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RESUMO

Enteroccoccus faecalis (E. faecalis) € uma bactéria de profundo interesse para a
area da saude, uma vez que esta envolvida em diversas patologias, como as
associadas ao trato urinario, infecgbes oportunistas em centros hospitalares de
tratamento intensivo, em doencas orais, também como bactérias oportunistas, como
carie, doencas periodontais e endodénticas. A eliminacdo e o controle de infec¢cbes
causadas por este micro-organismo € de extrema importancia. Na Odontologia, em
especial, a utilizacdo de agentes quimicos tradicionais, como clorexidina e
hipoclorito de sddio, usados como substancias padrdo neste trabalho, apresentam
desvantagens, tornando importante a busca por substancias coadjuvantes. O Brasil
€ 0 pais que detém 20% da biodiversidade mundial. Tamanha riqueza em espécies
proporciona um elevado potencial de se encontrar novas moléculas potencialmente
bioativas. Baseado nesta possibilidade, a Universidade Paulista implantou, ha mais
de dez anos, um programa de bioprospeccédo de novos agentes anti-infecciosos e
antitumorais. Dentro deste programa, seus pesquisadores sistematicamente coletam
plantas da Floresta Amazonica e da Mata Atlantica para serem estudadas quanto as
suas propriedades farmacolégicas e fitoquimicas. Neste contexto, o presente
trabalho foi desenvolvido com o intuito de se identificar extratos vegetais ativos
contra E. faecalis. Estudos prévios realizados pelo grupo de pesquisa foram feitos
com 2200 extratos vegetais, em modelo de microdiluicdo em caldo, no qual os
extratos foram avaliados na concentracdo de 100 pg/mL e suspensao bacteriana de
1 x 10> UFC/mL. Destes extratos, 25 apresentaram atividade contra E. faecalis e
foram testados em um modelo de disco difusdo em agar (DD), na concentracdo de
200 mg/mL e suspensdo bacteriana de 0,5 McFarland. Além disso, foram testados
no modelo de microdiluicio em caldo (MDC), em diferentes concentracfes
bacterianas, de 1x107,1x10°, 1x10°, 1x10*, 1x10°® e 1x10® UFC/mL. No modelo de
microdiluicdo em caldo (MDC), foram adicionados 10 pL de cada uma das solucdes
de extratos ou substancias — padréo a 190 pL de suspensao bacteriana. No modelo
de DD, verificou-se que todos os extratos e solucdes padrédo inibiram, em algum
grau, o crescimento bacteriano. O modelo da MDC permitiu 0 estabelecimento da
concentracdo inibitdria minima e concentracdo bactericida minima para os extratos
ativos. Trés extratos, pertencentes as familias Rubiaceae, Convolvulaceae e
Clusiaceae, apresentaram atividade bactericida em concentracdes < 300 ug/mL.
Com estes resultados, somados a importancia clinica de E. faecalis, torna-se
evidente a importancia de se buscar novos produtos naturais antimicrobianos
derivados de plantas Amazonicas.

Palavras-chave: Enterococcus faecalis, antimicrobianos, infeccbes bucais, extratos

vegetais, Floresta Amazonica.



ABSTRACT

Enteroccoccus faecalis (E. faecalis) is a bactéria of important interest in human
health, once it is involved in inoumerous pathologies, as those associated to the
urinary system, as an opportunistic micro-organism responsible to systemic infections
in intensive care patients, as well as opportunistic in oral diseases, such as cavities,
periodontologic and endodontic conditions. The elimination and control of de
infections caused by this micro-organism is of extreme importance. In Odontology,
especially, the use of traditinal substances such as chilrorhexidine and sodium
hypochloride, both used as standar drugs in the current study, show strong
disadvantadges, which culminate in the extreme need for new drugs to be introduced
in therapy. Brazilian biodiversity is the hugest in the world, and gather 20% of the
world’s biodiversity.. such species richness represents an elevated potential in
finding new antibiotics of natural sources. Based upon those possibilities,
Universidade Paulista implemmented, 10 years ago, a bioprospecting program set up
to finding new anti-infectious and antitumor compounds. In this program, researchers
systematically colect plants from the Amazon Rain Forest and from Mata Atlantica to
be processed and studied in relation to their pharmacological and phytochemical
properties. Considering the present context, this work was carried out with the aim of
identifying crude plant extracts active against E. faecalis. Previous studies were
primarily done with more than 2,000 extracts, diluted at 100 pg/mL, in the
microdilution caldo assay (MBA), using bacteria concentration of 1 x 10> CFU/mL.
Results showed that 25 out of 2,000 extracts showed activity against E. faecalis.
Thus, these extracts were tested in the disk diffusion method (DD), in the
concentration of 200 mg/mL and bacterial suspension prepared at 0,5 McFarland.
More over, the same extracts were tested in the MBA using different extract
concentrations and different bacteria concentrations. In the MBA, ten pL of each
sample were added to 190 pL of bacteria suspension and turbidity/clearness was
evaluated to each sample. In the DD, it was verified that all the 25 extracts showed
some degree of bacterial growth inhibition. MBA permitted to establish the minimal
inhibitory concentrations and minima bactericidal concentrations for the 25 plant
extracts. Three extracts, obtained from plants belonging to the Rubiaceae,
Convolvulaceae and Clusiaceae families showed bactericide activity in
concentrations < 300 ug/mL, and may be a rich source of new antibacterial
molecules. The clinical importance of E. faecalis and the search for new antibacterial
molecules is highlighted by all the possibilities the richest biodiversity of the world
offers to science..

Keywords: Enterococcus faecalis, antibacterial, oral infections, plant extracts,

Amazon Rain Forest.
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1 INTRODUCAO

Desde os tempos remotos, a busca cientifica do controle de diversas doencas
€ alvo nas diferentes areas da saude. Os estudos pormenorizados acerca das
reacdes bioldgicas interligam a Odontologia, Medicina, Farmacia, Quimica, Botanica,
Microbiologia e Patologia. O reconhecimento e identificacdo dos micro-organismos
presentes nas patologias sistémicas e bucais favorecem a adocdo de medidas que
visam controlar os mesmos.

Enterococcus faecalis (E. faecalis) é um dos principais patégenos
nosocomiais, capaz de resistir a diversos agentes antimicrobianos e causar diversas
doencas, pois colonizam o trato intestinal e genito-urinario, além de merecerem
atencdo por estarem relacionados as endocardites infecciosas e infec¢cbes em
feridas cirargicas. Na cavidade bucal é possivel encontrar E. faecalis em lesdes de
carie, nas doencas periodontais e principalmente nas infec¢cdes endodénticas, cuja
contaminagcdo pulpar pode ocorrer via tubulos dentinarios através das lesfes de
carie e via doenca periodontal. A capacidade de invadir tibulos dentinérios, resistir a
diversos antibiéticos e solu¢des irrigadoras antimicrobianas e sobreviver na auséncia
de nutrientes traduzem o porqué dos estudos tentarem suprimir e sustentar o
controle deste micro-organismo que contribui para o insucesso da terapia
endodontica.

O preparo quimico e mecéanico dos tratamentos propostos na leséo de carie,
infeccbes periodontais e endoddnticas tem por objetivo diminuir a infeccdo e
propiciar um ambiente favoravel a eficacia do tratamento. A caracteristica deste
preparo esta relacionada a tentativa de combater diversos micro-organismos, dentre
0s quais E. faecalis, bactéria que ganha uma alta viruléncia nas condi¢gbes
patolégicas da doenca endodéntica e que se torna o principal alvo de ataque
medicamentoso no tratamento desta condicdo. Atualmente, o numero de
substancias irrigadoras com propriedades antimicrobianas empregadas no
tratamento periodontal, endoddntico e lesdes de carie € limitado em decorréncia de
diversos fatores, como toxicidade, pH, sabor e odor desagradaveis e a incapacidade
de degradar matéria organica e smear layer. As substancias mais indicadas e
utilizadas sédo digluconato de clorexidina 0,12% (periodontia) e 2% (dentistica e

endodontia) e hipoclorito de sodio 1% (endodontia). Uma vez confirmados os fatores



indesejaveis destas solugBes, torna-se necesséria a introducdo de novas
ferramentas para auxiliar o Cirurgido Dentista no combate a E. faecalis.

O uso de plantas medicinais é descrito desde Hipdcrates (460 a.C.). As
propriedades terapéuticas das plantas ja eram conhecidas pelos povos primitivos da
China, india e Egito. Atualmente, o uso de plantas medicinais continua a ser
bastante difundido, em particular, em regides onde o acesso a medicamentos
industrializados é limitado ou inexistente, como alguns paises da Africa, América
Latina e Asia. Estudos sistematicos com extratos vegetais e animais tém
demonstrado que é possivel se encontrar compostos com potencial de serem
transformados em medicamentos, como alguns quimioterdpicos antitumorais
(paclitaxel, vincristina, vimblastina, podofilotoxina) e antibacterianos (penicilina,
eritromicina) (YOUNES et al. 2007; SUFFREDINI et al. 2002a; SUFFREDINI et al.
2002b).

O Brasil € o pais com maior biodiversidade do planeta e detém cerca de 20%
de todas as espécies vegetais ou animais do mundo. A Mata Atlantica contém
aproximadamente 35% de todas as Angiospermas do mundo e mais de 8% das
Pteridofitas (Dossié Mata Atlantica, 2001). Além disso, somente uma pequena
guantidade de plantas e/ou animais foram estudados do ponto de Vvista
farmacoldgico ou fitoquimico, tornando imediata a necessidade de se implementar
estudos em grande escala em determinadas regides, como Amazbnia e Mata
Atlantica, ampliando o conhecimento da potencialidade quimica e farmacolégica das
plantas presentes nas florestas brasileiras.

Diante do exposto, a Universidade Paulista estabeleceu, em 1996, um
programa de bioprospeccdo em larga escala que visa, dentre outras coisas,
estabelecer uma extratoteca representativa da flora brasileira, triar os extratos em
modelos biolégicos in vitro e identificar os compostos ativos presentes nos extratos.
Este programa possui autorizacdo de coleta de material vegetal expedida pelo
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis — IBAMA,
e possui autorizagcdo para acessar 0S recursos genéticos, expedida pelo Conselho
de Gestdo do Patrimbnio Genético, CGen. Neste programa, os extratos ja foram
testados contra células de tumores humanos de mama, prostata, colon, pulméo,
sistema nervoso central, cabeca-e-pescoco e leucemia, e contra diversos micro-
organismos, como Staphylococcus aureus (S. aureus), Escherichia coli (E. coli),

Pseudomonas aeruginosa (P. auruginosa), Candida albicans (C. albicans),



Streptococcus mutans (S. mutans), Streptococcus sanguinis (S. sanguinis) e
Enterococcus faecalis. Os resultados da triagem realizada com este Ultimo micro-
organismo, de nitida importancia em Odontologia, geraram o presente trabalho.
(SUFFREDINI et al. 2004; SUFFREDINI et al. 2006a; SUFFREDINI et al. 2006b) .

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Enterococcus faecalis

O género Enterococcus é representado por varias espécies, sendo duas
principais a causarem a maioria das infec¢des: E. faecalis, mais frequente nas
infeccbes, representando 90% dos casos, e E. faecium, que apresenta uma
incidéncia de 5% a 10%. S&o cocos cujo tamanho varia de 0,6 a 2,5 um, dispostos
em curtas cadeias geralmente em pares, sdo moéveis, embora tenham poucos
flagelos, ndo sdo catalase responsivos, sdo saprofitas, crescem a temperatura de
10°C a 45°C, pH 9,6, crescem em solugbes salinas e em detergentes, sdo
anaerobias Gram-positivas facultativas e podem estar associados a casos de
individuos  hospitalizados por longos periodos, especialmente aqueles
imunossuprimidos (MURRAY 2000; LEME, FERREIRA 2001; MORNER et al. 2005;
ZARRILI et al. 2005).

E. faecalis (Figura 1) € considerado um dos principais patdgenos nosocomiais
e, dependendo da cepa, pode resistir aos diversos antimicrobianos existentes. Pode
ser encontrado em condi¢cbes patoldgicas nos tratos intestinal e genito-urinario,
vesicula biliar e na cavidade bucal. A ocorréncia sistémica destes patdogenos pode
fornecer informacdes importantes que alertam a possibilidade de endocardite
infecciosa e infec¢cdes em feridas cirargicas (HORNER et al. 2005).

A figura 1 apresenta uma imagem das colbnias obtidas da cepa padréo de
Enterococcus faecalis cédigo 29212, originada da American Type Culture Collection
- ATCC®, Estados Unidos. A bactéria foi estriada em placa de Petri em meio Miiller

Hinton &gar, 24 horas de crescimento a 37°C.



Figura 1. Meio de cultura da cepa padrao Enterococcus faecalis codigo 29212, originada da
American Type Culture Collection - ATCC®, Estados Unidos, estriada em placa de Petri, meio Miiller
Hinton agar, apds 24 horas de crescimento a 37°C.

Algumas cepas de E. faecalis podem apresentar resisténcia aos
antimicrobianos beta-lactamicos, como ampicilina e penicilina (ASLANGUL et al.
2005), aminoglicosideos (gentamicina e estreptomicina) (KONEMAN et al. 2001,
ZARRILLI et al. 2005) e glicopeptideos (vancomicina) (CORVALIN et al. 2006).

2.2 Doengas bacterianas causadas por Enterococcus faecalis

E. faecalis esta associada as infeccbes que acometem os tratos intestinal e
genito-urinario, vesicula biliar, bacteremia, endocardite infecciosa (Pasticci et al.
2008) e doencas que ocorrem na cavidade bucal (SOUTO et al. 2006; PARADELLA,
KOGA-ITO, JORGE 2007).

Gould et al. (2004) concluiram em seus estudos que as infeccfes associadas
a E. faecalis no trato urinario sdo comumente encontradas nos homens,
principalmente aqueles internados em hospitais a mais de 30 dias.

Sandri (2004) relata que o trato intestinal € a segunda regido acometida por
infecgbes causadas pelo micro-organismo. A endocardite infecciosa e as
bacteremias sao importantes patologias encontradas interligadas a E. faecalis, assim



como as infeccbes em feridas cirargicas (HORNER et al. 2005, DESHPANDE et al.
2007).

Uip et al. (1996) avaliaram as ocorréncias e 0s agentes etioldgicos em 100
pacientes submetidos a transplante cardiaco, cuja cariopatia prévia motivou o
transplante. A profilaxia antibittica foi realizada em todos os casos, sendo que 73
pacientes receberam cefoxitina e oxacilina, 27 pacientes receberam, cefuroxima, 66
pacientes foram submetidos a imunossupressores do tipo corticosteréides,
azatioprina e ciclosporina e o0os 34 restantes receberam adicdo da globulina
antilinfocitica. Mesmo seguindo um protocolo profilatico e terapéutico rigoroso, foram
constatadas diversas infec¢cdes pds-transplante, dentre as quais, a endocardite
infecciosa, que foi observada em cinco pacientes. Dos cinco pacientes, trés foram a
Obito, e destes, dois apresentaram E. faecalis relacionada a endocardite.

Ruiz-Junior, Schirmbeck, Figueiredo (2000) analisaram 0s agentes etiol0gicos
da endocardite infecciosa presente em 168 pacientes portadores de diversas
doencas por um periodo de seis anos e verificaram que o Enterococcus faecalis
estava presente em oito pacientes (4,7% dos casos).

Furtado et al. (2005) realizaram um estudo epidemiolégico durante o periodo
de 2000 a 2002, no Hospital Universitario da Escola Paulista de Medicina de Sao
Paulo, com 660 individuos. Foram uutilizadas 240 culturas positivas de E. faecalis
resistente a vancomicina, e verificaram um aumento progressivo da resisténcia com
o passar dos anos. Além disso, observaram que 0s pacientes que apresentavam
infeccdo urinéria (36,6%), infeccdo na corrente sanguinea (20,8%), infeccdo na
ferida cirargica (7,9%) e contaminag¢do na ponta de catéter (7,9%) eram o0s que
apresentavam maior sensibilidade a vancomicina, respectivamente. Sendo assim, 0s
autores concluiram que as infeccbes por E. faecalis sdo mais incidentes em
unidades criticas, como unidades de terapia intensiva — UTI, seguido pelo pronto
socorro.

Horner et al. (2005) determinaram o perfil de sensibilidade do género
Enterococcus em pacientes do Hospital Universitario de Santa Maria, Rio Grande do
Sul, por um periodo de um ano. Verificaram que, das 233 cepas de Enterococcus
isoladas, 32 foram isoladas de individuos presentes nos ambulatérios e 201 de
pacientes internados, dos quais 12 se encontravam no bloco cirargico, 14 na UTI
pediatrica, sete na pediatria, 22 na UTI adulto, 137 na clinica médica e 9 na

obstetricia. Das cepas de Enterococcus isoladas, 198 eram E. faecalis e o restante



correspondiam as demais espécies. Os resultados demonstraram a necessidade de
se reduzir a transmissdo de paciente para paciente, bem como alertaram
veementemente sobre a importancia de controlar as infeccbes advindas de E.

faecalis.

2.3 Etiopatogenia das infec¢des bucais

2.3.1 Cérie dental, infeccdes periodontais e infec¢cfes endoddnticas

E. faecalis é um indicador biolégico extensivamente avaliado na endodontia,
devido & sua prevaléncia elevada nos casos de insucesso no tratamento
endodontico (SUNDQVIST, et al. 2003; KRISTICH et al. 2004; DUGGAN, SEDGLEY
2007). Entretanto, também estdo associados as lesdes de carie e infeccbes
periodontais como bactérias oportunistas (SOUTO et al. 2006).

A carie é uma doenca infecciosa crénica de etiologia multifatorial, cujos
principios estdo na formacédo do biofilme dental aliado as condi¢cdes predisponentes
ao desenvolvimento, como dieta, tempo sem profilaxia, condi¢des fisiopatoldgicas e
imunoldgicas do hospedeiro, micro-organismos presentes, fermentacédo de acucares
e liberacdo de acidos que desmineralizam a estrutura dentaria (BARBOSA,
MEDEIROS 2002). Outras bactérias menos frequentes podem estar presentes no
biofime dental em condi¢cdes patolégicas que permitem o desenvolvimento da
doenca carie (Figura 2), como Enterococcus faecalis, que fazem parte do complexo
bacteriano bucal (PARADELLA, KOGA-ITO, JORGE 2007; SOBRAL et al. 2007).



Figura 2. Les&o de cérie.

A lesdo de cérie é uma importante via de acesso para micro-organismos
atingirem a polpa dentaria. Quando este micro-organismo é E. faecalis, a polpa é
afetada por um processo inflamatério e infeccioso, desencadeado em funcédo da
capacidade de invasédo e aderéncia aos tubulos dentinarios que E. faecalis possui.
Por isso, Souto et al. (2007) realizaram um estudo histoquimico sobre a presenca de
bactérias nas lesBes cariosas e periapicais. Selecionaram 40 casos in vivo de lesées
periapicais diagnosticadas por exame histopatolégico apdés a exodontia dos
elementos dentarios. Dos 40 dentes estudados, 13 apresentaram céarie. Cada dente
cariado foi preparado para avaliacdo histopatoldgica e histoquimica a fim de verificar
a presenca de bactérias em cada caso. Os resultados revelaram a predominancia de
cocos em relacdo aos bacilos no interior dos tubulos dentinarios. Observaram
também que, em todos 0s dentes que apresentavam lesdo de cérie, havia infiltracdo
leve de tecido conjuntivo pulpar e presenca de bactérias Gram-positivas. Sendo
assim, 0s autores constataram que o0 processo carioso, a inflamacéo e infecgao
pulpar estdo correlacionadas de maneira interdependentes.

Diversos estudos (PINHEIRO et al. 2003; JOHNSON, FLANNAGAN,
SEDGLEY 2006; SEDGLEY, BUCK, APPELBE 2006) demonstram a inter-relacéo
nitida de E. faecalis, as lesbes de carie e infeccOes periodontais do tipo gengivite e
periodontite, assim como a associagdo de infeccbes endodbnticas e periodontite
apical cronica (KAYAOGLU, ORSTAVIK 2004; GOMES et al. 2004; REYNAUD et al.
2007).



Salah et al. (2008) realizaram um estudo com a populacao jordaniana a fim de
investigar os fatores de viruléncia e a susceptibilidade antimicrobiana associadas as
infeccbes bucais como carie, gengivite, periodontite e infeccdo endoddntica. A
amostra foi constituida de 159 individuos com idade entre 14 e 75 anos, cujas
salivas foram analisadas quanto a ocorréncia de E. faecalis. Estes dados foram
comparados as informacdes referentes a ocorréncia das infec¢des bucais em pelo
menos um elemento dental. De toda a amostra analisada, 50 individuos faziam parte
do controle negativo, sem infec¢cdo bucal. Os resultados demonstraram associacao
das infeccdes bucais e E. faecalis, quando comparados ao grupo controle.

Segundo Rams et al (1992) E. faecalis esta relacionada a periodontite crénica
(Figura 3). Diversos estudos com objetivo de detectar os micro-organismos
presentes nas infec¢cdes endoddnticas fazem referéncia a E. faecalis e as bactérias
caracteristicas das doencas periodontais como Prevotella intermédia (P. intermedia),
Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis), Prophyromonas endodontalis (P.
endodontalis), Prevotella nigrescens (P. nigrescens) e Fusubacterium nucleatum (F.
nucleatum), fato que reforca a associacdo das infec¢des periodontais as doencas
endodonticas (HASHIMURA, SATO, HOSHINO 2001; ROCAS, VALOIS, SIQUEIRA-
JUNIOR 2001; ROLPH et al. 2001).
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Figura 3. Doenca periodontal crdnica, célculos supra e subgengivais.




A polpa dental € asséptica e protegida pela dentina, esmalte e cemento.
Quando algumas destas barreiras de protecdo sao rompidas, uma infeccéo pulpar
ou endoddntica sera desencadeada. Ha4 duas vias de acesso para 0S micro-
organismos atingirem a polpa: via tubulos dentinarios e via periodontal. O acesso
aos tubulos dentinarios ocorre quando ha uma lesdo de carie profunda, um trauma
dental, fraturas proximas a polpa e preparos protéticos invasivos que exponham
dentina e causem injarias a polpa. Por via periodontal, o elemento dental encontra-
se higido, entretanto a presenca de doenca periodontal e consequentemente uma
bolsa periodontal favorece o acesso dos micro-organismos a polpa por via apical
e/ou canais radiculares acessorios (Figura 4). Geralmente € uma infeccdo endo-
perio caracterizada pela contaminacao pulpar por bactérias via canais acessorios e
através da irrigacdo sanguinea do periodonto (GAETTI-JARDIM-JUNIOR et al.

2001).

Figura 4. Infeccdes e vias de contaminagdo da polpa dental. Legenda: 1. Lesédo de cérie, 2. Polpa
dental, 3. Ligamento periodontal, 4. Osso alveolar, 5. Leséo periapical, 6. Contaminacéo por lesédo de
carie, 7. Contaminacéo pulpar, 8. Contaminacao periodontal formando lesao perirradicular, 9.
Contaminac¢éo periodontal invadindo a polpa.



Segundo Sundgvist (1994), a via de acesso é fundamental para indicar quais
0S possiveis micro-organismos envolvidos nas infec¢des endodénticas, bem como a
profundidade da lesdo de cérie, a gravidade da doenca periodontal e presenca ou
auséncia de oxigénio. O predominio de bactérias Gram-positivas ou Gram-
negativas, leveduras e fungos estd associado as condi¢gbes presentes em cada via
de acesso

Em 1894, Miller publicou um artigo relatando pela primeira vez a presenca de
bactérias do grupo dos estreptococos e micrococos na polpa dental necrética,
associando as lesbBes perirradiculares as alteracdes pulpares. As formas
microbianas encontradas por este autor foram confirmadas e complementadas pelos
experimentos de Kakehashi, Stanley e Fitzgerald (1965), que evidenciaram a
importancia do conhecimento da flora microbiana e seus residuos téxicos essenciais
nas infeccbes endodoénticas pulpares e perirradiculares, através de estudos em
ratos. As polpas dos molares de ambos os grupos foram expostas, entretanto nos
ratos convencionais ocorreu infec¢cdo endodéntica, inflamacéo cronica, necrose e
lesdo perirradicular. Porém, nos animais germ free, a polpa manteve-se vital por
mais tempo, até mesmo apresentando reparacado de dentina na area exposta. Os
autores concluiram que a presenca de micro-organismos é fundamental para o
surgimento de infec¢cdo endodontica.

A partir da década de 70, iniciou-se uma gama de estudos envolvendo a
patogénese endodéntica, principalmente pelo aperfeicoamento das técnicas
microbioldgicas, inclusive no isolamento e cultivo de bactérias anaerdbias estritas.

Assim que a espécie microbiana e seus cataboélitos entram em contato com a
polpa dental, inicia-se o processo inflamatério que eleva a pressédo no interior do
canal radicular, desequilibrando o suprimento sanguineo, o que consequentemente
leva a necrose pulpar e perirradicular, resultando na infecgcdo endodontica
(HIZATUGU et al. 2002).

Mesmo que E. faecalis ocorra em céaries e em doencas periodontais, seu
significado € mais intenso e representativo quando presente na doenca endodoéntica.
A literatura demonstra este fato através dos inumeros trabalhos feitos nesta area.

Pinheiro et al. (2003) analisaram a microbiota e a susceptibilidade a diferentes
antibioticos em 30 pacientes, cujos dentes foram obturados ha mais de quatro anos
e havia rarefacdo Ossea periapical visualizada radiograficamente. Apds a

desobturacdo dos canais, coletou-se o material para isolar e identificar as espécies



microbianas. Os resultados revelaram que 58% de todas as espécies pertenciam ao
grupo de anaerdébios facultativos e 42% anaerdbios obrigatorios. As espécies Gram-
positivas contabilizaram 80% e os géneros mais frequentes foram Enterococcus
(36,7%), Streptococcus (30%), Peptostreptococcus (23,3%), Actinomices (13,3%) e
Prevotella (10%). Todas as espécies apresentaram susceptibilidade aos antibidticos
(benzilpenicilina, amoxicilina, amoxicilina associada ao clavulanato), verificada pelo
sistema E-test. Contudo, 20% Enterococcus faecalis apresentaram-se resistentes a
eritromicina e 60% a azitromicina. Assim, 0s autores concluiram que a microbiota
presente nos casos de insucesso ao tratamento endodéntico € predominantemente
constituida de anaerdbios facultativos e Gram- positivas.

A cavidade pulpar e suas ramificacdes, no caso da polpa necrética com ou
sem lesdo periapical, tornam-se ambientes propicios para a invasdo de micro-
organismos da cavidade bucal. Nos casos de necrose pulpar, as substancias
residuais deste processo, associadas ao fluido tecidual e desintegracdo do tecido
conjuntivo, fornecem nutrientes importantes gerando um verdadeiro ambiente
ecologico para o desenvolvimento de diversos micro-organismos, segundo Siqueira-
Junior et al. (2002).

Tais acontecimentos, agregados as diferentes condi¢des clinicas, classificam
as infeccdes endodbnticas em primarias e secundarias. Os micro-organismos
presentes na polpa necroética levam a infeccdo priméaria e aqueles que alcancaram a
polpa durante as sessfes de tratamento endoddntico ou apds a conclusdo do
tratamento identificam a secundaria (MOLANDER et al. 1998; SIQUEIRA-JUNIOR et
al. 2002; PINHEIRO et al. 2003).

A Tabela 1 apresenta as principais espécies bacterianas presentes nas

infeccdes pulpares segundo Hizatugu et al. (2002).



Tabela 1. Principais espécies identificadas nas infec¢cdes endodonticas, segundo Hizatugu et al.

(2002).
Espécies Anaergbias estritas
Cocos Bacilos Gram- Cocos Bacilos Gram-
negativos positivos
Veillonella Prevotella Peptostreptococcus Eubacterium
Porphyromonas Bifidobacterium
Bacterioides Clostridium
Fusobacterium Propionibacterium
Campylobacter Lactobacillus
Selenomonas Actinomyces
Treponema
Espécies Anaerobias facultativas
Cocos Bacilos Gram- Cocos Bacilos Gram-
negativos positivos
Neisseria Actinobacillus Streptococcus Propionibacterium
Haemophilus Gemella Lactobacillus
Eikenella Enterococcus Actinomyces
Capnocytophaga Staphylococcus Bacillus
Enterobacter Corynebacterium
Klebsiella
Escherichia
Citrobacter
Xantomonas
Proteus
Espécies Aerdbias
Cocos Bacilos Gram- Cocos Bacilos Gram-
negativos positivos
Pseudomonas Micrococcus

Lana et al. (2001) determinaram a presenca de diversas espécies microbianas
em 31 dentes unirradiculares. O primeiro passo foi realizado in vivo, cuja coleta das
amostras ocorreu logo ao primeiro acesso a camara pulpar através de cirurgia
parendoddntica. Seguiu-se o tratamento endoddntico mecéanico e quimico e
colocacdo de hidroxido de calcio como medicacdo intracanal. Apos sete dias, a
medicacédo foi removida para a obtencdo da segunda amostra. Antes da obturacdo
do canal, nesta mesma sessao, foi coletada a terceira e Ultima amostra para analise,
logo apOs finalizar o preparo quimico-mecanico. Os resultados evidenciaram o
predominio dos  géneros Clostridium e

Fusobacterium, Prevotella,

Peptostreptococcus (88,9%) na primeira coleta, bactérias anaerdbias facultativas



(Streptococcus, Lactobacillus e Candida) na segunda coleta e Pseudomonas e
Gemella na terceira coleta, antes da obturacdo definitiva. Os autores concluiram
que, na presenca de necrose pulpar, ha persisténcia de alguns micro-organismos,
mesmo apos a intervencdo endodontica, especialmente das bactérias anaerdbias
facultativas e Gram-positivas.

Gomes et al. (2004) coletaram amostras de 60 canais com infeccao
endodéntica, sendo 41 (34%) com polpa necrotica e 19 (25%) com falha no
tratamento endodontico e presenca de lesdo perirradicular. Nos 60 canais
estudados, foram encontrados 32,6% de bactérias Gram-negativas e 67,4% de
bactérias Gram-positivas, distribuidas diferentemente nos casos de infec¢éo primaria
(polpa necrosada) e infeccéo secundaria (insucesso do tratamento endodéntico). Os
autores concluiram que 0s micro-organismos presentes nas infec¢des primarias sao
diferentes das secundarias.

Siqueira-Junior e Lopes (1999) classificaram 0s micro-organismos por género
mais frequentes segundo a infeccdo endodontica, sendo que a Enterococcus
faecalis esta presente nas infec¢des secundarias, descrito na Tabela 2, embora os

mesmos ndo tenham especificado 0os micro-organismos.

Tabela 2. Micro-organismos por género presentes nas infec¢gfes primaria, secundaria e persistente
segundo Siqueira-Junior e Lopes (1999).

Infeccdo endodéntica Infeccdo endodéntica Infeccdo endodéntica
priméria secundaria persistente
Fusobacterium Enterococcus Actinomyces
Streptococcus Klebsiella Actinomyces
Prevotella Enterobacter Eubacterium
Eubacterium Pseudémonas Propionibacterium
Actinomyces Acinetobacter Fungos
Campylobacter Escherichia
Propionibacterium Fungos
Porphyromonas
Peptostreptococcus

Nos ultimos anos, gracas as técnicas moleculares de polimerase chain

reaction — PCR, algumas bactérias dificeis de serem cultivadas em laboratério foram



detectadas e acrescentadas na lista de micro-organismos presente nas infeccdes
endodobnticas primarias, como Treponema denticola (T. denticola), Bacterioides
forsythus (B. forythus), Slackia exigua (antes Eubacterium exiguum) (S. exigua),
Mogibacterium timidum (antes Eubacterium timidum) (M. timidum) e Eubacterium
saphenum (E. saphenum), segundo Jung et al. (2000), Siqueira-Junior et al. (2000),
Hashimura et al. (2001), Gomes et al. (2006).

Peciuliene et al. (2000) realizaram um estudo em 25 dentes com indicacéo de
retratamento e presenca de lesdo perirradicular comprovada radiograficamente, no
objetivo de avaliar a presenca de Enterococcus faecalis. Foram coletadas duas
amostras de cada dente, sendo a primeira imediatamente ap6s desobturacdo do
canal logo que se teve acesso ao terco apical e a segunda ao final de todo preparo,
ambos com auxilio de cones de papel absorvente estéreis. As culturas foram
realizadas em placas e os micro-organismos isolados e identificados. E. faecalis
esteve presente em 14 dentes na primeira coleta, sendo cinco em cultura pura
(isolado) e nove associados a outros micro-organismos. Na segunda coleta, foram
isoladas sete culturas sendo E. faecalis identificada em cinco. Os autores concluiram
gque a presenca de E. faecalis esta fortemente associada aos retratamentos
endodonticos.

Love (2001) procurou compreender e explicar o possivel mecanismo
envolvido na sobrevivéncia de E. faecalis nos tdbulos dentinarios, mesmo apés o
tratamento endodontico final. Foram desgastados 100 dentes humanos de um banco
de dentes e submersos por 14 dias no meio de cultura bacteriana de Streptococcus
gordoni (S. gordoni), Streptococcus mutans (S. mutans) e Enterococcus faecalis. A
cada trés dias, o meio foi trocado e monitorado. Em alguns grupos, durante a troca
dos meios de cultura, foi adicionado soro humano ou coldgeno ao meio e a
capacidade das trés bactérias de penetrar nos tubulos dentinarios e aderirem ao
coldgeno foi observada apds coloragdo de Brown & Brenn no microscopio. Os
resultados evidenciaram que E. faecalis € capaz de invadir os tubulos dentinarios
por aderéncia ao colageno na presenca de soro humano, fato que pode acrescentar
explicagbes do porqué de sua sobrevivéncia durante os procedimentos quimicos e
mecanicos, assim como na presenca de medicamentos intracanais.

Pinheiro, Gomes e Drucker (2004) analisaram a presenca de Enterococcus
spp. em canais infeccionados com lesdo perirradicular. Foram utilizados para o

estudo 60 dentes desobturados e em seguida analisados microbiologicamente. Os



resultados indicaram a presenca de micro-organismos em cingienta e um dentes
apos a desobturacéo e destes, 27 apresentavam Enterococcus faecalis associados
a outros micro-organismos e 18 E. faecalis sozinhos (cultura pura), portanto, os
autores concluiram que E. faecalis estd associado ao insucesso do tratamento
endodontico.

Ferrari et al. (2005) constataram a presenca de Enterococcus faecalis,
bactérias entéricas e leveduras em canais com infeccdo primaria antes e apos o
tratamento finalizado. Utilizaram 25 dentes unirradiculares higidos, porém com leséo
perirradicular sem presenca de fistula e assintomético. Realizada a abertura
coronéria, foi coletada a primeira amostra, com auxilio de cones de papel estéreis.
Posteriormente os canais foram irrigados e se coletou a segunda amostra igual a
primeira. O dente foi selado e apds sete dias foi realizada a terceira coleta e
novamente ocorreu instrumentacao e preenchimento do interior do canal utilizando-
se paramonoclorofenol como medicacdo. Decorridos sete dias, realizou-se a quarta
coleta e a obturacgéao final foi realizada. Através de testes bioquimicos, as bactérias
foram identificadas e cada amostra foi semeada em diferentes meios de cultura. Na
primeira coleta, 23 (92%) micro-organismos foram isolados e em trés deles havia E.
faecalis . Na segunda coleta, apenas cinco dentes apresentaram micro-organismos
exceto os alvos. Apés os sete dias de medicacdo, quando foi feita a terceira coleta,
25 dentes apresentaram micro-organismos e em 12 havia E. faecalis associados a
outros e em nove, E. faecalis sozinhos (culturas puras). Por fim, na quarta coleta,
ainda havia a presenca de E. faecalis em trés canais, demonstrando a resisténcia do
E. faecalis nas infec¢cdes endodonticas.

Efetividade da infeccéo por E. faecalis e por outras bactérias envolvidas nas
infec¢Bes orais envolve fatores ligados a seu ambiente, a interacdo entre a bactéria
e 0 meio ambiente e as suas fontes nutricionais.

Os nutrientes necessarios ao crescimento bacteriano s&o resultantes da
fermentacao de carboidratos, de aminoécidos e peptideos, além de componentes do
sangue da polpa (SIQUEIRA et al. 2004). Peptostreptococcus micros (P. micros)
apresenta atividade enzimatica proteolitica capaz de fornecer aminoacidos e
peptideos para o proprio metabolismo, assim como no metabolismo de outras
espécies bacterianas, inclusive aumentando a patogenicidade de outras bactérias
(SIQUEIRA-JUNIOR et al. 2003). A vitamina K e a hemina sdo componentes

importantes para o crescimento e desenvolvimento dos géneros Prevotella e



Porphyromona que podem ser produzidos por outras bactérias através da quebra de
hemoglobina, como por exemplo, a Campylobacter rectus (C. rectus) que produz
hemina, enquanto P. endodontalis, P. micros, Selenomonas sputigena (S.
sputigena), F. nucleatum e Actinomyces sp. produzem substancias essenciais a C.
rectus (SIQUEIRA-JUNIOR, ROCAS 2003a). A quantidade de oxigénio presente no
interior dos canais radiculares também interfere no desenvolvimento e crescimento
microbiano, uma vez que baixas quantidades de oxigénio favorecem o crescimento
de bactérias anaerébias. O pH pulpar varia entre 7,2 e 7,4, entretanto, em condicdes
infecciosas agudas, 0 mesmo torna-se acido entre 6,5 e 5, enquanto em condicdes
infecciosas cronicas assume valores de alcalinidade. A maioria das bactérias podem
sobreviver em condi¢des de pH entre 6 e 7,4 compativel com os valores observados
na polpa necrotica (LOPES, SIQUEIRA-JUNIOR 1999). Outro fator importante é a
interacdo bacteriana positiva e negativa. O comensalismo e sinergismo fazem parte
das interagdes positivas, cuja espécie bacteriana é favorecida por outra sem prejuizo
as mesmas. Ja a competicdo e 0 antagonismo sao interacdes negativas que geram
ambiente seletivo, por exemplo C. rectus apresenta interacdo positiva com P.
endodontalis, P. micros, S. sputigena, F. nucleatum, Actinomyces sp. e Eubacterium
sp., enquanto Diceister pneumosintes (D. pneumonintes) apresentam interacéo
negativa com B. forsythus, P. gingivalis e Actinomyces israelli (A. israelli)
(SIQUEIRA-JUNIOR, ROCAS 2003 ab). Dentre as substancias antagonistas
produzidas por bactérias, existe a bacteriocina, que € liberada por alguns micro-
organismos, como a Enterococcus faecalis. Esta substancia possui capacidade de
inibir o crescimento e desenvolvimento de outras espécies microbianas. As
bacteriocinas sao proteinas antimicrobianas especificas de bactérias Gram-positivas
e gram-negativas que se ligam a receptores especificos na superficie das células
bacterianas, criando um verdadeiro ambiente de competicdo devido a mudanca
ecolégica no interior do canal radicular (RILEY, WERTZ 2002). A principal
bacteriocina originalmente isolada de E. faecalis € a AS-48 e apresenta atividade
bactericida contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Outras bacteriocinas,
como 21, 31 e Bc-48, enterocinas 226NWC, 4, EFS2, 1071A, 1071B e SE-K4 foram
isoladas e apresentam atividade contra bactérias Gram-positivas (KAYAOGLU,
ORSTAVIK 2004).



2.4 Solugdes irrigadoras antimicrobianas utilizadas no tratamento da carie,
infeccOes periodontais e endoddnticas

2.4.1 Digluconato de clorexidina 0,12% e 2%

Digluconato de clorexidina é um bis-biguanidio catiénico de largo espectro
antimicrobiano com uma estrutura molecular constituida de uma ponte
hexametilénica com grupos terminais de 4-clorofenil e nome cientifico 1, 1-bis
hexametileno (5-p-clorofenilbiguanida) di-D-gluconato e nome genérico clorexidina
(Figura 5). Apresenta como férmula molecular C,,H3,Cl, Nijp € massa molecular
505,446 g/mol. Quando usada em altas concentracdes, tem um efeito bactericida
imediato durante a limpeza. A clorexidina penetra na parede da célula bacteriana e
leva a precipitacdo do citoplasma (HENNESSEY 1973). Os niveis de clorexidina
necessarios para exercer efeito bactericida variam conforme a espécie bacteriana.
As moléculas carregadas positivamente ligam-se as paredes das células bacterianas
carregadas negativamente, principalmente aos grupos fosfato presentes nos
lipopolissacarideos e ao grupo carboxil nas proteinas (HUGO, LONGWORT 1996),

interferindo assim, no transporte de membrana.

Cl Cl

Figura 5. Férmula estrutural da clorexidina
Fonte: Clorexidina
Disponivel em: http://www.zirael.org/bkchem BKchem
Acesso em: 25 de fevereiro de 2009.



A clorexidina glicosada, em uma concentracdo de 0,2%, € amplamente usada
na pratica dental como enxaguatério oral devido a sua atividade contra uma extensa
gama de espécies microbianas orais (SALEM et al. 1987). E retida na superficie oral
pela ligacdo eletrostatica reversivel as glicoprotéinas (DAVIES, 1973). Pequenas
quantidades de clorexidina na boca liberam moléculas em concentracfes
bacteriostaticas durante um periodo prolongado que pode durar varias horas e
guantidades pequenas, mas significantes, sdo retidas na placa da superficie do
dente (BONESVOLL, GJERNO 1974), o que pode interferir na adesdo bacteriana
pela inativagdo da glicosiltransferase (Sheie; Kjeilen, 1987) e pela competicdo com
fons de calcio nos lugares de retencdo (ROLLA, MELSEN 1975).

Kjaerheim et al. (1994) explicaram que a clorexidina, quando utilizada como
colutorio, forma uma monocamada estavel na superficie do dente e na mucosa oral.
Quando aplicada somente na superficie do dente, produz um efeito inibitério da
placa.

Emilson (1977) realizou um estudo in vitro avaliando a sensibilidade
antimicrobiana de varios micro-organismos a clorexidina. Foram avaliadas 133 cepas
de 21 bactérias coletadas do biofilme dental supragengival e da saliva. As cepas de
Proteus sp., Pseudomonas sp. e Klebsiella sp. apresentaram menor sensibilidade.

Resultados de estudos do controle quimico do biofilme dental mostram que o
digluconato de clorexidina € o mais efetivo agente antiplaca (YATES, JENKINS
1993). Esta substancia € bactericida contra espécies Gram-positivas, Gram-
negativas e fungicida nas leveduras. Suas propriedades antibacterianas aliadas a
substantividade sdo altamente significantes para o efeito inibidor de placa (LANG;
GROSSMAN 1981).

A clorexidina mostrou ser capaz de prevenir o desenvolvimento de gengivite e
melhorar as inflamagbes gengivais induzidas experimentalmente (RAMFJORD,
1991), bem como apresentam acdo antimicrobiana como solucdo irrigadora nos
processos de desinfec¢ao dos canais radiculares.

Durante o tratamento periodontal, os bochechos com 15 mL solucédo de
clorexidina 0,12% por um minuto auxiliam no controle da gengivite e periodontite
(VAN DER WEIJDEN et al 2005).

Zanatta et al (2007) avaliaram o efeito da clorexidina em superficies dentais
com presenca e auséncia de biofilme supragengival. Para isso, avaliaram 20

individuos com presenca de biofilme dental acumulado por 96 horas, ou seja, sem



escovacao dentaria neste periodo. Dividindo a arcada dentéria superior e inferior em
dois quadrantes, removeram a placa com escovagao de um quadrante, enquanto do
outro ndo. Este procedimento foi repetido por 21 dias aliados aos bochechos de
clorexidina 0,12% apds a higienizacdo do quadrante selecionado. Os resultados
encontrados revelaram quantidades maiores de placa no lado sem escovacao,
quando comparado ao lado higienizado, mesmo apds os bochechos com clorexidina.
O sangramento do lado sem escovacédo também foi significantemente maior. Assim,
0s autores concluiram que, independente do uso da clorexidina 0,12%, o seu efeito
€ reduzido devido a presenca de biofilme, e os efeitos colaterais da clorexidina,
como alteracdo de cor, foram evidenciados no lado com presenca de placa
bacteriana, o que refor¢ca a necessidade de escovacdo dentaria mesmo quando ha
uso de bochecho de clorexidina.

Segundo Ruano, Ciamponi (2002), a clorexidina também € indicada como
agente desinfectante de cavidades apds preparo cavitario protegendo a estrutura
dentaria de sensibilidade pés-operatoria, recorréncia de carie e, principalmente,
atuando como antimicrobiano. O digluconato de clorexidina 2% é um desinfectante
efetivo e extensivamente indicado.

Quando as bactérias residuais da lesdo de cérie conseguem profiferar no
interior do smear layer, independentemente do selamento cavitario, ha difusdo de
toxinas em direcédo a polpa, resultando em irritagcdo e consequentemente inflamacéo
e infeccdo pulpar. Este fato justifica o uso da clorexidina como agente antimicrobiano
a ser usado antes da restauracédo definitiva (RABELLO, COELHO 1998).

O sucesso do tratamento endodéntico depende da remocao do contetdo do
interior dos canais radiculares, tornando o0 ambiente o mais asséptico. Para isso
realiza-se o preparo biomecanico dos canais radiculares, que inicia-se por meio da
instrumentacdo mecanica através de limas endodonticas apropriadas com acéo de
corte e remocao de tecidos e substancias quimicas com propriedades desinfectantes
e antimicrobianas (Figura 6). Este processo de desinfeccdo pode n&o eliminar os
micro-organismos responsaveis pelas infec¢cées aguda e crbénica, tampouco aqueles
envolvidos no processo de lesbes periapicais. Quando estes agentes se propagam
Nnos canais acessorios, tubulos dentinarios, canais colaterais e apice radicular podem

ocorrer as lesdes periradiculares (LEONARDO 2000).



Figura 6. Preparo Biomecéanico dos canais radiculares (instrumentagdo mecénica e irrigagao quimica
e aspiracdo do conteddo intracanal). Legenda: 1. Lima endoddntica utilizada para remover os
residuos do interior do conduto radicular; 2. Irrigacdo com substancia quimica e propriedades

antimicrobianas.

Segundo Fachin et al. (1994), uma solucéo irrigadora utilizada na desinfeccao
de canais radiculares deve apresentar propriedades capazes de eliminar os micro-
organismos do canal radicular, neutralizar substancias toxicas liberadas pelas
bactérias, ser eficacia em contato com sangue e secre¢ao purulenta, ndo ser téxica
aos tecidos adjacentes e ao tecido vivo, penetrar nos tubulos dentinarios (0,5 mm),
nao alterar a cor do dente e, se possivel, ser de baixo custo. As substancias mais
comumente utilizadas séo digluconato de clorexidina 2% e hipoclorito de sédio 1%.
Tais propriedades néao sao totalmente obedecidas pelos dois produtos.

O liquido irrigante promove uma circulagdo no interior do canal soltando os
residuos pulpares e as raspas de dentina, e deve ser aspirado concomitantemente a
irrigacao.

Ringel et al. (1982) realizaram in vivo o tratamento endodéntico em 60 dentes
unirradiculares necrosados e infectados em trés sessdes. Nas duas primeiras
sessfes efetuaram o preparo quimico-mecanico empregando-se digluconato de
clorexidina 0,2% e hipoclorito de sédio 2,5% como solucdes irrigadoras. Durante os
procedimentos, foram coletadas amostras para avaliar o poder antimicrobiano das

substancias. Na terceira sessao, obturaram o0s canais. Para os anaeroébios, o



hipoclorito mostrou-se mais efetivo, e para os aerdébios, ambas as solucdes
apresentaram resultados semelhantes, ressaltando um aumento no numero de
colbnias in vitro entre as sessodes. Esse fato foi evidenciado nos espécimes irrigados
com clorexidina, o que demonstrou que esta € menos efetiva que o hipoclorito de
sodio para manter um prolongado efeito antibacteriano apdés a irrigacao.

Orstavik, Haapasalo (1990) estudaram in vitro o efeito de solucdes irrigadoras
e de medicamentos intracanal contra bactérias, presentes na dentina bovina,
Enterecoccus faecalis, Streptococcus sanguinis, Escheria coli e Pseudomonas
aeruginosa. Pecas cilindricas foram obtidas da dentina de raizes dos incisivos
bovinos recém extraidos, cujo cemento foi intencionalmente removido durante o
procedimento. Removeram-se residuos organicos e inorganicos, incluindo a camada
residual de smear layer, e os cilindros de dentina foram autoclavados antes da
infeccdo com os micro-organismos. O periodo de incubagdo variou de trés a seis
semanas. Os medicamentos de uso intracanal utilizados na desinfeccdo foram
hidroxido de célcio, paramonoclorofenol canforado, clorexidina, iodoiodeto de
potassio, hipoclorito de sédio 5,25% e acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA).
Apés a aplicacdo da medicacao, os espécimes foram incubados a 37% por periodos
de cinco minutos a sete dias, e 0s tubos que ndo mostraram crescimento bacteriano
foram reinoculados e incubados por outros sete dias. A eficacia dos medicamentos
variou significativamente e dependeu da espécie bacteriana utilizada. Os resultados
analisados, levando-se em conta a capacidade dos micro-organismos de infectar e
colonizar os tubulos dentinérios, mostraram que o paramonoclorofenol canforado foi
mais eficiente que o hidroxido de célcio e que, entre as solu¢des irrigadoras, o iodeto
de potassio foi mais efetivo que o hipoclorito de sodio e a clorexidina. A presenca do
smear layer retardou, porém sem eliminar o efeito dos medicamentos testados.

Helling et al. (1992) compararam in vitro a eficacia de um dispositivo de
liberacdo controlada contendo 25 mg de clorexidina e da solucdo de clorexidina
0,2% como medicacdo intracanal. Todas as espécies controle, de cada periodo
testado (cinco minutos, 24 horas, 40 e 48 horas e sete dias), mostraram um
constante nivel de infeccdo em todos os niveis de penetracdo examinados. Os
resultados demonstraram que as medicagOes foram ativas em uma profundidade de
dentina de até 0,5 mm.

Em 1998, Siqueira-Junior et al. estudaram o hipoclorito de sédio 0,5%, 2,5% e

4,0%, clorexidina 0,2% e 2%, acido citrico 10% e EDTA em 17% em bactérias Gram-



negativas anaerobias e facultativas. Os resultados evidenciaram que o hipoclorito de
sbédio 4% foi o agente mais eficaz, embora a clorexidina nas duas concentragcfes
tenha inibido o crescimento bacteriano, mas em menor atividade que o hipoclorito
2,5% e 4%. No entanto, a clorexidina ndo é toxica independente das concentracdes
utilizadas, ja o hipoclorito de sodio é toxico e irritante nas maiores concentragdes,
entretanto, é capaz de eliminar matéria organica, propriedade que a clorexidina nédo
POSSUI.

Buck et al. (1999) utilizaram dentes humanos extraidos e avaliaram o poder
antibacteriano de vérias solucfes irrigadoras. Concluiram que a efetividade na
desinfeccdo do canal depende do tipo de micro-organismo infectante.

Guimaraes (2001) avaliou o efeito da clorexidina 2% sob as formas de gel e
aquosa sobre as cepas de E. faecalis. Independentemente do veiculo usado na
manufatura do medicamento, a clorexidina apresentou resultados estatisticos
significantes contra a bactéria na concentragéo de 2%.

Silva et al. (2002) realizaram um estudo in vitro com o objetivo de verificar a
atividade antimicrobiana das soluc¢des de hipoclorito de sodio 1 e 2,5% e clorexidina
0,12 e 2% através do teste por contato (imediato, 10, 20 e 30 minutos) com as
substancias contra E. faecalis, S. aureus e E. coli e em todos os tempos as duas
substancias foram eficazes. Os autores concluiram que o tempo de exposicao da
cepa a substancia antimicrobiana, independente da concentracdo, pode influenciar
no resultado.

Estrela et al. (2003b) testaram in vitro a atividade antimicrobiana das solucdes
comercializadas de clorexidina 2% e hipoclorito de sédio 2% por meio do disco
difusdo em agar e teste de exposicao direta contra S. aureus, P. aeruginosa, Bacilus
subtillis (B. subitillis), C. albicans, E. faecalis e uma mistura de todas. Os indculos,
em ambos modelos, foram preparados a uma concentracdo de suspensao
bacteriana 3x10® UFC/mL. No modelo de disco difuséo, a clorexidina formou halo de
inibicdo em todas as cepas e na mistura de cepas. Contudo o hipoclorito de sodio
2% néo formou halo de inibicdo na B. subtillis e na mistura de cepas. O halo de
inibicdo da clorexidina na E. faecalis (18 mm) foi maior que no hipoclorito de sodio
(12 mm). No teste de exposicdo direta ndo ocorreu crescimento da E. faecalis em
nenhum dos tempos testados (5, 10 e 30 minutos), mas a P. aeruginosa, B. subtillis
e a mistura cresceram em todos os tempos na presenca das duas substancias. A

partir destes dados, os autores concluiram que tanto a clorexidina, como o



hipoclorito de sodio sdo duas substancias importantes no controle da E. faecalis,
mas o método experimental, as caracteristicas do micro-organismo e o tempo de
exposicao podem influenciar nos resultados.

Estrela et al. (2004) estudaram a eficacia antimicrobiana do digluconato de
clorexidina formulado em diferentes concentracdes e procedéncias por intermédio de
teste de difusdo em agar. Inocularam-se 30 placas de Petri com 0,1 mL da
suspensdo microbiana com o auxilio de swabs esterilizados, e 0s micro-organismos
foram espalhados no meio, obtendo-se um crescimento confluente. A suspenséo
microbiana foi obtida da mistura de S. aureus, E. faecalis, P. aeruginosa, B. subtillis
e C. albicans. Imergiram-se 90 discos de papel com 9,0 mm de diametro por um
minuto nas solucdes experimentais: Gelplak® (gel de clorexidina 1%), Cav Clean®
(solucao de clorexidina 2%), solucdo aquosa de clorexidina 2% e Endogel® (gel de
clorexidina 2%). Para cada placa foram colocados trés discos de papel sobre a
superficie do meio de cultura. As placas foram mantidas por uma hora em
temperatura ambiente e entdo foram incubadas a 37°C por 48 horas. Os resultados
mostraram que todas as solucdes testadas apresentaram eficacia antimicrobiana
sobre todos os indicadores bioldgicos com valores médios dos halos de inibicao
entre 16 e 25 mm.

Bevilacqua, Habitante e Cruz (2004) realizaram uma revisdo de literatura com
o objetivo de justificar o uso da clorexidina no tratamento de infec¢cées endododnticas
e encontraram as mais diversas opinides sobre o assunto. A clorexidina gel ou
solucé@o 2% é a substancia mais efetiva contra diversos micro-organismos, além de
ser atoxica e apresentar baixa tensao superficial. O hipoclorito de sédio, nas
mesmas concentra¢gdes, ndo foi capaz de inibir as bactérias com a mesma eficacia
da clorexidina.

Dametto et al. (2005) compararam a irrigacdo do canal radicular com
clorexidina gel e solugédo 2% e hipoclorito de sodio 5,25%. Oitenta raizes de pre-
molares extraidos foram modeladas (instrumentadas), autoclavadas e contaminadas
com E. faecalis por sete dias. As amostras foram avaliadas antes, logo apos e sete
dias apOs a instrumentacédo. A clorexidina gel ou solucdo 2% foi mais efetiva na
reducdo dos micro-organismos quando comparada ao hipoclorito de sodio.

Schafer, Bossman (2005) investigaram in vitro a eficacia da solucado de
clorexidina 2%, do hidroxido de calcio e da associacdo dessas substancias perante
E. faecalis. O soro fisioldgico foi usado no grupo controle. Apds a instrumentacgéo e a



remocao do smear layer mecanica e quimicamente, foi feita a inoculacéo da bactéria
estudada e os dentes foram medicados. Os espécimes ficaram incubados por trés
dias. Em seguida, todos os canais foram reinstrumentados a diametros maiores e a
dentina foi removida para analise microbiolégica. A clorexidina foi significativamente
mais eficiente que as demais substancias contra o micro-organismo em questao.

Estudos tentam comprovar a eficacia da clorexidina na eliminacdo de E.
faecalis. Entre trabalhos existentes, ha o de Ringel et al. (1982), que ao realizarem
estudo comparativo in vivo da efetividade da clorexidina 0,2% e do hipoclorito de
sédio 2,5% verificaram que o numero de col6nias entre sessdes foi maior no grupo
de pacientes tratados com a clorexidina quando compararam o grau de reducéo
microbiana apds o0 preparo quimico-mecanico de canais radiculares humanos
contendo tecido pulpar necroético utilizando o hipoclorito de sodio 2,5% ou o gel de
clorexidina 2%.

Lenet et al. (1999) e Lenet et al. (2000) observaram que a clorexidina
apresentou antividade por 21 dias, diferentemente de Almyroudi et al. (2002), que
verificaram um tempo de atuacéo de 14 dias. J& Parsons et al. (1980) notaram que a
clorexidina permaneceu atuante por um periodo de sete dias.

Magro Filho et al. (1998) constataram que a solucdo de clorexidina 0,2%
possui baixa toxicidade. Enquanto Santos et al. (2000) avaliaram tanto a clorexidina
solucdo como em gel nas concentraces 0,12%, 0,2%, 1%, 2% e 5% e mostraram
gue o gel, nas concentracdes 0,12% e 0,2%, € menos toxico que as demais
concentracbes estudadas, discordando do trabalho de Kalil et al. (2000)
classificaram a solucdo de clorexidina 2% como uma substancia néo toxica.

Jeansonne, White (1994) e Menezes et al. (2003) indicaram o0 uso de
clorexidina como substancia auxiliar na desinfeccéo do canal radicular em pacientes
alérgicos ao hipoclorito de sédio e em casos de rizogénese incompleta, por causa da
sua relativa auséncia de toxicidade, confirmada também por Greenstein et al. (1986);
White et al. (1997); Ferraz et al. (2000); Gomes et al. (2001); Machado-Junior et al.
(2001); Almyroudi et al. (2002).



2.4.2 Hipoclorito de sédio 1%

O uso do hipoclorito de sédio, na histéria, data de 1792 e seu primeiro nome
foi agua de Javele, uma mistura constituida de hipoclorito de sodio e de potassio.
Posteriormente Dakin apés diversas andlises clinicas e quimicas propds uma
solucdo mais neutra que se tornou conhecida pelo nome de liquido de Dakin
(solucéo diluida em 0,5%). O que se observa € que ndo existe uma unanimidade
entre os endodontistas sobre qual a concentracdo ideal do hipoclorito de sédio em
seu emprego como agente irrigador (BORIN, BECKER, OLIVEIRA 2007).

Dentre as solucdes empregadas no tratamento das infeccdes endodoénticas, o
hipoclorito de sédio € uma das substancias de eleicdo, especialmente por suas
propriedades antimicrobianas. Contudo, ha limitagbes, como sabor e odor
desagradaveis, téxico principalmente se entrar em contato com o0s tecidos
perirradiculares e ineficiéncia na remocdo do smear layer das paredes dentinérias
(FACHIN, HAHN, PALMINI 1994; YESILSOY et al. 1995; HELLING et al. 2001,
SHABAHANG, POURESMALL, TORABINEJAD 2003).

Sassone et al. (2003) realizaram um estudo in vitro para avaliar a atividade
antimicrobiana do hipoclorito de sédio 1 e 5% e solucao de clorexidina 0,12, 0,5 e
1% contra cepas S. aureus, E. faecalis, E. coli, P. gingivalis e F. nucleatum. Foram
realizados teste por contato em quatro intervalos de tempo diferentes
(imediatamente, 5, 15 e 30 minutos apdés o contato) e repetido 10 vezes para
confirmagdo dos resultados. Para tanto, foram utilizadas concentracdes de
suspensdes bacterianas 1x10° UFC/mL. Os resultados evidenciaram a eficacia do
hipoclorito de sédio 1 e 5% contra E. faecalis nos quatro tempos estudados. A
clorexidina 0,5% apresentou atividade antimicrobiana 5, 15 e 30 minutos apos o
contato e a clorexidina 1% apresentou efetividade nos quatro tempos, entretanto a
diluida em 0,12% nao foi eficaz em nenhum dos tempos testados. Frente aos
resultados, os autores concluiram que a clorexidina na concentragdo 0,12% né&o
apresenta atividade antimicrobiana contra E. faecalis no modelo experimentado em
nenhum dos tempos expostos, mas apresentou atividade contra E. faecalis quando
utilizadas nas demais concentracoes.

Sassone et al. (2008) em continuidade aos estudos realizados em 2003,

continuaram avaliando a atividade antimicrobiana da clorexidina e do hipoclorito de



sédio nas mesmas concentracdes anteriormente utilizadas contra as cepas S.
aureus, E. faecalis, E. coli, P. gingivalis e F. nucleatum, porém adicionando material
organico (soro de albumina bovino) ao meio de cultura. No teste de contato, a
clorexidina 0,12% pura e com adicdo de material organico nao foi capaz de inibir o
crescimento de E. faecalis em todos os tempos testados. Na concentracao de 0,5%
enriquecida de material orgéancio, somente ocorreu inibicdo imediatamente e 5
minutos apos o contato, enquanto a solugdo 1% inibiu o crescimento de E. faecalis
nos meios com ou sem material organcio. O hipoclorito de sédio 1 e 5% foram
efetivos contra E. faecalis nas duas formas utilizadas. No teste de disco difusédo em
agar, o hipoclorito de sédio 1% e 5% acrescido de material organico ndo foram
capazes de inibir o crescimento de E. faecalis, mas a clorexidina em todas as
concentracOes testadas, acrescida ou ndo de albumina, inibiu o crescimento de E.
faecalis (exceto 0,12%). Os autores concluiram que a presenca de material organico
pode interferir na atividade antimicrobiana das solugdes irrigadoras.

A Tabela 3 descreve as denominac¢6es do hipoclorito de sddio, em funcao de

suas concentragc“)es.

Tabela 3. Solu¢gbes de hipoclorito de sédio e denominac¢des segundo as diferentes concentracfes
(BORIN, BECKER, OLIVEIRA 2007)

DENOMINACAO CARACTERISTICAS
Liquido de Dakin Solucéo de hipoclorito de sodio 0,5%
neutralizada por acido boérico
Liquido de Solucéo de hipoclorito de sodio 0,5%
Dausfrene neutralizada por bicarbonato de sédio
Solucéo de Solucéo de hipoclorito de sodio 1% estabilizada
Milton por cloreto de sddio 16%
Licor de Solucéo de hipoclorito de sodio 2,5%

Labarraque

Soda Clorada Solucéo de hipoclorito de sodio de concentracao
) variavel entre 4 e 6%
Agua Sanitaria Solucéo de hipoclorito de sodio 2 — 2,5%




As condi¢bes de armazenamento dos frascos contendo hipoclorito de sodio
sdo tdo importantes que o ideal é utilizar uma solucdo manipulada ou recém
preparada com validade de uma semana e armazenamento sob refrigeracdo para
que o teor de cloro ndo seja perdido quando comparado as solucbes em
temperatura ambiente (Pécora et al. 1987; Santos, 1999) e, quanto maior for a
concentracdo inicial de cloro, mais rapidamente ele € degradado (OLIVEIRA,
FIGUEIREDO, PIRES 2003).

A dissertacdo de mestrado de Estrela, 2000, foi baseada na avaliagcdo da
atividade antimicrobiana de solucdes usadas para irrigacado na terapia endodontica
sobre 0s micro-organismos Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis e Candida albicans. Foram determinadas
as concentracfes inibitérias minimas do hipoclorito de sodio 1%, 2% e 5%,
clorexidina 2%, hidroxido de calcio 1% e hidroxido de célcio 1%, 0,2% e do
detergente HCT 20 em modelos que expuseram diretamente 0s micro-organismos
pelo periodo de 5, 10, 15, 20 e 30 minutos. A Concentracao Inibitéria Minima - CIM
do hipoclorito do sédio 1%, 2% e 5% frente a Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans foi igual a 0,1% e para
Bacillus subtilis igual a 1%. Todos os micro-organismos foram sensibilizados pelas
solucdes testadas em todos os periodos. A CIM da clorexidina 2% foi igual a
0,000002% para Staphylococcus aureus, 0,002% para Pseudomonas aeruginosa,
0,02% para Enterococcus faecalis, Candida albicans e Bacillus subtilis. No caso da
clorexidina, a efetividade antimicrobiana foi verificada em todos os periodos somente
contra Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, e Candida albicans, e foi
observada uma inefetividade contra Pseudomonas aeruginosa e Bacillus subtilis. O
hidroxido de calcio 1% variou conforme a bactéria, sendo que contra Pseudomonas
aeruginosa a CIM foi igual a 1% e para os demais micro-organismos, maior que 1%.
No periodo de exposicdo de 30 minutos, somente Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, e Pseudomonas aeruginosa foram sensibilizadas, enquanto
Bacillus subtilis e Candida albicans ndo foram sensibilizados em nenhum dos
tempos testados. A mistura de hidréxido de célcio e detergente HCT 20 apresentou
CIM igual a 4,5 mL contra todos os micro-organismos, exceto E. faecalis, que
necessitou de uma quantidade superior a 4,5 mL, embora haja duas substancias,
que apresentam acgdo antimicrobiana, incorporadas ao detergente, que podem

interferir neste resultado.



Vianna et al. (2006) determinaram, no estudo in vivo, o grau de reducéo
microbiana ap0s o0 preparo quimico-mecanico de canais radiculares humanos com
tecido pulpar necrosado com uso de hipoclorito de sédio 2,5% e gel de clorexidina
2%. Trinta e dois pacientes foram divididos em dois grupos, de acordo com as
solugdes irrigadoras. Os canais radiculares foram instrumentados, e coletas
microbianas foram realizadas para a andlise da reducdo microbiana. Apesar de
ambas as substancias obterem sucesso na reducdo do numero de micro-
organismos, na maioria dos casos (96%), o hipoclorito de sodio 2,5% foi superior na
reducdo de micro-organismos tanto pela contagem das UFC/mL - unidades
formadoras de colénias por mililitro, quanto pelo real-time quantitative-polymerase
chain reaction - RTQ-PCR. O hipoclorito de sodio, além de ter apresentado maior
acao contra os micro-organismos, foi também mais habil em remover células do
canal radicular.

Abdullah et al. (2005) testaram a efetividade do hipoclorito de sodio 3%,
clorexidina 0,2%, hidroxido de calcio e povidine iodado 10% em cepas de E. faecalis
isoladas de canais infectados com presenca de lesdo perirradicular in vivo cujo
material coletado do interior dos canais apresentavam-se sob a forma de biofilme,
suspensao fenotipica planctdnica ou uma suspensdo preparada e centrifugada.
Apds 2 minutos de exposicdo ao hipoclorito de sédio 3% in vitro, 100% das cepas de
E. faecalis foram eliminadas.

Tomazinho et al. (2007) realizaram um trabalho no qual testaram in vitro
clorexidina 0,12% e 2%, EDTA 17%, agua oxigenada 10 volumes e hipoclorito de
sédio 0,5%, 1%, 2,5% e 5% sobre a E. faecalis pelo método de disco difusdo. A
clorexidina 2% foi a substancia mais efetiva, seguida do hipoclorito de sédio 5%,
clorexidina 0,12%, hipoclorito de sodio 2,5% e 1%. Os autores correlacionaram 0s
resultados in vitro obtidos a clinica, visando o sucesso do tratamento endodéntico. O
hipoclorito de sodio 2,5% e 5% é altamente toxico. Sendo assim, ha vantagens e
desvantagens frente as solugfes irrigadoras propostas para a descontaminacao

radicular, vale ressaltar a avaliagdo de cada caso, segundo os autores.



2.5 Plantas da Amazonia e Mata Atlantica com propriedades antimicrobianas

Estima-se que o Brasil detém 20% da biodiversidade terrestre (Wilson, Peter,
1988). Pouco se sabe sobre o potencial farmacolédgico e fitoquimico das plantas
brasileiras. Para que este conhecimento seja adquirido, estudos em larga escala
devem ser feitos, preferencialmente aqueles que podem ser realizados em curto
espaco de tempo. Esta técnica, conhecida como triagem em alta escala, do inglés
high throughput screening, é eficaz, considerando-se o elevado niumero de amostras
a serem testadas, a diminuicdo do custo de pesquisa, 0 modo mais focado de se
obter resultados, o tempo necessario para se chegar ao resultado e a rapidez com
gue as florestas sédo exterminadas, no mundo (SUFFREDINI et al. 2006b).

A revisao de literatura realizada por Lansky, Shubert e Neemam (2004) revela
diversas propriedades da romé. A fruta, caule e raiz possuem taninos indicados para
o tratamento de diarréias, lesdes genitais e orais, as sementes possuem estrogénios
esteroidais, fitoestrogénio néo esteriodal e inibidores da ciclooxigenase capazes de
promover atividade antiinflamatoria, por agirem na cascata antiinflamatéria, e as
cascas atuam como bactericida, antivirgtico e antitumoral.

Suffredini et al. (2004) realizaram um estudo cujo objetivo principal foi a
triagem de 705 extratos organicos e aquosos obtidos de plantas da Floresta
Amazonica e da Mata Atlantica Brasileira, com atividade antibacteriana contra
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosas e
Escherichia coli. Os autores encontraram apenas 3 extratos ativos, cujos resultados
foram: um extrato ativo contra S. aureus e dois extratos ativos contra E. faecalis.

Lima Junior et al. (2005) investigaram, por meio de questionarios, o uso de
plantas medicinais pela populacdo (com énfase nas afeccbes bucais), a
porcentagem de aplicacdo desses produtos nos cuidados bucais e quais as
indicacOes e formas de utilizagdo das plantas referidas. Os resultados apontaram
que embora o0s entrevistados possuam baixo grau de instrugdo, ha um grande
conhecimento popular das plantas medicinais e que as informacfes relativas a
indicacdo e forma de uso ndo divergem da literatura cientifica. Assim, 49,5% dos
entrevistados fazem uso da plantas para afecgbes bucais como inflamacdes,
odontalgias e processos cicatriciais e as formas mais comuns de utilizagdo sao por

decoccgéo, maceracao e infusao.



Pereira et al. (2005) avaliaram a atividade antimicrobiana in vitro do extrato de
Punica granatum (roma) sobre Streptococcus mutans, Streptococcus mitis (S.mitis),
Streptococcus sanguinis, Streptococcus sobrinus (S. sobrinus) e Lactobacillus casei
(L. casei). Além disso, avaliaram in vivo a acdo antimicrobiana do extrato da roma na
forma de um dentifricio. Os resultados in vitro demonstraram que o extrato de P.
granatum produziu uma significante atividade antimicrobiana sobre o0s micro-
organismos,, evidenciando a eficacia do extrato quando comparados aos obtidos
pelo digluconato de clorexidina. Foi apontado efeito inibitdrio sobre L. casei, seguido
pelo S. mitis, S. sobrinus e S. sanguinis e melhores resultados quando comparados
aos da clorexidina. No estudo in vivo ocorreu a reducdo significativa do indice de
sangramento gengival e de S. mutans quando comparado com um dentifricio
controle, no entanto ndo ocorreu reducao no indice de placa.

Araujo et al. (2005) avaliaram a atividade antifangica in vitro do extrato da
casca de Anacardium occidentale Linn (cajueiro) sobre quatro cepas de leveduras
Candida, em estudo comparativo com o digluconato de clorexidina 0,12%. Os
resultados mostraram efeitos antifingicos sobre duas das cepas. Em contra partida,
a clorexidina apresentou atividade sobre todas as cepas, o0 que destaca a
importéancia de se estudar novos meios alternativos e de baixo custo como
terapéutica na Odontologia.

Em 1999, Ferreira testou in vitro a capacidade antimicrobiana de propolis
frente as cepas bacterianas Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum,
Clostridium perfringens e Actinomyces israelli e observaram o efeito bactericida em
todas.

Gentil et al. (2006) avaliaram a atividade antimicrobiana de uma solucdo
fitoterapica de Arctium lappa como medicacdo intracanal em comparagdo ao
hidroxido de calcio, contra Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Lactobacillus
acidophilus, Streptococcus mutans, e Candida albicans. Os autores se basearam no
fato de A. lappa ser utilizada extensamente na medicina popular ao longo dos anos,
como agentes antibacteriano, fungicida, entre outros. Os resultados apontaram a
maior eficacia da solucéo fitoterapica de A. lappa quando comparados ao hidroxido
de célcio e ao grupo controle.

Teixeira (2006) comparou as propriedades antimicrobianas dos curativos de
demora utilizados na terapia endodOntica, como paramonoclorofenol canforado,

furacinado, formocresol, tricresol-formalina, clorexidina e pastas de hidroxido de



calcio, com as substancias naturais, como o propolis, 6leo de copaiba, ozbnio e
mamona. Os resultados foram satisfatorios, demonstrando que o0s curativos de
demora podem ser substituidos pelos produtos naturais testatos.

Sponchiado Junior (2006) estudou a atividade antimicrobiana contra E.
faecalis in vitro de uma medicacao intracanal contendo fitoterapico de Pothomorphe
umbrellata em teste de difusdo em agar, bioautografia e analises microbiologicas em
canais radiculares. Os resultados encontrados demonstraram que no grupo tratado
com medicacdo a base de hidroxido de calcio nao houve crescimento bacteriano, no
grupo tratado com a fracdo de acetato de etila do extrato de P. umbellata ocorreu
inibicdo bacteriana nos periodos ap0s sete, quatorze e vinte e oito dias e o outro
grupo considerado controle permaneceu positivo ja que nenhum medicamento foi
adicionado. Por um periodo de vinte oito dias, tanto a fragdo de P. umbellata como o
hidroxido de célcio apresentaram agdo antimicrobiana contra a E. faecalis em dentes
infectados.

Suffredini et al. (2006b) realizaram uma triagem com 1220 extratos vegetais
amazonicos pertencentes a mais de 350 espécies de 71 familias diferentes de
plantas das florestas Amazbnica e Mata Atlantica para avaliar a atividade
antimicrobiana dos mesmos contra S. aureus, E. faecalis, P. aeruginosa e E. coli. Os
resultados obtidos demonstram que 17 extratos foram efetivos contra as bactérias
testadas em doses menores que 200 pg/mL. Rapanea pavifolia apresentou CIM =
30ug/mL e Concentracdo Bactericida Minima - CBM = 60 pug/mL contra E. faecalis.
Os extratos organicos de Gnetum leyboldii, Virola theiodora, Psidium densicomum e
Palicourea guianensis apresentaram CIM = 40 ug/mL e CBM < 100 pg/mL contra
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis.

Suffredini et al. (2007) identificaram e avaliaram a CIM e a CBM dos trés
extratos ativos contra as cepas estudadas, encontrados no trabalho realizado
anteriormente com 705 extratos de plantas no mesmo modelo experimental. Os
resultados obtidos foram os seguintes: Rapanea parvifolia e Smilax rufescens
mostraram efetividade contra E. faecalis CIM = 30 pg/mL; CBM = 60 pg/mL e CIM =
80 pg/mL; CBM = 90 pg/mL, respectivamente. Ruizterania retuza mostrou atividade
contra S. aureus CIM = 140 pg/mL CBM = 160 pg/mL e leve atividade contra P.
aeruginosa CIM = 200 pg/mL CBM = 380 pg/mL.



Alves et al. (2008) realizaram um estudo cujo escopo era avaliar a eficacia
das principais metodologias empregadas para triagem que envolvem extratos
vegetais e substancias padrédo. Utilizando os métodos rotineiramente indicados,
difusdo em &gar pela técnica do poco, do disco e do template, e microdiluicdo em
caldo, avaliou-se a atividade antimicrobiana das partes aéreas do vegetal que
resultaram em extratos etandlicos e diclorometanicos da Miconia rubiginosa
(Melastomaceae) e substancia padréo (penicilina e gentamicina) contra S. aureus, E.
faecalis, Kocuria rhizophila, Escherichia coli, Pseudomonas aeurinosa e Salmonella
typhimurium. Os resultados revelaram que houve inibicdo na maioria das bactérias
utilizando os extratos etandlicos e diclorometancios de M. rubiginosa verificada pelos
halos formados ao redor do poco, disco e template. Entretanto, contra E. faecalis,
nao houve inibicdo utilizando 100 e 300 mg/mL do extrato etandlico e 100 e 300
mg/mL do extrato diclorometanico no template e 100 e 300 mg/mL do extrato
diclorometénico no poco e no disco. Os extratos etandlicos nas duas concentracdes
testadas contra E. faecalis apresentaram diferenca estatistica significante entre a
técnica do poco e do disco (p<0,005). O CIM obtido do extrato etandlico e
diclorometéanico contra E. faecalis foi de 400 pug/mL.

Inimeros produtos odontolégicos que apresentam extratos vegetais vém
ganhando mercado e estdo sendo cada vez mais oferecidos com propdsito de inibir
ou até mesmo eliminar o crescimento e desenvolvimento de bactérias da cavidade

bucal presentes em diversas infeccdes.

2.6 Acao antimicrobiana de plantas contra Enterococcus faecalis

Ha mais de 2.500 anos, os chineses utilizam substancias derivadas de
vegetais para o tratamento de diversas doencas, como por exemplo o uso de uma
pasta feita do bolor do feijdo de soja no tratamento de infec¢des e abcessos na pele
(GILMAN, GOODMAN, GILMAN 1983), bem como os egipcios utilizavam o pao
mofado para tratar ferimentos, segundo Black (2002), e nesta época néo existia

conhecimento algum sobre os principios ativos destes produtos.



Aproximadamente 60% dos antibioticos foram introduzidos no mercado de
1983 e 1994 originarios de fontes naturais ou sintetizados/semi-sintetizados baseado
em produtos naturais (CRAGG, NEWMAN, SNADER 1997).

Buffon et al. (2001) avaliaram in vitro a eficacia dos extratos de Malva
sylvestris, Calendula officinalis, Plantago major e Curcuma zedoarea como
antimicrobianos contra as cepas de Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius,
Enterococcus faecalis, Enterobacter aerogenes, Serratia liquefaciens,
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Bacillus
subtilis e Corynebacterium matruchotr e compararam ao efeito da solucdo de
digluconato de clorexidina 20%, que serviu de controle positivo. As cepas foram
testadas em culturas mistas (todas as cepas juntas) e culturas puras (cepas
inoculadas individualizadas) utilizando 1,5x10% UFC/mL, entretanto, a quantidade de
extrato testada em cada disco de papel ndo foi informada pelos autores. Através do
ensaio de disco difusdo, as inibices foram avaliadas pelos tamanhos dos halos. A
clorexidina 20% apresentou 100% de inibicdo contra todas as espécies testadas, 0s
extratos ndo foram ativos contra Enterococcus faecalis, Enterobacter aerogenes,
Serratia liquefaciens, Staphylococcus epidermidis e Proteus mirabilis. Nas demais
cepas os extratos de Malva sylvestris e Calendula officinalis inibiram em média
16,4% e Plantago major e Curcuma zedoaria 13,5% e 10,8%, respectivamente.

Oliveira (2005) avaliou in vitro a acdo antimicrobiana do extrato hidroalcodlico
das folhas de Syzygium cumini, conhecida por jamboldo, contra diversas cepas
bacterianas, dentre as quais Enterococcus faecalis. Pelos métodos de disco difusédo
e microdiluicdo em caldo foram determinadas a CIM e CBM. No método da DDA os
resultados do extrato nas concentragdes 100, 200 e 300 mg/mL contra E. faecalis
nao foram significantes pela leitura dos halos, quando comparados a resposta das
outras cepas. A CIM apresentou valores entre 70 e 200 pg/mL, sendo o valor para E.
faecalis igual a 100 pg/mL. O autor sugere que seria necessario uma busca do
principio ativo para considerar realmente o potencial terapéutico.

Girometto (2005) utilizou follhas e talos da erva mate (lllex paraguariensis St.
Hill) contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella enteritidis e
Enterococcus faecalis. Foram testados decoctos dos talos e extratos hidroalcoolicos
das folhas e a atividade antimicrobiana foi maior Salmonella enteritidis e

Enterococcus faecalis.



Franca et al. (2005) realizaram um estudo cromatografico para identificar as
substancias das partes aéreas de Aristolochia birostris Ducht. (Aristolochiacea).
Quatro fracbes mais a neolignana (diidrocarinatina) foram testadas em cepas
selecionadas, identificadas e isoladas pelo laboratorio onde o experimento foi
realizado, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Enterococccus faecalis, Escherichia coli, Candida albicans, Candida
tropicalis, Aspergilus flavus, Criptococcus neoformans e Microsporum canis. Os
experimentos foram realizados pelo método de difusdo em agar solido em duplicata
e os resultados pelas médias dos halos de inibicdo. O controle negativo foi obtido
pelo micro-organismo semeado na placa sem antimicrobiano e o positivo por meio
de substancias padrao, como tetraciclina (30 ug/mL) para as bactérias e cetoconazol
(200 pg/mL) para os fungos. Nenhuma das substancias testadas mostrou atividade
antimicrobiana frente aos micro-organismos testados.

Silveira et al. (2005) realizaram um estudo quimico e farmacolégico dos frutos
da Syagrus oleraceae (Martius) Beccari e Mauritia vinifera Martius, conhecidas
popularmente como guabiroba e buruti. Avaliaram a atividade antimicrobiana dos
extratos dos frutos (100 pg/mL) contra cepas Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Pseudomonas aeruginosa, e Escherichia coli. Os in6culos foram
preparados a uma suspensdo de 10° a 10’ UFC/mL. Os Unicos resultados
antimicrobianos contra E. faecalis foram observados no extrato etandlico do
epicarpo/mesocarpo dos frutos de S. oleracea, de suas particbes em acetato de etila
e do extrato etandlico do epicarpo/mesocarpo dos frutos de M. vinifera. Os autores
concluiram que os extratos dos frutos de ambas as espécies nao foram capazes de
inibir significantemente E. faecalis.

Reis (2006) avaliou a atividade antimicrobiana in vitro do extrato
hidroalcodlico das folhas de Persea gratissima Gaertn (abacateiro, Lauraceae)
contra cepas de E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, K. rhizophila, Neisseria.
gonorrhoeae, Shigella flexneri, Candida Krusei, C. albicans, K. pneumoniae, E.
faecalis e Salmonella sp.,. partindo de uma suspenséo inicial de 0,5 McFarland para
as bactérias e 1 McFarland para as leveduras. Utilizou-se as concentracdes de 100,
200 e 300 mg/mL de extrato usando o método de difusdo em agar pela técnica dos
pocos de 6 mm, aos quais foram adicionados 40 pL de cada concentragédo. E.
faecalis ndo foi sensibilizada pelas concentracdes utilizadas nos dois métodos

utilizados (disco difusdo em &agar e técnica do poco em camada dupla em disco



difusdo em &gar), mas ocorreu inibicdo do crescimento da mesma no ensaio de
midrodiluicdo em caldo a concentracao de 100 pg/mL. O autor concluiu que o extrato
hidroalcodlico das folhas de Persea gratissima Gaertn — abacateiro — Lauraceae
possui atividade antimicrobiana contra E. faecalis, necessitando de complementacao
dos estudos.

As atividades antimicrobiana e citotoxica de diversos extratos de plantas vem
sendo objeto de estudo nos dultimos anos. Segundo Stefanello (2006), as
propriedades antimicrobianas dos extratos das folhas de Gochnatia polymorpha ssp.
floccosa apresentaram fraca atividade contra cepas de Staphylococcus aureus e
Streptococcus mutans, enquanto o extrato das cascas inibiu o crescimento de
Micrococus luteus, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, S. mutans,
Enterococcus faecalis e Candida albicans. Foram utilizados inéculos a 5x10°
UFC/mL, pelo método de disco difusdo em &gar, na técnica do po¢co em camada
dupla. E. faecalis apresentou maior halo de inibicdo (12 mm) quando testado o
extrato em diclorometano, sete mm quando testado o extrato etanélico das cascas e
sete mm quando testados os extratos diclorometanicos dos ramos. Os autores
concluiram que G. polymorpha ssp. floccosa ndo é toxica devido a resposta
antimicrobiana apresentada pelas cascas contra bactérias Gram-positivas.

Souza eWiest (2007) identificaram e compararam a atividade antibacteriana
de Aloysia gratissima (Gill et Hook) Tronc. (garupd, erva-santa) coletada na cidade
de Eldorado do Sul, Rio grande do Sul, contra Staphylococcus aureus, Rhodococcus
equi, Enterococcus faecalis, Salmonella enteritidis, Pasteurella multocida e
Escherichia coli. As amostras de extrato hidroalcodlico, alcodlica e decoccdo,
obtidas conforme a Farmacopéia Brasileira (1959), foram testadas em todas as
concentracdes bacterianas de 10% a 10° UFC/mL. E. faecalis n&o foi sensibilizada
pelo extrato hidroalcoolico da planta seca e por decocto, mas apresentou o segundo
melhor resultado de inibicdo na presenca de extrato alcodlico de planta fresca,
guando comparado aos demais resultados encontrados. Ainda assim, os resultados
foram melhores do que aqueles referentes a acdo antimicrobiana contra
Rhodococcus equi e Pasteurella multocida. Estes resultados reforcam a indicagao
popular do uso da erva-santa para tratar pneumonias e outros quadros de infec¢cao
respiratéria, uma vez que as duas bactérias sensibilizadas foram isoladas de

patologias pulmonares de suinos.



Malinowski et al. (2007), em sua pesquisa, propuseram-se a avaliar a
atividade antimicrobiana e antifingica dos principais compostos hidrossolUveis e
hidroalcoolsoliveis das folhas de Artemisia vulgaris, bem como averiguar 0s
metabdlitos secundarios, o teor de carboidrato e das proteinas presentes. A planta
foi coletada de Curitiba, Parana e, foram obtidos extratos aquosos e hidroalcodlicos
das folhas. Os in6culos foram utilizados a 0,5 McFarland para os testes de atividade
antimicrobiana e a suspenséo de 5x10° UFC/mL para avaliar a atividade antifingica.
As cepas utilizadas foram Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus saprophyticus, Streptococcus mutans, Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis e Klebsiella pneumoniae. Neste estudo,
nenhum micro-organismo foi inativado independente da concentracdo de extrato
utilizada, sabe-se que, na metodologia empregada, Artemisia vulgaris ndo age na E.
faecalis.

Os estudos que acercam Enterococcus faecalis sdo desafiantes, uma vez que
este micro-organismo apresenta importante papel na patologia humana,
especialmente na bucal. Quando ocorre um desequilibrio na microbiota bucal
residente, ha lesdo de cérie, infeccbes periodontais e infec¢cdes endodbnticas e
consequentemente elevada proliferacdo de espécies potencialmente patogénicas
(MAYER 2004).



3 PROPOSICAO

3.1 Objetivo geral

O presente estudo tem por objetivo avaliar a agdo antimicrobiana in vitro de
extratos de plantas coletadas na Floresta Amazonica e na Mata Atlantica brasileiras

contra Enterococcus faecalis.

3.2 Objetivo especifico

Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracao
bactericida minima (CBM) dos extratos ativos.

Obtencdo dos residuos dos extratos e avaliacdo da capacidade
antimicrobiana dos mesmos.

Obtencéo de um perfil cromatogréafico dos extratos e residuos ativos.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Cepa e Solugoes:
. Cepa Bacteriana: American Type Culture Collection (ATCC)
Enterococcus faecalis — ATCC 29212
o Digluconato de clorexidina 2%, fabricado pela Biodindmica®,
Parana, Brasil;
. Digluconato de clorexidina 20%, manipulado pela farmacia de

manipulacdo Férmula e Acéo, Sao Paulo, Brasil;



. Hipoclorito de Sodio 10%, manipulado pela farmacia de

manipulacdo Férmula e Acéo, Sao Paulo, Brasil;
. Hipoclorito de Sdédio 1%, fabricado pela Asfer®, S&o Paulo,

Brasil.

4.2 Métodos

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Extragdo da Universidade
Paulista — UNIP, utilizando extratos vegetais coletados na Amazbnia e Mata
Atlantica por uma equipe especializada composta por botanicos, farmacéuticos,
meédicos e mateiros conhecedores da regido. As coletas foram feitas somente com
as devidas licencas, tanto de coleta como de acesso ao patrimdnio genético exigido
pela legislacdo brasileira, obtidas junto ao IBAMA — Instituto Brasileiro do meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis e ao CGen — Conselho de Gestédo do
Patrimonio Genético. A UNIP um barco tripulado, que permanece as margens do Rio

Negro, na Amazonia (Figura 7).

Figura 7. Barco da Universidade Paulista - UNIP
Foto: Wilson Malavazi (UNIP)



4.2.1 Coleta de plantas

Diferentes partes de cada espécie de plantas selecionadas foram coletadas
na floresta Amazbnica e Mata Atlantica, segundo a disponibilidade. Foram
acondicionadas em sacos de algodao e enviadas para o Laboratério de Extracdo da
Universidade Paulista — UNIP, em S&o Paulo (Figura 8). O material foi limpo, de
modo que o0s insetos ou outros animais fossem retirados, bem como parte de outras
plantas, areia, terra, entre outros. O material foi seco em estufa de circulacdo de ar a
40 °C e posteriormente moido em moinho de martelo Holmes®. Apds estar
completamente moido, o material foi acondicionado em sacos plasticos, selados,
identificados e mantidos em camara fria a -20°C, até a preparacdo dos extratos
(Figura 9). Uma amostra (exsicata) do material coletado para a pesquisa é
depositada no Herbario da UNIP para que a identificacdo botanica (Figura 10 A, B)
seja feita posteriormente (YOUNES et al 2007).

Figura 8. Sacos de algodao contendo 6rgaos vegetais coletados na floresta, devidamente
identificados.



Figura 9. Amostra dos 6rgdos vegetais moidos e armazenados em sacos plasticos, selados,
identificados e mantidos em camara fria a -20°C.
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Figura 10. A - Amostra representativa do material a ser moido, armazenado para fins de consulta
posterior. B - esxicata usada para fazer a identificacdo da familia, género e espécie de cada
amostra.



4.2.2 Preparacao e obtenc&o dos extratos vegetais

O processo de maceracdo foi utilizado para obter os extratos. O material
moido é colocado em percoladores de vidro Kontes® (Figura 11 A,B) e a mistura de
solventes composta por diclorometano e metanol (Merck®), na proporcédo de 1:1, €
colocada de modo a se cobrir todo o p6 de planta. O conjunto pé-mistura de
solventes € mantido em contato por 24 h. O solvente é removido por evaporacao
rotativa Buchii® (Figura 12) e o extrato seco foi armazenado em freezer Revco® a -
20°C. Em seguida, uma quantidade de agua é acrescentada ao p6 e uma nova
maceracdo € feita por mais 24h. O extrato aquoso é liofilizado (Figura 13) e
armazenado no freezer. Foram obtidos, portanto, dois extratos com o0 mesmo
material vegetal: um extrato organico e um extrato aquoso (Figura 14), que sao
devidamente identificados de modo a nao se relacionar dados botanicos na etiqueta.
Os extratos aquosos sao representados por nimeros pares e 0S 0organicos por

impares.

Figura 11. Processo de extracao para obtencéo dos extratos vegetais por

maceracao. A, B - percoladores de vidro.



Figura 12. Aparelho rotoevaporador utilizado para remover os solventes organicos dos extratos.

Figura 13. Aparelho utilizado para obtencéo dos extratos aquosos liofilizados.



Figura 14. A - orgénico e B — aquoso; extratos acondicionados em frascos de vidro &mbar com tampa
de teflon devidamente identificado.

4.2.3 Pesagem dos extratos vegetais

Apos os resultados dos estudos de triagem de extratos de plantas brasileiras
da Floresta Amazénica e Mata Atlantica contra Enterococcus faecalis (SUFFREDINI
et al. 2004, SUFFREDINI et al 2006a, SUFFREDINI et al 2006b), foram pesados os
25 extratos vegetais ativos selecionados em balancga analitica Ohaus® (Figura 15).
Cem mg de cada extrato foram pesados diretamente em frascos de criogenia
Eppendorf® estéreis de 2 mL, devidamente identificados com etiqueta contendo
namero de identificacdo de cada extrato, valor tarado do frasco e quantidade de
massa de extrato que foi pesado. Foram armazenados em freezer a -20°C até o uso
(Figura 16). Os extratos foram adicionados ao interior dos frascos com auxilio de

espatula de metal.



Figura 15. Balanc¢a analitica utilizada para pesagem dos 25 extratos e seus residuos.

Figura 16. Os extratos vegetais foram identificados e armazenados a - 20°C, em camara fria.



4.2.4 Preparacdo das amostras de extratos vegetais e substancias padréo

Os extratos organicos foram diluidos em dimetil sulféxido 50% (DMSO
Merck® 50%) em solugdo aquosa, a concentragcdo de 200 mg/mL. Os extratos
aquosos foram preparados na mesma concentracdo, porém diluidos em &gua
destilada, grau Milli-Q (Millipore®). Os solventes foram adicionados através de
micropipeta Eppendorf® 1000 pL e ponteiras estéreis Gilson® compativeis ao
volume. Apéds a adicao dos respectivos solventes, cada frasco foi agitado no Vortex
Thermolyne® por 1 minuto a fim de homogeneizar o contetdo (Figura 17).

Figura 17. Vortex usado para homogeneizar os extratos diluidos.

As substancias padrédo foram preparadas em diversas concentragfes usuais
na pratica Odontolégica como solucao de clorexidina 0,12% e 2% (comercializado) e
20% (manipulado) e hipoclorito de sédio 1% (comercializado) e hipoclorito de sodio
10% (manipulado) (Figura 18 — A,B,C,D). As diluicdes foram feitas com &agua
destilada grau Milli-Q (Millipore®), Resultando nas concentracées finais de 0,12%,
1% e 2% de solucéo de clorexidina e 0,5 e 1% de hipoclorito de sédio.



Figura 18. A - hipoclorito de s6dio Férmula e Acdo 10% (manipulado), B - hipoclorito de sédio 1%
Asfer® (comercializado), C - solucdo de clorexidina 2% Biodinamica® (comercializado) e D -
solucdo de clorexidina 20% Férmula e Acdo (manipulado).

Os extratos ativos foram preparados em diferentes concentracdes para a
obtengdo da concentracdo inibitoria minima — CIM e concentragdo bactericida
minima — CBM. As concentracfes testadas foram de 250, 200, 150, 100, 50, 25,
12,5, 6,25, 3,1, 1,6 e 0,8 mg/mL, preparadas em agua destilada grau Milli-Q
(Millipore®) ou dimetil sulféxido 50% em &gua.

Todas as solugbes preparadas e testadas no ensaio da microdiluicdo em
caldo — MDC foram diluidas 20 vezes na realizacdo do experimento e as
concentracbes descritas acima foram, portanto, divididas por 20, sendo



consideradas no poco, 12,5, 10,0, 7,5, 5,0, 2,5, 1,3, 0,6, 0,31, 0,16, 0,08 e 0,04
mg/mL.

4.2.5 Meios de cultura

4.2.5.1 Miieller Hinton Agar (MHA)

O meio de cultura Agar Miieller Hinton - MHA (Oxoid®, Inglaterra) foi utilizado
para preparar as placas de petri e testar a susceptibilidade antimicrobiana. O quadro

1 descreve os constituintes do MHA.

Formulacéao g/L
Infusé@o desidratada de carne 300,0
Hidrolisado de caseina 17,5
Amido 15
Agar 17,0

Quadro 1. Composicdo do meio Mueller Hinton agar utilizado para preparar as placas de Petri.

O fabricante orienta utilizar uma propor¢cdo de 38 g para 1 L de éagua
destilada, grau Milli-Q (Millipore®). A suspensao foi preparada em frasco de vidro
com tampa (Kimax®) apés pesar o p6 do MHA e adicionar a solucdo, deixando
dissolver completamente os constituintes e esterilizando em autoclave a 121°C por
15 minutos (Figura 19). Quando o preparado estéril atingiu a temperatura de 56°C, o
mesmo foi levado para o fluxo laminar vertical Veco® e com auxilio do pipetador
automatico (Eppendorf®) e pipetas de 50 mL estéreis descartaveis (Corning®) foram
adicionados 15 mL de meio em cada placa de Petri plastica 90x15 lisa Pleion®
(Figura 20). Apos o processo de geleificagdo do meio, as placas foram identificadas,

datadas e armazenadas na geladeira (Eletrolux®) para uso extemporaneo.



Figura 19. Meio de cultura Mueller Hinton &gar e meio de cultura Mueller Hinton caldo
(Ox0id®, Inglaterra).

Figura 20. Placas de Petri com meio de cultura Mueller Hinton &gar, no fluxo laminar vertical
(Veco®).



4.2.5.2 Mueller Hinton Caldo (MHC)

O meio de cultura Mdueller Hinton Caldo - MHC (Oxoid®, Inglaterra) foi
utilizado para os ensaios antimicrobianos. O quadro 2 descreve os constituintes do
MHC.

Formulagdo g/L
Infusé@o desidratada de carne 300,0
Hidrolisado de caseina 17,5
Amido 1,5

Quadro 2. Composicao do meio Mueller Hinton Caldo utilizado.

O fabricante orienta utilizar uma propor¢cdo de 21 g para 1 L de agua
destilada, grau Milli-Q (Millipore®). O contetido foi preparado em frasco de vidro com
tampa, apdés pesar o p6 do MHC e adicionar a agua. O meio é dissolvido e
esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos (Figura 21). Quando o preparado
estéril atingiu a temperatura ambiente, o mesmo foi levado para o fluxo laminar

vertical Veco® para que o experimento fosse realizado em meio caldo.



Figura 21. Autoclave (Fanem®).

4.2.6 Cepa bacteriana

A cepa bacteriana padrao utilizada Enterococcus faecalis (E. faecalis) codigo
29212 é originada da American Type Culture Collection - ATCC®, Estados Unidos
(Figura 22). As cepas foram adquiridas liofilizadas, em alcas de plastico
descartaveis, e apresentam-se acondicionadas em envelopes (Loops®, Remel®)
que por sua vez estdo acondicionadas em caixa apropriada, mantida sob

refrigeracéo até o uso.
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Figura 22. Cepa bacteriana padrao utilizada Enterococcus faecalis (E. faecalis) codigo
29212, é originada da American Type Culture Collection - ATCC®, Estados Unidos.

A reativacdo da bactéria ocorreu imediatamente apds a abertura do envelope
protetor, e a alga com o conteldo bacteriano foi estriada por técnica de esgotamento
na placa de Petri contendo MHA, sob condi¢cdes estéreis (Figura 23 A, B). Esta placa
foi denominada “placa mae”, e foi incubada em estufa de cultura Fanem® a 37°C por
18 a 24 horas. Apds o crescimento por 24 h, a placa pode ser mantida em geladeira
e ser usada por até 30 dias. O li6filo adquirido encontra-se na 22 passagem, sendo
que foi estabelecida a 32 passagem para todos os experimentos.

Figura 23. A — Envelope contendo Enterococcus faecalis (E. faecalis) ATCC® 29212, B — Reativacao
na placa Mieller Hinton agar.



Testes de Gram e de catalase foram periodicamente realizados com a cepa a

fim de acompanhamento.

4.2.6.1 Coloragédo de gram

O teste de Gram foi realizado para proporcionar a visualizacdo das
caracteristicas bacterianas correspondentes a E. faecalis. Basicamente, este teste
consiste em esfregar uma pequena porcdo de bactéria E. faecalis na lamina de
vidro, fixar o esfregaco da lamina passando-a do lado oposto ao esfregaco trés
vezes sobre a chama do bico de Bunsen e esperar esfriar, para posteriormente
seguir as etapas da técnica. Primeiramente, pingar algumas gotas de cristal violeta
sobre o esfregaco na lamina de vidro, lavar rapidamente com agua destilada, grau
Milli-Q (Millipore®), em seguida, pingar algumas gotas de lugol sobre o mesmo local
deixando agir por 1 minuto, lavar novamente com agua e descorar suavemente com
alcool absoluto, por 15 segundos. Esta etapa diferencia o grupo bacteriano em
Gram-positivo e Gram-negativo, pois no caso da E. faecalis (Gram-positiva
facultativa) o alcool ndo remove o conjunto cristal violeta e lugol, permitindo que as
bactérias figuem coradas pelo corante, pois a camada peptidioglicano, caracteristica
das Gram-positivas, € espessa e rica de substancias que impedem a penetracdo do
alcool. Na lamina, a E. faecalis apresentou coloracdo roxo escuro compativel a

classe.

4.2.6.2 Teste da catalase

7

O teste de catalase é outro método que distingue estafilococo de
estreptococo. A técnica consistitue em realizar um esfregaco de cultura bacteriana
fresca, no tempo de crescimento de 18 a 24 horas, na lamina de vidro para
microscopia e pingar duas gotas de peréxido de hidrogénio sobre E. faecalis. O
resultado negativo revela a auséncia da catalase, uma vez que a mesma promove a

lise do perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio, gerando a liberacéo de bolhas de



oxigénio, fato ndo visualizado neste caso, comprovando a identificacdo de catalase
negativa, caracteristica de Enterococcus.

4.2.7 Preparo da cultura bacteriana fresca

A partir da “placa mae” (22 passagem), foi realizada uma nova passagem da
bactéria, de modo que a cultura fresca ficasse na 32 passagem (Figura 24). A técnica
utilizada na placa para estriar a E. faecalis foi de esgotamento. A placa foi levada a
estufa a temperatura de 37°C, por 18 a 24 horas. Este procedimento foi repetido em

toda a sequéncia do estudo.

Figura 24. Coldnias Enterococcus faecalis (E. faecalis) ATCC® 29212 na 3?2 passagem para
todos os experimentos.



4.2.8 Preparo da suspensado bacteriana para os ensaios antimicrobianos em
disco difusdo em agar

Decorridas as 24 horas de crescimento bacteriano, na 32 passagem, iniciou-
se o0 preparo das suspensdes bacterianas. O experimento foi realizado sobre a
bancada na presenca do bico de Bunsen. Foram utilizados tubos de ensaio estéreis
com tampa para acondicionar 9 mL de soro fisiolégico estéril (Figura 25),
transferidos com auxilio de pipetador automatico Eppendorf® e pipetas de vidro
estéreis de 10mL (Laborglas®). A partir de uma alcada de col6nias de E. faecalis da
placa de Petri, transferiu-se a massa bacteriana para o tubo. A suspensao foi
homogenizada no Vértex Thermolyne® por 1 minuto, até atingir a escala de 0,5
McFarland (1,5 x 108 UFC/mL), no turbidimetro Oxoid®, com solucdo de sulfato de
bério em concentracdes correspondentes a turbidez desejada (Figura 26).

Figura 25. Bateria de tubos de ensaio preparada para a diluicdo da suspenséo bacteriana.



Figura 26. Padronizacdo da suspenséao bacteriana utilizando turbidimetro Oxoid®.

4.2.8.1 Disco difusdo em Agar - DDA

A suspensdo bacteriana preparada a 0,5 McFarland (1,5x10° UFC/mL) foi
usada para inocular as placas de meio MHA. Sobre a bancada, na presenca do bico
de Bunsen, cada placa foi inoculada com auxilio de swab estéril pela técnica do
esgotamento. As placas de Petri inoculadas foram identificadas com caneta
Sharpy®. Na identificagdo, constavam a data de confec¢cdo do meio, a data do
experimento e o niumero do extrato. Foram adicionados 6 discos de papel estéreis
por placa. Cada disco recebeu 10 pL de extrato previamente diluido, com o auxilio
de micropipeta de 10 pL e ponteira correspondente ao volume utilizado. As
substancias padrdo foram testadas e volumes correspondentes a 10 pL foram
empregados (Figura 27 A,B).

Foram testados 25 extratos e 13 concentragfes diferentes de substancias
padrao. As placas foram colocadas na estufa de cultura Fanem® a 37°C por 18 a 24
horas. Decorrido este tempo, realizou-se a leitura dos halos de inibicdo. As figuras
28 AB, 29 AB, 30 AB,C,D, 31 AB e 32, apresentam 0 ensaio no modelo disco
difusdo em &gar de dimetil sulfoxido 50% e 100% contra E. faecalis e com as
substancias padréo clorexidina e hipoclorito de sddio. Foram utilizados 10 pL de
cada substancia no disco de papel estéril. Os halos de inibicao foram aferidos,



valendo-se de duas medidas perpendiculares entre si, com paquimetro digital
Caliper®, modelo Stainless (Figura 33). O experimento seguiu a metodologia
sugerida pelo Committe for Clinical Laboratory Standards - CCLS (antigo National
Committe for Clinical Laboratory Standards - NCCLS, 2000).

Figura 27. A — Inoculagdo Enterococcus faecalis em Mueller Hinton agar, B — Adicéo dos
extratos nos discos, no modelo de disco difusdo em agar.

Figura 28. A — Halo de inibic&o do extrato 352 pertencente a familia Fabaceae Mimosoideae,
género e espécie Stryphnodendron pulcherrimum contra Enterococcus faecalis na placa
Mueller Hinton &gar, B — Halo de inibic&o do extrato 841 pertencente a familia Myrsinaceae,
género e espécie Rapanea parvifolia contra Enterococcus faecalis na placa Mieller Hinton
agar.



Figura 29. A, B — Resultados visualizados no modelo disco difusédo em agar do dimetil sulféxido
50% e 100% contra Enterococcus faecalis.

Figura 30. A,B — Resultados visualizados no modelo disco difuséo em &gar da clorexidina
(manipulada) 0,12% e 1% contra Enterococcus faecalis, C,D — Resultados visualizados no modelo
disco difusdo em &gar da clorexidina (manipulada) 2% e 20% contra Enterococcus faecalis.



Figura 31. A — Resultados visualizados no modelo disco difusdo em agar da clorexidina
(comercializado) 0,12% e 1% contra Enterococcus faecalis, B — Resultados visualizados no modelo
disco difusdo em agar da clorexidina (comercializada) 2% contra Enterococcus faecalis.

Figura 32. Resultados visualizados no modelo disco difusdo em agar do hipoclorito de sddio
(manipulado) 0,5% contra Enterococcus faecalis e hipoclorito de sodio (comercializado) 1% contra
Enterococcus faecalis.



Figura 33. Leitura dos halos de inibicdo com paquimetro digital, no modelo
de disco difusdo em agar com paquimetro digital.

4.2.8.2 Delineamento experimental para o ensaio de disco difusao.

Os extratos vegetais aquosos e organicos, preparados a uma concentragao
de 200 mg/mL, foram submetidos a uma triagem para se averiguar a capacidade
inibitéria de crescimento bacteriano dos mesmos. Para isso, 10 pL de cada solucéo
de extratos foram adicionados a um Unico disco de papel de 6 mm de diametro. Os
extratos que inibiram o crescimento bacteriano, independentemente do tamanho do
halo, foram selecionados. Os extratos selecionados foram submetidos ao mesmo
ensaio, para a confirmacdo da atividade inibitéria. Os extratos que tiveram a
atividade inibitéria confirmada foram testados em triplicata e seus halos foram
medidos com paquimetro digital. As médias e desvios padrdo relativas a cada
extrato foram obtidas e analise de variancia aplicada, a fim de se determinar
diferencas significantes de inibicdo de crescimento entre as substancias e extratos.

4.2.9 Preparo da suspensdo bacteriana para os ensaios antimicrobianos de
microdiluicdo em caldo

A partir de uma suspens&o de 1 McFarland (3 x 108 UFC/mL), obtida por
analise em turbidimetro Oxoid®, realizou-se diluicdo em série em 6 tubos de ensaio



de vidro com tampa, contendo 9 mL de solugéo salina, numerados de 1 a 6. Com
auxilio de uma pipeta de vidro estéril e um pipetador automatico, foi transferido 1 mL
da suspenséo inicial para o tubo 1. A suspenséo foi homogenizada e 0 processo
repetido até o tubo numero 6, ilustrado na Figura 34. Realizou-se a contagem
bacteriana dos tubos 4, 5 e 6, através da transferéncia de 0,1 mL das suspensdes
bacterianas dos tubos correspondentes, para placas de Petri com MHA, em
duplicata. As placas foram incubadas em estufa de cultura a 37°C por 18 a 24 horas
e o0s tubos de vidro com as diluicdes foram armazenados sob refrigeracdo por 24 h
aguardando a contagem bacteriana para a realizacdo dos experimentos
(Farmacopéia dos Estados Unidos do Brasil 1959).

Passadas as 24 horas, as placas de MHA da contagem bacteriana foram
retiradas da estufa e realizou-se a contagem bacteriana. Os tubos cuja contagem
ficou entre 30 e 300 unidades formadoras de col6nia, foram considerados para a

contagem da suspensao inicial.

Placa MHA com Efae -
cultura de 24 horas fresca

Alcada de Efae
da placa de MHA

imL imL imL imL imL

Tubo 0 Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5 Tubo 6
1 imL 1 1 1 1 1 1
McFarland |:> McFarland McFarland McFarland McFarland McFarland McFarland
de Efae em de Efae em de Efae e de Efae e de Efae e de Efae e de Efae e
9mL de SF 9mL de SF 9mL de SF 9mL de SF 9mL de SF 9mL de SF 9mL de SF
0,9% 0,9% 0,9% 0,9% 0,9% 0,9% 0,9%
Contagem das col6nias de Efae nos tubos 4,5 e 6
Legenda:

MHA — Miieller Hinton Agar

G
S
(2

SF — Soro fisiol6gico

+-200 a 400 +-100
colénias coldnias

Efae — Enterococcus faecalis.

incontavel

+ - 200x10° = 20,0x10° = 2,00x107 UFC/mL

Figura 34. Esquema do método de diluicdo em série.



4.2.9.1 Microdiluicdo em caldo e determinacdo da concentracdo inibitoria
minima — CIM e concentracao bactericida minima - CBM

O método de diluicdo em caldo descrita pelo NCCLS (2000) foi adaptada para
a realizagdo em microplacas (KUBOTA, OHARA, BACCHI 2001). Nesta etapa, todo
procedimento foi realizado no fluxo laminar vertical Veco®, seguindo os critérios

necessarios para procedimentos estéreis (Figura 35).

Figura 35. Material para o ensaio da microdiluigdo em caldo no fluxo laminar vertical Veco®.

Foram adicionados 190 pL de suspensao bacteriana em meio MHC nas
microplacas de 96 pocos de fundo arredondado com micropipeta multicanal
automética (Biohit®). As concentacfes das suspensdes bacterianas usadas para
testar os extratos ativos foram 108, 1x107,1x10° 1x10° 1x10% 1x10% e 1x10°
UFC/mL (Figura 36). Foram adicionados 10 pL de cada uma das diferentes
concentracbes de extratos ou substancias — padrédo aos 190 pL de suspensao
bacteriana. Cada microplaca apresentou dois pog¢os controle, um para crescimento
negativo, que representa a avaliacdo do processo estéril do experimento e outro,
para crescimento positivo, que representa o padrao de crescimento bacteriano sem

tratamento.



Figura 36. Ensaio de mirodiluicdo em caldo sendo realizado no fluxo laminar (Veco®).

Cada amostra ou substancia-padréo foi avaliada em duplicata. As microplacas
foram mantidas em estufa de cultura a 37°C, por 18 a 24 horas. Apos esse periodo,
a leitura dos resultados foi feita visualmente e foram estabelecidos o0s seguintes
parametros: “X” = formagao de botdo, ndo houve inibigao; “C” = turbidez acrescida
de colbnias, floculacdo sem formacao de botdo; “++” = varios pequenos flocos de
colbnias, inibicdo parcial; “+” = poucos flocos de coldnias, sem turvacao; “L” = meio
limpido, provavel inibicdo de crescimento bacteriano (Figura 37 A,B,C).

Todos os resultados avaliados como “L”, ou cuja leitura ficou prejudicada pelo
depdsito de extrato ou substancia padrao, foram submetidos a subcultura em meio
MHA (Figura 38). As placas de Petri foram incubadas a 37 °C por 18 a 24 horas.
Decorridos o tempo, foi observado se houve ou ndo crescimento bacteriano. Se
houve crescimento bacteriano, classifica-se a atividade biolégica como “L+” e se nao
houve crescimento bacteriano, classifica-se como “L-". Este experimento foi
delineado para a analise e obtencdo da CIM e CBM. Para se considerar CIM,
observa-se qual foi a menor concentracdo que apresentou “L+” e considera-se CBM

a menor concentracao classificada como “L-".



Figura 37. A, B, C — Leitura visual dos resultados pelo modelo de microdiluicdo em
caldo nos pogos. 1. “X” = formagao de botéo, ndo houve inibigéo; 2. “C” = turbidez acrescida
de colbnias, floculacdo sem formacao de botdo; 3. “++” = varios pequenos flocos de colbnias,

inibicao parcial; 4. +” = poucos flocos de col6nias, sem turvagao; 5. L” = meio limpido,
provavel inibicdo de crescimento bacteriano.

Figura 38. Subcultura em placa de Miieller Hinton agar de todos os pocos.



4.2.10 Particéo Liquido — Liquido

A metodologia empregada baseou-se no processo de particdo liquido-liquido,
utilizando-se trés solventes diferentes de maneira a se obter um residuo apolar, um
intermediario e um polar. O residuo apolar corresponde ao cloroférmico, o residuo
intermediario corresponde ao butandlico e o polar corresponde ao aquoso. Apos a
completa evaporacédo dos solventes na capela (residuos butandlicos, cloroférmicos e
aquosos) e no liofilizador (residuo aquoso), foram obtidos os trés residuos (Figura
39).

Dos 25 extratos vegetais foram obtidos 75 residuos, sendo que cada um foi
transferido para frascos de criogenia de 2 mL, identificados e pesados na balanca
analitica, a fim de se obter 100 mg de cada residuo (Figura 40).

Os residuos aquosos foram ressuspendidos em agua destilada grau Milli-Q
(Millipore®) e os cloroférmicos e butanélicos em dimetil sulféxido e dgua grau Milli-Q
(Millipore®) até a concentracéo final de 200 mg/mL. Foram acondicionados em
frascos de criogenia de 2 mL. Os frascos foram agitados no vortex a fim de

homogeneizar o residuo.



Figura 39. Processo de parti¢cao liquido-liquido.

Figura 40. Frascos de criogenia de 2 mL contendo 100 mg dos 75 residuos.



4.2.11 Disco difusdo em 4gar feito com os residuos

O ensaio do disco difusdo em agar, preparado tal como nos ensaios feitos
com os extratos, foi usado para a avaliagdo dos residuos cloroféormicos, butandlicos
e aguosos de cada um dos 25 extratos ativos em uma Unica concentracao, de 200
mg/mL, para simples verificagdo de atividade dos residuos ativos em unicata com os
75 residuos obtidos e posteriormente em triplicata, com o0s que apresentaram
atividade (Figura 41).

Figura 41. A,B,C,D - Ensaio de disco difusao em agar com os 75 residuos, mostrando diferengas nas
respostas de inibicdo em relagédo a cada amostra.



4.2.12 Microdiluicdo em caldo - MDC dos residuos

O ensaio da microdiluicio em caldo foi realizado segundo a mesma técnica
descrita para as analises feitas com os extratos. Os 75 residuos foram testados a fim
de se verificar suas atividades antibacterianas, e 0s que apresentaram inibicdo de

crescimento foram submetidos a subcultura em meio Mueller Hinton agar (Figuras 42

A,B,C,D e 43).

Figura 42. A,B,C,D - Ensaio da microdiluicdo em caldo com os 75 residuos.



Figura 43. Subcultura do ensaio da microdiluicdo em caldo com os 75 residuos
em meio Mueller Hinton &gar .

4.2.13 Cromatografia

Foi realizada cromatografia em camada delgada para se verificar, em termos
gualitativos, a eficacia do fracionamento dos extratos ativos. Para isso, foram
utilizadas cromatofolhas com silica gel GF (Merck®), diferentes fases moveis, foram
utilizados os reveladores acido sulfurico 25% e luz ultravioleta 254 nm. A analise foi
feita através da comparacdo entre as manchas originadas do extrato bruto e dos
residuos.

As cromatofolhas foram divididas em retangulos de 5 x 2,5 cm (andlise de 4
amostras) ou 5 x 3 cm (analise de 5 amostras), nos quais as amostras foram
aplicadas na mesma sequéncia em trés cromatofolhas, para andlise em trés
sistemas de solventes diferentes. As amostras analisadas foram o extrato bruto, o
residuo cloroférmico, o residuo butandlico e o residuo aquoso, respectivamente
(Figura 44 A,B).



Figura 44. A,B- Cromatofolhas preparadas para analise dos extratos brutos e seus residuos
clorérformicos, butandlicos e aquosos em trés misturas de solventes distintas.

ApOs a aplicacdo dos extratos e residuos em cada cromatofolha, estas foram
eluidas em béqueres contendo sistemas de solventes que diferem quanto a
polaridade, e sdo compostos por: sistema 1 - hexano e acetato de etila (4:1) aplicado
nas cromatofolhas 1; sistema 2 — cloroférmio e acetato de etila (1:1) aplicado nas
cromatofolhas 2 e sistema 3 —cloroférmio, acetato de etila e metanol (2:2:1) aplicado
nas cromatofolhas 3 (Figura 45 A,B).

Figura 45. A - Adicao das amostras nas cromatofolhas, B - desenvolvimento em Becker contendo os
sistemas de solventes.

Os cromatogramas foram primeiramente observados sob luz ultravioleta no
comprimento de onda 254 nm (Figura 46).



Figura 46. Manchas observadas sob luz ultravioleta.

Na capela, os cromatogramas foram revelados com o reagente acido sulfarico
25% seguido de aqguecimento em chapa (HotLab®), a temperatura entre 100° e
110°C (Figura 47 A,B).

Figura 47. A — &cido sulfarico 25% adicionado ao cromatograma; B — Revelacao na chapa de
aguecimento.



4.2.14 Teste de potencial atividade antioxidante

A avaliacdo da atividade antioxidante nas cromatofolhas foi realizada através
do método do [B-caroteno descrito por PRATT, MILLER (1984). A solugdo de (-
caroteno foi preparada da seguinte maneira. Nove mg de [B-caroteno foram
dissolvidos em 30 mL de cloroférmio. Duas gotas de acido linoléico foram
adicionados a 60 mL de etanol. Estas duas solu¢des foram reunidas e utilizadas
para revelacdo das amostras na cromatofolha. Os cromatogramas foram deixados a

exposicao de luz por duas horas.



5 RESULTADOS

Os resultados antimicrobianos encontrados pelo método DDA e MDC estéo
descritos nas Tabelas 4, 5, 6 e 7. Os ensaios realizados com DMSO - dimetil
sulfoxido nas concentracfes de 50% e 100% nao apresentaram inibicdo bacteriana,
confirmando a eleicdo do uso como diluente universal. O in6culo bacteriano de E.
faecalis foi preparado a 0,5 McFarland para os ensaios de disco difusdo em agar e 1
McFarland para os ensaios de microdiluicdo em caldo. A Tabela 8 expressa os

resultados obtidos da CIM e CBM dos extratos.



Tabela 4. Resultados dos 25 extratos que apresentaram atividade antimicrobiana.

Numero, 6rgdo, familia, género e espécie dos extratos.

Extrato N° Coletor Orgéo Familia Género Espécie Autor
55 PSC 396 Folhas Fabaceae Macrolobium multijugum (DC.)Benth.
Caesalpinioideae
321 PSC 414 Folhas e flores Myrtaceae Psidium densicomum DC.
352 IBS 9 Caule Fabaceae Mimosoideae Stryphnodendron pulcherrimum Hochr.
429 PSC 144 Caule Proteaceae Roupala sp.
841 AAO 3458 Orgéos aéreos Myrsinaceae Rapanea parvifolia (A.DC.) Mez
1247 IBS 53 Orgéos aéreos Myrtaceae Psidium densicomum DC.
1257 AAO 3717 Orgéos aéreos Rubiaceae Palicourea guianensis Aubl.
1259 IBS 56 Orgéos aéreos Piperaceae Piper sp.
1298 AAO 3721 Caule Lauraceae Ocotea myriantha (Meisn.) Mez
1373 IBS 110 Folhas Clusiaceae Garcinia cf. macrophylla Mart.
1389 IBS 142 Caule Clusiaceae Moronobea coccinea Aubl.
1395 IBS 143 Folhas Fabaceae Hymenaea parvifolia Benth.
] Caesalpinioideae
1461 AAO 4015 Orgéos aéreos Sapindaceae Paullinia cf. alata (Ruiz & Pav.)G.Don
1493 AAO 4031 Orgéos aéreos Convolvulaceae Ipomoea sp.
1497 IBS 164 Orgéos aéreos Moraceae Sorocea duckei W.Burg
1525 IBS 63 Caule Connaraceae Connarus ruber var. ruber (Poepp.) Planch.
1543 AAO 3711 Orgéos aéreos Clusiaceae Tovomita longifolia (Rich.)Hochr.
1549 AAO 4027 Orgéos aéreos Combretaceae Combretum rotundifolium Rich.
1637 AAO 4120 Orgéos aéreos Annonaceae Diclinanona calycina Benoist
1743 IBS 204 Orgéos aéreos Connaraceae Connarus cf. ruber var. sprucei (Poepp.) Planch. var. sprucei(Baker)
1765 IBS 142 Flores Clusiaceae Moronobea coccinea I:Aol;g[o
1905 AAO 4148 Caule Clusiaceae Simphonia globulifera L.
1923 AAO 4029 Orgéos aéreos Fabaceae Faboideae Vatairea guianensis Aubl.
1991 AAO 4148 Orgéos aéreos Clusiaceae Simphonia globulifera L.
1999 AAO 4199 Orgéos aéreos Myristicaceae Iryanthera laevis Markgr.

Legenda: Os nimeros impares dos extratos referem-se aos extratos organicos e 0s pares, aos aquosos.



Tabela 5. Resultados antimicrobianos obtidos pelo método da disco difusdo em agar, adicao de 10 pL
de extratos testados.

Extrato | D-1 | D-1 | D-2 | D-2 | D-3 | D-3 | Média(mm) | Desvio

H M H ] H N padréo

55 994 981 965 960 993 992 9,80 0,15
321 749 728 756 7,30 6,86 6,84 1,22 0,31
352 899 9,17 10,79 9,39 10,13 9,80 9,71 0,67
429 730 6,69 7,78 7,28 7,22 6,88 7,19 0,38
841 10,66 9,37 9,70 945 930 9,35 9,70 0,52
1247 8,40 9,07 9,04 10,00 9,64 9,20 9,22 0,55
1257 11,58 11,37 12,72 11,91 12,30 13,18 12,17 0,69
1259 735 69 786 7,09 694 7,27 7,24 0,34
1298 9,83 9,88 10,93 10,61 11,28 11,61 10,69 0,73
1373 855 8,59 10,00 10,02 10,40 9,45 9,50 0,78
1389 9,65 9,12 11,66 11,77 12,16 12,08 11,07 1,33
1395 752 7,32 8,73 9,04 8,64 943 8,44 0,84
1461 8,42 8,85 9,02 9,24 8,67 8,85 8,84 0,28
1493 13,41 13,31 13,21 13,67 13,86 16,75 13,54 1,35
1497 11,28 10,49 10,14 10,35 11,08 10,31 10,60 0,46
1525 13,26 13,11 13,58 12,56 13,63 12,66 13,13 0,45
1543 694 753 791 754 7,85 8,83 7,76 0,62
1549 11,31 12,42 8,83 950 9,16 9,42 10,10 1,43
1637 7,25 8,46 963 851 793 7,89 8,27 0,81
1743 9,40 9,49 9,78 929 991 10,27 9,69 0,37
1765 8,44 8,53 8,51 10,17 10,13 9,65 9,23 0,84
1905 11,58 11,57 7,75 7,56 10,06 10,40 9,82 1,79
1923 9,96 10,20 10,31 9,94 9,65 9,87 9,98 0,24
1991 15,00 15,36 13,03 14,57 14,24 14,35 14,42 0,80
1999 12,73 12,72 10,41 10,16 10,31 9,83 11,02 1,33

Legenda: D — Disco de papel estéril; H — Horizontal; V — Vertical; mm — milimetros



Tabela 6. Resultados antimicrobianos encontrados pelo método da disco difusdo em agar, adicéo de
10 pL de substancias padrdo, diluidas até as concentracdes usualmente empregadas em

Odontologia.
Origem Substéncias | D-1 D-1 D-2 D-2 D-3 D-3 | Média | d.p.
padréo (H) V) (H) V) (H) )
Manipulado HS 1% 10,95 966 11,74 10,88 10,79 10,16 10,69 0,72
Manipulado HS 1% 13,31 12,61 10,98 11,67 12,37 12,36 12,21 0,80
Comercializado HS 0,5% 9,42 9,38 9,42 9,29 8,71 8,29 9,08 0,47
Comercializado HS 0,5% 9,25 9,85 8,23 8,74 7,53 7,67 8,54 0,91
Manipulado CHX0,12% 15,39 15,29 16,66 16,36 15,51 15,82 12,53 0,56
Manipulado CHX 1% 11,55 11,30 13,46 13,38 12,71 12,78 15,83 0,91
Manipulado CHX 2% 17,36 17,27 18,17 18,11 15,73 15,84 17,03 1,07
Manipulado CHX 20% 19,40 20,20 20,60 21,10 21,50 21,20 20,66 0,77
Comercializado CHXO0,12% 12,45 12,20 11,50 12,70 12,17 12,25 12,20 0,40
Comercializado CHX 1% 16,15 16,15 16,60 16,85 16,10 16,15 16,33 0,31
Comercializado CHX 2% 1730 17,35 17,70 17,30 16,15 16,30 17,01 0,63
Legenda: D — Disco de papel estéril; H — Horizontal; V — Vertical; mm — milimetros;HS — Hipoclorito
de sodio; CHX — Digluconato de clorexidina; d.p. — desvio padréo.
Tabela 7. Resultados antimicrobianos obtidos pelo método da microdiluicdo em caldo com as
substancias padrdo digluconato de clorexidina (CHX) e hipoclorito de sédio (HS).
Origem Substancias | 1x10° 1x 10° | 1x10* | 1x10° | 1x10° | 1x 10’
padréo
Manipulado HS 0,5% C C C C C C
Manipulado HS 1% I I I I I I
Comercializado HS 1% X X X X X X
Comercializado HS 0,5% X X X X X X
Manipulado CHX 0,12% C C C C C C
Manipulado CHX 2% I I I I I C
Manipulado CHX 1% I I I I C C
Manipulado CHX 20% X X X X X X
Comercializado CHX 0,12% C C C C C C
Comercializado CHX 2% X X X X X X
Comercializado CHX 1% I I I I C C
Legenda: C - crescimento bacteriano; | — inibicAdo bacteriana; X — néo foi testado; UFC/mL —

concentracdo bacteriana



Tabela 8. Resultados obtidos do ensaio de microdiluicdo em caldo para a obtencdo da concentracdo inibitéria minima e da concentracédo
bactericida minima dos extratos ativos, testados nas concentra¢cées de 12,5, 10,0, 7,5, 5,0, 2,5, 1,3, 0,6, 0,31, 0,16, 0,08, 0,04 mg/mL, contra

suspensdes bacterianas de 1x10°, 1x10°, 1x10*, 1x10°, 1x10°, 1x10" UFC/mL

1x10° UFC/mL

1x10° UFC/mL

1x10" UFC/mL

1x10° UFC/mL

1x10° UFC/mL

1x10" UFC/mL

NE CIM | CBM CIM | CBM CIM | CBM CIM | CBM CIM | CBM CIM | CcBM
55 0,6<CIM<1,3 1,3 1,3<CIM<2,5 25  0,6<CIM<1,3 1,3 5<CIM<12,5 12,5 2,5<CIM<5 5 75<CIM<12,5 12,5
321 0,08 0,3 0,6<CIM<1,3 1,3 0,6<CIM<1,3 1,3 5<CIM<12,5 12,5 >12,5 >12,5 7,5<CIM<12,5 12,5
352 0,2<CIM<0,3 0,3 0,3<CIM<0,6 0,6 2,5<CIM<5 5 2,5<CIM<5 5 2,5<CIM<5 5 5<CIM<12,5 12,5
429 0,08 0,3 2<CIM<0,3 0,3 1,3<CIM<2,5 2,5 7,5<CIM<12,5 12,5 >12,5 >12,5 >12,5 >12,5
841 0,08 0,3 0,3<CIM<0,6 0,6  0,08<CIM<0,2 0,2 0,2<CIM<0,3 0,3 0,3<CIM<0,6 0,6 0,6<CIM<1,3 1,3
1247  1,3<CIM<2,5 2,5 0,3<CIM<0,6 0,6 2,5<CIM<1,3 1,3 5<CIM<12,5 125  12,5<CIM<7,5 7.5 12,5<CIM<7,5 7.5
1257 0,08<CIM<0,2 0,2 0,2<CIM<0,3 0,3 0,2<CIM<0,3 0,3 0,2<CIM<0,3 0,3 0,2<CIM<0,3 0,3 0,2<CIM<0,3 0,3
1259 2,5<CIM<5 5 12,5<CIM<7,5 7,5 >12,5 >125 7,5<CIM<125 125 >12,5 >12,5 >12,5 >12,5
1298  0,3<CIM<0,6 0,6 0,3<CIM<0,6 0,6 0,3<CIM<0,6 0,6 0,3<CIM<0,6 0,6 0,6<CIM<1,3 1,3 0,3<CIM<0,6 0,6
1373  1,3<CIM<2,5 2,5 5<CIM<12,5 12,5 CIM>12,5 >12,5 >12,5 >12,5 >12,5 >12,5 >12,5 >12,5
1389  0,6<CIM<1,3 1,3 0,2<CIM<0,3 0,3 1,3<CIM<2,5 2,5 1,3<CIM<2,5 2,5 5<CIM<12,5 12,5 5<CIM<12,5 12,5
1395 0,08<CIM<0,2 0,2  0,08<CIM<0,2 0,2  0,08<CIM<0,2 0,2 0,08<CIM<0,2 0,2 0,2<CIM<0,3 0,3 0,6<CIM<1,3 1,3
1461 12,5<CIM<7,5 7,5 5<CIM<12,5 12,5 12,5<CIM<7,5 7.5 7,5<CIM<12,5 12,5  12,5<CIM<7,5 7.5 75<CIM<12,5 12,5
1493 <0,04 <0,04 <0,04 <0,04 <0,04 <0,04 <0,04 <0,04 <0,04 <0,04 <0,04 <0,04
1497 0,08<CIM<0,2 0,2  0,04<CIM<0,08 0,08 0,04<CIM<0,08 0,08 0,2<CIM<0,3 0,3 >12,5 >125  12,5<CIM<7,5 7.5
1525  0,6<CIM<1,3 1,3 0,6<CIM<1,3 1,3 0,6<CIM<1,3 1,3 0,6<CIM<1,3 1,3 0,6<CIM<1,3 1,3 1,3<CIM<2,5 2,5
1543 >12,5 >125 12,5<CIM<7,5 7,5 >12,5 >12,5 >12,5 >12,5 >12,5 >12,5 >12,5 >12,5
1549  0,08<CIM<0,2 0,2 0,3<CIM<0,6 0,6 0,6<CIM<1,3 1,3 0,2 0,6 0,6<CIM<1,3 1,3 0,6<CIM<1,3 1,3
1637 <0,04 <0,04 <0,04 <0,04 <0,04 0,2 <0,04 0,6 <0,04 5 5<CIM<12,5 12,5
1743  0,6<CIM<1,3 1,3 1,3<CIM<2,5 2,5 1,3<CIM<2,5 2,5 1,3<CIM<2,5 2,5 2,5<CIM<5 5 2,5<CIM<5 5
1765 0,04<CIM<0,08 0,08 0,04<CIM<0,08 0,08 0,04<CIM<0,08 0,08  0,04<CIM<0,08 0,08  0,08<CIM<0,2 0,2 0,2<CIM<0,3 0,3
1905  0,2<CIM<0,3 0,3 0,2<CIM<0,3 0,3 1,3<CIM<2,5 2,5 2,5<CIM<5 5 >12,5 >12,5 >12,5 >12,5
1923  0,2<CIM<0,3 0,3 0,3<CIM<0,6 0,6 2,5<CIM<5 5 2,5<CIM<5 5 0,3<CIM<0,6 0,6 2,5<CIM<5 5
1991  0,08<CIM<0,2 0,2  0,08<CIM<0,2 0,2 0,2<CIM<0,3 0,3 0,08<CIM<0,2 0,2 1,3<CIM<2,5 2,5 2,5<CIM<5 5
1999  0,2<CIM<0,3 0,3 1,3<CIM<2,5 2,5 2,5<CIM<5 5 >12,5 >125  12,5<CIM<7,5 75 >12.5 >12,5

Observacéo: os valores das concentragdes expressos na tabela foram divididos por 20, de modo a se fornecer a concentracao final no poco.
Legenda: NE=numero de extrato; extrato impar=extrato organico; extrato par=extrato aquoso.



A Tabela 9 apresenta os resultados do ensaio de microdiluicdo em caldo para
a obtencdo da concentracdo bactericida minima (CBM) dos extratos ativos, testados
nas concentragbes de 12,5, 10,0, 7,5, 5,0, 2,5, 1,3, 0,6, 0,31, 0,16, 0,08, 0,04
mg/mL, contra suspensées bacterianas de 1x10% 1x10° 1x10* 1x10° 1x10° 1x10’

UFC/mL e foi utilizada como modelo para confec¢éo dos graficos a seguir.

Tabela 9. Resultados usados para obtengdo dos graficos experimentais obtidos do ensaio de
microdiluicdo em caldo para a obtencdo da concentragcdo bactericida minima (CBM) dos extratos
ativos, testados nas concentra¢bes de 12,5, 10,0, 7,5, 5,0, 2,5, 1,3, 0,6, 0,31, 0,16, 0,08, 0,04 mg/mL,
contra suspensdes bacterianas de 1x107, 1x10°, 1x10°, 1x10°, 1x10°, 1x10’ UFC/mL.

Concentragfes das suspensdes bacterianas (UFC/mL)

Nimero do extrato 1x10° [ 1x10° [ 1x10® [ 1x10° | 1x10° | 1x10’
55 1,3 2,5 1,3 12,5 5,0 12,5
321 0,3 1,3 1,3 12,5 >12,5 12,5
352 0,3 0,6 5 5 5 12,5
429 0,3 0,3 2,5 12,5 >12,5 >12,5
841 0,3 0,6 0,2 0,3 0,6 1,3
1247 2,5 0,6 1,3 12,5 10 10
1257 0,2 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
1259 5 10 >12,5 12,5 >12,5 >12,5
1298 0,6 0,6 0,6 0,6 1,3 0,6
1373 2,5 12,5 >12,5 >12,5 >12,5 >12,5
1389 1,3 0,3 2,5 2,5 12,5 12,5
1395 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 1,3
1461 10 12,5 10 12,5 10 12,5
1493 <0,04 <0,04 <0,04 <0,04 <0,04 <0,04
1497 0,2 0,08 0,08 0,3 >12,5 10
1525 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 2,5
1543 12,5 10 >12,5 >12,5 >12,5 >12,5
1549 0,2 0,6 1,3 0,6 1,3 1,3
1637 <0,04 <0,04 0,2 0,6 5 12,5
1743 1,3 2,5 2,5 2,5 5 5
1765 0,08 0,08 0,08 0,08 0,2 0,3
1905 0,3 0,3 2,5 5 >12,5 >12,5
1923 0,3 0,6 5 5 0,6 5
1991 0,2 0,2 0,3 0,2 2,5 5
1999 0,3 2,5 5 >12,5 10 >12,5

Observacdo: Nao apresenta a simbologia < e > porque ha uma limitacdo do programa Excel em
expressar essa condicdo matematica de modo que aparecam os valores mais baixos.
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Grafico 1. Concentragdes bactericidas minimas do extrato 55 obtido das folhas da espécie
Macrolobium multijugum, familia Fabaceae Caesalpinioideae, testado nas concentracdes de 12,5,
10,0, 7,5,5,0, 2,5, 1,3, 0,6, 0,31, 0,16, 0,08, 0,04 mg/mL, contra suspensdes bacterianas de 1x10%,

1x10° 1x10%, 1x10°, 1x10° 1x10" UFC/mL.
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Grafico 2. Concentragdes bactericidas minimas do extrato 321 obtido das folhas e flores da
espécie Psidium densicomum, familia Myrtaceae, testado nas concentragées de 12,5, 10,0, 7,5, 5,0,
2,5,1.3,0,6,0,31, 0,16, 0,08, 0,04 mg/mL, contra suspensdes bacterianas de 1x10?, 1x10°, 1x10%,
1x10°, 1x10° 1x10” UFC/mL.
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Grafico 3. Concentracgdes bactericidas minimas do extrato 352 obtido do caule da espécie
Stryphnodendron pulcherrimum, familia Fabaceae Mimosoideae, testado nas concentracdes de 12,5,
10,0, 7,5, 5,0, 2,5, 1,3, 0,6, 0,31, 0,16, 0,08, 0,04 mg/mL, contra suspensdes bacterianas de 1x10,
1x10°% 1x10% 1x10°, 1x10°% 1x10" UFC/mL.
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Gréafico 4. Concentracfes bactericidas minimas do extrato 429 obtido do caule da espécie
Roupala sp., familia Proteacea, testado nas concentra¢des de 12,5, 10,0, 7,5, 5,0, 2,5, 1,3, 0,6, 0,31,
0,16, 0,08, 0,04 mg/mL, contra suspensdes bacterianas de 1x10% 1x10°% 1x10% 1x10° 1x10° 1x10’
UFC/mL.
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Grafico 5. Concentragdes bactericidas minimas do extrato 841 obtido dos 6rgéos aéreos da
espécie Rapanea parvifolia, familia Myrsinaceae, testado nas concentra¢des de 12,5, 10,0, 7,5, 5,0,
2,5,1,3, 0,6, 0,31, 0,16, 0,08, 0,04 mg/mL, contra suspensdes bacterianas de 1x107, 1x10°, 1x10%,
1x10°, 1x10°% 1x10” UFC/mL.
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Grafico 6. Concentracdes bactericidas minimas do extrato 1247 obtido dos 6rgaos aéreos da
espécie Psidium densicomum, familia Myrtaceae, testado nas concentragfes de 12,5, 10,0, 7,5, 5,0,
2,5,1,3, 0,6, 0,31, 0,16, 0,08, 0,04 mg/mL, contra suspensdes bacterianas de 1x107, 1x10°, 1x10%,
1x10°, 1x10° 1x10" UFC/mL.
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Grafico 7. Concentracdes bactericidas minimas do extrato 1257 obtido dos 6rgdos aéreos da
espécie Palicourea guianensis, familia Rubiaceae, testado nas concentracdes de 12,5, 10,0, 7,5, 5,0,
2,5,1,3, 0,6, 0,31, 0,16, 0,08, 0,04 mg/mL, contra suspensdes bacterianas de 1x107, 1x10°, 1x10%,
1x10°, 1x10°, 1x10” UFC/mL.
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Grafico 8. Concentracdes bactericidas minimas do extrato 1259 obtido dos 6rgédos aéreos da
espécie Piper sp., familia Piperaceae, testado nas concentra¢des de 12,5, 10,0, 7,5, 5,0, 2,5, 1,3, 0,6,
0,31, 0,16, 0,08, 0,04 mg/mL, contra suspensdes bacterianas de 1x107, 1x10°% 1x10*, 1x10°, 1x10°,
1x10" UFC/mL.
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Grafico 9. Concentragdes bactericidas minimas do extrato 1298, obtido do caule da espécie
Ocotea myriantha, familia Lauraceae, testado nas concentragées de 12,5, 10,0, 7,5, 5,0, 2,5, 1,3, 0,6,
0,31, 0,16, 0,08, 0,04 mg/mL, contra suspensdes bacterianas de 1x107, 1x10° 1x10*, 1x10°, 1x10°,
1x10" UFC/mL.
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Grafico 10. Concentracdes bactericidas minimas do extrato 1373 obtido das folhas da
espécie Garcinia cf. macrophylla, familia Clusiaceae, testado nas concentragdes de 12,5, 10,0, 7,5,
5,0, 2,5, 1,3, 0,6, 0,31, 0,16, 0,08, 0,04 mg/mL, contra suspensdes bacterianas de 1x10?, 1x10°,
1x10%, 1x10°, 1x10°, 1x10" UFC/mL.
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Grafico 11. Concentrag¢des bactericidas minimas do extrato 1389 obtido do caule da espécie
Moronobea coccinea, familia Clusiaceae, testado nas concentrac¢des de 12,5, 10,0, 7,5, 5,0, 2,5, 1,3,
0,6, 0,31, 0,16, 0,08, 0,04 mg/mL, contra suspensdes bacterianas de 1x10%, 1x10°, 1x10*, 1x10°,
1x10° 1x10" UFC/mL.
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Grafico 12. Concentracdes bactericidas minimas do extrato 1395 obtido das folhas da
espécie Hymenaea parvifolia, familia Fabaceae Caesalpinioideae, testado nas concentracdes de
12,5, 10,0, 7,5, 5,0, 2,5, 1,3, 0,6, 0,31, 0,16, 0,08, 0,04 mg/mL, contra suspensdes bacterianas de

1x10% 1x10°, 1x10%, 1x10° 1x10° 1x10’ UFC/mL.
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Gréfico 13. Concentragdes bactericidas minimas do extrato1461 obtido dos 6rgdos aéreos da
espécie Paullinia cf. alata, familia Sapindaceae, testado nas concentragfes de 12,5, 10,0, 7,5, 5,0,
2,5,1,3, 0,6, 0,31, 0,16, 0,08, 0,04 mg/mL, contra suspensdes bacterianas de 1x107, 1x10°, 1x10%,

1x10°, 1x10° 1x10” UFC/mL.
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Grafico 14. Concentrac¢des bactericidas minimas do extrato 1493 obtido dos 6rgédos aéreos

da espécie Ipomoea sp., familia Convolvulaceae, testado nas concentrac¢des de 12,5, 10,0, 7,5, 5,0,

2,5,1,3, 0,6, 0,31, 0,16, 0,08, 0,04 mg/mL, contra suspensdes bacterianas de 1x107, 1x10°, 1x10%,
1x10°, 1x10° 1x10” UFC/mL.
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Grafico 15. Concentrac¢des bactericidas minimas do extrato 1497 obtido dos 6rgéos aéreos

da espécie Sorocea duckei, familia Moraceae, testado nas concentragées de 12,5, 10,0, 7,5, 5,0, 2,5,

1,3, 0,6, 0,31, 0,16, 0,08, 0,04 mg/mL, contra suspensdes bacterianas de 1x10% 1x10°, 1x10* 1x10°,
1x10° 1x10" UFC/mL.
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Grafico 16. Concentrac8es bactericidas minimas do extrato 1525 obtido do caule da espécie
Connarus ruber var. ruber, familia Connaraceae, testado nas concentragdes de 12,5, 10,0, 7,5, 5,0,
2,5,13,0,6,0,31, 0,16, 0,08, 0,04 mg/mL, contra suspensdes bacterianas de 1x10?, 1x10°, 1x10%,

1x10°, 1x10° 1x10” UFC/mL.
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Grafico 17. Concentracdes bactericidas minimas do extrato 1543 obtido dos 6rgéos aéreos
da espécie Tovomita longifolia, familia Clusiaceae, testado nas concentragbes de 12,5, 10,0, 7,5, 5,0,
2,5,1,3,0,6,0,31, 0,16, 0,08, 0,04 mg/mL, contra suspensdes bacterianas de 1x10%, 1x10°, 1x10%,
1x10°, 1x10° 1x10” UFC/mL.
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Grafico 18. Concentracdes bactericidas minimas do extrato 1549 obtido dos 6rgéos aéreos
da espécie Combretum rotundifolium, familia Combretaceae, testado nas concentracdes de 12,5,
10,0, 7,5, 5,0, 2,5, 1,3, 0,6, 0,31, 0,16, 0,08, 0,04 mg/mL, contra suspensfes bacterianas de 1x10%,
1x10° 1x10%, 1x10°, 1x10° 1x10" UFC/mL.
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Gréfico 19. Concentracdes bactericidas minimas do extrato 1637 obtido dos 6rgaos aéreos
da espécie Diclinanona calycina, familia Annonaceae, testado nas concentragdes de 12,5, 10,0, 7,5,
5,0, 2,5, 1,3, 0,6, 0,31, 0,16, 0,08, 0,04 mg/mL, contra suspensdes bacterianas de 1x10?, 1x10°,
1x10%, 1x10° 1x10°, 1x10" UFC/mL.
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Grafico 20. Concentrac¢des bactericidas minimas do extrato 1743 obtido dos 6rgéos aéreos
da espécie Connarus cf. ruber var. sprucei, familia Connaraceae, testado nas concentra¢cfes de 12,5,
10,0,7,5,5,0, 2,5, 1,3, 0,6, 0,31, 0,16, 0,08, 0,04 mg/mL, contra suspensdes bacterianas de 1x10%,
1x10° 1x10%, 1x10°, 1x10° 1x10" UFC/mL.
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Grafico 21. Concentrac¢des bactericidas minimas do extrato 1765 obtido das flores da
espécie Moronobea coccinea, familia Clusiaceae, testado nas concentragdes de 12,5, 10,0, 7,5, 5,0,
2,5,1,3, 0,6, 0,31, 0,16, 0,08, 0,04 mg/mL, contra suspensdes bacterianas de 1x107, 1x10°, 1x10%,
1x10° 1x10° 1x10" UFC/mL.
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Grafico 22. Concentrac6es bactericidas minimas do extrato 1905 obtido do caule da espécie
Simphonia globulifera, familia Clusiaceae, testado nas concentra¢des de 12,5, 10,0, 7,5, 5,0, 2,5, 1,3,
0,6, 0,31, 0,16, 0,08, 0,04 mg/mL, contra suspensdes bacterianas de 1x10?, 1x10°, 1x10*, 1x10°,
1x10°, 1x10” UFC/mL.
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Grafico 23. Concentrag¢des bactericidas minimas do extrato 1923 obtido dos 6rgéos da
espécie Vatairea guianensis, familia Fabaceae Faboideae, testado nas concentracgdes de 12,5, 10,0,
7,5,5,0, 2,5, 1,3, 0,6, 0,31, 0,16, 0,08, 0,04 mg/mL, contra suspensdes bacterianas de 1x107, 1x10°,
1x10%, 1x10°, 1x10°, 1x10" UFC/mL.
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Grafico 24. Concentrac¢des bactericidas minimas do extrato 1991 obtido dos 6rgéos aéreos
da espécie Simphonia globulifera, familia Clusiaceae, testado nas concentra¢des de 12,5, 10,0, 7,5,
50,25, 1,3, 0,6, 0,31, 0,16, 0,08, 0,04 mg/mL, contra suspensdes bacterianas de 1x10%, 1x10°,
1x10%, 1x10° 1x10°, 1x10" UFC/mL.
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Gréfico 25 Concentragfes bactericidas minimas do extrato 1999 obtido dos érgdos aéreos da
espécie Iryanthera laevis, familia Myrsinaceae, testado nas concentracdes de 12,5, 10,0, 7,5, 5,0, 2,5,
1,3, 0,6, 0,31, 0,16, 0,08, 0,04 mg/mL, contra suspensdes bacterianas de 1x10% 1x10°, 1x10*, 1x10°,

1x10°, 1x10” UFC/mL.



Tabela 10. Resultados obtidos a partir do ensaio de disco difusdo em &gar (DDA) e de
microdiluicdo em caldo (MDC) realizados com os residuos cloroférmico (CHCIs), butandlico (BuOH) e
aquoso (AQ), obtidos de cada um dos 25 extratos ativos, realizados para selecédo dos residuos ativos.
Os residuos foram diluidos em 200 mg/mL e a suspenséao bacteriana preparada a 0,5 McFarland para
0 ensaio DDA e preparados a 1 x 10° UFC/mL.

DDA MDC
Extrato Residuo Residuo Residuo Residuo Residuo Residuo
CHCl; BuOH aquoso CHCI3 BuOH aquoso

55 Nao Sim Nao Sim Sim Nao
321 Sim Sim Sim Sim Sim Nao
352 Nao Sim Sim Sim Sim Nao
429 Nao Nao Nao Sim Sim Sim
841 Sim Sim Sim Nao Nao Nao
1247 Sim Sim Sim Nao Nao Nao
1257 Sim Sim Sim Sim Nao Nao
1259 Sim Sim Sim Sim Sim Sim
1298 Sim Sim Sim Sim Sim Nao
1373 Nao Sim Sim Sim Sim Sim
1389 Sim Sim Sim Sim Sim Nao
1395 Sim Sim Nao Sim Sim Nao
1461 Sim Sim Nao Sim Nao Nao
1493 Sim Sim Nao Nao Sim Sim
1497 Sim Sim Nao Sim Sim Sim
1525 Nao Sim Sim Sim Nao Nao
1543 Nao Nao Nao Sim Sim Sim
1549 Sim Nao Nao Sim Sim Sim
1637 Sim Nao Nao Sim Sim Sim
1743 Nao Sim Sim Nao Nao Nao
1765 Sim Sim Nao Sim Sim Sim
1905 Sim Sim Sim Sim Sim Sim
1923 Sim Sim Nao Sim Sim Sim
1991 Sim Sim Sim Sim Sim Nao
1999 Sim Sim Sim Sim Nao Sim

Legenda: CHCls;=cloroférmio; BuOH=n-butanol



Tabela 11. Resultados obtidos da analise realizada em triplicata realizda com os residuos que apresentaram atividade no ensaio da disco difusdo em agar
anteriormente realizado. Os residuos foram diluidos em 200 mg/mL e a suspensao bacteriana preparada a 0,5 McFarland.

CHCl3 BuOH Aquoso
Extra H1 V1 H2 V2 H3 V3 M. D. p. H1 V1 H2 V2 H3 V3 M. D. p. H1 V1 H2 V2 H3 V3 M. D.p.
55 10,44 10,81 12,17 12,26 11,76 12,23 11,61 0,79
321 7,42 7,54 8,21 8,18 7,96 8,07 7,90 0,34 9,74 9,79 10,31 10,91 9,45 9,81 10,00 0,52 16,58 17,07 16,66 17,00 16,81 16,54 16,78 0,22
352 - - - - - - 10,81 11,00 11,93 12,03 11,70 11,36 11,47 0,50 16,41 16,42 15,39 15,30 15,57 16,72 15,97 0,62
429 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
841 7,06 7,69 7,73 7,50 7,35 7,67 7,50 0,26 11,53 11,91 11,93 12,03 12,43 11,63 11,91 0,32 9,12 9,14 9,59 9,46 9,66 9,59 9,43 0,24
1247 9,87 9,39 10,19 11,93 9,29 11,17 10,31 1,04 10,46 9,92 10,09 10,02 9,90 9,75 10,02 0,24 10,44 9,67 10,17 9,87 9,89 9,95 10,00 0,27
1257 9,47 10,05 10,10 9,80 10,27 10,22 9,99 0,30 11,78 12,60 11,58 12,62 11,86 12,34 12,13 0,45 10,64 11,01 10,89 11,41 11,21 11,07 11,04 0,26
1259 8,06 7,68 8,55 8,31 8,12 8,23 8,16 0,29 12,63 12,20 12,96 12,78 11,28 12,64 12,42 0,61 - - - - - -
1298 7,63 7,86 8,49 7,91 8,23 8,51 8,11 0,36 12,41 12,46 12,45 12,89 12,23 13,07 12,59 0,32 8,05 8,20 8,02 7,89 7,84 7,95 7,99 0,13
1373 - - - - - - 8,25 8,61 7,78 8,47 8,24 9,21 8,43 0,48 7,13 7,21 7,57 6,79 7,70 7,19 7,27 0,33
1389 8,79 9,18 8,87 8,63 8,78 8,47 8,79 0,24 12,39 12,97 12,74 13,11 12,57 12,34 12,69 0,31 9,76 9,87 9,69 9,30 9,99 9,61 9,70 0,24
1395 - - - - - - 7,45 7,16 7,24 7,79 7,29 7,12 7,34 0,25 - - - - - -
1461 - - - - - - 9,20 8,86 9,25 9,19 8,66 8,49 8,94 0,32 - - - - - -
1493 13,25 13,29 14,49 13,78 13,69 13,61 13,69 0,45 12,98 12,98 14,72 13,70 14,32 13,89 13,77 0,70 - - - - - -
1497 8,43 8,00 9,36 8,49 8,97 8,66 8,65 0,47 9,96 10,37 10,96 10,94 12,82 12,51 11,26 1,16 - - - - - -
1525 - - - - - - 11,70 11,15 12,02 12,10 12,17 11,88 11,84 0,38 9,30 9,93 10,68 10,79 9,47 9,03 9,87 0,73
1543 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
1549 10,83 10,93 11,37 11,01 11,46 11,83 11,24 0,38 - - - - - - - - - - - -
1637 9,08 9,44 8,99 9,60 8,34 8,56 9,00 0,49 - - - - - - . . R B R R
1743 - - - - - - 11,03 11,11 12,07 12,73 11,47 11,94 11,73 0,65 - - - - - -
1765 8,42 8,78 8,90 8,27 8,78 9,25 8,73 0,35 10,39 10,14 10,68 9,70 10,38 10,16 10,24 0,33 - - - - - -
1905 8,43 8,81 8,46 8,76 9,61 9,62 8,95 0,54 9,47 9,59 9,36 9,87 8,94 8,54 9,30 0,48 10,20 10,00 9,77 10,25 10,49 10,89 10,27 0,39
1923 8,17 8,02 9,83 9,10 9,01 9,34 8,91 0,70 8,62 8,10 8,54 8,75 8,07 8,72 8,47 0,31 - - - - - -
1991 10,41 10,75 11,36 11,30 12,07 12,63 11,42 0,82 13,81 14,84 14,23 14,38 13,62 13,90 14,13 0,45 8,86 9,17 8,88 9,16 8,80 9,59
1999 - - - - - 8,55 8,35 8,54 9,00 10,20 9,61 9,04 0,73 7,64 7,52 7,39 7,24 7,85 7,78

Legenda: Extra = extrato; M. = média; d.p. = desvio padrdo; H=medida horizontal do halo de inibicdo; V=medida vertical do halo de inibicao. Os resultados

estdo expressos em milimetros. CHCls=residuo cloroférmico; BuOH=residuo butandlico; Aquoso=residuo aquoso.



Tabela 12. Resultados obtidos da cromatografia realizada com os residuos cloroférmico (CHCIs),
butandlico (BuOH) e aquoso (AQ) obtidos de cada um dos 75. A analise cromatogréfica foi feita pelo
namero de manchas dos residuos em relacdo ao numero de manchas do extrato bruto.

Extrato 1° sistema 22 sistema 32 sistema

CHCl; BuOH AQ CHCIz; BuOH AQ CHCl; BuOH AQ
55 - - - - -

321
352
429
841
1247
1257
1259
1298
1373
1389
1395
1461
1493
1497
1525
1543
1549
1637
1743
1765
1905
1923
1991
1999

X X
X

XXX XHKXHXXXXXXXXXXXXXXXXX

HXXXXXXXXXXXXKXXXXXXXXXXXXXX

HXXXHXHXHXHKXXXXXXXXXXXXXXXX
XXX HXHXHKXHXXXXXXXXXXXXXXXX

X X

Legenda: X — corresponde a presenca de mancha no residuo; (--) - corresponde a auséncia de
mancha no residuo.

Os resultados obtidos a partir da analise do potencial antioxidante dos
extratos e seus residuos estdo expressos na tabela 13, dados em funcdo do nimero
de manchas que apresentaram reagdo positiva ao 3-caroteno, ou seja, revelagdo na

cor amarelo-alaranjado apds exposicao a luz.



Tabela 13. Resultados obtidos a partir da particdo liquido - liquido realizado com os residuos
cloroférmico (CHCI3), butandlico (BuOH) e aquoso (AQ) obtido de cada um dos 75. Analise
cromatografica em relagdo as manchas positivas ao reagente 3-caroteno.

Extrato 3% sistema
CHCIl; BuOH AQ

55 - X
321 - - -

352 - - -
429 - - -
841 - X -
1247 - - -
1257 - X -
1259 - - -
1298 - - -
1373 - X -
1389 - X -
1395 - - -
1461 - - -
1493 - - -
1497 - - -
1525 - X X
1543 - - -
1549 - - -
1637 X - -
1743 - - -
1765 - - -
1905 - X X
1923 - - -
1991 - X -
1999 - X -

Legenda: X — corresponde a presenca de mancha amarela (positivo para o reagente 3-caroteno) e
-- - correspondente a auséncia de mancha.




6 DISCUSSAO

6.1 Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis € um indicador biolégico extensivamente avaliado nas
patologias humanas, e aquelas que acometem a cavidade bucal tem importancia
para este trabalho, em particular, porque ocorrem em lesdes de carie, em infeccdes
periodontais e endodonticas. Nos casos de doencas endododnticas, torna-se patente
a ocorréncia de E. faecalis no insucesso do tratamento endodontico (SUNDQVIST,
FIGDOR 2003; KRISTICH et al. 2004; DUGGAN, SEDGLEY 2007; GIARDINO et al.
2007). Nestes casos, é a bactéria Gram-positiva anaerobia facultativa mais
importante na perpetuacdo da patologia periapical, que surge em decorréncia da
ineficacia no tratamento endodontico, acarretada pela ineficaz desinfeccdo do canal.

Atualmente, o uso dos antimicrobianos é maci¢o, nos tratamentos sistémicos
e nas infec¢des bucais como doengas cérie, periodontais e nas endoddnticas. Em
Odontologia, o uso de clorexidina e de hipoclorito de sodio em diferentes
concentracbes é consagrado, porém, ambas as substéncias apresentam efeitos
colaterais que sdo desconsiderados quando eleitas, em funcdo de seu beneficio
terapéutico. Substancias que produzem eficacia terapéutica semelhante, e
apresentam menos efeitos colaterais podem ser empregadas na terapéutica
odontolégica.

E crescente o nimero de estudos que procuram encontrar atividade
antimicrobiana a partir de susbtancias isoladas de extratos vegetais contra diversos
micro-organismos. A Universidade Paulista — UNIP instituiu estudos de
bioprospeccédo de extratos vegetais de plantas da Amazobnia e Mata Atlantica, em
um estudo multidisciplinar na area da Saude, que abrange diversas areas
especificas, como a Odontologia, Medicina Veterinaria, Farmécia e Biologia, e outras
correlatas, como a Quimica. Do ponto de vista farmacolégico ou fitoquimico, torna-se
imediata a necessidade de se implementar estudos em grande escala em
determinadas regiées, como no Brasil. Souza e Wiest (2007) identificaram e
compararam a atividade antibacteriana de Aloysia gratissima (Gill et Hook) Tronc.

(garupa, erva-santa), pertencente a familia Verbenaceae, coletada na cidade de



Eldorado do Sul, Rio Grande do Sul, e difundida em outros paises como Argentina,
Paraguai e Uruguai, contra Staphylococcus aureus, Rhodococcus equi,
Enterococcus faecalis, Salmonella enteritidis, Pasteurella multocida e Escherichia
coli. Estrela, Pimenta, Estrela (2005) utilizam o disco difusdo em &agar e a
microdiluicdo em caldo como modelos antimicrobianos para testar a atividade
antimicrobiana de diversas substancias contra E. faecalis, usando metodologias de

analise similares as empregadas no presente trabalho.

6.2 Ensaio do disco difusdo em agar

Os 25 extratos analisados foram obtidos de plantas pertencentes a 15
familias: Clusiaceae (6), Fabaceae (4), Connaraceae (2), Myrtaceae (2), Protaceae,
Myrsinaceae, Rubiaceae, Piperaceae, Lauraceae, Sapindaceae, Convolvulaceae,
Moraceae, Combretaceae, Annonaceae e Mpyristicaceae (1) de cada. Dos 25
extratos vegetais testados no modelo de disco difusdo em agar Mueller Hinton,
quatro apresentaram 0s maiores halos de inibicdo e pertencem as familias
Clusiaceae, Convolvulaceae, Connaraceae e Rubiaceae. O extrato 1991,
pertencente a familia Clusiaceae, foi obtido de Simphonia globulifera, e apresentou o
maior halo de inibicdo (14,42 mm). O extrato 1493, obtido de Ipomoea sp.
(Convolvulaceae), apresentou halo de inibicdo de 13,54 mm. O extrato 1525, obtido
de Connarus cf. ruber var. ruber (Connaraceae), apresentou halo de inibicdo de
13,13 mm. O extrato 1257, obtido de Palicourea guianensis (Rubiaceae) apresentou
halo de inibicdo de 12,17 mm.

Os resultados dos halos de inibicdo das solugdes de clorexidina 0,12, 1 e 2%
manipuladas foram muito proximos dos resultados obtidos para as solugdes de
clorexidina comercializada nas mesmas concentragdes: 12,53; 15,83 e 17,03 mm e
12,20; 16,33 e 17,01, respectivamente. J& com as soluc¢des de hipoclorito de sodio
0,5 e 1% manipuladas e comercializadas, observou-se que os valores de halo de
inibicAo n&do se apresentaram semelhantes: 10,69 e 12,21 e 9,08 e 8,54,
respectivamente.

Ao se fazer uma andlise comparativa entre a atividade antibacteriana medida

através do tamanho dos halos de inibicdo, observa-se que o extrato 1991



apresentou halo de inibicAo maior que todas as solu¢des de hipoclorito de sédio
testadas e das solugdes de clorexidina 1%. As outras solugdes de clorexidina foram
mais efetivas na inibicdo de crescimento.

Comparando os resultados dos extratos vegetais e o hipoclorito de sodio,
verifica-se diferencas relevantes, pois o extrato 1991, 1493, 1525 e 1257
apresentaram halos de inibicAo maiores que o apresentado hipoclorito 1%
manipulado. Muitos extratos apresentaram atividade superior a encontrada para a
solucédo de hipoclorito de sodio 0,5%, como os extratos 55, 352, 841, 1247, 1298,
1373, 1389, 1461, 1497, 1549, 1743, 1765, 1905, 1923 e 1999.

Estes valores, comparados com as substancias padrdo, revelam que o0s
extratos sdo ativos, porém nao tao eficazes na inibicdo do crescimento das bactérias
como as solucdes de clorexidina, seja a comercializada, ou manipulada. Embora a
eficAcia ndo seja numericamente equiparavel nesta etapa do estudo de
fracionamento biodirecionado dos extratos, deve-se levar em conta que um extrato €
extremamente complexo em sua composicdo quimica. Isto implica que a substancia
ativa pode estar diluida entre tantos componentes, fazendo com que sua eficacia
seja diminuida. A comparac¢do da poténcia do extrato com a poténcia de uma
substancia isolada é valida superficialmente apenas como uma referéncia, em
funcdo da complexidade dos extratos. O processo de fracionamento biodirecionado
proporciona a identificacdo dos compostos ativos do extrato a uma forma mais
rapida e eficaz, uma vez que se prioriza o fracionamento das amostras em func¢éo da
manutencdo da atividade. Com isso, € esperado que as fracbes apresentem uma
atividade maior que o extrato, fracdo ou residuo anterior, em funcdo do

enriquecimento da amostra com determinado(s) composto(s).

6.3 Ensaio da microdiluicdo em caldo

As andlises feitas com o0s extratos resultaram em dados de concentracao
inibitdria minima e concentracdo bactericida minima, pelo ensaio da microdiluicdo
em caldo. Foram testadas concentragdes variando entre 12,5 mg/mL a 0,04 mg/mL.
Foram estabelecidas quais as concentracdes seriam utilizadas para que os extratos

fossem considerados ativos, ou com atividade intermediaria ou com baixa atividade,



em relacdo as diferentes concentracdes bacterianas utilizadas, que variam de 1x102
a 1x10” UFC/mL. Os extratos foram analisados em faixas de concentracéo variando
de 0,04 a 0,30 mg/mL, de 0,31 a 5,0 mg/mL e 5,1 a 12,5 mg/mL.

Os 25 extratos foram submetidos a determinacdo da concentracao inibitoria
minima — CIM e concentracdo bactericida minima — CBM utilizando-se o teste da
microdiluicdo em caldo. Este modelo experimental é o mais indicado para se avaliar
a poténcia de farmacos antimicrobianos devido a facilidade de difusdo do
antimicrobiano no meio, o0 que proporciona um contato intimo entre bactéria e agente
antibacteriano, aumentando a sua eficacia e sensibilidade.

Os extratos foram preparados em diferentes concentragdes, 20 vezes mais
concentradas do que a concentracdo desejada, uma vez que sao diluidos durante o
procedimento de adicdo ao meio inoculado na microplaca. Foi determinado que as
diferentes concentracdes de extrato seriam testadas em meios cujos in6culos foram
colocados em diferentes concentracées logaritmicas, variando de 1x10% a 1x10’
UFC/mL. Cada extrato apresentou um comportamento préprio entre CIM e
concentracdo do inéculo bacteriano (IB). Quanto aos dados de CBM X IB, o extrato
gque apresentou a atividade mais representativa foi o 1493, cujos valores de inibicao
foram inferiores ou iguais a menor concentracdo testada. Este extrato pertence a
familia das Convolvulaceae e foi obtido de Ipomoea sp. Ainda verificando a atividade
bactericida dos extratos nas maiores concentracdes de bactéria, verificou-se que 0s
extratos 1257 e 1765 apresentaram concentracdes bactericidas de 300 pg/mL. O
extrato 1257 foi obtido de planta pertencente a familia das Rubiaceae e o extrato
1765, de planta pertencente a familia das Clusiaceae.

Considerando a atividade bactericida dos extratos na menor concentragao de
indculo (1x10° UFC/mL), verificou-se que 15 extratos dentre os 25 apresentaram
concentragéo bactericida minima iguais ou inferiores a 300 pg/mL, o que implica um
namero bastante substancial de extratos com potencial para terem sua atividade
aumentada apos a realizagdo dos procedimentos de fracionamento.

Nas concentracdes de suspensdes bacterianas de 1x10% a 10° UFC/mL
encontrou-se respectivamente, 15, 10, 8, 7, e 4 numeros de extratos vegetais que
apresentaram CBM iguais ou inferiores a 300 pg/mL, demonstrando que a medida
que aumenta a concentracdo bacteriana ha um numero menor de extratos que
apresentam atividade bactericida nas concentragbes de extratos iguais e/ou entre

301 a 5000 pg/mL nas concentracbes de suspensdes bacterianas de 10 a 10’



UFC/mL respectivamente, foram 8, 11, 13, 9, 10 e 8; estes valores sugerem um
equilibrio entre CBM e IB, uma vez que representa a maior faixa.

Os resultados referentes ao CBM x IB (10% a 10’ UFC/mL) nas concentracées
de extratos iguais e/ou entre 5001 pug/mL a 12500 pg/mL respectivamente, foram 2,
4, 4, 9, 11 e 14; estes valores reforcam a teoria dose resposta frente aos indculos
bacterianos, pois na maior concentracéo, de 1 x 10, o nimero de extratos na maior
dose que inibem esta concentracdo bacteriana é superior a 50% dentre os 25
extratos ativos.

Ao se fazer a andlise individual da concentracédo bactericida minima em todas
as concentracdes de inoculo bacteriano (10% a 10" UFC/mL), os seguintes resultados
podem ser observados (Graficos 1 a 25).

A concentracdo bactericida minima do extrato 55, obtido das folhas da
espécie Macrolobium multijugum, familia Fabaceae Caesalpinioideae, observa-se
que mesmo para a menor concentracdo de IB, uma dose intermediaria apresentou
atividade bactericida, e ja é observada uma tendéncia de que em concentracdes de
IB intermediarias, h4 a necessidade de maiores quantidades de extrato para se
alcancar a atividade bactericida. O extrato 321, obtido das folhas e flores da espécie
Psidium densicomum, familia Myrtaceae, apresentou atividade contra IB mais baixo,
mas logo na concentracdo de IB de 1 x 10° UFC/mL ja apresenta atividade
bactericida apenas na concentracdo de extrato mais elevada. O extrato 352, obtido
do caule da espécie Stryphnodendron pulcherrimum, familia Fabaceae
Mimosoideae, apresentou atividade bactericida nas concentracées de 0,30 mg/mL
nos preparos de IB de 1 x 10> UFC/mL, e manteve-se praticamente constante na
atividade frente as concentracoes intermediarias de 10* a 10° em 5,0 mg/mL e
somente na concentracdo de 10° UFC/mL agiu com a maior concentracdo de
extrato. Ja o extrato 429, obtido do caule da espécie Roupaia sp., familia Proteacea,
apresenta uma atividade relativamente baixa até a concentracdo de IB de 10°
UFC/mL, alterando bruscamente sua atividade para 12,5 mg/mL nas concentragdes
bacterianas seguintes. O extyrato 841, obtido dos 6rgdos aéreos da espécie
Rapanea parvifolia, familia Myrsinaceae, apresentou atividade variando de
relativamente baixa (0,3 mg/mL) a alta (1,3 mg/mL) em todas as concentracdes
bacterianas. O extrato 1247, obtido dos Orgados aéreos da espécie Psidium
densicomum, familia Myrtaceae, apresenta atividade bactericida intemediaria, sendo

que os valores de concentracdo variam de 2,5 a 7,5 entre as diferentes



concentracbes de IB. O extrato 1259, obtido dos 6rgdos aéreos de Piper sp.,
Piperaceae, apresenta atividade intermediéria, pois age como bactericida apenas na
concentracdo de 5 mg/mL na menor concentracdo de IB e a partir da concentracao
de IB de 10* UFC/mL ja necessita da maior concentragéo de extrato para eliminar as
bactérias. As concentracdes bactericidas minimas do extrato 1298, obtido do caule
de Ocotea myriantha, familia Lauraceae, apresentaram-se constantes (0,6 mg/mL)
em todas as concentracdes de IB estudadas. Embora a concentracdo nao seja tao
baixa, a eficacia de sua atividade ndo pode ser desconsiderada sem que haja
ensaios futuros relativos ao fracionamento e analise antibacteriana das fracdes.
Analise parecida ocorreu com a atividade bactericida do extrato 1389, obtido do
caule da espécie Moronobea coccinea, familia Clusiaceae. O extrato 1395, oriundo
das folhas de Hymenaea parvifolia, familia Fabaceae Caesalpinioideae, apresentou
6tima atividade bactericida nas concentraces de 1B de 10? a 10° UFC/mL, e pode
ser considerado um extrato com boas perspectivas de estudo, uma vez que, mesmo
na maior concentracdo de IB, sua atividade pode ser considerada intermediaria. O
extrato 1497, obtido dos 6rgdos aéreos da espécie Sorocea duckei, familia
Moraceae, possui uma excelente atividade bactericida até a concentracéo de IB de
10°> UFC/mL, porém, nas duas maiores concentracdes de IB, passa a apresentar
atividade apenas em concentracfes de extrato mais elevadas. O extrato 1525,
obtido de Connarus ruber var. ruber, Connaraceae, apresentou atividade bactericida
intermediaria em todas as concentracdes de IB. Atividade semelhante foi observada
para o extrato 1549, obtido de 6rgdos aéreos de Combretum rotundifolium,
Combretaceae, apresentou 6tima atividade bactericida (em torno de 0,6 mg/mL) nas
concentracbes de IB de 10 a 10° UFC/mL, enquanto que nas Ultimas duas
concentracOes, os valores da concentracdo de extrato aumentam um pouco, para
1,3 mg/mL. O extrato 1637, obtido de oOrgdos aéreos de diclinanona calycina,
Annonaceae, apresentou atividade expressiva nas duas concentracdes de IB mais
baixas, ao passo que lentamente o valor da concentragédo sobe para 0,2, depois
para 0,6 mg/mL, perdendo a atividade significativa nas ultimas duas concentragoes,
quando observa-se que, para eliminar 10° UFC/mL de bactérias ja ha a necessidade
de 5,0 mg/mL, e 12,5 mg/mL para a concentracdo mais alta testada. O extrato 1743,
oriundo de orgaos aéreos de Connarus cf. ruber var. ruber, Connaraceae, apresenta
uma tividade intermediaria em todas as concentracdes de IB testadas. O extrato

1905, feito a partir de caule de Simphonia globulifera, Clusiaceae, apresenta



atividade bactericida nas duas primeiras concentracdes de IB, que rapidamente
perdem a eficdcia com o0 aumento da quantidade de bactérias, e ja na concentracédo
de 10° UFC/mL, a atividade bactericida ndo é alcancada mais pela maior
concentracdo de extrato testada, de 12,5 mg/mL. Os extratos 1923, obtidos dos
orgaos aéreos de Vatairea guianensis, Fabaceae Faboidae, e 1991, obtido dos
orgaos aéreos de Simphonia globulifera, Clusiaceae, apresentam um
comportamento similar, no qual a atividade bactericida aparece com relativa
significancia nas concentracfes bactericidas mais baixas, e nas mais altas, a
atividade bactericida aparece frente a uma concentracéo de extrato de 5,0 mg/mL. O
extrato 1999, obtido dos Orgdos aéreos da espécie Iryanthera laevis, familia
Myrsinaceae, apresenta baixa atividade bactericida e ja& na concentracdo de 10°
UFC/mL ha a ineficacia de atividade do extrato em sua maior concentracdo. Os
extratos 1373, 1461 e, 1543 n&o apresentaram atividade bactericida significante.

A andlise da concentracdo inibitéria minima (CIM) dos 25 extratos que
apresentaram atividade antimicrobiana foi feita a partir dos ensaios feitos
empregando-se 0 método de microdiluichio em caldo, nas concentracdes de
suspens6es bacterianas de 10? a 10" UFC/mL.

Foram encontrados 15 extratos dentre os 25 efetivos que apresentaram CIM
nas concentracées de suspensées bacterianas de 10> UFC/mL iguais ou inferiores a
300 pg/mL. Enquanto nas suspensdes bacterianas de 10° a 10’ UFC/mL observou-
se respectivamente, 10, 8, 9, 5 e 3, iguais ou inferiores a 300 pg/mL. Estes
resultados sdo potencialmente importantes para estudar a atividade fitoquimica
destes extratos.

Os 15 extratos que apresentaram CIM inferior a 300 pg/mL na concentracao
de 1B correspondente a 10° UFC/mL, sdo 321, 429, 841, 1257, 1395, 1493, 1497,
1549, 1637, 1765, 1905, 1923, 1991 e 1999; correspondente a 10° UFC/mL, sdo
429, 1257, 1389, 1395, 1493, 1497, 1637, 1765, 1905 e 1991; correspondente a 10*
UFC/mL, 841, 1257, 1395, 1493, 1497, 1637 e 1991; correspondente a 10°> UFC/mL,
841, 1257, 1395, 1493, 1497, 1549, 1637, 1765 e 1991; correspondente a 10°
UFC/mL, 1257, 1395, 1493, 1637 e 1765; e correspondente a 10’ UFC/mL, 1257,
1493 e 1765.

Os extratos 1257, 1493, e 1765 foram os que apresentram melhores
resultados relativos & CBM. O extrato 1257 apresentou CIM na concentracdo de 102
UFC/mL entre 40 e 200 pg/mL e nas concentragbes de 103 10* 10° 10° e 10’



UFC/mL, entre 200 e 300 pg/mL. O extrato 1493, apresentou CIM nas suspensdes
bacterianas de 10 a 10" UFC/mL < 40 ug/mL. Da mesma forma, o extrato 1765
apresentou CIM nas concentracdes de IB de 10? e 10* UFC/mL entre 40 e 80
ng/mL, na concentracdo de 10° UFC/mL entre 80 e 200 pg/mL e em 107 entre 200 e
300 pg/mL.

Analisando a faixa de concentragdo de extratos entre 0,30 a 5,0 mg/mL, foi
verificado que oito extratos dentre os 25 apresentaram CIM nesta faixa, na
concentracdo de IB correspondente a 10? UFC/mL. Nas outras concentracoes, 0
namero de extratos cujos valores de CIM encontravam-se nesta faixa foi de 11, 13,
7,9 e 8, nas concentracdes de IB de 10% a 10’ UFC/mL, distribuidos como segue: na
concentracdo de IB de 10> UFC/mL s&o os extratos 55, 1247, 1259, 1298, 1373,
1389, 1525 e 1743; na concentracdo de IB de 10° UFC/mL s&o os extratos 55, 321,
352, 841, 1247, 1298, 1525, 1549, 1743, 1923 e 1999; na concentracdo de IB de 10*
UFC/mL séo os extratos 55, 321, 352, 429, 1247, 1298, 1389, 1525, 1549, 1743,
1905, 1923 e 1999; na concentracdo de IB de 10> UFC/mL sdo os extratos 352,
1298, 1389, 1525, 1743, 1905 e 1923; na concentracéo de 1B de 10°UFC/mL s&o os
extratos 55, 352, 841, 1298, 1525, 1549, 1743, 1923 e 1991; por fim, na
concentracdo de IB de 10" UFC/mL s&o os extratos 841, 1298, 1395, 1525, 1549,
1743, 1923 e 1991.

Na ultima faixa de atividade, que parte de valores = 5,0 mg até o valor de 12,5
mg/mL, que pode ser considerada a que agrega os extratos, a principio, menos
potentes, observa-se 1, 4, 4, 9, 11 e 14 extratos nas diferentes concentragdes de IB
usadas. Nas concentracdo de 10% a 10’ UFC/mL observa-se o extrato 1461; na
concentracdo de IB de 10° UFC/mL, os extratos 1259, 1373, 1461 e 1543; na
concentracdo de IB de 10% UFC/mL, os extratos1259, 1373, 1461 e 1543; 10°
UFC/mL, 55, 321, 429, 1247, 1259, 1373, 1461, 1543 e 1999; na concentracao de IB
de 10°UFC/mL, os extratos 321, 429, 1247, 1259, 1373, 1389, 1461, 1497, 1543,
1905 e 1999; e, por fim, na concentracdo de IB de 10’ UFC/mL, os extratos 55, 321,
352, 429, 1247, 1259, 1373, 1389, 1461, 1497, 1543, 1637, 1905 e 1999.

Os 25 extratos selecionados com atividade contra E. faecalis pertencem a 15
diferentes familias e a 21 géneros diferentes. Seis extratos ativos foram obtidos de
plantas que pertencem a familia Clusiaceae, quatro, de plantas que pertencem a
familia Fabaceae e suas trés sub-familias, dois extratos, obtidos de plantas que

pertencem a familia Myrtaceae e extratos feitos com plantas pertencentes a cada



uma das outras familias é representada por apenas 1 extrato ativo. Dentro da familia
Clusiaceae, observamos que os extratos 1389 e 1765 foram obtidos da mesma
planta, na mesma data, e o extrato 1765, feito das flores da espécie, € um dos
extratos mais ativos encontrados nessa pesquisa. O extrato 1389, feito a partir do
caule, apresenta uma atividade intermediaria. Ainda dentro da familia Clusiaceae, os
extratos 1905 e 1991, obtidos a partir do caule e dos 6rgdos aéreos da planta,
respectivamente, apresentaram atividade relativamente parecida, sendo que o
extrato 1991 é relativamente mais ativo que o outro. Como o extrato 1991 foi obtido
a partir de 6rgaos aéreos e o extrao 1905 foi obtido somente do caule, fica evidente
que 0s compostos responsaveis pela atividade encontram-se ndo somente no caule,
mas disperso pelos 6rgdos aéreos que compuseram a coleta de material vegetal
para o extrato 1991. Os extratos 321 e 1247 foram obtidos da mesma espécie,
porém, foram coletados em épocas diferentes e a coleta foi feita com 6rgaos
diferentes. O extrato 321 foi obtido de flores e folhas, enquanto o extrato 1247 foi
obtido de érgdos aéreos. Estas diferencas proporcionaram diferencas sutis, nao
muito significantes, em termos da atividade no modelo da MDC. O extrato 321 é
levemente mais ativo que o extrato 1247 nas concentragdes do in6culo bacteriano
mais baixas, mas a partir do inoculo concentrado em 10°> UFC/mL, os dois extratos
perdem a capacidade de inibir o crescimento bacteriano de modo eficaz.

6.4 Analise comparativa inicial da atividade antimicrobiana feita com os
dois modelos, disco difusdo em agar e microdiluicdo em caldo

Em ordem de maior atividade para menor atividade, foi observado que no
modelo de DDA, os extratos mais ativos foram 1991, 1493, 1525 e 1257, enquanto
gue no modelo da MDC os extratos mais ativos foram o 1493, 1765 e 1257. Os
extratos 1493 e 1257 sdo, sem duvida, os dois que apresentam maior potencial para
serem estudados detalhadamente. Porém, os extratos 1765 e 1525 devem ser
olhados com atencdo, uma vez que apresentaram valores de inibicdo de
crescimento, cada um em seu modelo, significantes. Estes dois modelos oferecem
sensibilidades diferentes, em funcdo da capacidade que as substancias em andlise

podem se difundir melhor no modelo feito em meio caldo. Por outro lado, na analise



realizada em meio agar, os extratos sdo testados em concentragdes maiores que no
modelo MDC. Isto deve ser levado em consideracdo na andlise da atividade
antimicrobiana feita no modelo em agar para que a analise dos dados finais nédo leve

a erros de interpretacao.

6.5 Anélise dos residuos originados dos 25 extratos em ambos os modelos

antimicrobianos adotados

~

Cada extrato foi submetido a particdo liquido-liquido e desta técnica, trés
residuos foram obtidos, um residuo cloroférmico, um residuo butandlico e um
residuo aquoso, que foram analisados em dose Unica nos dois modelos, DDA e
MDC. Os resultados observados foram os seguintes: no modelo DDA, a atividade
bactericida observada no modelo DDA ficou restrita ao residuo butandlico, enquanto
gue para o modelo MDC, a atividade se concentrou no residuo aquoso. A atividade
no modelo DDA do extrato 321 ficou dispersa nos trés residuos, enquanto que no
modelo MDC a atividade ficou restrita ao residuo aquoso. O extrato 352 teve a
atividade concentrada no residuo aquoso, no modelo MDC, enquanto que no modelo
DDA a atividade ficou nos residuos butandlico e aquoso. O extrato 429 perdeu a
atividade quando fracionado, nos dois modelos. Os trés residuos do extrato 841
apresentaram atividade nos dois modelos usados. O mesmo foi observado para o
extrato 1247. No modelo DDA, a atividade dos residuos do extrato 1257 ficou
dispersa entre os trés, e no modelo MDC, a atividade se concentrou nos residuos
butandlico e aquoso. Os residuos do extrato 1259 que apresentaram atividade no
modelo DDA foram o cloroférmico e o butandlico, ao passo que perderam atividade
no modelo MDC. Todos os residuos do extrato 1298 apresentaram atividade no
modelo DDA, enquanto que a atividade se concentrou no extrato aquoso, no modelo
MDC. No modelo DDA, os residuos butandlico e aquoso do extrato 1373
apresentaram atividade, enquanto todos perderam a atividade no modelo MDC. Os
trés residuos do extrato 1389 apresentaram atividade no modelo DDA, enquanto que
somente 0 extrato aquoso apresentou atividade, no modelo MDC. Ambos os
residuos butandlicos dos extratos 1395 e 1461 apresentaram atividade no modelo

DDA, enquanto que o residuo aquoso do extrato 1395 e os residuos butandlico e



aguoso do 1461 apresentaram atividade no modelo MDC. A atividade bacteriana foi
observada nos residuos cloroférmico e butandélico do extrato 1493 no modelo DDA, e
o residuo cloroférmico apresentou atividade também no modelo MDC. No modelo
DDA, os residuos cloroférmico e butandlico do extrato 1497 apresentaram atividade
antibacteriana, enquanto que a atividade antibacteriana n&o foi observada em
nenhum residuo deste extrato no modelo MDC. Os residuos butandlico e aquoso do
extrato 1525 apresentaram atividade antibacteriana tanto no modelo DDA como no
MDC. O extrato 1543, quando fracinado, perdeu atividade. Os residuos
cloroférmicos dos extratos 1549 e 1637 apresentaram atividade no modelo DDA,
enquanto que perderam a atividade no modelo MDC. O residuos butandlico do
extrato 1743 apresentou atividade no modelo DDA, e todos os residuos
apresentaram atividade no modelo MDC. A atividade antibacteriana ficou evidente
nos residuos cloroférmico e butandlico do extrato 1765, enquanto que perderam
atividade no modelo MDC. Todos os residuos do extrato 1905 apresentaram
atividade no modelo DDA, enquanto que perderam atividade no modelo MDC. Os
residuos cloroférmico e butandlico do extrao 1923 apresentaram atividade no
modelo DDA e perderam atividade no modelo MDC. Os trés residuos do extrato
1991 apresentaram atividade antibacteriana no modelo DDA, enquanto que a
atividade antibacteriana se concentrou no residuo aquoso no modelo MDC. Por fim,
os residuos butandlico e aquoso apresentaram atividade no modelo DDA, e a

atividade se concentrou na o residuo butanélico no modelo MDC.

6.6 Andlise das substancias padrado nos dois modelos bioldgicos selecionados

A andlise das duas substancias padrdo selecionadas, no modelo de
microdiluicdo em caldo, feita em todas as concentragfes de indculo bacteriano, nas
diferentes concentracées usualmente empregadas em Odontologia, resultou na
atividade bactericida do hipoclorito de sodio 1% manipulado em todas as
concentracdes bacterianas testadas. Diferencas relativas a atividade antimicrobiana
encontrada em solucdes de origens diversas podem estar relacionadas a
instabilidade do hipoclorito de sodio. A concentracdo inicial do cloro presente nas

solucbes de hipoclorito de sodio comercializadas pode ser alterada devido a



bY

temperatura, as caracteristicas de armazenamento, acondicionamento e até a
distribuicio das solugdes (PECORA et al. 1987, PAIVA et al. 1989, SIQUEIRA,
2000, OLIVEIRA; FIGUEIREDO; PIRES, 2003). Siqueira (2000) relata em seu
estudo que o pH e a temperatura influenciam no teor de cloro, uma vez que o
hipoclorito de so6dio 0,5% mantido sob refrigeracdo em pH 9 apresenta maior
estabilidade do que as outras solucdes analisadas, sugerindo aos Cirurgidoes
Dentistas o0 cuidado no armazenamento. Estes fatos podem estar relacionados a
baixa eficacia encontrada nas solucfes comercializadas testadas no MDC.

Os resultados observados para a clorexidina apontam atividade bactericida
para as solu¢cdes manipuladas 1% e 2%, sendo que a solucdo de 1% néao inibiu o
crescimento bacteriano nas concentracdes bacterianas maiores, de 10° e 10’
UFC/mL. A solucdo comercializada de clorexidina 1% apresentou a mesma atividade
observada para a solu¢cdo manipulada. Por causa de problemas préticos de diluigcéo,
ndo foi possivel testar algumas das concentracdes de hipoclorito de sédio e de

clorexidina.

6.7 Analise da literatura dos compostos quimicos e atividade biolégica que

ocorrem nas espécies selecionadas ou em alguma taxa superior

Esta analise da literatura ir4 ser feita com os extratos que mostraram maior
potencial de atividade: extrato 1493 (Ilpomoea sp., Convolvulaceae), 1257
(Palicourea guianensis, Rubiaceae), extrato e 1765 (Moronobea coccinea,
Clusiaceae).

O extrato 1493 é oriundo dos 6rgaos aéreos de Ipomoea sp, da familia das
Convolvulaceae. Estudos apontam que espécies pertencentes a este género
apresentam diferentes atividades biologicas. Molyneux et al. (1995) encontraram
alcaldide nas sementes de uma espécie de Ipomoea sp. e relataram que esta planta
€ capaz de produzir inibidores de beta-glicosidade, alfa-mannosidase e alfa-
galactosidase e consequentemente produzem desordens neurologicas quando
consumidas por gado. Goun et al. 2003 encontraram atividade antibacteriana e

antifingica do extrato metandlico de Ipomoea spp.



Tao et al. (2008) descrevem oito resinas glicosiladas encontradas no extrato
etandlico da Ipomoea pes-caprae, que apresentaram atividade sobre células
tumorais, atividade antibacteriana e antifungica e efeito sobre receptor um-opioide.
Escobedo-Martinez, Pereda-Miranda (2007) estudaram o extrato hexanico das
partes aéreas da mesma espécie e verificaram seis oligosacarideos. De- Souza et
al. (2000) estudaram esta mesma espécie e verificaram a presenca de esterodides,
terpenos, alcaldides e flavondides que, segundo os autores, fundamentaria o uso
popular desta planta para tratamento de dor. A espécie Ipomoea digitata também
apresentam resinas glicosiladas, segundo Ono et al (2009), que observaram sua
presenca bem como de diversos acidos organicos, como isobutirico, metilbutirico,
entre outros.

Em 1995, Reynolds et al. isolaram e caracterizaram trés novos
tetrassacarideos glicosilados isolados de Ipomoea stans e verificaram pronunciada
acdo citotdxica contra trés tumores humanos, bem como atividade antibacteriana.
Herrera-Ruiz et al. 2007 estudaram a acdo de Ipomea stans sedativa e
anticonvulsiva do extrato de acetato de etila obtido das raizes da planta.

Ipomoea batatas € uma espécie muito estudada por ser de consumo humanao.
Apresenta resinas glicosiladas (Yin et al 2008), oligossacarideos e pentasacarideos
(Escalante-Sanchez et al 2007 e 2008), compostos fendlicos com atividade
quimiopreventiva (Kurata et al 2007) e antioxidante (DINI, TENORE, DINI 2006;
STEED, TROUNG 2008).

O extrato metandlico obtido de Ipomoea tyrianthina apresentou atividade
antimicobacteriana, citotoxica e efeitos no sistema nervoso central (LEON-RIVERA
et al. 2008). O extratos metandlico de Ipomoea obscura apresentou atividade
citotoxicas e imunobiomoduladoras (HANSA, KUTTAN 2008). Ipomoea cairica e
Ipomoea sgquamosa apresentaram atividades citotéxica e  anti-tumoral
respectivamente (LIN, CHEN, LO 2008; CAO et al. 2007). Ipomoea aquatica reduz a
absorcao de glicose pelo intestino acelerando o transito do mesmo (SOKENG et al.
2007). O extrato cloroférmico de Ipomoea intrapilosa apresentou resinas glicosiladas
(BAH et al. 2007).

I[pomoea muricata, Ipomoea carnea, Ipomoea obscura, Ipomoea nil I[pomoea
sericophylla e Ipomoea riedelii apresentam alcaldéides (HARAGUCHI et al. 2003;
IKEDA et al. 2003; JENETT-SIEMS et al. 2003; SCHIMMING et al. 2005; BARBOSA
et al. 2006; MAURYA, SRIVASTAVA 2009).



O extrato aquoso da Ipomoea carnea foi capaz de ultrapassar a barreira
placentaria e afetou o desenvolvimento fetal, o que deve ter sido causado pela
presenca de swainsonina, um alcaloide produzido pelos 6rgaos florais (de BALOGH
et al. 1999; HUEZA et al. 2005 e 2007). Latorre, Hueza e Gdrniak 2007 verificaram o
mesmo efeito teratogénico do extrato aquoso da Ipomoea carnea testado em modelo
animal.

A calistegina é um marcador quimiotaxdbmico encontrado nhas
Convulvolaceaes, em especial nas partes aéreas (flores e frutos) de espécies de
Ipomoea (HARAGUCHI et al. 2003). Pereda-Miranda, Kaatz, Gibbons 2006
encontraram atividade antibacteriara contra Staphylococcus aureus em um estudo
realizado com 22 Convulvolaceae e atribuiram essa atividade provavelmente a
presenca de oligosacarideos polisacarideos.

Palicourea guianensis é uma planta pouquissimo estudada em termos
fitoquimicos e farmacolégicos. Pertence a um género que possui algumas plantas
extremamente estudadas, como a erva-de-rato (P. marcgravii), responsavel por um
namero elevado de intoxicacdo bovina, que acaba impactando a agropecuaria pela
ferocidade da acdo toxica. O grupo de pesquisa de Palermo-Neto estudou em
profundidade os efeitos desta planta sobre o sistema nervoso central, quanto a sua
composigdo quimica e outros, entre os anos de 1986 e 1995. Observaram que 0s
efeitos letais se estendiam a animais de laboratério (GORNIAK et al. 1986) e os
comportamentos relacionados aos centro dopaminérgicos (GORNIAK et al. 1990),
observaram os efeitos toxicos em roedores de diferentes fracdes (GORNIAK et al.
1992a), observaram a relagcdo entre a atividade neuronal e apreensao
comportamental em ratos (GORNIAK et al. 1992b), questionaram se o0 acido
monofluoracético era a substancia responsavel pela atividade toxica (ECKSCHMIDT
et al. 1993), confirmada posteriormente por Krebs et al. em 1994. Outros trabalhos
foram feitos, de modo a acrescentarem ocorréncias de outras classes quimicas na
espécie, como cafeina (GORNIAK et al. 1986) e alcaloides glicosilados (MORITA et
al. 1989).

O extrato 1765 foi obtido das flores e o 1389 do caule da Moronobea
coccinea. E uma planta pouquissimo estudada em termos fitoquimicos e
farmacoldgicos. O extrato metanolico obtido do latex de Moronobea coccinea
apresentou atividade contra Plasmodium falciparum resistente a cloroquina e a

atividade se deve, provavelmente a floroglucinéis (MARTI et al. 2008). Como poucos



estudos foram feitos com esta espécie, uma pesquisa referente a fitoquimica e
farmacologia de espécies de Clusiaceae foi feita. Deste estudo, diversos autores
relatam a presenca de compostos fendlicos citotéxicos (LAPHOOKHIEO,
MANEERAT, KOYSOMBOON 2009) e anti-tumorais (de MESQUITA et al. 2009). Na
cavidade bucal, o gel contendo extrato do pericarpo de Garcinia mangostana L.
apresentou atividade antibacteriana no tratamento periodontal
(RASSAMEEMASMAUNG et al. 2008). Balunas et al. 2008 isolaram xantonas de
Garcinia mangostana e apontaram que, quando utilizadas na alimentacdo, podem
servir de agente quimiopreventivo do cancer. Segundo Obolskiv et al. 2009, a
mesma espécie contém propriedades anti-inflamatérias atribuidas a presenca de
xantonas. Capettini et al. (2009) relatam que as xantonas presentes em Clusiaceae
apresentaram atividade vasodilatadora e antioxidante independentes. O extrato
metanodlico obtido de Calophyllum thwaitesii apresentou atividade antifingica e
antioxidante, provavelmente devido a presenca de xantonas (DHARMARATNE,
NAPAGODA, TENNAKOON 2009)

Williams et al. (2005) relataram que Garcinia macrophylla, uma das espécies
que apresentaram atividade antibacteriana no presente estudo, produzem
benzofenonas e gutiferonas e apresentam fraca atividade citotdxica.

A espécie Tovomita longifolia (correspondente ao extrato 1543) foi estudada
por Suffredini et al. (2006a) contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis e foi observado que apresentou
atividade antibacteriana e citotoxica. Pecchio et al. (2006) realizaram estudos
fitoquimicos com extratos cloroférmicos e etandlicos das folhas desta espécie e
isolaram benzofenonas e avaliaram sua atividade contra células de tumores
humanos in vitro e contra bactérias (Klebsiella pneumoniae, Mycobacterium
smegmatis, Salmonella gallinarum).

Symphonia globulifera, que o presente estudo corresponde aos extratos 1905
e 1991, foi estudada por Lenta et al. (2007), que observaram atividade contra o
parasita da leishmaniose e atividade anticolinesterasica provavelmente relacionadas
a presenca de benzofenonas e xantonas. Outros trés trabalhos demonstraram
ocorréncia de xantonas (NGOUELA et al. 2005; NOGELA et al. 2006; NKENGFACK
et al. 2002).



6.8 Analise da eficacia da particdo liquido-liguido dos extratos e avaliacdo da
capacidade antioxidante dos extratos e fracdes

Os extratos e seus residuos foram avaliados cromatograficamente, na técnica
em camada delgada, utilizando-se trés sistemas de solventes distintos e com
polaridade crescente. Deste modo, a quantidade de manchas obtidas nos residuos
foi avaliada. Na avaliacdo, observa-se que os residuos cloroférmicos apresentam
boa separacdo com o sistema de solventes 1, mais apolar. Os outros dois residuos
apresentaram melhor separacao nos outros dois sistemas de solventes (sistemas 2
e 3), uma vez que 0s compostos contidos nestes dois residuos sao de média

polaridade no residuo butanélico e polares, no aquoso.

6.9 Importancia da identificagcdo de novos agentes antibacterianos a partir de

plantas brasileiras

A importancia inerente a biodiversidade brasileira é traduzida no elevado
namero de espécies vegetais e animais contidos em suas florestas.

O Brasil é o pais mais rico em termos de biodiversidade, € o local onde se
encontra uma riqueza de espécies vegetais e animais como em nenhum outro do
mundo. Pesquisas que buscam ampliar o entendimento da biodiversidade em
termos dos compostos quimicos que as plantas e animais apresentam séao de vital
importancia, uma vez que desta riqueza de espécies, imagina-se que haja uma
riqueza proporcional na biossintese de compostos quimicos. A Universidade Paulista
implementou, ha 12 anos, um centro de pesquisa em biodiversidade que visa
ampliar os conhecimentos das espécies em termos fitoquimicos e farmacolégicos.
Para tanto, estabeleceu laboratorios equipados para analisar extratos vegetais
obtidos de plantas da Amazbnia e da Mata Atlantica em termos da atividade
biolégica contra células tumorais humanas e bactérias de importancia na clinica
odontoldgica e médica. Além disso, tem estabelecido parcerias para a realizagdo
dos ensaios fitoquimicos mais finos e tem realizado as técnicas fitoquimicas de

bancada em seus laboratérios. Com isso, trabalhos tem sido desenvolvidos junto



aos cursos de Mestrado em Odontologia e Mestrado e Doutorado em Medicina
Veterinaria e tem auxiliado na formacao de pesquisadores pela instituicdo. Trabalhos
como este tem importancia no que se refere a descoberta de substancias com
atividade bioldgica a partir de plantas, e abre um leque imenso de possibilidades de
pesquisa, até a identificacdo de uma molécula que possa vir a se transformar em

medicamento.



7 CONCLUSAO

Vinte e cinco extratos vegetais foram testados em dois modelos
antimicrobianos e resultaram em trés extratos com atividade significativa: 1493
obtido de O6rgados aeréos da Ipomoea sp., 1257 obtido de oOrgdos aeréos da

Palicourea guianensis e 1765 obtido das flores da Moronobea coccinea.

Foram determinadas a concentracdo inibitéria minima e concentracao
bactericida minima dos vinte e cinco extratos, utilizando o ensaio de microdiluicdo
em caldo. Os resultados mais significantes estao relacionados aos extratos 1493,
1257 e 1765.

Foram obtidos os residuos cloroférmico, butandélico e aquoso dos vinte e cinco
extratos, e foram avaliados quanto ao potencial antibacteriano nos modelos

bioldgicos usados na avaliacdo dos extratos.

Foram obtidos cromatogramas analiticos para avaliacdo do processo de
particdo liquio-liquido adotado. Observou-se que o0s residuos apresentaram
comportamentos distintos frente aos sistemas de solvente selecionados, e que

alguns apresentaram potencial antioxidante.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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