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RESUMO 

MIRANDA, MA. Avaliação comparativa da atividade antimicrobiana do extrato 
hidroalcoólico bruto da casca do Stryphnodendron adstringens (Martius) Coville 
(Barbatimão), do detergente de mamona (Endoquil) e da solução de clorexidina a 2%, 
frente a alguns microrganismos presentes em infecções endodônticas.[dissertação]. 
Ribeirão Preto: Universidade de São Paulo, Faculdade de Odontologia de Ribeirão 
Preto, 2010, 81f. 

No presente trabalho foram avaliadas as atividades antimicrobianas do extrato 

hidroalcoólico do barbatimão (Stryphnodendron adstringens), do detergente de mamona 

(Endoquil Poliquil®) e da solução de digluconato de clorexidina a 2% sobre 

microrganismos bucais potencialmente envolvidos em infecções endodônticas O 

barbatimão, como é popularmente conhecido, é muito utilizado na medicina popular 

para o tratamento de algumas enfermidades como a gonorréia, diarréia, úlceras, como 

antiinflamatório e cicatrizante. O detergente de mamona (Ricinus communis) possui 

atividade antimicrobiana similar ao do hipoclorito de sódio a 0,5% quando usado no 

tratamento de canais com polpa necrosada. A clorexidina é muito conhecida por sua 

atividade antimicrobiana e tem sido utilizada como medicação intracanal, apresentando 

efeito antimicrobiano residual, ou substantividade, além de baixa toxicidade. Este 

trabalho tem por objetivo comparar as atividades antimicrobianas destas substâncias 

pela técnica da difusão (técnica do cilindro) e pela determinação da concentração 

inibitória mínima (CIM) frente aos seguintes microrganismos: Prevotella nigrescens 

ATCC 33563, Actinomyces naeslundii (cepa de campo), Actinomyces naeslundii ATCC 

19039, Porphyromonas gingivalis (cepa de campo), Porphyromonas gingivalis ATCC 

33277, Enterococcus faecalis ATCC 4082, Enterococcus faecalis (cepa de campo), 

Haemophilus actinomycetemcomitans ATCC 43717. Os resultados foram submetidos à 

análise estatística (ANOVA) e mostraram a atividade antimicrobiana do extrato bruto 

do barbatimão mais efetivo que o Endoquil® no teste de difusão,mas menor efetividade 

que a solução de clorexidina 2% em relação a todos os microrganismos utilizados. 

Conclui-se que o extrato bruto do Stryphnodendron adstringens (barbatimão) apresenta 

atividade antimicrobiana sobre microrganismos presentes nas infecções endodônticas, 

segundo os parâmetros empregados nesta pesquisa. 

Palavras-chave: Barbatimão, Atividade antimicrobiana, Endoquil, Clorexidina. 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

MIRANDA, MA. Antimicrobial activities of Stryphnodendron adstringens, Ricinus 

communis detergent and chlorhexidine solutions in Endodontics. In vitro comparative 

study. [dissertation]. Ribeirão Preto: Universidade de São Paulo, Faculdade de 

Odontologia de Ribeirão Preto, 2010, 81f. 

Antimicrobial activities of the hydroalcoholic extract of Barbatimão(Stryphnodendron 

adstringens), the detergent of castor bean (Endoquil, Poliquil®), and the Chlorhexidine  

2% on oral microorganisms potentially involved in endodontic infections were 

evaluated. The Barbatimão, as it is popularly know, is often used in popular Medicine to 

treat some diseases like gonorrhea, diarrhea, ulcer, as an anti-inflammatory and 

cicatrizant. As observed in the literature, the detergent derived from the castor bean oil 

(Ricinus comunis) has similar antimicrobial activity to the sodium hypochlorite 0.5% 

when used on the treatment of canals with pulp showing necrosis. The Chlorhexidine is 

well known for its antimicrobial activity and it has been used as auxiliary solution in 

Endodontics, showing residual antimicrobial effect, or substantivity, as well as low 

toxicity. The aim of this study is to compare the antimicrobial activities of those 

substances by the diffusion technique (cylinder technique) and by determining the 

minimal inhibitory concentration  (MIC) in the following microorganisms: Prevotella 

nigrescens ATCC 33563, Actinomyces naeslundii (cepa de campo), Actinomyces 

naeslundii ATCC 19039, Porphyromonas gingivalis (cepa de campo), Porphyromonas 

gingivalis ATCC 33277, Enterococcus faecalis ATCC 4082, Enterococcus faecalis 

(cepa de campo), Haemophilus actinomycetemcomitans ATCC 43717. The results were 

subjected to statistical analysis (ANOVA) and showed that the antimicrobial activity of 

the raw extract of barbatimão was more effective than the Endoquil®, but still less 

effective than the Chlorhexidine 2% when compared to all studied microorganisms in 

agar diffusion method. It can be concluded that the raw extract of Stryphnodendron 

adstringens (barbatimão) has antimicrobial activities on microorganisms, according to 

the parameters used in this study. 

Keywords: Barbatimão, antimicrobial activity,  
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Microbiologia e Endodontia 

 

Dentre as ciências básicas, aquela que mais se aproxima da endodontia é a 

microbiologia, pois a maioria das doenças pulpares está associada a microrganismos. Os 

estudos pioneiros de MILLER(1894)1, considerado o pai da microbiologia oral, foram 

os primeiros a associar a presença de bactérias à doença pulpar e, a partir de então, tem 

aumentado o interesse na microbiologia das diversas patologias endodônticas. 

Um estudo de KAKEHASHI et al. publicado em 1965, constatou que as 

bactérias causavam doenças pulpares e perirradiculares2. Neste clássico estudo, os 

pesquisadores verificaram que a exposição da polpa em ratos com flora bacteriana 

normal produziu necrose pulpar e a formação de lesões apicais. No entanto, nenhuma 

patologia desenvolveu-se em ratos gnotobioóticos (germ-free) quando tiveram a polpa 

dental exposta. 

O que podemos afirmar hoje, é que as infecções endodônticas são 

polimicrobianas e, além disso, o conhecimento do número de microrganismos 

detectados nas infecções endodônticas tem aumentado à medida que os meios de cultura 

melhoraram e métodos moleculares mais sensíveis foram desenvolvidos. 

A via mais comum para a entrada de microrganismos na polpa é a cárie dental. 

Sabemos, porém, que as bactérias podem invadir os tecidos pulpares e os canais 

radiculares por outras vias, como por infiltrações marginais de restaurações, canais 

laterais, bolsas periodontais, fraturas de coroas e/ou raízes, entre outros. 

    Existem mais de 500 espécies bacterianas que habitam a cavidade oral (JUNG, et 

al. 2000), mas cabe ressaltar que a microbiota relacionada aos canais radiculares e 

estruturas adjacentes compõe um grupo de aproximadamente 150 bactérias 

identificadas3. 

Há uma prevalência de anaeróbios estritos nos canais radiculares infectados4,5. 

Tais microrganismos apresentam um potencial de oxirredução baixo e crescem na 

ausência de oxigênio, embora tenham variações na sua sensibilidade ao oxigênio. As 
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bactérias tidas como anaeróbicas estritas não possuem enzimas dismutase e catalase, 

superóxidas. Outras bactérias são microaerófilas, podendo crescer na presença de 

oxigênio, retirando grande parte de sua energia através de vias anaeróbicas. Já as 

bactérias anaeróbicas facultativas podem crescer tanto na presença ou ausência de 

oxigênio, ao passo que as bactérias aeróbicas estritas possuem enzimas dismutase e 

catalase, requerendo oxigênio para se desenvolverem6. 

 

1.2 Soluções químicas auxiliares 

 

Há um interesse cada vez maior no desenvolvimento de técnicas de 

instrumentação e de substâncias químicas auxiliares à terapia endodôntica, visando 

remover as bactérias, substratos e os subprodutos bacterianos, pois infelizmente os 

microrganismos no interior do sistema de canais radiculares não podem ser alcançados e 

debelados pelas células de defesa do hospedeiro. 

Vários estudos vêm demonstrando que a instrumentação mecânica não consegue 

desinfetar totalmente os canais radiculares, independentemente se forem utilizados 

instrumentos de aço7 ou de níquel-titânio8. Fica nítido que soluções auxiliares de 

irrigação são necessárias para eliminar os microrganismos e, ao longo do tempo, muitas 

substâncias químicas têm sido usadas e sugeridas para esse fim. 

Um irrigante ideal deve eliminar microrganismos, dissolver tecido necrótico, 

lubrificar o canal, remover smear layer e não irritar os tecidos saudáveis9,10. Sabemos 

que a chamada biomecânica dos canais radiculares possui uma fase mecânica e uma 

fase química, aplicadas concomitantemente. A ação mecânica, ou física, compreende a 

irrigação e aspiração que remove os tecidos dissolvidos ou que estão suspensos. A ação 

química compreende a atividade antimicrobiana e a propriedade de dissolução 

tecidual11. 

De forma bastante simplificada, podemos citar como coadjuvantes à terapia 

endodôntica as seguintes substâncias: os álcalis, associação de fármacos, detergentes, 

agentes quelantes e a clorexidina12. 
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O hipoclorito de sódio (NaOCl) tem seu uso consagrado há décadas, reunindo 

propriedades desejadas para um irrigante, tais como: ação bactericida, de saponificação 

de gorduras, ação sobre proteínas, desodorizante e clareadora. O NaOCl (o sal de 

hipoclorito de sódio) reage com a molécula de água formando o hidróxido de sódio 

(NaOH) que é uma base forte, e o ácido hipocloroso (HOCl) que é um ácido fraco. 

Assim, o hidróxido de sódio funciona como solvente orgânico e de gorduras, numa 

reação de saponificação. O ácido hipocloroso possui efeito antimicrobiano liberando 

cloro nascente, o qual se liga ao grupamento NH dos aminoácidos, formando as 

cloraminas, interferindo assim no metabolismo celular e também inibe a função 

enzimática bacteriana, através de uma oxidação irreversível dos grupos sulfidrila (SH) 

de enzimas bacterianas essenciais13,14. 

O hipoclorito pode ser usado em várias concentrações, sendo que as mais 

utilizadas são aquelas que variam de 0,5% a 5,25% de cloro livre. De acordo com os 

trabalhos de AUN & PAIVA (1982) e SCHMIDT (2005), a concentração tida como 

ideal fica em torno de 0,5% a 1,0%, pois concentrações superiores não apresentam uma 

melhor capacidade bactericida, e podem causar agressão aos tecidos periapicais 14,15. 

Um dado importante é que o hipoclorito até 1% leva 15 minutos para exercer suas 

propriedades.  

Talvez uma das mais importantes considerações acerca do hipoclorito de sódio é 

sobre o cuidado que se deve ter para não injetar o hipoclorito com muita pressão ou 

muito próximo ao forame apical, para que não ocorra um extravasamento da substância 

para a região periapical. Cuidados devem ser tomados na região de molares e pré-

molares superiores, para que o hipoclorito não adentre no seio maxilar, causando 

irritações e maiores complicações. Esse cuidado deve ser ainda maior quanto maior for 

a concentração de hipoclorito que se estiver usando. São relatados casos em que foram 

injetados a solução de hipoclorito na região de dentes anteriores superiores que 

atingiram a região infra-orbital e assoalho nasal do paciente(REEH e MESSER, 1989) 16 

ou ainda região de olho (IMGRAM, 1990) 17 .  

Importante ressaltar que, dentre as maiores desvantagens do NaOCl são os 

efeitos citotóxicos, quando injetado nos tecidos periapicais, como mencionado 

anteriormente, além do gosto e cheiro desagradáveis, do fato de manchar roupas, e do 

seu potencial corrosivo18,19. Também já foram relatados casos de alergia quando foi 
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utilizado20 o hipoclorito de sódio, o que mostra que este irrigante carece de cuidados na 

sua utilização. 

A clorexidina (chx) é um agente microbiano considerado de amplo espectro 

eficaz contra bactérias gram-negativas e gram positivas. A clorexidina possui um 

componente molecular catiônico, apresentando elevada afinidade pela parede celular 

bacteriana alterando as estruturas da superfície dessa parede, fazendo com que a 

membrana citoplasmática fique destruída havendo, dessa forma, formação de vesículas 

e precipitação do citoplasma, alterando o equilíbrio osmótico celular21,22. 

A clorexidina tem sido amplamente usada na terapia periodontal, ao passo que 

seu uso como uma substância auxiliar na instrumentação endodôntica é baseado na 

chamada substantividade e no seu potencial antimicrobiano de longa duração23,24,25. 

O tempo de ação antimicrobiana da clorexidina a 2% em gel mostrou-se similar 

às soluções a 1% e 2% (15 segundos), sendo estatisticamente diferente apenas contra o 

Enterococcus faecalis, que consumiu mais tempo (1 minuto). Assim sendo, a 

clorexidina, tanto em gel quanto em solução, demonstrou ser um potente agente 

antimicrobiano26. A clorexidina, ou digluconato de clorexidina, assim como o 

hipoclorito de sódio a 5,25%, mostraram uma performance antimicrobiana similar27,28.  

A clorexidina, ao contrário do hipoclorito de sódio, não dissolve tecido 

orgânico29, mas sua viscosidade auxilia na remoção de tecidos orgânicos dos canais, o 

que de uma certa forma compensa o fato de não poder dissolvê-los. Podemos dizer que 

a clorexidina tem grande potencial para ser um irrigante de rotina na endodontia, 

baseando-se nos seus efeitos antimicrobianos30, porém fica evidente que é bem mais 

apropriada para casos onde existe ápice aberto ou reconhecida alergia ao hipoclorito. 

 

1.3 Substâncias naturais alternativas 

 

Nos dias atuais, é crescente o aumento por novas substâncias, que possam ser 

utilizadas na odontologia, principalmente na endodontia. Essas novas sustâncias devem 

associar a eficiência antimicrobiana e boa tolerância por parte dos tecidos periapicais. 

Além disso, de uma forma geral, o interesse dos pesquisadores e da população pelas 
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plantas medicinais, o que em parte acontece em virtude da ineficiência de alguns 

medicamentos convencionais, devido ao alto custo dos alopáticos e também pela busca 

por tratamentos menos agressivos ao corpo humano principalmente em se tratando de 

atendimento básico de saúde31. 

Os chamados medicamentos fitoterápicos são geralmente extratos, tinturas, chás, 

pomadas e cápsulas de ervas, obtidos a partir de uma ou mais plantas, e são usados na 

chamada medicina popular. Muitas vezes as substâncias ativas que são responsáveis 

pelos efeitos benéficos dessas formulações caseiras são desconhecidas. O que sabemos é 

que os fitoterápicos têm um amplo uso terapêutico, baixo custo e grande distribuição 

entre a população de baixo poder aquisitivo32. Assim sendo, é importante que o 

fitoterápico, para que seja comercializado, tenha registro no Ministério da Saúde33. 

A procura por novos produtos tem sido amplamente recomendada pela 

Organização Mundial de saúde, tal fato é de extrema importância para o Brasil, onde 

cerca de 80% da população não tem acesso aos medicamentos básicos34 e, além disso, 

muitos dos novos medicamentos são baseados em pesquisas com ervas e plantas da 

nossa flora, que comporta uma incrível biodiversidade. Estima-se que no Brasil existam 

55.000 espécies vegetais catalogadas, sendo que apenas 8% das espécies foram 

estudadas em termos de compostos bioativos35. 

Uma dessas substâncias é o óleo de mamona (Ricinus communis), amplamente 

estudada pelo professor Gilberto Orivaldo Chierice, do Instituto de Química de São 

Carlos, da Universidade de São Paulo (USP). Suas pesquisas lhe renderam uma 

aprovação da FDA (Food and Drug Admnistration), abrindo portas para inúmeras 

pesquisas utilizando essa matéria-prima e seus subprodutos (Figura 1). 

 

Figura 1 – Ricinus communis (mamona), com frutos no centro 

Fonte: acervo pessoal do autor 
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Através dos polímeros derivados do óleo de mamona, a área médica se 

beneficiou em vários aspectos, já a Odontologia ganhou a possibilidade de trabalhar 

com o detergente de mamona tanto na Periodontia, com o Perioquil®, tanto na 

Endodontia com o Endoquil®, como substância auxiliar irrigadora dos canais 

radiculares (Endoquil e Perioquil,  Poliquil Araraquara Polímeros Químicos Ltda.)36 

Os primeiros trabalhos com os subprodutos da mamona tiveram uma ênfase na 

sua biocompatibilidade e capacidade osteocondutora, dessa forma, IGNÁCIO, em 1995, 

verificou que um cimento derivado do polímero da mamona mostrou ser uma substância 

osteocondutora no preenchimento ósseo em antebraços de coelhos37.  Seguido uma 

linha de pesquisa semelhante, ARAÚJO et al. 1996, avaliaram a cicatrização alveolar de 

dentes de ratos extraídos após implante de uma resina natural também derivada do óleo 

de mamona e constataram progressiva neoformação óssea paralelamente a uma 

diminuição do volume de tecido conjuntivo e da cápsula fibrosa ao redor do implante38. 

Num outro trabalho, SUGUIMOTO, em 1997, avaliou a reação do tecido ósseo 

na presença de implantes de polímero de mamona, observando que no grupo de animais 

que receberam estes implantes sobre o mento (fixados com parafusos de titânio), o 

polímero mostrou-se biocompatível do ponto de vista microscópico, mas não se 

constatou indução de formação óssea ao redor dos implantes39. LAMANO 

CARVALHO et al. também testaram a biocompatibilidade do polímero de mamona em 

1997, utilizando-se de ratos. O polímero foi introduzido no alvéolo dos animais, sendo 

que o exame microscópico revelou os grânulos do polímero no local, mas sem a típica 

reação de corpo estranho. Na análise histométrica constatou neoformação óssea, com 

presença de trabeculado ósseo em contanto íntimo com o produto implantado. 

Concluíram que o material foi biocompatível, mostrando osteointegração progressiva ao 

longo do processo de reparo tecidual40. 

Na Endodontia, o primeiro trabalho com o detergente de mamona foi realizado 

por FERREIRA et al. (1999), com avaliação in vivo, comparando a atividade 

antimicrobiana do gel de Papaína a 0,4%, do detergente derivado do óleo de mamona a 

10% e do hipoclorito de sódio a 0,5%, em dentes com polpa necrosada e lesão 

periapical visível radiograficamente. Verificou-se a atividade antimicrobiana das três 

soluções testadas, sendo que o gel de papaína apresentou menor efetividade em relação 

ao detergente de mamona e o hipoclorito, que mostraram resultados semelhantes41. 
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FERREIRA ainda realizou, em 1999, outro trabalho, com intuito de padronizar o teste 

de diluição em caldo para determinação da suscetibilidade de anaeróbios estritos sob a 

ação de irrigantes tradicionais e substâncias em teste, empregadas no preparo 

biomecânico de canais radiculares. Nesta pesquisa, foi utilizado o detergente de 

mamona a 10% o digluconato de clorexidina a 2%, paramonoclorofenol canforado a 

35% e uma solução de hidróxido de cálcio a 10% sobre cepas de Prevotella intermedia, 

Fusobacterium nucleatum e Clostridium perfringens. Os resultados mostraram que, 

através da padronização do método da macrodiluição em caldo, a clorexidina foi a droga 

que demonstrou melhor eficiência, com as menores concentrações inibitórias mínimas, 

seguida pelo detergente de mamona, paramonoclorofenol canforado e do hidróxido de 

cálcio. Nota-se que a eficácia das drogas testadas variou para as diferentes espécies de 

bactérias, sendo que o Clostridium perfringens exibiu maior resistência que a Prevotella 

intermedia e o Fusobacterium nucleatum, cujas concentrações bactericidas mínimas 

foram semelhantes para as substâncias testadas42. 

Outros trabalhos foram feitos com polímero de mamona, tais como do de 

GARCIA JR. em 2000, que avaliou o reparo ósseo nos defeitos cirúrgicos realizados na 

parede anterior do seio maxilar após osteotomia e colocação de implantes de polietileno 

poroso de alta densidade (Medpor), de poliuretana de mamona e de matriz óssea 

desmineralizada bovina. As análises histológicas e histométricas foram feitas pelo 

método de microscopia óptica computadorizada e evidenciaram que o melhor 

comportamento foi visto no grupo da matriz óssea bovina, seguido pelo Medpor e da 

poliuretana de mamona, que respondeu com exuberante fibrose e infiltrado inflamatório 

tardio43. 

LEONARDO et al. (2001), analisaram in vitro a atividade antimicrobiana do 

detergente de mamona (Endoquil), frente às cepas de bactérias das espécies 

Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Staphylococcus 

epdermidis, Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus (Gram positivas), 

Escherichia coli e Pseudomonas aerugiosa (Gram negativas) e ao fungo Candida 

albicans. As outras substâncias usadas foram a clorexidina a 2% e o hipoclorito a 0,5%. 

O inóculo dos microrganismos foi obtido em caldo de BHI e Muller Hinton incubados a 

37% por dois dias. Sobre as placas de Petri foram colocados os discos de papel com as 

substâncias a serem testadas, sendo assim incubadas a 37º C por 24 horas. Os halos de 

inibição evidenciaram o potencial antimicrobiano das substâncias e os resultados 
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mostraram que todos os microrganismos foram inibidos pela clorexidina, ao passo que o 

Endoquil mostrou-se eficaz contra o grupo dos Gram positivos e o hipoclorito foi eficaz 

contra o Staphylococcus aureus44. 

Mudando um pouco o enfoque das pesquisas, TEIXEIRA et al. (2001) 

estudaram a capacidade de remoção da smear layer dos canais radiculares empregando 

várias substâncias irrigantes, dentre eles o EDTA a 17%, o hipoclorito de sódio a 5,25% 

e o Endoquil, adotando a água destilada como grupo controle.  Na análise da 

microscopia eletrônica de varredura observaram que os grupos que foram 

instrumentados com Endoquil e EDTA mostraram maior remoção da smear layer, sem 

diferenças estatisticamente significantes45. 

YAMASHITA et al em 2004, pesquisaram a superfície dentinária após o preparo 

químico-mecânico dos canais radiculares, usando diferentes esquemas de irrigação, 

usando também a microscopia eletrônica de varredura46. Utilizaram o hipoclorito de 

sódio a 2,5%, o hipoclorito de sódio a 2,5% e EDTA, a  clorexidina a 2%,  a clorexidina 

a 2% e o EDTA, o detergente de mamona e o detergente de mamona mais o EDTA. 

Observaram que as paredes dentinárias apresentaram menos resíduos quando a toalete 

final foi feita com EDTA, ao passo que as três substâncias irrigantes se comportaram de 

forma semelhante, com melhores resultados para o terço médio dos canais. Sugerem que 

o detergente de mamona pode ser usado como irrigante endodôntico em novas 

pesquisas. 

Ainda em 2004, FREITAS LEONEL et al. avaliaram a ação do polímero de 

mamona durante a neoformação óssea, utilizando um grupo de 45 ratos, nos quais foram 

feitos defeitos no arco zigomático, defeitos estes preenchidos com o polímero de 

mamona. Após períodos de 15, 30, 60, 90 e 120 dias, os animais foram sacrificados e 

foi feita a análise histológica. Após 120 dias alguns fragmentos do polímero podiam ser 

vistos, em contato direto com o tecido ósseo neoformado, que era do tipo lamelar 

estruturado. O crescimento de tecido ósseo conduzido sobre o polímero de mamona 

comprova sua osteocondução, demonstrando que este material pode ser utilizado para o 

preenchimento de defeitos ósseos, ajudando no processo cicatricial47. 

SIQUEIRA, em 2005 avaliou in vivo a atividade antimicrobiana do hipoclorito 

de sódio a 1%, da clorexidina a 2% e do detergente derivado do óleo de mamona a 10% 

(Endoquil) na irrigação de canais radiculares em 18 dentes anteriores humanos com 
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polpa necrosada e lesão periapical constatada radiograficamente. Foram feitas três 

colheitas microbiológicas, paralelamente à instrumentação e irrigação. A clorexidina a 

2% e o detergente derivado do óleo de mamona a 10% tiveram resultados melhores que 

os do hipoclorito de sódio a 1%, em relação à presença bacteriana. O interessante deste 

trabalho é que o aumento do número de bactérias da 1ª para a 3ª colheita indica que só o 

preparo biomecânico não foi suficiente para conter a recolonização dos microrganismos, 

e em relação à terceira colheita (em anaerobiose)48. 

Ainda em 2005, DONTOS avaliou a biocompatibilidade do chamado “Fio 

Lifting Biológico”, fio serrilhado de poliuretana de óleo de mamona, além de sua 

eficácia no rejuvenescimento facial. O trabalho teve suas etapas: na primeira foram 

implantados fios de poliuretana no dorso de camundongos, sacrificados em intervalos 

de 3, 7 , 15 e 30 dias, com análise histológica por microscopia ótica; na segunda etapa, 

os fios foram implantados na face de pacientes (humanos) com flacidez dérmica, 

avaliando os resultados após sete e 60 dias.  A análise histológica mostrou rápida 

integração do fio ao tecido subcutâneo dos ratos, com formação de colágeno e, as 

fotografias dos pacientes evidenciaram maior firmeza na derme além do 

rejuvenescimento facial, comprovado por análise computadorizada49. 

KAHIL et al. em 2009 analisaram algumas propriedades físico químicas do 

Endoquil, no intuito de inferir o seu comportamento como substância irrigadora nos 

canais radiculares. Foram avaliados: densidade, pH, tensão superficial, viscosidade e 

capacidade de umectação, sendo que os resultados mostraram que esta substância pode 

ser usada como irrigante endodôntico, mesmo apresentado uma elevada viscosidade, 

proveniente da extração de ácidos graxos da semente da mamona50. Entretanto esta 

característica não interfere na capacidade de limpeza dos canais, por ser um tensoativo 

de elevada capacidade umectante, apresentado um pH biocompatível (em relação aos 

tecidos apicais). 

O barbatimão, cujo nome científico é Stryphnodendron adstringens, possui 

vários nomes populares, tais como: abaramotemo, barba-de-timão, barbatimão, 

charãozinho- roxo, ibatimô, uabatimó, casca-da-virgindade ou casca da mocidade51 e é 

uma planta típica do Cerrado brasileiro (CAMARGO, 1985). A espécie também 

apresenta sinônimos: Mimosa barba de timan Vellozo, Acacia adstringens Mart., 
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Stryphnodendron barbatimao Mart., Stryphnodendron barbatiman Mart., 

Stryphnodendron barbadetiman (Vellozo) Mart. (Index Kewensis, 1885)52. 

A árvore do barbatimão possui cerca de 4 metros de altura, com tronco de 20 a 

30 centímetros de diâmetro, possuindo ramos tortuosos, de casca rugosa, folhas 

bipinadas de 5 a 8 jugos, folíolos alternados de 6 a 8 jugos, sendo que seus frutos são 

vagens do tipo séssil e grossa de 10 centímetros de comprimento e pequenas flores 

avermelhadas dispostas em forma de espiga53. O florescimento é geralmente em 

setembro, e pode ir até novembro; já os frutos amadurecem nos meses de julho a 

setembro54 (Figuras 2,3 e 4). 

 

                     Figura 2 – Árvore do barbatimão (Stryphnodendron adstringens)  

                     Fonte: Acervo pessoal do próprio autor                                                                                                      

 

                              Figura 3- Folhas do barbatimão em destaque 

Fonte: Acervo pessoal do próprio autor 
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                Figura 4- Aspecto da casca e do caule avermelhado do barbatimão 

               Fonte: Acervo pessoal do próprio autor   

 

A casca do barbatimão, com fica claro na figura 3, fornece uma substância 

vermelha, que é utilizada para produzir tintas de escrever ou para tingir tecidos, além de 

possuir efeito adstringente, aproveitado pelas indústrias de curtume (CORREA, 1984)53. 

O uso popular estende-se para outras funções, fazendo com que muitas pessoas utilizem 

o barbatimão como cicatrizante, adstringente, antiinflamatório, hemostático, anti-

séptico, anti-diaréico, no tratamento de úlceras, anti-hipertensivo, hemorragias vaginais 

e até gonorréia. 

Na Farmacopéia Brasileira (1959), o barbatimão aparece como contendo cerca 

de 20% de tanino na sua casca. Outras substâncias presentes, constituintes químicos já 

estudados60 são: alcalóides, flavonóides, terpenos, estilbenos, esteróides e inibidores de 

tripsina e de proteases (VASCONCELOS, et al. 2004). Os flavonóides fazem parte de 

uma classe importante de compostos fenólicos de origem natural, dentre os quais temos 

os ácidos flavânicos, que podem polimerizar-se, formando os taninos55. 

Em 1989, BITTER et al. avaliaram a capacidade de limpeza do ácido tânico a 

25% na superfície dentinária em dentes que foram instrumentados com limas do tipo 

manual56. Relatam que o ácido tânico tem sido usado em queimaduras desde 1925, 

sendo demonstradas propriedades adstringentes por coagulação ou precipitação de 

proteínas. Comparando o efeito do ácido tânico com o do peróxido de hidrogênio e o do 

hipoclorito de sódio, ficou evidente, através de análise no microscópio eletrônico, que a 
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solução do ácido tânico a 25% removeu smear layer de forma mais eficiente do que os 

outros irrigantes. 

Em 1990, BITTER usou novamente uma solução contendo ácido tânico a 25%, 

visando avaliar o efeito da permeabilidade de dentina preparada tratada com este ácido e 

com uma solução de ácido cítrico a 6%. Azul de metileno foi aplicado na superfície da 

dentina depois da aplicação das soluções para avaliar a penetração nos túbulos 

dentinários. A solução de ácido tânico a 25% removeu smear layer e inibiu a penetração 

do corante utilizado, segundo os parâmetros da pesquisa, que se utilizou de microscopia 

eletrônica de varredura para analisar as amostras57. 

A atividade antiinflamatória do Barbatimão foi testada por LIMA et al. em 1997, 

usando ratos em modelos de inflamação aguda e crônica. Utilizou-se uma solução de 

barbatimão (solvente acetona) que se mostrou eficaz em diminuir o edema inflamatório 

induzido por carragenina e dextrana, sendo que esta ação anti-edema foi comparável a 

produzida pelo indomethacin e pelo cyproheptadine, drogas de referência usadas no 

trabalho. A solução de barbatimão usada mostrou-se efetiva assim como o 

phenylbutazone, um conhecido antiinflamatório não-esteroidal. A análise fitoquímica 

nessa fração (contendo acetona) do barbatimão demonstrou a presença de muitas 

substâncias, como taninos e tripertenos cujo poder antiinflamatório é conhecido. 

Sugerem que novos estudos são necessários para isolar as substâncias e determinar seus 

mecanismos de ação58. 

Já AUDI et al. estudaram, em 1998, a ação antiulcerativa do Stryphnodendron 

adstringens em ratos, utilizando-se de métodos de indução de lesões gástricas que são 

tipicamente conhecidos por causarem úlceras em humanos, tais como: etanol-

acidificado, stress agudo e drogas antiinflamatórias não-esteroidais. Nesse experimento, 

o extrato da planta e suas frações preveniram injúria gástrica aguda induzida pelo stress 

e etanol-acidificado. Os extratos tiveram uma significante proteção celular contra lesões 

gástricas induzidas por agentes necrosantes. Sugeriram que a substância tem efeito 

protetor diretamente na mucosa gástrica59. 

Utilizando um extrato etanólico, porém de própolis, REIS et al. em 2000, 

avaliaram a sua atividade antiinflamatória sobre o edema desencadeado pela carragenina 

e dextrana, e também pela histamina. O extrato etanólico de própolis (EEP) inibiu o 

processo inflamatório desencadeado pela carragenina, mas o mesmo não aconteceu com 
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a dextrana. Houve efeito antagônico do EEP em relação ao efeito produzido pela 

histamina. As úlceras foram induzidas segundo o método de Rainsford e Whitehouse, e 

a dose teste do EEP foi de 650mg/kg. Os resultados obtidos, sugere que o EEP 

apresenta efeito antiinflamatório que se assemelha ao dos antiinflamatórios não-

esteroidais, mas com relação aos danos na mucosa gástrica (e em relação aos níveis 

sangüíneos), o extrato não mostrou interferir sigificativamente60. 

Em 2000, RATES publicou um artigo no qual ele discute o ensino da 

Farmacognosia, que etmologicamente significa o conhecimento (gnose) dos fármacos 

ou venenos (pharmacon). Nesse trabalho ele apresenta dados sobre a comercialização e 

utilização racional de produtos naturais, sendo que um dos pontos fortes de seu texto é o 

trecho que diz que entre os 252 fármacos básicos ou essenciais selecionados pela 

Organização Mundial da Saúde (OMS) 11% são de origem exclusivamente vegetal e 

outra parcela significativa é preenchida por medicamentos sintéticos, porém obtidos de 

precursores vegetais. Outro dado importante, no tocante às recomendações para seleção 

e aquisição de matérias-primas vegetais, é que se deve dar preferência por espécies 

vegetais aprovadas por organismos regulamentares e científicos, tais como 

Farmacopéias, OMS, ESCOP, CYTED, TRAMIL, investindo, dessa forma, no controle 

de qualidade61. 

PAIXÃO et al. em 2002 mostraram que o uso de plantas medicinais, como o a 

uva, o pepino e o barbatimão podem ser uma opção viável para o tratamento de afecções 

bucais como a gengivite, a pericoronarite e as aftas menores. O barbatimão é usado 

fervendo-se 15 cm da sua casca em um copo de água (chá por decocção) e com esta 

solução devem-se fazer bochechos três vezes ao dia. As propriedades da planta sugerem 

que pode ser usada como anti-séptico local, antiinflamatório, antidiarrêico, diurético e 

no tratamento de leucorréia62. 

Também em 2002, COSTA et al. estudaram o efeito da infusão de barbatimão 

em células do sangue marcadas pelo technetium-99m, utilizando ratos Wistar e 

diferentes concentrações de barbatimão. Todas as concentrações da planta diminuíram o 

efeito dos marcadores das células vermelhas, provavelmente devido às suas 

propriedades de oxi-redução e/ou por funcionar como quelante do agente redutor cloreto 

estanoso (quelando o íon estanoso)63. 
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A atividade tripanocida de Stryphnodendron adstringens e de Caryocar 

brasiliensis foi avaliada por HERZOG-SOARES et al. em 2002. Ressaltaram as 

características marcantes do barbatimão, ou seja, seus altos teores de taninos, 

capacidade de complexação com proteínas e seu poder de seqüestrar íons metálicos, 

principalmente ferro, íons esses fundamentais ao desenvolvimento de microrganismos. 

Além disso, os autores relataram a atividade antioxidante decorrente da inativação de 

radicais livres. Os extratos brutos etanólicos usados nessa pesquisa foram 

confeccionados a partir das cascas das plantas mencionadas, usados sobre a fase aguda 

da parasitemia, após inoculação in vivo de camundongos pela cepa Y do Trypanosona 

cruzi. Os resultados mostraram uma interferência na curva de parasitemia, reduzindo o 

número de parasitas no sangue, mesmo não havendo eficácia total sobre eles, o que 

indica que novos estudos devem ser realizados no intuito de combater a doença de 

Chagas (e outras parasitoses) com tratamentos que ofereçam menos efeitos tóxicos ao 

hospedeiro64. 

Em 2003, analisando a quantidade de taninos totais de plantas aromáticas e 

medicinais no Rio Grande do Sul, PANSERA et al. verificaram que a espécie Lippia 

alba apresentou 18,9% de taninos totais (porcentagem equivalente ao ácido tânico), 

valor maior do que o da goiabeira (Psidium guajava) que obteve 13 a 17% e semelhante 

ao do araçá-pitanga (Psidium ruum), que foi de 20%. Para estes autores, ficou 

evidenciado que a quantidade de taninos totais é característica de cada espécie e não da 

quantidade total de extratos solúveis, pois folhas como as da Lavandula dentata, apesar 

de terem apresentado uma das maiores solubilidades em metanol, produziram menores 

valores de taninos totais, não havendo, dessa maneira, correlação direta entre teor de 

extratos totais e teor de taninos totais na planta, até porque existem inúmeros outros 

compostos que podem estar presentes no extrato em questão65. 

MARTINS et al.,2003 compararam o efeito cicatrizante de três substâncias:  

barbatimão (Stryphnodendron barbatiman), calêndula (Calendula officinalis) e confrey 

(Symphytum officinale) em feridas provocadas cirurgicamente em seis eqüinos 

machos75. Foram realizadas quatro lesões na região lombar dos animais, as quais foram 

tratadas diariamente com as soluções das plantas citadas, sendo feita mensuração do 

halo da ferida a cada três dias. A avaliação macroscópica mostrou que, na fase 

inflamatória, as feridas tratadas com calêndula mostraram bordos menos edemaciados, 

ao passo que o barbatimão fez com que houvesse formação de crostas espessas, 
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irregulares e secas, provavelmente pela ação adstringente dos taninos66. Além disso, 

houve produção de exsudato serofibrinoso, com deposição de fibrina no sítio da lesão. 

A baixa tensão de oxigênio e o acúmulo de fibrina na parte central da lesão estimulam a 

multiplicação e migração centrípeta de fibroblastos pela malha fibrinosa, sugerindo 

dessa forma que o barbatimão favoreceu o processo de fibroplastia. No grupo tratado 

com confrey o segundo momento de biópsia do estudo mostrou tecido de granulação e 

infiltrado leucocitário, o que prejudicou o processo cicatricial. Tendo em vista os 

resultados obtidos, o barbatimão mostrou-se superior a todos os grupos testados, 

seguido pela calêndula. 

A atividade antioxidante e antifúngica de extratos contendo taninos de 

Stryphnodendron obovatum Benth. foi avaliada por SANCHES et al. (2005) usando o 

método DPPH em cromatografia em camada delgada e pela concentração fungicida 

mínima (CFM) frente às leveduras Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida 

krusei e Candida tropicalis. O extrato bruto e as frações etanólicas e aquosa, assim 

como as subfrações cromatográficas foram inativas frente às leveduras testadas. 

Somente as frações F16-19 e F21-22 mostraram boa atividade antifúngica contra as 

cepas de Candida albicans e Candida parapsilosis. Em relação à capaciade antioxidante 

todas as frações testadas mostraram capacidade de reduzir o radical DDPH67.  

O extrato bruto de Stryphnodendron adstringens e frações cujas concentrações 

variaram entre 100 e 5000µg/ml demonstraram um efeito inibitório do tipo dose-

dependente no crescimento do protozoário Herpetomonas samuelpessoai, fazendo com 

que houvesse um decréscimo na atividade da enzima succinato citocromo c redutase, 

um conhecido marcador da mitocôndria, relacionado ao seu metabolismo. Esse estudo, 

feito por HOLETZ et al. (2005)  utilizou-se do H. samuelpessoai, um protozoário não 

patogênico mas pertencente à família Trypanosomatidae, que inclui espécies que 

oferecem risco aos seres humanos como o Trypanosoma cruzi e Leishmania sp., 

servindo dessa maneira como um modelo interessante para testar novas drogas contra 

protozoários patogênicos68. 

FELIPE et al. (2006) em outro estudo usando extrato bruto do barbatimão e da 

Guazuma ulmifolia, assim como as suas frações aquosa e alcoólica, mostraram atividade 

antiviral contra o polivírus 1(P-1) e contra o herpes bovino (BHV-1). As maiores 

porcentagens de inibição viral foram da G. ulmifolia, inibindo 100% das amostras de 
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BHV-1 e 99% das amostras de P-1, enquanto que a fração aquosa do barbatimão foi a 

mais efetiva em relação ao extrato bruto, inibindo 97% das amostras de BHV-1 e 93% 

das amostras de P-1. Os autores concluíram que as substâncias testadas foram eficazes 

contra os vírus, muito embora não tenha ficado clara a natureza dos componentes 

antivirais. Sugerem a necessidade de outros trabalhos na identificação e classificação 

desses compostos químicos69. 

ISHIDA, et al. (2006) utilizou uma fração hidroalcoólica do barbatimão 

(subfração F2.4) para testar sua atividade antifúngica contra Candida albicans, Candida 

parapsilosis, Candida tropicalis e Candida sp. de amostras obtidas do fluido vaginal de 

mulheres sem histórico de imunodeficiência e duas cepas padronizadas (C.albicans 

ATCC 10231 e C. parapsilosis ATCC 22019). O fluconazol e a nistatina foram usados 

como drogas de referência (grupo controle). Os resultados mostraram que a fração F2.4 

do barbatimão obteve o melhor resultado das substâncias testadas em concentrações 

acima de 7,8mg/L, comparável ao resultado da nistatina. Os extratos do barbatimão 

mostraram baixa toxicidade frente aos macrófagos e células vermelhas do sangue e sua 

ação antifúngica foi atribuída aos taninos condensados, que afetaram a integridade das 

células das leveduras estimulando também a fagocitose por parte das células 

macrofágicas. Os autores sugeriram novos estudos para que as propriedades dos taninos 

do barbatimão possam ser utilizadas no desenvolvimento de novos agentes 

antifúngicos70. 

Em 2009, ISHIDA et al. verificaram a atividade antifúngica dos taninos do 

barbatimão (Stryphnodendron adsringens) frente ao Cryptococcus neoformans, uma 

levedura que causa cryptocose, uma enfermidade comum em paciente 

imunocomprometidos, que atinge os pulmões e outros comprometimentos sistêmicos, 

como a meningoencefalite. A fração do extrato usada foi a F2.4 que já tinha sido usada 

em outro trabalho, além dos grupos controles, que foram o fluconazol, itraconazol e 

anfotericina B. Os resultados mostraram que assim como para a C. albicans o 

barbatimão mostrou atividade antifúngica, interferindo a homeostase celular e no 

crescimento das leveduras, além de interferir na formação da cápsula de polisacarídeo e 

pigmentação do da espécie. A fração F2.4 ainda apresentou baixa citotoxicidade frente a 

celulas mamárias71. 
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Ainda em 2009, MELO e SILVA et al. avaliaram o potencial antifúngico de 

plantas do cerrado brasileiro, usando o teste de difusão contra as espécies Candida 

albicans e Trichophyton rubrum72. Um total de 57 extratos foi preparado para este 

trabalho, sendo que entre eles estava o barbatimão. Comparando com outros estudos, 

como os de ISHIDA70,71, este estudo verificou baixa atividade para o extrato de 

barbatimão, fato este atribuído às diferenças da concentração usada, ao solvente 

utilizado para a extração das substâncias, à idade da planta, as partes que foram usadas e 

ao período de coleta das espécies. Apesar desse fato, de um modo geral, os resultados 

obtidos com as plantas estudadas permitiram afirmar que estudos como esse podem dar 

início à seleção de materiais biocompatíveis para serem usados na síntese de novas 

drogas, que podem ser usadas na cura de várias enfermidades. 

Nesse sentido, para cada nova substância descoberta, em se tratando de 

Endodontia, surge uma série de expectativas com relação à atividade antimicrobiana que 

essa descoberta apresenta, principalmente se a intenção é usá-la no interior do sistema 

de canais radiculares, um ambiente repleto de microrganismos patogênicos. 
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2. PROPOSIÇÃO 

 

O objetivo deste trabalho é avaliar comparativamente a atividade antimicrobiana do 

extrato hidroalcoólico bruto do Stryphnodendron adstringens (Mart) Coville 

(barbatimão), detergente derivado da mamona a 10% (Endoquil) e da clorexidina, em 

bactérias anaeróbias e anaeróbias facultativas, utilizando o método de difusão em ágar 

(técnica do cilindro) e a determinação da concentração inibitória mínima (CIM) pela 

técnica da microdiluição. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Obtenção das substâncias utilizadas 

 

Para este trabalho, o extrato hidroalcoólico bruto do barbatimão (EHBB) foi 

fornecido pelo Laboratório de Microbiologia Aplicada à Pesquisa (Lapema) da 

Universidade de Franca (UNIFRAN). Para sua obtenção, foram seguidos os protocolos 

de coleta, trituração, maceração, filtragem e utilização de evaporador rotativo, com 

pressão reduzida, com temperatura aproximada de 45º C para evaporação do solvente, 

obtendo-se assim um extrato bruto viscoso, que foi levado para estufa finalizando o 

processo de secagem, obtendo-se dessa forma o EHBB seco73. 

Apresentamos o fluxograma 1 que representa didaticamente esse processo: 

 

EHBB

EXTRATO HIDROALCOÓLICO (COR AVERMELHADA)

PÓ DA CASCA TRITURADO

CASCAS DO BARBATIMÃO

Moinho de facas

Maceração com solução hidroalcoólica mais 
filtração 

Evaporador rotativo e estufa 

 

Fluxogama 1- Obtenção do extrato de barbatimão 
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A solução do detergente do óleo de mamona a 10% ou Endoquil®, foi obtida 

diretamente do laboratório do professor Gilberto Orivaldo Chierice, do Instituto de 

Química de São Carlos, da Universidade de São Paulo (USP), em frasco âmbar, 

contendo inicialmente 1 litro da solução do produto. A solução de clorexidina a 2% 

usada neste trabalho também foi fornecida pelo laboratório de microbiologia aplicada à 

pesquisa (Lapema) da Universidade de Franca (UNIFRAN). 

 

3.2 Preparo das soluções 

 

 

3.2.1 Preparo das soluções para o método de difusão em ágar (técnica dos 

cilindros) 

 

Para o teste de difusão em ágar, também conhecido como teste de difusão em placas, foi 

usada uma concentração de 500mg/ml, ou seja, 500mg do EHBB para 1 mL de DMSO 

(dimetil sulfóxido; Vetek Química Fina Ltda).  

O fluxograma a seguir mostra o processo: 

 

Solução de 500mg/ml

(solução utilizada no cilindro respectivo a essa solução)

Diluição em DMSO

EHBB

Fluxograma 2- Processo de elaboração da concentração para o teste de difusão 
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As demais soluções, incluindo as usadas como grupo controle, foram colocadas 

nas suas respectivas concentrações diretamente nos cilindros usados para o teste de 

difusão, como será descrito posteriormente. 

 

3.2.2 Preparo das soluções para a determinação da concentração inibitória mímina 

(CIM ou MIC) 

 

Para a determinação da CIM, a concentração inicial da solução-mãe, isto é, a 

solução de trabalho, foi de 2500µg/ml, sendo que para o preparo dessa solução foi 

necessário diluir 5 mg do barbatimão em 125 µL de DMSO = [40.000 µg/mL]. 

Posteriormente, diluiu-se 125 µL desta solução para 1875 µL de caldo Schaedler74 = 

[2.500 ug/mL]. No poço (da microplaca), a concentração inicial do primeiro poço foi de 

2.000 µg/mL, ou seja, o seu protocolo iniciou com 2.000 µg/mL e foi até 100 

µg/mL. Quanto ao Endoquil usado na determinação da CIM, ele já estava na 

concentração de 10%, assim seria uma concentração total de 100.000 µg/mL. Então, 

diluimos 50 µL desta solução de Endoquil para 1500 µL de caldo Schaedler, para assim 

obtermos também a concentração de 2.500 µg/mL (solução mãe).  

Da mesma forma que no uso do barbatimão, o protocolo utilizado para a 

determinação da CIM foi de 2000 a 100 µg/mL, assim, o primeiro poço também 

começou com uma concentração de 2000 µg/mL. 

 

 

3.3 Avaliação antimicrobiana 

 

3.3.1 Microrganismos estudados 

 

 

Para este trabalho foram utilizadas cepas padrão, adquiridas na American Type 

Culture Collection (ATCC) e cepas de campo, ou seja, isoladas a partir de fontes 

humanas, cuja procedência e cultivo foram feitos pelo Lapema, da Universidade de 

Franca (UNIFRAN). Podemos visualizar as cepas na Tabela 1. 
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Tabela 1- Cepas utilizadas, mostrando origem, grupos e gêneros bacterianos. 

 

Cepas Origem Grupo/Gênero 

Prevotella nigrescens 
 

ATCC 33563 Bactéria anaeróbia* 

Bastonete Gram‐negativo 

Actinomyces naeslundii 
 

Cepa de campo ‐ 20 Bactéria anaeróbia 

Bastonete Gram‐positivo 

Actinomyces naeslundii 
 

ATCC 19039 Bactéria anaeróbia 

Bastonete Gram‐positivo 

Porphyromonas gingivalis 
 

Cepa de campo ‐ 100 Bactéria anaeróbia 

Bastonente Gram‐negativo 

Porphyromonas gingivalis  
 

ATCC 33277 Bactéria anaeróbia* 

Bastonente Gram‐negativo 

Enterococcus faecalis 
 

ATCC 4082 Bactéria anaeróbia facultativa 

Coco Gram‐positivo 

Enterococcus faecalis 
 

Cepa de campo ‐ 25 Bactéria anaeróbia facultativa 

Coco Gram‐positivo 

Haemophilus 
actinomycetemcomitans 
 

ATCC 43717 Bactéria anaeróbia facultativa 

Bastonete Gram‐negativo 

*Estas espécies sofreram mudanças em relação à taxonomia e são tidas como 

Bacteroides Melaninogenicus, segundo consta em MACHADO, 200775. 

 

 

3.3.2 Método da difusão em ágar 

 

 

O teste para determinação da atividade antimicrobiana pelo método de difusão em ágar 

foi realizado baseado na técnica do cilindro, seguindo as orientações de GROOVE e 

RANDALL (1955)76, em triplicata. 
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     3.3.2.1 Preparo do meio de cultura 

 

Preparou-se 500mL de ágar Schaedler, desidratado (Difco, Michigan, USA) na 

proporção de 19g/500mL de água deionizada, conforme as especificações do fabricante, 

permanecendo o material  em repouso, em temperatura ambiente para hidratar. A seguir, 

este material foi esterilizado em autoclave, a 122º C, por 20 minutos, deixando-se 

resfriar até a temperatura aproximada de 45-50º C. Com auxílio de pipeta de vidro 

graduada esterilizada, dispensaram-se em placas de petri de 150 x15mm, 25mL do ágar 

em capela de fluxo laminar. 

Foram preparados 18 tubos de ensaio medindo 20 x 200mm, contendo 12,5 mL 

de ágar e 18 tubos de ensaio de 10x100mm, contendo 2,5mL de caldo Schaedler, 

conforme orientação do fabricante. 

Para o preparo do caldo Schaedler, suplementado com vitamina K (BD; Becton, 

Dickinson and Company Sparks, MD 21152), foram dissolvidos 28.41 gramas em 

1000mL de água destilada. Em seguida, foi fervido com pequena agitação para dissolver 

o meio completamente. O caldo foi esterilizado em autoclave a 15 lbs de pressão 

(121ºC), por 15 minutos. Após esfriar, o caldo foi bem misturado antes que fosse 

dispensado para o teste. O superaquecimento e a fotooxidação do meio devem ser 

evitados pois isso pode retardar o crescimento das bactérias74. 

O caldo Ágar Sangue, para crescimento em microaerofilia do Enterococcus 

faecalis, tem em sua composição peptona bacteriológica 10,0 g/L; extrato nutritivo 10,0 

g/L; cloreto de sódio 5,0 g/L; agar 15,0 g/L; sangue de carneiro desfibrinado a 7 %; 

água para 1 L. As placas foram inoculadas por inundação de superfície e incubadas por 

cerca de 35º C (± 2ºC) por 48 horas. Foram usados 6 tubos de ensaio de 10 x100mm, 

contendo 2,5mL deste caldo, para as duas amostras de E. faecalis (ATCC e campo). 

 

 

 3.3.2.2 Preparo do inóculo bacteriano 

 

  

Utilizando-se uma alça de platina esterilizada, inoculou-se cada microrganismo 

testado (n=8, Tabela 1), em tubo de ensaio previamente preparado com 2,5 mL de caldo 

Schaedler , partindo-se de culturas recentes até atingir a turbidez do tubo de 0,5 da 

escala de MacFarland (MF) para bactérias. 
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 3.3.2.3 Controles utilizados 

 

 

Como controle positivo, foi usado um antimicrobiano de referência, respeitando 

o perfil de sensibilidade dos grupos e/ou individualidade dos microrganismos, ao passo 

que, como controle negativo, pode-se considerar a água (deionizada, esterilizada). 

Assim, podemos agrupar da seguinte forma: 

a) controle positivo: cilindro contendo solução de clorexidina a 0,12% (Periogard®, 

Colgate) 

b) controle negativo: cilindro contendo água 

 

 

 3.3.2.4 Seqüência da técnica 

 

 

Todo o inóculo presente no tubo de ensaio previamente preparado com 12,5mL 

de ágar, foi misturado e vertido sobre a placa de petri com a camada de ágar-base, sendo 

deixado em temperatura ambiente para que solidificasse. Com auxílio de pinças 

esterilizadas foram colocados os cilindros de aço inoxidável (medindo 8 x 10mm, com 

6mm de diâmetro interno) para que fossem colocados 100µL de cada uma das soluções 

em estudo em cada cilindro. Foi respeitada uma distância de cerca de 1,5 cm entre um 

cilindro e outro. 

No primeiro cilindro, dispensou-se 100µL do EHBB na concentração de 500mg/mL, no 

segundo cilindro dispensou-se 100µL da solução de Endoquil (detergente de mamona a 

10%), no terceiro cilindro dispensou-se 100µL da solução de clorexidina a 2%, no 

quarto cilindro dispensou-se 100µL de DMSO e no quinto e último cilindro, dispensou-

se 100µL de água (Fluxograma 3). 
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Fluxograma 3- Disposição das substâncias em cada cilindro da placa (cilindro verde= EHBB; 

laranja= Endoquil; azul-celeste=clorexidina; cinza=DMSO; rosa=água) 

 

Em seguida, as placas foram mantidas em estufa a 35º C por cerca de 24horas, 

sendo que o halo de inibição que apareceu ao redor dos cilindros foi medido em 

milímetros, através do uso de régua milimetrada, sendo considerado o valor médio dos 

halos da triplicata. A seguir, a figura5 nos mostra a seqüência do teste de difusão, pela 

técnica do cilindro.  
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A B

C D

E F

G H

Figura 5 – Esquema mostrando a técnica de Difusão em placa (A- preparo das placas de 
petri,http://portal.ipvc.pt; B- início da inoculação das placas; C-colocação dos cilindros de 
aço; D- inserção das substâncias nos cilindros; E- placa mostrando os halos de inibição 
para o Enterococcus faecalis; F-placa mostrando os halos de inibição para o Prevotella 
nigrescens; G-placa mostrando os halos de inibição para o Porphyromonas gingivalis; H-
mensuração dos halos de inibição com régua milimetrada) 
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3.4 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 
 

A determinação da concentração inibitória mínima das soluções foi feita 

segundo a técnica de diluição em caldo (microtécnica) descrita por ANDREWS (2001) 

com adaptações77. 

 

3.4.1 Preparo das soluções 

 

Para a determinação da CIM, a concentração inicial da solução-mãe do S. 

adstringens, isto é, a solução de trabalho, foi de 2500µg/ml, sendo que para o preparo 

dessa solução foi necessário diluir 5 mg do extrato de barbatimão em 125 µL de DMSO 

= [40.000 ug/mL]. Posteriormente, diluiu-se 125 µL desta solução para 1875 µL de 

caldo Schaedler = [2.500 ug/mL]. No poço da microplaca, a concentração inicial do 

primeiro poço foi de 2.000 µg/mL, ou seja, o seu protocolo iniciou com 2.000 µg/mL e 

foi até 100 µg/mL. Quanto ao Endoquil (solução de R. communis) a solução já estava na 

concentração de 10%, assim seria uma concentração total de 100.000 µg/mL. Então, 

diluímos 50 µL desta solução de Endoquil para 1500 µL de caldo Schaedler, para assim 

obtermos também a concentração de 2.500 µg/mL (solução mãe), a mesma 

concentração da solução-mãe do barbatimão. 

 

3.4.2 Preparo dos controles utilizados 

 

Os controles utilizados foram:  

a) controle positivo: solução de clorexidina 0,2%, preparada a partir do pó de 

clorexidina, com o qual foi preparada uma solução de estoque de concentração de 

10mg/mL, e a partir dessa solução preparou-se por diluição uma solução-mãe de 

20µg/ml. Para o primeiro poço da microplaca, utilizou-se uma concentração de 

clorexidina de 5,9µg/mL que foi diminuindo de concentração (pela técnica da 

microdiluição) até 0,0115µg/mL. 
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b) controle negativo: utilizou-se água, meio de cultura (Schaedler e TSB) e DMSO. 

 

3.4.3. Preparo do inóculo bacteriano 

 

Com auxílio de alça de platina esterilizada, transferiram-se as culturas dos 

microrganismos, desenvolvidos no ágar para tubos contendo caldo Schaedler (bactérias 

anaeróbias) e caldo TSB (E. faecalis, anaeróbio facultativo). Padronizou-se o inóculo 

fazendo a comparação deste com o tubo de 0,5 da escala MF equivalente a 1,5 x 108 

UFC/mL para as bactérias. 

 

3.4.4. Procedimento 

 

Todo o procedimento foi realizado em capela de fluxo laminar, com os devidos 

cuidados necessários, sendo que as vidrarias, as ponteiras e os meios de cultura foram 

previamente esterilizados. 

Foram utilizadas microplacas com 96 orifícios, sendo que cada orifício recebeu 

o inoculo, caldo Schaedler e caldo TSB (de acordo com as bactérias usadas) e amostras 

das soluções-mães preparadas, de tal maneira que o volume final em cada orifício foi de 

100µL. 

As diversas concentrações avaliadas variaram de 100µg/mL a 2000µg/mL 

(barbatimão e endoquil) nos caldos Schaedler/TSB. Determinou-se a menor 

concentração de cada amostra capaz de inibir o crescimento dos microrganismos 

testados. Para os controle positivo (clorexidina), as concentrações avaliadas variaram de 

0,0115µg/mL a 5,9µg/mL (nos caldos Schaedler/TSB). As microplacas foram seladas 

com filme PVC (Magipack) e incubadas 35º C por 24 a 48 horas. Após o período de 

incubação, em cada orifício foram adicionados 30µL de resazurina (Sigma), preparados 

em solução aquosa (0,01%) para as bactérias (PALOMINO et al., 2002)78. Tal sistema 

revelador permite uma observação imediata, sendo que a cor azul representa ausência de 
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crescimento, já a cor vermelha, sua presença. A ausência de cor nos poços foi 

interpretada como ausência de crescimento bacteriano (microrganismo foi sensível ao 

extrato testado). A Figura 6 ilustra a seqüência técnica descrita. 
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A B

C D

E F

G H

Figura 6 – Seqüência laboratorial do teste de concentração inibitória mínima (CIM). (A - Padronização do 

inóculo com a escala MF; B – Preparo para colocação do inóculo nas microplacas; C - Colocação dos 

inóculos; D – Colocação das substâncias testadas; E – Câmara de anaerobiose; F – Detalhe das 

microplacas na câmara; G – Preparo da resazurina (solução reveladora); H - Microplaca do P. gingivalis 

após adição da resazurina) 
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3.5 Análise Estatística 

 

Os resultados dos ensaios biológicos pelo método de difusão e pela 

determinação da concentração inibitória mínima foram submetidos à análise estatística 

seguindo o modelo ONE-WAY ANOVA. As amostras foram testadas em triplicata, 

lembrando que a partir do diâmetro dos halos de inibição (difusão em ágar) calculou-se 

a média e o desvio padrão da média para os experimentos. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Resultados das substâncias testadas  

 

Os resultados obtidos com os extratos de Stryphnodendron adstringens 

(barbatimão), detergente derivado do óleo de mamona (Endoquil®), além da 

clorexidina, após a realização da etapa biológica in vitro pelo método de difusão em 

ágar (técnica do cilindro) e pela técnica da microdiluição para determinação da 

concentração inibitória mínima (CIM), mostraram que as substâncias apresentaram 

atividade antimicrobiana frente aos microrganismos: Prevotella nigrescens ATCC 

33563, Actinomyces naeslundii (cepa de campo), Actinomyces naeslundii ATCC 19039, 

Porphyromonas gingivalis (cepa de campo), Porphyromonas gingivalis ATCC 33277, 

Enterococcus faecalis ATCC 4082, Enterococcus faecalis (cepa de campo), 

Haemophilus actinomycetemcomitans ATCC 43717 (Tabelas 2,3 e 4). 
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Tabela 2 – Atividade antimicrobiana das soluções de barbatimão, Endoquil e clorexidina frente 

aos microrganismos Prevotella nigrescens (ATCC 33563), Actinomyces naeslundii (cepa de 

campo), Actinomyces naeslundii (ATCC 19039), pelo método de difusão em ágar (técnica dos 

cilindros de aço). 

Microrganismo/ATCC 
 

Substância/Concentração Halo  (mm) 
Aro (mm) 

Média 
± DP 

Prevotella nigrescens 
ATCC 33563 

Barbatimão 500 mg/mL 23 21 22 22 ± 1,0 

8 7 7 7,3 ± 0,58 
Endoquil 10% 12 11 11 11,3 ± 0,58 

2 2 3 2,3 ± 0,58 
Clorexidina 0,12% 33 32 33 32,7 ± 0,58 

13 12 13 12,7 ± 0,58 
DMSO 0 0 0 0 ± 0  

0 0 0 0 ± 0 
H2O 0 0 0 0 ± 0 

0 0 0 0 ± 0 
Actinomyces naeslundii 
Cepa de campo odont. - 20 

Barbatimão 500 mg/mL 13 11 11 11,7 ± 1,15 

2 2 2 2 ± 0 
Endoquil 10% 10 9 9 9,3 ± 0,58 

1 1 1 1 ± 0 
Clorexidina 0,12% 24 24 25 24,3 ± 0,58 

8 9 10 9,0 ± 1,0 
DMSO 0 0 0 0 ± 0  

0 0 0 0 ± 0 
H2O 0 0 0 0 ± 0 

0 0 0 0 ± 0 
Actinomyces naeslundii 
ATCC 19039 

Barbatimão 500 mg/mL 18 16 16 16,7 ± 1,15 

5 4 4 4,3 ± 0,58 
Endoquil 10% 10 10 9 9,7 ± 0,58 

2 2 1 1,7 ± 0,58 
Clorexidina 0,12% 27 27 28 27,3 ± 0,58 

10 10 10 10 ± 0 
DMSO 0 0 0 0 ± 0  

0 0 0 0 ± 0 
H2O 0 0 0 0 ± 0 

0 0 0 0 ± 0 
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Tabela 3 - Atividade antimicrobiana das soluções de barbatimão, Endoquil e clorexidina 

frente aos microrganismos Porphyromonas gingivalis (cepa de campo) e 

Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277). 

Microrganismo/ATCC 
 

Substância/Concentração Halo  (mm) 
Aro (mm) 

Média 
± DP 

Porphyromonas gingivalis 
Cepa de campo - 100 

Barbatimão 500 mg/mL 12 12 12 12 ± 0 
2 2 2 2 ± 0 

Endoquil 10% 0 0 0 0 ± 0 
0 0 0 0 ± 0 

Clorexidina 0,12% 22 23 22 22,3 ±0,58 
8 8 7 7,7 ± 0,58 

DMSO 0 0 0 0 ± 0  
0 0 0 0 ± 0 

H2O 0 0 0 0 ± 0 
0 0 0 0 ± 0 

Porphyromonas gingivalis  
ATCC 33277 

Barbatimão 500 mg/mL 21 19 19 19,7 ± 1,15 
7 6 5 6 ± 1,0 

Endoquil 10% 16 15 12 14,3 ± 2,0 
4 4 2 3,3 ± 1,15 

Clorexidina 0,12% 41 41 40 40,7 ±0,58 
12 18 16 15,3 ± 3,0 

DMSO 0 0 0 0 ± 0  
0 0 0 0 ± 0 

H2O 0 0 0 0 ± 0 
0 0 0 0 ± 0 
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Tabela 4 - Atividade antimicrobiana das soluções de barbatimão, Endoquil e clorexidina 

frente aos microrganismos Enterococcus faecalis (ATCC 4082), Enterococcus faecalis 

(Cepa de campo) e Haemophilus actinomycetemcomitans (ATCC 43717). 

Microrganismo/ATCC 
 

Substância/Concentração Halo  (mm) 
Aro (mm) 

Média 
± DP 

Enterococcus faecalis 
ATCC 4082 

Barbatimão 500 mg/mL 10 10 10 10 ± 0 
1 1 1 1 ± 0 

Endoquil 10% 9 9 9 9 ± 0 
1 1 1 1 ± 0 

Clorexidina 0,12% 17 16 17 16,7 ±0,58 
4 4 4 4 ± 0 

DMSO 0 0 0 0 ± 0  
0 0 0 0 ± 0 

H2O 0 0 0 0 ± 0 
0 0 0 0 ± 0 

Enterococcus faecalis 
Cepa de campo odont. - 25 

Barbatimão 500 mg/mL 10 10 10 10 ± 0 
1 1 1 1 ± 0 

Endoquil 10% 0 0 0 0 ± 0  
0 0 0 0 ± 0 

Clorexidina 0,12% 15 14 14 14,3 ± 0,58 
4 3 3 3,3 ± 0,58 

DMSO 0 0 0 0 ± 0  
0 0 0 0 ± 0 

H2O 0 0 0 0 ± 0  
0 0 0 0 ± 0 
0 0 0 0 ± 0  

Haemophilus 
actinomycetemcomitans 
ATCC 43717 

Barbatimão 500 mg/mL 12 13 12 12,3 ± 0,58 
2 2 2 2 ± 0 

Endoquil 10% 9 9 9 9 ± 0 
1 1 1 1 ± 0 

Clorexidina 0,12% 16 17 16 16,3 ±0,58 
4 4 4 4 ± 0 

DMSO 0 0 0 0 ± 0  
0 0 0 0 ± 0 

H2O 0 0 0 0 ± 0 
0 0 0 0 ± 0 

 

Para este trabalho foi usado um extrato hidroalocólico de barbatimão (EHBB), 

sendo importante salientar que os solventes mais utilizados para preparação de extratos 

são o etanol, metanol e/ou a combinação deles com água, em que a extração das 

substâncias ativas contra os microrganismos ocorre de maneira mais efetiva, dentre elas 

destacam-se os taninos, compostos fenólicos, flavonóides, terpenóides, entre outros 

(COWAN, 1999)79. 
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Sobre a preparação e caracterização de extratos glicólicos enriquecidos em 

taninos a partir das cascas de Stryphnodendron adstringens, ARDISSON et al., em 

2009, verificou que após a caracterização dos extratos glicólicos de barbatimão 

preparados com diferentes concentrações de propilenoglicol e água, que os solventes 

com maiores concentrações de água conduzem a extratos mais enriquecidos em 

polifenóis e taninos, que têm características ácidas. A seletividade de cada sistema de 

solventes em extrair especificamente os taninos, prováveis constituintes ativos da droga, 

foi determinada a partir do cálculo da razão entre os teores totais dessas substâncias e 

dos resíduos secos obtidos para cada extrato, o chamado índice de seletividade. Esses 

resultados sugerem que o solvente de 80% de propilenoglicol é mais específico para 

extrair os taninos da droga vegetal, ou seja, a incorporação de 20% de água ao 

propilenoglicol conduz a extratos mais enriquecidos em taninos obtidos a partir das 

cascas do S.adstringens80. 

Na tabela 2, verificou-se que houve atividade antimicrobiana no método de 

difusão em ágar, notando-se os diferentes halos de inibição. Nesta tabela, verificou-se 

que para o três microrganismos testados, Prevotella nigrescens (ATCC 33563), 

Actinomyces naeslundii (cepa de campo), Actinomyces naeslundii (ATCC 19039) os 

maiores halos de inibição foram da clorexidina a 0,12 (Periogard®), seguidos pelos 

halos de inibição do barbatimão (Stryphnodendron adstringens) e pelos halos do 

Endoquil (detergente derivado do óleo de mamona, Ricinus communis). A espécie mais 

sensível dentre as três representadas nessa tabela foi a Prevotella nigrescens (ATCC 

33563), em relação às drogas testadas. Não foram detectados halos de inibição para o 

DMSO nem para a água. 

Na tabela 3, verificou-se que para os microrganismos Porphyromonas gingivalis 

(cepa de campo) e Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277) os maiores halos de 

inibição foram também da clorexidina e, em segundo lugar estão os halos do 

barbatimão. A cepa de campo não se mostrou sensível ao detergente de mamona, não 

havendo halos de inibição. Segundo a tabela, o DMSO e a água também não inibiram o 

crescimento dos microrganismos. 

         Na tabela 3, os microrganismos apresentaram sensibilidade às substâncias 

testadas, sendo que os maiores halos de inibição foram novamente os halos referentes à 

clorexidina, que mostrou atividade antimicrobiana tanto para o Enterococcus faecalis 

(ATCC 4082), Enterococcus faecalis (Cepa de campo) e Haemophilus 
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actinomycetemcomitans (ATCC 43717). Nesta tabela ficou claro que para o 

microrganismo Enterococcus faecalis (Cepa de campo), o detergente de mamona não 

mostrou atividade antimicrobiana, o que fica evidente em virtude da ausência de halos 

de inibição. 

Analisando as três tabelas em conjunto, fica claro que o EHBB foi mais efetivo 

do que o Endoquil frente aos microrganismos testados, tendo resultados inferiores aos 

da clorexidina, que foi considerada controle positivo para este estudo. 

Para elucidarmos melhor o que foi verificado para o teste de difusão (tabelas 2,3 

e 4), vamos fazer a representação gráfica dos dados da tabela, analisando o desvio 

padrão das médias dos halos das amostras (Gráfico 1). 

 

 

        A           B          C       D         E       

Gráfico 1–Desvio padrão referente às médias dos halos de inibição do teste de 
difusão,das soluções, sendo A- EHBB, B- Endoquil, C- clorexidina, D- DMSO e E a 
água 

O eixo Y refere-se aos valores dos halos de inibição. Por este gráfico, vemos que 

os valores médios dos halos de inibição do barbatimão foram maiores do que os valores 

do Endoquil, e ambos não foram maiores do que os valores obtidos pela clorexidina. A 

água e o DMSO não apresentaram halos de inibição, sendo assim representados pelo 

traço horizontal. 



______________________________________________________________Resultados e Discussão    42 
 

O teste de difusão em ágar, ou também chamado de difusão em placas, é um 

método físico, no qual um microrganismo é desafiado contra uma substância 

biologicamente ativa em meio de cultura sólido e associa o tamanho da zona ou halo de 

inibição de crescimento do microrganismo desafiado com a concentração da substância 

ensaiada93. As técnicas de difusão (por disco, cilindros de aço inoxidável ou vidro e 

perfuração em ágar ou poço) são testes qualitativos, assim optou-se por usar a técnica de 

microdiluição, para determinação da concentração inibitória mínima (CIM), que 

consiste num teste quantitativo.  

O método de diluição em caldo considera a relação entre a proporção de 

crescimento do microrganismo desafiado no meio líquido e a concentração da 

substância ensaiada. A avaliação é comparada frente a um padrão biológico de 

referência. Entende-se por proporção a densidade da turbidez provocada pelo 

crescimento microbiano 81,82. 

O método fornece os resultados quantitativos e não é influenciado pela 

velocidade de crescimento dos microrganismos testados. A sua desvantagem é a 

dificuldade na detecção de contaminação da amostra no caso de teste de materiais 

clínicos. Como controle, usa-se geralmente um quimioterápico padrão, que no nosso 

caso foi a clorexidina. Já como controle negativo, o meio de cultura com o solvente 

usado para dissolução da amostra e a suspensão microbiana (SAHM & WASHINGTON 

II, 1991)83. A microdiluição é feita com microplacas de 96 pequenos poços, com volume 

de meio de cultura entre 0,1 e 0,2 mL. 

Os resultados obtidos no teste da CIM, estão representados na tabela 5. 
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Tabela 5 – Resultados obtidos pela técnica microdiluição em caldo (CIM) frente aos 

microrganismos testados. 

Microrganismo 
Substância   MIC ‐ µg/mL 

Controle positivo 
(chx) µg/mL 

Prevotella nigrescens 
ATCC 33563 

Barbatimão  250 

   0,0922 Endoquil  250 

Actinomyces naeslundii 
Cepa de campo odont. ‐ 20 

Barbatimão  > 2000 

   0,1844 Endoquil  1000 

Actinomyces naeslundii 
ATCC 19039 

Barbatimão  1500 
   0,0461 

Endoquil  ≤ 100 

Porphyromonas 
gingivalis 
Cepa de campo ‐ 100 

Barbatimão  > 2000 

   0,0922 Endoquil  1000 

Enterococcus faecalis 
ATCC 4082 

Barbatimão  1000 

   0,3688 Endoquil  > 2000 

Enterococcus faecalis 
Cepa de campo odont. ‐ 25 

Barbatimão  350 

   0,3688 Endoquil  > 2000 

Haemophilus 
actinomycetemcomitans 
ATCC 43717 

Barbatimão  1000 

   0,7375 Endoquil  1000 

Porphyromonas 
gingivalis 
ATCC 33277* 

Barbatimão  350 

  0,0461 Endoquil  1000 

*esta cepa foi testada por último em virtude da dificuldade que observamos de 
crescimento em microplaca. 

De acordo com os dados da tabela 5, verificamos que as substâncias testadas 

apresentaram atividade antimicrobiana, sendo que o grupo controle positivo, 

representado pela clorexidina, foi o que teve os menores valores de CIM. O barbatimão 

e o Endoquil tiveram o mesmo valor de CIM frente a Prevotella nigrescens (ATCC 

33563), de 250µg/mL, e o mesmo valor frente a Haemophilus actinomycetemcomitans 

(ATCC  43717),  de 1000µg/mL. O barbatimão mostrou uma CIM maior que a do 

Endoquil contra a espécie Actinomyces naeslundii (tanto para a cepa de campo quanto 
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para a ATCC), e também contra a espécie Porphyromonas gingivalis (cepa de campo). 

Já em relação às espécies Enterococcus faecalis (ATCC 4082), Enterococcus faecalis 

(Cepa de campo) e Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277), o barbatimão mostrou 

concentrações inibitórias mínimas menores que as do Endoquil. Assim sendo, as 

substâncias foram eficientes frente às bactérias Gram-positivas e Gram-negativas 

(anaeróbias e anaeróbias facultativas). 

Para elucidar melhor os dados da tabela 5, segue o gráfico 2, representando o 

desvio padrão dos resultados da amostra. 

A                    B                 C          
 

Gráfico 2 – Desvio padrão dos valores obtidos no teste de microdiluição (CIM) para as 

substâncias testadas, sendo A- barbatimão; B- Endoquil e C- clorexidina. 

 

No gráfico 2,  fica claro que para o teste da CIM os valores obtidos pelo 

barbatimão são muito semelhantes aos valores obtidos pelo Endoquil. Os valores 

obtidos pela clorexidina foram bem inferiores aos valores da amostra, o que comprova 

sua eficácia e eficiência frente aos microrganismos testados.O eixo Y, vertical, refere-se 

aos valores encontrados na determinação da CIM de cada substância. 
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Para o teste estatístico, foi usado o programa BioEstat, desenvolvido pelo 

Instituto de Desenvolvimento Sustentável Mamirauá (IDSM), organização social 

contratada pelo Ministério da Ciência e Tecnologia para cogerir as Reservas de 

Desenvolvimento Sustentável Mamirauá e Amanã (AM) em parceria com o governo do 

Estado do Amazonas. O programa está disponível na internet, e seu download é 

gratuito84. 

A seguir, apresentamos as tabela 6 e7, nas quais estão os dados estatísticos dos 

testes que foram realizados (ANOVA) para análise estatística dos dados do teste de 

difusão e do teste da concentração inibitória mímina (CIM). 

Tabela 6 – Resultados da análise estatística para o teste de difusão, com base nas médias 

dos halos de inibição. 

FONTES DE VARIAÇÃO  GL  SQ  QM 

Tratamentos  4  34.1 e+02  853.645 
Erro  35  896.792  25.623 
       
F =  33.3160     
(p) =  < 0.0001     
Média (Coluna 1) =  14.2125     
Média (Coluna 2) =  7.2875     
Média (Coluna 3) =  24.3250     
Média (Coluna 4) =  0.0000     
Média (Coluna 5) =  0.0000     
       
Tukey:  Diferença  Q  (p) 
Médias ( 1 a  2) =  6.9250  3.8695  ns 
Médias ( 1 a  3) =  10.1125  5.6506  < 0.01 
Médias ( 1 a  4) =  14.2125  7.9415  < 0.01 
Médias ( 1 a  5) =  14.2125  7.9415  < 0.01 
Médias ( 2 a  3) =  17.0375  9.5200  < 0.01 
Médias ( 2 a  4) =  7.2875  4.0720  < 0.05 
Médias ( 2 a  5) =  7.2875  4.0720  < 0.05 
Médias ( 3 a  4) =  24.3250  13.5921  < 0.01 
Médias ( 3 a  5) =  24.3250  13.5921  < 0.01 
Médias ( 4 a  5) =  0.0000  0.0000  ns 
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Tabela 7- Resultados da análise estatística dos dados obtidos pelo teste de microdiluição 

para determinação da CIM 

FONTES DE VARIAÇÃO  GL  SQ  QM 

Tratamentos  2  58.8 e+05  29.4 e+05 
Erro  21  69.9 e+05  33.3 e+04 
       
F =  8.8303     
(p) =  0.0020     
Média (Coluna 1) =  1056.2500     
Média (Coluna 2) =  1043.7500     
Média (Coluna 3) =  0.2415     
       
Tukey:  Diferença  Q  (p) 
Médias ( 1 a  2) =  12.5000  0.0613  ns 
Médias ( 1 a  3) =  1056.0085  5.1773  < 0.01 
Médias ( 2 a  3) =  1043.5085  5.1160  < 0.01 
       
 

Afim de tornar nossa análise mais didática, os resultados das tabelas 6 e 7 serão 

apresentados nos gráficos, 3 e 4. 

Y 

X   

Gráfico 3- Representação dos dados estatísticos para o teste de difusão 
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Y 

X 

         Gráfico 4 – Representação dos dados estatísticos da microdiluição (CIM) 

De acordo com a análise estatística, ficou claro que no teste de difusão, um teste 

qualitativo, não houve diferença estatisticamente significante entre o barbatimão 

(valores da coluna 1 da tabela 6) e o Endoquil (valores da coluna 2 da tabela 6). Ao 

passo que houve diferença estatisticamente significante (p<0,01) entre os resultados do 

barbatimão em relação à clorexidina e do endoquil em relação à clorexidina (valores da 

coluna 3 da tabela 6). O gráfico 3 evidencia os resultados e ainda nos deixa claro que o 

DMSO e a água não apresentaram resultados estatisticamente significantes entre si 

(colunas 4 e 5 da tabela 6). 

Com relação ao teste de microdiluição (CIM), a análise estatística mostrou que 

não houve diferença estatisticamente significante entre os resultados do barbatimão e do 

Endoquil (colunas 1 e 2 da tabela 7). O gráfico 4 mostra esse resultado, pelas diferenças 

entre as médias (1= barbatimão e 2= Endoquil), ao longo do eixo horizontal X, onde 

estão as substâncias com atividade antimicrobiana do teste (barbatimão, Endoquil e 

clorexidina). 
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Os resultados obtidos na determinação da CIM foram compatíveis com os 

encontrados na técnica do cilindro pelo método de difusão em ágar, demonstrando que o 

EHBB tem um potencial antimicrobiano interessante. Entretanto, não existe uma 

correlação direta entre o tamanho do halo de inibição e uma maior ou menor atividade 

do extrato testado. Se fosse assim, os gráficos 1 e 2 (desvio padrão) e 3 e 4 (ANOVA) 

teriam representações semelhantes, o que não foi demonstrado. Tal fato já foi observado 

em outros estudos, que também testaram a atividade antimicrobiana pelo método de 

difusão em ágar, e correlaciona os maiores halos com uma maior atividade (ALVES et 

al. 2000; RAUHA et al., 2000; AHMAD et al., 2001; ANDRADE et al., 2005; 

ORLANDO, 2005)85,86,87,88,73. 

A falta de correlação entre halo de inibição e a CIM relaciona-se com a 

velocidade de difusão da substância que foi testada. Aquelas substâncias de peso 

molecular mais baixo difundem-se mais rapidamente do que as substâncias de maior 

peso molecular, produzindo halos de inibição maiores do que substâncias de alto peso 

molecular. Dessa forma, mesmo que uma substância tenha uma excelente ação 

antimicrobiana, se ela possuir um alto peso molecular, possivelmente terá um halo de 

inibição pequeno devido à velocidade de difusão (BLACK, 2002)89. 

Ainda nesse contexto, ELOFF (1988) utilizou a técnica de diluição em 

microplacas para verificar a atividade antimicrobiana de extratos vegetais e observou 

inconvenientes na técnica, entre eles o fato de que as células de alguns microrganismos 

acabaram aderindo-se à base do poço, enquanto as de outros permaneceram em 

suspensão90. Outro fato bastante interessante foi o fato de que os compostos presentes 

em alguns extratos precipitavam, além do fato de a coloração verde da clorofila ter 

interferido na análise final. Apesar destes inconvenientes, o método de microplacas 

(CIM) é um método barato, cuja reprodutibilidade facilita vários testes ao mesmo 

tempo, é bastante sensível, requer pequena quantidade de amostra, pode ser usado para 

grande número de amostras e deixa um registro permanente 81,82,90. 

Existem relatos da atividade antibacteriana do S. adstringens (que pertence à 

família Leguminosae) contra as espécies P. aeruginosa, E. coli, B. subtilis85,91. Neste 

trabalho, optou-se por bactérias que tenham papel importante no desenvolvimento de 

doenças endodônticas (e periodontais). 
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No interior do sistema de canais radiculares, a composição da microbiota está 

vinculada a fatores e forças ecológicas, entre as quais se destacam os nutrientes, a 

quantidade de oxigênio disponível e as interações entre os microrganismos. O que 

muitos autores chamam de virulência, na verdade está muito relacionado à essa luta das 

bactérias em adaptar-se e sobreviver nas condições em que se encontram nos canais 

radiculares. 

 A questão do oxigênio disponível é fundamental para se entender os casos de 

infecção necrótica dos canais radiculares. Além desse fato, as bactérias ditas facultativas 

consomem o oxigênio que resta no interior desses canais tornando o ambiente ainda 

mais anaeróbio. Com o passar do tempo, a microbiota presente sofre alterações na sua 

composição, tornando-se tipicamente anaeróbia, dominada por espécies proteolíticas92. 

Analisando a microbiota presente nas infecções endodônticas com aquela 

presente nas infecções periodontais, vemos que muitas espécies encontradas na 

chamada periodontite apical estão presentes nas bolsas periodontais, com algumas 

exceções. O Actinobacillus actinomycetemcomitans é encontrado quase exclusivamente 

nas infecções periodontais e o Porphyromonas endodontalis nas infecções tipicamente 

endodônticas (VAN WINKELHOFF et al.,1985; HAAPASALO et al., 1986a; VAN 

WINKELHOFF et al., 1988)93,94,95.  

Interessante notar que o Porphyrmonas gingivalis apareceu tanto nas infecções 

endodônticas como nas periodontais. SUNDQVIST et al., em 1991, verificaram 

diferenças entre amostras de  Porphyrmonas gingivalis, bactérias muito ligadas às 

lesões avançadas de doença periodontal e que possuem atividade proteolítica, que 

afetam a defesa do hospedeiro. Os fatores C3 e C5 do sistema complemento, assim 

como imunoglobulinas, são degradados, indicando o poder de interferência no sistema 

de defesa imunológico. Verificaram amostras de P. gingivalis que foram fagocitadas e 

outras resistentes à fagocitose, mas esse fato não teve relação direta com a virulência 

das bactérias, quando foram injetadas subcutaneamente nos animais da pesquisa96. 

É sugerido que existe uma relação entre os sintomas típicos da infecção 

endodôntica, como a dor, edema, abscessos, estejam associados à presença dos 

chamados Bacteroides negro-pigmentados, ou como atualmente são considerados, 

bastonetes anaeróbios Gram-negativos negro-pigmentados. Espécies de Porphyromonas 

(negro-pigmentado), Prevotella, Porphyromonas gingivalis e Porphyromonas 
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endodontalis estavam presentes em pacientes sintomáticos, enquanto que espécies de 

Prevotella (P. intermedia, P. denticola e P. loescheei) estavam presentes nos pacientes 

sintomáticos e assintomáticos94. Além desse fato, a identificação do Porphyromonas 

negro-pigmentado, assim como a identificação das espécies de Prevotella no começo do 

tratamento endodôntico também foi associada à presença de sintomas ainda na segunda 

consulta da terapia. Importante dizer que a tendência é de os sintomas desaparecerem 

após o início da terapia endodôntica. 

Segundo GOMES, et al., 2004, sintomas de infecção aguda, tais como dor, dor à 

percussão, edema, foram associados à espécies Gram-negativas, especialmente 

Prevotella, Porphyromonas spp. e fusobactérias, de acordo com o que foi encontrado 

por outros autores. As bactérias Gram-negativas contêm endotoxinas, que podem levar à 

produção de bradicinina, um potente mediador da dor. Relataram que dentes com falhas 

no tratamento endodôntico estão associados aos microrganismos facultativos, como o 

Enterococcus e o Streptococcus, em concordância com os achados de MOLANDER et 

al.,1998; SUNDQVIST et al.,1998 e PINHEIRO et al.2003. No estudo em questão, os 

autores também encontraram falhas no tratamento endodôntico associadas à bactérias 

anaeróbias estritas, incluindo P. micros e F. necrophorum97. 

Hoje em dia, vários métodos têm sido usados na identificação de outros 

patógenos endodônticos, sendo que outras técnicas poderão ser utilizadas no futuro. 

Quanto mais sensível o método, maior a chance de detectar microrganismos que 

inicialmente não eram identificados. Entre os métodos mais recentes, destacamos o 

método de hibridização DNA-DNA, que através de sondas de DNA permite a 

determinação simultânea de várias espécies bacterianas em amostras clínicas múltiplas 

ou unitárias, muito útil para pesquisas de cunho epidemiológico em grande escala. 

Entretanto, esse método pode fornecer falso-negativos e falso-positivos e, além disso, 

algumas espécies não esperadas, ainda podem permanecer não-detectadas98. 

Outro método bastante sensível é o método de reação em cadeia da polimerase 

(PCR), que envolve a replicação de DNA in vitro. Esse método pode detectar de 1 a 10 

células bacterianas numa amostra, o que faz dele um método de 10 a 100 vezes mais 

sensível do que qualquer outro método de identificação.O PCR pode ter uma 

especificidade única, pois cada espécie microbiana possui uma seqüência particular de 

DNA. 
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Usando o método de hibridização DNA-DNA e o PCR, SIQUEIRA, et al. (2002) 

verificaram que o Actinomyces ssp estava presente em 9,4% das amostras, enquanto que 

o Streptococcus ssp estavam presentes em 22,6% e o E. faecalis em 7,5% das amostras 

desse estudo. As bactérias Gram-negativas têm sido usualmente associadas com o 

desenvolvimento de sinais e sintomas das endodontopatias, mas estudos têm mostrado 

que algumas espécies Gram-positivas, como o E.faecalis e o Actinomyces spp tem sido 

encontrados mais frequentemente nas infecções persistentes, inclusive nos casos de 

falhas e insucessos. Os autores insistem que isso não pode ser considerado uma regra, e 

no estudo em questão, eles verificaram que as espécies S. constellatus e Actinomyces 

spp, microrganismos Gram-positivos, estiveram associados com sintomas de doença 

perirradicular99. 

GOMES et al. em 2005 identificou, através do método PCR, quatro bactérias 

negro-pigmentadas presentes em dentes com polpa necrótica. Porphyromonas 

gingivalis, Porphyromonas endodontalis, Prevotella intermedia e Prevotella nigrescens 

foram identificadas com maior freqüência em dentes com polpa necrosada (não tratados, 

ou com infecção primária) do que em dentes tratados endodonticamente, com falhas ou 

insucessos (infecção secundária), apesar do fato de infecções primárias apresentaram 

sintomas característicos. Nas infecções secundárias, essas bactérias negro-pigmentadas 

foram identificadas em dentes tidos como sintomáticos ou assintomáticos. O PCR 

apresentou melhores resultados na identificação de bactérias do que pela técnica de 

cultura clássica100. 

GOMES et al, 2006 verificou, através do método PCR, que o E. faecalis que 

raramente é encontrado nas infecções primárias, nos dentes com polpa necrosada, foi 

encontrado em 82% das amostras. Já em relação à presença do E. faecalis nos dentes já 

tratados endodonticamente (infecções secundárias), essa espécie foi encontrada em 76% 

das amostras. Isso evidencia que esse microrganismo está presente em várias fases das 

doenças endodônticas, e além do mais, quando está presente em infecções secundárias, 

significa que conseguiu sobreviver ao preparo químico-mecânico e aos medicamentos 

usados entre as sessões de tratamento endodôntico101. 

Vemos dessa forma, a importância do uso de substâncias com atividade 

antimicrobiana no tratamento endodôntico. No nosso estudo, verificamos que as 

substâncias testadas apresentaram atividade contra o E. faecalis e também contra 
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bactérias Gram-negativas, o que nos leva a crer que essas substâncias são promissoras 

no intuito de debelar os microrganismos presentes nas infecções endodônticas, 

notadamente quando houver polpa necrosada. 

A importância de substâncias como o Endoquil e o extrato de barbatimão refere-se à 

possibilidade de tratamentos efetivos com baixos riscos à saúde dos pacientes que estão 

em tratamento endodôntico. Recentes trabalhos mostram que o barbatimão pode ser útil 

em várias áreas, inclusive no tratamento de crescimento excessivo de pêlos, como 

demonstrado no trabalho de VICENTE et al.(2009). Neste estudo, ficou clara a ação 

benéfica do creme contendo extrato de Stryphnodendron adstringens, e segundo os 

dados obtidos, houve até uma melhora dos quadros de hiperpigmentação, foliculite e 

acne102. 

A identificação e emprego das substâncias ativas do barbatimão, podem ser úteis 

na pesquisa de novos irrigantes ou novas medicações de uso na Endodontia. No sentido 

de pesquisar os compostos fenólicos, que variam no barbatimão, assim como em outras 

espécies, em função de variações sazonais, composição do solo, solvente usado na 

extração das frações e partes da planta utilizadas, MARINO et al., em 2009, usaram o 

ácido tânico como composto padrão para expressar o total de polifenóis contido nos 

extratos aquosos de várias plantas (incluindo o barbatimão) e verificaram tratar-se de 

um método rápido e confiável  na caracterização de plantas ricas em polifenóis103.  

O ácido tânico, já foi usado em trabalhos na Endodontia, como verificamos 

através dos trabalhos de BITTER (1989,1990)56,57, o que nos mostra que existem muitas 

possibilidades de uso do extrato do barbatimão e suas frações (em diversos solventes). 

Novas pesquisas poderão dizer se o barbatimão pode ou não ser utilizado como 

auxiliar da terapia endodôntica. Nosso estudo deixa claro que este material, assim como 

o detergente derivado da mamona, tem incríveis propriedades, que se bem aplicadas 

podem dar origem a produtos e patentes na área odontológica. 
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5. CONCLUSÕES 

 

De acordo com os resultados obtidos, foi possível chegar às seguintes conclusões: 

1 – As soluções de extrato hidroalcoólico bruto do Stryphnodendron adstringens 

(Mart) Coville (barbatimão), detergente derivado da mamona (Endoquil®) e da 

clorexidina apresentaram atividade antimicrobiana. 

2 – Em todos os testes microbiológicos empregados e para todos os microrganismos, a 

clorexidina apresentou os melhores resultados. 

3- No teste de difusão em ágar, pela técnica do cilindro, os melhores resultados obtidos 

foram com a clorexidina, seguidos do barbatimão e do Endoquil® respectivamente. 

4 - Os resultados do teste de microdiluição (CIM) mostraram que entre o barbatimão e o 

Endoquil® não houve diferenças estatisticamente significantes. 

5 - Não houve correlação direta entre os dados dos dois testes usados. 

6- O microrganismo Prevotella nigrescens (ATCC 33563) foi o mais sensível frente às 

drogas usadas no teste de difusão. 

7 - O barbatimão e o Endoquil® tiveram o mesmo valor de CIM frente a Prevotella 

nigrescens (ATCC 33563) e o mesmo valor frente a Haemophilus 

actinomycetemcomitans (ATCC 43717). 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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