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Despite the relatively
high predictability of endodontic treatment outcome,
complete bacterial eradication is still impossible...”

Vincent Aw, 2016.
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RESUMO

As plantas medicinais sdo importantes fontes de busca por novos agentes terapéuticos no
combate as infec¢Ges ou com atividades bioldgicas. O objetivo deste trabalho foi desenvolver
uma solucdo irrigadora de canais radiculares, com atividade antimicrobiana, utilizando-se
plantas tradicionalmente utilizadas por popula¢es, presentes no semiérido Brasileiro. Na
bioprospeccao foram utilizadas as plantas: Ximenia americana L., Poincianella pyramidalis
(Tul.) L.P. Queiroz, Croton blanchetianus Baill, Schinopsis brasiliensis L. e Momordica
charantia L. Foram preparados extratos hidroalcodlicos nas concentragdes (v/v) de 50, 70 e
90% e pelos métodos extrativos de ultrassom, turbolise e maceracéo de todas as plantas. Na
determinacdo da atividade antimicrobiana destes extratos foi utilizado o método de
microdiluicdo em caldo, através da concentracdo inibitéria minima (CIM) e da concentragdo
fungicida e bactericida minima (CFM/CBM), com cepas padronizadas de Enterococcus
faecalis (ATCC 29212) e Candida albicans (ATCC 11006). Na prospeccdo fitoquimica,
determinou-se o teor de polifendis totais, flavonoides totais e taninos condensados através de
espectrofotometria por ultravioleta. O composto quimico majoritario foi identificado através
da cromatografia liquida de alta eficiéncia e foi realizado a caracterizacdo fisico-quimica da
formulagdo. Enquanto na caracterizagdo térmica foram tracados os perfis térmicos do extrato
e dos excipientes utilizados no preparacdo da formulacdo intracanal desenvolvida. As plantas
que apresentaram melhores atividades antimicrobianas para os microrganismos testados foram
Ximenia americana L., Schinopsis brasiliensis L. e Poincianella pyramidalis (Tul.) L.P.
Queiroz. A planta escolhida para desenvolvimento da formulagdo intracanal foi Ximenia
americana L., por apresentar melhor atividade antimicrobiana (7,8 a 125 pg/mL). Também
foi determinada o teor de polifendis totais (385,52 + 15,90), flavonoides totais (14,79 £ 0,70)
e taninos condensados (217,30 + 5,22) desta planta. Em seguida foram feitos novos testes para
determinacdo da concentragdo inibitoria minima (CIM) da formulacdo produzida, a fim de
verificar interferéncias dos excipientes na atividade final da solucdo desenvolvida, o que nao
mostrou interferéncia da atividade antimicrobiana. O composto quimico majoritario
identificado foi o acido galico. Assim as plantas medicinais sdo uma alternativa na
bioprospeccao de antimicrobianos. Entretanto sdo necessarios mais estudos para se determinar
a efetividade desta solucdo in vivo. Estudos ex vivo sdo 0s proximos passos para uma futura
aplicacdo clinica deste produto em condi¢des especificas de necessidade clinica.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Endodontia. Enterococcus faecalis. Candida albicans.
Atividade antimicrobiana. Semiarido Nordestino. Ximenia americana L.
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ABSTRACT

Medicinal plants are important sources of search for new therapeutic agents in the fight
against infections or with biological activities. The objective of this work was to develop an
irrigation solution of root canals, with antimicrobial activity, using plants traditionally used by
populations, present in the Brazilian semi-arid region. The plants were: Ximenia americana
L., Poincianella pyramidalis (Tul.) LP Queiroz, Croton blanchetianus Baill, Schinopsis
brasiliensis L. and Momordica charantia L. Hydroalcoholic extracts were prepared in
concentrations (v / v) of 50, 70 and 90% and by the extractive methods of ultrasound,
turbolysis and maceration. In the determination of the antimicrobial activity of these extracts,
the broth microdilution method was used through minimum inhibitory concentration (MIC)
and minimum fungicidal and bactericidal concentration (MFC / MBC) with standard strains
of Enterococcus faecalis (ATCC 29212) and Candida albicans (ATCC 11006). In the
phytochemical prospection, the content of total polyphenols, total flavonoids and tannins
condensed by ultraviolet spectrophotometry was determined. The major chemical compound
was identified through high performance liquid chromatography and the physicochemical
characterization of the formulation was performed. While in the thermal characterization the
thermal profiles of the extract and the excipients used in the preparation of the developed
intracanal formulation were drawn. The plants that presented the best antimicrobial activities
for the microorganisms tested were: Ximenia americana L., Schinopsis brasiliensis L. and
Poincianella pyramidalis (Tul.) L.P. Queiroz. The plant chosen to develop the intracanal
formulation was Ximenia americana L., because it had better antimicrobial activity (7.8 to
125 pg / mL). The content of total polyphenols (385.52 + 15.90), total flavonoids (14.79 +
0.70) and condensed tannins (217.30 £ 5.22) of this plant were also determined. Further tests
were carried out to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) of the formulation
produced in order to verify interferences of the excipients in the final activity of the developed
solution, which did not show interference of the antimicrobial activity. The major chemical
compound was gallic acid. Thus medicinal plants are an alternative in the bioprospecting of
antimicrobials. However, further studies are needed to determine the effectiveness of this
solution in vivo. Ex vivo studies are the next steps for a future clinical application of this
product under specific conditions of clinical need.

Keywords: Medicinal plants. Endodontics. Enterococcus faecalis. Candida albicans.
Antimicrobian activity. Northeastern semi-arid. Ximenia americana L.
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1 CONSIDERACOES INICIAIS

A endodontia € a especialidade odontoldgica que estuda a etiologia, prevencdo e
tratamento das alteracGes patologicas da polpa dentaria e regido apical e periapical
(LEONARDO, 2008), tendo como objetivo o tratamento de lesdes endodonticas para permitir
a eliminacdo do maior numero possivel de agentes infecciosos (desinfeccdo), em caso de
necrose pulpar. Uma vez que a eliminacdo total desses microrganismos & impossivel nas
condi¢bes do organismo humano (boca e sistema de canais radiculares) (AW, 2016;
MACHADO, 2009).

Todavia, por meio do preparo biomecanico que se promovera a limpeza dos canais e
logo depois, a vedacdo hermética prevenird a reinfeccdo e promovera a cicatrizagcdo dos
tecidos circundantes (BASRANIA; HAAPASALO, 2012). Apesar da instrumentacdo dos
canais radiculares reduzir significativamente o numero de microrganismos presentes nos
canais, ndo ha diferenca significativa entre as técnicas de preparacdo dos canais pela técnica
de instrumentacdo usada, seja manual (tipo K) ou rotatoria (Protaper Universal)
(NAKAMURA et al., 2013).

A eficacia das limas endodénticas, instrumentacdo rotatdria, solucGes de irrigacéo e
agentes quelantes para limpar, moldar, e desinfetar canais radiculares propicia 0 sucesso, a
longevidade, e confiabilidade dos modernos tratamentos endoddnticos. As chances de um
resultado favordvel com tratamento de canal sdo significativamente maiores se a infeccdo é
erradicada eficazmente antes do sistema de canais serem obturados (JAJU; JAJU, 2011).

Assim, a erradicacao da infeccdo por meio do preparo biomecanico representa 0 maior
desafio no tratamento endodontico (ALMEIDA et al., 2018). Todavia, a variagdo da solucdo
irrigadora utilizada desempenha um papel importante na descontaminacdo dos canais
radiculares, devido sua acdo antimicrobiana e capacidade de auxiliar a remocao de detritos e
restos necroticos durante a instrumentacdo (NAKAMURA et al., 2013). O tratamento de
sistemas de canais infectados pode ndo ser capaz de remover todas as bactérias e, portanto, a
persisténcia bacteriana apds o tratamento pode ocorrer.

Os agentes irrigantes endodénticos comumente utilizados sdo o hipoclorito de sédio
(NaOCl), e o gluconato de clorexidina ( PRETEL et al., 2011) e também o MTAD (mistura
de doxiciclina, &cido citrico e um detergente - Tween 80) (BORZINI et al., 2016). Mas até o
momento ndo existe um produto que cumpra todos 0s requisitos necessarios para um irrigante
ideal, ou seja, possuir atividade antimicrobiana, ndo ser tdxico aos tecidos periapicais, inativar

toxinas bacterianas e ser quelante dos tecidos dos canais radiculares. Ha irrigantes
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endodénticos que apresentam boa atividade antimicrobiana, porém podem resultar em
toxicidade; outros dissolvem a camada de esfregaco, mas ndo desinfetam eficientemente o
sistema de canais (BORZINI et al., 2016).

Assim, os irrigantes endoddnticos atualmente disponiveis apresentam vantagens e
limitacbes em suas propriedades, como por exemplo, o hipoclorito de sodio pode diminuir,
aumentar ou ndo afetar a resisténcia de ligacao entre restauracdo e dente, dependendo do tipo
de sistema adesivo. Enquanto, a clorexidina e MTAD podem melhorar significativamente a
estabilidade do adesivo-resina-dentina, apesar da pouca eficiéncia na dissolucdo de restos
necréticos (MOHAMMADI et al., 2017).

As pesquisas com plantas medicinais vém demonstrando propriedades
antimicrobianas, anti-inflamatéria e antioxidante, o que pode ser relevante para uma
aplicacdo clinica (JAIN e RANJAN, 2014; OLIVEIRA et al., 2016; TEWARI et al., 2016).
Assim os estudos tém voltado sua atencdo em plantas e seus derivados que apresentam
atividade antibacteriana contra Enterococcus faecalis (considerado o principal patégeno de
infeccbes endodonticas persistentes) e presente em até 97,5% de infeccdo endoddnticas
refratarias (HENRIQUES et al., 2016).

Portanto, pode-se, supor que alguns dos compostos bioativos presentes em plantas
medicinais podem ser uma alternativa potencial ao NaOCI para o tratamento de canais ou
como coadjuvante nas solugfes existentes. Desse modo, 0 interesse em produtos naturais para
uso odontoldgico para combate a diversas doencas tem aumentado independentemente se eles
estdo associados a outras terapias ou ndo (FREIRES E ROSALEN, 2016; SARDI et al.,
2013).

Assim, 0 objetivo deste trabalho foi desenvolver uma solucdo irrigadora intracanal

radicular com atividade antimicrobiana.

1.1 Necrose pulpar e tratamento

A polpa, diante de um fator agressor, apresenta reacdes inflamatdrias ou
degenerativas. Estas reaces dependem do tipo, da frequéncia e da intensidade do agente
irritante, assim como da resposta imune do paciente. Se o agente agressor ndo for removido, a
polpa alterada sofrera calcificacdo ou necrose. Quando uma alteracdo pulpar estd presente e
ndo é tratada, podera evoluir para a necrose pulpar. A necrose consiste na completa cessacdo
dos processos metabolicos do tecido pulpar e, se ndo for removida, os produtos toxicos

bacterianos e da decomposicao tecidual vao agredir os tecidos periapicais, dando inicio as
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alteracBes inflamatdrias e necrdticas nessa regido (LEONARDI et al., 2011), sendo o0s
biofilmes responsaveis por pelo menos 70% das doencas endodénticas (SHIN et al., 2018).

O profissional deve ter conhecimento sobre as caracteristicas histologicas, clinicas e
radiogréaficas dessas patologias para poder reconhecé-las e indicar a melhor opcdo de
tratamento (LEONARDI et al., 2011). Ha divergéncia quanto a classificacdo das patologias
pulpares e periapicais, devido a esta classificagdo ser baseada em critérios histolégicos, o que
nem sempre tem correlacdo com o exame clinico. Além disso, 0 exame histopatoldgico ndo
tem aplicabilidade clinica porque os tratamentos das patologias pulpares devem se seguir
imediatamente ao exame clinico. Ainda, cada condicdo de doenga pode progredir para outras
condicBes se ndo for tratada, ou seja, tem carater progressivo (ABBOTT, YU, 2007).

Vérios agentes externos podem atuar como agressores a polpa e tecidos adjacentes.
Como a presenca de microrganismos é a principal causa de doencas da polpa, parte essencial
do diagnostico e da avaliacdo do dente é identificar como as bactérias entraram no dente e no
espaco da polpa (ABBOTT, YU, 2007). Qualquer método de preparo biomecéanico pode
reduzir em até 98% o0s microrganismos do limen do canal radicular (NAKAMURA et al,.
2013). Mas a persisténcia dos microrganismos nos tubulos dentinarios implica na importancia
do desenvolvimento de solugdes irrigadoras de canais com acao neste meio.

A finalidade da irrigagdo dos canais radiculares sdo dissolver os tecidos vitais ou
necréticos da polpa, destruir os biofilmes endoddnticos, neutralizar as endotoxinas e remover
a smear layer. A atividade antimicrobiana e a destruicdo do biofilme parecem ser os objetivos
mais importantes direcionados a etiologia das infeccbes pulpares e perirradiculares
(NEELAKANTAN et al., 2017).

A terapia endoddntico é primariamente um problema infeccioso. Isso significa que o
primeiro foco do tratamento é remediar a infeccdo dos canais para que o dente possa ser
mantido por longo tempo sem causar doenca inflamatdria ou efeitos adversos na salde
sisttmica (BERGENHOLTZ, 2016). O resultado favoravel da terapia dos canais radiculares

ndo é uma questdo apenas das técnicas de instrumentacdo empregadas.
1.2 Infeccdo endododntica e composigao bacteriana

A cavidade bucal abriga uma ampla variedade de microrganismos pertencentes a
varios géneros e filos com variacdo dos tipos e quantidades bacterianas, dependendo das
condicdes locais de higiene e fisico-quimicas da saliva (BELSTR@M et al., 2017; PEREIRA
etal., 2012). O género Streptococcus parece desempenhar um importante papel no surgimento

e progressdo da carie, pois foi observado em niveis maiores em individuos com alta
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prevaléncia dessa doenga (BELSTR@M et al., 2017). A formagdo de biofilme inicia-se pela
adesdo as superficies dentarias com destaque para o género Streptococcus e Lactobacillus
salivarius como colonizadores principais dessas superficies (PEREIRA et al., 2012). Se nédo
houver interferéncia na comunidade microbiana formada, esta ird progredir, desmineralizando
os tecidos dentarios alcangando a polpa e o sistema de canais radiculares.

A microflora bacteriana do canal radicular é inicialmente dominada por aerébios e
anaerdbios facultativos. A medida que a doenca progride, a ecologia dentro do sistema de
canais radiculares muda (LEE et al., 2017; HENRIQUES et al., 2016; NEELAKANTAN et
al., 2017). Tzanetaki et al., (2015) através da técnica de pirosequenciamento analisaram
amostras de canais radiculares de 48 dentes de pacientes com necessidade de retratamento
endodéntico ou com polpa ndo vital. Através de andlise de sequéncia de DNA, e o uso de
bancos de dados de bactérias foi identificados varios filos bacterianos, inclusive com mais de
100 géneros de microrganismos identificados. O filo Firmicutes tem alta prevaléncia
(32,9%), tendo outros filos com menor representagdo, como por exemplo, Actinobacteria
(8,1%), Synergistetes (7,4%), Fusobacteria (7,4%), Proteobactérias (5,2%), Spirochaetes
(1,9%) e Tenericutes (0,5%) entre outros. Dentro dos casos de infecgbes primarias,
Bacteroidetes e Firmicutes (que abriga o género Enterococcus) foram encontrados em
igualdade de abundancia, enquanto Bacteroidetes foi mais abundante em infecgdes
persistentes .

Os microrganismos Enterococcus faecalis e Candida albicans estdo presentes na
infeccdo endodoénticas persistentes e infeccdes periapicais € 0 uso de solugbes irrigantes
eficazes e medicamentos intracanais ativos, contra esses microrganismos, é importante para
prevenir falhas de terapia endodontica (KOVAC et al., 2013).

O habitat normal do E. faecalis é o intestino gastrintestinal e genitourinario e nao a
cavidade oral, sendo este microrganismo considerado transitorio na cavidade bucal (VIDANA
et al,. 2010). Entretanto, E. faecalis esta presente nos casos de falha endodéntica, ou seja, na
cavidade oral de pacientes que ja realizaram tratamento endoddntico, mas que necessitam de
retratamento (HENRIQUES et al., 2016). Assim foi encontrado associacao entre presenca do
microrganismo na saliva e no canal de pacientes com necessidade de retratamento. Uma
possivel explicacdo seria que o0s canais obturados de forma insatisfatoria ou com
microinfiltragdo coronal poderiam fornecer mais espago e nutricdo do que em canais
radiculares bem obturados, e o espaco disponivel poderia criar um sistema anaerobio
facultativo no meio ambiente local (WANG et al., 2012). Tornando-se um ambiente propicio

ao microrganismo.
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ZHANG et al, (2015) encontraram que o E. faecalis foi mais prevalente em infecgdes
intrarradiculares persistentes em comparacdo com a periodontite periapical cronica primaria
(sem tratamento). A prevaléncia de E. faecalis em diferentes formas de lesdes primarias pode
haver variacdo. Foi observado na literatura que, usando o método de cultura em placa as
infeccBes primérias e persistentes variam de 2 -13% e 8 -71%, respectivamente. Usando o
método de reacdo em cadeia da polimerase a presenca de E. faecalis em lesGes primérias e
persistentes variam de 5 -82% e 10-90%, respectivamente (ZHANG et al., 2015). Essas
diferencas entre prevaléncias podem ser atribuidas ao tamanho da amostra dos estudos, a
qualidade do tratamento inicial, a0 material de preenchimento dos canais e as diferentes
técnicas de identificacdo dos microrganismos. Contudo, o tratamento inadequado do canal
radicular pode ser a causa de infecgOes intracanais persistentes de E. faecalis.

Além da limpeza profunda do canal, da modelagem do conduto e da obturacdo, a
selagem coronal hermética durante e ap6s o tratamento do canal radicular sdo essenciais para
prevenir a contaminagdo por E. faecalis e uma nova colonizacdo (WANG et al., 2012). Pois
Tsesis et al, (2017), usando microscopia de varredura laser confocal (CLSM), em modelo ex
vivo, encontrou a profundidade maxima de penetracdo nos tubulos dentinarios na porcao
apical da raiz de E. faecalis foi de até 1643 um e uma média de 755 um nos dentes analisados.
O que pode dificultar a acdo das solugdes nessa profundidade.

Mas a agdo antimicrobiana pode ndo ser efetivo também devido a resisténcia aos
antibioticos. Assim, foram avaliados cepas isoladas de canais radiculares de pacientes com
periodontite apical confirmados por radiografia e necrose pulpar, mas com paredes da camara
pulpar intactas. 13 isolados (32%) foram positivos para pelo menos um dos alvos de genes de
resisténcia a antibidticos. Quarenta e dois por cento dos dentes infectados abrigavam pelo
menos uma estirpe positiva para 0s genes alvo de resisténcia a antibiéticos. Principalmente as
beta-lactamase que foi encontrado em 17% das cepas e 6/26 (23%) dentes. A relevancia
clinica da resisténcia a tetraciclina na endodontia é principalmente relacionada ao uso de
solugdes de irrigacdo contendo este medicamento, como o MTAD. O conhecimento do
potencial de padrdo de resisténcia aos antibiéticos em membros da microbiota endoddntica
pode influenciar o processo de tomada de decisdo de prescricdo antibiotica em endodontia
(ROCAS e SIQUEIRA JUNIOR, 2012).
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1.3 Solugbes irrigadoras de canais radiculares disponiveis no mercado

Um passo decisivo para o sucesso do tratamento endoddntico € a irrigagdo intracanal
(BASRANI e HAAPASALO, 2012; NAKAMURA et al., 2013). Um irrigante intracanal ideal
deve possuir um amplo espectro antimicrobiano e alta eficdcia contra microrganismos
anaerdébios e facultativos organizados em biofilmes. Dissolver restos de tecido de polpa
necrotica e inativar endotoxinas sem ser toxico aos tecidos periapicais. Além de prevenir a
formac&o de smear layer durante a instrumentagdo ou dissolver este ultimo uma vez formada
(ZEHNDER, 2006).

Os principais produtos utilizados como irrigantes de canais radiculares sao hipoclorito
de sodio (NaOCI), gluconato de clorexidina e MTAD (mistura de doxiciclina, acido citrico e
um detergente-Tween 80) (BORZINI et al., 2016; JAJU; JAJU, 2011). NaOCl tem
demonstrado maior eficacia antimicrobiana no espaco endoddntico do que outras solugfes de
irrigacdo. Ele apresenta propriedades desejaveis e hd muito tempo € utilizado pelo
endodontista na prética clinica, sendo considerado o melhor irrigante endoddntico (IQBAL,
2012). Apresenta varias concentracdes na utilizacdo no espa¢o endodontico sendo a
concentracdo de 5,25% ¢é mais efetiva que na concentracdo de 1%, na desinfeccdo do canal
radicular (NAKAMURA et al., 2013).

Entretanto enquanto um solvente proteolitico muito eficaz, é extremamente citotoxico
e deve ser usados com prudéncia e cautela em terapia endododntica. Mesmo a sugestdo de que
NaOCl, em alguma diluicdo sé afetara o tecido necrético deve ser abandonada (BORZINI et
al., 2016; PASHLEY et al.,, 1985). Além disso, apesar da substancia apresentar varias
propriedades desejadas, ela sozinha ndo é capaz de limpar totalmente o sistema de canais
radiculares de detritos organicos e inorganicos e biofilme (BASRANI e HAAPASALDO,
2012).

GUIVARC'H et al.,, (2017) mostraram que apesar de nao parecer comum O
extravasamento de hipoclorito de sédio para os tecidos periapicais, durante o preparo
biomecanico, quando ocorre, pode levar a sérios danos a estes tecidos como dor, hemorragia,
inchago, hematoma, disfagia, dispneia, sinais neuroldgicos, necrose e trismo. Mesmo que em
menor ou em maior nimero de casos, quando presentes, esses sinais e sintomas foram agudos
e de inicio subito.

Além disso, no estudo com hipoclorito de sodio a 5,25% a ativacdo sbnica de
irrigantes por meio de EndoActivator e Vibringe ndo melhoraram significativamente a

penetracdo de vedantes em relacdo a irrigagdo convencional. Ou seja, a utilizacdo de
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diferentes sistemas de irrigacdo de ativagdo/entrega ndo altera a penetracdo do selante nos
tubulos dentindrios em comparacdo aos irrigantes endodéntica com agulha (convencional).
N&o foram encontradas diferencas significativas em todos os parametros relacionados a
penetracdo do selante em associagdo com diferentes sistemas de irrigacdo avaliados
(GENERALI et al., 2017). Isto pode esta relacionado a dificuldade do hipoclorito de s6dio em
penetrar em todos os micro-canais, impedindo dessa forma uma maior penetracdo do material
selante.

A clorexidina foi desenvolvida no final da década de 1940 nos Laboratorios de
Pesquisas da Imperial Chemical Industries Ltd. (Macclesfield, Inglaterra). Inicialmente, o
objetivo era obter substancias antivirais. No entanto, eles tiveram pouca eficacia antiviral e
foram colocados de lado, para serem redescobertos alguns anos depois como antibacterianos
(ZEHNDER, 2006). A clorexidina é relativamente ndo toxica, mas sua eficacia é
questionavel, sendo que alguns autores relataram uma atividade reduzida contra o biofilme de
E. faecalis e endotoxinas em comparagdo com NaOCl (BORZINI et al., 2016). Ela é
recomendada quando o Unico requisito é a atividade antimicrobiana, sobretudo em lesdes
refratarias (CAMARA et al., 2010). A revisdo feita por Mohammadi et al., (2014) mostrou
que a clorexidina apresenta boa substantividade sendo recomendado como um enxaguante
final do canal, ndo sendo indicado como um irrigante principal. Isto se deve a dificuldade de
dissolucdo de tecido e na atividade antimicrobiana reduzida em biofilmes.

A acdo antimicrobiana de MTAD é devido a sua formulacdo complexa, mas mesmo
assim, ndo é capaz de desintegrar completamente e remover o biofilme de E. faecalis
(BORZINI et al., 2016). Apesar ser menos citotoxica, sua eficacia contra fungos € controverso
e necessitam ser mais bem avaliados. Desse modo, todos os irrigantes apresentam vantagens e
limitacBes, assim nenhum irrigante de canais radiculares mostrou-se ideal, ou seja, henhum
satisfaz todos os requisitos (JAJU e JAJU, 2011).

1.4 Plantas medicinais e sua atividade antimicrobiana na Odontologia

As plantas medicinais ttm uma historia de uso milenar, e a ciéncias vem descobrindo
varios efeitos terapéuticos dos compostos presentes nessas plantas, muitas vezes atuando de
forma sinérgica. O interesse pela natureza como fonte de possiveis agentes
quimioterapéuticos continua. Os produtos naturais e seus derivados representam mais de 50%
de todas as drogas em uso clinico no mundo. As plantas contribuem com pelo menos 25% do
total (GURIB-FAKIM, 2006).
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Apesar de o Brasil apresentar uma ampla biodiversidade, a producdo cientifica sobre o
uso das plantas medicinais ou fitoterapicos na odontologia ainda é escasso (CASTRO et al.,
2014). Além disso, a industria de fitoterapicos no Brasil tem apresentado uma reducdo nos
Gltimos anos. Isso se deve a problemas burocraticos principalmente relacionados a legislacgéo,
a falta de insumos de qualidade, e a falta de incentivos dos 6rgaos governamentais, apesar das
politicas publicas de apoio (HASENCLEVER et al., 2017).

Apesar disso, as pesquisas desenvolvidas com agentes fitoterapicos tém havido
interesse crescente na avaliagdo de extratos de plantas com um potencial de aplicacdo
terapéutica em odontologia (FREIRES e ROSALEN, 2016). A aplicagdo da fitoterapia na
Odontologia ja se mostrou eficaz na atividade antimicrobiana de patdgenos da cérie dentaria,
como Streptrococus mutans. Também apresentou atividade especifica no desenvolvimento e
progressdo dessa lesdo, como por exemplo, adesdo de microrganismos bucais nas superficies
duras (FRANCISCO, 2010). Vaérios estudos ja buscaram e identificaram o potencial
antimicrobiano de plantas do semiarido paraibano contra bactérias e espécies do género
Candida e Enterococcus faecalis que estdo relacionadas a infeccdo endodéntica (COSTA et
al., 2013; GOMES et al., 2013; ROCHA et al., 2013).

ROCHA et al., (2013) mostraram que o extrato hidroalcoolico 70% da folha de
Tabebuia pentaphylla Vell. (ipé rosa) apresentou atividade contra trés espéecies de bactérias
orais: Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus e Escherichia coli pela técnica difusédo
em 4agar. J& quando foi utilizada a técnica de microdiluicdo em caldo os resultados foram
superiores com todos os extratos analisados de folhas e cascas de Syderoxylum obtusifolium
Roem e Schult (quixabeira), T. pentaphylla Vell. (ipé rosa) e Guapira graciliflora Mart.
(jodo-mole) e folhas de Bauhinia forficata Linn (morord), Anadenanthera colubrina Brenan
(angico) e Spondias tuberosa Arruda (umbuzeiro) apresentando atividade antimicrobiana
contra o S. aureus. Enquanto que para E. faecalis B. forficata Linn, T. pentaphylla Vel (folha
e casca) G. graciliflora Mart (folha e casca) houve atividade determinada pela concentracdo
inibitéria minima e concentracdo bactericida minima.

Por outro lado, a E. faecalis apresentou resisténcia para S. obtusifolium Roem e Schult
(quixabeira) quando foi utilizado a folha ou a casca, na determinacdo da CIM e CBM. Ao
passo que apresentou resisténcia da CBM quando utilizado A. colubrina Brenan (casca) e S.
tuberosa Arruda (casca) (ROCHA et al., 2013). Enquanto outro estudo com espécies de
plantas também do semiérido paraibano, através do método difusdo em &gar mostrou que a E.
faecalis foi susceptivel a Anadenanthera macrocarpa (Benth) Brenan (angico), Schinus

terebintifolius Raddi (aroeira-da-praia), Maytenus rigida Mart. (bom-nome), Bauhinia
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forficata Linn (morord) e Spondias tuberosa A. Cam. (umbuzeiro). Para Candida albicans
atividade antimicrobiana foi obtida com Bauhinia forficata Linn (morord) e Pseudobombax
marginatum (embiratanha) (COSTA et al., 2013).

Em outro estudo com plantas do semiarido da paraiba com ensaio de difusdo em agar
0 crescimento de S. mutans, S. salivarius, L. casei, C. albicans, C. tropicalis, e C. krusei ndo
foi inibido por nenhuma concentracdo de extratos de Acanthospermum hispidum (Carrapicho-
de-cigano), Ximenia americana (Ameixa) e Schinopsis brasiliensis (Brauna). O extrato de
casca da X. americana mostrou atividade contra E. faecalis, S. aureus e S. oralis. Quando o0s
extratos foram analisados pela técnica de microdiluicdo em caldo, o extrato de X. americana
apresentou atividade contra S. Aureus, E. faecalis e S. oralis. Schinopsis brasiliensis
apresentou atividade contra P. aeruginosa; E. faecalis; S. aureus; S. oralis. Estudo de
toxicidade indicou também que X. americana ndo é toxica ( SILVA et al., 2012).

Outros extratos demonstram bons resultados contra Candida albicans: E. arvense L.,
G. glabra L. P. granatum L. e S. barbatimam Mart. (OLIVEIRA et al., 2013). Extrato
hidroalcoolico de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan (angico), planta encontrada no
semiarido paraibano, utilizado contra Candida albicans mostrou atividade antimicrobiana,
através da concentragéo inibitoria minima. Entretanto a concentragdo fungicida minima foi
elevada (1mg/ml) o que sugere inibicdo do crescimento do microrganismo sem causar morte
do biofilme de C. albicans. O estudo sugeriu que A. colubrina tem compostos com atividade
antiflngica, que sdo capazes de inibir o crescimento celular de Candida albicans e a formacéo
de biofilme, causando consideraveis alteracdes na estrutura deste microrganismo (LIMA et
al., 2014).

Alternativas a produtos convencionalmente utilizados como irrigacdo intracanal com o
uso de fitoterapicos ja apresentam resultados positivos. A utilizacdo de Morinda citrifolia
(amora indiana) demonstrou eficacia semelhante ao NaOCI em solucdo irrigadora intracanal
(TEWARI et al., 2016). Outros resultados in vitro j& demonstraram atividade antimicrobiana
contra Enterococcus faecalis com o uso do prépolis, Azadirachta india, Citrus limonum, Aloe
vera, Psoralea corylifolia, Psidium guajava, Acacia nilotica (TEWARI et al., 2016).

Varios estudos buscaram comparar a atividade antimicrobiana de plantas medicinais e
solugdes irrigadoras comerciais, principalmente com hipoclorito de sodio e gluconato de
clorexidina, contra bactérias comumente presentes no canal radicular infectado
(ABBASZADEGAN et al., 2014; PODAR et al., 2015; MISTRY et al., 2014; MISTRY et al.,
2016; PRABHAKAR et al., 2010; VALERA et al., 2013). Os resultados com Ferula

gummosa se mostraram superiores ou inferiores dependendo do microrganismo testado,
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quando comparado com clorexidina e hipoclorito de sddio (ABBASZADEGAN et al., 2014).
Em outro estudo com Azadirachta indica e Morinda citrifolia juice mostraram eficacia
comparavel ao hipoclorito de sodio 3% (PODAR et al., 2015).

Outro estudo teve como resultado que o hipoclorito de sédio a 5% apresentou
atividade antibacteriana maxima contra E. faecalis de 3 e 6 semanas em biofilme formado no
substrato dental. Triphala (IMPCOPS Ltd, Chennai, India) e MTAD mostraram completa
erradicacdo em biofilme de 3 semanas. Triphala, Camellia sinensis e MTAD mostraram
atividade antibacteriana estatisticamente significativa contra o biofilme de 6 semanas
(PRABHAKAR et al., 2010). Para estes autores, 0 uso de alternativas a base de plantas como
irrigante do canal radicular pode provar ser vantajoso considerando as diversas caracteristicas
indesejaveis de NaOCIl e que pesquisas adicionais sd0 necessdrias para recomendar
conclusivamente as plantas como soluges de irrigante do canal radicular.

Estudo ex vivo de Valera et al., (2013) compararam o extrato de Aloe vera, Zingiber
officinale (gengibre) e dleo de Ricinus communis L. (6leo de mamoma) em relagdo ao
hipoclorito de sédio 2,5% e clorexidina gel 2% em dentes humanos num estudo in vitro.
Apenas o hipoclorito de sodio e a clorexidina foram capazes de inibir completamente o
numero de unidades formadoras de colbnias (UFC/ml) em amostras do imediatamente pds
instrumentagdo biomecénica e apds uma semana em biofilmes maduros de 21 dias
previamente formados.

Apesar do estudo ndo citar quais foram as concentragdes dos extratos utilizados, o 6leo
de mamoma conseguiu reduzir significativamente as colonias de C. albicans e E. faecalis
assim como o gengibre, sendo os resultados estatisticamente semelhantes ao hipoclorito de
sodio e a clorexidina. Entretanto, apds sete dias houve novo crescimento microbiano. A aloe
vera nao foi capaz de eliminar eficazmente esses microrganismos, sendo comparado ao
controle negativo (solucdo salina). Uma falha no estudo foi ndo indicar a concentracdo dos

extratos utilizados, o que influencia fortemente a atividade destes compostos.

1.5 Plantas medicinais utilizadas neste estudo

A selecdo do material vegetal para este estudo baseou-se nos dados etnobotanicos
sobre o uso tradicional de plantas da regido semiarida (AGRA et al., 2008).
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1.5.1 Ximenia americana L. (Ameixa)

Esta espécie vegetal pode ser encontrada nas Américas, Africa e Oceania. Tem um
amplo uso pelas populagdes dessas localidades como alimento e para combate a diversas
enfermidades. Assim todas as partes da planta sdo utilizadas: frutos, sementes, folhas e casca
do caule (figura 1) (CHAVES et al., 2014; MAGASSOUBA et al., 2007). Pertencente a
familia Olacaceae, no Brasil e no semiarido, ela é utilizada como anti-inflamatorio e
cicatrizante, para dor, obesidade, diabetes, tosse, rouquiddo, constipacdo, doenca venérea,
osteoporose, ferida, gastrite, Ulceras bucais, dor de dente, lesdes em diabéticos etc. (BITU et
al., 2015; CHAVES et al., 2014; MACEDO et al., 2018).

Na Africa, a planta é utilizada no combate a mais de 40 doencas, sobretudo infecciosas
e inflamatdria, inclusive, dor de dente, dor de garganta, gengivite e infeccbes por Candida
ssp. (LE et al., 2012). A forma de utilizacdo também é variada, sendo usada a casca, folha,
raizes e frutos para infusdo, como expectorante, deixada em agua e em misturas com outros
produtos (BITU et al., 2015; MACEDO et al., 2018). Estudos cientificos ja demonstraram a
atividade antimicrobiana da espécie contra varios microrganismos, como: Escherischia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans e Staphylococcus aureus, quando utilizada
isoladamente ou com efeitos sinérgicos com drogas comerciais (OGUNLEYE e IBITOYE,
2003; SILVA et al., 2015).
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Figura 1 — fotos da espécie Ximenia americana L. A - Localizagdo da espécie no meio ambiente; B-
Folhas; C- Caule; D- Flor; E- Folhas e Frutos.

Fonte: BRASILEIRO et al., 2008.
1.5.2 Croton blanchetianus Baill ( Marmeleiro)

Pertencente a familia Euphorbiaceae, o marmeleiro ¢ uma planta medicinal utilizada
pela populagdo do Nordeste para sangramento mestrual, ferida, dor de barriga, dor, problemas
estomacais e vomito (figura 2). A preparacdo de infusdo é feita com o uso da casca ou
deixando a planta medicinal de molho na agua em temperatura ambiente, para posterior
ingestdo. No semiarido nordestino também séo utilizados o caule, raiz e as folhas na forma de
decoccdo e maceracdo para problemas estomacais, mal-estar, gripe, tosse etc. (BITU et al.,
2015; MACEDO et al., 2018).
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Figura 2 - Vista panoramica da Croton blanchetianus Baill.

Fonte: ANGELICO, E. C. (2009).

1.5.3 Poincianella pyramidalis (Tul.) LP Queiroz (Cantingueira)

Fazendo parte da familia Fabaceae a Poincianella pyramidalis (Tul.) LP Queiroz,
conhecida como catingueira (figura 3), é utilizada pelas comunidades no Nordeste para gripe,
tosse, sangramento, dor de barriga, dor de dente, vermifugo, reumatismo, dor generalizada
etc. As partes da planta utilizadas sé&o a flor, casca do caule, folha, raiz e fruta na forma de
decoccdo, infusdo, maceracdo e suco (MACEDO et al., 2018). A literatura ja mostrou sua
atuacdo sinérgica com antibioticos sintéticos, além do efeito antioxidante da espécie
(CHAVES etal., 2016).
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Figura 3 - Poincianella pyramidalis: a espécie no meio ambiente (A); Floragdo (B) e Detalhe
das flores (C).

Fonte: LIMA, 2014,

1.5.4 Momordica charantia L. (Meldo de Sdo Caetano)

Membro da familia Cucurbitaceae, ¢ amplamente distribuido em regides tropicais
e subtropicais do mundo. S&o utilizados os frutos, folhas e raizes como remédio para dor
de dente, diarreia, furinculo, diabetes etc. (JIA, SHEN, XIE 2017) (figura 4). Atividade
antimicrobiana do extrato etanolico do fruto de M. charantia L. foi observado contra
diversos microrganismos padrdo e multirresistente de bactérias e fungos, como Candida
albicans e Escherichia coli (LUCENA FILHO et al., 2015); além de varias outras
espécies bacterianas como S. aureus, P. aeruginosa, E. coli e K. pneumoniae, obtendo
valores de CIM menores que 1mg / mL tanto para folha, quanto para o fruto (BRANDAO
etal., 2016).
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Figura 4 - Caracteristicas de Momordica charantia folhas e flor (a); fruto imaturo (b).

(@) - _(b)

Fonte: JIA, SHEN, XIE 2017.

1.5.5 Schinopsis brasiliensis engl. (Braina)

Conhecido como bralna, baralna, bralina-do-sertdo, quebracho etc. a Schinopsis
brasiliensis engl. (Anacardiaceae) é uma espécie encontrada no semiarido nordestino (figura
5), sendo endémica no Brasil (MOREIRA, 2009). Na medicina popular do Nordeste o caule,
casca do caule, folhas, frutos e a resina da braina sdo usados no tratamento de fraturas,
inflamacdes em geral, impoténcia sexual, inflamacdo na garganta, tosse, gripe e diarreia
(ALBUQUERQUE et al., 2007).

Estudos sugerem que a S. brasiliensis engl. tem um potencial modulador de resisténcia
microbiana que poderia ser utilizada como coadjuvante em tratamento de infeccdo por S.
aureus (SILVA et al., 2015). Testes realizados demonstraram que o extrato obtido a partir da
casca de S. brasiliensis € um antimicrobiano, e com a capacidade de modular a resisténcia de
bactérias como Staphylococcus aureus e Escherichia coli, sendo considerado de baixa
toxicidade (CHAVES et al., 2015).
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Figura 5 - Schinopsis brasiliensis engl.: folhas e flores.

Fonte: Livro Arvores Brasileiras: Manual de Identificacdo e Cultivo de Plantas Arboreas Nativas do
Brasil. Vol.1 pag. 22 apud MOREIRA, 20009.
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2 0OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Desenvolver uma solucdo irrigadora intracanal radicular com atividade

antimicrobiana.

2.2 Objetivos Especificos

e Obter extratos das plantas selecionadas por métodos de extracdo diferentes;

e Verificar a acdo antimicrobiana in vitro dos extratos obtidos frente a Enterococcus
faecalis e Candida albicans;

e Determinar a CIM e a CBM/CFM da solucdo irrigadora desenvolvida frente a
Enterococcus faecalis e Candida albicans;

e Realizar a prospeccdo fitoquimica do extrato vegetal incorporado a solucédo
intracanal;

e Determinar o marcador quimico da formulacao;

e Avaliar parametros fisicos-quimicos da formulagéo;

e Caracterizar por andlise térmica, o extrato e excipientes utilizados na producao da

solucéo irrigadora desenvolvida.
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3 MATERIAIS E METODOS

As etapas de realizacdo da metodologia estdo distribuidas no fluxograma da figura 6.

Figura 6: Fluxograma das etapas da metodologia realizada.
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3.1 Tipo de estudo
Foi realizado um estudo de abordagem indutiva com procedimento comparativo e
técnica de documentacdo direta em laboratorio (LAKATOS e MARCONI, 2003). Foi um

estudo laboratorial in vitro.

3.2 Local da pesquisa

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

3.3 Material vegetal

Foram analisadas 05 (cinco) plantas medicinais (folhas e/ou cascas) presentes no
semiarido Brasileiro. Séo elas: Ximenia americana L. (Ameixa), Poincianella pyramidalis
(Tul.) L.P. Queiroz (Catingueira), Croton blanchetianus Baill (Marmeleiro), Schinopsis
brasiliensis (Brauna) e Momordica charantia (Meldo de Sdo Caetano). A coleta das plantas
foi realizadas na regido semiarida do Estado da Paraiba.

Apoés coleta, foram feitas a identificagdo do material vegetal, para confirmar a
autenticidade da planta (tabela 1). Em seguida, os materiais vegetais foram secos em estufa de
circulacdo de ar a 40°C até estabilizacdo do peso e posterior pulverizacdo em moinho de facas
de 10 mesh Wiley.
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Tabela 1- Plantas selecionadas para este trabalho

Nome cientifico  Nome popular Parte usada Local da coleta Excicata
Ximenia 7°08'33,8" S
americana L. ]
Ameixa Folha e casca 36°06'21,1" W EAN-100493
Cronton 7°32°37,67°S
blanchetianus )
Baill Marmeleiro Casca 35°44°45,82°W  CCTR- 4946
Poincianella 7°07°54.53°S
pyramidalis . _ ) .
Catingueira Casca 36°07°14.51"W CSTR - 5036
Momordica 7°13” S
charantia 5 y
Melédo de S&o Folha 35055° W EAN — 257 -
Caetano ACAM
Schinopsis 7°13°50” S

brasiliensis engl. )
Brauna Folha 35°52° 52> W EAN - 100493

3.4 Obtencéo dos extratos

Os extratos foram obtidos pelos métodos extrativos: maceracdo (7 dias em
temperatura ambiente ao abrigo da luz), turbélise (3 mil rpm por 15 minutos) e ultrassom (em
banho maria a 40°C por 1 hora) na concentracdo da solucdo hidroalcodlica 50, 70 e 90 %
(v/v) para cada planta e método utilizado. A proporcdo usado foi de 20%, ou seja, de 200
gramas de material vegetal para 1000 ml de solucdo hidroalcodlica. Apos filtragem, os
extratos foram submetidos a evaporacdo a vacuo, em rotaevaporador, para obtencdo dos

extratos secos.

3.5 Caracterizacao da atividade antimicrobiana
Para caracterizacdo da atividade antimicrobiana foi utilizado o método de

microdilui¢do em caldo, utilizando microplacas de 96 pocos de fundo em “U”.

3.5.1 Cepas

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos obtidos foram utilizadas cepas
padrdo American Type Culture Collection (ATCC) de Candida albicans (ATCC 18804) e
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), as quais foram disponibilizadas pela Fundacgéo
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Oswaldo Cruz (FIOCRUZ — RJ). As cepas liofilizadas foram reativadas, em camara asséptica,

seguindo as recomendac@es da referida Fundacao.

3.5.2 Meios de cultura

Para manutencdo e crescimento dos microrganismos em placas petri, foi utilizado o
meio de cultura Brain Heart Infusion Agar (BHI agar) para bactérias e o Agar Sabouraud
Dextrose para fungos. Para os testes de atividade antimicrobiana em microplaca, foi utilizado

0 meio Mueller Hinton caldo para bactérias e Sabouraud Dextrose caldo para leveduras.

3.5.3 Preparacdo da suspensao microbiana

Inicialmente os microrganismos foram reativados em caldo BHI e sabouraud dextrose
por 24 horas para bactérias e fungos, respectivamente. Depois 0s microrganismos foram
semeados em meio de cultura s6lido por 24 e 48 horas para preparagdo do inoculo de
bactérias e fungos, respectivamente. O inoculo microbiano foi padronizado conforme descrito
na Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008), em espectrofotdmetro, no
comprimento de onda de 625 nm, para bactéria e 530 nm, para fungos, de modo a obter a
transmitancia de 85% que equivale a 1x10® UFC/mL.

3.5.4 Determinacédo da Concentracéo Inibitéria Minima pelo método de microdiluicédo

Concentracdo inibitéria minima (CIM): A menor concentragdo de um agente
antimicrobiano que impede crescimento de um microrganismo no teste de diluicdo em caldo
(CLSI, 2008). E utilizado para quantificar a atividade antimicrobiana de plantas selecionadas
para estudo.

As placas receberam 100 puL de Mueller Hinton ou caldo Sabouraud, para bactérias e
fungos, respectivamente. Os extratos foram diluidos em agua destilada estéril e transferidos
para 0 primeiro po¢o com concentracdo inicial de 1000pg/mL. A partir dai foram realizadas
diluicBes seriadas até a concentracdo do extrato em 7,6 ug/ml e os 100 pL do ultimo poco foi
desprezado. Em seguida foi depositado 100 pL/poco do inoculo microbiano devidamente
ajustado em cada poco.

As placas foram incubadas a 35 + 2° C por 24 horas para bactérias; e 28 + 2° C, por 48
horas para fungos. A CIM foi definida como a menor concentracdo do extrato que inibiu o
crescimento microbiano visivel ap6s 24 horas. Confirmado pela adicdo de resazurina a 0,01%
em cada poco e verificacdo, ap6s 2 horas, de mudanca de cor do meio. Os ensaios foram

realizados em triplicata e em trés momentos diferentes.
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Nos ensaios foram utilizados controle de esterilidade do meio (auséncia de
crescimento microbiano ou de contaminacdo) e controle de viabilidade de crescimento
(crescimento do microrganismo sem agentes inibidores). Alem disso, foi utilizado como
controle positivo o digluconato de clorexidina 0,12% na susceptibilidade de bactérias e a
nistatina para o teste de susceptibilidade de fungo.

3.5.5 Solucéo irrigadora

Apos a selecdo do extrato com melhor atividade antimicrobiana, foi desenvolvido uma
formulacdo intracanal radicular e novos testes de concentragdo inibitéria minima e
concentracdo bactericida/fungicida minima. Assim, foi desenvolvida uma formulagao
intracanal com tensoativo aniénico preconizado Appel e Reus, (2005) e a utilizacdo da casca

de Ximenia americana L. (tabela 2):

Tabela 2 - Formulacdo da solugdo intracanal desenvolvida

Substancia

utilizada Concentracéo
Lauril dietilenoglicol éter sulfato de sodio 2%
Metilparabeno 0,18%
Ximenia americana L. (casca) 1%
Agua purificada g.s.p 100ml

Inicialmente é necessario aquecer 50 ml de &gua estéril com adicdo, aos poucos, do
Metilparabeno e Lauril dietilenoglicol éter sulfato de sodio para evitar a intensa formacéo de
espuma. Em seguida foi adicionado o restante da agua e o extrato vegetal de Ximenia
americana L. extraida pelo método de turbdlise em solugdo hidroalcoolica 50% (v/v) devido
aos melhores resultados antimicrobianos encontrados com esse método. A formulacdo foi
estocada em temperatura ambiente sob o abrigo da luz direta para evitar a precipitacdo dos
seus componentes, quando em baixas temperaturas. Assim como manter as propriedades

antimicrobianas por todo o periodo de teste.
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3.5.6 Determinacgdo da Concentracdo Inibitéria Minima da solucéo intracanal
Seguiu-se a metodologia descrita no item 3.5.4, com a substitui¢cdo dos extratos pela
solucdo teste e o controle positivo pelas solu¢cdes comerciais, ou seja, solu¢cdo com hipoclorito

de sédioa 1, 2,5 e 5% e solucédo de gluconato de clorexidina 0,12%.

3.5.7 Determinagdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e Fungicida Minima (CFM)

Para determinacdo da concentracdo bactericida minima e concentracdo fungicida
minima, foram removidos uma aliquota de 20 uL dos pogos correspondentes a CIM, CIM x 2
e CIM x 4 e gotejados em triplicata sobre placas petri, contendo meio BHI Agar (bactérias) e
Agar Sabouraud Dextrose (leveduras), e incubadas a 35 + 2°C por 24 horas para bactérias; e
28 + 2°C, por 48 horas para fungos. As CBM/CFM foram definidas como a menor
concentracdo do extrato testado que inibiu o crescimento visivel de coldonias no meio

utilizado.

3.6 Avaliacéo dos parametros fisico-quimicos da solucdo desenvolvida

Apo6s o desenvolvimento da formulacdo com o extrato vegetal selecionado, foi feito a
avaliacdo dos parametros fisicos-quimicos da solugdo com a presenca e auséncia do extrato de
X. americana L. Inicialmente, realizou-se a analise estatistica descritiva objetivando
caracterizar as amostras. Foram calculadas medidas de tendéncia central e de variabilidade
para os valores de pH e densidade (g/cm?3) das solucgdes testadas em um densimetro digital
(Anton Paar, versio DMA 35 portétil). Em seguida, empregou-se a Analise de Variancia
(ANOVA) com teste post-hoc de Tukey HSD para determinar diferencas significativas entre
as solugdes quanto aos parametros testados (LARSON; FARBER, 2016). O nivel de
significancia foi fixado em p < 0,05. Todas as andlises foram conduzidas usando o software

IBM SPSS Statistics versdo 20.0 e considerando um intervalo de confianca de 95%.

3.7 Prospeccdao fitoquimica

Foi realizado um estudo quantitativo, por espectrofotometria UV-VIS, utilizando-se
um espectrofotdmetro Shimadzu UVmini-1240, dos principais metabdlitos secundarios
(polifendis, taninos e flavonoides) presentes no extrato bruto de X. americana L.. Essa
caracterizacdo é realizada com a finalidade de se identificar os constituintes presentes em
maior quantidade na planta selecionada. Para isso foi construida uma curva de calibracao,
com solugdes obtidas com os extratos produzidos, comparando-as com a curva de calibragdo
obtida com os padr@es de referéncia utilizado na identificacdo dos metabdlitos secundarios. O

conteudo total de cada constituinte identificado foi expresso em miligramas equivalentes ao
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padréo utilizado. Os valores do teor e de margem foram feitos em porcentagem para realizar a

conversdo para mg/g.

3.7.1 Quantificagdo espectrofotométrica de flavonoides

A determinacdo do contetdo de flavonoides totais seguiu 0 método de Meda et al.,
(2005). Cinco mL de cada solucdo (em metanol) do extrato foi adicionado 0 mesmo volume
de uma solucédo (em metanol) de AICI3 a 2% (p/v). A mistura permaneceu em repouso por 10
minutos antes da leitura da absorbancia a 415 nm, contra um branco composto pela solugéo de
AICI3.

Utilizou-se para esta determinagdo uma curva de calibracgdo obtida a partir de solucOes
de quercetina nas concentracdes de 2 a 30 pg/mL. A concentracao de flavonoides foi expressa

em miligramas equivalentes de quercetina. As analises foram realizadas em triplicata.

3.7.2 Quantificacdo espectrofotométrica de polifenois

Para a determinacdo do teor de polifendis totais, utilizou-se 0 método descrito por
Chandra e Mejia (2004). Adicionou-se 1 mL da solugdo aquosa do extrato a 1 mL do reagente
de Folin-Ciocalteau 1N, e esta mistura permaneceu em repouso por 2 minutos. Em seguida,
adicionou-se 2 mL de uma solucdo aquosa de Na,CO3; a 20% (p/v), e a mistura permaneceu
em repouso por mais 10 minutos. Em seguida, foi feita a leitura da absorbancia a 757 nm em
espectrofotdbmetro, contra um branco composto por agua destilada, reagente de Folin-
Ciocalteau e solucdo a 20% de Na,COs.

A curva de calibracdo foi obtida a partir de solucGes de &cido gélico nas concentragdes
de 1 a 40 pg/mL. A concentracdo de polifendis foi expressa em miligramas equivalentes de
acido galico. As analises foram realizadas em triplicata. As concentracfes foram expressas em

mg/g que sdo de equivalentes do padréo utilizado para o metabdlito.

3.7.3 Quantificacdo espectrofotométrica de taninos

O teor de taninos condensados foi quantificado utilizando-se o método de Makkar e
Becker (1993), no qual 0,5 mL da amostra do extrato vegetal foi adicionado a 3 mL de uma
solugdo de vanilina (4% p/v em metanol); em seguida, adicionou-se 1,5 mL de HCI
concentrado (37%). A reacdo ocorreu em tubos de ensaio, mergulhados em agua a cerca de
22°C. A leitura foi feita a 500 nm, contra um branco composto pela solucao de vanilina, HCI

e uma solucéo de etanol 50% (v/v) em agua.
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A curva de calibragdo para este ensaio foi realizada utilizando-se solucdes de
catequina nas concentracfes de 10 a 100 pg/mL. A concentracdo de taninos condensados foi

expressa em miligramas equivalentes de catequina. As analises foram realizadas em triplicata.

3.8 Determinacao do marcador fitoquimico (impresséo digital)

A andlise cromatografica foi feita utilizando um cromatégrafo liquido HPLC
Pominence, marca Shimadzu, com detector UV-Vis acoplado ao software LC solution da
Shimadzu. A coluna utilizada foi de fase reversa a modelo Gemini C-18, marca Phenomenex,
150 X 4,6 X 3 mm com particulas de 3 um de didmetro (pré-coluna Gemini NX, marca
Phenomenex, 4 X 30).

A fase movel consistiu de agua acidulada com &cido ortofosforico a 0,1% (Fase A) e
metanol (fase B) em uma proporcao 80:20 (A:B). Como padrdo foi utilizado o Acido Galico
(C7H806) Anidro (VETEC, Lote: 0904265). A temperatura de forno foi de 30° C e o fluxo
de vazdo foi de 0,7 mL/min. Em um comprimento de onda de 254 nm. Foi submetido a
formulagdo sem extrato e com o extrato hidroalcoolico diluido em metanol (10%) na
proporcao de 1:5 na analise cromatogréafica a fim de se detectar a presenca e a concentracdo

do acido galico no extrato, comparando-se ao padrao.

3.9 Caracterizacao termica do extrato e excipientes

O extrato de X. americana L., os excipientes e a formulacdo foram caracterizados por
analise térmica. As curvas DTA foram obtidas utilizando um modulo de termobalanca
simultanea, modelo DTG-60 (Shimadzu), utilizando cadinhos de aluminio hermeticamente
fechados, com cerca de 2 £ 0,1 mg, sob uma atmosfera de nitrogénio a 50 mL/min. Os
experimentos foram realizados em temperatura crescente no intervalo de 25 a 400 °C, com

taxa de aquecimento de 10 °C/min.
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4 RESULTADOS

O projeto de pesquisa ora desenvolvido foi apresentado e aprovado em qualificacdo
pelo Programa de PoOs-graduacdo em Odontologia da UEPB. Assim, como resultado da

execucao desse projeto sera apresentado um artigo cientifico.

Artigo: Desenvolvimento de uma solugéo irrigadora de canais radiculares utilizando o

extrato de Ximenia americana L.
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Desenvolvimento de uma solucéo irrigadora de canais radiculares utilizando o extrato

de Ximenia americana L.
Adeilton Félix da Silva! , Felipe Hugo Alencar Fernandes?, Ana Claudia Dantas de Medeiros!

1 Programa de Pds-graduacdo em Odontologia, Universidade Estadual da Paraiba, 58.429-500
Campina Grande, PB, Brasil.

2| ahoratério de Desenvolvimento e Ensaios de Medicamentos, Universidade Estadual da
Paraiba, 58.429-500 Campina Grande, PB, Brasil.

RESUMO

As patologias pulpares sdo frequentemente causadas por microrganismos presentes na
cavidade bucal que podem atingir o sistema de canais radiculares e os tecidos periapicais,
causando danos. O objetivo deste trabalho foi a avaliar in vitro as plantas medicinais: Ximenia
americana L., Poincianella pyramidalis (Tul.) L.P. Queiroz, Croton blanchetianus Baill,
Schinopsis brasiliensis L. e Momordica charantia L. da regido semiarido Brasileiro contra
microrganismos patogénicos orais, visando a bioprospecc¢do de um novo produto. A selecdo
do material vegetal para este estudo baseou-se nos dados etnoboténicos sobre o uso
tradicional de plantas da regido semiarido. Os extratos foram submetidos a determinacéo da
Concentracdo Inibitéria Minima contra Enterococcus faecalis e Candida albicans. O extrato
de Ximenia americana L. foi selecionado para ser incorporado a uma solucdo de irrigagdo
intracanal, por apresentar melhor resultado (7,8 a 125 pg/mL). Na prospeccédo fitoquimica,
determinou-se o teor de metabdlitos secundarios através de espectrofotometria no ultravioleta.
Assim foi determinada o teor de polifenois totais (385,52 + 15,90 mg/g), flavonoides totais
(14,79 £ 0,70 mg/g) e taninos condensados (217,30 + 5,22 mg/g) desta planta. Na anéalise
cromatografica determinou-se o composto quimico majoritario que foi o acido galico. Além
de estudos de caracterizacdo térmica extrato/excipientes (DTA). Em seguida foram feitos
novos testes para determinacdo da concentracdo inibitdéria minima (CIM) da formulacdo
produzida, a fim de verificar interferéncias dos excipientes na atividade final da solugéo
desenvolvida, o que ndo mostrou interferéncia da atividade antimicrobiana. Assim, nas
condigbes in vitro analisadas as plantas medicinais apresentam boa perspectivas ao
desenvolvimento de agentes antimicrobianos para uso odontoldgico.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Endodontia. Enterococcus faecalis. Candida albicans.
Atividade antimicrobiana. Semiarido Nordestino. Ximenia americana L.
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ABSTRACT

Pulp pathologies are often caused by microorganisms present in the buccal cavity that can
reach the root canal system and the periapical tissues, causing damage. The objective of this
work was to evaluate in vitro the medicinal plants: Ximenia americana L., Poincianella
pyramidalis (Tul.) LP Queiroz, Croton blanchetianus Baill, Schinopsis brasiliensis L. and
Momordica charantia L. from the Brazilian semi-arid region against oral pathogenic
microorganisms, aiming the bioprospecting of a new product. The selection of plant material
for this study was based on ethnobotanical data on the traditional use of plants in the semi-
arid region. The extracts were submitted to determination of the Minimum Inhibitory
Concentration against Enterococcus faecalis and Candida albicans. The extract of Ximenia
americana L. was selected to be incorporated into an intracanal irrigation solution, as it
presented a better result (7.8 to 125 pg / mL). The content of total polyphenols (385.52 +
15.90 mg/g), total flavonoids (14.79 = 0.70 mg/g), and condensed tannins (217.30 * 5.22
mg/g) were determined in the phytochemical prospection, the content of secondary
metabolites was determined by ultraviolet spectrophotometry. of this plant. In the
chromatographic analysis the major chemical compound that was the gallic acid was
determined. In addition to thermal characterization studies extract / excipients (DTA). Further
tests were carried out to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) of the
formulation produced in order to verify interferences of the excipients in the final activity of
the developed solution, which did not show interference of the antimicrobial activity. Thus, in
the in vitro conditions analyzed the medicinal plants present good prospects for the
development of antimicrobial agents for dental use.

Keywords: Medicinal plants. Endodontics. Enterococcus faecalis. Candida albicans.
Antimicrobian activity. Northeastern Semi-arid. Ximenia americana L.

INTRODUCAO

A cavidade bucal apresenta uma grande diversidade de microrganismos que vivem em
relacdo de beneficio matuo com o hospedeiro. Mas condicdes especificas locais poderéo
propiciar o desenvolvimento de carie e a invasdo dos canais radiculares por microrganismos
patogénicos (ARWEILER e NETUSCHIL, 2016).

Enterococcus faecalis e Candida albicans estdo presentes na infec¢do dos canais
radiculares e infecgOes periapicais, e 0 uso de solucdes irrigantes eficazes e medicamentos
intracanais ativos contra esses microrganismos € importante para prevenir falhas na terapia
endodontica (KOVAC et al., 2013) ou em caso de reinfeccdo dos canais radiculares
(DELBONI et al., 2017).

O interesse por novos agentes antimicrobianos tem aumento recentemente devido a
resisténcia microbiana a muitas drogas disponiveis, como vem ocorrendo com Candida ssp.,
(SARDI et al., 2013). As pesquisas com agentes fitoterapicos tém evoluido e tem havido

interesse crescente na avaliacdo de extratos de plantas com uma potencial aplicacdo
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terapéutica em odontologia (BORZINI et al., 2016). Inclusive com o incremento de pesquisas
com uso de plantas medicinais com atividade antimicrobiana em ensaios clinicos (FREIRES e
ROSALEN, 2016).

O Nordeste brasileiro apresenta uma rica biodiversidade. S&o usadas mais de 600
plantas medicinais pela populacdo dessa regido na cura e tratamento de diversas doencas.
Entretanto a maioria das espécies relatadas ainda ndo foram estudadas quanto a atividade
bioldgica e os constituintes quimicos presentes nessas plantas (AGRA et al., 2008). Mas ja ha
estudo com atividade contra Enterococcus faecalis com resultados positivos (COSTA et al.,
2010).

Desse modo, este trabalho objetiva avaliar extratos de plantas presentes no Nordeste
brasileiro com atividade antimicrobiana contra espécies presente em infeccdes endodonticas,

para bioprospecc¢édo de novos agentes.

MATERIAIS E METODOS
Material vegetal

Foram analisadas 05 (cinco) plantas medicinais presentes no semiarido Brasileiro. S&o
elas: Ximenia americana L. (Ameixa), Poincianella pyramidalis (Tul.) L.P. Queiroz
(Catingueira), Croton blanchetianus Baill (Marmeleiro), Schinopsis brasiliensis (Braina) e
Momordica charantia (Meldo de S&o Caetano). A coleta das plantas foi realizada na regido
semiarida do Estado da Paraiba.

Apos coleta, foi feita a identificacdo do material para confirmar a autenticidade da
planta (tabela 1). Em seguida, os materiais vegetais foram secos em estufa de circulagéo de ar
a 40°C até estabilizacdo do peso e posterior pulverizagdo em moinho de facas de 10 mesh

Wiley para prepacéo das solucGes hidroalcodlicas.
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Tabela 1 - Plantas selecionadas para este estudo

Nome cientifico  Nome popular Parte usada Local da coleta Excicata
Ximenia 7°08'33,8" S
americana L. )
Ameixa Folha e casca 36°06'21,1" W EAN-100493
Cronton 7°32°37,67’S
blanchetianus ]
Baill Marmeleiro casca 35°44°45,82”°W CCTR- 4946
Poincianella 7°07°54.53”°S
pyramidalis ) ) ) .
Catingueira casca 36°07°14.51""W CSTR - 5036
Momordica 7°13° S
charantia 3 )
Meldo de Séo folha 35055’ W EAN — 257 -
Caetano ACAM
Schinopsis 7°13°50” S

brasiliensis engl.
Bralna folha 35°52° 527 W EAN - 100493

Obtencéao dos extratos

Os extratos foram obtidos pelos métodos extrativos: maceragdo (7 dias em
temperatura ambiente ao abrigo da luz), turbdlise (3 mil rpm por 15 minutos) e ultrassom (em
banho maria a 40°C por 1 hora) na concentracdo da solucdo hidroalcodlica 50, 70 e 90 %
(v/v) para cada planta e metodo utilizado. A proporcdo usado foi de 20%, ou seja, de 200
gramas de material vegetal para 1000 ml de solucdo hidroalcodlica. Apds filtragem, os
extratos foram submetidos a evaporacdo a vacuo, em rotaevaporador, para obtencdo dos

extratos secos.

Caracterizacdo da atividade antimicrobiana

Cepas

Para avaliacéo da atividade antimicrobiana dos extratos obtidos foram utilizadas cepas
padrdo American Type Culture Collection de Candida albicans (ATCC 18804) e
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), as quais foram disponibilizadas pela Fundacgéo
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ — RJ). As cepas liofilizadas foram reativadas, em cadmara asséptica,
seguindo as recomendacdes da referida Fundagéo.
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Meios de cultura

Para manutencdo e crescimento dos microrganismos em placas petri, foi utilizado o
meio de cultura Brain Heart Infusion Agar (BHI agar) para bactérias e o Agar Sabouraud
Dextrose para C. albicans. Para os testes de atividade antimicrobiana em microplaca, foi
utilizado o meio Mueller Hinton caldo para bactérias e Sabouraud Dextrose caldo para

leveduras.
Preparacéo da suspensdo microbiana

Inicialmente os microrganismos foram reativados em caldo BHI e sabouraud dextrose
por 24 horas para bactérias e fungos, respectivamente. Depois 0s microrganismos foram
semeados em meio de cultura solido por 24 e 48 horas para preparacdo do inoculo de
bactérias e fungos, respectivamente. O inoculo microbiano foi padronizado conforme descrito
na Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008), em espectrofotdmetro, no
comprimento de onda de 625 nm, para bactéria e 530 nm, para fungos, de modo a obter a

transmitancia de 85% que equivale a 1x10° UFC/mL.
Determinacéo da Concentracao Inibitoria Minima pelo método de microdiluicéo

O ensaio foi realizado pelo método da microdilui¢do, utilizando microplacas de 96
pocos. As placas receberam 100 pL de Mueller Hinton ou caldo Sabouraud, para bactérias e
fungos, respectivamente. Os extratos foram diluidos em agua destilada estéril e transferidos
para o primeiro pogo com concentracao inicial de 1000pg/mL. A partir dai foram realizadas
diluicGes seriadas até a concentracdo do extrato em 7,6 pg/ml e os 100 pL do altimo poco foi
desprezado. Em seguida foi depositado 100 pL/poco do inoculo microbiano devidamente
ajustado em cada poco.

As placas foram incubadas a 35 + 2°C por 24 horas para bactérias e 28 + 2°C, por 48
horas para fungos. A CIM foi definida como a menor concentragdo do extrato que inibiu o
crescimento microbiano visivel ap6s 24 horas. Confirmado pela adigdo de resazurina a 0,01%
em cada poco e verificacdo, apds 2 horas, de mudanca de cor do meio. Os ensaios foram
realizados em triplicata e em trés momentos diferentes.

Nos ensaios foram utilizados controle de esterilidade do meio e controle de viabilidade
de crescimento. Além disso, foi utilizado como controle positivo o digluconato de clorexidina

0,12% na susceptibilidade de bactérias e a nistatina para o teste de susceptibilidade de fungo.
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Solugéo irrigadora

Apos a selecdo do extrato com melhor atividade antimicrobiana, foi desenvolvido uma
formulacdo intracanal radicular e novos testes de concentracdo inibitéria minima e
concentracdo bactericida/fungicida minima. Assim, foi desenvolvida uma formulacéo
intracanal com tensoativo anidnico preconizado Appel e Reus, (2005) e a utilizacdo da casca

de Ximenia americana L. (tabela 2):

Tabela 2 - Formulagdo da solugéo intracanal desenvolvida

Substancia

utilizada Concentracéao
Lauril dietilenoglicol éter sulfato de sodio 2%
Metilparabeno 0,18%
Ximenia americana L. (casca) 1%
Agua purificada g.s.p 100ml

Determinacéo da Concentracéo Inibitéria Minima da solucéo intracanal

Seguiu-se a metodologia descrita no item 2.4, com a substituicdo dos extratos pela
solucéo teste e o controle positivo pelas solugfes comerciais, ou seja, solugdo com hipoclorito

de sodio a 1, 2,5, e 5% de gluconato de clorexidina 0,12%.

Determinacdo da Concentracgdo Bactericida Minima (CBM) e Fungicida Minima (CFM)

Para determinacdo da concentracdo bactericida minima e concentracdo fungicida
minima, foram removidos uma aliquota de 20 pL dos pocos correspondentes a CIM, CIMx2 e
CIMx4 e gotejados em triplicata sobre placas petri, contendo meio BHI Agar (bactérias) e
Agar Sabouraud Dextrose (leveduras), e incubadas a 35 + 2°C por 24 horas para bactérias e 28
+ 2°C, por 48 horas para fungos. As CBM/CFM foram definidas como a menor concentragao

do extrato testado que inibiu o crescimento visivel de colénias no meio utilizado.
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Prospeccao fitoquimica

Foi realizado um estudo quantitativo, por espectrofotometria UV-VIS, utilizando-se
um espectrofotdmetro Shimadzu UVmini-1240, dos principais metabolitos secundarios
(polifendis, taninos e flavonoides) presentes nas plantas medicinais estudadas. Essa
caracterizacdo é realizada com a finalidade de se identificar os constituintes presentes em
maior quantidade na planta selecionada. Para isso foi construida uma curva de calibracéo,
com solugdes obtidas com os extratos produzidos, comparando-as com a curva de calibragdo
obtida com os padr@es de referéncia utilizado na identificacdo dos metabolitos secundarios. O
conteddo total de cada constituinte identificado foi expresso em miligramas equivalentes ao
padréo utilizado. Os valores do teor e de margem foram feitos em porcentagem para realizar a

conversdo para mg/g.

Quantificacao espectrofotométrica de flavonoides

A determinacdo do contetdo de flavonoides totais seguiu 0 método de Meda et al.,
(2005). 5 mL de cada solucdo (em metanol) do extrato foi adicionado o mesmo volume de
uma solucdo (em metanol) de AICI3 a 2% (p/v). A mistura permaneceu em repouso por 10
minutos antes da leitura da absorbancia a 415 nm, contra um branco composto pela solugéo de
AICI3.

Utilizou-se para esta determinacdo uma curva de calibracdo obtida a partir de solucbes
de quercetina nas concentracdes de 2 a 30 pg/mL. A concentracao de flavondides foi expressa

em miligramas equivalentes de quercetina. As analises foram realizadas em triplicata.

Quantificacao espectrofotométrica de Polifenois

Para a determinacdo do teor de polifendis totais, utilizou-se 0 método descrito por
Chandra e Mejia (2004). Adicionou-se 1 mL da solugdo aquosa do extrato a 1 mL do reagente
de Folin-Ciocalteau 1N, e esta mistura permaneceu em repouso por 2 minutos. Em seguida,
adicionou-se 2 mL de uma solucdo aquosa de Na2CO3 a 20% (p/v), e a mistura permaneceu
em repouso por mais 10 minutos. Em seguida, foi feita a leitura da absorbancia a 757 nm em
espectrofotdbmetro, contra um branco composto por agua destilada, reagente de Folin-
Ciocalteau e solucdo a 20% de Na2CO3.

A curva de calibracdo foi obtida a partir de solugc6es de &cido gélico nas concentragdes
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de 1 a 40 pg/mL. A concentracdo de polifendis foi expressa em miligramas equivalentes de
acido galico. As analises foram realizadas em triplicata. As concentra¢fes foram expressas em

mg/g que séo de equivalentes do padrao utilizado para o metabdlito.

Quantificacao espectrofotométrica de Taninos

O teor de taninos condensados foi quantificado utilizando-se 0 método de Makkar e
Becker (1993), no qual 0,5 mL da amostra do extrato vegetal foi adicionado a 3 mL de uma
solugdo de vanilina (4% p/v em metanol); em seguida, adicionou-se 1,5 mL de HCI
concentrado (37%). A reacao ocorreu em tubos de ensaio, mergulhados em agua a cerca de
22°C. A leitura foi feita a 500 nm, contra um branco composto pela solucéo de vanilina, HCI
e uma solucdo de etanol 50% (v/v) em agua.

A curva de calibragdo para este ensaio foi realizada utilizando-se solucdes de
catequina nas concentracfes de 10 a 100 pg/mL. A concentracdo de taninos condensados foi

expressa em miligramas equivalentes de catequina. As analises foram realizadas em triplicata

Determinacdo do marcador fitoquimico (impressao digital)

A andlise cromatografica foi feita utilizando um cromatégrafo liquido HPLC
Pominence, marca Shimadzu, com detector UV-Vis acoplado ao software LC solution da
Shimadzu. A coluna utilizada foi de fase reversa a modelo Gemini C-18, marca Phenomenex,
150 X 4,6 X 3 mm com particulas de 3 um de didametro (pré-coluna Gemini NX, marca
Phenomenex, 4 X 30).

A fase movel consistiu de agua acidulada com acido ortofosférico a 0,1% (Fase A) e
metanol (fase B) em uma proporcdo 80:20 (A:B). Como padro foi utilizado o Acido Galico
(C7H806) Anidro (VETEC, Lote: 0904265). A temperatura de forno foi de 30° C e o fluxo
de vazdo foi de 0,7 mL/min. Em um comprimento de onda de 254 nm. Foi submetido a
formulacdo sem extrato e com o extrato hidroalcodlico diluido em metanol (10%) na
proporcao de 1:5 na analise cromatografica a fim de se detectar a presenca e a concentracdo

do acido galico no extrato, comparando-se ao padrao.

Caracterizacdo da formulagdo por Anélise Térmica Diferencial (DTA)

O extrato de X. americana L. e a formulacdo foram caracterizados por analise térmica.

As curvas DTA foram obtidas utilizando um modulo de termobalanca simultanea, modelo
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DTG-60 (Shimadzu), utilizando cadinhos de aluminio hermeticamente fechados, com cerca
de 2 £ 0,1 mg, sob uma atmosfera de nitrogénio a 50 mL/min. Os experimentos foram
realizados em temperatura crescente no intervalo de 25 a 400 °C, com taxa de aquecimento de
10 °C/min.

Avaliacao dos parametros fisico-quimicos da solucdo desenvolvida

Inicialmente, realizou-se a analise estatistica descritiva objetivando caracterizar as
amostras da formulacdo com e sem X. americana L. Foram calculadas medidas de tendéncia
central e de variabilidade para os valores de pH e densidade (g/cm?3) das solucdes testadas em
um densimetro digital (Anton Paar DMA 35 portatil). Em seguida, empregou-se a Analise de
Variancia (ANOVA) com teste post-hoc de Tukey HSD para determinar diferencgas
significativas entre as solugbes quanto aos parametros testados (LARSON; FARBER, 2016).
O nivel de significancia foi fixado em p < 0,05. Todas as analises foram conduzidas usando o

software IBM SPSS Statistics verséo 20.0 e considerando um intervalo de confianga de 95%.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Prospecc¢ao antimicrobiana: valores da concentracao inibitoria minima

Um total de 48 extratos hidroalcodlicos foram preparados de diferentes espécies de
plantas. Os extratos que apresentaram melhores resultados antimicrobianos para ambos o0s
microrganismos foram a casca X. americana L. e folha de S. brasiliensis; e o pior resultado
foi de M. charantia (tabela 3 e 4). Santos et al., (2012) pesquisaram a atividade do extrato
macerado das folhas de M. charantia contra Candida albicans e encontrou valores de
Concentracdo Inibitoria Minima similares aos descritos (>1024 pug/mL). Apesar de o extrato
metandlico das folhas e frutos de M. charantia apresentar atividade antimicrobiana contra
outras espécies, como E. coli e S. aureus, com valores menores que 1mg/mL (BRANDAO et
al., 2015; JAGESSAR E GOMES, 2008). Enquanto Lucena Filho et al., (2015) ao utilizar o
extrato macerado do fruto de M. charantia encontraram atividade antimicrobiana contra C.
albcains e E. coli e isolados clinicos com valores inferiores (3 a 125 pg/mL).

A Ximenia americana L. apresentou os melhores resultados nas espécies microbianas
avaliadas. Além de acdo antimicrobiana contra outros microrganismos, como Staphylococcus
aureus resistentes (SILVA et al., 2015). Isto corrobora com amplo uso da planta em diversas
partes do mundo e do Brasil como alimento ou na forma de remédio para o combate a
diversas doencas (CHAVES et al., 2014; MAGASSOUBA et al., 2007).

Buscaram-se espécies vegetais tradicionalmente utilizadas pelas comunidades do
Nordeste do Brasil para tratamento de seus problemas de saude, para verificacdo do seu
potencial antimicrobiano em espécies microbianas endodénticas (AGRA et al., 2008). Mesmo
gue as pesquisas recentes avaliarem a atividade antimicrobiana de plantas medicinais contra
diversos microrganismos patogénicos da cavidade bucal (AKHALWAYA, VUUREN e
PATEL, 2018). Mas hd uma escassez desses estudos quanto a atividade antimicrobiana em
espécies presentes nos canais radiculares.

Quando o extrato de Ximenia americana L. foi incorporado em uma formulacao
mostrou-se que a atividade antimicrobiana foi semelhante ao hipoclorito de sodio a 1% (tabela
5 e 6). Outros estudos ja demonstraram a atividade antimicrobiana da Ximenia americana L.
frente e Enterococcus faecalis, com resultado semelhantes ao gluconato de clorexina, pelo
método de difusdo em &gar ou ensaio de cilindro em placa (SILVA et al., 2012). A
Schinopsis brasiliensis Engl. também apresentou resultados comparaveis a Ximenia

americana L. contra Enterococus faecalis, indo de acordo com estudo anterior que demonstra
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seu efeito contra outras bactérias orais (CHAVES et al., 2015). Entretanto no estudo de
SILVA et al,, (2012) para o teste de microdiluicdo em caldo a concentracdo inibitoria
minima foi alta para Ximenia americana e Schinopsis brasiliensis (1000ug/mL). Isto
provavelmente se deve a diferencas da quantidade no inéculo utilizado e a concentracdo da
solucdo hidroalcodlica dos extratos (30% (v/v), 0 que acarreta variabilidade dos resultados,
além da sazonalidade da coleta da planta (CHAVES et al., 2013)

Além disso, a utilizacdo de Artemia salina indicou a falta de toxicidade para a casca X.
americana (LC50 = 4.262 ug/mL), enquanto para S. brasiliensis a toxicidade foi considerada
moderada (LC50 = 428 ug/mL) (SILVA et al., 2012).
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Tabela 3 - Avaliacdo da atividade antifingica dos extratos frente as cepas de Candida albicans. Concentragédo inibitéria minima (ug/mL)

Espécies de Plantas Maceracéo Turbolise Ultrassom

50% 70% 90% 50% 70% 90% 50% 70% 90%

Ximenia americana (Casca) 125 62,5 62,5 62,5 62,5 125 62,5 125 125
Ximenia americana(Folha) 125 125 500 >1000 >1000 >1000 250 250 250
Poincianella pyramidalis (casca) 250 125 250 125 125 125 250 250 125
Croton blanchetianus (casca) 500 1000 >1000 >1000 >1000 >1000 250 500 250
Schinopsis brasiliensis (folha) 125 125 125 125 125 125 62,5 62,5 62,5

Momordica charantia (folha) >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000  >1000
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Tabela 4 - Avaliacdo da atividade bacteriana dos extratos frente as cepas de Enterococus faecalis. Concentragdo inibitria minima (ug/mL).

Espécies de Plantas Maceragéo Turbodlise Ultrassom

50% 70% 90% 50% 70% 90%  50% 70% 90%
Ximenia americana (Casca) 7,8 7,8 7,8 7,8 15,6 7,8 7,8 7,8 7,8

Ximenia americana(Folha) 125 625 125 >1000 >1000 >1000 62,5 125 125
Poincianella pyramidalis (casca) 500 250 250 31,2 625 625 250 250 250

Croton blanchetianus (casca) 500 >1000 >1000 >1000 =>1000 >1000 >1000 >1000 >1000

Schinopsis brasiliensis (folha) 15,6 31,2 31,2 156 31,2 31,2 7,8 7,8 15,6

Momordica charantia (folha) 1000 500 500 500 1000 500 1000 500 500
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Tabela 5 - Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo fungicida minima (CFM) da
formulacdo de Ximenia americana L. (casca) e dos produtos comerciais para Candida albicans.

Solucao teste (ug/mL)

NaClO 1% NaClO 2,5% NaClO 5% Clorexidina 0,12% Formulagdo 1%

CIM 62,5 15,62 7,81 9,37 62,5

CFM 62,5 15,62 7,81 9,37 125

Tabela 6 - Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM) da
formulagéo de Ximenia americana L. (casca) e dos produtos comerciais para Enterococus faecalis.

Solucdo teste (ug/mL)

NaClO 1% NaClO 2,5% NaClO 5% Clorexidina 0,12% Formulacdo 1%

CIM 125 15,62 3,9 9,37 62,5

CBM 125 31,25 7,8 9,37 125

OBS.: foi feito controle de esterilidade e controle de crescimento (viabilidade) celular

Prospeccéo fitoquimica dos metabdlitos secundarios e marcador quimico

O contetido dos metabolitos secundarios sdo apresentados na Tabela 7. O contetdo do
namero total de polifendis e taninos é alto comparado aos flavonoides totais. Outros estudos
realizados da fitoquimica com extratos da folha de X. americana L. revelaram presenca de
metabolitos secundarios, tais como quercetina, quercitrina, avicularina, saponinas, glicosideos
cianogenéticos, flavonoides e taninos (LE et al., 2012; OGUNLEYE e IBITOYE, 2003).

A identificacdo do composto quimico principal usando cromatografia liquida foi
realizada, e, com base no parametro tempo de retencdo (TR), foi comparado com os valores
TR para o padrdo analisado de acido galico. Os resultados indicaram a presenca de acido
galico, que pode ser utilizado como marcador quimico de X. americana (figura 1). Brandao et
al., (2014) ja havia validado o método HPLC - UV para determinagdo quantitativa do acido
galico de X. americana L. Um aspecto importante para o controle de qualidade dos produtos
fitoterapicos € a determinacdo do marcador quimico, que consiste de um constituinte (ou
grupos de constituintes) quimicamente definido e presente no produto vegetal. Fernandes et

al., (2015) também desenvolveram um método analitico usando o acido galico como
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marcador quimico para a Schinopsis brasiliensis Engl. Concluindo que esse método pode ser

usado para controle de qualidade dos fitoterapicos.

Tabela 7 - Teor de metabdlitos secundarios presentes no extrato da casca de Ximenia americana L.
obtidos por espectroscopia em regido visivel.

Metabdlitos Concentragao
Polifenois totais 385,52 + 15, 90*
Flavonoides totais 14,79 + 0,702
Taninos condensados 217,30 £ 5,223

1Equivalente de &cido galico, 2 Equivalente quercetina, 3 Equivalente de catequina.

Figura 1 - Cromatograma (HPLC/UV) da formulacdo com Ximenia americana L. (A) e é&cido
galico (B)
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Caracterizacdo fisico-quimica da formulacéo desenvolvida

Apos a selecdo do material vegetal e desenvolvimento da formulagéo, foi avaliado os
pardmetros fisicos-quimicos da solugdo. A Tabela 8 mostra os resultados da andlise
comparativa dos valores de pH e densidade (g/cm3) das solugGes testadas. Diferengas
estatisticamente significativas foram observadas em relagdo ao pH (p = 0,002) e a densidade
(p = 0,003). A formulacdo sem extrato apresentou pH (média = 7,720; DP = 0,882) maior
comparada a formulagdo com extrato (média = 5,463; DP = 0,398) e ao extrato liquido, sem
excipientes (média = 4,865; DP = 0,003). Além disso, constatou-se que a formulacdo com
extrato apresentou densidade (meédia = 1,0061; DP = 0,0017) maior comparada a formulacao
sem extrato (média = 1,0019; DP = 0,0003) e ao extrato liquido, sem excipientes (média =
1,0020; DP = 0,0001). Estes resultados sdo esperados devido a adicdo de compostos

diferentes a formulac&o, o que ira influenciar nos parametros analisados.

Tabela 8 - Anélise comparativa dos valores de pH e densidade (g/cm?3) das solugdes testadas.

Variaveis gg Kﬂméj):?f;t% C|:: gwng)l(?ggfo Extrato liquido p-valor

pH 0,002

Média 7,720% 5,463° 4,865°

DP 0,882 0,398 0,003

CcV 11,4% 7,3% <1%
Densidade (g/cm3) 0,003

Meédia 1,0019® 1,00614 1,00208

DP 0,0003 0,0017 0,0001

CcV <1% <1% <1%

Nota. DP = desvio-padrdo; CV = coeficiente de variacdo. Letras diferentes denotam
resultados significativamente diferentes ao nivel de p < 0,05; Letras mailsculas comparam
valores na horizontal.

Caracterizacao térmica

As curvas DTA do extrato vegetal e dos excipientes estdo dispostas na figura 2. Na
curva de Ximenia americana L. h4 a presenca de apenas um pico endotérmico em 151,49°C,
provavelmente relacionado ao inicio do processo de decomposicdo (SANTANA et al., 2018).
O metilparabeno apresentou dois picos endotérmicos, em temperaturas superiores 100°C,
enquanto o lauril éter sulfato de sddio apresentou cinco picos endotérmicos (tabela 9).
Quando feita a anélise da curva da solucdo intracanal desenvolvida, pode-se observar que
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houve supressdo dos picos isolados dos excipientes e aparecimento de apenas um pico em
temperatura de 99,13°C. Isto provavelmente se deve a baixa concentracdo dos constituintes da
formulacdo e alta concentracdo de conteldo aquoso e sua evaporacdo. Este mesmo pico
também foi observado na solugdo sem X. americana L., 0 que sugeri que 0 extrato vegetal
ndo interfere na formulacdo. Assim estudos de caracterizacdo térmica e aplicacdo de técnicas
analiticas do extrato vegetal de X. americana L. ja tem sido realizados, sendo importante
ferramenta que pode ser utilizada pela industria farmacéutica para verifcacdo de excipientes
incompativeis com o extrato vegetal, a exemplo da lactose, amido e estearato de magnésio,
em formulacGes solidas (FERNANDES et al., 2013; SANTANA et al., 2017).

Tabela 9 — Dados de DTA referentes as etapas de decomposi¢cdo de X. americana L. (A),
Metilparabeno (B), Laurilsulfato de sodio (C), Solucéo irrigadora com extratro vegetal (D), Solucéo
irrigadora sem extrato vegetal (E).

Pico 1 Pico 2 Pico 3 Pico 4 Pico 5

Amostra Pico (°C) AH Pico (°C) AH Pico (°C) AH Pico (°C) AH Pico (°C)AH
(JgY) (JgY) gy (JgY) (JgY)

A 151,49 -173,33 - - - -

B 129,32 -253,22 211,85 -457,57
C 65,01-5,09 108,42 -81,42 200,82 -88,77 222,71 -277,00 269,55 -273,70
D 99,13 -3,44 - - - -

E 107,07 -3,91 - - - -

Figura 2 - Curvas DTA do extrato de Ximenia americana L. e excipientes da formulacdo. (A) X.
americana L., (B) Metilparabeno, (C) Laurilsulfato de sédio, (D) Solucéo irrigadora  sem extratro,
(E) Solucao irrigadora com extrato (F) sobreposicéo de todas curvas.
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CONCLUSAO

Com excecdo da Mormodica charantia que foi ineficaz contra Candida albicans e
do extrato de Croton blanchetianus Baill que também se mostrou praticamente ineficaz
contra Enterococcus faecalis, todos 0s outros extratos exibiram atividade antimicrobiana
em menor ou maior grau. Ximenia americana e Schinopsis brasiliensis se destacaram
com melhores atividades para 0s microrganismos testados.

A caracterizacdo fitoquimica revelou altos teores de polifendis totais e taninos
condensados 0 que possivelmente é responsavel pela atividade antimicrobiana dos
extratos estudados. Também foi observado que o extrato vegetal ao ser incorporado em
formulagBes continua com sua atividade antimicrobiana, apesar da variacdo dos
parametros fisicos-quimico. Sendo o marcador quimico importante instrumento para o
controle de qualidade do produto. Entretanto mais estudos sdo necessario para se validar

a eficacia in vivo.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Nas condicOes testadas, as plantas medicinais sdo importantes para bioprospeccao
de novos antimicrobianos.

A variacdo da concentracdo etandlica e dos métodos extrativos influenciam na
atividade antimicrobiana dos extratos testados, assim como na quantificacdo dos
metabolitos secundarios;

Com excecdo da Mormodica charantia que foi pouco eficaz contra Candida
albicans e do extrato de Croton blanchetianus Baill que também se mostrou praticamente
ineficaz contra Enterococcus faecalis, todos 0s outros extratos exibiram atividade
antimicrobiana em menor ou maior grau. Ximenia americana L. e Schinopsis brasiliensis
se destacaram com melhores atividades para 0s microrganismos testados.

A formulagdo com o extrato de Ximenia americana L. também apresentou
atividade antimicrobiana para as cepas testadas;

Na caracterizacdo fitoquimica revelou-se altos teores de polifenois totais e taninos
condensados, o que possivelmente é responsavel pela atividade antimicrobiana dos
extratos estudados.

A caracterizacdo da formulacdo evidenciou variagdo nos parametros analisados
(pH e densidade), mas os resultados sdo esperados devido a adi¢cdo de compostos
diferentes a formulacéo, o que ira influenciar nesses parametros.

Mais estudos sdo necessarios para elucidar o mecanismo de acdo do extrato de
Ximenia americana L. Assim como estudo em dentes humanos para avaliar a efetividade

quimico-mecénico da solucdo desenvolvida.

63



64

REFERENCIAS

ABBASZADEGAN, A. et al. Antimicrobial and cytotoxic activity of Ferula gummosa plant
essential oil compared to NaOCI and CHX: a preliminary in vitro study. Restorative
dentistry and endodontics, p. 50-57, 2014.

ABBOTT, PV; YU, C. A clinical classification of the status of the pulp and the root canal
system. Australian Dental Journal Supplement, v. 52, n. 17-31, 2007.

AGRA, M.F. et al. Survey of medicinal plants used in the region Northeast of Brazil.
Brazilian Journal of Pharmacognosy, v. 18, n. 3, p. 472-508, 2008.

ALBUQUERQUE, U.P. et al. Medicinal plants of the caatinga (semi-arid) vegetation of NE
Brazil: A guantitative approach. Journal of Ethnopharmacology, v. 114, n.3, p. 325-354,
2007.

ALMEIDA J, et al. Effectiveness of nanoparticles solutions and conventional endodontic
irrigants against Enterococcus faecalis biofilm. Indian Journal of Dental Research, v. 29,
n.3, 347-351, 2018.

ANGELICO, E. C. Avaliagdo das atividades antibacteriana e antioxidante de Croton
heliotropiifolius KUNTE e Croton blanchetianus BAILL. 2011. 86p.: il. Color. Dissertacéo
(Mestrado em Zootecnia), Universidade Federal de Campina Grande, Centro de Saude
Tecnologia Rural. Patos — PB: UFCG, CSTR. 2011.

APPEL, G.; REUS, M. Formulagdes aplicadas a odontologia. 2%edi¢do. Sdo Paulo: RCN
editora, 2005.

AW, VINCENT. Discuss the role of microorganisms in the aetiology and pathogenesis of
periapical disease. Australian Endodontic Journal, v.42, p. 53-59, 2016.

BASRANI, B; HAAPASALO, M. Update on endodontic irrigating solutions. Endodontic
Topics, v. 27, p.74-102, 2012.

BEDNARCZUK, V. et al. Testes in vitro e in vivo utilizados na triagem toxicologica de
produtos naturais. Visdo Académica, Curitiba, v.11, n.2, p. 43-50. 2010.

BERGENHOLTZ, G. Assessment of treatment failure in endodontic therapy. Journal of
Oral Rehabilitation, v. 43, p. 753-758, 2016.



65

BELSTR@M, D. et al. Salivary microbiota in individuals with different levels of caries
experience. Journal of Oral Microbiology, v. 9, n.1, 2017.

BITU, V. et al. Ethnopharmacological study of plants sold for therapeutic purposes in public
markets in Northeast Brazil. Journal of Ethnopharmacology, v. 172, p. 265-272, 2015.

BORZINI, L. et al. Root canal irrigation: chemical agents and plant extracts against
Enterococcus faecalis. The Open Dentistry Journal, v. 10, p. 692-703, 2016.

BRANDAO, D.O. et al. Model analytical development for physical, chemical, and biological
characterization of Momordica charantia vegetable drug. Journal of Analytical Methods in
Chemistry, v. 2016, n. Article ID 7528297, p. 1-15, 2016.

BRASILEIRO, M. et al. Ximenia americana L.: botanica, quimica e farmacologia no interesse
da tecnologia farmacéutica. Revista Brasileira de Farmacia, v. 89, n. 2, p. 164-167, 2008.

CAMARA, A.C.; ALBUQUERQUE, M.M.; AGUIAR, C.M. Solucdes irrigadoras utilizadas
para o preparo biomecanico de canais radiculares. Pesquisa Brasileira em Odontopediatria
e Clinica Integrada, Jodo Pessoa, v.10, n. 1, p. 127-133, 2010.

CASTRO, R.D.; OLIVEIRA, J.A., VASCONCELOS, L.C., MACIEL, P.P., BRASIL, V.L.M.
Brazilian scientific production on herbal medicines used in dentistry. Rev. Bras. Pl. Med.,
Campinas, v.16, n.3, p.618-627, 2014.

CHANDRA, S.; MEJIA, E. G. Polyphenolic compounds, antioxidant capacity, and quinone
reductase activity of an aqueous extract of Ardisia compressa in comparison to mate (llex
paraguariensis) and green (Camellia sinensis) teas. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 52, n.11, p. 3583-3589, 2004.

CHAVES, E. et al. Um olhar sobre Ximenia americana L. e suas potencialidades. Acta
tecnoldgica, v 9, n 1, p.70-77, 2014.

CHAVES, T.P. et al. Evaluation of the interaction between the Poincianella pyramidalis
(Tul.) LP Queiroz extract and antimicrobials using biological and analytical models. PL0S
ONE, v.11, n. 5, p. 1-23, 2016.

CHAVES, T.P. et al. Evaluation of the potential modulator of bacterial resistance, acute
toxicity and chemical composition of Schinopsis brasiliensis Engl., v. 9, n. 33, p. 843-849,
2015.



66

COSTA, E et al. In vitro antimicrobial activity of plant extracts of semi-arid region of
Paraiba, PB, Brazil. Revista Odonto Ciéncia, v. 28, n. 4, p. 101-104, 2013.

DELBONI, M. et al. Diversity of Enterococcus faecalis genotypes from multiple oral sites
associated with endodontic failure using repetitive sequence-based polymerase chain reaction
and arbitrarily primed polymerase chain reaction. Journal of Endodontics, v. 43, n. 3, p.
377-382, 2017.

FRANCISCO, K. Fitoterapia: uma op¢ao para o tratamento odontolégico. Revista Saude
UnG, v.4,n.1, p.18-24, 2010.

FREIRES, IA; ROSALEN, PL. How Natural Product Research has Contributed to Oral Care
Product Development? A Critical View. Pharmaceutical Research, v. 33, n. 6, p. 1311-
1317, 2016.

GENERALL, L; et al. Effect of different irrigation systems on sealer penetration into dentinal
tubules. Journal of endodontics, v. 43,n. 4, p. 652-665, 2017.

GIL, E.S. Controle fisico-quimico de qualidade de medicamento. 2° edi¢éo, 2007 (2°
reimpresséo revisada 2008). Pharmabooks: S&o Paulo: SP.

GOMES, V. et al. Actividad antimicrobiana de productos naturales de Myracrodruon
urundeuva Allemao (Aroeira-do-sertdo). Revista Cubana de Plantas Medicinales, v.18, n.4,
p. 529-533, 2013.

GUIVARC'H, M. et al. Sodium hypochlorite accident: A systematic review. Journal of
endodontics, v. 43, n. 1, p. 16-24, 2017.

GURIB-FAKIM, A. Medicinal plants: Traditions of yesterday and drugs of tomorrow.
Molecular Aspects of Medicine v.27, n. 1, p. 1-93, 2006.

HASENCLEVER, L. et al. A industria de fitoterapicos brasileira: desafios e oportunidades.
Ciéncia & Saude Coletiva, v. 22, n. 8, p. 2559-2569, 2017.

HENRIQUES, LCF. et al. Microbial Ecosystem Analysis in Root Canal Infections Refractory
to Endodontic Treatment. Journal of Endodontics, v. 42, n. 8, p. 1239-1245, 2016.



67

IQBAL, A. Antimicrobial irrigants in the endodontic therapy. International Journal of
Health Sciences, v. 6, n. 2, p. 186-192, 2012.

JAIN, P.; RANJAN, M. Role of herbs in root canal irrigation: a review. Journal of
Pharmacy and Biological Sciences, v. 9, n. 2, p. 06-10, 2014.

JAJU, S.; JAJU, PP. Newer root canal irrigants in horizon: a review. International Journal
of Dentistry, v. 2011, Article ID 851359, 9 pages, 2011.

JIA, S. et al. Recent advances in Momordica charantia: functional components and biological
activities. International Journal of Molecular Sciences, v. 18, n. 12, p. 2555-2580, 2017.

KOVAQC, J. et al. Enterococcus faecalis and Candida albicans in the dental root canal and
periapical infections. Bratislava Medical Journal, v. 114, n. 12, p. 716-720, 2013.

LAKATOS, E. M.; MARCONI, M. A. Fundamentos da metodologia cientifica. 5ed. 2003.

LARSON, R.; FARBER, B. Estatistica Aplicada. 6. ed. S&o Paulo: Pearson Prentice Hall,
2016.

LE, N. et al. Bioactive polyphenols in Ximenia americana and the traditional use among
Malian healers. Journal of Ethnopharmacology, v. 139, n. 3, p. 858- 862, 2012.

LEE, L.W. et al. Bacteria in the apical root canals of teeth with apical periodontitis. Journal
of the Formosan Medical Association, v. 116, n. 6, 448-456, 2017.

LEONARDI, D.P. et al. Alteragdes pulpares e periapicais. Revista Sul Brasileira de
Odontologia, v. 8, n. 4, p. 47-61, 2011.

LEONARDO, Mario Roberto. Endodontia tratamento de canais radiculares: principios
técnicos e bioldgicos. Sdo Paulo: Artes Médicas, 2008. 720 p. 1v. il.

LIMA, COSMO RUFINO DE. Paréametros ecofisioldgicos de Poincianella pyramidalis (Tul.)
L.P. Queiroz e sua relacdo com a variabilidade temporal das chuvas em areas do
Semiarido paraibano. Tese (Doutorado em agronomia). Areia: UFPB/CCA, 2014.



68

LIMA, R.F. et al. Antimicrobial and Antiproliferative Potential of Anadenanthera colubrina
(Vell.) Brenan. Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine, v. 2014,
Article ID 802696, 7 pages, 2014.

LUCENA FILHO J.H.S. et al. Antimicrobial potential of Momordica charantia L. against
multiresistant standard species and clinical isolates. The Journal of Contemporary Dental
Practice, v. 16, n. 11, p. 854-858, 2015.

LUIZE, P.S. et al. Effects of medicinal plant extracts on growth of Leishmania (L.)
amazonensis and Trypanosoma cruzi. Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 41,
n. 1, p. 85-94, 2005.

MACEDO, J.G.F. et al. Analysis of the variability of therapeutic indications of medicinal
species in the Northeast of Brazil: comparative study. Evidence-Based Complementary and
Alternative Medicine, v. 2018, article ID 6769193, 28 pages, 2018.

MACHADO, Manoel Eduardo de Lima. Endodontia: da biologia a técnica. Sdo Paulo:
Santos, 2009. 488 p. il.

MAGASSOUBA, F.B. et al. Ethnobotanical survey and antibacterial activity of some plants
used in Guinean traditional medicine. Journal of Ethnopharmacology, v. 114, n. 1, p. 44-53,
2007.

MAKKAR, H. P. S.; BECKER, K. Vanillin-HCI method for condensed tannins: Effect of
organic solvents used for extraction of tannins. Journal of Chemical Ecology, v. 19, n. 4, p.
613-621, 1993.

MEDA, A. et al. Determination of the total phenolic, flavonoid and proline contents in
Burkina Fasan honey, as well as their radical scavenging activity. Food Chemistry, v. 91, n.
3, p. 571-577, 2005.

MISTRY K.S. et al. Comparative evaluation of antimicrobial activity of herbal extracts with
5.25% sodium hypochlorite against multispecies dentinal biofilm. Saudi Endodontic
Journal, v. 6, n. 2, p. 71-76, 2016.

MISTRY, K.S. et al. The antimicrobial activity of Azadirachta indica, Mimusops elengi,
Tinospora cardifolia, Ocimum sanctum and 2% chlorhexidine gluconate on common
endodontic pathogens: An in vitro study. European Journal of Dentistry, v. 8, n. 2, p. 172-
177, 2014.



69

MOHAMMADI, Z; JAFARZADEH, H; SHALAVI, S. Antimicrobial efficacy of
chlorhexidine as a root canal irrigant: a literature review. Journal of Oral Science, v. 56, n.
2, p. 99-103, 2014.

MOHAMMADI, Z. et al. root canal irrigants and dentin bonding: An update. Iranian
Endodontic Journal, v. 12, n. 2, p. 131-136, 2017.

MOREIRA, B.O. Estudo fitoquimico e avalia¢éo da atividade antioxidante dos extratos
hexéanico e diclorometanico das folhas de schinopsis brasiliensis engl. (anacardiaceae).
(Dissertagdo) Pds-Graduacdo em Quimica. UFBA, 2009. Salvador. 119p.

NAKAMURA, V.C. et al. Ex vivo evaluation of the effects of several root canal preparation
techniques and irrigation regimens on a mixed microbial infection. International
Endodontic Journal, v. 46, n. 3, p. 217-224, 2013.

NCCLS/CLSI. National Commitee for Clinical Laboratory Standards. Norma M27-A3
NCCLS. Método de Referéncia para Testes de Diluicdo em Caldo para a Determinacéo
da Sensibilidade a Terapia Antifungica das Leveduras. Pensylvania: NCCLS; 2008.

NEELAKANTAN, P. et al. Biofilms in endodontics: current status and future directions.
International Journal of Molecular Sciences, v. 18, n. 8, p. 1748-1769, 2017.

OGUNLEYE, D. S. e IBITOYE, S.F. Studies of antimicrobial activity and chemical
constituents of Ximenia americana. Tropical Journal of Pharmaceutical Research, v. 2, n.
2, p. 239-241, 2003.

OLIVEIRA, C.L. et al. Atividade antimicrobiana do 6leo de copaifera officinalis sobre
bactérias do biofilme oral. Revista de Ciéncias Médicas e Bioldgicas, v. 15, n. 1, p. 34-38,
2016.

OLIVEIRA, J.R. et al. Cytotoxicity of Brazilian plant extracts against oral microorganisms of
interest to dentistry. BMC Complementary and Alternative Medicine, v. 13, n. 208, p. 1-7,
2013.

PASHLEY, E. L. et al. Cytotoxic effects of NaOCI on vital tissue. Journal of endodontics,
v. 11, n. 12, p. 525 — 528, 1985.

PEREIRA, J.V. et al. Bacterial diversity in the saliva of patients with different oral hygiene
indexes. Brazilian Dental Journal, v. 23, n. 4, p. 409-416, 2012.



70

PEREIRA, M.S.V. et al. Plantas medicinais e produtos bioativos na odontologia. Jodo
Pessoa: Editora do CCTA, 2016.

PODAR, R. et al. In vivo antimicrobial efficacy of 6% Morinda citrifolia, Azadirachta indica,
and 3% sodium hypochlorite as root canal irrigants. European Journal of Dentistry, v. 9, n.
4, p. 529-534, 2015.

PRABHAKAR, J. et al. Evaluation of antimicrobial efficacy of herbal alternatives (Triphala
and green tea polyphenols), MTAD, and 5% sodium hypochlorite against Enterococcus
faecalis biofilm formed on tooth substrate: An in vitro ttudy. Journal of endodontics, v. 36,
n. 1, p. 83-86, 2010.

PRETEL, H. et al. Comparacéo entre solucdes irrigadoras na endodontia: clorexidina x
hipoclorito de sédio. Revista Gaucha de Odontologia, v. 59, n. 1, p. 127-132, 2011.

ROCAS, IN; SIQUEIRA JR, JF. Antibiotic resistance genes in anaerobic bacteria isolated
from primary dental root canal infections. Anaerobe, v. 18, n. 1, p. 576-580, 2012.

ROCHA, E.A.L.S.S. et al. Potencial antimicrobiano de seis plantas do semiarido paraibano
contra bactérias relacionadas a infeccdo endodéntica. Revista de Ciéncias Farmacéuticas
Bésica e Aplicada, v. 34, n. 3, p. 351-355, 2013.

SARDI, J.C.O. et al. Candida species: current epidemiology, pathogenicity, biofilm
formation, natural antifungal products and new therapeutic options. Journal of Medical
Microbiology, v. 62, n. 1, p.10-24, 2013.

SHIN, J.M. et al. Deciphering endodontic microbial communities by next-generation
sequencing. Journal of Endodontics, v. 44, n. 7, p. 1080-1087, 2018.

SILVA, K.M.A. et al. Modulation of the erythromycin resistance in Staphylococcus aureus
by ethanolic extracts of Ximenia americana L and Schinopsis brasiliensis Engl. Boletin
Latinoamericano y del Caribe de Plantas Medicinales y Aromaticas, v.14, n. 2, p. 92 — 98,
2015.

SILVA, M.S.P. et al. Study bioprospecting of medicinal plant extracts of the semiarid
northeast: contribution to the control of oral microorganisms. Evidence-Based
Complementary and Alternative Medicine, v. 2012, n. Article ID 681207, 6 pages, 2012.



71

TEWARI R.K. et al. Role of herbs in endodontics. Journal of Oral Research and Review,
v. 8,n. 2, p. 95-99, 2016.

TSESIS, 1. et al. Bacterial colonization in the apical part of extracted human teeth following
root-end resection and filling: a confocal laser scanning microscopy study. Clinical Oral
Investigations, v. 22, n. 1, p. 1-8, 2017.

TZANETAKIS, G.N. et al. Comparison of bacterial community composition of primary and
persistent endodontic infections using pyrosequencing. Journal of endodontics, v. 41, n. 8, p.
1226-1233, 2015.

VALERA, M.C. et al. In vitro antimicrobial activity of auxiliary chemical substances and
natural extracts on Candida albicans and Enterococcus faecalis in root canals. Journal of
Applied Oral Science, v. 21, n. 2, p. 118-123, 2013.

VIDANA, R. et al. Enterococcus faecalis infection in root canals — host-derived or exogenous
source?. Letters in Applied Microbiology, v. 52, n. 1, p. 109-115, 2010.

ZHANG, C. et al. Correlation between Enterococcus faecalis and persistent intraradicular
infection compared with primary intraradicular infection: A systematic review. Journal of
Endodontics, v. 41, n. 8, p. 1207-1213, 2015.

ZEHNDER, M. Root canal irrigants. Journal of Endodontics, v. 32, n. 5, p. 389 — 398, 2006.

WANG, Q.Q. et al. Prevalence of Enterococcus faecalis in saliva and filled root canals of
teeth associated with apical periodontitis. International Journal of Oral Science, v. 4, n. 1,
p. 19-23, 2012.



