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RESUMO 

O objetivo dessa pesquisa foi realizar o screening fitoquímico, quantificar metabólitos 

secundários e determinar a atividade antioxidante do extrato bruto hidroalcoólico das folhas 

de Ipomoea batatas (L.) Lam. (batata-doce) (EBHBD). Foi determinada também sua 

toxicidade, atividade antimicrobiana e anti-inflamatória. Uma formulação farmacêutica em 

gel contendo o EBHBD foi desenvolvida para testar o seu efeito clínico no biofilme dental 

e gengivite em humanos. Os testes fitoquímicos foram realizados para determinar os 

componentes e quantificar os metabólitos secundários. A atividade antioxidante foi 

determinada pelo método do fosfomolibdênio. A análise toxicológica foi feita pelo teste de 

viabilidade celular e com o bioensaio utilizando Artemia salina (microcrustáceo). A análise 

microbiológica foi realizada por meio da sensibilidade em microrganismos aeróbios. A 

atividade anti-inflamatória foi avaliada em cultura de fibroblastos e com os testes de edema 

de orelha (camundongo) e pata (rato). A formulação em gel foi desenvolvida com EBHBD 

em hidroxietilicelulose, sendo conduzidos os testes de controle de qualidade (pH, densidade 

absoluta, consistência e avaliação microbiológica). O efeito do gel contendo EBHBD no 

biofilme dental e gengivite foi estudado utilizando um modelo de gengivite experimental 

parcial em humanos. Vinte e cinco indivíduos foram selecionados para participar deste 

estudo cruzado duplo-cego, no qual foram estabelecidos três períodos experimentais de 15 

dias cada um com intervalo de 10 dias. Os pacientes foram submetidos a 3 tratamentos (T): 

T1- Gel placebo, T2- Gel contendo EBHBD a 10%; T3- Gel de clorexidina a 2% (controle 

positivo). Os parâmetros avaliados foram: índice de placa; índice de sangramento marginal 

modificado; fluido gengival e análise microbiológica do biofilme supragengival. Os dentes 

analisados foram: 15, 16, 35 e 36. Os resultados do estudo fitoquímico demonstraram a 

presença de flavonóides, alcalóides, antraquinonas, taninos e saponinas. A quantificação de 

metabólicos secundários mostrou em 100 g de material vegetal seco: fenólicos totais: 

662,02 ± 28,91 mg; alcalóides: 345,65 ± 15,52 mg e antraquinonas: 328,44 ± 8,17 mg. A 

média da atividade antioxidante relativa do EBHBD foi igual a 43% e do gel foi 57%, em 

relação a 100% do total de atividade antioxidante atribuída ao ácido ascórbico. O EBHBD 

foi considerado atóxico e sem atividade antimicrobiana de acordo com os testes realizados. 
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Foi observada redução na liberação de citocinas pró-inflamatórias em cultura de 

fibroblastos gengivais de humano (p<0,05) e diminuição da atividade anti-inflamatória no 

edema de orelha em camundongos (redução de 27%) e no edema de pata em ratos (redução 

de 24%). No estudo clínico não se observaram diferenças estatísticas (p>0,05) entre os 

parâmetros avaliados (índice de placa, sagramento marginal, fluído gengival e contagem de 

unidades formadoras de colônias de biofilme supragengival). Dentro das limitações deste 

estudo, sugere-se que o EBHBD apresentou moderada atividade antioxidante e 

propriedades anti-inflamatórias in vitro, porém não apresentou efeito clínico sobre biofilme 

dental e inflamação gengival. 

 

Palavras-chave: Ipomoea batatas, fitoterapia, gengivite, placa dentária. 
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ABSTRACT 

The aim of this research was to perform the phytochemical screening, secondary 

metabolites quantification and determine the antioxidant activity of crude extract of the 

leaves of Ipomoea batatas (L.) Lam. (sweet potato) (EBHBD). The crude toxicity, 

antimicrobial activity and anti-inflammatory properties were also determined. A gel 

pharmaceutical formulation containing EBHBD was developed and evaluated the clinical 

effect on dental biofilm and gingivitis in humans. Phytochemical tests were conducted to 

determine the components and quantify secondary metabolites. The antioxidant activity 

was determined by the phosphomolybdenum method. Toxicological bioassays were carried 

out on brine shrimp (Artemia salina) and cell viability test. The Antimicrobial activity was 

performed on aerobic microorganisms. The anti-inflammatory activity was assessed in 

fibroblast cell culture and on the ear (mouse) and paw (rats) edema tests. The EBHBD 

hidroxietilicelulose gel formulation was developed and control quality tests were conducted 

(pH, absolute density, consistence and microbiological analysis). The effect of EBHBD gel 

on plaque and gingivitis was studied using an experimental model of partial gingivitis in 

humans. Twenty-five individuals were selected to participate in this double-blind crossover 

study, with three experimental periods of 15 days each with an interval of 10 days. The 

patients underwent three treatments (T): T1- Placebo gel, T2- 10% EBHBD gel T3- 2% 

chlorhexidine gel (positive control). The parameters evaluated were: plaque index, 

modified marginal bleeding index, gingival fluid and microbiological analysis of 

supragingival biofilm. Teeth evaluated: 15, 16, 35 and 36. The results demonstrated the 

presence of flavonoids, alkaloids, anthraquinones, tannins and saponins. The secondary 

metabolites quantification showed in 100 g of dried plant material: phenolic: 662.02 ± 

28.91 mg; alkaloids: 345.65 ± 15.52 mg and anthraquinones: 328.44 ± 8.17 mg. The 

EBHBD antioxidant activity relative average was 43% and the 10% EBHBD gel was 57% 

in comparison of the ascorbic acid antioxidant activity (100%). The EBHBD was 

considered no toxic and no antimicrobial activity according to tests. The EBHBD reduced 

the release of pro-inflammatory cytokines on human gingival fibroblast cell culture (p 

<0.05) and decreased anti-inflammatory activity on ear edema in mouse (27% reduction) 

and paw edema in rats (24% reduction). In the clinical study there were no statistical 
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differences (p> 0.05) among the parameters (plaque index, marginal gingival bleeding, 

gingival fluid and colony-forming unit of supragingival biofilm). Within the limits of this 

study, it was possible suggest that the EBHBD showed moderate antioxidant and anti-

inflammatory properties in vitro, but showed no clinical effect on plaque and gingivitis. 

 

Keywords: Ipomoea batatas, phytotherapy, gingivitis, dental plaque 

 

 

 

xi 

                                                                                                                            ABSTRACT 



13 
 

SUMÁRIO 

1 INTRODUÇÃO  1 

2 REVISÃO DE LITERATURA 3 

2.1 Biofilme Dental 3 

2.2 Doença Periodontal 3 

2.3 Gengivite induzida por biofilme bacteriano 4 

2.4 Resposta imunoinflamatória do hospedeiro ao biofilme bacteriano 4 

2.5 Tratamento da gengivite induzida pelo biofilme bacteriano 5 

2.6 Fitoterapia 7 

2.7 O uso de fitoterápicos na Odontologia 9 

2.8 Características da espécie vegetal – Ipomoea batatas L. (Lam.) 9 

2.9 Atividade fisiológica da batata-doce 10 

3 PROPOSIÇÃO 13 

4 MATERIAL E MÉTODOS 14 

4.1 Colheita e processamento do material vegetal 14 

4.2 Determinação do conteúdo de umidade residual 14 

4.3 Extração por maceração 14 

4.4 Testes fitoquímicos 15 

4.5 Ensaios fitoquímicos 16 

4.5.1 Pesquisa de flavonóides 16 

4.5.2 Pesquisa de Alcalóides 17 

4.5.3 Pesquisa de Antraquinonas 17 

4.5.4 Pesquisa de Cumarinas 17 

xii 

                                                                                                                            SUMÁRIO 



14 
 

4.5.5 Pesquisa de Taninos 18 

4.5.6 Pesquisa de Saponinas 18 

4.5.7 Quantificação dos metabólitos secundários 19 

4.5.7.1 Fenólicos totais 19 

4.5.7.2 Alcalóides 19 

4.5.7.3 Antraquinonas 20 

4.6 Avaliação das atividades biológicas do EBHBD 20 

4.6.1 Atividade Antioxidante 20 

4.6.1.1 Método do fosfomolibdênio 21 

4.6.2 Avaliação do edema de orelha 22 

4.6.2.1 Edema de orelha induzido pela aplicação tópica do TPA 22 

4.7 Manipulação da formulação em gel do EBHBD 23 

4.7.1 Controle da qualidade das formulações farmacêuticas 23 

4.7.1.1 Determinação dos valores de pH 23 

4.7.1.2 Determinação da densidade absoluta 24 

4.7.1.3 Determinação da consistência 24 

4.7.1.4 Avaliação microbiológica 24 

4.7.2 Edema de pata induzido por LPS 24 

4.7.3 Atividade antioxidante total do gel 25 

4.7.4 Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) do gel 

contendo EBHBD 

25 

4.7.5 Cultura de fibroblastos de gengiva de humanos 26 

4.7.6 Efeito do tratamento do gel contendo EBHBD sobre a liberação de 

fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e interleucina 1 beta (IL-1β) 

27 

xiii 

                                                                                                                            SUMÁRIO 



15 
 

induzidas por LPS em fibroblastos gengivais in vitro 

4.7.6.1 Dosagem de TNF-α e IL-1β 27 

4.7.7 Testes de Toxicidade 28 

4.7.7.1 Viabilidade celular pelo método MTT 28 

4.7.7.2 Teste de toxicidade da Artemia salina 28 

4.7.7.2.1 Diluição do EBHBD e géis 28 

4.7.7.2.2 Solução salina para eclosão dos ovos de 

Artemia salina 

28 

4.7.7.2.3 Cultura da Artemia salina 29 

4.7.7.2.4 Determinação da toxicidade sobre a Artemia 

salina 

29 

4.8 Ensaio clínico  29 

4.8.1 Seleção da amostra 29 

4.8.2 Procedimentos clínicos – fase preliminar 30 

4.8.3 Parâmetros clínicos Avaliados 34 

4.8.3.1 Índice de placa 34 

4.8.3.2 Índice de sangramento marginal 34 

4.8.3.3 Treinamento e reprodutibilidade dos parâmetros clínicos 35 

4.8.3.4 Treinamento da metodologia 36 

4.8.3.5 Avaliação do fluido gengival 36 

4.8.3.6 Avaliação microbiológica  37 

4.9 Análise estatística 38 

5 RESULTADOS 39 

5.1 Testes fitoquímicos 39 

xiv 

                                                                                                                            SUMÁRIO 



16 
 

5.1.1 Ensaios fitoquímicos para flavonóides, alcalóides, antraquinonas, 

cumarinas, taninos e saponinas 

39 

5.1.2 Quantificação dos metabólitos secundários 40 

5.1.2.1 Quantificação dos fenólicos totais 40 

5.1.2.2 Quantificação de alcalóides 40 

5.1.2.3 Quantificação de antraquinonas 41 

5.2 Avaliação das atividades biológicas do EBHBD 41 

5.2.1 Atividade Antioxidante 41 

5.2.1.1 Método do fosfomolibdênio 41 

5.2.2 Avaliação do edema de orelha 41 

5.2.2.1 Edema de orelha induzido pela aplicação tópica do TPA 41 

5.3 Manipulação da formulação em gel do EBHBD 42 

5.3.1 Controle da qualidade das formulações farmacêuticas 44 

5.3.1.1 Determinação dos valores de pH, densidade absoluta e 

consistência 

44 

5.3.1.2 Avaliação microbiológica 44 

5.3.2 Edema de pata induzido por LPS 44 

5.3.3 Atividade antioxidante total do gel 46 

5.3.4 Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) do gel 

contendo EBHBD 

46 

5.3.5 Efeito do tratamento do gel contendo EBHBD sobre a liberação de 

TNF-  e IL-1  induzidas por LPS em fibroblastos gengivais de 

humanos in vitro 

46 

5.4 Testes de toxicidade 48 

xv 

                                                                                                                            SUMÁRIO 



17 
 

5.4.1 Viabilidade celular pelo método MTT 48 

5.4.2 Teste da Artemia salina 48 

5.5 Ensaio clínico  49 

5.5.1 Parâmetros clínicos avaliados 49 

5.5.1.1 Treinamento e reprodutibilidade dos parâmetros clínicos 49 

5.5.1.2 Seleção da amostra 50 

5.5.1.3 Índice de placa 51 

5.5.1.4 Índice de sangramento marginal 53 

5.5.1.5 Avaliação do volume do fluido gengival 56 

5.5.1.6 Avaliação microbiológica 56 

6 DISCUSSÃO 58 

7 CONCLUSÃO 67 

REFERÊNCIAS  68 

ANEXO 82 

1 Parecer comissão de ética 82 

2 Ficha clínica confeccionada para o estudo 83 

 
 

 

 

 

                                                                                                                            SUMÁRIO 

xvi 



1 
 

1 INTRODUÇÃO 

As plantas medicinais vêm sendo mundialmente empregadas na medicina popular. 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que 80% da população mundial utiliza 

algum tipo de planta ou preparações destas, no que se refere à atenção primária de saúde. O 

reconhecimento de seu valor como recurso clínico, farmacêutico e econômico tem crescido 

progressivamente em vários países, os quais vêm normatizando e legislando acerca dos 

diferentes critérios de segurança, eficácia e qualidade que devem envolver esses produtos. 

Embora o uso de vários agentes fitoterápicos seja amplo, até hoje são escassos os estudos 

sobre as suas constituições químicas, atividades biológicas e mecanismo de ação, 

particularmente nas patologias bucais (Marchese et al., 2004; Medeiros et al., 2004).  

O Brasil é o país com maior diversidade genética vegetal do mundo, contando com 

mais de 55.000 espécies catalogadas. As plantas são importantes fontes de produtos 

naturais biologicamente ativos, muitos dos quais são princípios para síntese de um grande 

número de fármacos. Apesar do aumento do estudo nesta área, os dados disponíveis 

revelam que apenas 15 a 17% das plantas foram estudadas quanto ao seu potencial 

medicinal (Martins et al., 2000; Groppo et al., 2008).  

O uso indiscriminado de plantas sem qualquer conhecimento fitoquímico, 

farmacológico e principalmente toxicológico é de grande preocupação para a saúde. Isto 

acontece com a maioria das espécies vegetais consumidas pela população. A identificação 

correta destas espécies, sua forma de uso, posologia e controle de qualidade também 

constituem questões a serem resolvidas (Billeter et al., 1990; Redzic et al., 2005; Groppo et 

al., 2008). 

Embora encontremos relatos na literatura de plantas medicinais utilizadas no 

tratamento de afecções bucais, tendo estas, propriedades anti-inflamatórias, anti-

hemorrágicas, analgésicas e cicatrizantes, os fitoterápicos ainda são pouco utilizados nos 

tratamentos odontológicos. Pesquisas mostram que agentes como óleos essenciais do 

cajueiro (Anacardium occidentale L.) e do cravo (Eugenia caryophyllata T.) são indicados 

para odontalgias (Groppo et al., 2008). A romã (Punica granatum Linn) e o alho (Allium 
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sativum) possuem atividade antimicrobiana sobre estreptococos, além de ser usada contra 

gengivite e lesões bucais (Groppo et al., 2002; Groppo et al., 2007).  

A Ipomoea (batata-doce), planta da família das convolvuláceas, apresenta 

propriedades antimicrobianas, antifúngicas e vaso-relaxantes (Locher et al., 1995; 

Perusquia et al., 1995; Reynolds et al., 1995). Uma atividade protetora tecidual foi 

identificada a partir do isolamento da esporamina, uma substância que corresponde de 60 a 

80% do total de proteínas solúveis encontrada no túber e folhas da Ipomoea batatas (L.) 

Lam. e que apresenta atividade inibitória sobre a tripsina, uma proteína que hidrolisa 

ligações peptídicas e apresenta especificidade em relação ao tipo de substrato a ser 

hidrolisado (Yeh et al., 1997). Bochechos com chá das folhas são utilizados popularmente 

para o tratamento de lesões na mucosa bucal e odontalgias (Borba & Macedo, 2006).  

Sendo um alimento consumido em larga escala no mundo inteiro, os relatos de 

toxicidade são praticamente nulos. De fato, os poucos relatos de toxidade são em animais, 

particularmente gado bovino, que se alimenta de batata-doce comprometida por fungos 

(Thibodeau et al., 2004; Chen et al., 2008; Miyazaki et al., 2008; Philpott et al., 2009). 

Além disso, sendo produto vegetal cultivável em praticamente qualquer época do ano, a 

utilização da batata-doce não acarretaria um extrativismo predatório desenfreado, como 

acontece com outras espécies de plantas mais raras e poderia, inclusive, contribuir com a 

economia, alavancando pequenos produtores. 

Pretende-se, assim, com este estudo realizar o screening fitoquímico, quantificar 

metabólitos secundários e determinar a atividade antioxidante do EBHBD. Será 

determinada também sua toxicidade, atividade antimicrobiana e anti-inflamatória. Uma 

formulação farmacêutica em gel contendo o EBHBD será desenvolvida para ser utilizada 

localmente na cavidade bucal, em um modelo de gengivite experimental em humanos. 

Estudos dessa natureza são necessários, pois podem estimular os pacientes e profissionais 

da área de saúde bucal a adotar a fitoterapia em seu esquema terapêutico, bem como a 

orientar a própria população ao uso adequado de tais substâncias, conhecendo os seus 

efeitos reais, as suas contra-indicações e os seus riscos.  
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2.1 Biofilme dental 

O biofilme é formado principalmente por uma associação de vários microrganismos 

que formam um ecossistema estruturado e dinâmico. O biofilme supragengival produz 

polissacarídeos extracelulares e glicoproteínas, que desempenham uma função de proteção 

e reserva nutricional. Esta estrutura permite uma inter-relação entre os microrganismos, 

além de fornecer barreiras químicas e físicas que podem limitar a ação dos mecanismos de 

defesa do hospedeiro ou a ação de agentes antimicrobianos (Socransky & Haffajee, 2005). 

Condições gengivais em estado de saúde estão relacionadas a um biofilme 

supragengival com poucas camadas, sendo obsservados cocos gram-positivos 

(Streptococcus spp: S. mutans, S. mitis, S. sanguis, S. oralis; Rothia dentocariosa; 

Staphilococcus epidermidis), bacilos gram-positivos (Actinomyces spp: A.viscosus, A. 

israelitas, A. gerencseriae; Corynebacterium spp.) e poucos cocos gram-negativos 

(Veillonella parvula; Neisseria spp.). A proliferação contínua das bactérias do biofilme 

supragengival oferece condições para o estabelecimento de outras formas bacterianas. Estes 

colonizadores secundários promovem alterações no ecossistema do biofilme dental 

microbiano viabilizando a colonização de bactérias anaeróbias estritas. (Bernimoulin, 2003; 

Haffajee & Socransky, 2005). 

2.2 Doença Periodontal  

A doença periodontal pode ser definida como um processo inflamatório em que é 

possível observar envolvimento do periodonto de proteção e sustentação. É um processo 

inflamatório em que estão incluídas diversas formas de gengivite e periodontite. A doença 

periodontal sem tratamento pode progredir levando a perda óssea e conseqüente perda do 

dente. As doenças do periodonto podem ser classificadas em gengivites (induzidas e não 

induzidas por biofilme), periodontites (crônicas e agressivas), doenças periodontais 

necrosantes, abscessos periodontais, periodontite associada a lesões endodônticas, 

deformidades e condições adquiridas ou do desenvolvimento (Armitage, 1999; Kinane, 

2001). 
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2.3 Gengivite induzida por biofilme bacteriano 

A forma mais comum de doença periodontal em humanos é a gengivite induzida por 

biofilme bacteriano, podendo ser modificada por fatores sistêmicos. O processo 

inflamatório ocorre em presença dos microrganismos levando a uma alteração no 

periodonto marginal. A condição inflamatória no periodonto marginal é reversível após o 

estabelecimento de uma adequada higiene bucal, não resultando em danos para os tecidos 

periodontais do hospedeiro. A condição de saúde gengival pode ser descrita como um 

estado de equilíbrio entre os microrganismos bucais e o mecanismo de defesa do 

hospedeiro (Armitage, 1999).  

O desenvolvimento de uma gengivite está associado com o desenvolvimento de um 

biofilme dental organizado, caracterizado por várias camadas, organizadas de acordo com 

as condições metabólicas e ambientais. Nestas camadas bacterianas, além de cocos gram-

positivos, bastonetes e filamentos associados com gengivas saudáveis, o número de cocos 

gram-negativos, bastonetes e filamentos aparece aumentando o número de bactérias 

anaeróbias (F. nucleatum, C. rectus, B. gracilis, P. loeschii, Capnocytophaga spp., entre 

outras). As espécies envolvidas podem ser modificadas conforme as características 

ambientais locais, mas o padrão de colonização é sempre o mesmo (Bernimoulin, 2003; 

Haffajee & Socransky, 2005). 

Diante de condições como ausência de higiene bucal, estudos clínicos têm 

demonstrado que os microrganismos colonizam rapidamente as superfícies dentais, sendo 

que os sinais clínicos da inflamação gengival se tornam aparente entre 10 a 21 dias 

(Kinane, 2001).  

2.4 Resposta imunoinflamatória do hospedeiro ao biofilme bacteriano 

Na gengivite induzida por biofilme bacteriano é possível observar alterações 

teciduais e imuno-inflamatória que incluem dilatação dos vasos e aumento da 

permeabilidade vascular, aumento do fluxo do fluido gengival (FG) e migração de 

neutrófilos polimorfonucleares (PMN) (Goodson, 2003). Os PMNs são identificados no 

ambiente do sulco gengival/ bolsa periodantal, FG e tecido inflamado. Possuem 
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mecanismos antimicrobianos altamente especializados que quando ativados, produzem 

mediadores quimiotáticos e vasoativos que perpetuam a resposta inflamatória do 

hospedeiro. O aumento do nível de PMN no FG ativa interleucina-8, sendo uma das 

primeiras mudanças associadas com a transição da saúde para doença (Kinane, 2001; 

Preshaw, 2008). 

O FG é um exsudato/infiltrado inflamatório presente no sulco gengival ou bolsa 

periodontal. No início do processo da doença, enquanto o periodonto é clinicamente 

saudável, os colonizadores iniciais estão confinados à margem gengival; o fluxo do FG 

neste estágio é relativamente baixo, sendo composto principalmente de um transudato de 

proteínas plasmáticas. Resultados de estudos mostraram a presença de uma alta quantidade 

de mediadores inflamatórios nos sítios com gengivite em comparação com sítios saudáveis 

em indivíduos normais (Goodson, 2003). 

Em sítios com gengivite o FG é composto por proteínas plasmáticas, 

microrganismos, células epitelais descamadas, leucócitos PMNs, mediadores da resposta 

inflamatória e enzimas. Estes elementos podem ser indicadores de atividade inflamatória da 

doença periodontal, bem como de saúde gengival após o tratamento. (Goodson, 2003; 

Kantarci et al., 2006). A determinação dos diferentes componentes do FG pode ser um 

método para determinar a atividade da doença periodontal, visto que, é possível caracterizar 

o perfil de resposta inflamatório do hospedeiro (Goodson, 2003; Kantarci et al., 2006). 

A coleta do FG é um procedimento não invasivo, sendo que a análise de seus 

componentes pode contribuir para o estabelecimento do diagnóstico periodontal. Inúmeros 

estudos têm analisado a associação entre a quantidade total ou níveis de concentração dos 

diferentes componentes do FG e a condição periodontal. (Delima & Van Dyke, 2003; 

Kantarci et al., 2006). 

2.5 Tratamento da gengivite induzida pelo biofilme bacteriano  

Vários estudos mostram a relação do biofilme para o desenvolvimento de gengivite. 

O controle do biofilme por meio de agentes mecânicos e químicos é fundamental para 
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prevenir e controlar a gengivite (Kinane, 2001; Axelsson et al., 2004; Tatakis & Trombelli, 

2004; Van Der Weijden & Hioe, 2005). 

O biofilme supragengival está exposto à saliva e aos mecanismos naturais de auto-

limpeza existente na cavidade bucal, no entanto, embora tais mecanismos possam eliminar 

restos alimentares, não são suficientes para desestruturar o biofilme bacteriano, sendo a 

higiene bucal regular um pré-requisito para a manutenção de uma boa condição de saúde 

bucal (Van Der Weijden & Hioe, 2005). 

Os recursos mecânicos de higiene bucal, na maioria das vezes são suficientes para 

controlar o biofilme dental, porém em algumas situações não se consegue atingir todos os 

objetivos somente com o controle mecânico, pois o mesmo requer tempo, motivação e 

destreza manual. Mesmo pacientes que são treinados e instruídos para manterem sua 

higiene satisfatória, na ausência de constantes reforços sobre educação em saúde, os níveis 

de cooperação diminuem significativamente com o tempo (Ciancio, 2003; Axelsson et al., 

2004; Albert-Kiszely et al., 2007). Indivíduos com limitações físicas ou mentais, idosos, 

pacientes com dentes mal posicionados e/ou portadores de aparelhos ortodônticos fixos, 

podem apresentar dificuldades quanto à escovação dentária e uso do fio dental (Ciancio, 

2003; Axelsson et al., 2004). 

Bochechos com anti-sépticos têm sido amplamente utilizados em Odontologia como 

auxiliares no controle do biofilme bacteriano e gengivite. É evidente que se um paciente 

melhora o controle do biofilme e consequentemente sua condição gengival, o uso de 

quimioterápicos como coadjuvantes pode não mais ser necessário (Ciancio, 2003; Albert-

Kiszely et al., 2007; Moran, 2008). 

Anti-sépticos são agentes químicos que podem eliminar microrganismos, como 

bactérias, vírus e fungos ou interferir com sua reprodução ou metabolismo. Para que um 

agente anti-placa seja efetivo é necessário que tenha um amplo espectro de atividade 

antimicrobiana; substantividade às superfícies bucais; gosto agradável; apresentar baixa 

toxicidade e mínima influência na microbiota residente. Além disso, alguns agentes 

químicos possuem também propriedades anti-inflamatórias (Gaffar et al., 1997; Ciancio, 

2003). 
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Diversas agentes têm sido utilizados para o controle químico do biofilme dental, 

como óleos essenciais, triclosan, clorexidina, cloreto de cetilpiridínio, fluoreto estanoso, 

sais de zinco e alcalóides de plantas de várias espécies. Entretanto, ainda hoje, a clorexidina 

é considerada o padrão de referência dos agentes para o controle químico do biofilme 

dental (Albert-Kiszely et al., 2007; Herrera et al., 2007). 

Os agentes químicos utilizados para o controle do biofilme dental não produzem 

grandes alterações no tipo ou quantidade da microbiota bucal. Não sendo são observados 

efeitos toxicológicos consideráveis nas concentrações quando utilizados como auxiliares no 

controle do biofilme. No entanto, a clorexidina, o fluoreto estanoso e o cloreto de 

cetilpiridínio, podem causar manchamento dos dentes e das mucosas, descamação epitelial, 

e alteração de paladar (Moran, 2008). 

Devido às questões mencionadas acima, pesquisas buscam compostos terapêuticos 

similares a esses produtos, mas que tenham menos efeitos colaterais. Assim, verifica-se um 

grande avanço científico nos estudos com plantas medicinais que visam obter novos 

compostos com propriedades terapêuticas (Cechinel Filho & Yunes, 1998). 

2.6 Fitoterapia   

Fitoterápicos são definidos pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa) 

como medicamentos obtidos a partir de plantas medicinais, empregando-se exclusivamente 

derivados de droga vegetal (extrato, tintura, óleo, cera e suco) (Anvisa, 2004). Um 

fitoterápico é caracterizado pelo conhecimento da eficácia e dos riscos de seu uso, assim 

como pela reprodutibilidade e constância de sua qualidade (Carvalho et al., 2008). Não se 

considera medicamento fitoterápico aquele que, na sua composição, inclua substâncias 

ativas isoladas, de qualquer origem, nem as associações dessas com extratos vegetais 

(Anvisa, 2004). 

O Brasil apresenta grande diversidade genética vegetal, contando com mais de 55 

mil espécies catalogadas. Porém, os dados disponíveis indicam que apenas 15% a 17% das 

plantas brasileiras foram avaliadas quanto ao seu potencial medicinal. A Associação 

Brasileira das Empresas do Setor Fitoterápico, Suplemento Alimentar e de Promoção da 
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Saúde (Abifisa) estima que cerca de 82% da população brasileira utiliza ou já utilizou 

algum produto a base de fitorerápicos (Medeiros et al., 2004; Carvalho et al., 2008; Lorenzi 

& Matos, 2008; Abifisa, 2010). 

As plantas são importantes fontes de produtos biologicamente ativos, muitos dos 

quais são os compostos químicos para a semi-síntese de um grande número de fármacos. 

Essas substâncias biologicamente ativas presentes nas plantas são chamadas de metabólitos 

secundários e são produzidas através de rotas biossintéticas diversas cujos compostos de 

partida são os metabólitos primários, nos quais se incluem os carboidratos, proteínas e 

lipídeos, que são essenciais para as funções vitais da planta (Poser & Mentz, 2007). Os 

metabólitos secundários são substâncias de baixo peso molecular, de estrutura complexa e 

marcante atividade biológica, sendo utilizados no tratamento de diversas alterações 

orgânicas como diarréia, hipertensão arterial, reumatismo, hemorragias, problemas renais e 

do sistema urinário e processos inflamatórios (Taiz & Zeiger, 1991). Contrariamente aos 

metabólitos primários, são encontrados em concentrações relativamente baixas e somente 

em determinados grupos de plantas (Poser & Mentz, 2007).  

Atualmente são conhecidos 140.000 metabólitos secundários que apresentam 

diversidade de estrutura química e grupamentos funcionais. De acordo com a estrutura e/ou 

origem biogênica, os metabólitos secundários podem ser divididos em diferentes grupos, 

tais como: esteróides, alcalóides, flavonóides, terpenos, taninos, cumarinas, ligninas, etc 

(Phillipson, 1999; Strohl, 2000; Verpoorte, 2000). Assim sendo, o reino vegetal representa 

uma grande fonte para a investigação de novas moléculas e terapias, considerando que 

dentre as 250.000 espécies conhecidas somente uma pequena porcentagem (8 a 12%) foi 

investigada sob o ponto de vista químico e, ainda, uma menor fração foi submetida a 

ensaios de atividade biológica (Williamson et al., 1996). 

O uso indiscriminado de plantas sem qualquer conhecimento fitoquímico, 

farmacológico e, principalmente, toxicológico é de grande preocupação para a saúde. Isso 

acontece com a maioria das espécies vegetais consumidas pela população. A determinação 

botânica correta da planta, sua forma de uso, posologia e controle da qualidade também 

constituem questões a serem estudadas (Billeter et al., 1990; Redzic et al., 2005). 
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2.7 O uso de fitoterápicos na Odontologia 

Os fitoterápicos são muito utilizados nos cuidados gerais de saúde, sendo que 

muitas propriedades das espécies de valor na medicina podem ser utilizadas na 

Odontologia, indicadas principalmente para o uso em processos infecciosos, inflamatórios, 

no tratamento da dor e na cicatrização. Os meios mais comuns de preparo são a decocção, a 

maceração e a infusão (Lima Jr. et al., 2005). 

Na clínica odontológica, os pacientes relatam utilizar bochechos de plantas 

medicinais na forma de infusão no pós-cirúrgico, com o objetivo de minimizar o edema. A 

infusão obtida da sálvia (Salvia officinalis L.) apresenta atividade antioxidante e 

antimicrobiana. A Calendula officinalis L. é empregada na cicatrização de feridas, com 

ação anti-inflamatória e antibacteriana (Oliveira et al., 2007).  

Inúmeros estudos avaliaram in vitro e in vivo a atividade anti-inflamatória, 

antimicrobiana, cicatrizante, antiviral, antifúngica, anestésica e antioxidante, a partir de 

diversos extratos e óleos vegetais como: aroeira, romã, tanchagem, óleo de copaíba, 

jambolão, sálvia, arnica, calêndula, hamamelis, anis-estrelado, melissa, ficus, algodoeiro-

arbóreo, alecrim, capim-limão e acácia-mimosa, confirmando as propriedades das mesmas 

(Iauk et al., 2003; Pereira et al., 2005; Drumond et al., 2006; Silva et al., 2006; Soares et 

al., 2006; Zanin et al., 2007). 

2.8 Características da espécie vegetal - Ipomoea batatas (L.) Lam. 

A batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam.) é uma dicotiledônea da família 

Convolvulaceae, originária da América tropical, tendo como provável centro de diversidade 

o noroeste da América do Sul. Devido a sua natureza rústica, ampla adaptabilidade e 

facilidade de multiplicação, disseminou-se por toda a Ásia, África e América Latina 

durante os séculos XVII e XVIII. Atualmente, os únicos países industrializados que 

produzem quantidades apreciáveis de batata-doce (cerca de 50.000 toneladas) são, 

respectivamente, o Japão e os Estados Unidos (Cip, 2010). 

O Brasil ocupa o décimo lugar na produção de batata-doce. Sua quantidade 

produzida é em torno de 498.046 toneladas/ano, com área plantada de 43.959 hectares e sua 
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produtividade média é de 11.542 kg/hectare (Silva et al., 2004). A batata-doce é a quarta 

hortaliça mais consumida pela população brasileira, com média de 3,6 kg/hab/ano, superada 

apenas pela batata, tomate e abóbora (Cardoso et al., 2005). As ramas e raízes tuberosas são 

largamente utilizadas na alimentação humana, animal e também como matéria-prima nas 

indústrias de alimento, tecido, papel, cosmético, preparação de adesivos e álcool carburante 

(Cip, 2010). 

A alta capacidade de produção por área, aliada ao cultivo relativamente simples e 

pouco dispendioso, torna-a uma hortaliça muito popular e bastante consumida. A batata-

doce exige temperaturas relativamente altas e não tolera geadas. Para seu desenvolvimento 

vegetativo adequado a planta exige temperatura média superior a 24°C, alta luminosidade, 

fotoperíodo longo e suficiente umidade do solo. Sendo assim, a região sul do Brasil é a 

maior produtora de batata-doce, com cerca de 251.219 toneladas/ano, seguida da região 

Nordeste, com produção média de 158.474 toneladas/ano (Cardoso et al., 2005). 

Na alimentação humana, as raízes tuberosas podem ser utilizadas in natura, cozidas, 

fritas e assadas, bem como utilizadas para produção de doces, biscoitos e bolos, podendo 

ainda ser industrializadas e utilizadas para produção de farinhas, féculas, açúcares e 

xaropes. Devido ao elevado teor protéico (23 a 25% em massa seca) e nutritivo das folhas e 

pecíolos frescos, estes também são consumidos como qualquer outra hortaliça de folha em 

saladas ou cozidos com bons resultados (Chang et al., 2007). 

A batata-doce é uma planta de excelente fonte de nutrientes e especialmente, fonte 

de energia, devido à concentração de carboidratos, açúcares, sais minerais, vitaminas A, C e 

do Complexo B. Além disso, contém também grande quantidade de metionina, que é um 

dos aminoácidos essenciais para o bem estar dos seres humanos (Cardoso et al., 2005). 

2.9 Atividade fisiológica da batata-doce 

A planta da batata-doce possui altos níveis de polifenóis, entre eles, as antocianinas 

e os ácidos fenólicos (cafeico, mono, di e tricafeoalquínico). Estes compostos foram 

identificados como responsáveis pela sua atividade fisiológica (Konczak-Islam et al., 

2003).  
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Estudos recentes demonstraram que a batata-doce de cor branca apresenta atividade 

antidiabética, tendo o seu componente ativo (uma glicoproteína não definida), sido isolado 

do córtex da raiz (Kusano et al., 2001). A prevenção do desenvolvimento de carcinomas 

coloretais pode ser feita através do consumo de antocianinas provenientes da batata-doce de 

cor roxa, este fato foi verificado através de um estudo realizado em ratos, aos quais foram 

inicialmente administrados 1,2-dimetilhidrazina (DMH) e 2-amino-1metil-6-

fenilimidazol[4,5]piridina (PhIP), ambos os compostos indutores de carcinomas, tendo 

estes sido posteriormente sujeitos a uma dieta em 5% rica em antocianinas de batata-doce 

de cor roxa, verificado-se uma inibição dos adenomas e carcinomas (Hagiwara et al., 

2002). Da mesma forma, a alimentação de ratos que possuíam lesões do fígado, induzidas 

com tetracloreto de carbono, com um extrato de antocianinas isoladas da batata-doce, 

provocava uma redução nas lesões (Suda et al., 1997). 

Investigadores caracterizaram e identificaram agentes anti-mutagênicos extraídos de 

folhas da planta da batata-doce. A análise espectroscópica sugere que o agente anti-

mutagênico isolado possa ser uma glicoproteina 13 presente nesta espécie de planta (Zheng 

& Clifford, 2008). 

As fibras de batata-doce ajudam na cicatrização de feridas através da absorção de 

exsudato e tecido necrótico em lesões provocadas na pele de ratos, sugerindo que, em 

combinação com outras drogas, esta fibra poderia ser usada como um produto na terapia de 

lesões da pele (Suzuki et al., 1996).  

Um efeito neuroprotetor da batata-doce roxa foi observado, em camundongos, a 

partir da inibição da expressão das citocinas pró-inflamatórias interleucina - 1β (IL-1β), 

interleucina - 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral - α (TNF-α) induzidas pela injeção de 

lipopolissacarídeo (LPS) bacteriano. Considerando o baixo índice de efeitos colaterais no 

organismo, a batata poderia funcionar como uma nova estratégia terapêutica no tratamento 

de doenças inflamatórias cerebrais (Wang et al., 2010). 

No entanto, pouco se sabe sobre a viabilidade do uso dessa espécie na Odontologia, 

sendo de extrema importância para a saúde humana o desenvolvimento de pesquisa nesta 

                                                                                              REVISÃO DE LITERATURA 



12 
 

área, a fim de avaliar os mecanismos de ação e efeitos adversos que esta planta poderia 

provocar na cavidade bucal. 
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3 PROPOSIÇÃO 

Os objetivos dessa pesquisa foram:  

Extrato bruto hidroalcoólico de batata-doce (EBHBD): 

- Determinar e quantificar os componentes; 

- Avaliar atividade antioxidante (método fosfomolibdênio); 

- Avaliar atividade anti-inflamatória (edema de orelha); 

Gel contendo EBHBD:  

- Determinar a fórmula farmacêutica em hidroxietilcelulose; 

- Determinar o potencial anti-inflamatório (edema de pata em ratos); 

- Avaliar atividade antioxidante (método fosfomolibdênio); 

- Determinar a concentração inibitória mínima (CIM) em cinco cepas: 

Staphylococcus aureus ATTC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Candida albicans 

ATCC 10231, Streptococcus mutans ATCC 25175, Streptococcus mitis ATCC 903; 

- Verificar a atividade anti-inflamatória a partir da liberação de citocinas fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-α) e interleucina 1 beta (IL-1β) em cultura de células de 

fibroblastos gengivais de humanos; 

- Verificar a toxicidade (teste do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazólio - MTT e Artemia salina); 

- Observar em um estudo clínico aleatorizado, o efeito sobre o biofilme dental e 

inflamação gengival por meio de parâmetros clínicos e microbiológicos. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS  

4.1 Colheita e processamento do material vegetal  

Para padronização e manutenção da qualidade do material vegetal utilizado no 

estudo, optou-se por realizar desde a colheita das folhas até a obtenção final do extrato. 

Desta forma, as folhas de batata-doce foram coletadas no Colégio Agrícola da Universidade 

Estadual de Ponta Grossa – UEPG, Paraná, nos meses de Setembro e Outubro de 2008, 

durante o dia. Seu registro está depositado no Herbário da UEPG (HUPG) com o número 

17.033. As folhas foram secas em temperatura ambiente durante 10 dias e, com o material 

seco, realizou-se a pulverização em moinho de facas e, após a tamisação, obtivemos um 

material com granulometria de 500 µm.  

4.2 Determinação do conteúdo de umidade residual  

Para esta determinação empregou-se o método de dessecação, partindo de 4 g de 

amostra exatamente pesada em uma placa de Petri previamente pesada. A amostra foi 

aquecida a 100oC durante três dias e, após esse período, foi pesada novamente. O valor 

obtido na diferença entre as pesagens foi considerado como o teor de umidade das folhas de 

batata-doce. O teste foi realizado em triplicata. O teor de umidade residual ficou em torno 

de 19,5%. Portanto, como o extrato foi padronizado em uma concentração de 20%, 

utilizamos como solvente álcool 74%. 

4.3 Extração por maceração  

A maceração é um método de extração muito utilizado que consiste em manter a 

planta com uma quantidade de solvente pré-estabelecida, à temperatura ambiente, em 

recipiente fechado, durante 2 a 14 dias. É um processo não seletivo que resulta num 

equilíbrio de concentração entre a droga e o solvente, e é influenciado por fatores que 

dependem da droga (sua natureza, tamanho de partícula, grau de umidade e quantidade em 

peso), e do solvente (sua seletividade e quantidade em volume). A velocidade com que se 

obtém o equilíbrio é função do tamanho de partícula e do grau de inchamento das células, 

bem como da viscosidade e da polaridade do solvente (Farmacopéia Brasileira IV, 1988). 
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Na maceração realizada neste estudo, foram utilizadas amostras com peso de 20,0 

g e com volume de 100 mL de etanol 74% (v/v), em frascos de erlenmeyer de 250 mL. 

Uma vez fechado o recipiente com o macerado, deixou-se sob agitação mecânica constante 

(maceração dinâmica) durante sete dias. A maceração transcorreu à temperatura ambiente e 

ao término do tempo o extrato foi filtrado através de um funil normal com papel de filtro e 

concentrado à secura.  

4.4 Testes fitoquímicos  

Considerando que o número de informações fitoquímicas relacionadas a folha da 

batata-doce são extremamente limitados, realizaram-se testes fitoquímicos preliminares a 

fim de detectar algumas classes de constituintes químicos, dentre eles, heterosídeos 

flavonóidicos, alcalóides, heterosídeos antraquinônicos, cumarinas, taninos e heterosídeos 

saponínicos. 

Para a realização dos testes fitoquímicos, fez-se primeiramente o fracionamento, 

pois reações diretamente caracterizadas no extrato bruto podem mascarar o resultado, e os 

testes feitos com as frações possibilitam reações mais nítidas. Foram realizados três 

fracionamentos, sendo que o primeiro líquido extrator é o mais apolar, o n-hexano (F1). 

Foram realizadas 5 extrações com o mesmo solvente, utilizando 40 mL em cada vez, 

totalizando 200 mL de n-hexano. O líquido extrator foi acrescentado ao EBHBD no funil 

de separação. Foram formadas duas fases bem distintas, aquela que foi a fase do solvente 

foi recolhida em frasco e armazenada. A cada etapa do fracionamento, após a extração, o 

volume do extrato restante foi levado ao banho-maria (60oC) para que houvesse a 

evaporação total do solvente extrator. 

O segundo fracionamento foi realizado com diclorometano (F2). O procedimento 

foi o mesmo de F1, utilizando o mesmo funil de separação. No terceiro fracionamento foi 

utilizado um solvente mais polar, o acetato de etila (F3) com a mesma técnica já descrita. O 

último fracionamento foi com etanol 74% (F4). Nesta etapa final, apos a evaporação do 

solvente F3, foi acrescentado ao restante do extrato, submetido ao fracionamento, etanol 

74% até completar o volume de 200 mL, para originar o F4, sem a utilização do funil de 

separação (Nakashima, 1993). 
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4.5 Ensaios fitoquímicos  

A partir das frações do EBHBD foram realizadas as seguintes pesquisas: 

4.5.1 Pesquisa de flavonóides  

a) Reação de Shinoda: foram evaporados à secura em cápsulas no banho-maria, 

10 mL das frações e o resíduo foi dissolvido em 5 mL de etanol 70%. 

As frações ressuspendidas foram transferidas para tubos de ensaio e 

foram adicionados em cada tubo 100 mg de limalha de magnésio. Os 

tubos foram imersos no gelo (“banho de gelo”) e lentamente foi 

adicionado 1 mL de ácido clorídrico concentrado. A reação positiva 

ocorre pelo desenvolvimento de coloração rósea a vermelho. 

b) Reação com zinco: foram evaporados à secura em cápsulas no banho-maria, 

10 mL das frações e o resíduo foi dissolvido em 5 mL de etanol 70%. 

As frações ressuspendidas foram transferidas para tubos de ensaio e 

foram adicionados em cada tubo uma pastilha de zinco. Os tubos 

foram imersos no gelo (“banho de gelo”) e lentamente foi adicionado 

1 mL de ácido clorídrico concentrado. A reação positiva se 

caracteriza pelo desenvolvimento de coloração. 

c) Reação oxalo-bórica: foram evaporados à secura em cápsulas no banho-

maria, 10 mL das frações e o resíduo foi dissolvido em 0,5 mL de 

acetona com 30 mg da mistura ácido oxálico:ácido bórico (1:1). A 

solução, ainda nas cápsulas, foi agitada lentamente e levada ao 

banho-maria para evaporar à secura. A reação foi observada na 

câmara de ultravioleta, sob o comprimento de onda de 365 nm. O 

desenvolvimento de fluorescência nas cores amarelo-esverdeada e 

azul esverdeado, após alguns minutos, indica reação positiva. 

d) Reação de Pacheco: foram evaporados à secura, em cápsulas no banho-

maria, 10 mL das frações. Foram acrescentados nas cápsulas alguns 

cristais de acetato de sódio com 0,2 mL de anidrido acético e a 
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solução foi levada ao fogareiro à ebulição. A seguir, 0,2 mL de ácido 

clorídrico foi adicionado em cada fração. O desenvolvimento de 

coloração roxa indica a presença de grupos dihidroflavonóides.  

4.5.2 Pesquisa de Alcalóides 

Foram evaporadas à secura, em cápsulas no banho-maria, 30 mL frações 1 a 3. Ao 

resíduo, foram acrescentados 0,5 mL de etanol 70% e 10 mL de ácido clorídrico 1%. Um 

mL de cada fração foi distribuído em 5 tubos de ensaio, sendo que um deles serviu como o 

branco da reação. Em cada tubo foi adicionado algumas gotas de um reagente: Mayer, 

Bertrand, Bouchardat e Dragendorff. A formação de precipitado indica reação positiva. 

Na fração 4, foram levados 30 mL, em cápsula, ao banho-maria até reduzir o 

volume (1/3). Após esfriar, foi adicionado 10 mL de ácido clorídrico 1% até o pH ficar 

ácido e depois o meio foi alcalinizado com hidróxido de amônio, até pH 10. O volume foi 

transferido para um funil de separação, no qual adicionou-se 20 mL de éter:clorofórmio 

(3:1). A fase etérea da separação foi transferida para outro funil de separação, no qual foi 

acrescentado 10 mL de ácido clorídrico 1%. Com a fase ácida da separação foi realizado o 

mesmo processo já descrito, utilizando os reagentes nos tubos de ensaio. Esse processo foi 

feito para purificação do material e melhor verificação dos resultados. 

4.5.3 Pesquisa de Antraquinonas (Reação de Borntrager) 

Vinte mililitros das frações 1 a 3, em cápsulas, foram reduzidos à 5 mL no banho-

maria e transferidos para um tubo de ensaio, ao qual foi adicionado 1 mL de hidróxido de 

amônio. A solução foi agitada e a formação de coloração avermelhada caracteriza a 

presença desse metabólito. 

4.5.4 Pesquisa de Cumarinas 

Foram evaporadas à secura, em cápsulas no banho-maria, 10 mL das frações 1 a 3, 

e depois ressuspendidas em 5 mL de éter. Para cada fração foi utilizado um pedaço de papel 

de filtro. Foram marcados três pontos e, neles foram adicionadas cinco gotas do extrato, 

uma após a secagem da outra. Uma solução de hidróxido de sódio foi preparada com uma 

lentilha e 1 mL de água destilada. Uma gota desta solução foi acrescentada em 2 dos 3 
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pontos do papel com o extrato. Um ponto com este reativo foi coberto com papel alumínio 

e então o papel de filtro foi levado à câmara de ultravioleta (365 nm) para se observar o 

desenvolvimento de fluorescência, após cerca de 5 minutos (resultado positivo). O ponto 

coberto foi apenas para comparação após a leitura. 

O processo com a fração 4 foi o mesmo, mas antes de evaporar no banho-maria 

foram adicionados nos 10 mL da fração, 5 mL de ácido clorídrico 2N para acidificar o meio 

até pH 1,0. Então, o volume foi reduzido e a fase etérea foi separada para a realização do 

teste.  

4.5.5 Pesquisa de Taninos 

Foi realizada apenas com a fração 4. 

a) Cloreto férrico 1%: em 1 mL do extrato, em um tubo de ensaio, foi 

adicionada 1 gota do reativo. A presença de coloração indica reação positiva.  

b) Sulfato de ferro amonical 5%: em 1 mL do extrato, em um tubo de ensaio, foi 

adicionada 1 gota do reativo. A presença de coloração indica reação positiva. 

c) Reação com gelatina 2,5%: foram utilizados 3 tubos de ensaio (0,1; 0,5 e 1 

mL) com o extrato. Foram acrescentados 2 mL da solução de gelatina em 

todos os tubos. A presença de precipitação caracteriza reação positiva. 

d) Ácido nitroso: em uma cápsula com 5 mL do extrato foram adicionados 

cristais de nitrito de potássio e cinco gotas de ácido sulfúrico 0,5%. O 

desenvolvimento de coloração rósea caracteriza um resultado positivo. 

4.5.6 Pesquisa de Saponinas 

Esta pesquisa foi realizada com as frações 3 e 4. Dez mililitros de cada fração 

foram evaporadas à secura, em cápsulas no banho-maria e ressuspendidas em 10 e 5 mL de 

água destilada, respectivamente. Cada fração foi dividida em três tubos de ensaio. Em um 

tubo permaneceu apenas a fração (branco), em outro foram adicionadas gotas de ácido 

clorídrico até pH ácido e no último tubo foram adicionadas gotas de hidróxido de sódio até 
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pH básico. Os tubos foram agitados vigorosamente. A formação de espuma indica a 

presença de saponinas.  

4.5.7 Quantificação dos metabólitos secundários  

4.5.7.1 Fenólicos totais 

Para extração dos fenólicos totais, 5 g do pó da folha de batata-doce foram 

misturados com 80 mL de metanol e mantido overnight. A suspensão foi filtrada com filtro 

Whatman no1 e o filtrado foi diluído para 100 mL de metanol. As amostras foram 

armazenadas à 4oC e serviu como solução estoque (50 mg/mL).  

O conteúdo total de fenólicos no EBHBD foi determinado pelo método 

colorimétrico de Folin-Ciocalteau (Singleton et al., 1999). Duzentos µL da solução estoque 

foram misturados com 1,4 mL de água destilada e 100 µL do reagente Folin-Ciocalteau. 

Após esperar no mínimo 30 segundos (não ultrapassando 8 minutos), foram adicionado 300 

µL de Na2CO3 20% à amostra. A absorbância foi medida a 740 nm depois de 2 horas de 

incubação no escuro à temperatura ambiente. A solução padrão de ácido gálico (10-100 

ppm) foi feita da mesma maneira para preparar a curva de calibração. Os resultados foram 

expressos como miligrama de equivalente de ácido gálico por 100 g de extrato seco 

(EAG)/100g. O teste foi realizado em triplicata. 

4.5.7.2 Alcalóides  

A quantidade de alcalóides foi determinada em triplicata, por extração líquido-

líquido e análise gravimétrica. A fração clorofórmica (20 mL) foi fracionada 

sucessivamente com HCl 1, 0,5 e 0,25 mol L-1. A fase aquosa foi coletada, alcalinizada com 

NH4OH6 mol.L-1 e fracionada com clorofórmio. Esta fase orgânica foi então evaporada à 

secura em banho-maria (60°C), em uma cápsula de porcelana previamente calibrada. Para a 

fração hidroetanólica (20 mL), também foi realizada a alcalinização com NH4OH6 mol.L-1, 

partição com clorofórmio e evaporação até a secura. A massa de resíduo sólido das frações 

clorofórmica e hidroetanólica foi determinada com precisão. A quantidade total de 

alcalóide, incluindo base livre e forma de sal foi expressa em miligramas de alcalóides por 

100 g de amostra seca. 
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4.5.7.3 Antraquinonas  

A quantidade de antraquinonas foi determinada espectrofotometricamente em 

triplicata, depois de um pré-tratamento adequado. Um volume de 0,5 mL da fração acetato 

de etila foi alcalinizado com 50 mg de NaHCO3 e oxidado com uma solução aquosa de 

FeCl3 à 10,5% (20 mL). A mistura foi fervida sob refluxo por 5 min. Depois, acrescentou-

se 1 mL de HCl concentrado e a reação foi mantida na mesma condição durante 20 min. 

Em temperatura ambiente, a mistura foi fracionada com éter etílico por três vezes. A fase 

etérea foi transferida para um balão aferido de 100 mL e o volume final foi completado 

com este solvente orgânico para obter a solução estoque. Em seguida, 10 mL dessa solução 

foi evaporada à secura em banho-maria (60°C). O resíduo sólido foi dissolvido em 10 mL 

de acetato de magnésio 0,5% em solução de metanol. A absorbância foi analisada em 515 

nm com o espectrofotômetro UV-Vis. O mesmo procedimento de análise foi realizado para 

a fração hidroetanólica. Soluções-padrão de 1,8-dihidroxiantraquinona (0,005-0,06 mg mL-

1) em éter foram similarmente evaporados e tratados com acetato de magnésio 0,5% em 

metanol para obter a curva analítica. O metanol foi usado como branco. Os resultados 

foram expressos em miligramas de derivados de hidroxiantraquinona por 100 g de amostra 

seca. 

4.6 Avaliação das atividades biológicas do EBHBD 

Alguns aspectos devem ser observados quando se procura princípios ativos em 

plantas. Neste contexto, devem ser levados em consideração a simplicidade, a rapidez, a 

reprodutibilidade e o baixo custo dos testes biológicos (Bashir et al., 1991). Usualmente, 

são feitas triagens com modelos experimentais menos complexos e após a seleção das 

substâncias puras ativas, estas são avaliadas em ensaios mais específicos, e posteriormente 

submetidas à análise do mecanismo de ação biológica. Alguns dos principais efeitos 

biológicos procurados em plantas e alguns dos modelos experimentais utilizados são, entre 

outros, a atividade antibacteriana (método de difusão em ágar e da concentração inibitória 

mínima), atividade antioxidante e atividade anti-inflamatória (edema de pata e orelha em 

camundongos e ratos) (Cechinel Filho & Yunes, 1998).  

4.6.1 Atividade Antioxidante  
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As espécies reativas de oxigênio (ERO) são constituídas por moléculas 

energicamente instáveis que adquirem estabilidade ao captar elétrons de moléculas 

vizinhas, isto é, oxidando-as. As capacidades pró-oxidante e antioxidante das células devem 

ser mantidas em equilíbrio a fim de se evitar o perigo potencial de estresse oxidativo. 

Quando ocorre aumento das ERO e/ou diminuição da capacidade, elas podem lesionar 

componentes celulares, inclusive o ácido desoxirribonucléico (DNA), modificando sua 

estrutura ou função e gerando estresse oxidativo. Isto pode explicar então a possível 

associação entre várias doenças e as ERO (Kahl, 1991). 

As plantas são uma rica fonte de substâncias biologicamente ativas, muitas das 

quais apresentam atividade antioxidante. Os antioxidantes naturais podem ter uma ou mais 

das seguintes funções: captura de radicais livres, agentes redutores, complexantes de metais 

pró-oxidantes e extintores de radical oxigênio. As vitaminas E e C, assim como o β-

caroteno, também capturam radicais de oxigênio; estes antioxidantes são compostos de 

origem natural, como também o são os flavonóides, ácidos fenólicos e os compostos de 

nitrogênio como os alcalóides e os derivados do cloreto de fenila (Kinsella et al., 1993). 

Assim, para avaliar esta possível importante atividade antioxidante do EBHBD 

utilizamos o método do fosfomolibdênio. 

4.6.1.1 Método do fosfomolibdênio 

O método de complexação pelo fosfomolibdênio para a determinação da 

capacidade antioxidante total é baseado na redução de molibdênio (Mo) (VI) a Mo (V) pela 

amostra analisada. Essa redução possibilita a formação de um complexo verde entre fosfato 

e molibdênio (V), em pH ácido, determinado espectrofotometricamente a 695 nm (Prieto et 

al., 1999). 

Uma alíquota de 0,3 mL da amostra em solução aquosa a 200 µg.mL-1, foi 

acrescentada em um tubo de ensaio, juntamente com 3 mL do reativo (molibdato de amônio 

4 mmol.L-1 , fosfato de sódio 28 mmol.L-1 , ácido sulfúrico 0,6 mol.L-1). Os tubos foram 

fechados hermeticamente e levados ao banho-maria a 95oC durante 90 minutos. 
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Os tubos foram resfriados e a leitura foi efetuada em espectrofotômetro UV-VIS a 

695 nm contra um branco (0,3 mL de água acrescidos de 3,0 mL do reativo). O padrão 

utilizado foi o ácido ascórbico 200 µg.mL-1. 

4.6.2 Avaliação do edema de orelha 

Para testar a atividade anti-inflamatória pré-clínica do EBHBD in vivo, optamos 

por realizar inicialmente o teste de edema de orelha (Protocolo Comissão de Ética em 

Pesquisa da Universidade Estadual de Ponta Grossa: n.192008). O edema de orelha foi 

expresso como o aumento da espessura da orelha dos camundongos (µm) (Hecker & 

Schmidt, 1974). A espessura da orelha foi medida próxima à extremidade medial da 

mesma, com o auxílio de um micrômetro digital (GREAT MT – 045B), antes e após 

determinado tempo da indução do processo inflamatório. O EBHBD e o agente flogístico 

foram dissolvidos em 20 µL de acetona e aplicados na orelha direita de camundongos. 

4.6.2.1 Edema de orelha induzido pela aplicação tópica do TPA  

O TPA é um éster de forbol presente no óleo de cróton (Cróton tiglium L.), 

sendo um potente agente flogístico e promotor de tumor capaz de promover uma resposta 

inflamatória e hiperproliferativa bastante intensa, assemelhando-se com algumas doenças 

cutâneas. Esse modelo de inflamação cutânea aguda permite identificar inibidores da 

biossíntese das prostaglandinas e leucotrienos, assim é amplamente utilizado na triagem de 

compostos que pertencem à classe dos inibidores da cicloxigenase e/ou lipoxigenase, bem 

como compostos com atividade corticóide (Gàbor, 2003). 

Para avaliar a atividade do EBHBD nesse modelo, o edema de orelha foi 

induzido pela aplicação tópica de 2,5 µg orelha de TPA, dissolvido em 20 µL de acetona. 

Vinte e quatro camundongos Swiss machos (30 g) foram divididos em seis grupos (n = 4). 

O EBHBD (0,1; 0,3; 0,6 e 1,0 mg/orelha bem como o controle positivo dexametasona (0,05 

mg/orelha), foram aplicados topicamente logo após o tratamento com o TPA. No controle 

negativo foi aplicado apenas (TPA). A espessura da orelha foi avaliada 6 horas apos a 

aplicação do TPA conforme descrito anteriormente (De Young et al., 1989). Os animais 

envolvidos neste experimento não foram sacrificados, ficando a disposição no Biotério. 
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4.7 Manipulação da formulação em gel do EBHBD  

Após a verificação da atividade anti-inflamatória prévia do EBHBD no edema de 

orelha, com o melhor efeito sendo observado na concentração de 1,0 mg/orelha (5%) 

(figura 9) necessitou-se observar se essa atividade se mantinha na formulação de gel, a qual 

seria utilizada na etapa clínica do projeto. Para isso definimos três concentrações de 

EBHBD a serem manipuladas e testadas novamente em animal. 

Essa fase da pesquisa foi desenvolvida no Laboratório de Farmacotécnica do 

Departamento de Ciências Farmacêuticas da UEPG, utilizando técnicas de desinfecção e 

anti-sepsia preconizadas à manipulação farmacêutica (Pelczar et al., 1996; Thompson, 

1998). A princípio, o EBHBD seria formulado em gel orabase, porém, observou-se que o 

mesmo não dispersou nesse veículo. Desta forma, o EBHBD, a clorexidina e o placebo 

foram manipulados em gel aquoso do polímero não-iônico hidroxietilcelulose de uso oral 

(Natrosol®- PharmaSpecial®, São Paulo, Brasil) a 3% (m/m), utilizando a técnica geral de 

incorporação de ativos em bases galênicas, conforme as formulações preconizadas na 

literatura (Appel & Reus, 2005; Ferreira & Brandão, 2008). 

Para cada substância promoveu-se a pesagem com exatidão, em função da 

concentração (Quadro 1). Em seguida, tanto o EBHBD quanto o digluconato de clorexidina 

foram dispersados em propilenoglicol. Posteriormente, gradativamente, acrescentou-se o 

gel base de hidroxietilcelulose (HEC), adicionando-se, em seguida, a essência de cereja, 

como flavorizante e 1% de solução corante marrom. Complementarmente, manipulou-se 

um gel controle (placebo), contendo apenas 0,5% de essência de cereja, 5% de 

propilenoglicol, 1% de solução corante marrom em gel base de HEC a 3% (m/m). 

4.7.1 Controle da qualidade das formulações farmacêuticas 

Após a manipulação da formulação farmacêutica em gel, foi realizado o controle de 

qualidade dos géis utilizados por meio da determinação do pH, densidade absoluta, 

consistência e avaliação microbiológica.  

4.7.1.1 Determinação dos valores de pH 

Os valores do pH foram obtidos em triplicata com um potenciômetro digital 
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DMPH-2 (Digimed®, São Paulo, Brasil) previamente calibrado (Farmacopéia Brasileira 

IV, 1988). Considerando os valores obtidos nessa determinação, as formulações foram 

ajustadas para um valor de pH de 6,50 com uma solução de hidróxido de sódio a 20% 

(m/V). 

4.7.1.2 Determinação da densidade absoluta 

A determinação da densidade relativa foi feita utilizando o método do picnômetro 

(triplicata) (Farmacopéia Brasileira IV, 1988). 

4.7.1.3 Determinação da consistência 

A consistência foi estabelecida por meio do escoamento. A massa de 1,0 g de cada 

formulação foi depositada sobre uma placa de vidro. Uma segunda placa (750 g) foi 

colocada de forma paralela sobre a primeira. Após 5 minutos, o diâmetro do halo resultante 

da aplicação da força foi mensurado com régua graduada em milímetros (Laufer Neto et al., 

2006). 

4.7.1.4 Avaliação microbiológica  

Para esta análise foi utilizado o kit Newplus I (Newprov®, Pinhais – Brasil). Os 

géis foram transferidos, para o caldo Letheen (9,0 mL), para inativar o sistema conservante. 

Em seguida, foi adicionado 0,5 mL da suspensão e colocado nos meios Ágar Letheen, Mac 

Conkey e Sabouraud dextrose. As placas contendo os meios Ágar Letheen e Mac Conkey 

foram incubadas em estufa (35 ± 0,5 ºC), por 24 e 48 h. As placas com o meio Ágar 

Sabouraud dextrose foram mantidas em temperatura ambiente por 10 dias. Após os 

períodos determinados, foi avaliado o crescimento bacteriano e fúngico (Pinto et al., 2003). 

4.7.2 Edema de pata induzido por LPS 

Com o objetivo de testar a eficácia do EBHBD na formulação de gel optou-se 

pelo modelo de edema de pata em ratos, pois esta formulação não permitiu a realização do 

teste em edema de orelha (Protocolo Comissão de Ética em Pesquisa: 06497/08). Um total 

de 16 ratos Wistar machos (180 a 260 g) foram divididos em 4 grupos (n =4), sendo que o 

edema de pata foi induzido pela injeção de 0,1 mL (100 µg) de lipopolissacarídeo (LPS) na 
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região subplantar da pata direita, a pata esquerda foi mantida como controle. Os animais 

foram tratados com a administração tópica de diferentes concentrações de gel contendo 

EBHBD (1, 5 e 10%). O edema da pata foi avaliado após 1 e 2 horas da aplicação do LPS, 

sendo expresso como o aumento da sua espessura, avaliado com o auxílio de um 

micrômetro digital (GREAT MT – 045B). Os animais envolvidos neste experimento não 

foram sacrificados, ficando a disposição no Biotério. 

4.7.3 Atividade antioxidante total do gel 

Assim como para o EBHBD, realizou-se o teste de atividade antioxidante total 

para o gel como já descrito anteriormente. Uma alíquota de 5 g do gel de hidroxietilcelulose 

contendo 10% de EBHBD, quantidades que equivalem a 200 µg.mL-1 de princípios ativos, 

foi adicionada a 3 mL do reativo (molibdato de amônio 4 mmol.L-1 , fosfato de sódio 28 

mmol.L-1 , ácido sulfúrico 0,6 mol.L-1) em tubos de ensaio. Os tubos foram fechados 

hermeticamente e levados ao banho-maria a 95oC durante 90 minutos. 

Os tubos foram resfriados e a leitura foi efetuada em espectrofotômetro UV-VIS a 

695 nm contra um branco (0,3 mL de água acrescidos de 3,0 mL do reativo). O padrão 

utilizado foi o ácido ascórbico 200 µg.mL-1. 

4.7.4 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) do gel contendo 

EBHBD 

Cinco cepas de microrganismos foram usadas no controle de sensibilidade dos 

ensaios: Staphylococcus aureus ATTC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Candida 

albicans ATCC 10231, Streptococcus mutans ATCC 25175, Streptococcus mitis ATCC 

903. 

Os ensaios de sensibilidade de microdiluição em caldo foram feitos em triplicata 

(Nccls, 2003). Os testes foram realizados em caldo Mueller-Hinton contido em microplacas 

de 96 poços. Os géis contendo EBHBD e clorexidina foram depositados nos poços, 

seguindo a técnica de diluição em série, na escala de 0,78125 a 100 mg/mL e 0,078125 a 10 

mg/mL, respectivamente. Foi realizado controle do gel contendo EBHBD e clorexidina, do 

caldo Mueller-Hinton e dos microrganismos. As placas foram incubadas a 35°C durante 24 
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h. A leitura foi realizada através da mudança de cor da solução reveladora (cloreto de 2,3,5 

– trifenil tetrazólio), considerando o resultado positivo a ausência de coloração e negativo 

na presença de coloração rosa-avermelhada. 

4.7.5 Cultura de fibroblastos de gengiva de humanos  

O material para o cultivo celular foi obtido de gengiva humana. Foi selecionado um 

indivíduo, sexo masculino, não fumante, 22 anos, cuja anamnese revelou estado sistêmico 

normal. O indivíduo não relatou o uso de qualquer tipo de medicamento. O voluntário foi 

submetido a uma biópsia de aproximadamente 20mm2 (4x5mm) de mucosa ceratinizada 

(epitélio e tecido conjuntivo) da região retromolar. Foi indicado um procedimento 

periodontal cirúrgico de cunha distal neste sítio doador, de modo a favorecer a higienização 

do indivíduo. Antes da realização da cirurgia, o indivíduo foi informado sobre o projeto e 

optou por participar do mesmo por livre e espontânea vontade, com consentimento 

informado (Protocolo n.0649708 – Comissão de Ética em Pesquisa em Humanos da 

Universidade Estadual de Ponta Grossa) (ANEXO 1). Após coleta da amostra, a mesma foi 

lavada em soro fisiológico, colocada em uma garrafa de cultura de 25cm2 contendo meio 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma, Sigma Chemical CO, EUA), 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco, Gibco Industries Inc., EUA) e 

1% de antibióticos e antifúngico (PSA).  

No protocolo de cultura utilizado, a bióspia de 20 mm2 foi lavada por 2 vezes com 

solução salina de fosfato tamponada (PBS) e, posteriormente, o tecido epitelial foi 

removido (Kuru et al., 1998). Então a amostra foi dividida em 15 partes (fragmentos) de 

aproximadamente 1mm2 e colocadas em garrafas de cultura de 25cm2, com 2 mL do meio 

de cultura devidamente suplementado, em estufa a 37oC e 5% de CO2 para aderência dos 

fragmentos ao substrato. O crescimento celular foi observado diariamente, através de um 

microscópio de fase invertida (40x a 200x, Olympus, Japão). Na 6a passagem, as amostras 

celulares foram removidas das garrafas de cultura para análise da liberação de citocinas e 

viabilidade celular.  
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4.7.6 Efeito do tratamento do gel contendo EBHBD sobre a liberação de fator 

de necrose tumoral alfa (TNF-αααα) e interleucina 1 beta (IL-1ββββ) induzidas por 

lipopolissacarídeo (LPS) em fibroblastos gengivais in vitro  

Os fibroblastos gengivais obtidos da cultura celular descrita anteriormente foram 

distribuídos em placas de cultura de 96 poços (4x104 células/poço) e incubadas para 

aderência por 24 h, 37°C, 5% de CO2. Após lavagem das células com meio de cultura, 

lipopolissacarídeo bacteriano (LPS) foi adicionado às monocamadas nas concentrações de 

0,001; 0,1 e 10 µg/mL e o sobrenadante foi coletado 24 h após a adição do LPS para a 

avaliação dos níveis de TNF-α e IL-1β por ELISA. Selecionada a dose de LPS (10µg/mL), 

fibroblastos aderidos (mesmas condições anteriores) foram tratados com gel contendo 

EBHBD (0,1; 1; 10 e 30 µg/mL) 30 min antes da adição de LPS. Todos os tratamentos 

foram feitos pelo menos em sextuplicatas. Após a retirada das amostras, foi acrescentado o 

corante brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT) para avaliação da 

viabilidade das células conforme descrito adiante. 

4.7.6.1 Dosagem de TNF-αααα e IL-1ββββ 

Os níveis de TNF-α e IL-1β foram avaliados no sobrenadante de monocamadas de 

fibroblastos por ELISA. Para este teste utilizamos uma placa de 96 poços, a qual foi coberta 

com 100µL/poço com anticorpo de captura para TNF-α ou IL-1β (1µg/mL, R&D Systems) 

e deixada à temperatura ambiente por 24 horas. No dia seguinte, a placa foi lavada três 

vezes com tampão de lavagem apropriado e então foi adicionado a cada poço 300µL/poço 

de tampão de bloqueio. A placa foi então incubada com este tampão por 1h à temperatura 

ambiente para bloqueio de sítios de ligação inespecíficos. Após este procedimento, a placa 

foi novamente lavada e, acrescentou-se 100 µL/poço das amostras (gel contendo EBHBD) 

e soluções padrão diluídas em 7 concentrações (2000, 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,2 

pg/mL). A placa foi então incubada à temperatura ambiente por 24 h. Após este período, a 

placa foi lavada como descrito anteriormente e então adicionou-se 100 µL/poço de 

anticorpo anti-TNF-α e anti- IL-1β de detecção (biotinilado 50 µg/mL, R&D Systems) e a 

placa incubada à temperatura ambiente por mais 2 h. Em seguida a placa foi novamente 
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lavada, acrescentou-se solução de estreptoavidina 100µL/poço e a placa foi então incubada 

por 20 min. Após nova lavagem, 100 µl de solução para substrato da R&D Systems para 

ELISA foi adicionada. A placa foi mantida no escuro por aproximadamente 25 min para o 

desenvolvimento de cor e em seguida a reação colorimétrica foi parada através da adição de 

ácido sulfúrico (1M - 50µL/poço). A leitura foi feita em espectrofotômetro no comprimento 

de onda de 450 nm com filtro de correção de 540 ou 570 nm. 

4.7.7 Testes de Toxicidade 

4.7.7.1 Viabilidade celular pelo método MTT 

Para avaliar a viabilidade celular, foi utilizada a análise colorimétrica com o corante 

MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio). Este corante na forma 

oxidada possui cor amarela na qual se torna reduzido e de coloração azulada em células 

ditas viáveis. Essa coloração é feita pelas mitocôndrias por desidrogenases mitocondriais 

(Tada et al., 1986). Nas placas utilizadas nos estudos in vitro, ao término do experimento, 

após a retirada das amostras, adicionou-se 100µL de MTT (1mg/ml) e a placa foi 

novamente incubada. Após vinte e quatro horas a reação foi bloqueada com solução de 

dodecil sulfato de sódio (SDS) 10% acídica. Esperou-se novamente vinte e quatro horas 

para a realização da medida da absorbância no comprimento de onda de 570 nm. em 

espectrofotômetro (Spekol 1100-Zeiss). 

4.7.7.2 Teste de toxicidade da Artemia salina 

4.7.7.2.1 Diluição do EBHBD e géis  

O EBHBD (30 mg) foi diluído em 3 mL de uma solução aquosa com Tween 80 a 

5% em seguida em 12 mL de água salinizada (q.s.p. 15 mL). Para os géis (base e EBHBD a 

10%) foram obtidos 300 mg e diluídos da mesma forma com realizado para o EBHBD. 

Assim foram obtidas concentrações finais de 100, 500 e 1000 µg/mL. 

4.7.7.2.2 Solução salina para eclosão dos ovos de Artemia salina 

Os ovos de Artemia salina (200 mg) foram cultivados em solução salina contendo 

14,31 g de sal marinho sem iodo dissolvidos em 400 mL de água destilada. O pH final da 
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solução foi de 8 (Meyer et al., 1982; Solis et al., 1993; De Siqueira et al., 2001). 

4.7.7.2.3 Cultura da Artemia salina 

Os ovos de A. salina foram incubados em um pequeno aquário contendo a solução 

salina descrita anteriormente. Estes foram mantidos sob iluminação artificial e temperatura 

de 28oC. O estado de saturação de oxigênio foi conseguido com auxilio de um bomba. 

Após 48 horas, as larvas atingiram o estágio de metanáuplio do microcrustáceo, que é mais 

sensível ao tratamento. As larvas não foram alimentadas (Carballo et al., 2002; Nascimento 

et al., 2009). 

4.7.7.2.4 Determinação da toxicidade sobre a Artemia salina 

O bioensaio com Artemia salina consistiu em distribuir 10 larvas (n=10) em cada 

tubo ensaio com 5 mL da solução salina nas concentrações graduais acima descritas de 

acordo com cada grupo. O período de incubação foi de 24 horas com iluminação artificial a 

28oC (Meyer et al., 1982). No controle negativo não foi adicionada nenhuma substância e o 

sulfato de quinidina (100, 500 e 1000 µL) foi utilizado como controle positivo. Os testes 

foram realizados em triplicata. 

4.8 Ensaio clínico 

4.8.1 Seleção da amostra 

Foram selecionados 30 indivíduos de ambos os gêneros, acadêmicos de diferentes 

cursos de graduação da Universidade Estadual de Ponta Grossa. Como critério de inclusão 

os voluntários deveriam ser maiores de 18 anos (entre 18 – 30 anos), possuir pelo menos 24 

dentes e no mínimo 1 molar e 1 pré-molar por sextante, não apresentar periodontite (perda 

clínica de inserção 3mm, profundidade de sondagem 4mm com supuração e/ou 

sangramento à sondagem). Não foram selecionados gestantes, indivíduos com doenças 

periodontais agudas, com doenças sistêmicas associadas à doença periodontal, que fizeram 

uso de antibióticos nos últimos 6 meses, uso crônico de anti-inflamatórios, uso de 

medicamentos que promovem crescimento gengival, que foram submetidos a tratamento 

periodontal no último ano, portadores de aparelho ortodôntico, lesões cariosas extensas, 

coroas totais ou próteses fixas envolvendo molares e pré-molares.  

                                                                                                   MATERIAL E MÉTODOS 



30 
 

4.8.2 Procedimentos clínicos – fase preliminar 

Na metodologia aplicada nesse estudo houve a exclusão da ação mecânica da 

escovação nos dentes 15, 16, 35 e 36 a partir da utilização de moldeiras parciais de 

polivinilacetato. Portanto, os indivíduos incluídos no estudo foram submetidos à moldagens 

parciais nos dentes selecionados, para obtenção de modelos de gesso. Sobre os modelos 

parciais, confeccionou-se previamente uma placa de alívio com uma lâmina de 

polivinilacetato com 0,5mm de espessura (plastificador à vácuo). Esta placa recobriu toda a 

área dental, atingindo 2 mm além da margem gengival nas faces vestibular e lingual, com o 

objetivo de fornecer um espaço, para manter o gel em contato com os dentes e a gengiva 

(Figura 1A). Sobre esta placa de alívio foi confeccionada uma segunda moldeira de 

polivinilacetato com 2 mm de espessura para facilitar a aplicação das substâncias (Figura 

1B) (Nogueira-Filho et al., 2000; Pannuti et al., 2003).  
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Figura 1. (A). Confecção da placa de alívio (Setas) com uma lâmina de polivinilacetato com 
0,5mm de espessura para fornecer o espaço, para manter o gel em contato com os dentes e a 
gengiva. (B). Moldeira de polivinilacetato com 2 mm de espessura e extensão na margem 
gengival para aplicação das substâncias.  
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Nesta fase, os voluntários receberam dois procedimentos (um por semana) de 

profilaxia com jato de bicarbonato de sódio, com o objetivo de reduzir o biofilme dental.  

Os participantes foram submetidos a 3 tratamentos em um modelo cruzado duplo 

cego (Figura 2): Tratamento 1- Gel do extrato hidroalcoólico bruto de batata-doce a 10%; 

Tratamento 2- Gel de clorexidina a 2% (controle positivo); Tratamento 3- placebo- gel de 

hidroxietilcelulose a 3%. O período de tratamento foi de 15 dias com um Washout 

(intervalo entre cada tratamento) de 10 dias (Nogueira-Filho et al., 2000). 

Os voluntários receberam um “kit” individual (Figura 3) contendo duas moldeiras 

parciais individuais (dentes 15,16 e 35,36) em um recipiente próprio para o 

acondicionamento, uma escova dental (Oral-B® Indicator® Plus – tamanho 30), um 

dentifrício (Colgate® Máxima Proteção Anticáries) e seringas descartáveis de 5mL 

contendo o gel a ser utilizado. Os indivíduos foram instruídos a abster-se de qualquer meio 

de enxaguatório bucal, manter os mesmos métodos de higiene nas outras regiões da boca e 

não alterar a dieta. Foram recomendadas três escovações diárias, sendo que nestas, deveria-

se aplicar o gel nas moldeiras em uma quantidade que recobrisse toda a coroa dental, sendo 

esta mantida em posição durante todo o procedimento de escovação (Figura 4) (Nogueira-

Filho et al., 2000; Pannuti et al., 2003). 
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Figura 2. Desenho experimental: estudo clínico modelo cruzado duplo cego.  



33 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3. “Kit Individual”: (A). Moldeiras 
individuais (dentes 15,16 e 35,36) acondicionadas 
em porta moldeiras; (B). Seringa descarável (5mL) 
com ponta aplicadora contendo o gel a ser utilizado; 
(C e D). Escova dental e dentifrício.  

 
Figura 4. (A, B e C). Aplicação do gel nas moldeiras 
em uma quantidade suficiente para recobrir a coroa 
dental; (D). Moldeira com o gel adaptada aos dentes 
experimentais.  
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4.8.3 Parâmetros clínicos Avaliados 

4.8.3.1 Índice de Placa  

O índice de placa (Silness & Loe, 1964) foi utilizado para verificar o biofilme 

dental presente nas faces vestibular e lingual dos dentes tratados e controle. Esse método 

baseia-se nos seguintes escores: 0- Ausência de biofilme visível ou detectado com sonda; 1- 

Biofilme dental próximo à margem gengival visível com o uso da sonda periodontal; 2- 

Acúmulo moderado de biofilme dental, detectado no exame visual, próximo à margem 

gengival e sem ultrapassar 1/3 do dente; 3- Grande acúmulo de biofilme na superfície 

dental, ultrapassando 2/3 da face analisada (Figura 5). Para as faces proximais verificou-se 

a presença ou ausência do biofilme (Ainamo & Bay, 1975). 

 

 

4.8.3.2 Índice de sangramento marginal 

A inflamação gengival foi avaliada através do índice de sangramento marginal de 

Mombelli (Mombelli et al., 1987) de acordo com os escores: 0- sem sangramento quando 

se passa a sonda na margem gengival; 1- pontos isolados de sangramento; 2- sangramento 

forma uma linha contínua na margem cervical; 3- sangramento abundante (Figura 6). Para a 

 
Figura 5. Índice de placa de Silness e Löe (1964): 0- Ausência de biofilme visível ou detectado 
com sonda; 1- Biofilme dental próximo à margem gengival visível com o uso da sonda 
periodontal; 2- Acúmulo moderado de biofilme dental, detectado no exame visual, próximo à 
margem gengival e sem ultrapassar 1/3 do dente; 3- Grande acúmulo de biofilme na superfície 
dental, ultrapassando 2/3 da face analisada.  
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verificação do sangramento marginal das faces vestibulares e linguais, a sonda periodontal 

(Williams, Millenium® São Paulo, Brasil), recebeu inclinação de 60° em relação ao longo 

eixo do elemento dental percorrendo toda a margem gengival (Van Der Weijden et al., 

1994). Para as faces proximais analisou-se a presença ou ausência do sangramento marginal 

à sondagem (Ainamo & Bay, 1975). 

Todos os registros foram realizados sob as mesmas condições e anotados em 

fichas confeccionadas para o estudo (Anexo 2). 

4.8.3.3 Treinamento e reprodutibilidade dos parâmetros clínicos  

Os parâmetros foram realizados por um único examinador. A concordância intra-

examinador foi testada com o exame de 5 pacientes em dois momentos com intervalo de 1 

hora, considerando apenas os pré-molares e molares (16 dentes por voluntário). Foi dada a 

recomendação para que os voluntários deixassem um arco (superior ou inferior) 48 horas 

sem escovação, para possibilitar o treinamento de todos os escores. A calibração do índice 

de sangramento marginal não foi realizada da mesma forma, pois um segundo exame, 

poderia gerar sangramento devido ao trauma da sondagem, comprometendo desta forma, a 

confiabilidade do coeficiente de concordância. Assim, para este parâmetro foi realizado 

apenas um treinamento e discussão dos critérios com um segundo pesquisador utilizando 

slides clínicos, seguido do treinamento da técnica de sondagem e discussão dos mesmos 

 
Figura 6. Índice de sangramento marginal (Mombelli et al., 1987): 0- sem sangramento quando 
se passa a sonda na margem gengival; 1- pontos isolados de sangramento; 2- sangramento 
forma uma linha contínua na margem cervical; 3- sangramento abundante. 
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parâmetros com os 5 pacientes utilizados para o teste de concordância do índice de placa.  

4.8.3.4 Treinamento da metodologia 

Foram utilizados os mesmos 5 voluntários da calibração para o treinamento dos 

parâmetros clínicos. Nesta etapa, foram feitas as moldagens, confecção das moldeiras e 

determinação da forma de aplicação do gel na moldeira, bem como o volume necessário 

para o preenchimento da mesma, conforme descrito anteriormente. 

4.8.3.5 Avaliação do fluído gengival 

O fluído gengival foi coletado (duas coletas por dente) sempre na porção central da 

face vestibular e lingual/palatina (totalizando 8 coletas por paciente em cada exame do 

estudo). Utilizaram-se tiras de papel filtro (Whatman grau I) de 2x15mm. Após a área ter 

sido seca e o biofilme dental removido, as tiras foram inseridas 1 mm abaixo da margem 

gengival e permanecendo por 30 segundos (Figura 7). As tiras foram armazenadas em 

frascos plásticos e em seguida coradas com solução alcoólica de ninhidrina a 0,2%. As tiras 

foram fotografadas e as imagens analisadas com um programa computador (Image Pro 

Plus® Version 4.5.0.29, Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) para determinação 

da quantidade de fluído absorvido em mm2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7. (A). Coleta do fluído gengial com tiras de papel filtro (2x15mm) na porção 
central da face vestibular e lingual/palatina, inseridas à 1 mm abaixo da margem 
gengival, permanecendo por 30 segundos. (B). Tiras coradas com solução alcoólica 
de ninhidrina a 0,2% e analisadas com um programa computador. A quantidade de 
fluído absorvido foi registrado em mm2.  
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4.8.3.6 Avaliação microbiológica 

A análise microbiológica foi realizada por amostragem em 6 voluntários (20% do 

total) selecionados aleatoriamente, durante as três fases experimentais. As amostras de 

biofilme supragengival foram coletadas com o auxilio de palito de madeira (15 mm de 

comprimento) previamente esterilizado, sendo obtida uma amostra para cada dente 

experimental. Para isso, foi removido o biofilme dental das faces vestibular e lingual a 

partir da margem gengival. Após coleta, os palitos de madeira foram agrupados, de acordo 

com o voluntário, em um frasco contendo 1,5 mL de solução salina redutora (NaCl a 0,9% 

+ tioglicolato de sódio a 0,1%) e transportado até o laboratório acondicionado em recipiente 

com gelo (Figura 8A).  

O material coletado foi dispersado por aproximadamente 30 segundos em Vortex-

Super-Mixer. Em seguida a partir do homogenizado, alíquotas de 0,1 mL da suspensão 

foram semeadas em triplicata, com auxílio de alça de Drigalsky em placas de Petri 

contendo ágar BHI (Brain Heart Infusion), sendo as placas incubadas a 37oC/ 24h. A 

contagem do número de unidades formadoras de colônia por mililitro (UFC/mL) de 

microrganismos recuperados foi realizada com auxilio de um programa computador (Image 

Pro Plus® Version 4.5.0.29, Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) (Figura 8B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8. (A). Coleta do biofilme supragengival com palito de madeira, no detalhe a colocação 
dos palitos em meio de transporte. (B). Contagem do número de unidades formadoras de 
colônia por mililitro (UFC/mL) de microrganismos recuperados com auxilio de um programa 
computador.  
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4.9 Análise estatística 

Os resultados obtidos com a análise fitoquímica e testes de controle de qualidade 

são apresentados de forma descritiva. 

Previamente à análise estatística das demais variáveis, a normalidade dos dados 

foi testada com o teste de Shapiro-Wilks. Desta forma, de acordo com o tipo de distribuição 

dos dados, optou-se pela aplicação de modelos paramétricos e não paramétricos.  

Nas comparações das variáveis edema (orelha e pata) e liberação de citocinas foi 

utilizada a análise de variância de um critério (one-way ANOVA) com pós-teste de Tukey. 

As comparações entre os parâmetros clínicos (índice de placa, sangramento 

marginal, volume de fluído gengival e UFC/mL) inicial e final entre os grupos (inter-

grupos) foi realizada com o teste de Friedman para dados pareados, se encontradas 

diferenças significativas, as comparações múltiplas foram realizadas como o pós-teste de 

Dunn. As comparações entre os parâmetros clínicos iniciais e finais (intra-grupo) foi 

realizada com o teste de Wilcoxon. O indivíduo foi utilizado como unidade amostral. Para 

as comparações dos parâmetros clínicos, presença de biofilme e sangramento marginal 

(presença ou ausência) nas faces interproximais, os índivíduos foram classificados em 

escores de acordo com a prevalência de sítios positivos, sendo: Escore 0: indivíduos com 

ausência (nenhum), Escore 1: indivíduos com presença  1% e < 25% (baixo), Escore 2: 

indivíduos com presença  25% e < 75% (moderado), Escore 3: indivíduos com presença  

75% (alto). As comparações inter e intra-grupos foram realizadas da mesma forma como 

descrito anteriormente.  

O nível de significância adotado foi de 5% (α=0,05). Todos os cálculos foram 

realizados com os pacotes estatísticos SPSS (Statistical Package for the Social Science) 

versão 17.0 (SPSS Inc Chigaco Illinois USA) e GraphPad Prism versão 5.00 for Windows 

(GraphPad Software. San Diego, Califórnia, USA). 
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5 RESULTADOS  

5.1 Testes fitoquímicos  

5.1.1 Ensaios fitoquímicos para flavonóides, alcalóides, antraquinonas, 

cumarinas, taninos e saponinas 

Os metabólitos secundários das folhas de batata-doce foram analisados por meio de 

reações clássicas para triterpenos/esteróides, alcalóides, antraquinonas, cumarinas, 

flavonóides, saponinas e taninos (Tabela 1), a partir das frações provenientes do extrato 

hidroalcoólico.  

Tabela 1 – Resultados do screening fitoquímico para as folhas de batata-doce, 

a partir das frações do extrato hidroalcoólico  

Metabólito secundário Extrato hidroalcoólico e/ou frações 

Triterpenos/esteróides (+) 

Alcalóides (+) 

Antraquinonas (+) 

Cumarinas (–) 

Glicosídeos flavônicos (+) 

Glicosídeos saponínicos (+) 

Taninos (+) 

(+) presença do metabólito (-) ausência do metabólito 

 

As frações apolares que foram submetidas à reação de Liebermann-Burchard, 

utilizada para verificar a presença de esteróides e/ou triterpenos, demonstraram resultado 

positivo, conferindo ao ensaio uma coloração rosada. 

Para a pesquisa de alcalóides, todas as frações do extrato hidroalcoólico foram 

investigadas por meio dos reativos de Bertrand, Bouchardat, Dragendorff e Mayer e 

apresentaram a formação de precipitados característicos, indicando a presença desse grupo 

de metabólitos secundários no EBHBD. 

Os glicosídeos antraquinônicos, avaliados por meio da reação de Bornträger, 
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expressaram a formação da coloração avermelhada que qualifica a presença desse 

metabólito. 

O ensaio para identificar a existência de cumarinas foi efetuado nas frações obtidas 

a partir do extrato hidroalcoólico, sendo que foi observado o desenvolvimento de fraca 

fluorescência na câmara de ultravioleta (365 nm), a partir das frações estudadas. 

A presença de glicosídeos flavônicos foi determinada a partir das reações de 

Shinoda, Pacheco, Oxalo-bórica e da reação com zinco. Durante as avaliações, pelo menos 

uma das frações do extrato hidroalcoólico submetidas aos reativos apresentou resultado 

positivo, corroborando com a hipótese de haver glicosídeos flavônicos na amostra em 

estudo. 

A formação de espuma persistente na fração que passou por extração com acetato 

de etila e na fração alcoólica do EBHBD caracterizou a presença de glicosídeos 

saponínicos. A principal característica das saponinas é apresentar atividade tensoativa, isto 

é, esses compostos são capazes de formar soluções espumantes persistentes e abundantes 

quando em solução aquosa. 

No procedimento desenvolvido para taninos, a partir de ensaios qualitativos com 

cloreto férrico 1%, sulfato de ferro amoniacal 5%, gelatina 2,5% e ácido nitroso, foi 

possível comprovar a presença desse grupo de princípios ativos nas folhas de batata-doce. 

Os taninos formam complexos insolúveis em água com alcalóides, gelatina e outras 

proteínas, sendo que esses complexos insolúveis ou formações de precipitado puderam ser 

visualizados para todos os testes realizados com a amostra. 

5.1.2 Quantificação dos metabólitos secundários  

5.1.2.1 Quantificação dos fenólicos totais  

O resultado obtido na determinação dos fenólicos totais pelo método Folin–

Ciocalteu, expressos como equivalentes de ácido gálico em miligramas (EAG) por 100 g de 

material vegetal seco, foi 662,02 ± 28,91 mg, usando a curva padrão do ácido gálico (R2 = 

0,9945).  

5.1.2.2 Quantificação de alcalóides 
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O teor de alcalóides totais das folhas de batata-doce (BD) foram medidos como 

345,65 ± 15,52 mg por 100 g de amostra seca.  

5.1.2.3 Quantificação de antraquinonas 

O conteúdo total de antraquinonas das folhas de BD foram determinados como 

328,44 ± 8,17 mg de derivados hidroxitriancênicos em 100 g de amostra seca.  

5.2 Avaliação das atividades biológicas do EBHBD  

5.2.1 Atividade antioxidante  

5.2.1.1 Método fosfomolibdênio  

Os resultados da avaliação da atividade antioxidante foram expressos na forma de 

atividade antioxidante relativa AAR% (ác. ascórbico). Os cálculos foram estabelecidos por 

meio da equação:  

100x
brancodoaabsorvânciascórbicoácidodoaabsorvânci

brancodoaabsorvânciamostradaaabsorvânci
AAR

−

−
=  

A partir desse cálculo, o EBHBD apresentou moderada atividade antioxidante por 

redução do complexo fosfomolibdênio, ao adquirir a coloração verde característica, 

apresentando uma porcentagem de atividade antioxidante relativa de 43% (%AAR=43). 

5.2.2 Avaliação do edema de orelha 

5.2.2.1 Edema de orelha induzido pela aplicação tópica de TPA  

Conforme demonstrado na Figura 9, a aplicação tópica do TPA na orelha dos 

camundongos promoveu um aumento significativo da espessura após a sexta hora do 

desafio com esse agente flogístico. Esse evento foi efetivamente revertido de maneira 

dependente da dose, pela aplicação tópica do EBHBD (0,1; 0,3; 0,6 e 1,0 mg/orelha). O 

controle positivo utilizado, o glicocorticóide dexametasona (0,05 mg/orelha) também 

promoveu a inibição do edema induzido por TPA.  
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5.3 Manipulação da formulação em gel do EBHBD  

 As três concentrações de EBHBD manipuladas em gel de hidroxietilcelulose 

foram definidas a partir do teste de edema de orelha. Assim, as formulações foram 

elaboradas seguindo as concentrações apresentadas no Quadro 1: 

Controle 0,1 0,3 0,6 1,0 Dexa
0
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Figura 9. Média e erro padrão do edema de orelha em camundongos induzido por TPA (2,5 
µg/orelha) após tratamento com diferentes concentrações de extrato hidroalcoólico de folhas de 
batata doce. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 diferenças significativas em relação ao controle 
(ANOVA com pós teste de Tukey). 
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Quadro1– Formulações dos agentes em gel 

Géis Formulação 

Gel de EBHBD a 1% 

EBHBD 1%;  
Flavorizante de cereja 0,5%;  
Propilenoglicol 5%;  
Solução corante 1%;  
Gel base de HEC* 3%(m/m)  
q.s.p. 100g 

Gel de EBHBD a 5% 

EBHBD 5%;  
Flavorizante de cereja 0,5%;  
Propilenoglicol 5%;  
Solução corante 1%;  
Gel base de HEC* 3%(m/m)  
q.s.p. 100g 

Gel de EBHBD a 10% 

EBHBD 10%;  
Flavorizante de cereja 0,5%;  
Propilenoglicol 5%;  
Solução corante 1%;  
Gel base de HEC* 3%(m/m)  
q.s.p. 100g 

Gel de digluconato de clorexidina a 2% 

Digluconato de clorexidina 2%;  
Flavorizante de cereja 0,5%;  
Propilenoglicol 5%;  
Solução corante 1%;  
Gel base de HEC* 3%(m/m)  
q.s.p. 100g 

Gel placebo 

Flavorizante de cereja 0,5%;  
Propilenoglicol 5%;  
Solução corante 1%; 
 Gel base de HEC* 3%(m/m)  
q.s.p. 100g 

* Hidroxietilcelulose [(C24H30O15)n] - Natrosol® 
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5.3.1 Controle de qualidade das formulações farmacêuticas 

5.3.1.1 Determinação dos valores de pH, densidade absoluta e consistência. 

A tabela 2 resume os resultados relativos ao pH, densidade absoluta e consistência. 

Tabela 2 – Análises físico-químicas: Média e desvio padrão do pH, densidade absoluta 

e consistência das formulações. 

 

Formulações empregadas 

Sem correção 

de pH 

Com 

correção de 

pH 

Densidade 

Absoluta 

(g mL–1) 

Consistência 

(mm) 

Gel de batata-doce 10% 5,43 ±0,27 6,50 ±0,30 1,08 ±0,05 64 ± 3,1 

Gel de clorexidina 2% 5,81 ±0,25 6,50 ±0,27 1,05 ±0,07 62 ±2,6 

Gel de hidroxietilcelulose 3% 5,61 ±0,28 6,50 ±0,25 1,02 ±0,04 58 ±2,2 

*Testes realizados em triplicata  

 

5.3.1.2 Avaliação microbiológica 

Não se observou crescimento bacteriano ou fúngico, nos meios de cultura 

utilizados, para todas as formulações, indicando a adequação ao uso proposto na pesquisa.  

As características físico-químicas e microbiológicas das formulações caracterizam 

e aprovam as formulações para o uso proposto. 

5.3.2 Edema de pata induzido por LPS  

Conforme demonstrado nas Figuras 10 e 11, a aplicação de LPS 0,1 mL (100 µg) 

na pata promoveu um aumento significativo da sua espessura após a segunda hora do 

desafio com esse agente flogístico. Esse evento foi efetivamente revertido pela aplicação 

tópica do gel EBHBD nas concentrações de 5 e 10%. 
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Figura 10. Média e erro padrão do edema de pata em ratos induzido por LPS 0,1mL 
(100µg/pata) após tratamento com diferentes concentrações de gel contendo EBHBD (extrato 
bruto hidroalcoólico de batata doce) na primeira hora. Controle positivo: Indometacina (10 
mg/Kg). Diferenças não significativas, p>0,05 (ANOVA). 
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Figura 11. Média e erro padrão do edema de pata em ratos induzido por LPS 0,1mL (100µg 
/pata) após tratamento com diferentes concentrações de gel contendo EBHBD (extrato bruto 
hidroalcoólico de batata doce) na segunda hora. *p<0,01 com LPS, **p<0,001  com LPS e Gel 
de EBHBD 1%, ***p<0,001 com todos (ANOVA com pós teste de Tukey). 
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5.3.3 Atividade antioxidante total do gel  

 A atividade antioxidante do gel contendo batata-doce foi avaliada a partir da 

mesma equação descrita anteriormente para o extrato bruto. Assim, o gel a 10% também 

apresentou atividade antioxidante por redução do complexo fosfomolibdênio, ao adquirir a 

coloração verde característica, apresentando uma porcentagem de atividade antioxidante 

relativa de 57% (%AAR=57%). 

5.3.4 Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) do gel contendo 

EBHBD 

Os ensaios de atividade antimicrobiana in vitro mostraram que o gel contendo 

clorexidina apresentou CIM a partir de 0,078125 mg/mL. Porém, nenhuma concentração do 

gel contendo EBHBD foi capaz de inibir o crescimento das cepas utilizadas. 

5.3.5 Efeito do tratamento do gel contendo EBHBD sobre a liberação de TNF-αααα 

e IL-1ββββ induzidas por LPS em fibroblastos gengivais de humanos in vitro 

Nesta série de experimentos, o primeiro passo foi determinar uma dose máxima de 

LPS para ser utilizada nos demais experimentos. Para isso adicionamos LPS em diferentes 

concentrações (0,001; 0,1 e 10 µg/mL), durante um período de 24 horas, aos fibroblastos 

gengivais cultivados previamente. 

Fibroblastos tratados apenas com meio de cultura apresentaram uma pequena 

liberação basal de TNF-α e IL-1β. A estimulação dos fibroblastos com LPS 0,001; 0,1 e 10 

µg/mL induziu uma liberação média (erro padrão) de TNF-α de aproximadamente 169,8 

(68,75), 321,2 (71,84) e 594,1 (117,8) pg/mL, respectivamente e 129,3 (39,66), 324,7 

(78,21) e 494,7 (115,6) pg/mL, respectivamente de IL-1β. (Fig.12).  

O próximo passo foi avaliar o efeito do gel contendo EBHBD sobre a liberação de 

TNF-α e IL-1β induzida por LPS (10 µg/mL). Para isso adicionou-se o gel nas 

concentrações de 0,1; 1; 10 e 30 µg/mL, 30 min do antes do LPS. O grupo controle 

apresentou uma liberação quase nula de citocina enquanto que o gel contendo EBHBD 

diminuiu a liberação das citocinas avaliadas apenas na concentração de 30 µg/mL (Fig. 13). 
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Figura 12. Média e erro padrão da liberação de citocinas (TNF-  e IL1- ) em cultura de 
fibroblasto gengival de humanos tratados com diferentes concentrações de LPS. Diferenças 
significativas: *p<0,01 com LPS (0,001µg/mL) e Controle (ANOVA com pós-teste de Tukey). 

Controle LPS 0,1 1 10 30
0

200

400

600

800

1000
TNF-α
IL1-β

Gel EBHBD (µg/mL) + LPS (10µg/mL)

Citocinas

* **

C
ito

ci
na

s 
(p

g.
m

L-1
)

 
Figura 13. Média e erro padrão da liberação de citocinas (TNF-α e IL1-β) em cultura de 
fibroblasto gengival de humanos tratados com diferentes concentração de de gel de extrato 
bruto hidroalcoólico de batata doce (EBHBD) expostos à LPS. Diferenças significativas: 
*p<0,05 com LPS e Gel EBHBD a 0,1 e 1µg/mL; **p<0,05 com LPS e Gel EBHBD a 
0,1mg/mL). ANOVA com pós-teste de Tukey. 
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5.4 Testes de toxicidade 

5.4.1 Viabilidade celular pelo método MTT 

A viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT, descrita anteriormente. Este 

teste foi realizado com o objetivo de eliminar a possibilidade de que as alterações ocorridas 

na liberação das citocinas tenham ocorrido em função de morte celular. O tratamento com o 

gel não promoveu alteração na viabilidade celular (Fig.14).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.4.2 Teste da Artemia salina 

O resultado foi obtido contando-se o número de metanáuplios do microcrustáceo 

mortos e vivos em cada tubo de ensaio, através de visualização macroscópica com lupa e a 

análise estatística descritiva foi feita da contagem do número de sobreviventes calculando-

se a porcentagem de mortos. Os microcrustáceos foram considerados mortos quando não 

exibiam nenhum movimento após 10 segundos de observação (Meyer et al., 1982; Solis et 

al., 1993; De Siqueira et al., 2001). 
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Figura 14. Viabilidade celular (média e erro padrão) avaliada pelo método do MTT. O gel 
contendo EBHBD (extrato bruto hidroalcoólico de batata doce) não promoveu alteração na 
viabilidade celular (p=0,7714, diferença não significativa, ANOVA). 
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Tabela 5. Mortalidade média de Artemia salina de acordo com as diferentes formulações e 

concentrações do EBHBD (extrato bruto hidroalcoólico de folhas de batata doce) após 48 

horas de exposição. 

Formulações No de organismos 

expostos (n) 

Média de 

organismos vivos 

(48h) 

Média (%) de 

organismos mortos 

(48h) 

EBHBD 100ug/mL 10 10 0 

EBHBD 500ug/mL 10 10 0 

EBHBD 1000ug/mL 10 10 0 

Gel de EBHBD 100ug/mL 10 10 0 

Gel de EBHBD 500ug/mL 10 10 0 

Gel de EBHBD 1000ug/mL 10 10 0 

Gel base 100ug/mL 10 10 0 

Gel base 500ug/mL 10 10 0 

Gel base 1000ug/mL 10 9,6 4 

Controle negativo (Solução 

salina) 

10 10 0 

Controle positivo (Quinidina 

100ug/mL) 

10 4,3 57 

Controle positivo (Quinidina 

500ug/mL) 

10 0 100 

Controle positivo (Quinidina 

1000ug/mL) 

10 0 100 

 

5.5 Ensaio clínico 

5.5.1 Parâmetros clínicos avaliados 

5.5.1.1 Treinamento e reprodutibilidade dos parâmetros clínicos 

O resultado do coeficiente Kappa foi de 0,77 para as faces vestibular e lingual 

(Silness & Löe, 1964) e 0,81 para as faces interproximais (Ainamo & Bay, 1975). Os dados 
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da concordância para o índice de placa são apresentados nas Tabelas 6 e 7.  

Tabela 6- Concordância- Índice de placa (Silness & Löe, 1964) realizado em 
dois momentos com intervalo de 1 hora. Faces vestibular e lingual. 

  Índice de Placa – 2o exame  

Ín
di

ce
 d

e 
P

la
ca

 –
 1

o  

ex
am

e 

 0 1 2 3 Total 

0 64 4 0 0 68 

1 7 29 2 0 38 

2 2 4 28 3 37 

3 0 0 4 13 17 

Total 73 37 34 16 160 

Kappa – 0,77 (Concordância considerada – boa) 

Tabela 7- Concordância- Índice de placa (Ainamo & Bay, 1975) realizado em 
dois momentos com intervalo de 1 hora. Faces interproximais. 

  Índice de Placa – 2o exame  

Ín
di

ce
 d

e 

P
la

ca
 –

 1
o  

ex
am

e 

 0 1 Total 

0 62 3 65 

1 12 83 95 

Total 74 86 160 

Kappa – 0,81 (Concordância considerada – muito boa) 

 

5.5.1.2 Seleção da amostra 

Do total de 30 voluntários, 5 foram excluídos, sendo que 3 não cumpriram o 

protocolo experimental determinado e 2 não retornaram para a segunda avaliação. Não foi 

observado nenhum efeito adverso com o uso das substâncias durantes as fases 

experimentais. 
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5.5.1.3 Índice de placa 

O resultado da análise do índice de placa nos diferentes grupos experimentais 

estão expressos nas figuras 15, 16, 17 e 18. 

Os resultados mostraram que o índice de placa final de todas as faces (vestibular e 

lingual) e também com as mesmas analisadas separadamente foram semelhantes. O grupo 

tratado com clorexidina apresentou os menores valores, não sendo observadas diferenças 

entre os grupos placebo e batata-doce.  

A figura 18 apresenta os dados referentes à presença de biofilme nas faces 

proximais. Os voluntários foram classificados de acordo com a prevalência de sítios com 

presença de biofilme, sendo estabelecidos os escores de presença de biofilme (EPB): EPB 

0: indivíduos com ausência de biofilme (nenhum), EPB 1: indivíduos com presença de 

biofilme  1% e < 25% (baixo), EPB 2: indivíduos com presença de biofilme  25% e < 

75% (moderado), EPB 3: indivíduos com presença de biofilme  75% (alto). Foi possível 

verificar um aumento da prevalência dos sítios com biofilme em todos os grupos. As 

comparações inter e intra-grupos foram realizadas da mesma forma como descrito 

anteriormente.  
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Figura 15. Média e erro padrão dos valores do índice de placa (IPL) inicial e final para os 
diferentes tratamentos: Gel placebo, Gel de batata 10% e Gel de clorexidina 2% (Clx). 
Comparação inter-grupo: IPL inicial- p=0,3771 (diferença não significativa); IPL final- 
p=0,0025 (diferença significativa), *p<0,01 com placebo (Teste de Friedman com pós teste de 
Dunn). Intra-grupo (inicial e final no mesmo grupo), **diferença estatística  significativa entre 
os valores do índice de placa inicial e  final (Teste de Wilcoxon). 
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Figura 16. Média e erro padrão dos valores do índice de placa (IPL) inicial e final na face 
vestibular para os diferentes tratamentos: Gel placebo, Gel de batata 10% e Gel de clorexidina 
2% (Clx). Comparação inter-grupo: IPL inicial- p=0,4692 (diferença não significativa); IPL 
final- p=0,0093 (diferença significativa), *p<0,01 com placebo (Teste de Friedman com pós 
teste de Dunn). Intra-grupo (inicial e final no mesmo grupo), **diferença estatística  
significativa entre os valores do índice de placa inicial e  final (Teste de Wilcoxon). 
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Figura 17. Média e erro padrão dos valores do índice de placa (IPL) inicial e final na face 
lingual para os diferentes tratamentos: Gel placebo, Gel de batata 10% e Gel de clorexidina 2% 
(Clx). Comparação inter-grupo: IPL inicial- p=0,0002 (diferença significativa), #p<0,01 com 
placebo; IPL final- p=0,0029 (diferença significativa), *p<0,05 com placebo e batata (Teste de 
Friedman com pós teste de Dunn). Intra-grupo (inicial e final no mesmo grupo), **diferença 
estatística  significativa entre os valores do índice de placa inicial e  final (Teste de Wilcoxon). 
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5.5.1.4 Índice de sangramento marginal 

O resultado da análise do índice de sangramento marginal nos diferentes grupos 

experimentais está expresso nas figuras 19, 20, 21 e 22.  

Os resultados mostraram que o índice de sangramento marginal final de todas as 

faces (vestibular e lingual) e também com as mesmas analisadas separadamente foram 

semelhantes, sem diferenças significativas entre os grupos. 

A figura 22 apresenta os dados referentes à presença de sangramento marginal nas 

faces proximais. Os voluntários foram classificados de acordo com a prevalência de sítios 

com presença de sangramento marginal, sendo estabelecidos os escores de presença de 

sangramento marginal (EPSM): EPSM 0: indivíduos com ausência de sangramento 

marginal (nenhum), EPSM 1: indivíduos com presença de sangramento  1% e < 25% 

(baixo), EPSM 2: indivíduos com presença de sangramento  25% e < 75% (moderado), 
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Figura 18. Distribuição de freqüência dos escores de presença de biofilme interproximal de 
acordo com o percentual de sítios, sendo: 0: indivíduos com ausência de biofilme (nenhum), 1: 
indivíduos com presença de biofilme  1% e < 25% (baixo), 2: indivíduos com presença de 
biofilme  25% e < 75% (moderado), 3: indivíduos com presença de biofilme  75% (alto). 
Escores de presença de biofilme (EPB) inicial e final nas faces proximais para os diferentes 
tratamentos: Gel placebo, Gel de batata (EBHBD) 10% e Gel de clorexidina 2%. Comparação 
inter-grupo: EPB inicial- p=0,9770 (diferença não significativa). EPB final- p=0,5647 
(diferença não significativa) (Teste de Friedman). Intra-grupo (inicial e final no mesmo grupo), 
*diferença estatística significativa entre EPB inicial e final (Teste de Wilcoxon).
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EPSM 3: indivíduos com presença de sangramento  75% (alto). Não sendo encontradas 

diferenças entre os grupos quanto a prevalência de sangramento marginal. 
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Figura 19. Média e erro padrão dos valores do índice de sangramento marginal (ISM) inicial e 
final para os diferentes tratamentos: Gel placebo, Gel de batata 10% e Gel de clorexidina 2% 
(Clx). Comparação inter-grupo: ISM inicial- p=0,5318 (diferença não significativa); ISM final- 
p=0,3579 (diferença não significativa) (Teste de Friedman). Intra-grupo (inicial e final no 
mesmo grupo), diferença estatística não significativa entre os valores do índice de sagramento 
marginal inicial e  final (Teste de Wilcoxon). 
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Figura 20. Média e erro padrão dos valores do índice de sagramento marginal (ISM) inicial e 
final na face vestibular para os diferentes tratamentos: Gel placebo, Gel de batata 10% e Gel de 
clorexidina 2% (Clx). Comparação inter-grupo: ISM inicial- p=0,7733 (diferença não 
significativa); ISM final- p=0,1374 (diferença não significativa) (Teste de Friedman com pós 
teste de Dunn). Intra-grupo (inicial e final no mesmo grupo), *diferença estatística  significativa 
entre os valores do índice de sangramento marginal inicial e final (Teste de Wilcoxon). 
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Figura 21. Média e erro padrão dos valores do índice de sagramento marginal (ISM) inicial e 
final na face lingual para os diferentes tratamentos: Gel placebo, Gel de batata 10% e Gel de 
clorexidina 2% (Clx). Comparação inter-grupo: ISM inicial- p=0,3338 (diferença não 
significativa); ISM final- p=0,6650 (diferença não significativa) (Teste de Friedman com pós 
teste de Dunn). Intra-grupo (inicial e final no mesmo grupo), diferença estatística não  
significativa entre os valores do índice de sangramento marginal inicial e final (Teste de 
Wilcoxon). 
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Figura 22. Distribuição de freqüência dos escores de presença de sangramento marginal 
interproximal de acordo com o percentual de sítios, sendo: 0: indivíduos com ausência de 
sangramento marginal (nenhum), 1: indivíduos com presença de sangramento  1% e < 25% 
(baixo), 2: indivíduos com presença de sangramento  25% e < 75% (moderado), 3: indivíduos 
com presença de sangramento  75% (alto). Escores de presença de sangramento marginal 
(EPSM) inicial e final nas faces proximais para os diferentes tratamentos: Gel placebo, Gel de 
batata (EBHBD) 10% e Gel de clorexidina 2%. Comparação inter-grupo: EPSM inicial- 
p=0,7788 (diferença não significativa). EPSM final- p=0,4423 (diferença não significativa) 
(Teste de Friedman). Intra-grupo (inicial e final no mesmo grupo), diferença estatística não 
significativa entre EPSM inicial e final (Teste de Wilcoxon). 
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Não foram encontradas diferenças estatísticas significantes para a inflamação 

gengival após o período de tratamento (15 dias) entre os grupos experimentais tanto na 

região vestibular quanto na região lingual/palatina nos dentes tratados. 

5.5.1.5 Avaliação do volume do fluído gengival 

Os resultados da análise da quantidade de fluído gengival absorvido nas tiras 

(mm2) são apresentados na figura 23. Não foram encontradas diferenças significativas entre 

os grupos, considerando a análise intra-grupo e inter-grupo. 

 

 

5.5.1.6 Avaliação microbiológica 

Os resultados da contagem de UFC/mL estão demonstrados na figura 24. Foram 

encontradas diferenças significativas entre o placebo com o valores inciais. 
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Figura 23. Média e erro padrão do volume de fluído gengival (mm2) absorvido em papel filtro. 
Valor inicial e final para os diferentes tratamentos: Gel placebo, Gel de batata 10% e Gel de 
clorexidina 2% (Clx). Comparação inter-grupo: Inicial- p=0,1409 (diferença não significativa); 
Final- p=0,9608 (diferença não significativa) (Teste de Friedman com pós teste de Dunn). Intra-
grupo (inicial e final no mesmo grupo), diferença  estatística não significativa entre os volumes 
de fluído gengival inicial e final (Teste de Wilcoxon). 
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Figura 24. Média e erro padrão da contagem de unidades formadoras de colônias (UFCx 
102)/mL das amostras coletadas das superfícies dos dentes experimentais. Valor inicial e final 
para os diferentes tratamentos: Gel placebo, Gel de batata 10% e Gel de clorexidina 2% (Clx). 
*p<0,01 (diferença significativa) com inicial (Teste de Friedman com pós teste de Dunn). 
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6 DISCUSSÃO 

Com o objetivo de evidenciar as substâncias (metabólitos secundários/primários) 

responsáveis pelas ações farmacológicas do extrato de Ipomoea batatas L (Lam) realizou-

se a análise fitoquímica qualitativa e quantitativa. 

As frações de n-hexano e clorofórmio do EBHBD mostraram resultados positivos 

para triterpenos e / ou esteróides por reação de Liebermann-Burchard. Embora os dados 

disponíveis para BD sejam limitados, foi relatada previamente a presença de fitoesteróis em 

tubérculos maduros e imaturos de Ipomoea mauritiana Jacq. (Khan et al., 2009). Os 

terpenóides como o sitosterol e o estigmasterol tem sido empregados como matérias-primas 

para a indústria farmacêutica, na obtenção de anti-inflamatórios esteroidais (Bruneton, 

1991). 

Alcalóides foram observados pela formação de precipitado de coloração laranja, 

vermelho-alaranjado ou castanho-alaranjado nas frações clorofórmica e álcool residual a 

partir das reações de Dragendorff, Bertrand e Bouchardat. O teor de alcalóides totais das 

folhas de BD foram medidos como 345,65 ± 15,52 mg por 100 g de amostra seca. Um tipo 

de alcalóide chamado Ipomina A foi encontrado em raízes tuberosas de BD (Prieto et al., 

1999). I. mauritiana também apresentou alcalóides em seus tubérculos (Hsu et al., 2003). 

No entanto, trabalhos que estudaram algumas características nutritivas e anti-nutritivas de 

BD não mencionaram a presença de alcalóides (Zheng & Clifford, 2008). Porém, devido à 

sua ampla atividade farmacológica e toxicológica, o teor de alcalóides deve ser 

cautelosamente avaliado. (Locher et al., 1995; Velloso et al., 2004).  

Para antraquinonas, a reação de Bornträger mostrou uma resposta positiva na 

coloração vermelha para as frações acetato de etila e álcool residual do EBHBD. As 

antraquinonas possuem atividade laxante predominante, além de efeito potencial como 

antibacteriano, antifúngico, antiviral e antitumoral (Falkenberg et al., 2007). A quantidade 

total de antraquinonas das folhas de BD foram determinadas como 328,44 ± 8,17 mg de 

derivados hidroxitriancênicos em 100 g de amostra seca. Raízes de Ipomoea acetosifolia e 

Ipomoea pes-caprae (L.) apresentaram algumas propriedades purgativas, provavelmente 

devido ao seu teor de antraquinona (Mors et al., 2000). No entanto, poucos dados têm 
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relacionado à presença deste metabólito secundário em folhas de Ipomoea spp.  

A fluorescência detectada pelo teste de UV (365 nm) indicou a presença de 

cumarinas na fração acetato de etila e álcool residual do EBHBD. As cumarinas são 

amplamente distribuídas nos vegetais e possuem diversas propriedades farmacológicas, 

como atividade imunossupressora, vasodilatadora, antiespasmódica, antimicrobiana e 

antiviral (Kuster & Rocha, 2007; Samy & Gopalakrishnakone, 2010). Apesar de um 

pequeno número de trabalhos ter sido realizado para estudar cumarinas de Ipomoea spp., 

um trabalho prévio isolou e caracterizou duas cumarinas (umbeliferona e escopoletina) das 

partes aéreas de Ipomoea cairica (L.) (Burka & Kuhnert, 1997). 

A presença de flavonóides foi verificada nas frações clorofórmica, acetato de etila 

e álcool residual quando tratadas com os reagentes de Shinoda, solução ácida oxalo/bórica e 

de zinco. A quantidade de flavonóides têm sido amplamente investigada nas espécies de 

Ipomoea. Os flavonóides, a partir da sua diversidade estrutural, possuem atividade 

antitumoral, anti-inflamatória, antimicrobiana, antiviral, antioxidante, entre outras 

(Zuanazzi & Montanha, 2007; Samy & Gopalakrishnakone, 2010). Recentemente, 

antocianinas, catequinas, flavonóides e proantocianidinas das folhas de batata-doce foram 

identificadas e quantificadas usando cromatografia líquida de alta performance combinada 

com detector de fotoiodo (Mors et al., 2000). Os flavonóides foram também detectados em 

tuber maduro e imaturo de I. mauritiana (Hsu et al., 2003). Portanto, a presença de 

flavonóides na Ipomoea spp pode ser usada como fator quimiotaxonômico destas espécies.  

A presença de saponinas, as quais apresentam ação anti-inflamatória e antiviral in 

vitro (Schenkel et al., 2007) foi confirmada pela propriedade de formação de espuma destes 

metabólitos secundários a partir de uma solução aquosa obtida da fração hidroalcoólica 

residual do EBHBD. Saponinas triterpenos foram também identificados em tubérculos de 

BD (Shih et al., 2009). 

Os taninos são substâncias que auxiliam no processo cicatricial (feridas, 

queimaduras) e inflamações através da formação de uma camada protetora (complexo 

tanino-proteína e/ou polissacarídeo) sobre a mucosa/pele danificada, ocorrendo abaixo 

desta, a reestruturação do epitélio e formação de vasos (Santos & De Mello, 2007). A 
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fração hidroalcoólica residual do EBHBD apresentou resultado positivo para presença de 

taninos nos testes da solução aquosa de gelatina, cloreto férrico 1% e solução aquosa de 

sulfato de amônio férrico 5% em HCl 2 mol L–1. Os taninos foram previamente verificados 

nas folhas de BD como componentes antinutrientes (Zheng & Clifford, 2008).  

Ácidos fenólicos como derivados hidroxicinâmicos e hidroxibenzóicos foram 

identificados em um estudo que avaliou folhas de BD através do reagente de Carrez (3,6% 

de ferrocianeto de potássio e sulfato de zinco 7,2% em solução aquosa) (Mors et al., 2000; 

Khan et al., 2009). Devido às atividades anti-mutagênicas, anti-diabéticas e antimicrobianas 

destes ácidos orgânicos, trabalhos recentes têm se dedicado a investigar estes compostos na 

BD (Yuan et al., 2004; Markert et al., 2008; Dini et al., 2009; Evans, 2009). Um maior teor 

de ácidos fenólicos foi demonstrado nas folhas de BD quando comparado às maiores folhas 

vegetais comerciais (Velloso et al., 2004). No entanto, esses produtos naturais não foram 

detectados na raiz tuberosa de BD (Markert et al., 2008).  

Apesar da falta de informação sobre metabólitos secundários especialmente para 

BD, extensivos dados estão disponíveis para Convolvulaceae. Os produtos naturais 

registrados para as espécies desta família podem ser classificadas como policetídeos, 

terpenóides (mono, sesqui, di e triterpenóides), esteróides, cumarinas e derivados do ácido 

benzóico e cinâmico, flavonóides (flavonóis, antocianinas, flavonas, flavanonas), xantinas, 

alcalóides (pirrolidinas, tropanos, indolizidines e ergolinas), e outros compostos (Burka & 

Kuhnert, 1997). Assim, os metabólitos observados nas folhas de BD estão de acordo com 

os produtos químicos encontrados na Convolvulaceae. 

O uso do gel de batata-doce a 10% foi baseado no teste de atividade anti-

inflamatória de edema de pata induzido por LPS em ratos. O LPS, um agente inflamatório, 

produz inflamação por liberação de prostaglandinas, ocasionando a formação de edema. Foi 

observado que a atividade antiedematogênica do gel testado foi dependente da dose na 

segunda hora. É possível que, assim como a dexametasona, componentes deste extrato 

inibam a biossíntese de prostaglandinas (Farsam et al., 2000). Portanto, considerando o 

interesse em obter um efeito máximo a partir da espécie vegetal, foi adotada a concentração 

de 10% para a realização do estudo clínico e testes in vitro. O extrato hidroalcoólico de 
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folha de batata-doce não apresentou efeito anti-inflamatório no edema de pata induzido 

pelo composto 48/80 (Perez & Hakumata, 1999). Porém, a inflamação é um processo 

complexo envolvendo a atuação de vários mediadores. O composto 48/80, diferente do 

LPS, degranula os mastócitos e libera a histamina, um outro importante mediador do 

processo inflamatório (Dale, 1994). 

As formulações farmacêuticas foram manipuladas em gel aquoso de 

hidroxietilcelulose a 3% (m/m). Considerando que o extrato hidroalcoólico bruto de batata-

doce revela uma composição fitoquímica complexa, e que o digluconato de clorexidina 

apresenta características catiônicas, a hidroxietilcelulose (Natrosol®, PharmaSpecial® – 

São Paulo – Brasil) foi selecionada para a elaboração das fórmulas farmacêuticas, uma vez 

que se trata de um polímero celulósico não iônico, compatível com ambas as substâncias 

ativas mencionadas. O flavorizante (cereja) que foi utilizado com a finalidade de mascarar 

o sabor das preparações, não possuia qualquer atividade antimicrobiana e/ou anti-

inflamatória (Appel & Reus, 2005; Ferreira & Brandão, 2008).  

Diversas alterações patológicas da cavidade bucal, como o câncer, estão 

relacionadas ao estresse oxidativo. O estresse oxidativo leva a danos em lipídeos, DNA, 

proteínas e organelas celulares, provocando alterações da estrutura e função celulares, que 

podem resultar no desenvolvimento de câncer, envelhecimento precoce, doenças 

cardiovasculares, entre outras. O consumo de substâncias antioxidantes naturais (presentes 

nas plantas) pode levar à inibição da formação de radicais livres (substâncias reativas) e 

está associado a uma menor incidência de eventos relacionados ao estresse oxidativo. Os 

antioxidantes não enzimáticos incluem o ácido ascórbico, a vitamina E, os carotenóides e 

os compostos fenólicos (Asolini et al., 2006; Lima et al., 2006). 

A atividade antioxidante do EBHBD e do gel de hidroxietilcelulose com 10% de 

EBHBD, empregado no estudo clínico, foi avaliada pelo método fosfomolibdênico. O 

ensaio do fosfomolibdênio ou de redução do complexo fosfomolibdênico tem sido utilizado 

para avaliar a capacidade antioxidante total de diversas substâncias, a partir da redução do 

molibdênio (VI) (Mo+6) para molibdênio (V) (Mo+5), com a formação de um complexo 

fosfato-Mo+5 de coloração verde, em pH ácido (Prieto et al., 1999). 
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A atividade antioxidante relativa de 42,94 ± 0,89% para o EBHBD e 56,55 ± 

0,79% para o gel contendo EBHBD à 10% foi obtida em comparação como o ácido 

ascórbico. Este valor representa um potencial moderado na redução do complexo 

fosfomolibdênio que pode sugerir que a BD seja uma fonte alternativa viável de 

antioxidantes. Em dados anteriores, resultados semelhantes para raízes tuberosas de BD 

foram obtidos por diferentes métodos analíticos, por exemplo, radical 1,1-difenil-2-

picrylhydrazyl (DPPH) e tiocianato férrico (Evans, 2009). 

Os compostos fenólicos presentes em vegetais são os principais componentes com 

atividade antioxidante. Essa atividade é atribuída às suas propriedades de óxido-redução, 

que desempenham importante papel na adsorção ou neutralização de radicais livres (Lima 

et al., 2006). O conteúdo de fenólicos totais das folhas de BD foi 662,02 ± 28,91 mg 

equivalentes de ácido gálico (GAE) por 100 g de amostra seca. Um estudo anterior 

demostrou que as raízes tuberosas de cinco variedades de BD apresentaram quantidade de 

compostos fenólicos que variaram entre 192,7-1159,0 mg equivalentes de ácido gálico 

(GAE) por 100 g de amostra seca (Evans, 2009). Portanto, os resultados obtidos estão de 

acordo com alguns dados encontrados em raízes tuberosas de BD. Além disso, as folhas de 

BD também podem ser consideradas uma grande fonte de substâncias fenólicas (por 

exemplo, flavonóides, ácidos fenólicos, taninos e tocoferóis), com um potencial uso 

medicinal, como anteriormente mencionado para tubérculos. Dessa forma, a moderada 

atividade antioxidante observada pode ser justificada pela grande quantidade de compostos 

fenólicos detectados no EBHBD. 

O estudo da atividade antimicrobiana in vitro demonstrou que, de forma oposta ao 

gel de clorexidina 2%, o EBHBD a 10% não possui ação antimicrobiana contra nenhum 

microrganismo testado. Em um trabalho prévio foi revelada a atividade antimicrobiana de 

três diferentes tipos de batata-doce contra Escherichia coli O157: H7, Bacillus cereus e 

Staphylococcus aureus. Os principais componentes deste extrato antibacteriano foram 

polissacarídeos e proteínas (International pharmacopoeia, 2006). O resultado negativo 

observado no presente estudo pode estar relacionada às diferenças na composição 

fitoquímica e testes antimicrobianos realizados. 
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As citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IL-1  apresentaram um aumento de 

liberação no meio de cultura após a estimulação com LPS. No entanto, quando as células 

foram cultivadas com LPS em presença de 30 µg/mL de gel de EBHBD a 10%, houve uma 

redução da liberação das citocinas, sugerindo um possível efeito anti-inflamatório. Como 

comprovado neste estudo, a presença de flavonóides e saponinas no EBHBD pode ter sido 

responsável pela redução da expressão de citocinas, visto que estes compostos apresentam 

esta propriedade (Mors et al., 2000; Hsu et al., 2003; Schenkel et al., 2007; Zuanazzi & 

Montanha, 2007; Samy & Gopalakrishnakone, 2010). Esse achados foram confirmados 

com os ensaios em animais, em que a batata-doce reduziu o edema de pata e orelha. A 

batata-doce já demonstrou potencial para inibição da expressão das citocinas pró-

inflamatórias (IL-1β, IL-6 e TNF-α) induzidas pela injeção de LPS bacteriano (Wang et al., 

2010). 

É importante ressaltar que a redução da liberação de TNF-  e IL-1  provocada 

pelo gel contendo EBHBD não está relacionada com morte celular. Este fato foi 

comprovado pelo teste de viabilidade celular realizado com MTT. Além disso, já foi 

estabelecida uma relação entre o grau de toxicidade e a concentração letal média (CL50), 

apresentada por extratos de plantas sobre larvas de A. salina, desde então, considera-se que 

quando são verificados valores acima 1000 g/mL, estes, são considerados atóxicos (Meyer 

et al., 1982; Solis et al., 1993; De Siqueira et al., 2001; Carballo et al., 2002). 1982). Sendo 

assim, considerando o teste do MTT e da A. salina, o EBHBD se mostrou atóxico. 

No estudo clínico, o efeito antiplaca e antigengivite do EBHBD foi avaliado 

utilizando-se um modelo de gengivite experimental parcial em humanos, sendo os 

voluntários submetidos a todos os tratamentos do estudo, gel placebo, gel de clorexidina 

2% e gel de batata-doce 10% em um modelo cruzado duplo-cego (Nogueira-Filho et al., 

2000). Foram avaliados o índice de placa, o índice de sangramento marginal e fluído 

gengival. A análise microbiológica foi realizada em amostras de biofilme dental obtidas de 

6 voluntários (20% da amostra) selecionados aleatoriamente. 

O índice de placa (Silness & Löe, 1964) é amplamente utilizado na literatura, e foi 

escolhido para quantificar o acúmulo de biofilme dental (Albert-Kiszely et al., 2007; 
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Baumgartner et al., 2009). Assim como outros índices, este instrumento de avaliação 

apresenta certo grau de subjetividade. Portanto, para assegurar a reprodutibilidade, as 

avaliações foram executadas por um único examinador previamente calibrado, que obteve 

índice de concordância Kappa = 0,77. Nas faces proximais foi analisada apenas a presença 

e a ausência do biofilme, sendo o Kappa = 0,81 (valores superiores a 0,60 são considerados 

adequados para ensaios clínicos). 

A condição gengival foi avaliada através de sangramento marginal à sondagem 

baseia em um achado clínico claramente definido (Mombelli et al., 1987). O mesmo 

critério também foi empregado por outros estudos que avaliaram as propriedades 

antimicrobianas e anti-inflamatórias de agentes utilizados na forma de gel e colutórios 

(Charles et al., 2001; Albert-Kiszely et al., 2007; Schiffner et al., 2007; Trombelli et al., 

2008). Todavia, a sondagem marginal inviabiliza a calibração, pois um segundo exame, 

poderia causar um sangramento adicional, mascarando o resultado. Desta forma, realizou-

se apenas um treinamento clínico e não a calibração prévia do examinador. 

Em ambos os critérios de avaliação, optou-se pelo exame de elementos 

específicos (15, 16, 35 e 36). Tais dentes foram selecionados por serem dentes posteriores, 

não apresentam interferência com a estética, tendo assim, melhor aceitação por parte dos 

voluntários. Além disso, a redução do número de dentes examinados possibilitou a 

realização adequada de repetidos exames clínicos, de forma mais rápida e com menor 

custo. Porém, deve-se considerar que o uso de dentes específicos pode gerar viéses, devido 

a ampla variação do acúmulo de placa e sangramento gengival em diferentes regiões da 

dentição. A utilização de um delineamento que exclui a ação mecânica, contribuiu para 

minimizar possíveis viéses de se utilizar registros parciais. (Salgado et al., 2006; Deinzer et 

al., 2007). 

Os resultados mostraram que o índice de placa final foi semelhante entre os 

grupos tratados com batata-doce e placebo. O grupo tratado com clorexidina apresentou os 

menores valores. Inúmeros estudos demonstraram a eficácia da clorexidina na redução e 

formação do biofilme dental, sendo um antimicrobiano de amplo espectro com alto poder 

desinfetante, sendo por isso utilizado como controle positivo (Herrera et al., 2007; Marinho 
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& Araújo, 2007; Asokan et al., 2009). A análise de microrganismos totais do biofilme 

supragengival confirmou esses resultados. 

Este foi o primeiro ensaio clínico realizado com o objetivo de investigar o efeito 

da Ipomoea batatas (L.) Lam. sobre o biofilme dental e inflamação gengival. O grupo gel 

do EBHBD 10% não demonstrou diferenças estatísticas no exame final do índice de placa 

quando comparado ao grupo placebo, não sendo possível observar atividade antimicrobiana 

da batata.  

Ao analisarmos os valores do índice de sangramento marginal e quantidade de 

fluido gengival absorvido nas tiras, os resultados foram semelhantes entre os grupos, sem 

diferenças significativas, confirmando os achados clínicos. Para se estimar o volume 

coletado, foi utilizado o método colorimétrico com ninhidrina 0,2% em solução alcoólica, 

medindo a área de absorção do fluído em mm2. Apesar de haver métodos mais sofisticados 

(eletrônico) para análise do fluído gengival, ambos os métodos (colorimétrico e eletrônico) 

são eficazes na quantificação das amostras de fluído gengival (Suppipat, 1977; Goodson, 

2003). 

Alguns aspectos devem ser considerados na interpretação dos dados obtidos. A 

sistematização dos procedimentos, segundo a sequência pré-determinada pelos 

pesquisadores, poderia melhorar o entendimento do voluntário no transcorrer da pesquisa. 

Porém, por outro lado, pode também ter ocorrido um entusiasmo nas primeiras fases e 

desmotivação nas fases finais. O efeito “Hawthorne” (Van Der Weijden & Hioe, 2005) 

também pode ter tido algum tipo de influência. Este fenômeno refere-se ao fato do 

voluntário melhorar suas atitudes, pelo simples fato de ter conhecimento que está 

participando de um estudo, e de alguma forma estar sob qualquer tipo de avaliação. Apesar 

dos voluntários terem sido orientados, a sempre utilizarem a moldeira parcial para excluir a 

ação mecânica da escova, é possível que devido o conhecimento prévio do horário de 

retorno, alguns voluntários deliberadamente poderiam ter utilizado a escova. Essa suspeita 

ocorreu, pois mesmo após a exclusão da ação mecânica os parâmetros clínicos 

permaneceram baixos em todos os grupos. O modelo de estudo cruzado pode ter 
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contribuido para minimizar o efeito destas e outras variáveis não controláveis (Salgado et 

al., 2006).  

A seleção de estudantes universitários neste presente estudo poderia ter 

influenciado os resultados, visto que os mesmos apresentavam boa condição de saúde bucal 

inicial, com baixos índices de placa e ausência de gengivite pré-existente. Os resultados 

poderiam ser diferentes se fossem incluídos indivíduos com doença periodontal. Outro 

aspecto importante que pode ter tido influência, principalmente na inflamação gengival, foi 

o período experimental utilizado (15 dias). Esse tempo é adequado para estudos que 

analisam a formação de biofilme dental (Kinane, 2001; Bernimoulin, 2003; Kolenbrander 

et al., 2006). No entanto, para a indução da inflamação gengival, esse período poderia não 

ter sido suficiente (Löe et al., 1965; Nogueira-Filho et al., 2000; Yates et al., 2003).  

Não foram observados efeitos adversos nos tecidos moles e/ou manchamento nos 

dentes com o uso dos agentes utilizados. Portanto, o uso da batata-doce se mostrou seguro 

sem causar irritação aos tecidos. 
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7 CONCLUSÃO  

De acordo com a metodologia empregada, pode-se concluir que: 

- O EBHBD apresentou em sua composição flavonóides, alcalóides, 

antraquinonas, taninos e saponinas. Sua atividade anti-inflamatória pode ser sugerida a 

partir do redução do edema de orelha induzido em camundongos. A atividade antioxidante 

foi considerada moderada e sua toxicidade nula. 

- O gel de EBHBD apresentou atividade anti-inflamatória a partir da redução do 

edema de pata em ratos e diminuição da liberação das citocinas pró-inflamatórias TNF-α e 

IL-1β em cultura de fibroblastos gengivais de humano. A atividade antioxidante foi 

moderada. A toxicidade e a atividade antimicrobiana in vitro, contra os microrganismos 

testados, foram nulas;  

- No estudo clínico, sugere-se que o gel não apresentou atividade antimicrobiana e 

não influenciou a inflamação gengival em comparação com o placebo e clorexidina. 
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_______________________ 
*De acordo com a norma da UNICAMP/FOP, baseada na norma do International Committee of Medical Journal 
Editors – Grupo Vancouver. Abreviatura dos periódicos em conformidade com o Medline. 
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ANEXO 

1 Parecer comissão de ética 
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2 Ficha clínica confeccionada para o estudo 

FICHA DE PESQUISA N0: 
Nome: Sexo: 
Endereço:  
Cidade: U.F. CEP: Fone: 
Data de Nascimento Idade:  Estado civil Profissão:  

ANAMNESE - HISTÓRICO DATA:          /          /              .  SIM NÃO 
1.  Está ou esteve em tratamento médico nos últimos 6 meses?   
2.  Faz ou fez uso contínuo de algum medicamento nos últimos 6 meses?   
3.  Quais?   

4.  Algum tipo de alergia?   
5.  Quais?   

6.  Alguma doença sistêmica?   
7.  Quais  
8.  Hipertensão?    
9.  Grávida?    
10.  Usa anticoncepcionais?   
11.  Fumante?   
12.  Fez algum tratamento Odontológico nos últimos 6 meses?   

13.  Motivo?  

14.  N. de vezes que escova os dentes por dia? 1 (   ) 2 (   ) 3 (   ) 4 (   ) 5 (   ) + de 5 (   ) 

15.  Tipo de escova?  Dura  (    ) Média  (    ) Macia  (    ) 

16.  Técnica de escovação?  Horizontal  (   ) Bass  (   ) Stillman  (   ) Fones  (   ) Outra  (   ) 

17.  Usa o fio dental?   
18.  N. de vezes que usa o fio dental por dia? Nenhuma ( ) As vezes ( ) 1 (   ) 2 (   ) 3 (   ) 4 (   ) 5 (   ) + de 5 (   ) 

19.  Usa creme dent al?   
20.  Usa alguma solução para bochecho?   
21.  Qual?  
22.  Usa algum outro meio auxiliar para higienização bucal    
23.  Quais?  

OBSERVAÇÕES: 
 
 

 PRIMEIRA ETAPA 
 

 

 

 

 

 

 

I F Índice de Placa –        /       /     Tratamento: 

DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27 

V         IPl. 

L         

DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37 

V         IPl. 

L         
 

I F Índice de Gengival –     /      /     Tratamento: 

DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27 

V         IPl. 

L         

DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37 

V         IPl. 

L         

 
I F Coleta de Fluído –     /      /     Tratamento: 

DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27 

V         IPl. 

L         

DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37 

V         IPl. 

L         
 

I F Coleta de Biofilme –     /      /     Tratamento: 

DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27 

V         IPl. 

L         

DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37 

V         IPl. 

L         
 

I F Índice de Placa –        /       /     Tratamento: 

DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27 

V         IPl. 

L         

DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37 

V         IPl. 

L         
 

I F Índice de Gengival –     /      /     Tratamento: 

DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27 

V         IPl. 

L         

DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37 

V         IPl. 

L         

 
I F Coleta de Fluído –     /      /     Tratamento: 

DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27 

V         IPl. 

L         

DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37 

V         IPl. 

L         
 

I F Coleta de Biofilme –     /      /     Tratamento: 

DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27 

V         IPl. 

L         

DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37 

V         IPl. 

L         
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SEGUNDA ETAPA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TERCEIRA ETAPA 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

DATA PROCEDIMENTO OPERATÓRIO 
  
  
  
  

 

I F Índice de Placa –        /       /     Tratamento: 

DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27 

V         IPl. 

L         

DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37 

V         IPl. 

L         
 

I F Índice de Gengival –     /      /     Tratamento: 

DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27 

V         IPl. 

L         

DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37 

V         IPl. 

L         

 
I F Coleta de Fluído –     /      /     Tratamento: 

DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27 

V         IPl. 

L         

DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37 

V         IPl. 

L         
 

I F Coleta de Biofilme –     /      /     Tratamento: 

DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27 

V         IPl. 

L         

DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37 

V         IPl. 

L         
 

I F Índice de Placa –        /       /     Tratamento: 

DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27 

V         IPl. 

L         

DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37 

V         IPl. 

L         
 

I F Índice de Gengival –     /      /     Tratamento: 

DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27 

V         IPl. 

L         

DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37 

V         IPl. 

L         

 
I F Coleta de Fluído –     /      /     Tratamento: 

DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27 

V         IPl. 

L         

DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37 

V         IPl. 

L         
 

I F Coleta de Biofilme –     /      /     Tratamento: 

DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27 

V         IPl. 

L         

DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37 

V         IPl. 

L         
 

I F Índice de Placa –        /       /     Tratamento: 

DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27 

V         IPl. 

L         

DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37 

V         IPl. 

L         
 

I F Índice de Gengival –     /      /     Tratamento: 

DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27 

V         IPl. 

L         

DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37 

V         IPl. 

L         

 
I F Coleta de Fluído –     /      /     Tratamento: 

DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27 

V         IPl. 

L         

DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37 

V         IPl. 

L         
 

I F Coleta de Biofilme –     /      /     Tratamento: 

DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27 

V         IPl. 

L         

DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37 

V         IPl. 

L         
 

I F Índice de Placa –        /       /     Tratamento: 

DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27 

V         IPl. 

L         

DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37 

V         IPl. 

L         
 

I F Índice de Gengival –     /      /     Tratamento: 

DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27 

V         IPl. 

L         

DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37 

V         IPl. 

L         

 
I F Coleta de Fluído –     /      /     Tratamento: 

DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27 

V         IPl. 

L         

DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37 

V         IPl. 

L         
 

I F Coleta de Biofilme –     /      /     Tratamento: 

DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27 

V         IPl. 

L         

DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37 

V         IPl. 

L         
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