UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE RIBEIRAO PRETO

MAURICIO ANTONIO MIRANDA

Atividade antimicrobiana das solugdes de Barbatimédo, Mamona e Clorexidina

utilizadas na Endodontia. Avaliagdo comparativa in vitro.

Ribeirdo Preto

2010



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



MAURICIO ANTONIO MIRANDA

Atividade antimicrobiana das solucgdes de Barbatimédo, Mamona e Clorexidina

utilizadas na Endodontia. Avaliagdo comparativa in vitro.

Dissertacdo apresentada a Faculdade
de Odontologia de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sdo Paulo para
obtencdo do titulo de Mestre em
Odontologia

Area de concentracgo: Endodontia

Orientadora: Prof. Dra. 1zabel Cristina Froner

Ribeirdo Preto

2010



Autorizo a reproducéo e divulgacdo total ou parcia deste trabalho, por qualquer meio
convencional ou e etronico, parafins de estudo e pesquisa, desde que citada a fonte.

Catalogacéo da Publicacdo
Preparada pela Biblioteca Central do Campus da USP de Ribeir&o Preto
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto

Miranda, MA

Avaliacdo comparativa da atividade antimicrobiana do extrato
hidroalcodlico bruto da casca do Stryphnodendron adstringens (Martius)
Coville (Barbatimé&o), do detergente de mamona (Endoquil) e da solucéo de
clorexidina a 2%, frente a alguns microrganismos presentes em infecgoes
endodonticas / Mauricio Anténio Miranda; orientadora | zabel Cristina Fréner.
Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, 2010.81f

Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto
da Universidade de Sdo Paulo. Departamento de Odontol ogia Restauradora.
Area de concentracgo: Endodontia.

1. Endodontia. 2. Barbatimao. 3. Clorexidina. 4. Endoquil.

5. Avaliac8o antimicrobiana. 6. Bactérias anaerdbias.




Nome: Mauricio Antonio Miranda

Titulo: Avaiacdo comparativa da atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico
bruto da casca do Stryphnodendron adstringens (Martius) Coville (Barbatim&o), do
detergente de mamona (Endoquil) e da solugdo de clorexidina a 2%, frente a alguns
mi crorgani smos presentes em infeccdes endodonticas.

Dissertacéo apresentada a Faculdade
de Odontologia de Ribeirdo Preto da
Universidade de S&o Paulo para
obtencdo do titulo de Mestre em
Odontologia.

Aprovado em:

Banca Examinadora
Prof. Dr. I nstitui céo:
Julgamento: Assinatura:
Prof. Dr. Instituicéo:
Julgamento: Assinatura:
Prof. Dr. I nstitui céo:

Julgamento: Assinatura:




DEDICATORIA

A minha orientadora, com carinho, admiracéo e respeito por sua dedicacio e

apoio incondicional ao longo do periodo de elaboracéo deste humilde trabal ho.



AGRADECIMENTOS

Indimeras pessoas poderiam entrar na minha lista de agradecimentos, mas especia mente
dedico este trabal ho:

- aminhamae, por seu carinho e grandeza;

- ao Prof. Dr. Carlos Henrique Lopes Martins, pelo apoio e incrivel gentileza do

inicio ao fim;

- a toda equipe do laboratorio de microbiologia da UNIFRAM em especia a
Gorete, a quem devo enorme respeito e admiragao;

- a0 Prof. Dr. José Paulo Ribas, exemplo de professor e profissional da

odontologia;

- aos professores doutores Marisa Semprini, Paulo Nelson Filho e Monica Serra,

pelo apoio e incentivo nas horas difices;

- aos amigos, os de sempre, e atoda a minhafamilia.



“A mente que se abre a uma nova idéia jamais voltara ao seu tamanho original.”

Albert Einstein



RESUMO

MIRANDA, MA. Avdiagdo comparativa da atividade antimicrobiana do extrato
hidroalcodlico bruto da casca do Stryphnodendron adstringens (Martius) Coville
(Barbatiméo), do detergente de mamona (Endoquil) e da solucédo de clorexidina a 2%,
frente a alguns microrganismos presentes em infeccbes endodénticas.[dissertacdo].
Ribeirdo Preto: Universidade de Sdo Paulo, Faculdade de Odontologia de Ribeiréo
Preto, 2010, 81f.

No presente trabalho foram avaliadas as atividades antimicrobianas do extrato
hidroal codlico do barbatiméo (Stryphnodendron adstringens), do detergente de mamona
(Endoquil Poliquil®) e da solucdo de digluconato de clorexidina a 2% sobre
microrganismos bucais potencialmente envolvidos em infeccdes endodénticas O
barbatim&o, como é popularmente conhecido, € muito utilizado na medicina popular
para o tratamento de algumas enfermidades como a gonorréia, diarréia, Ulceras, como
antiinflamatério e cicatrizante. O detergente de mamona (Ricinus communis) possui
atividade antimicrobiana similar ao do hipoclorito de sddio 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 medicacdo intracanal, apresentando
efeito antimicrobiano residual, ou substantividade, aém de baixa toxicidade. Este
trabalho tem por objetivo comparar as atividades antimicrobianas destas substancias
pela técnica da difusdo (técnica do cilindro) e pela determinacdo da concentracdo
inibitoria minima (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 a
andlise estatistica (ANOVA) e mostraram a atividade antimicrobiana do extrato bruto
do barbatimao mais efetivo que o Endoquil® no teste de difus3o,mas menor efetividade
gue a solucdo de clorexidina 2% em relacdo a todos os microrganismos utilizados.
Conclui-se que o extrato bruto do Stryphnodendron adstringens (barbatiméo) apresenta
atividade antimicrobiana sobre microrganismos presentes nas infecgdes endodonticas,

segundo os parametros empregados nesta pesquisa.

Palavras-chave: Barbatiméo, 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]. Ribeirdo Preto: Universidade de S&o Paulo, Faculdade de
Odontologia de Ribeir&o Preto, 2010, 81f.

Antimicrobia activities of the hydroalcoholic extract of Barbatimao(Stryphnodendron
adstringens), the detergent of castor bean (Endoquil, Poliquil®), and the Chlorhexidine
2% on ora microorganisms potentially involved in endodontic infections were
evaluated. The Barbatiméo, asit 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 antimicrobia 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 barbatimao 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 (barbatim&o) has antimicrobial activities on microorganisms, according to

the parameters used in this study.

Keywords: Barbatim&o, antimicrobial activity,
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1. INTRODUCAO

1.1 Microbiologia e Endodontia

Dentre as ciéncias béasicas, aquela que mais se aproxima da endodontia € a
microbiologia, pois amaioria das doengas pul pares esta associada a microrganismos. Os
estudos pioneiros de MILLER(1894)*, considerado o pai da microbiologia oral, foram
0S primeiros a associar a presenca de bactérias a doenca pulpar e, a partir de entéo, tem

aumentado o interesse ha microbiologia das diversas patol ogias endodonticas.

Um estudo de KAKEHASHI et a. publicado em 1965, constatou que as
bactérias causavam doencas pulpares e perirradiculares’. Neste classico estudo, os
pesquisadores verificaram que a exposicdo da polpa em ratos com flora bacteriana
normal produziu necrose pulpar e a formagdo de lesdes apicais. No entanto, nenhuma
patol ogia desenvolveu-se em ratos gnotobiodticos (germ-free) quando tiveram a polpa

dental exposta.

O que podemos afirmar hoje, € que as infeccbes endodbnticas sdo
polimicrobianas e, aém disso, 0 conhecimento do numero de microrganismos
detectados nas infec¢bes endodbnticas tem aumentado a medida que os meios de cultura

melhoraram e métodos molecul ares mais sensiveis foram desenvolvidos.

A via mais comum para a entrada de microrganismos na polpa € a carie dental.
Sabemos, porém, que as bactérias podem invadir os tecidos pulpares e os canais
radiculares por outras vias, como por infiltracbes marginais de restauracOes, canais

laterais, bolsas periodontais, fraturas de coroas €/ou raizes, entre outros.

Existem mais de 500 espécies bacterianas que habitam a cavidade ora (JUNG, et
al. 2000), mas cabe ressaltar que a microbiota relacionada aos canais radiculares e
estruturas adjacentes compbe um grupo de aproximadamente 150 bactérias
identificadas’.

H& uma prevaléncia de anaerobios estritos nos canais radiculares infectados™>.
Tais microrganismos apresentam um potencial de oxirreducdo baixo e crescem na

auséncia de oxigénio, embora tenham variagOes na sua sensibilidade ao oxigénio. As
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bactérias tidas como anaerdbicas estritas ndo possuem enzimas dismutase e catalase,
superdxidas. Outras bactérias sGo microaerdfilas, podendo crescer na presenca de
oxigénio, retirando grande parte de sua energia através de vias anaerébicas. Ja as
bactérias anaerdbicas facultativas podem crescer tanto na presenca ou auséncia de
OXigénio, ao passo que as bactérias aerdbicas estritas possuem enzimas dismutase e

catal ase, requerendo oxigénio para se desenvolverem®.

1.2 Solugdes quimicas auxiliares

Ha um interesse cada vez maior no desenvolvimento de técnicas de
instrumentacdo e de substancias quimicas auxiliares a terapia endodéntica, visando
remover as bactérias, substratos e os subprodutos bacterianos, pois infelizmente os
microrganismos no interior do sistema de canais radiculares ndo podem ser alcancgados e
debelados pelas células de defesa do hospedeiro.

Varios estudos vém demonstrando que a instrumentacdo mecanica ndo consegue
desinfetar totalmente os canais radiculares, independentemente se forem utilizados
instrumentos de aco’ ou de niquel-titanio®. Fica nitido que solucBes auxiliares de
irrigacdo sdo necessarias para eliminar 0os microrganismos e, ao longo do tempo, muitas

substancias quimicas tém sido usadas e sugeridas para esse fim.

Um irrigante ideal deve eliminar microrganismos, dissolver tecido necrdtico,

1% sabemos

lubrificar o canal, remover smear layer e ndo irritar os tecidos saudavei
gue a chamada biomecanica dos canais radiculares possui uma fase mecanica e uma
fase quimica, aplicadas concomitantemente. A agdo mecanica, ou fisica, compreende a
irrigacdo e aspiracéo que remove os tecidos dissolvidos ou que estéo suspensos. A acdo
quimica compreende a atividade antimicrobiana e a propriedade de dissolucéo

tecidual .

De forma bastante simplificada, podemos citar como coadjuvantes a terapia
endodbntica as seguintes substancias: os acalis, associacdo de farmacos, detergentes,
agentes quelantes e a clorexidina'.
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O hipoclorito de sddio (NaOCl) tem seu uso consagrado ha décadas, reunindo
propriedades desegjadas para um irrigante, tais como: acdo bactericida, de saponificacdo
de gorduras, acdo sobre proteinas, desodorizante e clareadora. O NaOC| (o sa de
hipoclorito de sbdio) reage com a molécula de dgua formando o hidroxido de sodio
(NaOH) que € uma base forte, e 0 acido hipocloroso (HOCI) que é um &cido fraco.
Assim, o hidréxido de sodio funciona como solvente organico e de gorduras, huma
reacdo de saponificacdo. O &cido hipocloroso possui efeito antimicrobiano liberando
cloro nascente, o qual se liga ao grupamento NH dos aminoéacidos, formando as
cloraminas, interferindo assim no metabolismo celular e também inibe a funcéo
enzimética bacteriana, através de uma oxidacéo irreversivel dos grupos sulfidrila (SH)

de enzimas bacterianas essenciais™**,

O hipoclorito pode ser usado em varias concentragoes, sendo que as mais
utilizadas sdo 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 concentragdo tida como
ideal fica em torno de 0,5% a 1,0%, pois concentracfes superiores ndo apresentam uma
melhor capacidade bactericida, e podem causar agressio aos tecidos periapicais ***.
Um dado importante € que o hipoclorito até 1% leva 15 minutos para exercer suas

propriedades.

Talvez uma das mais importantes consideracfes acerca do hipoclorito de sddio é
sobre o cuidado que se deve ter para ndo injetar o hipoclorito com muita pressdo ou
muito préximo ao forame apical, para que ndo ocorra um extravasamento da substancia
para a regido periapical. Cuidados devem ser tomados na regido de molares e pré-
molares superiores, para que o hipoclorito ndo adentre no seilo maxilar, causando
irritacbes e maiores complicagdes. Esse cuidado deve ser ainda maior quanto maior for
a concentracao de hipoclorito que se estiver usando. S&o relatados casos em que foram
injetados a solucdo de hipoclorito na regido de dentes anteriores superiores que
atingiram aregido infra-orbital e assoalho nasal do paciente(REEH e MESSER, 1989) ¢
ou ainda regi&o de olho (IMGRAM, 1990) " .

Importante ressaltar que, dentre as maiores desvantagens do NaOCl sdo os
efeitos citotoxicos, quando injetado nos tecidos periapicais, como mencionado
anteriormente, além do gosto e cheiro desagradaveis, do fato de manchar roupas, e do

seu potencial corrosivo’®!®. Também j& foram relatados casos de alergia quando foi



Introdugdo 5

utilizado®™ o hipoclorito de sédio, 0 que mostra que este irrigante carece de cuidados na

sua utilizac&o.

A clorexidina (chx) € um agente microbiano considerado de amplo espectro
eficaz contra bactérias gram-negativas e gram positivas. A clorexidina possui um
componente molecular catiénico, apresentando elevada afinidade pela parede celular
bacteriana aterando as estruturas da superficie dessa parede, fazendo com que a
membrana citoplasmética fique destruida havendo, dessa forma, formacéo de vesiculas

e precipitacao do citoplasma, alterando o equilibrio osmético celular™.

A clorexidina tem sido amplamente usada na terapia periodontal, ao passo que
Seu uso como uma substancia auxiliar na instrumentacdo endodéntica é baseado na

chamada substantividade e no seu potencia antimicrobiano de longa duracao™?+%,

O tempo de agdo antimicrobiana da clorexidina a 2% em gel mostrou-se similar
as solucdes 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 solucdo, demonstrou ser um potente agente
antimicrobiano®. A clorexidina, ou digluconato de clorexidina, assim como o

hipoclorito de sodio a 5,25%, mostraram uma performance antimicrobiana similar®%.

A clorexidina, ao contrario do hipoclorito de sodio, ndo dissolve tecido
organico™, mas sua viscosidade auxilia na remoc&o de tecidos organicos dos canais, 0
gue de uma certa forma compensa o fato de ndo poder dissolvé-los. Podemos dizer que
a clorexidina tem grande potencial para ser um irrigante de rotina na endodontia,
baseando-se nos seus efeitos antimicrobianos®, porém fica evidente que é bem mais

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

1.3 Substancias naturais alternativas

Nos dias atuais, € crescente 0 aumento por novas substancias, que possam ser
utilizadas na odontologia, principalmente na endodontia. Essas novas sustancias devem
associar a eficiéncia antimicrobiana e boa tolerancia por parte dos tecidos periapicais.
Além disso, de uma forma geral, o interesse dos pesquisadores e da populacdo pelas



Introdugdo 6

plantas medicinais, 0 que em parte acontece em virtude da ineficiéncia de alguns
medi camentos convencionais, devido ao alto custo dos alopéticos e também pela busca
por tratamentos menos agressivos ao corpo humano principalmente em se tratando de
atendimento bési co de satide®.

Os chamados medi camentos fitoterapi cos sdo geralmente extratos, tinturas, chés,
pomadas e capsulas de ervas, obtidos a partir de uma ou mais plantas, e sdo usados na
chamada medicina popular. Muitas vezes as substancias ativas que S0 responsaveis
pel os efeitos benéficos dessas formul agcdes caseiras sdo desconhecidas. O que sabemos é
gue os fitoterapicos tém um amplo uso terapéutico, baixo custo e grande distribuicdo
entre a populacdo de baixo poder aguisitivo®. Assim sendo, é importante que o

fitoterapico, para que seja comercializado, tenha registro no Ministério da Satide™.

A procura por novos produtos tem sido amplamente recomendada pela
Organizacdo Mundia de salude, tal fato € de extrema importancia para o Brasil, onde
cerca de 80% da populacdo ndo tem acesso aos medicamentos bésicos™ e, além disso,
muitos dos novos medicamentos sd0 baseados em pesquisas com ervas e plantas da
nossa flora, que comporta uma incrivel biodiversidade. Estima-se que no Brasil existam
55.000 espécies vegetais catalogadas, sendo que apenas 8% das espécies foram

estudadas em termos de compostos bioativos™.

Uma dessas substancias € o 6leo de mamona (Ricinus communis), amplamente
estudada pelo professor Gilberto Orivaldo Chierice, do Instituto de Quimica de S&o
Carlos, da Universidade de S8 Paulo (USP). Suas pesquisas |he renderam uma
aprovagéo da FDA (Food and Drug Admnistration), abrindo portas para inuUmeras

pesquisas utilizando 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 polimeros derivados do Oleo de mamona, a area médica se
beneficiou em vérios aspectos, ja 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 substéncia auxiliar irrigadora dos canais

radiculares (Endoquil e Perioquil, Poliquil Araraquara Polimeros Quimicos Ltda.)*

Os primeiros trabalhos com os subprodutos da mamona tiveram uma énfase na
sua biocompatibilidade e capacidade osteocondutora, dessa forma, IGNACIO, em 1995,
verificou que um cimento derivado do polimero da mamona mostrou ser uma substancia
osteocondutora no preenchimento 6sseo em antebragos de coelhos®. Seguido uma
linha de pesquisa semelhante, ARAUJO et al. 1996, avaliaram a cicatrizagio alveolar de
dentes de ratos extraidos apds implante de uma resina natural também derivada do 6leo
de mamona e constataram progressiva neoformacdo Ossea paralelamente a uma

diminuicdo do volume de tecido conjuntivo e da capsula fibrosa ao redor do implante®,

Num outro trabalho, SUGUIMOTO, em 1997, avaliou a reagdo do tecido 6sseo
na presenca de implantes de polimero de mamona, observando que no grupo de animais
que receberam estes implantes sobre o mento (fixados com parafusos de titanio), o
polimero mostrou-se biocompativel do ponto de vista microscOpico, mas ndo se
constatou inducdo de formacdo 6ssea ao redor dos implantes®. LAMANO
CARVALHO et al. também testaram a biocompatibilidade do polimero de mamona em
1997, utilizando-se de ratos. O polimero foi introduzido no alvéolo dos animais, sendo
gue o0 exame microscopico revelou os granulos do polimero no local, mas sem a tipica
reacdo de corpo estranho. Na anadlise histométrica constatou neoformacdo Ossea, com
presenca de trabeculado 0sse0 em contanto intimo com o produto implantado.
Concluiram que o material foi biocompativel, mostrando osteointegragéo progressiva ao

longo do processo de reparo tecidual .

Na Endodontia, o primeiro trabalho com o detergente de mamona foi realizado
por FERREIRA et al. (1999), com avaiagdo in vivo, comparando a atividade
antimicrobiana do gel de Papaina a 0,4%, do detergente derivado do 6leo de mamona a
10% e do hipoclorito de sédio a 0,5%, em dentes com polpa necrosada e lesdo
periapical visivel radiograficamente. Verificou-se a atividade antimicrobiana das trés
solugdes testadas, sendo que o gel de papaina apresentou menor efetividade em relacéo
a0 detergente de mamona e o hipoclorito, que mostraram resultados semelhantes™.
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FERREIRA ainda realizou, em 1999, outro trabalho, com intuito de padronizar o teste
de diluicdo em caldo para determinacéo da suscetibilidade de anaerdbios estritos sob a
acdo de irrigantes tradicionais e substancias em teste, empregadas no preparo
biomecanico 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 solucdo de hidroxido de célcio a 10% sobre cepas de Prevotella intermedia,
Fusobacterium nucleatum e Clostridium perfringens. Os resultados mostraram que,
através da padronizagdo do método da macrodiluicdo em caldo, a clorexidinafoi adroga
que demonstrou melhor eficiéncia, com as menores concentragfes inibitorias minimas,
seguida pelo detergente de mamona, paramonoclorofenol canforado e do hidroxido de
calcio. Nota-se que a eficécia das drogas testadas variou para as diferentes espécies de
bactérias, sendo que o Clostridium perfringens exibiu maior resisténcia que a Prevotella
intermedia e o Fusobacterium nucleatum, cujas concentragcBes bactericidas minimas

foram semel hantes para as substancias testadas™.

Outros trabalhos foram feitos com polimero de mamona, tais como do de
GARCIA JR. em 2000, que avaliou o reparo 6sseo hos defeitos cirargicos realizados na
parede anterior do seio maxilar apos osteotomia e colocagdo de implantes de polietileno
poroso de ata densidade (Medpor), de poliuretana de mamona e de matriz Gssea
desmineralizada bovina. As andlises histologicas e histométricas foram feitas pelo
método de microscopia Optica computadorizada e evidenciaram que o melhor
comportamento foi visto no grupo da matriz dssea bovina, seguido pelo Medpor e da
poliuretana de mamona, que respondeu com exuberante fibrose e infiltrado inflamatorio

tardio®,

LEONARDO et a. (2001), analisaram in vitro a atividade antimicrobiana do
detergente de mamona (Endoquil), frente as 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 substancias usadas foram a clorexidina a 2% e o hipoclorito a 0,5%.
O indculo 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
substéncias a serem testadas, sendo assim incubadas a 37° C por 24 horas. Os halos de

inibicdo evidenciaram o potencial antimicrobiano das substancias e os resultados
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mostraram gue 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 aureus™.

Mudando um pouco o enfoque das pesquisas, TEIXEIRA et al. (2001)
estudaram a capacidade de remocgdo da smear layer dos canais radiculares empregando
vérias substancias irrigantes, dentre eles o EDTA a 17%, o hipoclorito de sodio a 5,25%
e 0 Endoquil, adotando a &gua destilada como grupo controle. Na andlise da
microscopia eletrénica de varredura observaram que 0s grupos que foram
instrumentados com Endoquil e EDTA mostraram maior remoc&o da smear layer, sem
diferencas estatisticamente significantes™.

YAMASHITA et a em 2004, pesquisaram a superficie dentinaria apos o preparo
quimico-mecanico dos canais radiculares, usando diferentes esquemas de irrigacéo,
usando também a microscopia eletronica de varredura®. Utilizaram o hipoclorito de
sodio a 2,5%, o hipoclorito de sodio a2,5% e EDTA, a clorexidinaa 2%, aclorexidina
a 2% e o EDTA, o detergente de mamona e o detergente de mamona mais o EDTA.
Observaram que as paredes dentinarias apresentaram menos residuos quando a toalete
final foi feitacom EDTA, ao passo que as trés substancias irrigantes se comportaram de
forma semelhante, com melhores resultados para o terco médio dos canais. Sugerem que
0 detergente de mamona pode ser usado como irrigante endodbéntico em novas

pesqui sas.

Ainda em 2004, FREITAS LEONEL et a. avaliaram a acdo do polimero de
mamona durante a neoformacéo 0ssea, utilizando um grupo de 45 ratos, nos quais foram
feitos defeitos no arco zigomético, defeitos estes preenchidos com o polimero de
mamona. Apos periodos de 15, 30, 60, 90 e 120 dias, os animais foram sacrificados e
foi feita a andlise histolégica. Apds 120 dias alguns fragmentos do polimero podiam ser
vistos, em contato direto com o tecido 6sseo neoformado, que era do tipo lamelar
estruturado. O crescimento de tecido 6sseo conduzido sobre o polimero de mamona
comprova sua osteoconducgédo, demonstrando gque este material pode ser utilizado para o
preenchimento de defeitos 6sseos, ajudando no processo cicatricial®’.

SIQUEIRA, em 2005 avaliou in vivo a atividade antimicrobiana do hipoclorito
de sodio a 1%, da clorexidina a 2% e do detergente derivado do 6leo de mamona a 10%

(Endoquil) na irrigacdo de canais radiculares em 18 dentes anteriores humanos com
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polpa necrosada e lesdo periapical constatada radiograficamente. Foram feitas trés
colheitas microbioldgicas, paralelamente a instrumentacdo e irrigacdo. A clorexidina a
2% e o detergente derivado do 6leo de mamona a 10% tiveram resultados melhores que
os do hipoclorito de sodio a 1%, em relacdo a presenca bacteriana. O interessante deste
trabalho € que o aumento do nimero de bactérias da 12 para a 32 colheita indica que s 0
preparo biomecanico ndo foi suficiente para conter a recolonizac&o dos microrganismos,

e em relagdo A terceira colheita (em anaerobiose)™®.

Ainda em 2005, DONTOS avaliou a biocompatibilidade do chamado “Fio
Lifting Biologico”, fio serrilhado de poliuretana de 6leo de mamona, aém de sua
eficicia 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 andlise histoldgica por microscopia 6tica; na segunda etapa,
os fios foram implantados na face de pacientes (humanos) com flacidez dérmica,
avaliando os resultados ap6s sete e 60 dias. A andlise histoldgica mostrou rapida
integracdo do fio ao tecido subcuténeo dos ratos, com formagdo de colageno e, as
fotografias dos pacientes evidenciaram maior firmeza na derme aém do

rejuvenescimento facial, comprovado por andlise computadorizada™.

KAHIL et al. em 2009 andisaram algumas propriedades fisico quimicas do
Endoquil, no intuito de inferir o seu comportamento como substancia irrigadora nos
canais radiculares. Foram avaliados. densidade, pH, tensdo superficial, viscosidade e
capacidade de umectacdo, sendo que os resultados mostraram que esta substancia pode
ser usada como irrigante endoddntico, mesmo apresentado uma elevada viscosidade,
proveniente da extracdo de 4cidos graxos da semente da mamona®. Entretanto esta
caracteristica ndo interfere na capacidade de limpeza dos canais, por ser um tensoativo
de elevada capacidade umectante, apresentado um pH biocompativel (em relacéo aos

tecidos apicais).

O barbatiméo, cujo nome cientifico € Stryphnodendron adstringens, possui
v&rios nomes populares, tais como: abaramotemo, barba-de-timéo, barbatimao,
chargozinho- roxo, ibatim, uabatimé, casca-da-virgindade ou casca da mocidade™ e é
uma planta tipica do Cerrado brasileiro (CAMARGO, 1985). A espécie também

apresenta sinbnimos: 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)%.

A éarvore do barbatim&o possui cerca de 4 metros de altura, com tronco de 20 a
30 centimetros de didmetro, possuindo ramos tortuosos, de casca rugosa, folhas
bipinadas de 5 a 8 jugos, foliolos alternados de 6 a 8 jugos, sendo que seus frutos sdo
vagens do tipo séssil e grossa de 10 centimetros de comprimento e pequenas flores
avermelhadas dispostas em forma de espiga™. O florescimento é geramente em
setembro, e pode ir até novembro; ja os frutos amadurecem nos meses de julho a
setembro™ (Figuras 2,3 e 4).

Figura 2 — Arvore do barbatimao (Stryphnodendron adstringens)

Fonte: Acervo pessoa do proprio autor

Figura 3- Folhas do barbatim&o em destague

Fonte: Acervo pessoal do proprio autor
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Figura 4- Aspecto da casca e do caule avermelhado do barbatiméo

Fonte: Acervo pessoa do proprio autor

A casca do barbatimdo, com fica claro na figura 3, fornece uma substancia
vermelha, que é utilizada para produzir tintas de escrever ou paratingir tecidos, aém de
possuir efeito adstringente, aproveitado pelas indlstrias de curtume (CORREA, 1984)%,
O uso popular estende-se para outras fungdes, fazendo com que muitas pessoas utilizem
0 barbatimdo como cicatrizante, adstringente, antiinflamatério, hemostético, anti-
séptico, anti-diaréico, no tratamento de Ulceras, anti-hipertensivo, hemorragias vaginais

e até gonorréia.

Na Farmacopéia Brasileira (1959), o barbatimédo aparece como contendo cerca
de 20% de tanino na sua casca. Outras substancias presentes, constituintes quimicos ja
estudados™ s3o: alcal6ides, flavondides, terpenos, estilbenos, esterdides e inibidores de
tripsina e de proteases (VASCONCELOS, et a. 2004). Os flavonoides fazem parte de
uma classe importante de compostos fendlicos de origem natural, dentre os quais temos

os &cidos flavanicos, que podem polimerizar-se, formando os taninos™.

Em 1989, BITTER et a. avaliaram a capacidade de limpeza do &cido tanico a
25% na superficie dentinaria em dentes que foram instrumentados com limas do tipo
manual®®. Relatam que o &cido tanico tem sido usado em queimaduras desde 1925,
sendo demonstradas propriedades adstringentes por coagulacdo ou precipitagdo de
proteinas. Comparando o efeito do écido ténico com o do perdxido de hidrogénio e o do
hipoclorito de sodio, ficou evidente, através de andlise no microscépio e etrénico, que a
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solucdo do &cido tanico a 25% removeu smear layer de forma mais eficiente do que os

outros irrigantes.

Em 1990, BITTER usou novamente uma solu¢éo contendo &cido tanico a 25%,
visando avaliar o efeito da permeabilidade de dentina preparada tratada com este &cido e
com uma solugdo de &cido citrico a 6%. Azul de metileno foi aplicado na superficie da
dentina depois da aplicacdo das solucbes para avaliar a penetracdo nos tubulos
dentinarios. A solucéo de &cido tanico a 25% removeu smear layer e inibiu a penetracéo
do corante utilizado, segundo os parametros da pesquisa, que se utilizou de microscopia

eletronica de varredura para analisar as amostras®”.

A atividade antiinflamatéria do Barbatiméo foi testada por LIMA et a. em 1997,
usando ratos em modelos de inflamagdo aguda e cronica. Utilizou-se uma solucéo de
barbatim&o (solvente acetona) que se mostrou eficaz em diminuir o edema inflamatério
induzido por carragenina e dextrana, sendo que esta acdo anti-edema foi comparével a
produzida pelo indomethacin e pelo cyproheptadine, drogas de referéncia usadas no
trabalho. A solucdo de barbatimd usada mostrou-se efetiva assm como o
phenylbutazone, um conhecido antiinflamatorio ndo-esteroidal. A analise fitoquimica
nessa fracdo (contendo acetona) do barbatimdo demonstrou a presenca de muitas
substéncias, como taninos e tripertenos cujo poder antiinflamatério é conhecido.
Sugerem que novos estudos sao necessarios paraisolar as substancias e determinar seus
mecanismos de ac&0™.

Ja AUDI et a. estudaram, em 1998, a acdo antiulcerativa do Stryphnodendron
adstringens em ratos, utilizando-se de métodos de inducéo de lesdes gastricas que sdo
tipicamente conhecidos por causarem Ulceras em humanos, tais como: etanol-
acidificado, stress agudo e drogas antiinflamatorias ndo-esteroidais. Nesse experimento,
0 extrato da planta e suas fracfes preveniram injUria géstrica aguda induzida pelo stress
e etanol-acidificado. Os extratos tiveram uma significante protecéo celular contra lesdes
gastricas induzidas por agentes necrosantes. Sugeriram gue a substancia tem efeito

protetor diretamente na mucosa gastrica™.

Utilizando um extrato etandlico, porém de propolis, REIS et al. em 2000,
avaliaram a sua atividade antiinflamat6ria sobre 0 edema desencadeado pela carragenina
e dextrana, e também pela histamina. O extrato etandlico de propolis (EEP) inibiu o

processo inflamatorio desencadeado pela carragenina, mas 0 mesmo ndo aconteceu com
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a dextrana. Houve efeito antagonico do EEP em relacdo ao efeito produzido pela
histamina. As Ulceras 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 antiinflamatério que se assemelha a0 dos antiinflamatérios néo-
esteroidais, mas com relacdo aos danos na mucosa gastrica (e em relacdo aos niveis

sangiineos), o extrato ndo mostrou interferir sigificativamente™.

Em 2000, RATES publicou um artigo no qual ele discute o ensino da
Farmacognosia, que etmologicamente significa 0 conhecimento (gnose) dos farmacos
ou venenos (pharmacon). Nesse trabalho ele apresenta dados sobre a comercializacéo e
utilizac8o racional de produtos naturais, sendo que um dos pontos fortes de seu texto é o
trecho que diz que entre os 252 farmacos basicos ou essenciais selecionados pela
Organizacdo Mundial da Salde (OMS) 11% sdo de origem exclusivamente vegeta e
outra parcela significativa € preenchida por medicamentos sintéticos, porém obtidos de
precursores vegetais. Outro dado importante, no tocante as recomendagdes para selecdo
e aquisicado de matérias-primas vegetais, € que se deve dar preferéncia por espécies
vegetais aprovadas por organismos regulamentares e cientificos, tais como
Farmacopéias, OMS, ESCOP, CYTED, TRAMIL, investindo, dessa forma, no controle
de qualidade®.

PAIXAO et al. em 2002 mostraram que o uso de plantas medicinais, como o a
uva, 0 pepino e o barbatiméo podem ser uma opcdo viavel para o tratamento de afeccdes
bucais como a gengivite, a pericoronarite e as aftas menores. O barbatiméo é usado
fervendo-se 15 cm da sua casca em um copo de &gua (cha por decocgdo) e com esta
solucdo devem-se fazer bochechos trés vezes ao dia. As propriedades da planta sugerem
que pode ser usada como anti-séptico local, antiinflamatério, antidiarréico, diurético e

no tratamento de leucorréia®.

Também em 2002, COSTA et a. estudaram o efeito da infusdo de barbatiméo
em células do sangue marcadas pelo technetium-99m, utilizando ratos Wistar e
diferentes concentracfes de barbatimao. Todas as concentracfes da planta diminuiram o
efeito dos marcadores das células vermelhas, provavelmente devido as suas
propriedades de oxi-reducéo e/ou por funcionar como quelante do agente redutor cloreto

estanoso (quelando o fon estanoso)®,
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A atvidade tripanocida de Stryphnodendron adstringens e de Caryocar
brasiliensis foi avaliada por HERZOG-SOARES et a. em 2002. Ressaltaram as
caracteristicas marcantes do barbatimdo, ou sga, seus altos teores de taninos,
capacidade de complexacdo com proteinas e seu poder de sequestrar ions metélicos,
principalmente ferro, ions esses fundamentais ao desenvolvimento de microrgani smos.
Além disso, os autores relataram a atividade antioxidante decorrente da inativacéo de
radicais livres. Os extratos brutos etandlicos usados nessa pesquisa foram
confeccionados a partir das cascas das plantas mencionadas, usados sobre a fase aguda
da parasitemia, apods inoculagdo in vivo de camundongos pela cepa Y do Trypanosona
cruzi. Os resultados mostraram uma interferéncia na curva de parasitemia, reduzindo o
nimero de parasitas no sangue, mesmo ndo havendo eficacia total sobre eles, o que
indica que novos estudos devem ser realizados no intuito de combater a doenca de
Chagas (e outras parasitoses) com tratamentos que oferecam menos efeitos toxicos ao
hospedeiro®.

Em 2003, analisando a quantidade de taninos totais de plantas aromaticas 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 acido tanico),
valor maior do que o da goiabeira (Psidium guajava) que obteve 13 a 17% e semelhante
a0 do aragapitanga (Psidium ruum), que foi de 20%. Para estes autores, ficou
evidenciado que a quantidade de taninos totais é caracteristica de cada espécie e ndo da
quantidade total de extratos sollveis, pois folhas como as da Lavandula dentata, apesar
de terem apresentado uma das maiores solubilidades em metanol, produziram menores
valores de taninos totais, ndo havendo, dessa maneira, correlacdo direta entre teor de
extratos totais e teor de taninos totais na planta, até porque existem indmeros outros

compostos que podem estar presentes no extrato em quest&o®.

MARTINS et a.,2003 compararam o efeito cicatrizante de trés substancias:
barbatiméo (Stryphnodendron barbatiman), caéndula (Calendula officinalis) e confrey
(Symphytum officinale) em feridas provocadas cirurgicamente em seis equinos
machos’. Foram realizadas quatro |lesdes na regido lombar dos animais, as quais foram
tratadas diariamente com as solucdes das plantas citadas, sendo feita mensuracdo do
halo da ferida a cada trés dias. A avaliagdo macroscOpica mostrou que, na fase
inflamatodria, as feridas tratadas com caléndula mostraram bordos menos edemaciados,

a0 passo que 0 barbatimdo fez com que houvesse formacdo de crostas espessas,
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irregulares e secas, provavelmente pela agdo adstringente dos taninos®. Além disso,
houve producéo de exsudato serofibrinoso, com deposicdo de fibrina no sitio da lesdo.
A baixatensdo de oxigénio e o acumulo de fibrina na parte central dalesdo estimulam a
multiplicacdo e migragdo centripeta de fibroblastos pela malha fibrinosa, sugerindo
dessa forma que o barbatimé&o favoreceu o processo de fibroplastia. No grupo tratado
com confrey o segundo momento de bidpsia do estudo mostrou tecido de granulacdo e
infiltrado leucocitério, o que prejudicou o processo cicatricial. Tendo em vista 0s
resultados obtidos, o barbatim&o mostrou-se superior a todos 0s grupos testados,

seguido pela caléndula.

A aividade antioxidante e antifingica 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 concentracdo fungicida
minima (CFM) frente as leveduras Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida
krusei e Candida tropicalis. O extrato bruto e as fracOes etandlicas e aquosa, assim
como as subfracbes cromatogréficas foram inativas frente as leveduras testadas.
Somente as fracOes F16-19 e F21-22 mostraram boa atividade antifangica contra as
cepas de Candida albicans e Candida parapsilosis. Em relacgo a capaciade antioxidante
todas as fracdes testadas mostraram capacidade de reduzir o radical DDPH®’.

O extrato bruto de Stryphnodendron adstringens e fragdes cujas concentragoes
variaram entre 100 e 5000pg/ml demonstraram um efeito inibitério do tipo dose-
dependente no crescimento do protozoario Herpetomonas samuelpessoai, fazendo com
gue houvesse um decréscimo na atividade da enzima succinato citocromo ¢ redutase,
um conhecido marcador da mitocondria, relacionado ao seu metabolismo. Esse estudo,
feito por HOLETZ et al. (2005) utilizou-se do H. samuelpessoai, um protozoario ndo
patogénico mas pertencente a familia Trypanosomatidae, que inclui espécies que
oferecem risco aps seres humanos como o Trypanosoma cruzi e Leishmania sp.,
servindo dessa maneira como um modelo interessante para testar novas drogas contra

protozodrios patogénicos™.

FELIPE et a. (2006) em outro estudo usando extrato bruto do barbatimé&o e da
Guazuma ulmifolia, assim como as suas fracfes aquosa e alcodlica, mostraram atividade
antiviral contra o polivirus 1(P-1) e contra o herpes bovino (BHV-1). As maiores

porcentagens de inibicdo 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 fracdo aquosa do barbatiméo foi a
mais efetiva em relacdo ao extrato bruto, inibindo 97% das amostras de BHV-1 e 93%
das amostras de P-1. Os autores concluiram que as substancias testadas foram eficazes
contra os virus, muito embora ndo tenha ficado clara a natureza dos componentes
antivirais. Sugerem a necessidade de outros trabalhos na identificagdo e classificacéo

desses compostos quimicos™.

ISHIDA, et a. (2006) utilizou uma fracdo hidroalcodlica do barbatimé&o
(subfracéo F2.4) paratestar sua atividade antifungica contra Candida albicans, Candida
parapsilosis, Candida tropicalis e Candida sp. de amostras obtidas do fluido vaginal de
mulheres sem histérico de imunodeficiéncia e duas cepas padronizadas (C.albicans
ATCC 10231 e C. parapsilosis ATCC 22019). O fluconazol e a nistatina foram usados
como drogas de referéncia (grupo controle). Os resultados mostraram que a fracéo F2.4
do barbatim&o obteve o melhor resultado das substéncias testadas em concentragoes
acima de 7,8mg/L, comparavel ao resultado da nistatina. Os extratos do barbatiméo
mostraram baixa toxicidade frente aos macréfagos e células vermelhas do sangue e sua
acao antifungica foi atribuida aos taninos condensados, que afetaram a integridade das
células das leveduras estimulando também a fagocitose por parte das células
macrofégicas. Os autores sugeriram novos estudos para que as propriedades dos taninos
do barbatimdo possam ser utilizadas no desenvolvimento de novos agentes

antifungicos™.

Em 2009, ISHIDA et a. verificaram a atividade antifungica dos taninos do
barbatim&o (Stryphnodendron adsringens) frente ao Cryptococcus neoformans, uma
levedura que causa cryptocose, uma enfermidade comum em paciente
imunocomprometidos, que atinge os pulmdes e outros comprometimentos sistémicos,
como a meningoencefalite. A fracdo do extrato usada foi a F2.4 que ja 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
barbatimdo mostrou atividade antifungica, interferindo a homeostase celular e no
crescimento das leveduras, além de interferir na formagéo da capsula de polisacarideo e
pigmentacdo do da espécie. A fracdo F2.4 ainda apresentou baixa citotoxicidade frente a

celulas mamérias’™.
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Ainda em 2009, MELO e SILVA et a. avaliaram o potencial antifungico de
plantas do cerrado brasileiro, usando o teste de difusdo contra as espécies Candida
albicans e Trichophyton rubrum?. Um total de 57 extratos foi preparado para este
trabalho, sendo que entre eles estava o barbatim&o. Comparando com outros estudos,
como os de ISHIDA™"™, este estudo verificou baixa atividade para o extrato de
barbatimdo, fato este atribuido as diferencas da concentragdo usada, ao solvente
utilizado para a extracao das substancias, a idade da planta, as partes que foram usadas e
ao periodo 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
inicio a selecdo de materiais biocompativeis para serem usados na sintese de novas

drogas, que podem ser usadas ha cura de vérias enfermidades.

Nesse sentido, para cada nova substancia descoberta, em se tratando de
Endodontia, surge uma série de expectativas com relagdo a atividade antimicrobiana que
essa descoberta apresenta, principalmente se a inten¢éo € usé-la no interior do sistema

de canais radiculares, um ambiente repleto de microrgani smos patogénicos.



2. PROPOSICAO
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2. PROPOSICAO

O objetivo deste trabalho é avaliar comparativamente a atividade antimicrobiana do
extrato hidroalcodlico bruto do Stryphnodendron adstringens (Mart) Coville
(barbatimao), detergente derivado da mamona a 10% (Endoquil) e da clorexidina, em
bactérias anaerdbias e anaerdbias facultativas, utilizando o método de difusdo em égar
(técnica do cilindro) e a determinagcdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) pela

técnica da microdiluicéo.



3. MATERIAIS E METODOS
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3. MATERIAISE METODOS

3.1 Obtencéo das substancias utilizadas

Para este trabalho, o extrato hidroalcodlico bruto do barbatimdo (EHBB) foi
fornecido pelo Laboratério de Microbiologia Aplicada a Pesquisa (Lapema) da
Universidade de Franca (UNIFRAN). Para sua obtencéo, foram seguidos os protocol os
de coleta, trituracdo, maceracdo, filtragem e utilizacdo de evaporador rotativo, com
pressdo reduzida, com temperatura aproximada de 45° C para evaporagdo 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 seco’.

Apresentamos o fluxograma 1 que representa didati camente esse processo:

CASCAS DO BARBATIMAO

Moinho de facas

PO DA CASCA TRITURADO

Maceragdo com solugdo hidroalcodlica mais
filtragdo

Evaporador rotativo e estufa '

Fluxogama 1- Obtencéo do extrato de barbatiméao
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A solucdo do detergente do 6leo de mamona a 10% ou Endoquil®, foi obtida
diretamente do laboratério do professor Gilberto Orivaldo Chierice, do Instituto de
Quimica de S3o0 Carlos, da Universidade de S&o Paulo (USP), em frasco ambar,
contendo inicialmente 1 litro da solugdo do produto. A solucéo de clorexidina a 2%
usada neste trabalho também foi fornecida pelo laboratério de microbiologia aplicada a
pesquisa (Lapema) da Universidade de Franca (UNIFRAN).

3.2 Preparo das solucdes

3.21 Preparo das solucbes para o0 método de difusdo em agar (técnica dos
cilindros)

Para o teste de difusdo em agar, também conhecido como teste de difusdo em placas, foi
usada uma concentracéo de 500mg/ml, ou sgja, 500mg do EHBB para 1 mL de DMSO
(dimetil sulféxido; Vetek Quimica Fina Ltda).

O fluxograma a seguir mostra o processo:

Diluicao em DMSO

Fluxograma 2- Processo de elaboracéo da concentragdo para o teste de difusdo
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As demais solucges, incluindo as usadas como grupo controle, foram colocadas
nas suas respectivas concentraces diretamente nos cilindros usados para o teste de

difusdo, como sera descrito posteriormente.

3.2.2 Preparo das solucdes para a determinacdo da concentracdo inibitoria mimina
(CIM ou MIC)

Para a determinacdo da CIM, a concentracdo inicial da solucdo-mée, isto €, a
solugdo de trabalho, foi de 2500pg/ml, sendo que para o preparo dessa solucéo foi
necessario diluir 5 mg do barbatim em 125 pL de DMSO = [40.000 pg/mL].
Posteriormente, diluiu-se 125 pL desta solucgo para 1875 pL de caldo Schaedler™ =
[2.500 ug/mL]. No poco (da microplaca), a concentracdo inicial do primeiro poco foi de
2.000 pg/mL, ou sga, 0 seu protocolo iniciou com 2.000 pg/mL e foi até 100
pug/mL. Quanto ao Endoquil usado na determinacdo da CIM, €le ja estava na
concentracdo de 10%, assim seria uma concentracéo total de 100.000 pug/mL. Ent&o,
diluimos 50 pL desta solucéo de Endoquil para 1500 pL de caldo Schaedler, para assim

obtermos também a concentragéo de 2.500 pg/mL (solucéo mae).

Da mesma forma que no uso do barbatim&o, o protocolo utilizado para a
determinacdo da CIM foi de 2000 a 100 pg/mL, assim, o primeiro po¢o também

comegou com uma concentragao de 2000 pg/mL.
3.3 Avaliagdo antimicrobiana
3.3.1 Microrganismos estudados
Para este trabalho foram utilizadas cepas padréo, adquiridas na American Type
Culture Collection (ATCC) e cepas de campo, ou sgja, isoladas a partir de fontes

humanas, cuja procedéncia 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 géneros bacterianos.

25

Cepas

Origem

Grupo/Género

Prevotella nigrescens

Actinomyces naeslundii

Actinomyces naeslundii

Porphyromonas gingivalis

Porphyromonas gingivalis

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis

Haemophilus
actinomycetemcomitans

ATCC 33563

Cepa de campo - 20

ATCC 19039

Cepa de campo - 100

ATCC 33277

ATCC 4082

Cepa de campo - 25

ATCC 43717

Bactéria anaerdbia*
Bastonete Gram-negativo
Bactéria anaerdbia

Bastonete Gram-positivo
Bactéria anaerdbia

Bastonete Gram-positivo
Bactéria anaerdbia
Bastonente Gram-negativo
Bactéria anaerdbia*
Bastonente Gram-negativo
Bactéria anaerdbia facultativa
Coco Gram-positivo

Bactéria anaerdbia facultativa
Coco Gram-positivo

Bactéria anaerdbia facultativa

Bastonete Gram-negativo

*Estas espécies sofreram

Bacteroides Melaninogenicus, segundo constaem MACHADO, 20077,

3.3.2 Método dadifusdo em agar

mudangas em relagdo a taxonomia e sdo tidas como

O teste para determinacdo da atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em agar

foi realizado baseado na técnica do cilindro, seguindo as orientacbes de GROOVE e
RANDALL (1955)", em triplicata.
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3.3.2.1 Preparo do meio de cultura

Preparou-se 500mL de &gar Schaedler, desidratado (Difco, Michigan, USA) na
proporcao de 19g/500mL de &gua deionizada, conforme as especificagdes do fabricante,
permanecendo o material em repouso, em temperatura ambiente para hidratar. A seguir,
este material foi esterilizado em autoclave, a 122° C, por 20 minutos, deixando-se
resfriar até a temperatura aproximada de 45-50° C. Com auxilio de pipeta de vidro
graduada esterilizada, dispensaram-se em placas de petri de 150 x15mm, 25mL do agar
em capela de fluxo laminar.

Foram preparados 18 tubos de ensaio medindo 20 x 200mm, contendo 12,5 mL
de &gar e 18 tubos de ensaio de 10x100mm, contendo 2,5mL de caldo Schaedler,
conforme orientac&o 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 agua destilada. Em seguida, foi fervido com pequena agitacéo para dissolver
0 meio completamente. O caldo foi esterilizado em autoclave a 15 Ibs de pressdo
(121°C), por 15 minutos. Apés esfriar, o caldo foi bem misturado antes que fosse
dispensado para o teste. O superaquecimento e a fotooxidacdo do meio devem ser
evitados pois isso pode retardar o crescimento das bactérias™.

O caldo Agar Sangue, para crescimento em microaerofilia do Enterococcus
faecalis, tem em sua composic¢ao peptona bacterioldgica 10,0 g/L; extrato nutritivo 10,0
g/L; cloreto de sodio 5,0 g/L; agar 15,0 g/L; sangue de carneiro desfibrinado a 7 %;
aguaparal L. As placas foram inoculadas por inundacdo de superficie e incubadas por
cerca de 35° C (x 2°C) 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 indeulo bacteriano

Utilizando-se uma al¢a 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 referéncia, respeitando
o perfil de sensibilidade dos grupos e€/ou individualidade dos microrganismos, ao passo
que, como controle negativo, pode-se considerar a agua (deionizada, esterilizada).
Assim, podemos agrupar da seguinte forma:
a) controle positivo: cilindro contendo solugdo de clorexidina a 0,12% (Periogard®,
Colgate)

b) controle negativo: cilindro contendo agua

3.3.2.4 Sequéncia datécnica

Todo o indculo presente no tubo de ensaio previamente preparado com 12,5mL
de &gar, foi misturado e vertido sobre a placa de petri com a camada de agar-base, sendo
deixado em temperatura ambiente para que solidificasse. Com auxilio de pincas
esterilizadas foram colocados os cilindros de ago inoxidavel (medindo 8 x 10mm, com
6mm de diametro interno) para que fossem colocados 100pL de cada uma das solugdes
em estudo em cada cilindro. Foi respeitada uma distancia de cerca de 1,5 cm entre um
cilindro e outro.

No primeiro cilindro, dispensou-se 100uL do EHBB na concentracéo de 500mg/mL, no
segundo cilindro dispensou-se 100pL da solugéo de Endoquil (detergente de mamona a
10%), no terceiro cilindro dispensou-se 100uL da solucéo de clorexidina a 2%, no
quarto cilindro dispensou-se 100pL de DM SO e no quinto e ultimo cilindro, dispensou-

se 100uL de agua (Fluxograma 3).
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¥ o
&
L, ®

Fluxograma 3- Disposi¢do das substancias em cada cilindro da placa (cilindro verde= EHBB;

laranja= Endoquil; azul-celeste=clorexidina; cinza=DM SO; rosa=&gua)

Em seguida, as placas foram mantidas em estufa a 35° C por cerca de 24horas,
sendo que o halo de inibicdo que apareceu ao redor dos cilindros foi medido em
milimetros, através do uso de régua milimetrada, sendo considerado o valor médio dos

halos da triplicata. A seguir, a figurab nos mostra a sequiéncia do teste de difuséo, pela
técnicado cilindro.
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11 1551

1583 { 14 1588

Figura 5 — Esguema mostrando a técnica de Difusdo em placa (A- preparo das placas de
petri,http://portal .ipvc.pt; B- inicio dainoculagéo das placas; C-colocagdo dos cilindros de
aco; D- insercdo das substancias nos cilindros; E- placa mostrando os halos de inibicéo
para o Enterococcus faecalis; F-placa mostrando os halos de inibi¢do para o Prevotella
nigrescens; G-placa mostrando os halos de inibi¢&o para o Porphyromonas gingivalis; H-
mensuracdo dos hal os de inibicdo com régua milimetrada)
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3.4 Determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

A determinacdo da concentracdo inibitoria minima das solucdes foi feita
segundo a técnica de diluicdo em caldo (microtécnica) descrita por ANDREWS (2001)
com adaptaces’”.

3.4.1 Preparo das solugdes

Para a determinacdo da CIM, a concentragdo inicial da solugcdo-mée do S.
adstringens, isto €, a solucéo de trabalho, foi de 2500ug/ml, sendo que para 0 preparo
dessa solucéo foi necessario diluir 5 mg do extrato de barbatimédo em 125 L. de DM SO
= [40.000 ug/mL]. Posteriormente, diluiu-se 125 pL desta solucdo para 1875 pL de
cado Schaedler = [2.500 ug/mL]. No pogo da microplaca, a concentragdo inicial do
primeiro pogo foi de 2.000 pg/mL, ou sgja, 0 seu protocolo iniciou com 2.000 ug/mL e
foi até 100 pg/mL. Quanto ao Endoquil (solucdo de R. communis) a solucéo ja estava na
concentracdo de 10%, assim seria uma concentracdo total de 100.000 pug/mL. Ent&o,
diluimos 50 pL desta solucdo de Endoquil para 1500 uL de caldo Schaedler, para assim
obtermos também a concentracdo de 2.500 pg/mL (solucdo mée), a mesma
concentracdo da solucéo-mée do barbatiméo.

3.4.2 Preparo dos controles utilizados

Os controles utilizados foram:

a) controle positivo: solucdo de clorexidina 0,2%, preparada a partir do pé de
clorexidina, com o qual foi preparada uma solucéo de estoque de concentragcdo de
10mg/mL, e a partir dessa solucdo preparou-se por diluicdo uma solucdo-mae de
20pug/ml. Para o primeiro poco da microplaca, utilizou-se uma concentragdo de
clorexidina de 59ug/mL que foi diminuindo de concentracdo (pela técnica da
microdiluicdo) até 0,0115ug/mL.
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b) controle negativo: utilizou-se agua, meio de cultura (Schaedler e TSB) e DM SO.

3.4.3. Preparo do indculo bacteriano

Com auxilio de alca de platina esterilizada, transferiram-se as culturas dos
microrganismos, desenvolvidos no agar para tubos contendo caldo Schaedler (bactérias
anaerdbias) e caldo TSB (E. faecalis, anaerobio facultativo). Padronizou-se o inéculo
fazendo a comparacdo deste com o tubo de 0,5 da escala MF equivalente a 1,5 x 10°

UFC/mL para as bactérias.

3.4.4. Procedimento

Todo o procedimento foi realizado em capela de fluxo laminar, com os devidos
cuidados necessarios, sendo que as vidrarias, as ponteiras e 0s meios de cultura foram

previamente esterilizados.

Foram utilizadas microplacas com 96 orificios, sendo que cada orificio recebeu
o inoculo, caldo Schaedler e caldo TSB (de acordo com as bactérias usadas) e amostras
das solugdes-maes preparadas, de tal maneira que o volume final em cada orificio foi de
100uL.

As diversas concentracOes avaliadas variaram de 100pug/mL a 2000pg/mL
(barbatimd e endoquil) nos caldos Schaedler/TSB. Determinou-se a menor
concentracdo de cada amostra capaz de inibir o crescimento dos microrganisSmos
testados. Para os controle positivo (clorexiding), as concentragoes avaliadas variaram de
0,0115pg/mL a 5,9ug/mL (nos caldos Schaedler/TSB). As microplacas foram seladas
com filme PVC (Magipack) e incubadas 35° C por 24 a 48 horas. ApGs o periodo de
incubagdo, em cada orificio foram adicionados 30puL de resazurina (Sigma), preparados
em solucdo aquosa (0,01%) para as bactérias (PALOMINO et al., 2002)”®. Tal sistema

revelador permite uma observacdo imediata, sendo que a cor azul representa auséncia de
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crescimento, ja a cor vermelha, sua presenca. A auséncia de cor nos pogos foi
interpretada como auséncia de crescimento bacteriano (microrganismo foi sensivel ao

extrato testado). A Figura 6 ilustra a seqiiéncia técnica descrita.
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Figura 6 — Sequiéncia laboratoria do teste de concentragao inibitéria minima (CIM). (A - Padronizagéo do
inéculo com a escala MF; B — Preparo para colocagéo do indculo nas microplacas; C - Colocagdo dos
inéculos;, D — Colocagdo das substancias testadas, E — Camara de anaerobiose; F — Detalhe das
microplacas na cmara; G — Preparo da resazurina (soluggo reveladora); H - Microplaca do P. gingivalis
apos adicéo da resazurina)
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3.5 Andlise Edtatistica

Os resultados dos ensaios bioldgicos pelo método de difusdo e pela
determinacéo da concentrag&o inibitéria minima foram submetidos a andlise estatistica
seguindo o modelo ONE-WAY ANOVA. As amostras foram testadas em triplicata,
lembrando que a partir do didmetro dos halos de inibicéo (difusdo em &gar) calculou-se
amédia e o desvio padréo da média para os experimentos.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4, RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1 Resultados das substancias testadas

Os resultados obtidos com os extratos de Stryphnodendron adstringens
(barbatim&o), detergente derivado do 6leo de mamona (Endoquil®), aém da
clorexidina, apos a realizacdo da etapa bioldgica in vitro pelo método de difusdo em
agar (técnica do cilindro) e pela técnica da microdiluicdo para determinacdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM), mostraram que as substancias 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 solugdes de barbatim&o, Endoquil e clorexidina frente

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

campo), Actinomyces naeslundii (ATCC 19039), pelo método de difusdo em &gar (técnica dos

cilindros de ago).

Microrganismo/ATCC

Prevotella nigrescens
ATCC 33563

Actinomyces naeslundii
Cepa de campo odont. - 20

Actinomyces naeslundii
ATCC 19039

Substancia/Concentracéo

Barbatimé&o 500 mg/mL

Endoquil 10%
Clorexidina 0,12%
DMSO

H,O

Barbatiméo 500 mg/mL

Endoquil 10%
Clorexidina 0,12%
DMSO

H.O

Barbatimé&o 500 mg/mL

Endoquil 10%
Clorexidina 0,12%
DMSO

H,O

Halo (mm)
Aro (mm)
23 21 22
8 7 7
12 11 11
2 2 3
33 32 33
13 12 13
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
13 11 11
2 2 2
10 9 9
1 1 1
24 24 25
8 9 10
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
18 16 16
5 4 4
10 10 9
2 2 1
27 27 28
10 10 10
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0

Média
+DP
22110

7,3£0,58
11,3+ 0,58
2,3+0,58
32,7+£0,58
12,7 £ 0,58
0+0
0x0
0£0
0£0
11,7+1,15

210
9,3+0,58
1+0
24,3+ 0,58
9,010
00
0x0
00
0+0
16,7+ 1,15

4,3+0,58
9,7+0,58
1,7+0,58
27,3+ 0,58
10+0
0+0
0£0
0£0
0+0
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Tabela 3 - Atividade antimicrobiana das solugdes de barbatim&o, Endoquil e clorexidina
frente aos microrganismos Porphyromonas gingivalis (cepa de campo) e
Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277).

Microrganismo/ATCC  Substancia/Concentracéo Halo (mm) Média
Aro (mm) + DP
Porphyromonas gingivalis Barbatim&o 500 mg/mL 12 12 12 1240
Cepa de campo - 100 5 5 2 240
Endoquil 10% 0 0 0 0+0
0 0 0 00
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
H,O 0 0 0 0+0
0 0 0 0+0
Porphyromonas gingivalis Barbatim&o 500 mg/mL 21 19 19 19,7+1,15
ATCC 33277 7 6 5 6410
Endoquil 10% 16 15 12 143+2,0
4 4 2 3,3+1,15
Clorexidina 0,12% 41 41 40 40,7 0,58
12 18 16 153+£3,0
DMSO 0 0 0 0£0
0 0 0 0+0
H,O 0 0 0 0+0
0 0 0 0+0
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Tabela 4 - Atividade antimicrobiana das solugdes de barbatim&o, Endoquil e clorexidina

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

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

Microrganismo/ATCC Substancia/Concentracéo Halo (mm) Média
Aro (mm) + DP
Enterococcus faecalis Barbatimé&o 500 mg/mL 10 10 10 1040
ATCC 4082 1 1 140
Endoquil 10% 9 9 9+0
1 1 1+0
Clorexidina 0,12% 17 16 17 16,7 +0,58
4 4 440
DMSO 0 0 0+0
0 0 0t0
H,O 0 0 0+0
0 0 0+0
Enterococcus faecalis Barbatimé&o 500 mg/mL 10 10 10 10+0
Cepa de campo odont. - 25 1 1 1 140
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
H,O 0 0 0 0+0
0 0 0 0t0
0 0 0 0+0
Haemophilus Barbatimé&o 500 mg/mL 12 13 12 12,3 +0,58
actinomycetemcomitans
ATCC 13717 ) 2 2 2 2£0
Endoquil 10% 9 9 9 910
1 1 1 140
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
H,O 0 0 0 0+0
0 0 0 0+0

Para este trabalho foi usado um extrato hidroalocolico de barbatimdo (EHBB),

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

sd0 o etanol, metanol e/ou a combinagdo deles com &gua, em que a extracdo das

substancias ativas contra 0os microrganismos ocorre de maneira mais efetiva, dentre elas

destacam-se os taninos, compostos fendlicos, flavondides, terpendides, entre outros

(COWAN, 1999)”.
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Sobre a preparacdo e caracterizagcdo de extratos glicdlicos enriquecidos em
taninos a partir das cascas de Stryphnodendron adstringens, ARDISSON et al., em
2009, verificou que apbs a caracterizacdo dos extratos glicdlicos de barbatimao
preparados com diferentes concentracdes de propilenoglicol e &gua, que os solventes
com maiores concentracdes de agua conduzem a extratos mais enriquecidos em
polifendis e taninos, que tém caracteristicas é&cidas. A seletividade de cada sistema de
solventes em extrair especificamente os taninos, provaveis constituintes ativos da droga,
foi determinada a partir do célculo da raz&o entre os teores totais dessas substancias e
dos residuos secos obtidos para cada extrato, 0 chamado indice de seletividade. Esses
resultados sugerem que o solvente de 80% de propilenoglicol é mais especifico para
extrair os taninos da droga vegetal, ou sgja, a incorporacdo de 20% de &gua ao
propilenoglicol conduz a extratos mais enriquecidos em taninos obtidos a partir das
cascas do S.adstringens®.

Na tabela 2, verificou-se que houve atividade antimicrobiana no método de
difusdo em agar, notando-se os diferentes halos de inibic&o. Nesta tabela, verificou-se
que para o trés microrganismos testados, Prevotella nigrescens (ATCC 33563),
Actinomyces naeslundii (cepa de campo), Actinomyces naeslundii (ATCC 19039) os
maiores halos de inibicdo foram da clorexidina a 0,12 (Periogard®), seguidos pelos
halos de inibicdo do barbatimdo (Stryphnodendron adstringens) e pelos halos do
Endoquil (detergente derivado do 6leo de mamona, Ricinus communis). A espécie mais
sensivel dentre as trés representadas nessa tabela foi a Prevotella nigrescens (ATCC
33563), em relacdo as drogas testadas. N&o foram detectados halos de inibi¢do para o
DM SO nem para a agua.

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

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

inibicdo foram também da clorexidina e, em segundo lugar estdo os halos do

barbatim&o. A cepa de campo ndo se mostrou sensivel ao detergente de mamona, ndo

havendo halos de inibi¢do. Segundo atabela, 0 DM SO e a agua também ndo inibiram o
crescimento dos microrgani Smos.

Na tabela 3, os microrganismos apresentaram sensibilidade as substancias

testadas, sendo que os maiores halos de inibi¢cdo foram novamente os halos referentes a

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 néo
mostrou atividade antimicrobiana, o que fica evidente em virtude da auséncia de halos
de inibicéo.

Analisando as trés 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 difusdo (tabelas 2,3
e 4), vamos fazer a representacdo gréfica dos dados da tabela, analisando o desvio
padréo das médias dos halos das amostras (Gréfico 1).

War 'y Titulo do Gréfico Box-Plot

Unidade Desvio padrdo Teste de Difusao

50

a0

30

20

Gréfico 1-Desvio padréo referente as médias dos halos de inibicdo do teste de
difusdo,das solugdes, sendo A- EHBB, B- Endoquil, C- clorexidina, D- DMSO e E a
agua

O eixo Y refere-se aos valores dos hal os de inibic&o. Por este grafico, vemos que
os valores médios dos halos de inibi¢do do barbatim&o foram maiores do que os valores
do Endoquil, e ambos n&o foram maiores do que os valores obtidos pela clorexidina. A
édgua e 0 DMSO ndo apresentaram halos de inibicdo, sendo assim representados pelo

traco horizontal.
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O teste de difusdo em &gar, ou também chamado de difusdo em placas, € um
método fisico, no qual um microrganismo € desafiado contra uma substancia
biol ogicamente ativa em meio de cultura solido e associa 0 tamanho da zona ou halo de
inibicdo de crescimento do microrganismo desafiado com a concentragéo da substancia
ensaiada™. As técnicas de difusdo (por disco, cilindros de ago inoxidavel ou vidro e
perfuragdo em agar ou pogo) sdo testes qualitativos, assim optou-se por usar atécnicade
microdiluicdo, para determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM), que

consiste num teste quantitativo.

O método de diluicdo em caldo considera a relacdo entre a proporgdo de
crescimento do microrganismo desafiado no meio liquido e a concentragdo da
substéncia ensaiada. A avaliacdo é comparada frente a um padréo biolégico de
referéncia. Entende-se por proporcdo a densidade da turbidez provocada pelo

crescimento microbiano 8%,

O méodo fornece os resultados quantitativos e ndo € influenciado pela
velocidade de crescimento dos microrganismos testados. A sua desvantagem € a
dificuldade na deteccdo de contaminacdo da amostra no caso de teste de materiais
clinicos. Como controle, usa-se geralmente um quimiotergpico padréo, que no NOSso
caso foi a clorexidina. JA como controle negativo, 0 meio de cultura com o solvente
usado para dissolucéo da amostra e a suspensdo microbiana(SAHM & WASHINGTON
11, 1991)®%* A microdiluico é feita com microplacas de 96 pequenos pocos, com volume

de meio de culturaentre 0,1 e 0,2 mL.

Os resultados obtidos no teste da CIM, estdo representados na tabela 5.
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Tabela 5 — Resultados obtidos pela técnica microdiluicdo em caldo (CIM) frente aos

mi crorgani smos testados.

Substancia MIC - pg/mL
Microrganismo Controle positivo
(chx) pg/mL
. Barbatimao 250
Prevotella nigrescens
ATCC 33563 Endoquil 250 0,0922
. .. | Barbatimao > 2000
Actinomyces naeslundii
Cepa de campo odont. - 20 Endoquil 1000 0,1844
. .. | Barbatimao 1500
Actinomyces naeslundii 00461
ATCC 19039 - ’
Endoquil <100
Porphyromonas Barbatimao > 2000
gingivalis
Cepa de campo - 100 Endoquil 1000 0,0922
. Barbatimao 1000
Enterococcus faecalis
ATCC 4082 Endoquil > 2000 0,3688
. Barbatimao 350
Enterococcus faecalis
Cepa de campo odont. - 25 Endoquil > 2000 0,3688
Haemophilus Barbatimdo 1000
actinomycetemcomitans
ATCC 43717 Endoquil 1000 0,7375
Porphyromonas Barbatimdo 350
gingivalis
ATCC 33277* Endoquil 1000 0,0461

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

De acordo com os dados da tabela 5, verificamos que as substancias testadas
apresentaram atividade antimicrobiana, sendo que o grupo controle positivo,
representado pela clorexidina, foi 0 que teve os menores valores de CIM. O barbatiméo
e 0 Endoquil tiveram o mesmo valor de CIM frente a Prevotella nigrescens (ATCC
33563), de 250pg/mL, e o mesmo valor frente a Haemophilus actinomycetemcomitans
(ATCC 43717), de 1000pg/mL. O barbatimd& mostrou uma CIM maior que a do

Endoquil contra a espécie Actinomyces naeslundii (tanto para a cepa de campo quanto
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paraa ATCC), e também contra a espécie Porphyromonas gingivalis (cepa de campo).
JA em relacdo as espécies Enterococcus faecalis (ATCC 4082), Enterococcus faecalis
(Cepa de campo) e Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277), o barbatim&o mostrou
concentracfes inibitérias minimas menores que as do Endoquil. Assim sendo, as
substéncias foram eficientes frente as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas

(anaerdbias e anaerdbias facultativas).

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

desvio padréo dos resultados da amostra.

War 'y Titulo do Grafico Baox-Plat
Unidade Desvio Padrdo CIk
2500
2000
1500
1000
500
0 -
A B C

Gréfico 2 — Desvio padréo dos valores obtidos no teste de microdiluicdo (CIM) para as

substancias testadas, sendo A- barbatiméo; B- Endoquil e C- clorexidina.

No gréfico 2, fica claro que para o teste da CIM os vaores obtidos pelo
barbatimdo sdo muito semelhantes aos valores obtidos pelo Endoquil. Os valores
obtidos pela clorexidina foram bem inferiores aos valores da amostra, 0 que comprova
sua eficacia e eficiéncia frente aos microrganismos testados.O eixo Y, vertical, refere-se

aos valores encontrados na determinacéo da CIM de cada substancia.
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Para o teste estatistico, foi usado o programa BioEstat, desenvolvido pelo
Instituto de Desenvolvimento Sustentavel Mamiraua (IDSM), organizacdo social
contratada pelo Ministério da Ciéncia e Tecnologia para cogerir as Reservas de
Desenvolvimento Sustentdvel Mamiraud e Amana (AM) em parceria com o governo do
Estado do Amazonas. O programa esta disponivel na internet, e seu download é

gratuito®.

A seguir, apresentamos as tabela 6 €7, nas quais estdo os dados estatisticos dos
testes que foram realizados (ANOVA) para andlise estatistica dos dados do teste de
difusdo e do teste da concentracéo inibitoria mimina (CIM).

Tabela 6 — Resultados da analise estatistica para o teste de difusdo, com base nas médias
dos halos de inibigéo.

FONTES DE VARIACAO 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: Diferenca Q (p)
Médias(1a 2) = 6.9250 3.8695 ns
Médias(1a 3)= 10.1125 5.6506 <0.01
Médias (1a 4) = 14.2125 7.9415 <0.01
Médias(1a 5)= 14.2125 7.9415 <0.01
Médias(2a 3) = 17.0375 9.5200 <0.01
Médias (2a 4) = 7.2875 4.0720 <0.05
Médias (2 a 5) = 7.2875 4.0720 < 0.05
Médias (3a 4)= 24.3250 13.5921 <0.01
Médias (3 a 5) = 24.3250 13.5921 <0.01

Médias (4a 5)= 0.0000 0.0000 ns
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Tabela 7- Resultad
para determinacéo

os da andlise estatistica dos dados obtidos pelo teste de microdiluicéo
daCIM

FONTES DE VARIACAO GL SQ Qv
Tratamentos 2 58.8 e+05 29.4 e+05
Erro 21 69.9 e+05 33.3e+04
F= 8.8303

(p) = 0.0020

Média (Coluna 1) = 1056.2500

Média (Coluna 2) = 1043.7500

Média (Coluna 3) = 0.2415

Tukey: Diferenga Q (p)
Médias(1a 2)= 12.5000 0.0613 ns
Médias(1a 3)= 1056.0085 5.1773 <0.01
Médias(2a 3) = 1043.5085 5.1160 <0.01

Afim de tornar nossa andlise mais didatica, os resultados das tabelas 6 e 7 serdo

apresentados nos gréficos, 3 e 4.

20—

15

ANOVA - Diferenca entre as Médias

. =001l =001 ______.

=0.01

=0.05 =0.05

Gréfico 3-
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Representacdo dos dados estatisticos para o teste de difusdo
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ANOVA - Diferen¢a entre as Médias

Y
IGO0 - == == == m o m il

=<0.01 <0.01
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Gréfico 4 — Representagdo dos dados estatisticos da microdiluigdo (CIM)

De acordo com a andlise estatistica, ficou claro que no teste de difusdo, um teste
qualitativo, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre o barbatiméo
(valores da coluna 1 da tabela 6) e o Endoquil (valores da coluna 2 da tabela 6). Ao
passo que houve diferenca estatisticamente significante (p<0,01) entre os resultados do
barbatiméo em relacdo a clorexidina e do endoquil em relacéo a clorexidina (valores da
coluna 3 da tabela 6). O gréfico 3 evidencia os resultados e ainda nos deixa claro que o
DMSO e a &gua ndo apresentaram resultados estatisticamente significantes entre s
(colunas 4 e 5 databela 6).

Com relagdo ao teste de microdiluicdo (CIM), a andlise estatistica mostrou que
ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os resultados do barbatiméo e do
Endoquil (colunas 1 e 2 databela 7). O gréfico 4 mostra esse resultado, pelas diferencas
entre as médias (1= barbatim&o e 2= Endoquil), ao longo do eixo horizontal X, onde
estdo as substancias com atividade antimicrobiana do teste (barbatiméo, Endoquil e

clorexidina).
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Os resultados obtidos na determinacdo da CIM foram compativeis com 0s
encontrados na técnica do cilindro pelo méodo de difusdo em &gar, demonstrando que o
EHBB tem um potencial antimicrobiano interessante. Entretanto, ndo existe uma
correlacdo direta entre o tamanho do halo de inibigdo e uma maior ou menor atividade
do extrato testado. Se fosse assim, os graficos 1 e 2 (desvio padréo) e 3 e 4 (ANOVA)
teriam representacdes semel hantes, o que ndo foi demonstrado. Tal fato jafoi observado
em outros estudos, que também testaram a atividade antimicrobiana pelo método de
difusdo em &agar, e correlaciona os maiores halos com uma maior atividade (ALVES et
a. 2000; RAUHA et d., 2000; AHMAD et a., 2001; ANDRADE et d., 2005;
ORLANDO, 2005)%8687.8.73

A falta de correlacdo entre halo de inibicdo e a CIM relacionase com a
velocidade de difusdo da substancia que foi testada. Aquelas substancias de peso
molecular mais baixo difundem-se mais rapidamente do que as substéncias de maior
peso molecular, produzindo halos de inibicdo maiores do que substancias de alto peso
molecular. Dessa forma, mesmo que uma substancia tenha uma excelente acdo
antimicrobiana, se ela possuir um alto peso molecular, possivelmente tera um halo de
inibicao pequeno devido a velocidade de difusdo (BLACK, 2002)%.

Ainda nesse contexto, ELOFF (1988) utilizou a técnica de diluicdo 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 a base do poco, enquanto as de outros permaneceram em
suspens3o™. Outro fato bastante interessante foi o fato de que os compostos presentes
em alguns extratos precipitavam, além do fato de a coloragdo verde da clorofila ter
interferido na andlise final. Apesar destes inconvenientes, 0 método de microplacas
(CIM) € um método barato, cuja reprodutibilidade facilita varios testes a0 mesmo
tempo, é bastante sensivel, requer pequena quantidade de amostra, pode ser usado para

grande nimero de amostras e deixa um registro permanente %%,

Existem relatos da atividade antibacteriana do S. adstringens (que pertence a
familia Leguminosae) contra as espécies P. aeruginosa, E. coli, B. subtilis®™®!. Neste
trabalho, optou-se por bactérias que tenham papel importante no desenvolvimento de

doencas endodénticas (e periodontais).
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No interior do sistema de canais radiculares, a composicdo da microbiota esta
vinculada a fatores e forcas ecoldgicas, entre as quais se destacam 0s nutrientes, a
quantidade de oxigénio disponivel e as interacbes entre os microrganismos. O que
muitos autores chamam de viruléncia, na verdade estéd muito relacionado a essa luta das
bactérias em adaptar-se e sobreviver nas condi¢cbes em que Sse encontram nos canais

radiculares.

A questdo do oxigénio disponivel é fundamental para se entender os casos de
infeccdo necrotica dos canais radiculares. Além desse fato, as bactérias ditas facultativas
consomem O Oxigénio gue resta no interior desses canais tornando o ambiente ainda
mais anaerébio. Com o passar do tempo, a microbiota presente sofre alteracdes na sua

composi¢&o, tornando-se tipicamente anaerdbia, dominada por espécies proteol iticas™.

Analisando a microbiota presente nas infecgbes endodonticas com aguela
presente nas infeccdes periodontais, vemos que muitas espécies encontradas na
chamada periodontite apical estdo presentes nas bolsas periodontais, com agumas
excecOes. O Actinobacillus actinomycetemcomitans é encontrado quase exclusivamente
nas infeccOes periodontais e o Porphyromonas endodontalis nas infecgdes tipicamente
endodénticas (VAN WINKELHOFF et a.,1985; HAAPASALO et al., 1986a; VAN
WINKELHOFF et al., 1988)%94%,

Interessante notar que o Porphyrmonas gingivalis apareceu tanto nas infeccfes
endodonticas como nas periodontais. SUNDQVIST et a., em 1991, verificaram
diferencas entre amostras de Porphyrmonas gingivalis, bactérias muito ligadas as
lesbes avancadas de doenca periodontal e que possuem atividade proteolitica, que
afetam a defesa do hospedeiro. Os fatores C3 e C5 do sistema complemento, assim
como imunoglobulinas, sdo degradados, indicando o poder de interferéncia no sistema
de defesa imunoldgico. Verificaram amostras de P. gingivalis que foram fagocitadas e
outras resistentes a fagocitose, mas esse fato néo teve relagdo direta com a viruléncia

das bactérias, quando foram injetadas subcutaneamente nos animais da pesquisa™.

E sugerido que existe uma relacdio entre os sintomas tipicos da infeccdo
endodontica, como a dor, edema, abscessos, estejam associados a presenca dos
chamados Bacteroides negro-pigmentados, ou como atualmente sdo considerados,
bastonetes anaerdbios Gram-negativos negro-pigmentados. Espécies de Porphyromonas

(negro-pigmentado), Prevotella, Porphyromonas gingivalis e Porphyromonas
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endodontalis estavam presentes em pacientes sintomaticos, enquanto que especies de
Prevotella (P. intermedia, P. denticola e P. loescheei) estavam presentes nos pacientes
sintométicos e assintoméaticos™. Além desse fato, a identificacdo do Porphyromonas
negro-pigmentado, asssm como a identificagdo das espécies de Prevotella no comego do
tratamento endodontico também foi associada a presenca de sintomas ainda na segunda
consulta da terapia. Importante dizer que a tendéncia é de os sintomas desaparecerem

apos o inicio daterapia endodéntica.

Segundo GOMES, et al., 2004, sintomas de infec¢do aguda, tais como dor, dor a
percussdo, edema, foram associados a espécies Gram-negativas, especiamente
Prevotella, Porphyromonas spp. e fusobactérias, de acordo com o que foi encontrado
por outros autores. As bactérias Gram-negativas contém endotoxinas, que podem levar a
producdo de bradicinina, um potente mediador da dor. Relataram que dentes com falhas
no tratamento endodontico estéo associados aos microrganismos facultativos, como o
Enterococcus e o Streptococcus, em concordancia com os achados de MOLANDER et
al.,1998; SUNDQVIST et a.,1998 e PINHEIRO et al.2003. No estudo em questdo, 0s
autores também encontraram falhas no tratamento endoddntico associadas a bactérias

anaerdbias estritas, incluindo P. micros e F. necrophorum?’.

Hoje em dia, v&rios métodos tém sido usados na identificacdo de outros
patdgenos endodénticos, sendo que outras técnicas poderdo ser utilizadas no futuro.
Quanto mais sensivel o método, maior a chance de detectar microrganismos que
inicialmente ndo eram identificados. Entre os métodos mais recentes, destacamos o
método de hibridizacdo DNA-DNA, que através de sondas de DNA permite a
determinacdo simultanea de varias espécies bacterianas em amostras clinicas mdltiplas
ou unitérias, muito Util para pesquisas de cunho epidemioldgico em grande escala.
Entretanto, esse método pode fornecer falso-negativos e falso-positivos e, além disso,

algumas espécies ndo esperadas, ainda podem permanecer néo-detectadas™.

Outro método bastante sensivel € o método de reagdo em cadeia da polimerase
(PCR), que envolve areplicagdo de DNA in vitro. Esse método pode detectar de 1 a 10
células bacterianas huma amostra, o que faz dele um método de 10 a 100 vezes mais
sensivel do que qualquer outro método de identificacdo.O PCR pode ter uma
especificidade Unica, pois cada espécie microbiana possui uma sequéncia particular de
DNA.
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Usando o método de hibridizacdo DNA-DNA e 0 PCR, SIQUEIRA, et a. (2002)
verificaram que o Actinomyces ssp estava presente em 9,4% das amostras, enquanto que
0 Streptococcus ssp estavam presentes em 22,6% e o E. faecalis em 7,5% das amostras
desse estudo. As bactérias Gram-negativas tém sido usualmente associadas com o
desenvolvimento de sinais e sintomas das endodontopatias, mas estudos tém mostrado
gue algumas espécies Gram-positivas, como o E.faecalis e o Actinomyces spp tem sido
encontrados mais frequentemente nas infeccBes persistentes, inclusive nos casos de
falhas e insucessos. Os autores insistem que isso ndo pode ser considerado uma regra, e
no estudo em questdo, eles verificaram que as espécies S. constellatus e Actinomyces
Spp, microrganismos Gram-positivos, estiveram associados com sintomas de doenca

perirradicular™.

GOMES et al. em 2005 identificou, através do método PCR, quatro bactérias
negro-pigmentadas presentes em dentes com polpa necrética Porphyromonas
gingivalis, Porphyromonas endodontalis, Prevotella intermedia e Prevotella nigrescens
foram identificadas com maior freqiiéncia em dentes com pol pa necrosada (néo tratados,
ou com infeccdo priméria) do que em dentes tratados endodonticamente, com falhas ou
insucessos (infecgdo secundaria), apesar do fato de infeccBes primérias apresentaram
sintomas caracteristicos. Nas infecgdes secundérias, essas bactérias negro-pigmentadas
foram identificadas em dentes tidos como sintomaticos ou assintomaticos. O PCR
apresentou melhores resultados na identificacdo de bactérias do que pela técnica de

cultura classica'®.

GOMES et a, 2006 verificou, através do método PCR, que o E. faecalis que
raramente é encontrado nas infecgBes primarias, nos dentes com polpa necrosada, foi
encontrado em 82% das amostras. JA em relacéo a presenca do E. faecalis nos dentes ja
tratados endodonti camente (infecgdes secundarias), essa espécie foi encontrada em 76%
das amostras. 1sso evidencia que esse microrganismo esta presente em vérias fases das
doencas endodbnticas, e aém do mais, quando esté presente em infecgbes secundérias,
significa que conseguiu sobreviver ao preparo quimico-mecanico e aos medicamentos

usados entre as sessies de tratamento endodontico™.

Vemos dessa forma, a importéncia do uso de substancias com atividade
antimicrobiana no tratamento endoddntico. No nosso estudo, verificamos que as

substancias testadas apresentaram atividade contra o E. faecalis e também contra
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bactérias Gram-negativas, 0 que nos leva a crer que essas substancias séo promissoras
no intuito de debelar os microrganismos presentes nas infeccdes endodoénticas,

notadamente quando houver pol pa necrosada.

A importancia de substancias como o Endoquil e o extrato de barbatiméo refere-se a
possi bilidade de tratamentos efetivos com baixos riscos a salide dos pacientes que estdo
em tratamento endoddntico. Recentes trabalhos mostram que o barbatiméo pode ser Util
em varias areas, inclusive no tratamento de crescimento excessivo de pélos, como
demonstrado no trabalho de VICENTE et al.(2009). Neste estudo, ficou clara a acéo
benéfica do creme contendo extrato de Stryphnodendron adstringens, e segundo os
dados obtidos, houve até uma melhora dos quadros de hiperpigmentacdo, foliculite e

acne'®.

A identificac8o e emprego das substancias ativas do barbatimao, podem ser Uteis
na pesquisa de novos irrigantes ou novas medicacdes de uso na Endodontia. No sentido
de pesquisar os compostos fendlicos, que variam no barbatimé&o, assim como em outras
espécies, em funcdo de variagbes sazonais, composicdo do solo, solvente usado na
extracao das fracOes e partes da planta utilizadas, MARINO et al., em 2009, usaram o
acido tanico como composto padrdo para expressar o total de polifen6is contido nos
extratos aquosos de vérias plantas (incluindo o barbatiméo) e verificaram tratar-se de
um método rapido e confidvel na caracterizaco de plantas ricas em polifendis'®,

O &cido tanico, ja foi usado em trabalhos na Endodontia, como verificamos
através dos trabalhos de BITTER (1989,1990)*%’, 0 que nos mostra que existem muitas

possi bilidades de uso do extrato do barbatimao e suas fragdes (em diversos solventes).

Novas pesquisas poderdo dizer se 0 barbatimdo pode ou ndo ser utilizado como
auxiliar da terapia endoddntica. Nosso estudo deixa claro que este material, assim como
o detergente derivado da mamona, tem incriveis propriedades, que se bem aplicadas

podem dar origem a produtos e patentes na &rea odontol gica.
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5. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel chegar as seguintes conclusdes:

1 — As solugBes de extrato hidroalcodlico bruto do Stryphnodendron adstringens
(Mart) Coville (barbatimdo), detergente derivado da mamona (Endoquil®) e da

clorexidina apresentaram atividade antimicrobiana.

2 — Em todos os testes microbiol 6gicos empregados e para todos os microrganismos, a

clorexidina apresentou os melhores resultados.

3- No teste de difusdo em agar, pela técnica do cilindro, os melhores resultados obtidos

foram com a clorexidina, seguidos do barbatiméo e do Endoquil® respectivamente.

4 - Os resultados do teste de microdiluicdo (CIM) mostraram gue entre o barbatimao e o

Endoquil® ndo houve diferencas estati sticamente significantes.
5 - N&o houve correlagdo direta entre os dados dos dois testes usados.

6- O microrganismo Prevotella nigrescens (ATCC 33563) foi o mais sensivel frente as
drogas usadas no teste de difusdo.

7 - O barbatim&o e o Endoquil® tiveram o mesmo valor de CIM frente a Prevotella
nigrescens (ATCC 33563) e o0 mesmo vaor frente a Haemophilus
actinomycetemcomitans (ATCC 43717).
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