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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro medicagdes experimentais formuladas a
partir de plantas do semiarido brasileiro, Schinopsis brasiliensis Engl. e Ximenia americana
L., comparando sua eficAcia com medicacBes comerciais. Foram preparados inicialmente
extratos hidroalcodlicos de seis plantas medicinais (Schinopsis brasiliensis Engl., Ximenia
americana L., Cereus jamacaru DC., Croton campestres ST. Hill, Spondias mombin, Zornia
reticulata SM.), os quais foram submetidos a um screening microbiologico frente a
Enterococcus faecalis pelo método de diluicdo em &gar, técnica do cilindro. Os dois extratos
de maior eficécia, Schinopsis brasiliensis Engl. e Ximenia americana L., foram nebulizados e
sua poténcia foi avaliada através do mesmo método. Em seguida foi realizada a contaminacgao
in vitro dos elementos dentarios com E. faecalis por 60 dias, com o crescimento bacteriano
comprovado através da Microscopia Eletronica de Varredura, Microscopia Optica e de testes
microbioldgicos. Decorrido o periodo de inoculacdo, os elementos dentarios foram irrigados,
secos e preenchidos com diferentes medicamentos: 1 — pasta experimental de S. brasiliensis, 2
— pasta experimental de X. americana, 3 — pasta comercial Calen® e 4 — pasta CTZ. A
remocdo das pastas e a leitura dos resultados foram realizadas ap6s 8 e 28 dias da sua
aplicacdo. Os resultados obtidos mostraram que a pasta formulada a base da X. americana
apresentou maior eficacia e foi capaz de inibir o crescimento de E. faecalis ap6s 28 dias de
tratamento, quando comparado com as outras pastas testadas, com exce¢do da CTZ que
apresentou os melhores resultados durante todo o periodo de tratamento.

Palavras-chave: Enterococcus faecalis; Endodontia; Fitoterapia; Produtos com Acéao
Antimicrobiana; Hidréxido de Calcio.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate in vitro experimental drugs made from
plants of the Brazilian semiarid region, Schinopsis brasiliensis Engl. and Ximenia americana
L., comparing its effectiveness with commercial medications. Hydroalcoholic extracts were
prepared from six medicinal plants (Schinopsis brasiliensis Engl., Ximenia americana L.,
Cereus jamacaru DC., Croton campestres ST. Hill, Spondias mombin, Zornia reticulata SM.),
which were subjected to an Enterococcus faecalis microbiological screening by agar dilution
method, cylinder technique. The two groups of greater efficiency, Schinopsis brasiliensis
Engl. and Ximenia americana L., were nebulized and potency was evaluated by the same
method. In vitro contamination with E. faecalis was performed in teeth for 60 days with
bacterial growth evaluated by scanning electron microscopy, optical microscopy and
microbiological tests. After the inoculation period, the teeth were irrigated, dried and filled
with different drugs: 1 - experimental S. brasiliensis paste, 2 - experimental X. americana
paste, 3 - Calen ® paste and 4 — CTZ paste. The pastes removal and analysis of the results
were performed after 8 and 28 days after their application. The results showed that the X.
americana paste had greater efficacy and was able to inhibit the growth of E. faecalis after 28
days of treatment, compared with the other studied pastes, with CTZ exception, that presented
the best results during the entire treatment period.

Keywords: Enterococcus faecalis; Endodontics; Phytotherapy; Products with Antimicrobial
Action; Calcium Hydroxide.
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1. INTRODUGCAO

O principal objetivo da odontologia é manter ou melhorar a qualidade de vida dos
pacientes. Este objetivo pode ser conseguido pela prevencdo de doencas, pelo alivio da dor,
aperfeicoamento da eficiéncia mastigatoria, aprimoramento da fonética e pela melhor
aparéncia. Para alcancar muitos desses objetivos ha necessidade da reposicéo ou alteracdo da
estrutura dentaria existente. Sendo assim, o principal desafio tem sido o desenvolvimento e a
selecdo de materiais que sejam biocompativeis e que suportem as condicGes adversas do
sistema estomatognatico, entre elas a acdo das inimeras bactérias que compdem a flora bucal
(MATTOS et al., 2008).

O ramo da odontologia responsavel pelo estudo de doencas e alteracfes na polpa do
dente é conhecido como Endodontia. O tratamento para remoc¢do da polpa é chamado de
tratamento endodontico, e muitas vezes sd80 necessérias diversas sessfes para que O
tratamento seja concluido (SOLANKI, 2012).

Na literatura ndo ha evidéncia de que a instrumentacdo mecanica sozinha tenha
capacidade de eliminar completamente as bactérias do sistema de canais radiculares. Para
auxiliar essa instrumentacdo € necessario algo que possa neutralizar 0s microrganismos
presentes no interior dos canais radiculares, como o uso de irrigantes e medicages intracanal
utilizadas entre as sessdes do tratamento (MITTAL e JAIN, 2012).

A medicacao intracanal utilizada em Endodontia é indicada com o objetivo de eliminar
microrganismos que sobreviveram ao preparo do canal, controlar o exsudato persistente e
possuir acdo destrutiva aos osteoclastos presentes na reabsorcdo radicular externa. Desta
forma, esta medicacdo deve apresentar algumas caracteristicas como ser inofensivo aos
tecidos periapicais, ser reabsorvido quando extravasado, possuir propriedades anti-sépticas,
ser manipulado com facilidade, possuir adesdo satisfatoria as paredes dos condutos
radiculares, ndo pigmentar o dente e ser de baixo custo. Entretanto nenhum medicamento
capaz de preencher todos esses requisitos foi desenvolvido (KRAMER et al., 2000;
BASRANI et al., 2004; CUNHA et al., 2005; RAMOS et al., 2012).

As bactérias estdo diretamente relacionadas aos casos de insucessos no tratamento
endodéntico (RICUCCI, SIQUEIRA, 2008). Love (2001) relata que em diversos estudos
houve um aumento nos niveis de resisténcia aos antimicrobianos, como o que ocorre com 0

microrganismo Enterococcus faecalis, capaz de sobreviver nos tabulos dentinérios e de
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reinfectar um canal obturado. De acordo com Pinheiro et al. (2003), ha uma maior prevaléncia
desta espécie em dentes com tratamento falho, inclusive em casos onde o retratamento foi
realizado.

Um material classicamente empregado em Endodontia, desde sua introducdo por
Hermann em 1920, é o hidroxido de célcio, que é uma substancia alcalina, com pH
aproximado a 12,5, o qual dissocia-se em ions de calcio e hidroxila. Apresenta propriedades
bioldgicas satisfatorias, como atividade antimicrobiana, inibicdo da reabsorcdo dentaria, e
inducdo de remineralizacdo, sendo recomendado para diversas situacdes clinicas. Entretanto,
sua atividade é questionada contra o Enterococcus faecalis, um dos microrganismos mais
resistentes nas infeccbes endodonticas (ESTRELA et al., 1994; FULZELE et al., 2011,
REZENDE et al., 2011), sendo necessaria a busca de novos materiais que possuam tal acao
contra este e outros microrganismos presentes nas infecgdes endodonticas.

O mercado que envolve a medicina natural tem gerado grande circulagdo de capital,
incentivando as industrias farmacéuticas a investir na descoberta de novas substancias de
valor terapéutico. Os medicamentos fitoterapicos sdo aqueles obtidos empregando-se
exclusivamente matérias-primas ativas vegetais. Sdo caracterizados pelo conhecimento da
eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua
qualidade. Devem ser produzidos de forma a garantir a qualidade, seguranca e eficacia
terapéutica do usuario, entretanto, a sua efetividade é o resultado de uma longa cadeia de
fatores: pesquisa e desenvolvimento, producdo, controle da qualidade, distribuicéo,
informac@es confidveis para profissionais de salde e publico, diagnéstico, prescricdo, acesso
financeiro, dispensacéo, adesdo ao tratamento e farmacovigilancia (PECOUL et al., 1999).

No semiarido brasileiro, regido que ocupa 11,5% do territério nacional, estima-se
haver oito mil espécies vegetais. Diante dessa vasta biodiversidade e da necessidade da
descoberta de novas moléculas bioativas é de fundamental importancia o estudo
farmacologico da flora dessa regido, ainda pouco estudada sob esse aspecto (NOVAIS et al.,
2003).

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi realizar um estudo comparativo da eficacia
in vitro entre pastas intracanal comercializadas e formuladas, tendo como matéria-prima
extratos vegetais, trazendo a possibilidade da bioprospeccdo de novos produtos de uso

endodoéntico desenvolvidos a partir de plantas medicinais do semiarido brasileiro.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Infec¢bes Endodénticas

Os cirurgides-dentistas, ao realizarem um tratamento endodontico, precisam lancar
mao de meios adequados para eliminar ou reduzir o nimero de bactérias situadas no interior
dos canais radiculares, principalmente em dentes com necrose pulpar. A cadeia asséptica deve
ser mantida durante todas as fases do tratamento para que o ambiente no interior do canal
radicular seja adequado e permita o reparo dos tecidos periapicais (TOMAZINHO et al.,
2007; KANUMURU et al., 2012).

A reducdo bacteriana dentro do sistema de canais € conseguida através da limpeza
mecanica e quimica. A dificuldade encontrada no tratamento endodéntico em tornar os canais
radiculares um meio livre de microrganismos esta relacionada a complexidade e a morfologia
dos canais, com a presenca de istmos, ramificacfes, reentrancias e tGbulos dentinarios,
impedindo uma correta limpeza e sanificacdo. O sistema de canais radiculares varia de acordo
com a posicao e caracteristicas de cada elemento dentéario, e a presenca dessas alteracGes ao
longo do canal radicular propicia um local de protecdo aos microrganismos diante da acédo do
preparo quimico-mecanico (LEONARDI et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010; VIDANA et
al., 2011, KANUMURU et al., 2012).

Bactérias e seus produtos metabdlicos sdo considerados agentes etioldgicos primarios
da mortificacdo pulpar e da lesdo periapical, desta forma, sua eliminacdo é de vital
importancia no sucesso da terapia endodéntica (TOMAZINHO et al., 2007; TAVARES et al.,
2011). Estudos identificaram mais de 700 espécies de bacterias presentes na cavidade oral e
gualquer paciente pode apresentar uma variedade entre 100 a 200 espécies diferentes
(PASTER et al., 2006). Devido & natureza polimicrobiana das infec¢bes endodonticas,
diversos estudos tém sido feitos para verificar quais as bactérias mais frequentemente
relacionadas a infeccdo primaria, e aos casos de insucesso na terapia.

A maior parte destas infecgdes sdo mistas, com predominio de bactérias anaerobias.
Entretanto, uma das espécies de bactérias frequentemente encontradas em canais radiculares
de dentes submetidos a tratamentos endodoénticos € o Enterococcus faecalis, que é uma
bactéria Gram-positiva anaerobia facultativa. Em estudos anteriores, E. faecalis foi a bactéria

mais presente em casos de insucesso endodontico, sendo isoladas de patologias relacionadas a
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canais radiculares (MOLANDER et al., 1998; PINHEIRO et al., 2003a; PINHEIRO et al.,
2003b; DOTTO et al., 2006; SAKAMOTO et al., 2007).

As infeccdes endodbnticas que apresentam E. faecalis representam um problema para
0 tratamento devido a capacidade dessa bactéria poder existir como cultura pura, sem o
suporte de outro microrganismo, e devido aos seus fatores de viruléncia e resisténcia a
antibiodticoterapia (VIDANA et al., 2011). Esse microrganismo também pode resistir a
situacOes extremas, inclusive a ambientes que seriam tdxicos para muitas bactérias, incluindo
os com alto teor de sal, temperaturas extremas (15 — 60°C), e corantes como o azul de
metileno a 0,1% (HUBBLE et al., 2003).

O E. faecalis exibe uma plasticidade genética que lhe permite habitar em diferentes
locais devido a sua capacidade de expressdo ou supressdo de diferente genes (FISHER e
PHILLIPS, 2009). Esta bactéria possui a capacidade de sintese de peptideos antibacterianos,
também conhecido como enterocinas, 0 que poderia ser uma vantagem extra para persistir em
um ambiente colonizado por diferentes microrganismos que competem pelos nutrientes, como
é o0 caso da microbiota oral (PADILLA et al., 2012). Também possui uma capacidade de
invadir tabulos dentinarios podendo penetrar em até 1000 pum, dificultando sua remogéo e
fazendo com sejam capazes de resistir ao preparo mecéanico do canal radicular (DISTEL et al.,
2002; KANUMURU et al., 2012). Estudos mostram a capacidade de colonizagéo e formacéo
de biofilme em canais radiculares de dentes humanos, sendo as bactérias capazes de
sobreviver em ambientes com baixa disponibilidade nutricional, para crescerem quando a
nutricdo estiver favoravel (DISTEL et al., 2002; GEORGE et al., 2005; WANG et al., 2011).

A escolha do E. faecalis como microrganismo teste em diversos estudos, esta
explicado pela sua resisténcia em casos de tratamento endodontico falho, em que apenas a
instrumentacdo e irrigacdo do canal radicular ndo sdo suficientes para sua eliminagdo e
desinfeccdo durante o tratamento, além disso, é capaz de suprimir a acdo dos linfdcitos e de
formar biofilmes, resistindo a a¢do de anticorpos e antibioticos, contribuindo para a falha no
tratamento endodontico (KANUMURU et al., 2012).

Outro fator de patogenicidade desse microrganismo é a producdo de proteases, como a
gelatinase e a serina protease. A gelatinase é uma enzima que possui a funcdo de eliminar
proteinas defeituosas da superficie da célula bacteriana (WATERS et al., 2003; SALAH et al.,
2008). Testes fenotipicos demonstram que 70% das cepas de E. faecalis sdo capazes de

produzir gelatinase (SEGLEY et al., 2005), entretanto seu gene pode ser encontrado em
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apenas 37,5% das cepas isoladas in vitro (SALAH et al., 2008). Estudos indicam que a
expressdo do gene gelatinase contribui para o aumento da disseminacdo da bactéria e foi
associado com um aumento da adesdo entre o E. faecalis e a dentina in vitro (HUBBLE et al.,
2003; WATERS et al., 2003).

Acredita-se que a serina protease também é responsavel pela adesividade do E.
faecalis com a dentina, com a capacidade de permanecer estavel e ativa em um longo
intervalo de pH elevado, sugerindo que mesmo em um ambiente alcalino estas serinas
proteases permanecem ativas. A serina protease € uma enzima segregada, por isso seu papel
na aderéncia ndo é prontamente aparente, podendo ser responsavel por uma adesdo indireta,
expondo sitios de ligacdo para as adesinas do E. faecalis ou modificando as adesinas
(HUBBLE et al., 2003).

A substancia de agregacdo presente na superficie da E. faecalis é demonstrada in vivo
na formacgdo de grandes agregados e podem contribuir para a patogénese dessa bactéria. A
presenca dessa substancia aumenta a hidrofobicidade da célula, atrasando ou prevenindo a
fusdo com lisossomos. Outra proteina presente na superficie da E. faecalis € a adesina de
colageno de E. faecalis, que tem sido relacionada a ligacdo ao colageno e a dentina (HUBBLE
et al., 2003; SALAH et al., 2008). A proteina expressa em células enterocéccicas, € outro fator
de viruléncia presente na E. faecalis, que promove adeséo, colonizacdo e evasao do sistema
imune, contribuindo também para a sua resisténcia antimicrobiana (OLSEN et al., 2012;
PADILLA et al, 2012).

Os fatores de viruléncia relatados ajudam a explicar a resisténcia do E. faecalis aos
antibioticos, que podem sofrer variagdes no padrdo de resisténcia, dependendo da area
geografica e do sitio onde ocorre a infeccdo. No estudo realizado por Salah et al. (2008) é
visto que isolados de E. faecalis foram sensiveis ao cloranfenicol, ampicilina, vancomicina,
ciprofloxacina e teicoplanina, mas que eram menos sensiveis a eritromicina. Estudos
realizados por Pinheiro et al. (2004), mostraram que isolados de espécies orais de E. faecalis
foram sensiveis in vitro a amoxicilina, amoxicilina associada ao acido clavulénico, e sensiveis
em menor grau a eritromicina, moxifloxacina, cloranfenicol, tetraciclina, doxiciclina e
ciprofloxacina.

O canal radicular devido a sua baixa vascularizacdo é normalmente inacessivel ao
sistema imune. Casos de infec¢des endodonticas pobremente tratadas podem evoluir para uma

infeccdo sistémica ou uma endocardite bacteriana em individuos debilitados (GEIJERSSTAM
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et al., 2006). Solugdes irrigadoras sdo utilizadas como coadjuvante na terapia endododntica
com o0 objetivo de eliminar as bactérias que sobreviveram o preparo mecanico. Solucdes
irrigadoras como a agua ozonizada, 0zonio gasoso, hipoclorito de sodio a 2,5% e clorexidina
a 2% foram utilizadas em canais infectados com E. faecalis por 60 dias, sendo que nenhuma
solugdo demonstrou efeito antimicrobiano por um tempo de contato de 20 minutos
(ESTRELA et al., 2007).

Existe grande dificuldade na eliminacdo das bactérias do género Enterococcus do
interior dos canais radiculares, sendo o E. faecalis capaz de sobreviver sozinha, adaptando-se
as situacOes adversas. Normalmente o E. faecalis ndo se encontra no primeiro contato, mas
podem penetrar nos canais por microfraturas em restauracdes inadequadas levando a
contaminacdo dos canais dentarios, e sua remocao é dificultada pela sua resisténcia ao preparo
quimico-mecanico e ao hipoclorito de sodio (ZENDER, GUGGENHEIM, 2009).

2.2. Medicacao intracanal

A eliminacédo de bactérias € um dos principais objetivos do tratamento endoddntico, e
objetivando a reducdo de microrganismos no interior do canal radicular, é necessaria uma
medicacdo que possa agir como medida auxiliar na etapa de preparo para o controle das
infeccdes endoddnticas. Em razdo disso, a odontologia vem realizando inimeros estudos com
diferentes formulacGes e medicacdes intracanais na busca de um farmaco que proporcione
melhores propriedades antimicrobianas e seja biologicamente compativel (OLIVEIRA et al.,
2010).

Para que essa medicacdo seja adequada & pratica endodéntica, é necessario que ela seja
de facil manipulagdo e facilmente inserida e removida nos canais dentarios, favorecendo o
contato com os tecidos; como também que tenha capacidade de atuar a distancia, tendo em
vista tanto o efeito antimicrobiano, quanto a capacidade de atuar contra reabsorcoes
dentinéarias radiculares (BASRANI et al., 2004; CUNHA et al., 2005; RAMOS et al., 2012).

O hidroxido de célcio ha muito tempo vem sendo a medicacdo de primeira escolha na
terapia endodontica, possuindo baixa solubilidade em agua. Apresenta-se sob a forma de um
po branco e é uma excelente substancia utilizada como medicacéo intracanal devido as suas

caracteristicas bioldgicas. A atividade antimicrobiana, seu potencial de induzir a formacéo de
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tecido mineralizado e a capacidade de reparacdo tecidual sdo qualidades importantes para o
tratamento endodontico, justificando a recomendagédo do seu uso (ESTRELA, HOLLAND,
2003; PANZARINI et al., 2012).

A eficécia intracanal do hidréxido de calcio é bem aceita, mas a duracdo da terapia é
importante e deve ser respeitada, pois a alcalinizagdo da dentina depende da penetracédo de
ions hidroxila nos seus tubulos, podendo ser atrasado pela habilidade de tamponamento que a
dentina apresenta. Para que a terapia com o hidréxido de célcio seja eficaz, é necessario que o
medicamento permaneca no canal por tempo suficiente até alcancar e eliminar as células
bacterianas, agindo a distancia e neutralizando os residuos de agentes agressivos, podendo
demorar de duas a quatro semanas para que o efeito da alcalinizacdo seja alcangado, o que
altera o crescimento, o metabolismo e a divisdo celular bacteriana (ESTRELA et al., 1999;
CAMARGO et al., 2003; PANZARINI et al., 2012).

As propriedades antimicrobianas do hidréxido de calcio podem ser atribuidas ao seu
potencial alcalino e sua habilidade de destruir a membrana citoplasmatica, causando danos no
DNA bacteriano. A capacidade de desnaturar proteinas leva a inibicdo de enzimas essenciais a
células bacterianas. O potencial mineralizador e reparador do hidroxido de calcio ocorrem
devido a sua acdo sobre a fosfatase alcalina, ativando enzimas teciduais, produzindo o efeito
mineralizante através da migracdo e diferenciacdo celular (ESTRELA et al., 1995; AN et al.,
2012; DELGADO et al., 2012; SADHASIVAM et al., 2012).

Estrela e Holland (2003) fizeram uma retrospectiva da literatura sobre o hidroxido de
calcio, e concluiram que sempre que possivel é necessario tempo a pasta de hidroxido de
calcio para manifestar seu potencial de acdo, e que esta pasta possui um amplo espectro de
acao, independente da capacidade de metabolizacdo dos microrganismos, ja que o sitio de
acdo dos ions hidroxila e célcio presentes na medicacdo incluem as enzimas presentes na
membrana citoplasmatica, promovendo a inativacdo dessas enzimas.

E importante considerar alguns fatores no uso do hidréxido de calcio como medicacéo
intracanal, principalmente os relacionados com a duracdo da terapia e a associagdo de
substancias ao hidroxido de calcio. Para ser usado como pasta intracanal, o hidroxido de
calcio necessita de um veiculo que determina a velocidade de sua dissociacdo em ions calcio e
hidroxila, e sua capacidade de solubilizacdo nos tecidos apicais (CAMARGO et al., 2003;
PANZARINI et al., 2012).
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Diferentes substancias adicionadas ao hidréxido de célcio visam melhorar algumas de
suas propriedades, como sua acdo antimicrobiana, a taxa de dissociagdo i0nica, suas
propriedades fisico-quimicas, sua biocompatibilidade, potencializando suas caracteristicas e
viabilizando sua utilizacdo. O melhor veiculo para cada caso deve ser analisado, verificando-
se também se o pH alcalino inativa as substancias utilizadas na pasta (CAMARGO et al.,
2003; ESTRELA, HOLLAND, 2003; PANZARINI et al., 2012). O veiculo em que o
hidroxido de célcio é utilizado desempenha um importante papel de suporte, dando as pastas
importantes caracteristicas quimicas como dissociacdo, difusdo e a habilidade de penetrar e
preencher os canais, fornecendo importante potencial antimicrobiano e remineralizador
(ESTRELAZetal., 1999; LIMA et al., 2012).

A pasta de hidroxido de calcio pode ser preparada com diferentes veiculos, como a
solucdo aquosa de metilcelulose, adgua destilada, solucdo fisioldgica, solucdo anestésica,
polietilenoglicol, propilenoglicol, paramonoclorofenol canforado e dleo de oliva. O veiculo
ideal deve permitir uma libertacdo gradual e lenta dos ions de calcio e hidroxila. Baseado nas
propriedades quimicas possuidas pelo hidréxido de célcio quando associados a veiculos
aquosos e oleosos, alguns autores indicam o uso de veiculos hidrossoliveis como agua
destilada e solucdo salina, para potencializar suas propriedades (ESTRELA et al., 1995;
SONODA et al., 2002; FULZELE et al., 2011).

Apesar de suas excelentes propriedades bioldgicas, o hidroxido de calcio possui
algumas desvantagens, como a longa duracdo do tratamento, pois a liberacdo de ions e a
alcalinizacdo do meio necessitam de tempo. Também ¢é relatado o enfraquecimento da
estrutura dental ap0s a terapia prolongoda e a resisténcia de alguns microrganismos
(DOMINGUES et al., 2005; ROSEMBERG et al., 2007; FULZELE et al., 2011).

A avaliacdo da eficicia antimicrobiana de medicamentos intracanal baseados em
hidroxido de célcio frente a cepas de E. faecalis foi avaliado por Lima et al. (2012), ao
utilizarem a pasta Calen® isolada, associada com paramonoclorofenol canforado e a pasta
associada com clorexidina. Todas as pastas reduziram a presenca de E. faecalis, com melhores
resultados com a associacdo do hidréxido de calcio com o paramonoclorofenol canforado ou
com a clorexidina.

Em estudo realizado por Silveira et al. (2011), para verificar as propriedades
antimicrobianas in vitro de quatro pastas com formulacbes a base de hidroxido de célcio

contra E. faecalis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Streptococcus mutans,
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encontraram como resultado que o E. faecalis foi o microrganismo mais resistente as pastas
estudadas. No estudo de Javidi et al. (2011), apesar do hidréxido de célcio conseguir diminuir
a concentracdo de unidades formadoras de colbnias de E. faecalis, ele ndo foi capaz de
eliminar o microrganismo dos canais radiculares de dentes humanos em estudo in vitro.

Como citado anteriormente, o veiculo é capaz de mudar as propriedades do hidréxido
de célcio, podendo potencializar ou diminuir seus efeitos. Preparo de pastas associando
hidroxido de calcio com glicerina ndo apresentaram nenhum efeito contra E. faecalis (TURK
et al., 2009).

Estudo realizado por Pavaskar et al. (2012), para avaliar a eficacia de medicacGes a
base de hidréxido de calcio, como a pasta Vitapex® (hidréxido de célcio + iodoférmio),
linezolida e uma combinacdo de linezolida com hidroxido de calcio, contra E. faecalis em
pré-molares humanos extraidos; verificaram que o antibiotico linezolida isolado foi 0 mais
eficiente contra o E. faecalis, seguido da combinacdo deste antibidtico com o hidréxido de
célcio, do hidroxido de célcio isolado e da Vitapex®.

Delgado et al. (2012) em estudo para avaliar a eficacia do hidréxido de calcio e da
clorexidina gel na eliminacdo de E. faecalis intratubular, observou que ambos 0s grupos
apresentaram reducao significativa nas unidades formadoras de colénias e na porcentagem de
celulas bacterianas viaveis. Os resultados mostraram que a atividade da clorexidina gel é
superior ao hidroxido de calcio, e que a adi¢cdo do hidréxido de calcio a clorexidina mostra
atividade antimicrobiana semelhante ao da clorexidina isolada.

Madhubala et al. (2011) verificou a atividade do extrato etandlico de prépolis como
medicag&o intracanal e comparou com hidroxido de calcio e com uma mistura de antibidticos
contendo ciprofloxacina, metronidazol e minociclina. A bactéria utilizada para teste também
foi a E. faecalis, e os resultados mostraram que em apenas dois dias a prépolis foi capaz de
reduzir a quantidade de cepas presentes, seguida pela mistura de antibidticos e com o
hidroxido de calcio apresentando os piores resultados.

Outra pasta utilizada em endodontia é a pasta CTZ, composta de cloranfenicol,
tetraciclina, 6xido de zinco e eugenol, sendo indicada para uma técnica de endodontia em que
ndo é necessaria a instrumentacdo dos canais radiculares. Sua composicao é de uma parte de
cloranfenicol (500 mg), uma parte de tetraciclina (500 mg), e duas partes de 6xido de zinco (1
g) e uma gota de eugenol (GONZALEZ-NUNEZ et al., 2010). Essa pasta diminui os custos
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envolvidos na técnica classica da endodontia e possui um protocolo de simples execucéo,
podendo ser indicada independente do diagnostico pulpar (OLIVEIRA, COSTA, 2010).

Cappielo (1964) preconizou o tratamento pulpar de dentes deciduos com a pasta CTZ,
mostrando que em sete meses de controle, nenhuma alteracdo patoldgica foi detectada nos
dentes tratados no estudo, com resultados clinicos, radiograficos e atividade antimicrobiana
satisfatorios.

Avaliando a atividade antimicrobiana da pasta CTZ, ela apresenta resultados
favoraveis contra Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus subtilis e Candida albicans. Devido a sua composicdo com dois antibiéticos de
amplo espectro de acdo e da presenca do 6xido de zinco e eugenol que também possuem acéo
antimicrobiana, esta pasta apresenta 6timos resultados frente a microrganismos da cavidade
bucal, sejam eles bactérias gram-positivas, gram-negativas ou até mesmo fungos (PIVA et al.,
2009; GONZALEZ-NUNEZ et al., 2010).

Amorim et al. (2006) em estudo para avaliar a acdo antimicrobiana da pasta CTZ,
realizou ensaios pelo método de difusdo em agar e pelo teste de contato direto. Neste estudo,
foram utilizadas cepas E. faecalis, S. aureus, P. aeruginosa, B. subtilis e C. albicans, sendo
testadas alem da CTZ, as pastas Guedes-Pinto, a de hidroxido de célcio, a OZE e a Vitapex®.
Os resultados mostraram que pelos dois métodos a pasta CTZ obteve os melhores resultados
nos microrganismos avaliados. Pecoraro e Reis (1999) também avaliaram a atividade
antimicrobiana da pasta CTZ pelo método de disco-difusdo em amostras de 25 dentes
deciduos com necrose pulpar que foram inoculados em meio agar-sangue, e apos 24 horas, a
microbiota foi semeada em meio Agar Muller Hinton com discos de papel, contendo a pasta
CTZ. O resultado demonstrou gque a pasta foi eficiente em 21 das 25 amostras.

2.3. Fitoterapia

Plantas tém sido utilizadas para fins terapéuticos em diferentes culturas por muitos
séculos. O interesse popular no uso de plantas medicinais e o desenvolvimento de
medicamentos a partir dessas plantas tém crescido consideravelmente nos dltimos anos. A
necessidade de garantir o uso sustentavel dos recursos naturais associada com a preocupacédo
da perda de biodiversidade gera uma busca de compostos bioativos com propriedades

medicinais, e plantas que possam ser fontes potenciais de compostos com propriedades
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favoraveis. O interesse por medicamentos fitoterdpicos tem sido visado também pela
comunidade cientifica, que procura uma alternativa para os farmacos ja existentes, que possua
menos efeitos indesejaveis, facil aceitacdo pela comunidade e que tenha custo reduzido
(VOSS et al., 2006; ALBUQUERQUE et al., 2007; SARAIVA et al., 2011).

A descoberta de novos compostos bioativos, também chamados de principios ativos, é
de grande importancia para a odontologia, pois infec¢des na cavidade bucal sdo frequentes,
sejam de origem bacteriana ou fungica. Além do E. faecalis, outras bactérias como o
Streptococcus mutans e o Staphylococcus aureus estdo associados a problemas endoddnticos e
periodontais, além de serem microrganismos envolvidos na carie dentaria (SILVEIRA et al.,
2011). Além do composto bioativo a planta dispde do fitocomplexo, um conjunto de todas as
substancias presentes, que atua simultaneamente com o principio ativo, podendo ser
influenciada por fatores enddgenos ou exdgenos ao vegetal (CAPASSO et al., 2000). Apesar
de o Brasil possuir uma grande biodiversidade, com grande potencial fitoterapico, hd uma
caréncia de estudos que avaliam o uso de extratos e produtos vegetais para fins odontolégicos
(PEREIRA et al., 2011).

Existe uma grande variedade de plantas medicinais com potencial terapéutico.
Algumas delas sdo capazes de realizar a sintese de metabolitos secundarios como substancias
de defesa frente a microrganismos, como bactérias, fungos, parasitas, virus e outros agentes.
Os metabdlitos sintetizados possuem composicdo quimica variada, mas sabe-se que
compostos como terpendides (monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e saponinas),
compostos fendlicos (fendis simples, taninos, dibenzofuranos e flavonoides), compostos
nitrogenados (alcaldides, polipeptideos ciclicos, glicosideos), cumarina e canfora, possuem
atividade antimicrobiana (SIMOES et al., 2003; RESCHKE et al., 2007).

Na regido Nordeste do Brasil conhecimento tradicional sobre plantas medicinais tem
desempenhado um papel importante na medicina popular (SIQUEIRA et al.,, 2012). A
Caatinga, bioma exclusivo do Brasil, consiste no tipo de vegetacdo predominante do
semiarido brasileiro, composta de vegetacdo xeréfila de porte arbdreo, arbustivo e herbaceo
onde é encontrado uma diversidade de espécies de plantas nativas. Esse bioma oferece uma
variedade de recursos de plantas e animais para a sobrevivéncia dos habitantes daquela regido,
e a grande variedade da vegetacédo é utilizada na medicina tradicional, com o uso de cascas,
folhas, frutos, sementes e raizes (DAMASCENO et al., 2010).
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Dentre a diversidade de plantas existentes na Caatinga, destaca-se uma planta da
familia Anacardiaceae, chamada Schinopsis brasiliensis Engl., popularmente conhecida como
BraGna. E uma planta importante para a populacdo da regido, pois é utilizada como
medicamento natural e suas diferentes partes, como casca, tronco, folha e frutos tém sido
utilizadas em medicina popular para diversas patologias, incluindo gripe, febre, tosse e
diarreia (ALBUQUERQUE, 2006; AGRA et al., 2007; ALBUQUERQUE et al., 2007).

S. brasiliensis Engl. apresenta como principais compostos do metabolismo secundario:
tanino pirogalico, resina, fendis, flavonodides, leucocianidina, flavona, alcal6ide, albumina e
aldeido (DANTAS, 2002). Em estudo sobre o conhecimento boténico tradicional em uma
comunidade rural situada no agreste do estado de Pernambuco, foram identificadas mais de
108 espeécies de plantas distribuidas em 10 categorias. Dentre essas espécies, a S. brasiliensis
foi mencionada como de uso medicinal e comestivel (ALBUQUERQUE, ANDRADE, 2002).

O efeito antimicrobiano do extrato seco de partes de algumas plantas, entre elas a S.
brasiliensis Engl., foi testado sobre varias espécies de bactérias. S. brasiliensis apresentou a
melhor atividade sobre todas as cepas de S. aureus, sendo o extrato metan6lico mais ativo
(SARAIVA, 2007).

Extratos hidroalcodlicos da S. brasiliensis foram testados contra bactérias da cavidade
oral, obtendo halos de inibicdo favoraveis contra Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus
oralis, Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis (SILVA, 2011; SILVA et al. 2012).
Acredita-se que a atividade antimicrobiana e antioxidante encontrada em S. brasiliensis esta
relacionada com a concentracdo de componentes fendlicos presentes, particularmente nos
taninos, que representam 55 % do teor de fenolicos totais (SARAIVA et al., 2011). Plantas
usadas como antimicrobianos proporcionalmente apresentam niveis mais altos de taninos
guando comparados a plantas que sdo utilizadas como antidiarreicas ou antidiabéticas
(SIQUEIRA et al., 2012).

A espécie Croton campestris A. trata-se de arbusto 1,0-1,5m alt., ereto, ramos
cilindricos e indumento denso estrelado (MEDEIROS et al., 2008). Apresenta largo uso
popular devido ao seu carater depurativo, utilizado no combate a escrofulose, doencas
venéreas, impigens, tumores, moléstias de pele, reumatismo, Ulcera do Utero, diarreia e
artritrismo (MATIAS et al., 2010 ). O género Croton possui grande quantidade de diterpenos:
velamolona, velamona e acetato de velamolona. Alguns trabalhos ainda indicam a presenca de

quatro flavondides O-glicosilados na espécie Croton campestris A. (SANTOS et al., 2005).
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Este género detém também expressiva relevancia econdémica, alicercada em seu conteido de
6leos essenciais e diversas substancias ativas como terpendides e alcaldides.

Croton ¢ oriundo do grego crston que significa “carrapato” (Ixodes ricinus L.) uma
alusdo a semelhanca das sementes de seus representantes com aquele inseto (BENIGNI,
1968). Nomes populares da Croton campestris — “Velame”, “velame-do-campo” (BA, MG);
“velame-de-bode” (BA). Quanto a sua distribuicdo geografica e habitat podemos citar —
Bahia, Mato Grosso, Goias, Distrito Federal, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e Sdo Paulo.
Ha registros em campos rupestres (BA, MG), zona de transicdo campo rupestre-cerrado (GO,
MG), zona de transicdo campo rupestre-caatinga (BA), cerrado (MT, GO, MG), cerrado
degradado (SP, MG), transicdo cerrado-floresta semidecidual (BA), cerrado-ralo (GO),
cerraddo (SP), campo sujo (MT, MG), campo recém-queimado (DF, MG) e caatinga (BA). Na
area estudada ocorre em campos rupestres, em solos areno-pedregosos e afloramentos de
rochas quartziticas (MEDEIROS et al., 2008).

Dentre as atividades farmacoldgicas experimentalmente comprovadas para 0 género
Croton coloca-se em destaque o seu potencial antiinflamatorio, antiulcerogénico,
antidiabético, inibidores da enzima acetilcolinesterase entre outras (PALMEIRA et al., 2006).

A Spondias mombin L. é uma Anacardiaceae, tratando-se de uma arvore frutifera,
encontrada naturalmente nas Indias ocidentais, sul do México, Peru, Brasil e muitos paises
tropicais da Africa, sendo popularmente conhecida como cajazeira. E utilizado na medicina
tradicional como diurético, febrifugo, emético, utilizado no tratamento de disenterias,
hemorroidas, gonorreia e leucorréia. Além de ter sido notificado seu poder antimicrobiano
(ABIODUN et al., 2006). Segundo Ayoka et al. (2005), esta planta também pode ser usada no
gerenciamento de transtornos psiquiatricos.

A anadlise fotoquimica do extrato da cajazeira mostrou que esta planta é rica em
compostos biodegradaveis produzidos naturalmente. De forma que, o acido ascorbico (AA)
foi identificado como o principal composto quimico da planta. Foram isolados também a
riboflavina (RB), tiamina (TH) e &cido nicotinico (NA) (Obi-Egbedi et al., 2010). De acordo
com o estudo de Njoku et al. (2007), a espécie S. mombin contem taninos, flavonoides,
saponinas, alcaloides e fendis.

A Cereus jamacaru pertence a familia das Cactaceae, popularmente conhecido como
mandacaru, € um cacto colunar (DAVET et al., 2008).Encontrada na caatinga, utilizada como

fonte de alimento para o gado no Nordeste brasileiro em periodos de seca. (SCHWARZ et al.,
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2010). Na medicina popular toda a planta é usada no tratamento do escorbuto e nas afeccGes
do aparelho respiratdrio e renal, e é utilizado também como diurético (Agra et al., 2007; Agra
et al., 2008).

Davet et al., 2008, o cardeiro ou mandacaru possui uma quantidade de proteina bruta
que chega a mais de 10% e o residuo mineral a 10,66%, dos quais 0,22% sdo em P205 e
5,61% em CaO .Segundo o mesmo trabalho esta planta também apresenta atividade
antibacteriana. Segundo Aratjo et al. (2008), a espécie C. jamacaru apresenta baixa
concentracdo de taninos e flavonoides. De forma que, indios brasileiros fazem uso dessa
planta em associagdo com outras para alcancar o efeito desejado. Embora em uma analise
realizada por Schwarz et al. (2010), do extrato etandlico desta espécie detectou-se a presenca
de hordenina, tiramina, &cido oleico, acido acético e cisteina.

Pertence a familia Leguminosae Papilonoideae, teve sua origem no Brasil ou Africa
conhecida vulgarmente por urinaria, carrapicho, alfafa-do-campo, carrapinho, chapinha,
ubiruana e zornia (DANTAS, 2007).

Os principios ativos identificados sdo 0s seguintes: tanino catéquico, endis, flavona,
flavonois, xantona, resina, saponina, alboumina, alcaloide e glicose (DANTAS, 2007). Seu uso
etnofarmacoldgico esta ligado ao tratamento de doencas venéreas, sendo também utilizado
como diurético. A decoc¢do da pranta € ingerida até que desaparegcam os sintomas (AGRA,
2007; AGRA, 2008).

Outra planta encontrada na Caatinga que mostra atividade contra E. faecalis, é
Ximenia americana L. da familia Olacaceae, que compreende 27 @géneros com
aproximadamente 200 especies. No Brasil encontram-se, aproximadamente, 13 géneros e
cerca de 60 espécies, sendo representado por plantas lenhosas, arvores ou arbustos. X.
americana é uma planta que cresce em regides tropicais e temperadas em todo o mundo,
sendo comumente encontrada na Africa, india, Nova Zelandia, América Central e América do
Sul (SACANDE, VAUTIER, 2006; BRASILEIRO et al., 2008).

Existem relatos do uso terapéutico de todas as partes da X. americana na medicina
tradicional. As raizes sdo utilizadas como antiséptico, para doengas mentais, febre, ictericia e
dor de cabeca. As folhas sdo usadas no tratamento de sarampo, dor de dente e também como
laxante. As cascas sao usadas no tratamento de Ulceras e a infusdo do fruto é empregada para
diarréia sanguinolenta. X. americana também é empregada popularmente para o tratamento de

malaria, infecgdes na pele, asma, anemia, inflamacGes, gastrite, reumatismo, céancer e
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infeccdes bucais (OGUNLEY, IBITOYE, 2003; MEVY et al.,, 2006; OLIVEIRA et al.,
2010).

O extrato da casca da X. americana demonstra atividade antimicrobiana e pode conter
substancias alternativas para o tratamento endodontico. No estudo realizado por Silva et al.
(2012), o extrato de casca da X. americana apresentou atividade antimicrobiana contra E.
faecalis, P. aeruginosa e Streptococcus oralis. Em estudo realizado por Costa et al. (2010),
também foi encontrada atividade contra a E. faecalis.

Ao avaliar a atividade antibacteriana e antifungica dos extratos cloroférmicos,
metandlicos e aquosos da casca, das folhas e das raizes de X. americana, verificou-se que
todos os extratos mostraram atividade, mas o extrato metandlico foi o mais ativo (OMER,
ELNIMA, 2003). A acdo de 67 extratos etanolicos de 50 espécies de plantas entre elas a
Ximenia americana L., foi avaliada contra: Escherichia. coli, P. aeruginosa, S. aureus, E.
faecalis, Streptococcus pyogenes e Bacillus subtilis. Dos extratos testados, 31 mostraram
atividade antibacteriana apenas para bactérias Gram positivas. A X. americana apresentou
atividade antibacteriana com uma concentracdo inibitéria de 94 mg/ml apenas contra E.
faecalis e S. pyogenes (KONE et al., 2004).

As sementes da X americana possuem o0leo, glicosideo cianogenético e benzaldeido
(MATOS, 1987). A casca possui alcaldides, taninos pirogalico, fendis, flavondides, flavona,
flavondis, xantona, albumina, antocianina, antocianidina, chalcona, aurona, saponina, resina,
amido e glicose (DANTAS, 2002).

Os constituintes quimicos dos extratos aquosos e metandlicos das folhas, da casca do
caule e da raiz da X. americana, foram analisados e verificou-se que os referidos extratos
possuem carboidratos, na forma de agUcares, e amido solUvel, exceto para o extrato aquoso
das folhas. Saponinas, glicosideos cardiotdnicos e antraquinonas foram observados em todos
0S extratos, exceto nos extratos das folhas, onde ndo foram encontradas antraquinonas.
Flavondides e taninos foram observados em todas as partes da planta j& mencionadas,
enquanto que os alcaloides estiveram sempre ausentes (JAMES et al., 2007).

Anadlise fitoquimica de X. americana indica a presenca de flavondides e taninos. Os
flavonoides sdo fendis que possuem inUmeras atividades bioldgicas incluindo efeito
antiinflamatdrio, antialérgico e vasoprotetor; enquanto os taninos séo utilizados como protetor
de regides inflamadas na cavidade bucal e no tratamento de feridas (OGUNLEY, IBITOYE,
2003).
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Taninos sdo polifendis que possuem amplo espectro e maior atividade antimicrobiana,
quando comparados a outros polifendis, possuindo sinergismo com antibiéticos. Os taninos
possuem a capacidade de suprimir alguns fatores da viruléncia bacterianos, tais como inibir a
formacdo de biofilme, reduzir a capacidade de adesdo ao hospedeiro e neutralizar toxinas
bacterianas. Os taninos mais estudados sdo aqueles que inibem o crescimento de bactérias
patogénicas, atraves da desestabilizacdo da membrana citoplasmatica, da permeabilizacéo da
membrana celular, da inibicdo de enzimas microbianas extracelulares, de acdes diretas sobre o
metabolismo microbiano ou da privacdo dos substratos necessarios para 0 crescimento
microbiano, especialmente, micronutrientes minerais essenciais, como ferro e zinco
(DAGLIA, 2012).



29

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar a eficiéncia in vitro de pastas intracanal formuladas a partir de plantas

medicinais do semiarido brasileiro.

3.2 Objetivos Especificos:

e Realizar um screening microbiolégico nos extratos produzidos;

e Analisar a poténcia microbioldgica dos extratos nebulizados produzidos e das pastas
intracanal formuladas;

e Formular as pastas a partir dos extratos nebulizado das plantas selecionadas;

e Analisar a eficcia antimicrobiana in vitro das pastas formuladas em dentina humana
infectada;

e Comparar a eficacia das formulag8es propostas com as pastas CTZ e Calen®.
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4. METODOLOGIA

4.1 Local da Pesquisa

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Desenvolvimento e Ensaios em
Medicamentos (LABDEM), do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade
Estadual da Paraiba (UEPB).

4.2 Universo da Pesquisa

A pesquisa utilizou dentes permanentes humanos extraidos devido a indicacdo
terapéutica. Os dentes foram coletados através de doacBes de consultérios odontoldgicos
particulares, ap6s obtencdo do consentimento livre e esclarecido para doacdo de dentes
(Apéndice 1 e 2).

Como critérios de inclusdo foram selecionados os dentes que apresentaram rizogénese
completa. Os critérios de exclusdo foram: dentes que ndo apresentaram a rizogénese
completa, dentes submetidos a tratamento endoddntico anterior a exodontia, dentes com
reabsorcao, dentes submetidos a exodontias com odontoseccao e dentes com fratura radicular.

A pesquisa foi realizada apds aprovacéo do projeto pelo Comité de Etica e Pesquisa da
Universidade Estadual da Paraiba, CEP/UEPB, nimero 0424.0.133.000-11, considerando a
Resolugéo 196/96 do Conselho Nacional da Saude.

4.3 Amostras

Para o screening microbiologico foram utilizadas 06 (seis) plantas medicinais com
atividade antimicrobiana, com base no conhecimento popular e indicagdo dos raizeros. Sdo
elas: ameixa casca (Ximenia americana L.), braina folhas (Schinopsis brasiliensis Engl.),
cajazeira casca (Spondias mombin), cardeiro caule (Cereus jamacaru DC.), velame casca

(Croton campestris ST. Hill.) e urinana folhas (Zornia reticulata SM.).
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As amostras vegetais selecionadas foram coletadas na regido do compartimento da
Borborema-PB, a partir de plantas adultas selecionadas, respeitando-se a época e o horario
ideal de coleta. Além disso, foram realizadas as exsicatas para identificacdo etnoboténica e as
analises de verificacdo da autenticidade das plantas medicinais estudadas.

Foram utilizados ainda as pasta Calen® e CTZ (Cloranfenicol, Tetraciclina, Oxido de
Zinco e Eugenol) adquiridas no comércio local. E os excipientes farmacéuticos hidroxido de

sodio e miristato de isopropila adquiridos na Henrifarma®.

4.4 Tecnologia de Obtencéo dos Extratos

As plantas foram submetidas ao processo de secagem em estufa com renovacdo e
circulacdo de ar, a temperatura de 40 °C, até estabilizacdo da umidade. Em seguida, o material
foi triturado em moinho de rotor vertical, com granulometria definida em torno de 10 mesh.

Os extratos hidroalcodlicos das plantas selecionadas foram obtidos pelo método de
maceracao (a frio), nas concentracfes de 10:90, 20:80, 30:70, 50:50, 70:30 (v/v) agua:etanol.
Assim, de cada planta estudada foram obtidos cinco extratos em diferentes proporcdes de
solucdo hidroalcodlica.

Os extratos que obtiveram melhor resultados foram submetidos a secagem por
nebulizacdo em um aparelho Spray Dryer, da marca BUCHI®, sendo obtidos por nebulizagdo
com o estabilizante farmacotécnico Aerosil 200®, os quais foram calculados em relagéo &
massa teorica final do nebulizado. No aparelho, os sistemas de alimentacdo e atomizacdo
foram constituidos por uma bomba peristéltica, um atomizador com agulha injetora (0,5 mm
d.i.) sob pressdo. Os extratos secos foram separados por sedimentacdo na base de um ciclone
e a circulagdo do fluido aquecido nas temperaturas de entrada a 150 °C assegurada por um
sistema de aspiracdo, co-corrente. Com temperatura de saida variando de 75 — 80 °C, sob um
fluxo de alimentacéo de 3,3 mL.min™.

4.5 Andlise Microbioldgica
4.5.1 Cepas Microbianas

Para avaliacdo do screening e do estudo de determinacdo da poténcia microbioldgica

dos extratos nebulizados e das pastas intracanal foi utilizada cepa padrdo American Type
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Culture Collection (ATCC) 29212 de Enterococcus faecalis, a qual foi disponibilizada pela
Fundacéo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ — RJ).

4.5.2. Preparacdo do Inoculo Microbiano

O Enterococcus faecalis reativado foi mantido em tubos, contendo 10 mL de &gar
nutriente inclinado e incubado a 37 + 0,5 °C, por 24 horas. A suspensao do microrganismo foi
obtido transferindo a cultura crescida sobre o meio inclinado, com alca esteéril, para uma placa
contendo o meio de cultura agar Mueller-Hinton para reativagdo, e ap6s 24 horas, transferido
para um tubo de ensaio contendo 3 mL de solucéo salina estéril.

O inoculo microbiano foi padronizado, conforme descrito na Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2010) e na Farmacopéia Brasileira V edicdo (2010), em
espectrofotémetro, marca Biospectro®, no comprimento de onda de 625 mn, de modo a obter
a transmitancia de 85%, equivalente a 10° UFC/mL.

4.5.3. Ensaio Microbioldgico por Difusdo em Meio Sélido

Para o screening microbioldgico e o estudo de poténcia, seguiu-se a metodologia
empregada no ensaio microbioldgico por difusdo em meio solido, método do cilindro, descrito
na Farmacopéia Brasileira V edi¢do (2010), utilizando o meio de cultura 4&gar Mueller-Hinton.

No primeiro ensaio foram adicionados 100 pL de cada extrato hidroalcoolico
produzido em cilindros de ago inoxidavel, com didmetro externo de 8 + 0,1 mm, didmetro
interno de 6 £ 0,1 mm e comprimento de 10 £0,1 mm. E no estudo de poténcia foi utilizado o
extrato nebulizado previamente diluido em Dimetilsulféxido (DMSO) 10%, nas
concentracgdes de 500, 300, 200, 100 e 50 mg/mL.

Foi produzido meio base através da adi¢cdo de 20 mL de meio de cultura fundido em
placas de Petri. Apo6s a sua solidificacdo foi preparado a camada de superficie, a qual foi
composta pelo meio de cultura adicionada do inoculo bacteriano. Assim para cada 100 mL de
meio de cultura fundido e resfriado entre 48 + 0,5 °C foi adicionado 1 mL do inoculo
bacteriano.

O ensaio foi realizado com interpolacdo em curva de 5 X 1, no qual em cinco cilindro

foram adicionados 100 pL de cada concentracdo dos extratos ou das pastas formuladas, e no
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ultimo a mesma concentracdo da cefalotina, antibidtico utilizado como padrdo de referéncia.
O ensaio foi realizado em quintuplicata.

As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37 = 0,5 °C, por 24 a 48 horas.
Apbs o periodo de incubacdo a leitura dos testes foi realizada medindo em milimetro o
didmetro dos halos de inibicéo ao redor do cilindro com o auxilio de um paquimetro digital,
sendo considerado como possuidor de atividade antimicrobiana, halo de inibi¢cdo acima de
10mm.

Com as medidas dos halos foi tracado uma curva, buscando a reta de melhor ajuste
entre 0s pontos, onde o eixo das abscissas representa a concentracdo da substancia teste e o
eixo das ordenadas representa a medida dos halos de inibicdo. Essa curva foi utilizada como
referéncia para se determinar a poténcia antimicrobiana dos extratos nebulizados.

Foi obtida a resposta em baixa dose (L) e a resposta em alta dose (H), em relacdo a
resposta do padrdo utilizado, através dos célculos abaixo, no qual a menor dose estabelecida
devera dar como resposta um halo de inibicdo maior que L e doses acima da correspondente a

H dara respostas equivalentes, independente do aumento da dose.

L=[(3x1c)] + (2 x 2¢c) + (3c -5¢)]
5

Resposta em baixa dose (L):

Resposta em alta dose (H): H=[(3x5¢)] + (25X 4c) + (3c - 1c)]

Onde: 1c = média dos halos obidos da menor concentracéo
2¢ = média dos halos obtidos da segunda menor concentracao
3¢ = média do padréo utilizado
4c = média dos halos obtidos da segunda maior concentragdo

5c = média dos halos obtidos da maior concentragédo
4.6 Preparo da pasta intracanal
As pastas intracanal foram formuladas a partir da determinacdo da menor dose (L)

obtida no estudo de poténcia dos extratos nebulizados. As pastas foram manipuladas

utilizando a concentragdo do extrato nebulizado obtida na curva de calibra¢do + hidrdxido de



34

calcio na mesma proporcao do extrato nebulizador, tendo a formulacéo de 1:1. Foi adicionado
0 miristato de isopropila na formulagdo até que a consisténcia semelhante ao creme dental
fosse atingida. Apds o preparo das pastas, estas foram submetidas a ensaio microbiologico
como descrito no item 4.5.3.

O miristato de isopropila foi utilizado por ser um liquido claro, emoliente ndo oleoso
rapidamente absorvido pela pele, incolor de boa fluidez, inodoro e com sabor suave. E
utilizado como componente de bases semi-sélidas e como solvente para muitas substancias
aplicadas topicamente (GIL, BRANDAO, 2007).

4.7 Eficéacia sobre Dentina Infectada

4.7.1 Preparo dos Blocos Dentarios

Para o teste da atividade antimicrobina sobre dentina infectada utilizou-se a
metodologia adpatada de Rezende et al. (2011) e Haapasalo e Orstavik (1987). Foram
utilizados 72 dentes permanentes, 0s quais tiveram suas coroas removidas na juncdo cemento-
esmalte por uma broca cilindrica diamantada #3101 (KG Sorensen®) em alta-rotagdo sobre
refrigeragdo. Em seguida, blocos de 5 mm de comprimento foram confeccionados do tergo
apical da raiz palatina do elemento dentério com disco diamantado #7020 (KG Sorensen®) em
baixa-rotacdo sobre refrigeracéo.

Cada bloco foi instrumentado individualmente pelo mesmo operador com o auxilio de
limas K-files #15 a #40 (Maillefer®, Suica) e alargados com brocas Gates-Glidden #3
(Maillefer®). A irrigacdo com hipoclorito de sédio a 1% foi utilizada durante toda a
preparacdo mecénica. Os blocos foram secos e preenchidos com EDTA a 17% por 3 min, e

logo apds foram limpos e esterilizados em autoclave a 121°C por 30 min.

4.7.2 Contaminacdo dos Blocos Dentérios

Os blocos foram contaminados com 10 pL do inoculo microbiano, contendo
Enterococcus faecalis, sendo repetida a inoculacdo a cada 72 horas por 60 dias, totalizando 20
inoculacdes, conforme metodologia descrita por Rezende et al. (2011), sempre utilizando

novas culturas de 24 horas preparadas conforme metodologia descrita no tépico 4.5.2. Os
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blocos foram mantidos em estufas de cultura bacteriolégica a 37 + 0,5 °C.

Apos dez inoculacdes, seis blocos foram retirados aleatoriamente, com a finalidade de
se analisar e comprovar o crescimento de E. faecalis. Destes, dois foram analisados por
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), dois foram analisados por Microscopia Optica
(MO), os outros dois restantes foram lavados com 10 mL de solucgdo salina estéril e imersos
em tubos de ensaio com caldo BHI, homogeneizados e incubados a 37 °C + 0,5 °C, por 48
horas. O crescimento microbiano foi visualizado pela turbidez do meio de cultura. Para
comprovar o crescimento foi retirada uma aliquota do meio turvo e semeado em placa de
petri, contendo meio de crescimento adequado para E. faecalis. O ensaio foi realizado em
quintuplicata e também foi repetido apds a vigéssima inoculacgéo.

4.7.3 Preparo dos grupos e aplicacédo das pastas

Os blocos dentérios foram divididos em quatro grupos experimentais, conforme a
tabela 1, utilizando as plantas que obtiveram os melhores resultados. Ap6s 60 dias de
inoculacBes sucessivas, 0s blocos foram irrigados com 5 mL de solucdo salina, secos com
gazes e cones de papel absorventes esterilizados. Em seguida foram aplicadas as pastas
intracanal, nos blocos correspondentes a cada grupo, os quais foram incubados a 37 °C + 0,5
°C. A medicacéo foi removida a fim de se comprovar a inibicdo do E. faecalis inoculado nos

tubulos dentinarios pelas pastas testadas apos dois periodos experimentais: 8 e 28 dias.

Tabela 1. Divisdo dos grupos experimentais, quanto a pasta utilizada, o0 nimero de amostras e a duracdo do
tratamento.

Grupos N NUmero Duracéo do
) ) Pasta utilizada )
Experimentais de Blocos | tratamento (dias)
Pasta experimental a base de Schinopsis 7 8
Grupo A o
brasiliensis Engl. 7 28
Pasta experimental a base de Ximenia 7 8
Grupo B )
americana L. 7 28
Pasta Calen® (S. S. White®, 7 8
Grupo C o
Wilmington, EUA); 7 28
Pasta CTZ (Cloranfenicol, Tetraciclina, 7 8
Grupo D . ]
Oxido de Zinco e Eugenol) 7 28
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4.8 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Este ensaio foi utilizado com o objetivo de se comprovar a efetividade do método de
contaminacdo dos blocos dentarios por E. faecalis. Os dentes utilizados foram analisados em
diferentes aumentos (x100, x200, x500, x1000, x2000, x3000 e x5000). Os elementos
dentérios foram analisados antes do processo de contaminacdo e os dentes contaminados
foram analisado apds a décima e vigésima inoculacdo, com a finalidade de se comprovar o
crescimento bacteriano, através da presenca de colonias de E. faecalis e/ou de biofilme entre
os tubulos dentinarios. Para isso foi utilizado um microscopio eletrénico de varredura da
marca dpUNION®,

4.9 Microscopia Optica (MO)

Este ensaio foi utilizado também com o objetivo de se comprovar a efetividade do
método de contaminacdo dos blocos dentarios por E. faecalis, como também da eficacia
terapéutica das pastas utilizadas, ap6s a sua aplicacéo.

Para a analise em MO, foi utilizado um microscépio digital da marca Hirox®, modelo
KH-7700. Os dentes também foram preparados conforme o item 4.7.1, sendo analisados apds
a décima e vigéssima inoculacdo, com a finalidade de se comprovar o crescimento bacteriano,
através da presenca de colbnias de E. faecalis e/ou de biofilme entre os tbulos dentinarios.
As analises também foram realizadas apds a retirada das pastas com oito e vinte e oito dias de
tratamento, para se verificar se houve uma boa eficicia terapéutica das pastas formuladas,
quando comparadas com as controles. Os testes foram realizados com dois dentes de cada
grupo em cada momento.

Para realizar a leitura no MO foi necessario utilizar o método de coloragdo de Gram
nos blocos de dentina, com a finalidade de se observar a presenca e/ou auséncia de E. faecalis.
Colocou-se em cada bloco uma solugéo de cristal violeta com auxilio de uma pipeta, a qual
permaneceu em repouso por um minuto. Depois, o corante foi removido e nos blocos foram
adicionados uma solucéo de lugol, a qual também permaneceu em repouso por um minuto.
Logo em seguida, os blocos foram lavados com agua corrente, e descorado com uma solugéo
de alcool-acetona, deixando-se em repouso por cinco segundos, sendo novamente lavado com

agua corrente. Apos isso, 0s blocos foram visualizados em MO.
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4.10 Ensaios de confirmacdo da auséncia ou presenca de E. faecalis apds a aplicacdo das
pastas intracanal

Ap0s a retirada da medicacdo intracanal, em 8 e 28 dias, foi realizado um ensaio para
se comprovar se houve a inibi¢do do E. faecalis nos tubulos dentinérios. Para isso utilizou-se
cinco dentes em cada grupo, os quais foram colocadas em tubos de ensaio contendo caldo
BHI estéril e incubados a 37 °C + 0,5 °C, por 48 horas. Apds este periodo foi retirado uma
aliquota e semeado em placa de Petri, contendo agar Mueller Hinton, para identificar o
crescimento bacteriano, com incubagdo a 37 °C £ 0,5 °C, por 48 horas. Para confirmar a
presenca de E. faecalis foi realizado dois testes, os quais séo utilizados para isolamento e
identificacdo presuntiva do E. faecalis, conforme preconizado pela ANVISA (2003). Os testes
sdo: teste da Bile Esculina, o qual foi retirado coldnias das placas em que houve o
crescimento bacteriano e semeado em tubos de ensaio, contendo meio inclinado de Bile
Esculina, sendo os tubos incubados a 37 °C + 0,5 °C, por 24 horas; e o teste do BHI, contendo
NaCl a 6,5%, no qual também sdo retiradas colénias das placas em que houve o crescimento
bacteriano e inoculado no respectivo meio, sendo os tubos incubados a 37 °C + 0,5 °C, por 24
horas. Ap6s decorrido este tempo, foram realizadas as leituras. Considerou-se presenca de E.
faecalis aqueles microrganismos que apresentaram positivo no teste da Bile Esculina
visualizado pela presenca da mudanca de coloracdo do meio, que de marrom claro passaria
para preto; e positivo no teste do caldo de NaCl a 6,5%, visualizado se houvesse a turvagédo do

meio.
4.11 Anélise estatistica
Para a analise estatistica dos dados do estudo de poténcia foi adotado o teste-t Student

para comparacgdo entre duas médias. O limite de confianga considerado foi de 95%. Sendo 0s
dados analisados no Microsoft Office Excel® 2007.
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5. RESULTADOS

5.1 Screening Microbiologico

Dos extratos testados, apenas 0s de Schinopsis brasiliensis e Ximenia americana
apresentaram potencial antimicrobiano frente a cepa de E. faecalis (Tabela 2). Sendo assim
foram selecionados apenas o extrato 03 de S. brasiliensis e 0 01 da X. americana para serem
submetidos ao processo de nebulizacdo em spray dryer por apresentarem os maiores halos de

inibicdo frente ao E. faecalis testado.

Tabela 2. Distribuigdo das médias dos halos de inibicdo (mm) dos extratos hidroalcodlicos obtido a partir das
plantas medicinais estudadas.

Extratos C. C. S. S. X. Z.
hidroalcodlicos | jamacaru | campestris | mombin | brasiliensis | americana | reticulata
Extrato 1 0,0 0,0 0,0 14,07 15,15 0,0
Extrato 2 0,0 0,0 0,0 12,28 12,27 0,0
Extrato 3 0,0 0,0 0,0 14,11 13,66 0,0
Extrato 4 0,0 0,0 0,0 12,97 12,65 0,0
Extrato 5 0,0 0,0 0,0 12,98 12,07 0,0

5.2 Estudo de Poténcia dos Extratos Nebulizados e da Pasta Intracanal

Os valores obtidos no estudo de poténcia para a S. brasiliensis estdo expressos na

Tabela 3. O didmetro do halo obtido apos o célculo da resposta da menor dose foi de 11,37
mm, para o0 extrato nebulizado da S. brasiliensis e de 12,09 mm para a pasta a base de mesma
planta. Com isso, a menor dose obtida que possui efeito significativo baseado na equagéo da
reta da curva de calibracdo, representada na figura 1, foi acima de 172,58 mg para o extrato
de S. brasiliensis frente a E. faecalis e de até 334,33 mg para a pasta a base da mesma planta.
Enquanto que, o didmetro do halo obtido apds o célculo da resposta da maior dose foi de
15,25 mm para o extrato nebulizado e de 15,18 mm para a pasta, 0s quais correspondem a

uma dose de 495,92 e 677,66 mg, respectivamente.
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Tabela 3. Halos de inibicdo obtido no estudo de poténcia do extrato nebulizado e da pasta formulada de S.
brasiliensis frente a E. faecalis.

Dose Halos de Inibicao Halos de Inibicdo Cefalotina
(mg) dos Extratos (mm) da Pasta (mm) (mm)
500 15,29 13,76 18,39
300 13,55 12,25 17,81
200 11,40 10,65 17,78
100 10,53 0,00 17,25
50 0,00 0,00 16,63
p = 0,59567

A tabela 4 mostra os halos de inibicdo obtido no estudo de poténcia do extrato
nebulizado e da pasta formulada de X. americana. Para esta planta, a equacao da reta mostrou
que a dose indicada foi de 210,00 mg para o extrato nebulizado (Figura 2) e de 266,10 mg
para a pasta formulada frente a E. faecalis. O célculo da resposta da menor dose foi de 12,61
para o extrato nebulizado e de 12,16 para a pasta a base de X. americana. Enquanto, a
resposta de maior dose foi de 15,69 para o extrato nebulizado e de 16,08 para a pasta, 0 que
corresponde a uma dose eficaz de 595,00 e 658,10 mg, respectivamente.

Tabela 4. Halos de inibicdo obtido no estudo de poténcia do extrato nebulizado e da pasta formulada de X.
americana.

Dose Halos de Inibicéo Halos de Inibicéo Cefalotina
(mg) dos Extratos (mm) da Pasta (mm) (mm)
500 15,09 14,73 18,34
300 13,55 12,98 18,12
200 12,63 11,65 17,78
100 11,71 10,51 17,35
50 0,00 0,00 17,00

p = 0,46699
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5.3 Eficacia sobre dentina infectada

5.3.1. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As imagens iniciais realizadas no MEV com o0s dentes estéreis para controle mostram
0s tubulos dentinérios livres de contaminacdo (Figura 3A e 3B). Ap6s a décima inoculacdo
das amostras foi observada a presenca de coldnias microbianas na forma de cocos na
superficie dentaria (Figura 3C e 3D). E, ap0s a vigéssima inoculacdo foi visualizado a
formacdo de biofilme na dentina contaminada (Figura 3E) e formacéo de colnias no interior
dos tubulos dentinérios, com a presenca de obliteracdo desses tubulos, quando a amostra foi

visualizada em maior aumento (Figura 3F).

Figura 3. MEV de dente humano mostrando tlbulos dentinarios: A — livres de bactérias (1000x); B - livres de
bactérias (2000x); C — contaminados com E. faecalis, com presenca de colbnias na superficie (2000x), apés 10
inoculacbes; D — contaminados com E. faecalis, com presenca de coldnias (5000x), apds 10 inoculagdes; E —
contaminados com E. faecalis, mostrando biofilme formado na superficie da dentina e entre os tabulos
dentinarios (1000x), ap6s 20 inoculagdes; e F — contaminado com E. Faecalis, mostrando biofilme formado na
superficie da dentina e entre os tibulos dentinarios (2000x), apds 20 inoculagdes.
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5.3.2. Microscopia Optica (MO)

A MO realizado apds 10 dias de contaminacdo dos tubulos dentinarios mostrou a
presenca de colbnias de E. faecalis, na superficie da dentina, sendo que o maior nimero de
coldnias foi observado apo6s 20 dias de inoculacdo (Figura 4). As analises realizadas ap6s a
aplicacdo das pastas intracanal evidenciaram a contaminagdo e a presenca de colénias em
todos 0s grupos apds a sua retirada, com 8 dias de tratamento. A pasta comercial Calen®
apresentou visivelmente uma maior quantidade de col6nias em comparagdo com as outras
pastas (Figura 5). Enquanto que, as pastas formuladas com X. americana e a CTZ
apresentaram uma menor quantidade de E. faecalis, principalmente no tempo de aplicacéo de

28 dias, seguida pela pasta formulada com S. brasiliensis (Figura 6).

Figura 4. MO da superficie da amostra, em diferentes angulos, ap6s contaminagdo: A — imagens obtidas apés o
décimo dia de inoculagdes com E. Faecalis; B - imagens obtidas apds o vigéssimo dia de inoculagbes com E.
faecalis.
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Figura 5. MO da superficie externa das amostras ap0s o tratamento com oito dias, com as pastas experimentais:
A — dente tratado com a pasta formulada com S. brasiliensis; B — dente tratado com a pasta formulada com X.
americana; C — dente tratado com a pasta Calen®; D — dente tratado com a pasta CTZ.

Figura 6. MO da superficie externa das amostras apds o tratamento com vinte e oito dias, com as pastas
experimentais: A — dente tratado com a pasta formulada com S. brasiliensis; B — dente tratado com a pasta
formulada com X. americana; C - dente tratado com a pasta Calen®; D - dente tratado com a pasta CTZ.
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5.3.3. Ensaios de confirmacdo da auséncia ou presenca de E. Faecalis apds a aplicacao
das pastas intracanal

Para essa confirmacdo, apds serem removidas as pastas, os dentes foram lavados com
solucdo salina estéril e imersos em tubos de ensaio contendo caldo BHI estéril, com a
finalidade de se visualizar a turbidez do meio utilizado. Nas amostras do periodo de 8 apenas
a pasta CTZ obteve resultado satisfatdrio. Entretanto, no segundo teste realizado com 28 dias,
a pasta formulada com X. americana apresentou resultados promissores, que ndo foi
observado na pasta formulada com S. brasiliensis devido a presenca de turbidez (Figura 7).
Apb6s a observacdo da turbidez dos meios foram realizados os testes de identificagdo
presuntiva do E. faecalis, nas pastas estudadas. Esses testes foram realizado pelo método da
Bile Esculina e do caldo BHI. Os resultados mostraram e confirmaram que houve a presenca
de E. faecalis apenas nos dentes contendo as pastas com S. brasiliensis e com Calen®. Néo
sendo observado e nem confirmado a presenca desta bactéria nos dentes contendo a pasta
formulada com X. americana L. (Figura 8).

Figura 7. Ensaios de verificacdo de turvacdo em todos 0s grupos estudados, respectivamente: A — S. brasiliensis
(8 dias), Al — S. brasiliensis (28 dias); B — X. americana (8 dias); B1 — X. americana (28 dias); C — Calen® (8
dias), C1 — Calen® (28 dias); D — CTZ (8 dias), D1 — CTZ (28 dias).
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—

Figura 8. Ensaios realizados pelo método da Bile Esculina e do caldo BHI, contendo 6,5 % de NaCl, nas pastas:
A - formulada com S. brasiliensis; B — formulada com X. americana; C - Calen®; D - CTZ.
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6. DISCUSSAO

O desenvolvimento de pesquisas laboratoriais com diferentes microrganismos
possibilita um avanco nas investigaces cientificas e no combate das infec¢des causadas pelos
mesmos, possibilitando a criacdo de novos medicamentos mais eficazes e com menos efeitos
adversos. A resisténcia ocasionada devido ao uso descontrolado de antimicrobianos justifica
pesquisas por novas drogas, sejam elas de origem sintéticas ou naturais.

As plantas utilizadas neste estudo possuem poucas referéncias na literatura acerca da
sua atividade frente as bactérias da cavidade oral. Saraiva et al. (2011) avaliando o extrato
metandlico de S. brasiliensis, Koné et al. (2004) e Costa et al. (2011) avaliando extratos de X.
americana e Silva et al. (2012) avaliando extratos das duas plantas encontraram resultados
positivos frente a cepas do E. faecalis, corroborando com os resultados encontrados neste
estudo.

O modelo experimental utilizado neste estudo foi adaptado do modelo utilizado por
Rezende et al. (2011), com a utilizacdo de raizes palatinas de dentes humanos superiores
permanentes e o inoculo bacteriano foi padronizado em espectofotométro, ao contrario dos
autores citados que utilizaram dentes deciduos e o inoculo foi padronizado pela escala de
McFarland. O procedimento para contaminacdo da dentina neste estudo esta de acordo com os
resultados encontrados na literatura, em experimentos que utilizaram metodologias
semelhantes (AWAWDEH et al, 2009; MOHAMMADI, SHAHRIARI, 2008). O método
utilizado visa reproduzir situacdes encontradas na clinica, e a contaminacao da dentina por E.
faecalis durante 60 dias permite que a bactéria penetre nos tubulos dentinarios para formar um
biofilme. Clinicamente a penetracdo destes tubulos esté relacionada ao tempo de incubacdo,
aumentando a invasdo quando o tempo também é aumentado (REZENDE et al., 2011). O
tempo para remocédo da pasta também foi baseado em estudos in vitro, utilizando o hidroxido
de célcio, encontrados na literatura, que normalmente apresentam variagdes entre uma semana
e um més (JAVIDI et al., 2011; REZENDE et al., 2011). O presente estudo foi realizado em
dois periodos de avaliacdo para que a medicacgdo fitoterapica tivesse tempo suficiente de agir
nas amostras estudadas.

O microrganismo escolhido para a inoculacdo foi o E. feacalis devido a sua
reconhecida patogenicidade e resisténcia ao tratamento endodoéntico. Diversos estudos nessa

area utilizam o E. faecalis como microrganismo de escolha para experimentos in vitro, pois
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além do mesmo apresentar resisténcia ao hidroxido de célcio, também possui cepa de facil
manipulagéo e cultivo (REZENDE et al., 2011; COSTA et al., 2010; OZDEMIR et al., 2010;
AWAWDEH et al., 2009; MOHAMMADI e SHAHRIARI, 2008).

A determinacdo de concentracdes terapéuticas com a capacidade de matar ou inibir o
crescimento bacteriano € necessario para que seja administrada uma dose correta do
antimicrobiano (ESMERINO et al., 2004). O modelo utilizado neste estudo foi adaptado da
Farmacopéia Brasileira V ed. (2010), a qual preconiza que se deve determinar a poténcia ou
atividade de um produto contendo antibio6tico, comparando a dose que inibe o crescimento de
um microrganismo susceptivel em relacdo a dose de uma substancia padrdo que produz
inibicdo similar. Esse método é amplamente aplicado pelas industrias farmacéuticas no estudo
de poténcia e no controle da qualidade de medicamentos contendo antimicrobianos.

A determinacdo da poténcia dos antimicrobianos é importante no controle e na
garantia da qualidade das preparacfes farmacéuticas e faz-se necessario o desenvolvimento de
procedimentos praticos e econémicos que possam ser validados e aplicados no doseamento
desses farmacos (LOURENCO, PINTO, 2009). Esse doseamento geralmente é feito
comparando-se a dose com a qual se inibe o crescimento de um microrganismo adequado e
susceptivel com a dose da preparacdo do antibiotico de referéncia nas mesmas condicGes de
trabalho (UNITED STATES PHARMACOPEIAL 30/ NF 25, 2007).

Dessa forma, este estudo pretendeu aplicar este modelo, pois segundo PINTO et al.
(2010), o ensaio microbiolédgico para determinacdo da poténcia dos antibidticos é indicado
também para substancias ou preparacdes cujo teor ndo pode ser definido por métodos fisico-
quimicos, como produtos de origem natural que podem conter misturas de substancias. Essa
poténcia pode ser demonstrada sob condi¢fes adequadas através de seu efeito inibitorio sobre
0 crescimento microbiano, utilizando um microrganismo como revelador.

Assim, observou-se que nos extratos nebulizados estudados o coeficiente de
correlagdo (r?) ficou préximo da unidade (r> = 1). Os resultados obtidos mostraram uma
possivel linearidade do método aplicado e dos resultados obtidos, indicando que a variagao
dos diametros dos halos de inibicdo foi proporcional ao aumento da dose da substéncia, e
mostrando uma eficacia maior da X. americana r*> = 0,979 (extrato) e r* = 0,984 (pasta),
quando comprados a S. brasiliensis r* = 0,957 (extrato) e r* = 0,923 (pasta).

Alguns estudos sdo encontrados na literatura acerca do estudo de poténcia, mas apenas

para farmaco sintético, como o de Esmerino et. al. (2004), o qual determinou a poténcia de



48

trés antimicrobianos: cefalexina, ciprofloxacina e eritromicina. Para 0 ensaio com a
cefalexina e ciprofloxacina utilizaram-se o Staphylococcus aureus, como microrganismo-teste
e as curvas obtidas apresentaram coeficiente de correlagdo proximo da unidade com
r’=0,9754 e r*=0,9885, respectivamente. No teste para eritromicina utilizou-se Micrococcus
luteus, obtendo-se coeficiente de correlacdo r* = 0,9907. Para todos os antimicrobianos, 0s
coeficientes de variagcdo obtidos com os diametros dos halos de inibi¢do ficaram abaixo de
5% indicando adequada precisdo. Farago et al. (2006), que determinou a poténcia da
amoxicilina em suspens@es orais, usando como microrganismo-teste, Staphylococcus aureus.
Analisaram-se trés suspensdes comerciais de amoxicilina (referéncia, similar e genérico) com
poténcia declarada de 250 mg/5mL. Solugdes de 20 pg/mL, preparadas com as suspensoes,
apresentaram halos de inibicdo com medias (n=5) de 25,33; 25,33 e 25,17 mm. As
concentracdes determinadas foram de 251,6; 251,6 e 244,74 mg/5mL, o que corresponde a
100,6; 100,6 e 97,74% da poténcia declarada de amoxicilina, respectivamente. Concluiu-se
que as amostras analisadas estavam dentro dos limites preconizados pela Farmacopéia
Brasileira. A partir dos resultados obtidos, observou-se que o método microbioldgico de
cilindros em placas € adequado e valido para o doseamento da poténcia da amoxicilina em
suspensdes orais.

A associacdo dos extratos nebulizados da X. americana e da S. brasiliensis com o
hidréxido de célcio realizado neste estudo objetivou a formagdo de uma pasta que visa a
eliminacdo de E. faecalis. A pasta baseada em S. brasiliensis ndo apresentou atividade contra
as cepas de E. faecalis em nenhum dos momentos estudados, apesar do extrato hidroalcodlico
e do extrato nebulizado da referida planta possuirem acgdo antimicrobiana. Este achado pode
indicar que o hidroxido de célcio influenciou nas propriedades antimicrobianas da S.
brasiliensis. Em relacdo ao hidréxido de calcio, os resultados mostraram que a pasta Calen®
néo foi capaz de erradicar o E. faecalis, concordando com resultados encontrados na literatura
(JAVIDI et al., 2011; REZENDE et al., 2011; SILVEIRA et al., 2011).

A pasta CTZ apresentou atividade nos dois tempos estudados, devido a presenca de
antibioticos de amplo espectro de agdo, a pasta possuiu atividade mesmo no menor tempo
estudado (8 dias), obtendo os melhores resultados em todos os testes realizados, quando
comparados as pastas experimentais e a Calen®. A pasta a base da X. americana apresentou
atividade contra as cepas de E. faecalis apenas no segundo tempo estudado (28 dias). Devido

a formacdo de biofilme pelas cepas de E. faecalis, o fitocomplexo presente na pasta a base da
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X. americana possivelmente necessitou de um tempo maior para a eliminacdo do

microrganismao.
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7. CONCLUSAO

De acordo com os resultados observados nesta pesquisa, podemos afirmar que:

e As doses indicadas para os extratos nebulizados foram menores que as indicadas para
a pasta formulada;

e O extrato nebulizado da S. brasiliensis apresentou o maior halo de inibi¢do na
concentracdo de 500mg, entretanto a pasta que apresentou o maior halo de inibicéo foi
a baseada em X. americana;

e Foi observada presenca de coldnias do E. faecalis em todas as analises de microscopia
Optica, contudo, houve pequena presenca de colbnias na analise da amostra com CTZ;

e A pasta baseada em X. americana obteve sucesso na eliminacdo do E. faecalis em 28
dias;

e Anpasta Calen® e a formulada com S. brasiliensis ndo foram capazes de eliminar o E.

faecalis em todas as amostras.
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APENDICE 1 — Modelo de termo de consentimento livre e esclarecido para a doagéo de

dentes, consultorio particular.

................................................................................................................... (nome), cirurgiéo-

dentista inscrito no CRO sob 0 n° ... , com consultério no endereco:

por meio e na melhor forma de direito

DOAR

para o CD Amaro Lafayette Nobre Formiga Filho, para fins da pesquisa “AVALIACAO IN
VITRO DA EFICACIA DE DUAS PASTAS INTRACANAL DESENVOLVIDAS A PARTIR
DE PLANTAS DO SEMI-ARIDO NORDESTINO?, ....ccovuivieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e
(quantidade e tipo de dentes), declarando, sob as penas da lei, que os dentes objeto da
presente doagdo foram extraidos por indicagdo terapéutica, cujos historicos circunstanciados
fazem parte dos prontuérios dos pacientes de quem se originam, e que se encontram

arquivados sob a minha responsabilidade.

Data: / /

Cirurgido —Dentista:
C.R.O.:

Assinatura Testemunha
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APENDICE 2 — Modelo de termo de consentimento livre e esclarecido para a doagéo de

dentes, paciente.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, :
natural de , SEX0 , raca :
residente a n° :
telefone RG n° :
aceito doar o(s) dente(s) para 0 CD Amaro

Lafayette Nobre Formiga Filho, para fins da pesquisa “AVALIACAO IN VITRO DA
EFICACIA DE DUAS PASTAS INTRACANAL DESENVOLVIDAS A PARTIR DE
PLANTAS DO SEMI-ARIDO NORDESTINO”. Estou consciente de que este(s) dente(s) foi
(foram) extraido(s) por indicacdo terapéutica para a melhoria da minha salde, como
documentado em meu prontuario. Esta pesquisa ¢ aprovada pelo Comité de Etica em

Pesquisa, sendo preservada a minha identidade na divulgacéo.

Assinatura do Doador ou Responsavel

Assinatura Testemunha



