mL). Assim, a fra~ilo bioativa 2 foi purificada em coluna 

cromatognifica ~ flash. Utilizou-se coluna de vidro com 45 em de comprirnento e 2 em de 

di!imetro. A co luna foi empacotada com solvente apropriado sob pressiio dear comprimido ate a 

silica gel60 (230- 400 Mesh) atingir a altura de 20 em. 

Ap6s adi9iio da "papa" iniciou-se a eluiyiio recolhendo-se as frayOes que foram analisadas 

par CCD e/ou CG-EM. As :frayOes semelliantes foram agrupadas e concentradas em evaporador 

rotative ate eliminayiio do solvente, obtendo-se as respectivas massas das frac;5es. 

As fra~es e compostos isolados da M glomerata foram analisados atraves dos seguintes 

metodos cromatognificos: 

Cromatografia em Camada Delgada (CCD); 

Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM); 

Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE). 

A determinayiio estrutural dos cornpostos isolados foi feita por m6todos espectrosc6picos 

utilizando tecnicas de Ressorulncia Magn6tica Nuclear de Hidrogenio e Carbo no 13 (RMN-1 H e 

RMN- 13 C), Infiavermelho (IV) e Espectrometria de Massas (EM). Todos estes testes ja foram 

descritos no projeto original. 

Foram isolados e identificados das fra~Oes I e 2 os seguintes compostos: 

Compostos isolados e identijicados da Mikania /aevigata e Mikania g/omerata 

Acido diterpenico 

Acido caurenOico 

Acido cupressenico 

Acido grandiflOrico 

Espatulenol 

Caurenol 



2.2. Microrganismos 

Os rnicrorganismos testados contra os compostos isolados da M glomerata foram: 

Streptococcus mutans lngbritt 1600; 

Streptococcus mutans UA 159 e 2 isolados clinicos recentes; 

Streptococcus sobrinus 6715 e 2 isolados clinicos recentes; 

Enterococcus faecalis ATCC 29212 e 

Actinomyces naeslundii ATCC 19246. 

2.3 Determinafiio da Atividade Antimicrobiana 

2.3. 1. Preparo da suspensiio bacteriana. 

11 

Os microrganismos serao inicialmente reativados a partir das suas culturas originais 

(mantidas em meio liquido BHI contendo 20% de glicerol a - 80°C ou liofilizadas) e 

posteriormente cultivadas em placas de BHT agar. 

2.3.2. Concentrafiio Minima lnibitoria (CJM) e Determinafiio da Concentrafiio Bactericida 

Minima (CBM) 

A determina~ao da CIM foi realizada em meio liquido, atraves da tecnica de 

macro-dilui~ao7•8 . Uma suspensao bacteriana foi homogeneizada com meio liquido BHI na 

propor~o 1:1000 (v/v) obtendo uma concentra~o bacteriana em tomo de 1-2 x 105 ufc/mL. 

Uma ali quota de 4960 f,.lL foram transferidos em tubos de vidro de rosca esteril izados sen do 

posteriormente adicionados 40 f,.lL dos extratos dos compostos isolados da M. glomerata 

(acido diterpenico, acido cauren6ico, acido cupressenico, grandifl6rico e espatulenol), 

variando a concentra~ao final de 3,125 a 800 J..Lg/mL, em razao 2, ou controle (80% etanol, 

v/v, ou absoluto, v/v), sendo incubados nas condivoes 2.3.1. Ap6s a incubavao, foi realizada 

a leitura no espectrofotometro (A.=660nm). A CIM foi considerada a menor concentrayao do 

extrato onde nao houve crescimento bacteriano visivel, ou seja, uma leitura menor que 0,05 

(absorbancia). 

Para deterrninavao da CBM, foram inoculadas uma aliquota de 50 J.!L de todos os tubos 

da CIM (sem crescimento aparente), com o auxitio da maquina "Spiral-plater" (Whittley 

Automatic Spiral Plater da DW Scientific), em placas de BHI agar suplementado com 5% de 

sangue de carneiro. Posterionnente as placas foram incubadas e a CBM foi considerada a menor 



12 

concentrayao do extrato onde nao houve crescimento celular sobre a superficie do agar 

inoculado (99,96/o de morte microbiana). 

2.3.4. Inibi~iio da Aderencia celular sobre a superficie de vidro 

Para o teste de aderencia celular sobre a superficie de vidro, a suspensao bacteriana para 

os microrganismos testados foi homogeneizada com meio liquido BHI enriquecido com 

sacarose a 10% na proporyao 1: 1000 ( v/v ), obtendo uma concentrayao bacteriana em tomo de 1-

2 x 105 ufc/mL. Uma aliquota de 2480 JlL forarn transferidos para os tubos de vidro, sendo 

adicionados posteriormente 20 JlL do dos compostos isolados de M glomerata (acido 

diterpenico, acido caurenoico, acido cupressenico, grandiflorico e espatulenol), variando 

concentrayao final de 1,5 a 800 Jlg/mL, em razao 2, ou controle (80% etano~ v/v, ou absoluto, 

v/v), sendo incubados nas condivoes 2.3.1., num angulo de 30°, segundo descrito por Hamada e 

Torii (1978). Ap6s incubavao, as celulas aderidas foram lavadas e suspensas em 5 mL de 

tampao fosfato de potassio 0.05M, pH 6.8. Foi realizada a leitura da absorbancia em 

espectrofotometro a 550 nm. 

3.0 . .Resultados e Discussiio 

Como ja foi dito anteriormente no relat6rio parcial de todos os compostos testados, o acido 

grandifl6rico, espatulenol e o caurenol nao apresentaram atividade antirnicrobiana nas 

concentray()es testadas , sendo apresentado na tabela sornente os resultados dos cornpostos que 

apresentaram atividade antirnicrobiana contra os microrganismos testados. Desta forma, 

somente tres compostos testados forarn efetivos, sendo eles o acido diterpenico, acido 

cupressenico e acido cauren6ico, que inibiram tanto o crescirnento celular quanto a morte 

celular dos estreptococos testados. 

Dentre os tres compostos testados o acido cupressenico foi o composto que apresentou 

os menores valores de CIM e CBM (2,5 Jlg/rnl para ambos os testes) e o acido diterpenico 

apresentou os maiores val ores de CIM e CBM (20 J..lg/ml e 40 J..lg/ml, respectivamente) entre os 

compostos testados. 
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Os compostos acidos cauren6ico, diterpenico e cupressenico, identificados da frar;ao 

hexaruca (fravao apolar) de ambos os tipos de Mikania podem ser os responsaveis pela grande 

atividade antimicrobiana demonstrada pelos baixos valores de CIM e CBM obtidos contra os 

estreptococos do grupo mutans. Davino et a/. (1989) descreveu que dois acidos cauren6icos 

(acido cauren6ico e acido cinamoilgrandifl6rico) demonstraram atividades antimicrobiana e 

antifUngica contra alguns pat6genos. Os diterpenicos isolados das folhas de Rabdosia 

trichocarpa tern sido responsabilizados pela atividade antimicrobiana contra alguns 

rnicrorganismos orais (Osawa et a/., 1992). Entretanto, alguns compostos identificados da 

Mikania, como o acido cupressenico, ainda nao foram investigados, e pouco se sabe da sua 

atividade antimicrobiana contra os microrganismos orais ou sobre seu efeito na formar;ao de 

placa dental in vitro. 

Os resultados obtidos nos teste de MICe MBC seguem na tabela 3. 

Tabela 3: CIM e CBM expressas em ~g/mL. As concentrav5es dos extratos variaram de 3,125 
a 800 ~g/mL. 

Fr. Hexanica Ac. Cupressenico Ac. Caurenoico Ac. Diterpenico 

l i I 

M icrorganismos MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC 
' 

S. mutans U A 159 12,5 1125 5 lis ' 5 20 IJ2o 

S. mutans lngbritt 1600 2.5 50 s 20 s 20 10 40 

S. mutans D I 2.5 50 5 10 ' 5 10 10 

S. mutans P 20 2S 50 2,S 5 ' 5 10 20 

S. sobrinus 6715 2.5 25 2,5 25 s 5 10 10 

S. sobrinus S 2 
2.5 50 ' 5 ' 10 20 20 

S. sobrinus P7 2.5 50 5 5 5 10 10 20 

Actinomyces naeslundii 12,5 25 2,S 5 2,5 5 s 5 
ATCC 19246 
Enterococcus faecal is A TCC 25 50 s 5 s lO 20 20 
29212 ,, 

Ap6s a realizayao dos teste de MTC e MBC para os microrganismos propostos no projeto 

original do trabalho, foi dada continuaryao ao mesmo realizando o teste de aderencia celular 

sobre superficie de vidro, e os resultados obtidos serao expressos na tabela 4; podendo ser 
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observado na mesma que os resultados positivos foram os que se expressam em valores sub­

CIM como pode ser visto em todos os compostos para o S. mutans lngbritt 1600, e para o S. 

sobrinus 6715. 

Tabela 4: CIM e ADE expressas em flg/mL. As concentrayoes dos extratos variaram de 3,125 a 
800 flg/mL. 

Acido 
Fra~o Addo Acido 

Microrganismos bainiea aaftll6ko diterpfDico capressenico 
JlllmL JIII-L pg/DIL 

JII/BIL 
MIC Adh MIC Adh MIC Adh MIC Adh 

S. mutans U A 159 12,5 12,5 5 5 5 2,5 10 2,5 

S. mutans lngbritt 
1600 25 12,5 5 2,5 10 5 5 1,25 

S. mutans D 1 25 25 5 5 5 2,5 10 5 

S. mutans P 20 25 25 2,5 2,5 5 5 10 2,5 

S. sobrinus 6715 25 12,5 5 2,5 10 5 5 1,25 

S. sobrin us S 2 25 25 5 5 5 5 20 5 

S. sobrinus P7 25 12,5 5 5 5 5 10 5 

Actinomyces naeslundii 12,5 12,5 12,5 12,5 5 5 2,5 2,5 
ATCC 19246 

Enterococcusfaeca/is 25 25 5 s 10 10 5 2,5 
ATCC29212 
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4.0. ConclusOes 

Alem dos resultados de atividade antimicrobiana obtidos e discutidos ate o presente 

memento para os tres compostos identificados e isolados da Mikania, observa-se como termino 

dos testes realizados que estes compostos apresentam tambem 3.9Ho sobre o mecanisme de 

aderencia dos microrganismos do grupo mutans. Apresentando para os microrganismos S. 

mutans Ingbritt 1600, e S. sobrinus 6715, valores Sub-CIM para todos os extratos testados 

cornprovando assim sua ac;:ao. 

Deve-se salientar entretanto que o <icido cupressf:nico, que apresentou maior efetividade 

para os testes de CIM e CBM, foi o composto que realizou a inibiy§.o do mecanisme de 

aderf:ncia celular sobre todos os microganismos testados, comprovando assim sua eficB.cia como 

agente antimicrobiano. 

Os resultados dos testes microbiol6gicos tambem sugerem que os isolados clinicos 

possuem uma certa unifonnidade de comportamento rnicrobiano entre eles, por6m diferem, em 

geral, dos seus correspondentes de coley3o, que sao mais sensiveis a H-93.0 dos extratos 

estudados que os isolados clinicos recentes. 

Desta forma, pode-se concluir com o estudo realizado que os tres compostos analisados 

podem ser prornissores agentes antimicrobianos no controle dos rnicrorganismos aqui 

estudados. 
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