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PIGMENTOS ANTOCIANICOS DO AGAI
(EUTERPE OLERACEA MART.) COMO
= EVIDENCIADORES DE BIOFILME DENTAL

Alessandra Ferraiolo Nogueira Domingues
Danielle Tupinambd Emmi

Regina Fatima Feio Barroso

Rafaella de Andrade Mattietto

INTRODUGAO

O agaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) é uma espécie frutifera, nativa da Amazdnia, cujos
frutos apresentam uma quantidade significativa de compostos bioativos, o que nos ultimos
anos despertou fortemente o interesse da industria alimenticia, visando a obtengdo de
produtos com carater funcional, potencializando assim a sua produ¢ao e comercializagio,
inclusive para o mercado internacional.

Como pigmento majoritdrio, o agai apresenta em sua composi¢cao antocianinas, as quais sdo
uma alternativa viavel em substituigdo aos corantes sintéticos empregados na formulagao
de evidenciadores de biofilme dental. O biofilme é um agregado de microrganismos que
se forma continuamente sobre as superficies dentarias e que, muitas vezes, é imperceptivel,
principalmente em seus estagios iniciais, sendo um dos fatores etiologicos determinantes da
carie. A remogao deste biofilme através da escovagao dentaria é o método mais conhecido
e acessivel a populagdo para prevencéo e controle da carie, mostrando-se eficaz, desde que
seja utilizado com qualidade. Neste sentido, os evidenciadores sdo fundamentais, ja que
identificam as areas envolvidas pelos depdsitos microbianos, atuando, entdo, como agentes
motivadores da higiene bucal e orientadores dos cirurgides-dentistas no controle das
doengas bucais. Tais fatores aliados ao aproveitamento da biodiversidade vegetal da Regido
Amazonica motivaram a formula¢do de solu¢des evidenciadoras contendo pigmentos
antocidnicos extraidos dos frutos do agaizeiro.

Dessa forma, por apresentar elevada concentragdo de antocianinas, possuir grande
apelo mercadoldgico em fungao de seu valor energético e nutricional, ser encontrado em
abundancia na regido Amazonica e, principalmente, fazer parte do cotidiano da populagao
regional, o agai pode se tornar um agente motivador a higiene bucal.
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A Amazdnia é constituida de importantes riquezas mundiais, como a maior bacia hidrica,
formada pelo rio Amazonas e seus afluentes, ea maior floresta equatorial do planeta. O bioma
compreendido pela floresta Amazdnica apresenta uma variedade de sistemas naturais,
resultando em muitas oportunidades ecoldgicas. A conseqiiéncia dessa heterogeneidade e
grandiosidade territorial ¢ uma incrivel biodiversidade, com potencial de utiliza¢ao que se
estende desde o uso de plantas e animais para fins ornamentais, até o uso dos componentes
genéticos e quimicos nas areas de biotecnologia e farmacéutica.

O agaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) é uma palmeira tipica da Regido Amazdnica, tendo
como habitat natural dreas inundaveis. As mais densas populagdes sdo encontradas em solos
hidromorficos, em areas conhecidas como varzea alta, varzea baixa e igapé (NOGUEIRA
et al., 2005). O Estado do Para é o principal produtor e sua exploragdo se d4 nao s6 para
o aproveitamento de seus frutos, como também para a extragdo de palmito, o que, com a
atual valorizagdo dos frutos, tornou-se uma pratica menos intensa.

Dos frutos se extrai, com auxilio de 4gua, um liquido viscoso, que em fun¢do da quantidade
de dgua adicionada o caracteriza como agai fino, médio e grosso. Esta forma de consumo
¢ usual e bastante significativa em todas as regides produtoras do fruto, chegando este
consumo a 50% de tudo o que ¢ produzido. Nos ultimos anos, o a¢ai ganhou destaque em
outros mercados, sendo bastante comercializado nas regides Sudeste e Nordeste do Brasil.
Pelas suas caracteristicas nutricionais e presenca de compostos bioativos em quantidades
significativas, o acai igualmente chamou atengdo do mercado internacional, onde ja se
encontram dezenas de diferentes produtos a base do fruto. Além da comercializa¢ao do
acai como alimento, outra alternativa de utilizacao do fruto é a extragdo dos pigmentos
antocidnicos, visando o seu emprego em diversos segmentos industriais.

Estudos mostram que o fruto apresenta elevada concentrag¢ao de antocianinas, principal
pigmento presente (DE ROSSO et al.,, 2008; DOS SANTOS et al., 2008; PACHECO-
PALENCIA et al., 2007; ROGEZ, 2000). As duas antocianinas encontradas em maior
propor¢ao sdo a cianidina-3-rutinosideo e cianidina-3-glicosideo (GALLORI et al., 2004;
PACHECO-PALENCIA et al., 2007; ROGEZ, 2000).

A utilizagdo das antocianinas do agai na Odontologia, como compostos ativos de um
evidenciador de biofilme dental, foi uma proposta inovadora que partiu de observagio
empirica da coloragao arroxeada deixada nos dentes e labios da populacao que consome
o0 suco, sorvete ou o fruto in natura. Tal observagdo foi realizada por profissionais da
Embrapa Amazonia Oriental e Universidade Federal do Para (UFPA).

A hipétese de que este corante poderia se aderir ao biofilme dental recém formado,
identificando-o e auxiliando no processo de higienizagao bucal, foi testado e ratificado
cientificamente, sendo desenvolvida por Emmi e Rocha (2001) uma solu¢do concentrada
evidenciadora de biofilme dental.

Na maioria das vezes, a populagdo ndo tem acesso a informagdes sobre os efeitos do
biofilme dental acumulado e encontram dificuldade na sua visualizagao, principalmente
em seu estagio inicial. O mérito comprovado dos evidenciadores de biofilme dental como
agentes motivadores para realizagdo da higiene bucal faz com que seu uso seja cada vez
mais difundido para educagio e orientacdo do paciente no que se refere a remocéo eficaz
dos depdsitos microbianos, prevenindo assim, a instalagao e progressao das doengas carie
e periodontal.

Durante muitos anos, a preocupagio da Odontologia foi diagnosticar e tratar as lesoes
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de carie ja estabelecidas. Nao se tinha conhecimento do controle da doenga e o unico
tratamento possivel era a remogao de tecido cariado para impedir a progressao da lesdo,
restaurando aquele elemento dentario. Atualmente, com a evolu¢ido dos conhecimentos,
houve uma mudanga desta idéia e a Odontologia voltou-se para a promogao de satde,
diagnosticando precocemente e orientando o paciente de forma que possa controlar a
doenga. Dessa forma, estudos epidemioldgicos tém mostrado que houve uma diminuigao
nos percentuais de carie e doengas gengivais.

A cérieainda é a doenga bucal mais prevalente no Brasil. De acordo com a Pesquisa Nacional
de Saude Bucal (SB Brasil 2010), o indice de dentes cariados, perdidos e obturados (ICPO-D)
baixou de 2,8 em 2003 para 2,1 em 2010. Entretanto, ha fortes diferencas regionais para
este indice, sendo as Regioes Norte e Nordeste as que apresentam maiores ICPO-D, com
média de 3,2 e 2,7 respectivamente. Enquanto isso, a regiao Sudeste apresenta o menor
ICPO-D, atingindo 1,7 dentes perdidos, cariados ou restaurados. A diferenga entre o valor
maximo de ICPO-D encontrado na Regido Norte e a menor média, representada pela
Regido Sudeste, atinge quase 90% (BRASIL, 2011). Isso mostra a necessidade de se adequar
politicas publicas as caracteristicas e diferengas sdcio-econdmicas, culturais, demograficas
e territoriais de cada macrorregiao.

DOENGAS BUCAIS PREVENIDAS PELO CONTROLE DO BIOFILME DENTAL

O biofilme dental ¢ um agregado de microrganismos que se aderem a superficie dental
apresentando complexas interagdes interespécies, estrutura heterogénea e uma matriz orgénica
derivada de produtos extracelulares (CCAHUANA-VASQUEZ; CURY, 2010; HOJO et al.,
2009; MARSH, 2003; SPOLIDORIO et al., 2003; ZIJNGE et al., 2010).

Para haver a formagéo do biofilme é necessario que as bactérias primarias colonizem a pelicula,
camada de glicoproteinas salivares, fosfoproteinas e lipideos, que se forma sobre a superficie
dental logo apds a higienizacao bucal e que age como receptora para as bactérias.

A formagao do biofilme dental ocorre em dois estagios, sendo o primeiro a adesao de bactérias
a pelicula e o segundo, a acumulacdo de Streptococcus mutans através de proliferagao celular e
produgao de polissacarideos extracelulares. A interferéncia em algum desses mecanismos pode
prevenir a formacio da carie ou pelo menos retardar o processo carioso (DAGLIA et al., 2002;
MENEZES, 2006).

Os Streptococcus sao os primeiros microrganismos que colonizam a pelicula e os Streptococcus
mutans correspondem de 60 a 80% do biofilme dental inicial (SOARES-GERALDO, 2009).
Sao bactérias gram-positivas encontradas no ambiente bucal de aproximadamente 90% dos
humanos (DANESHMEHR et al., 2008).

A microflora do biofilme dental é composta por uma grande variedade de géneros e espécies
de bactérias, onde muitas sdo capazes de produzir acidos a partir de carboidratos. As mais
comumente encontradas sao os Streptococcus, Actinomyces e Lactobacillus, mas é o Streptococcus
mutans que desempenha papel primordial no processo de carie.

A composicio do biofilme varia em diferentes areas da boca, em superficies distintas, em locais
sub ou supragengivais, além de ter potencial cariogénico diverso e formar-se continuamente.
Quando ocorre a ingestdo de carboidratos, estes sdo degradados pelas bactérias orais presentes
no biofilme dental, o que resulta na produgéo de varios acidos organicos e, consequentemente,
queda do pH. Esta atividade metabdlica ocorre de forma constante e resulta em flutuactes de
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pH na interface dente-biofilme dental, o que gera, na presenca de pH 4acido, subsaturagdo de
ions cdlcio e fosfato na saliva e biofilme, ocasionando a saida desses ions dos tecidos duros
do dente durante o tempo em que o pH permanecer baixo, provocando a desmineralizagdo e
dando inicio ao processo de carie (MARTINS; FRANCA, 2010).

O biofilme dental também se apresenta como agente etioldgico extrinseco da doenca
periodontal, infeccdo oportunista induzida por bactérias anaerdbias gramnegativas que
colonizam o biofilme quando maduro. De acordo com JUIZ et al. (2010), as principais espécies
encontradas e responsaveis pelo processo inflamatério gengival sao Fusobacterium nucleatum,
Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia.

HONKALA et al. (2011) relataram que a inflamagdo gengival é o estagio inicial para o
desenvolvimento da destrui¢ao periodontal, onde o controle da inflamagao através da remogéao
de biofilme levara a reducéo da prevaléncia e da progressao da doenga periodontal.

As respostas inflamatorias do periodonto abrangem duas categorias distintas: a gengivite e a
periodontite. A gengivite é manifestada clinicamente com o sangramento dos tecidos gengivais,
sem evidéncia de perda tecidual. Ja a periodontite ocorre quando a resposta inflamatéria
induzida pelo biofilme nos tecidos resulta na perda de inser¢ao conjuntiva no dente, reabsor¢ao
do osso alveolar e eventual perda do elemento dentario (ARMITAGE, 2004).

O controle diario do biofilme ¢é essencial para a manuten¢ao das condi¢des de saude, pois essa
acdo evita ou retarda a colonizagdo do meio gengival por espécies bacterianas (DITTERICH et
al., 2007).

Medeiros (1991) considera que grande parte das pessoas afetadas pela doenca periodontal o sao
unica e simplesmente por conta do descuido destas com a higiene bucal, uma vez que nao foram
educadas e motivadas para tal.

Relacionar a higiene bucal de acordo com as necessidades observadas através da evidenciagéo
de biofilme é a maneira mais eficaz de remogéo dos acimulos microbianos, pois o biofilme
corado atua como fator motivacional.

UTILIZAGAO DOS EVIDENCIADORES DE BIOFILME DENTAL COMO MOTIVADORES DA HIGIENE BUCAL

O controle diario do biofilme ¢ consagrado na literatura como o método mais simples e mais
eficaz para a manutencéo da saude bucal do paciente. No entanto, a obten¢ao da colaboragio
do paciente para sua execucdo na higiene bucal de forma satisfatoria pode ser trabalhosa
devido a dificuldade do desenvolvimento de habilidades e a necessidade de alteragdes de
habitos de higiene ja adquiridos.

A educagdo em satide tem como principal objetivo causar uma mudanga de atitude no paciente
em relacdo aos habitos com a satide bucal, que é alcancada através da criagdo ou mudanca
de percepgao por parte do paciente. Para que se alcancem estas mudangas, é de fundamental
importincia a motivagdo do paciente. A motivacdo humana é muito complexa e estd baseada
numa combinagdo de expectativas, ideias, crengas, sentimentos, esperancas, atitudes, valores
que iniciam, mantém e regulam o comportamento (DITTERICH et al., 2007).

A motivagdo é um requisito indispensavel para o aprendizado, devendo ser trabalhada o mais
precocemente possivel, assim que se iniciar o desenvolvimento da capacidade de compreensao
do individuo. E um processo pessoal, interno, que determina a diregio e a intensidade do
comportamento humano para promover a satde bucal e melhorar a qualidade de vida.

Para o controle eficaz do biofilme dental, a escovagdo precisa ser orientada e supervisionada
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pelo profissional, sendo a motivagao do paciente fundamental para se conseguir melhores
resultados. A eliminagdo dos depdsitos microbianos exige métodos mecanicos de higiene
bucal que tém a necessidade de serem ensinados e treinados com o paciente. Grande parte
das pessoas sabe que para ter saide bucal é preciso escovar os dentes diariamente. Mesmo
assim, na maioria das vezes, a higiene bucal é deficiente. As técnicas de controle do biofilme
requerem tempo e destreza e, consequentemente, o paciente s participa adequadamente
quando bem motivado (VALARELLI et al., 2011).

A motivagdo do paciente é muito mais importante do que apenas o aprendizado de uma
técnica de escovagao, pois é preciso que o mesmo esteja consciente de que a higienizagdo é
importante para si (LASCALA; MOUSSALLI, 1997).

De acordo com Rodrigues et al. (2002) é importante oferecer aos pacientes “auto-suficiéncia
odontolégica”, no sentido de tornd-los capazes de se auto-diagnosticarem e se cuidarem.
Com isso, excelentes resultados tém sido obtidos apds evidenciacdo do biofilme dental, pois,
assim, o paciente reconhece as areas que necessitam serem limpas e sente-se responsavel por
sua saude bucal.

As solugdes evidenciadoras devem fazer parte dos instrumentos de combate ao biofilme
dental, pois sdo fundamentais na orientagdo da escova¢do, ja que identificam as areas
envolvidas pelos depdsitos microbianos, atuando entdo como agentes motivadores.

De acordo com Petry e Pretto (2003), os principais objetivos dos evidenciadores de biofilme
dental sdo o estimulo visual de motivagédo e a identificagdo de areas onde deve ser aprimorada
a higiene bucal.

Pesquisa realizada por Almeida et al. (2003) com rela¢do a promogao de satde bucal através
da orientacdo, motivagdo e controle de biofilme em 132 criancas em creches de Alfenas
(MG) mostrou que elas, ao fazerem uso da solugdo evidenciadora, demonstravam grande
expectativa e interesse em aprender a remové-la, havendo com isso significativa redugao do
indice de placa inicial, comprovando que a orienta¢ao e motiva¢do da crianga sdo essenciais
para promogio da saude bucal.

Silva et al. (2004) avaliaram a influéncia do emprego de diferentes formas de apresentagdo
de agentes evidenciadores de biofilme dental com relagdo a redu¢ao do indice de placa em 62
estudantes de uma escola publica de Piracicaba (SP). Verificou-se que, independente da forma
de aplicagdo do evidenciador (pastilhas ou dentifricio), houve uma redugao significativa do
indice de placa, o que demonstrou o efeito motivador do evidenciador na populagao estudada.

CORANTES

Segundo a Resolugdo CNNPA n° 44, de 1977 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, 1977), considera-se corante a substincia ou a mistura de substincias que
possuem a propriedade de conferir ou intensificar a coloragao de um determinado
produto. Os corantes podem ser orgénicos (natural e sintético) e inorganicos. Mediante
emprego de processo tecnoldgico adequado, os corantes organicos naturais sdo obtidos
a partir de vegetais ou, eventualmente, de animais, e os corantes orgdnicos sintéticos sao
obtidos por sintese orgénica. Os corantes organicos sintéticos sao divididos em artificiais e
orgénicos sintéticos idénticos ao natural. Denomina-se artificial o corante ndo encontrado
em produtos naturais, e organico sintético idéntico ao natural o corante cuja estrutura
quimica ¢é semelhante a do principio ativo isolado de corante organico natural. Os corantes
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inorgéanicos sdo obtidos a partir de substincias minerais e submetidos a processos de
elaboragéo e purificagdo adequados a seu emprego (BRASIL, 2010).

A maijoria dos evidenciadores disponiveis no mercado apresenta em sua composicao
corantes organicos sintéticos, os quais tém sido comumente empregados em fungdo de
sua comprovada eficiéncia. Tal constatagdo fez com que o uso dos reveladores se tornasse
um excelente recurso como fonte de motivagdo para estimular e auxiliar o paciente na
realizacao de sua higiene dental, bem como conscientiza-lo quanto a presencga e necessidade
de remogao do biofilme (EMMI, 2006). Dentre as formas de aplica¢ao dos evidenciadores,
as mais utilizadas sdo pastilhas ou solugoes.

Alguns corantes sintéticos utilizados na formulagdo de evidenciadores sdo descritos em
patentes americanas. As patentes US. Pat. 3,309,274, US. Pat. 3,624,219, US. Pat. 3,997,658
e US. Pat. 4,064,229 sio referentes a utilizacao do corante eritrosina.

As patentes US. Pat. 4,992,256 e US. Pat. 4,302,439 sdo referentes aos corantes vermelho 40
e acid red 33, respectivamente.

Na patente US. Pat. 3,309,274, Brilliant (1967) avaliou os corantes fluorescentes eritrosina,
verde FD&C N° 8, vermelho FD&C N° 19, vermelho FD&C N° 22, vermelho FD&C N° 28,
amarelo FD&C N° 7 e amarelo FD&C N° 8, os quais sdo visiveis apenas sob exposi¢ao a luz
ultravioleta. Na patente US. Pat. 3,624,219, Perlitsh (1971) verificou que a eritrosina foi mais
eficiente no evidenciamento do biofilme quando comparada aos corantes amaranto e azul
brilhante, em virtude destes apresentarem elevada solubilidade em agua e nao colorirem
satisfatoriamente as bactérias. Nas patentes US. Pat. 3,997,658 e US. Pat. 4,064,229, BLOCK;
DERDIVANIS (1976; 1977) desenvolveram evidenciadores combinando os corantes
eritrosina e azul FD&C NP° 1, eritrosina e verde FD&C N° 3 e eritrosina e Hercules Green
Shade 3. Os resultados da pesquisa mostraram que os reveladores coloriram distinta e
seletivamente o biofilme de acordo com sua maturidade. Skaggs et al. (1991), na US. Pat.
4,992,256, desenvolveram um evidenciador contendo o corante vermelho 40 e o comparam
aoutros dois reveladores cujos corantes utilizados foram eritrosina e eosina. Neste trabalho,
o vermelho permitiu uma melhor visualiza¢ao do biofilme e sabor mais agradavel quando
comparado aos outros evidenciadores. Além disso, ndo coloriu demasiadamente a lingua,
gengiva e tecidos adjacentes e foi facilmente removido. Na patente US. Pat. 4,302,439,
Selwyn (1981) mostrou que o corante acid red 33 foi facilmente removido dos labios e
gengivas dois minutos ap6s a realizagao da higiene bucal. O mesmo comportamento nao
foi observado quando a eritrosina foi utilizada como corante.

Muitos corantes evidenciadores disponiveis no mercado e comumente utilizados por
profissionais da drea apresentam o inconveniente de causar possiveis efeitos colaterais
locais e sistémicos ao paciente (VIVO; ANAUATE NETO, 2001) e satisfazem apenas
parte dos requisitos necessarios para um evidenciador ideal, ou seja, ser atdxico, de facil
obtengao, aplicagao, manipulagdo, remogdo e armazenamento. Além disso, deve apresentar
sabor agradavel e coloragdo contrastante para facilitar a diferenciagdo com a gengiva
marginal, ndo corar residualmente as mucosas labiais, jugal e gengival e as restauragdes
ou fissuras dentarias por demasiado tempo, ndo provocar irritagio tissular e ser eficaz no
evidenciamento do biofilme (SKAGGS et al., 1991).

Corantes sintéticos sdo largamente utilizados para os mais diversos fins e dominam as
aplicagdes em alimentos, tecidos e farmacos, principalmente por apresentarem alta
estabilidade as variacdes de condi¢des de uso. No entanto, em funcio das continuas
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restrigdes legais ao uso de corantes sintéticos, particularmente os que apresentam efeitos
cancerigenos (NAZARE et al., 1996; PAULA, 2007), o interesse por corantes naturais
¢ constante e muitos estudos sobre novas fontes, métodos de extracdo e técnicas de
estabilidade vém sendo realizados ao longo dos anos.

ANTOCIANINAS

Dentre os pigmentos naturais existentes na natureza, as antocianinas representam,
juntamente com os carotendides, a maior classe de substancias coloridas do reino vegetal.
Encontram-se amplamente distribuidas em flores, frutos e folhas (MACZ-POP et al., 2006).
As antocianinas s3o uma alternativa viavel para a substituicdo de corantes sintéticos em
diversos segmentos, dentre os quais se destacam as industrias alimenticia, farmacéutica e
cosmética, devido a sua evidéncia em termos visuais e solubilidade em agua, o que permite
sua incorporagdo em uma grande variedade de produtos (MACZ-POP et al., 2006; POZO-
INSFRAN et al., 2004; TERCI, 2004).

Além disso, os pigmentos antocidnicos sao consumidos pelo homem através de frutas e
vegetais em geral ha geragdes, sem apresentar, aparentemente, qualquer efeito prejudicial
a saude. Essas substancias fazem parte de um grupo muito importante de pigmentos
naturais denominados flavondides, cuja estrutura quimica bésica é -C,-C,-C-, sendo
que as duas partes da molécula com seis carbonos sdo anéis aromaticos. Diferentemente
dos outros flavondides, as antocianinas sdo capazes de absorver fortemente na regiio
visivel do espectro, conferindo uma infinidade de cores entre laranja, vermelho, purpura
e azul, dependendo do meio em que se encontram (STRINGHETA; BOBBIO, 2000).
Quimicamente, sdo definidas como glicosideos de antocianidinas. As antocianidinas ou
agliconas tém como estrutura basica o cation 2-fenilbenzopirilium, também denominado
cation flavilium (Figura 1) (CONSTANT, 2003).

As diversas formas antocidnicas encontradas diferem entre si pelo nimero de grupos
hidroxilicos presentes na aglicona e grau de metilagdo destes, pela natureza, nimero e
sitio de ligagdo dos agticares e pelo niumero e natureza de acidos alifaticos e/ou aromaticos
ligados a molécula de agtcar (STRINGHETA; BOBBIO, 2000).
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Figura 1. Cation 2-fenilbenzopirilium ou flavilium (R1 = agtcar, R2 e R3 =H/OH/OCH3)
(Adaptado de ALBARICI et al., 2006).

Assim como as antocianidinas, as antocianinas (Figura 2) possuem um grupo hidroxila
nas posi¢ées C3, C5 e C7. No entanto, somente nas antocianinas, uma ou mais destas
hidroxilas estdo ligadas a agticares que ocorrem como mono, di e/ou triglicosideos. As
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posicoes ocupadas pelos agucares, em ordem de preferéncia, sao: C3, C5, C7, C3’, C4’ e C5.
Quando ha apenas uma substituicdo com glicosideo, a posigdo C3 é preferencial. Quando
dois agticares estdo presentes, geralmente um esta na posicao C3 e o outro pode estar em C3
como um dissacarideo ou nas posi¢des C5, C7, C3’, C4’ e C5 (FAVARO, 2008). Na Figura 2,
o grupo R1 é sempre representado por aglicares, o que caracteriza as antocianinas. Quando
este grupo é um hidrogénio, trata-se de uma molécula de antocianidina.
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Figura 2. Estrutura quimica bdsica de uma antocianina (R1 = agucar, R2 e R3 = H/OH/
OCH3) (Adaptado de KONG et al., 2003).

A coloragao e/ou estabilidade das antocianinas depende de muitos fatores como
concentragio, tipo de solvente, temperatura de extracdo e armazenamento, exposicdo a
luz, variacoes de pH, estrutura quimica da molécula e presenga de substincias capazes de
reagir reversivel ou irreversivelmente com a antocianina (KIRCA et al., 2006; LOPES, 2002;
MACZ-POP et al., 2006; REVILLA et al., 1998; TURKER; ERDOGDU, 2006).

O pH é certamente o fator mais importante, uma vez que, em solu¢des aquosas, as trés
estruturas que a agua pode apresentar (H+, OH- e H20) sao altamente reativas com os
pigmentos antocianicos. Dependendo do grau de acidez ou alcalinidade, as antocianinas
assumem diferentes estruturas quimicas e, consequentemente, apresentam distintas
coloragdes (CONSTANT, 2003). A Figura 3 mostra as diferentes estruturas quimicas
assumidas pelas antocianinas em fungdo do pH.

A faixa de pH encontrada nos vactolos celulares das plantas nao é favoravel
termodinamicamente a presenca do cation flavilium, o que levou a natureza a empregar
varias técnicas para estabilizar as espécies responsaveis pela coloragdo das antocianinas
(FREITAS, 2005). Um dos casos mais ilustrativos é o da horténsia (Hydrangea macrophylla),
cujo pigmento encontrado tanto nas flores azuis como nas rosas ¢ a delfinidina 3-glicosideo
(YOSHIDA et al., 2003). Nas plantas de floracdo azul, o pH dos vactiolos celulares é 4,1. Ja
nas horténsias de pétalas rosa o pH vacuolar é 3,3. Os fatores que explicam a existéncia
do cation flavilium em pHs tdo elevados e a diferenca de cores para a mesma antocianina
sao a atuacdo de outros polifendis como copigmentos e a concentragdo de ions Al3+
nos vacuolos (FREITAS, 2005). A copigmenta¢ao é um dos fatores mais importantes na
variedade e estabilidade de cores no reino vegetal. O fendmeno ¢é resultado da associacao
do cation flavilium e da base quinonoidal com outros metabdlitos presentes no meio
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celular, denominados copigmentos. Os copigmentos sdo geralmente compostos fenoélicos,
flavonoides nao antocianicos e acidos alifaticos (GONNET, 1998) que ndo absorvem na
regido visivel, mas ao interagirem com a antocianina provocam um desvio da absor¢ao para
comprimentos de onda maiores e um aumento na intensidade da coloragao da antocianina
(FREITAS, 2005).
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Figura 3. Transi¢oes das estruturas das antocianinas em fun¢ao do pH (R1 = agucar, R2 e
R3 = H/OH/OCH3) (Adaptado de ALBARICI et al., 2006; CONSTANT, 2003; FAVARO,
2008; FREITAS, 2005).
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A escolha do método de extragdo de antocianinas depende largamente do propdsito da
aplica¢do, bem como da natureza antocidnica da matéria-prima (CONSTANT, 2003). No
caso de aplicagdes industriais, é importante que o método seja simples, rapido, de baixo
custo e que utilize solventes extratores de baixa toxicidade (FREITAS, 2005). Fatores como
tempo de maceragdo, area e tempo de contato entre solvente e soluto, tipo de solvente ou
tratamentos que provoquem a destrui¢ao das células da epiderme da casca aumentam o
rendimento do processo (CONSTANT, 2003).

Por serem hidrossoluveis, as antocianinas sdo facilmente extraidas com solventes polares.
Solventes alcodlicos, como metanol e etanol, sio os mais comumente utilizados. Embora
a extragao com alcool metilico seja mais eficiente, o etanol é preferencialmente utilizado
devido a sua menor toxicidade. Solventes extratores alcodlicos acidificados também tém
sido empregados com o proposito de favorecer a extragdo, pois auxiliam a penetragdo do
solvente nos tecidos das frutas e vegetais, além de aumentar a estabilidade dos extratos
por dificultar o aparecimento de fungos que degradam as antocianinas (CASTANEDA-
OVANDO et al,, 2009; CONSTANT, 2003; FAVARO, 2008).

No entanto, o uso de solventes acidos no processo de extragdo deve ser cauteloso, pois o
excesso de acido pode levar a formagédo de antocianidinas e outros flavonéides por hidrdlise.
Neste caso, em estudos quantitativos, a hidrélise poderia gerar resultados superestimados
da concentragao total de antocianinas, principalmente se a espectrofotometria for o método
de analise empregado na quantificagdo (REVILLA et al., 1998).

Outros solventes empregados em alguns métodos de extragao sdo o didxido de enxofre
(SO2), em meio aquoso ou alcoodlico, e acetona. A extragdo com SO2 geralmente apresenta
maiores rendimentos em termos de concentragao de corante, grau de pureza do extrato,
intensidade de coloragdo e estabilidade do produto (CONSTANT, 2003). A principal
vantagem da acetona como solvente extrator seria a maior facilidade de secagem dos extratos
apos o término do processo, por se tratar de um solvente mais volatil e, consequentemente,
requerer temperatura de ebulicdo menor. Porém, a aplicagdo da acetona como solvente
extrator em rotina industrial ndo é vantajosa devido a maior toxicidade e periculosidade,
quando comparada com solventes aquosos e alcodlicos (FAVARO, 2008).

Por serem substincias termicamente instaveis, temperaturas de extragdo superiores a
60°C podem provocar a degradagdo térmica das antocianinas e afetar a concentragdo das
mesmas nos extratos e a estabilidade destes, por favorecer a extragao conjunta de acidos
fenolicos e taninos, além da formagao de complexos com proteinas (JING; GIUSTI, 2007).
As antocianinas sao comumente identificadas e quantificadas através do método do pH
diferencial e de técnicas espectrofotométricas e cromatograficas. A ressonancia magnética
nuclear e a espectrometria de massas sao utilizadas na identificagao de pigmentos ainda
desconhecidos e/ou com estrutura quimica complexa.

Embora inimeras espécies vegetais sejam consideradas fontes potenciais de antocianinas,
poucas sdo empregadas comercialmente em fungdo de aspectos economicos, técnicos e
legais.

Uva, framboesa, amora, ameixa, cereja, jabuticaba, figo, amora e ma¢a sao algumas frutas ja
extensivamente estudadas. Cereais, legumes, tubérculos (repolho roxo, rabanete, berinjela
e feijao) e diversas flores e sementes (girassol e inflorescéncia do capim gordura) tém sido
alvos de estudo e muitos dados ja sdo disponiveis no que diz respeito a composi¢do da
fracdo antocidnica (MALLACRIDA; MOTTA, 2006). Diante disso, esforcos tém sido feitos
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no sentido de encontrar outras fontes de antocianinas que, além de estaveis, sejam viaveis,
ndo apenas em termos tecnoldgicos, como mercadologicos e econdmicos.

Evidenciadores a base de corantes naturais sdo descritos nas patentes US. Pat. 4,431,628
(GAFFAR, 1984), US. Pat. 4,517,172 (SOUTHARD, 1985) e US. Pat. 7,182,935. De acordo
com Emmi e Rocha (2001), o desenvolvimento de evidenciadores onde a populagdo conheca
seus componentes e estes sejam naturais e facam parte do seu cotidiano deve favorecer sua
utilizagao como agente motivador a higiene bucal, podendo levar a uma opgao de consumo
mais saudavel.

Na patente US. Pat. 4,431,628, os corantes betaxantinas (coloragdo amarela) e betacianinas
(coloragdo vermelha), pertencentes a classe das betalainas, foram extraidos da beterraba
e os evidenciadores apresentados na forma de comprimido, solugdo, gel e aerossol. A
patente US. Pat. 4,517,172 descreve o emprego de extratos de sanguinarina obtidos das
plantas Sanguinaria canadensis, Macleaya Cordata, Corydalis sevctvozii, C. ledebouni,
Chelidonium majus e de uma mistura destas. No entanto, a visualizagdo do biofilme s6
foi possivel através da exposicao deste a luz ultravioleta, o que inviabiliza o seu uso por
pacientes em casa.

PROPOSTA DE INOVAGAO TECNOLOGICA: EVIDENCIADOR DE BIOFILME DENTAL UTILIZANDO
PIGMENTOS ANTQCIANICOS DO ACAI

A observagao de que os dentes e labios ficavam corados ao se ingerir o agai despertou o interesse
para testar se esta coloracdo apresentava seletividade e se fixava ao biofilme dental, o que
poderia ser um excelente aliado dos profissionais da Odontologia, estimulando a higiene bucal.
Esta hipotese propiciou o desenvolvimento de um produto com tecnologia inovadora, o que
aconteceu em duas etapas, firmando uma parceria entre Embrapa Amazonia Oriental e UFPA.
Os pigmentos antocianicos foram extraidos no Laboratéorio de Corantes Naturais da
Embrapa Amazdnia Oriental, no qual foram realizados diversos estudos para identificacdo
de vegetais da flora Amazodnica produtores de corantes (NAZARE, 1996; NAZARE et al.,
1996; NAZARE; MARTINS, 1996).

Emmi e Rocha (2001), ap6s extragao desses pigmentos, desenvolveram e testaram um produto
que evidenciava seletivamente o biofilme dental. A elaboracdo do produto evidenciador,
assim como os testes de verificagdo de eficacia foram realizados nas clinicas da Faculdade de
Odontologia da UFPA. Foi necessaria a elaboragdo de quatro composigdes evidenciadoras
teste até se chegar a um produto final que conseguiu evidenciar o biofilme dental oferecendo
um sabor agradavel e um contraste de coloragdo com a superficie dental e demais tecidos moles
bucais. Nesta etapa, o objetivo principal foi verificar a eficacia do produto desenvolvido com o
corante a base de acai na identificacio de sitios nos dentes comprometidos pelo biofilme. Para
isso, foi utilizado como parametro, o Indice de Placa Visivel (IPV), adaptado por Axelsson e
Lindhe (1974), que preconiza o registro quanto a presenca ou auséncia de biofilme em todas
as superficies de seis dentes-indices, antes e ap6s a aplica¢do do produto corante. Estes testes
foram realizados com 48 estudantes da Faculdade de Odontologia da UFPA. Os resultados
desta etapa mostraram a eficacia do produto, ao registrar que quase dois dentes, onde nao era
observado biofilme através do método visual, se mostravam comprometidos pelos depdsitos
microbianos ao usar o evidenciador.

Estes resultados propiciaram o registro da patente US. Pat. 7,182,935, na qual foram
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desenvolvidas solugdes aquosa e alcodlica evidenciadoras de biofilmes dentais a base de
corantes naturais extraidos dos frutos do acai (NAZARE et al., 2007).

Para validar a eficacia do produto evidenciador, Emmi (2006) comparou a solugdo a base
de antocianinas a dois evidenciadores com corantes sintéticos muito utilizados na pratica
clinica, Replak® (corante azul/vermelho alimenticio) e Plakstesim® (fucsina). Nesta fase,
os testes foram realizados em 42 alunos de graduagao da Faculdade de Odontologia da
UFPA, utilizando os mesmos pardmetros da primeira etapa: a presen¢a ou auséncia de
biofilme em todas as superficies dentarias de seis dentes-indices, antes e apds a utilizacao
dos corantes, com intervalo de sete dias entre as analises, utilizando para isso, o Indice de
Placa Visivel (IPV). Os resultados comprovaram que o revelador desenvolvido mostrou-se
superior quanto a identifica¢do do biofilme dental, quando comparado estatisticamente
aos evidenciadores comerciais, com nivel de significincia menor que 0,01. Isso permite
afirmar que o evidenciador desenvolvido é uma alternativa promissora para o mercado
odontolégico, levando em consideracdo que existe uma tendéncia, na atualidade, & maior
utilizacdo de corantes naturais, além do aproveitamento da biodiversidade amazonica,
colaborando para a agregacdo de valor de fontes naturais regionais.
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