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RESUMO

Enterococcus faecalis sao importantes agentes de doengas humanas devido principalmente a
sua elevada resisténcia aos agentes antimicrobianos e seus inumeros fatores de viruléncia. Sua
etiopatogenia nos processos infecciosos da cavidade oral vem sendo amplamente discutida.
Os enterococos tém sido implicados em infecgdes endodonticas, comumente detectados em
canais radiculares obturados exibindo sinais de periodontite apical cronica e lesdes refratarias
periapicais. E de preocupacio do Cirurgiio Dentista um completo saneamento do sistema de
canais radiculares pela aplicagdo de medicagdo antisséptica entre sessdes. Diante desta
problematica e da necessidade de busca constante de substincias que apresentem boa
capacidade antisséptica e sejam naturais, com menor toxicidade para serem utilizadas na
terapia odontologica e endodontica, ¢ de suma importancia testar o extrato propilenoglicélico
de Arctium lappa L.(bardana) e Casearia sylvestris Swart por serem facilmente encontradas,
e entdo de custo baixo. Esta pesquisa tem como objetivo geral avaliar o poder antimicrobiano
da Arctium lappa L. e da Casearia sylvestris S. frente a 50 linhagens de E. faecalis
previamente recuperadas de amostras da cavidade oral de pacientes atendidos no servigo de
Endodontia da Clinica de Odontologia da Universidade Sagrado Cora¢ao, Bauru-SP. Os
testes foram realizados pelo método da difusdo radial das substancias a partir de discos
impregnados sobre a superficie de placas com agar Mueller-Hinton frente ao extratos e a
infusdo acima citados das plantas. Os dados obtidos foram analisados estatisticamente através
do teste de Goodman. No método de difusdo dos extratos e infusdes da Casearia sylvestris
Sw. em agar a partir de discos impregnados frente a 50 linhagens de E. faecalis os halos de
inibicao relacionados ao extrato propilenoglicélico tiveram variagdo de 0-7mm com uma
média de 4,3mm. Em relacdo ao extrato alcoolico os halos de inibi¢do tiveram uma variacao
de 0-10mm com uma média de 1,4mm. Os halos de inibi¢cdo relacionados ao extrato aquoso
tiveram uma variagdo de 0-8 mm com uma média de 2,lmm. Em relagdo a infusdo de
Casearia sylvestris Sw., 0 microrganismo se apresentou resistente. A partir dos resultados
tidos com os extratos e infusdo da Arctim lappa L., concluiu-se que estes ndo apresentam
atividade antimicrobiana. Portanto, em relagdo aos extratos e a infusdo de guacatonga
empregados no presente estudo, o de propilenoglicol apresentou-se com maior eficiéncia
sobre as linhagens de E. faecalis isoladas da cavidade oral; e dentre os extratos e infusao de
bardana testados no presente estudo, ndo apresentaram eficiéncia sobre as linhagens de E.
faecalis isoladas da cavidade oral.

Palavras-Chave: Enterococcus faecalis. Guagatonga. Bardana. Endodontia. Atividade
Antimicrobiana.



ABSTRACT

Enterococcus faecalis is important agents of illnesses human beings due mainly to its raised
resistance to agent antimicrobialses and its innumerable factors of virulence. Its etiopatogenia
in the infectious processes of the oral cavity comes being widely argued. The enterococos
have been implied in endodontic infections, commonly detected in root canals filled showing
signals of chronic apical periodontitis and injuries refractory periapicais. It is of concern of
Surgeon Dentist one complete sanitation of the system of root canals for the antiseptic
medication application between sessions. Ahead of this problematic one and the necessity of
constant substance search that presents good antiseptic capacity and is natural, with lesser
toxicity to be used in the dentistry and endodontic therapy, it is of utmost importance to test
the propylene glycol extract of Arctium lappa L. (bardana) and Casearia sylvestris Swart for
being easily joined, and then of low cost. This research has as objective generality to evaluate
the power antimicrobials of the Arctium sylvestris lappa L. and Casearia sylvestris Swart
front the 50 E.faecalis strains of previously recouped of samples of the oral cavity of patients
taken care of in the service of Endodontics of the Clinic of Odontology of the University of
the Sacred Heart, Bauru-SP tests they had been carried through for method of diffusion radial
of substances from records impregnated on the surface of plates with Mueller-Hinton agar
front to extracts and the infusion above cited the plants. The gotten data had been analyzed
statistical through the test of Goodman. In the method of diffusion of extracts and infusions of
Casearia sylvestris Sw. in agar from impregnated records front the 50 E. faecalis ancestries
of the related halos of inhibition to the propylene glycol extract had had variation of 0-7 mm
with a average of 4,3mm. In relation to the alcoholic extract the inhibition halos had had a
variation of 0-10mm with a average of 1,4mm. The related halos of inhibition to the watery
extract had had a variation of 0-8 mm with a average of 2,lmm. In relation the infusion of
Casearia sylvestris Sw., the microrganismo if presented resistant. Strarting of the results had
with extracts and infusion of the Arctium lappa L., concludes that these do not present
antimicrobia activity. The microorganism if showed resistant. There fore, in relation to the
used extracts and infusion of guagatonga in the present study, of propilenoglicol it was
presented with bigger efficiency on the isolated FE.faecalis strains of the verbal socket; e
amongst extracts and tested infusion of bardana in the present study, had not presented
efficiency on the isolated E. faecalis strains of the verbal socket.

Word-Key: Enterococcus faecalis. Guagatonga. Bardana. Endodontics. Antimicrobial
activity.
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1 INTRODUCAO

1.1 Enterococcus faecalis

O género Enterococcus inclui os enterococos classicos previamente classificados
como estreptococos do grupo D. Sao habitantes normais do trato gastrointestinal € em menor
propor¢ao da vagina e uretra masculina (KONEMAN et al., 2001).

Tornaram-se importantes agentes de doengas humanas devido principalmente a sua
elevada resisténcia aos agentes antimicrobianos e seus inumeros fatores de viruléncia
recentemente mais estudados (KAYAOGLU; ORSTAVICK, 2004).

Sdo cocos Gram positivos, arranjados aos pares ou em cadeias curtas, sendo
dificilmente diferenciados microscopicamente de alguns estreptococos. Sdo anaerdbios
facultativos e crescem em temperatura de 35°C. Crescem sobre a superficie de agar sangue
como coldnias tipicamente gama-hemoliticas e sobre a superficie do dgar M-Enterococcus
como coldnias puntiformes de cor vermelho escuro até arroxeadas. Os enterococos toleram
bile de boi a 40% e podem hidrolisar esculina. Ainda, crescem na presenga de cloreto de sodio
a 6,5%. Sao distinguidos de bactérias do género Staphylococcus pela incapacidade de
producao de catalase (MURRAY et al., 1998).

Seus fatores de viruléncia tém sido amplamente estudados. Produzem citolisinas com
atividade sobre hemécias humanas, ovinas e de cavalo. A substidncia de agregacdo ¢ uma
proteina codificada por plasmideos responsavel pela aglutinagdo dos microrganismos para
facilitar a troca entre plasmideos. As estirpes de E. faecalis produzem feromonas, pequenos
peptideos capazes de amplificar a transferéncia de DNA plasmidial por estirpes em processo
conjugativo e também de amplificar a resposta inflamatorio durante o processo infeccioso
(KAYAOGLU; ORSTAVICK, 2004).

O 4cido lipoteicoico ¢, além de adesina, um importante fator de viruléncia por induzir
fator de necrose tumoral (TNF), modulando de forma agressiva a resposta imune. Produzem
varias enzimas extracelulares como gelatinase e hialuronidase (KAYAOGLU; ORSTAVICK,
2004).

O E. faecalis causa infecgdes complicadas do trato urinério, bacteremia, endocardite,
infecgdes pélvicas, sepse neonatal e mais raramente meningites (KONEMAN et al., 2001;
MURRAY et al., 1998).

Embora seja uma espécie presente nos processos infecciosos gerais humanos, sua

etiopatogenia nos processos infecciosos da cavidade oral vem sendo amplamente discutida.
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Esta bactéria tem demonstrado habilidade para sobreviver sozinho no interior do canal
radicular sem o suporte de outras bactérias. E. faecalis foi isolado em 38% dos dentes que
apresentaram microrganismos recuperaveis, sugerindo que este ¢ um importante agente no
insucesso endodontico. O fato do E. faecalis estar ausente ou em pequeno nimero em canais
sem tratamento endodontico, indica que essa bactéria pode penetrar no interior do canal
durante o tratamento, sobreviver ao tratamento antimicrobiano e permanecer apos a obturagao
(FABRICIUS et al., 1982).

A recuperagdo freqiliente do Enterococcus faecalis de canais radiculares com insucesso
do tratamento endodontico tem sido amplamente relatada. Os Enterococcus faecalis estao
presentes em canais radiculares ndo tratados endodonticamente e quando presentes eles
usualmente compdem uma pequena por¢ao da microbiota do canal radicular. O Enterococcus
faecalis parece ter alta resisténcia a medicamentos usados durante o tratamento e este ¢ um
dos poucos microrganismos que tem mostrado in vitro resistir ao efeito antibacteriano do
hidréoxido de calcio (WEIGER et al., 1995).

A clorexidina tem sido amplamente sugerida como material para anti-sepsia de canais
radiculares entre sessdes por possuirem a¢ao antimicrobiana imediata, amplo espectro de acao
sobre bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, anaerobias, facultativas e aerobias, leveduras
e fungos, relativa auséncia de toxicidade, capacidade de adsorcdo pela dentina e lenta
liberagdo de substincia ativa, prolongando sua atividade antimicrobiana residual (grande
substantividade). O hidroxido de calcio com diferentes veiculos e concentragdes tem sido o
material de escolha como medicagdo intracanal por seu alto poder alcalinizante criando um
ambiente desfavoravel ao crescimento bacteriano (ESTRELA et al., 1999).

Apesar de sua ampla utilizagdo, o hidréxido de célcio ndo tem demonstrado eficacia
sobre algumas cepas de microrganismos “in vivo”. Portanto, novas formulagdes e associagdes
tém sido sugeridas, a fim de se encontrar uma alternativa mais eficaz para eliminacao de
bactérias do sistema de canais radiculares (VAHDAT; PITT FORD; WILSON, 1993).

No tratamento de dentes com polpa mortificada a busca de um ambiente asséptico € o
principal objetivo.

Durante todas as etapas do tratamento endodontico o uso de substincias anti-sépticas
se torna obrigatério para conseguir a destrui¢ao de microrganismos que estdo contaminando o
sistema de canais radiculares (ESTRELA et al., 2003).

Durante o preparo biomecanico emprega-se o hipoclorito de sd6dio em concentragdes
que variam entre 1 a 5% na intencdo de dar um carater anti-séptico durante o tratamento

endodontico (ESTRELA et al.,, 2003). O hipoclorito, apesar de ser uma substancia
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relativamente barata, no entanto, seu maior poder anti-séptico esta associado a uma maior
agressividade tecidual (TANOMARU FILHO, 2001; YESILSOY et al., 1995).

A clorexidina ¢ uma alternativa, que apresenta boa capacidade anti-séptica
(VAHDAT; PITT FORD; WILSON, 1993; YESILSOY et al., 1995), com menor
agressividade (YESILSOY et al., 1995), porém ¢ deficiente na sua capacidade de limpeza
(YAMASHITA et al., 2003), além de ser um produto mais caro.

Novas alternativas tém sido buscadas para o emprego na terapia endoddntica como a
utilizagdo de produtos naturais como o propolis e fitoterapicos.

Dentre varios fitoterapicos, uma op¢ao poderia ser o uso do extrato alcodlico e infusdo

da Actium lappa L., popularmente chamada bardana ou orelha-de-gigante.

1.2 Arctium lappa L.

E uma planta originaria da Europa, norte da Asia, Estados Unidos ¢ Canad4. Crescem
por todas as partes, desde o mar até as regides montanhosas sob escombros, em terrenos
baldios. Apesar de ser uma planta estrangeira, ja se encontra aclimatada em todo o Brasil,
medrando em lugares umidos e sombreados, de preferéncia, em terrenos argilosos, onde ha
restos nitrogenados. E conhecida por diversas sinonimias populares, dependendo do pais em
que € encontrada: Lampazo, lampazo maior, bardana maior (Portugal), ruibarbo de caracol ou
gobd (China) e burdock (Inglaterra), pega-massa (Brasil) (CASAMADA, 1968; ALONSO,
1989).

Planta herbacea perene da familia das compostas (Compositae), de pequeno porte,
bienal com ramos abundantes de aproximadamente Scm de didmetro. Quando adulta as ervas
atingem de 100 a 150cm de altura (ALONSO, 1989; CORREA, 1984).

As folhas sdo alternes, pecioladas, largas e asperas, com a parte superior verde e a
inferior branco-esverdeada; as inferiores sao cordiformes e as superiores ovais. O componente
quimico principal ¢ a arctiopicrina (ALONSO, 1989; CORREA, 1984).

As flores, vivazes e brilhantes, sdo azuladas e arroxeadas (purpureas), reunidas em
capitulos grandes de forma esférica (3 a Scm de didmetro). Os capitulos acham-se reunidos
em um invoélucro caracteristico dispostos na extremidade do caule e dos ramos, que possuem
bracteas unciformes (infrutescéncias espinhosas), o que lhes permite prenderem-se com
facilidade ao pelo dos animais e as roupas dos homens (BOWN, 1996; CORREA, 1984;
CASAMADA, 1968).

Possuem raizes napiformes que chegam a pesar 400g e ter 45cm de comprimento enquanto
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novas, pois logo se ramificam e tornam-se lenhosas. Sua superficie externa ¢ acinzentada,
rugosa, com estrias longitudinais bastante profundas. Sua fratura ¢ nitida e granulosa. Sua
seccdo transversal apresenta uma casca que tem aproximadamente % do tamanho do raio, de
cor branca, separada por uma linha freqiientemente pouco visivel do corpo central, que ¢ de
cor branca levemente amarelada. Estrias radiais bem nitidas sulcam o cilindro lenhoso e vao
perder-se a pouca distancia da periferia. Quando seca, a raiz da bardana tem cheiro pouco
pronunciado, que aumenta bastante e torna-se desagraddvel quando a droga ¢ respirada em
massa. Seu sabor ¢ mucilaginoso, um pouco adocicado a principio e depois levemente amargo
(CORREA, 1984; BOWN, 1996; CASAMADA, 1968).

Nas partes utilizadas como as raizes encontramos a inulina de 40 a 60%, os
poliacetilenos, a fitohemaglutinina, os sais de potassio, taninos, dleos essenciais, enquanto nas
folhas temos a arctiopicrina. Tanto os compostos insaturados como a arctiopicrina apresentam
atividade antimicrobiana in vitro contra germes Gram positivos ¢ fungos. A raiz da bardana
tem sido muito eficaz em casos de furunculoses multiplas, ulceras varicosas, adenites e otites.
A atividade antimicrobiana da bardana tem sido atribuida aos constituintes poliacetilénicos.
Suas flores e folhas tém se mostrado eficientes contra germes Gram negativos e Gram
positivos, (S. aureus, B. subtilis, M. smegmatis), possivelmente devido a agdo da arctiopicrina,

um terpendide (ALONSO, 1989).

1.2.1 Terpenos

Os terpenos formam uma diversificada familia de substiancias naturais. Estes
compostos encontram-se em sementes, flores, folhas, raizes e madeira de plantas superiores
assim como no musgo, algas e liquens. Do ponto de vista quimico, sdo hidrocarbonetos,
compostos apenas por carbono e hidrogénio. Alguns sdo os precursores de certas vitaminas,
como A, K, e E (SIMOES et al., 2001).

Tradicionalmente considerou-se como derivados do 2-metil-butadieno, mais
conhecido como isopreno. A utilizagdo da regra do isopreno permitiu classifica-los e estuda-
los num primeiro momento, no entanto, com o tempo percebeu-se que os terpenos nao
derivam do isopreno, uma vez que este nunca foi encontrado como produto natural. O
verdadeiro percusor dos terpenos ¢ o dcido mevaldnico o qual provém da acetil coenzima A.
Em qualquer caso, a divisdo da estrutura dos terpenos em unidades de isopreno ¢ muito util e
se utiliza com bastante freqiiéncia (SIMOES et al., 2001).

1De acordo com o numero de cadeias de isopreno presentes, os terpenos sao classificados
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como: C5 hemiterpenos, C10 monoterpenos, C15 sesquiterpenos e C20 até C40 diterpenos.

Os terpenos sdo derivados dos oOleos essenciais que € o metabolito secundario
responsavel pela fragriancia das plantas. Quando estes compostos sdo acrescidos de elementos,
usualmente o oxigénio, sdo denominados terpendides. Os terpendides sdo sintetizados a partir
de unidades de acetato, associados a acidos graxos. Os terpenos se diferem dos acidos graxos
por possuirem cadeias extensas e ciclicas. Terpenos e terpendides sdo ativos contra bactérias,
fungos, virus e protozoarios. O mecanismo de agdo dos terpenos ainda ndo ¢ totalmente
compreendido, mas acredita-se que envolva a destruicdo dos compostos lipoprotéicos da
membrana (SIMOES et al., 2001).

Dessa maneira se preconiza a prescri¢ao da tintura de bardana em tratamento de
infecgdes buco-faringeas com flora patdgena mista, bloqueando assim sua passagem para os
tratos respiratorio e digestivo inferiores (ALONSO, 1989; BOWN, 1996).

Actium lappa L. (bardana) vem sendo muito usada na medicina popular por todo o
mundo através de varias aplicacdes terapéuticas. Pela medicina popular a planta tem
demonstrado atividade antifungica e antibacteriana, diurética, anti-oxidante e ansiolitica
(PEREIRA et al., 2005).

Em odontologia, a bardana tem sido investigada devido a sua potencial atividade
contra microrganismos da cavidade oral, especificamente aqueles associados com infecgdes
endodonticas.

Pereira et al. (2005), avaliaram a eficacia de extratos de Arctium lappa L. frente a
microrganismos comumente encontrados na cavidade oral como E. faecalis, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis e Candida albicans. Segundo estes
pesquisadores, a fase hexanica obtida da planta mostrou grande atividade contra estes
microrganismos em questdo, particularmente contra E. faecalis, um germe presente na
cavidade oral e que se envolve com o insucesso do tratamento endoddntico.

Gentil et al. (2006), compararam a atividade antimicrobiana da bardana com outros
medicamentos utilizados em curativos endodonticos. Neste estudo, 27 dentes caninos
superiores foram instrumentados, esterilizados, selados na por¢do apical e inoculados com
uma suspensdo bacteriana mista constituida de Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Lactobacillus acidophilus, Streptococcus mutans e Candida albicans. Um curativo com pasta
de hidroxido de calcio em propilenoglicol, um curativo com extrato propilenoglicolico de
bardana e um curativo s6 com propilenoglicol (controle) foram utilizados e avaliados apos 7,
14 e 30 dias. Arctium lappa L. inibiu o crescimento de toda microbiota contaminante em 14 e

30 dias.
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Outra op¢ao de uso poderia ser o extrato alcodlico e infusdo da Casearia Silvestris

Swart, popularmente conhecida como guacatonga.

1.3 Casearia sylvestris Swart

E uma planta originaria da América Latina desde o México até a Argentina. No Brasil
é encontrada em abundancia, sendo uma espécie muito comum no estado de Sdo Paulo. E
conhecida por diversas sinonimias populares devido a sua ampla distribui¢do pelo pais:
guacatonga, erva de lagarto, vassitonga, bugre-branco, dentre outros. Mais conhecida
popularmente como guacatonga, palavra de origem do tupi guarani comprovando que a
espécie ja era de conhecimento dos indios (ERVA—DO—SiTIO, 2006; TESKE; TRENTINI,
2001).

A planta é arborea e perene, com altura variando de dois a seis metros, mas pode
atingir até vinte metros. Possui tronco tortuoso, casca de coloragao acinzentada a acastanhada,
rugosa e com pequenas fendas superficiais (ERVA-DO-SITIO, 2006; SILVA JUNIOR., 1997;
JASZCZERSKI, 1987; TORRES; YAMAMOTO, 1986; CORREA, 1984; KLEIN;
SLEUMER, 1984; ABSY; SCAVONE, 1973).

As folhas sdo alternas lanceoladas até ovaladas ou elipticas, dispostas no mesmo plano
do ramo, alternadamente. Possui entre seis e quartoze centimetros de comprimento por trés a
cinco centimetros de largura. E assimétrica na base e apresenta de cinco a oito nervuras
laterais. Sao brilhantes e dotadas de pequenas glandulas de 6leo, visiveis contra a luz (ERVA-
DO-SITIO, 2006; SILVA JUNIOR, 1997; JASZCZERSKI, 1987; TORRES; YAMAMOTO,
1986; CORREA, 1984; KLEIN; SLEUMER,1984; ABSY; SCAVONE, 1973).

As flores sdo numerosas, pequenas, branco-esverdeadas ou amarelas, estdo dispostas
em cimeiras axilares e exalam um forte aroma. Ja o fruto é uma capsula ovoide-globulosa,
pequena, vermelha quando madura, contendo de duas a seis sementes em arilo lanoso,
amarelo comestivel (ERVA—DO—SfTIO, 2006; SILVA JUNIOR., 1997; JASZCZERSKI,
1987; TORRES; YAMAMOTO, 1986; CORREA, 1984; KLEIN; SLEUMER, 1984; ABSY;
SCAVONE, 1973).

E possui agdo cicatrizante, anti-séptica, antimicrobiana e fungicida, justificando a
marcante porcentagem de 6leo essencial; antiulcera reduzindo o volume de acido cloridrico;
diurética ativando a circulagdo periférica e estimulando o metabolismo cutaneo e conseqiiente
tonificagdo local; taninos formando revestimento protetor na pele e nas mucosas dificultando

infecgdes (TESKE; TRENTINI, 2001).
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Em relacdo a sua constituicdo quimica, encontramos o6leos essenciais; saponinas;
acidos graxos; taninos; antocianosideo; resinas; e flavonodides. Desta forma alguns
componentes quimicos em especial poderdo ter acdo direta sobre o microrganismo em

questdo, sendo ele taninos, flavonoides e 6leos essenciais.

1.3.1 Taninos

Os taninos distribuem-se por toda a planta, em todas as regides e tecidos,
particularmente do cortex, floema e raios medulares, aparecem também solubilizados no suco
dos vactiolos sob a forma de combinacdes complexas. Sendo essas substancias fendlicas
soliiveis em dgua com massa molecular entre 500 e cerca de 3000 Daltons, sdo capazes de
formar complexos insoliveis em 4dgua quando combinados com alcaldides, gelatina e outras
proteinas, sao importantes, pois sdo responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos e outros
produtos vegetais (SIMOES et al., 2001).

Sdo classificados, segundo sua estrutura quimica, em dois grupos:Taninos
hidrolisaveis e taninos condensados (SIMOES et al., 2001).

Acredita-se que as propriedades farmacologicas dos taninos esta relacionada a trés
caracteristicas gerais comuns em maior ou menor grau aos dois grupos, essas caracteristicas
sdo: complexacdo com ifons metalicos como: Ferro (Fe), Manganés (Mn), Cobre (Cu),
Aluminio (Al), entre outros; atividade antioxidante e seqiiestradora de radicais livres;
habilidade de complexar com outras moléculas, incluindo macromoléculas como proteinas e

polissacarideos (SIMOES et al., 2001).

1.3.2 Flavonoides

Os flavonoides foram biosintetizados a partir dos fenilpropanoéides, e constituem uma
importante classe de polifendis presentes em abundancia entre os metabolitos secundarios de
vegetais, essa classe de compostos ¢ amplamente distribuida no reino vegetal, alguns
representantes em briofitas, existindo apenas um relato em fungos, em pteridéfitas também
foram encontrados, porém sua variedade estrutural € pequena, entretanto encontram-se
presente em abundancias nas angiospermas, nesse grupo apresenta grande diversidade
estrutural, ja nas algas esse composto ¢ quase ausente. Sdo fungdes atribuidas aos flavonoides
nas plantas: prote¢do dos vegetais contra a incidéncia de raios ultravioleta, além de protecao

contra insetos, fungos, virus e bactérias; atraentes de animais com finalidade de polinizagao;
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antioxidantes; controle da acdo de hormoénios vegetais; agentes alelopaticos; e inibicao de

enzimas (CASAMADA, 1968).

1.3.3 Oleos Essenciais

Os terpenos sao originados da via do acetato-mevalonato a partir de uma unidade
isopreno. A classificacdo dos terpenos ¢ feita de acordo com a quantidade de unidades
isopreno em hemiterpendides, C5; monoterpendides, CI10; sesquiterpendides, CI15;
diterpendides, C20; triterpenoides, C30; e carotenodides, C40. Apresentando diversas fungdes
nos vegetais, os monoterpenos atuam na atragdo de polinizadores, pois sdo constituintes dos
0leos essenciais (0leos volateis) (CASAMADA, 1968).

Os triterpenos e seus derivados, os esterdides, apresentam uma gama de fungdes.
Muitos tém fungdes de prote¢ao contra herbivoros, alguns sdo antimitdticos, € outros atuam
na germinagdo das sementes e na inibicdo do crescimento da raiz (VICKERY; VICKERY,
1981; HARBONE; BAXTER, 1995).

Portanto, diante da necessidade de busca constante de substancias que apresentem boa
capacidade anti-séptica e obtidas a partir de fontes naturais, com menor toxicidade para serem
utilizadas na terapia odontoldgica e endoddntica, isoladamente ou associadas ao hidroxido de
calcio, torna-se oportuno e pertinente testar os extratos de Arctium lappa L. e Casearia

silvestris S. em diferentes veiculos quanto a sua a¢do anti-séptica.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

A presente pesquisa teve como objetivo geral comparar o poder antimicrobiano dos
extratos aquosos, alcoolicos, propilenoglicélicos e da infusao da Arctium lappa L. (bardana)
e da Casearia silvestris Sw. (guagatonga) através de teste de susceptibilidade antimicrobiana
de linhagens de E. faecalis isoladas e identificadas a partir da cavidade oral, pelo método da

difusdo radial em placa de agar Mueller-Hinton.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e testar a susceptibilidade antimicrobiana de linhagens de E. faecalis isoladas da
cavidade oral pelo método da difusdo radial em placa de dgar Mueller-Hinton frente
aos extratos e infusdo da Arctium lappa L.

e testar a susceptibilidade antimicrobiana de linhagens de E. faecalis isoladas da
cavidade oral pelo método da difusdo radial em placa de dgar Mueller-Hinton frente
aos extratos e infusdo da Casearia silvestris Sw.

e comparar estatisticamente a a¢do antimicrobiana de ambas as plantas frente as

linhagens de E. faecalis.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 COLETA DA PLANTA Arctium lappa L. E PREPARACAO DOS EXTRATOS E
INFUSAO

As folhas de Arctium lappa L. que foram utilizadas neste trabalho foram coletadas na
Coordenadoria de Assisténcia Técnica Integra (CATI), localizado na Av. Rodrigues Alves,
s/n — Bauru-SP e identificadas no herbario da Universidade Sagrado Coracao Bauru (USC).

Depois de coletado e submetido a processo de dessecagdo anatdmica, o material foi
seco até peso constante, em estufa de ar circulante a temperatura controlada, triturado em
moinho de facas e a seguir os extratos foram obtidos, para posterior analise do melhor
rendimento na extracdo do principio ativo da bardana. A avaliagdo qualitativa e quantitativa
dos compostos ja isolados da bardana, foram feitas por cromatografia em camada delgada e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) que foi realizada no laboratorio de
Toxicologia Analitica da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP,
campus de Bauru.

Os extratos de Arctium lappa L. foram preparados de quaro formas diferentes
conforme descrito a seguir:

O extrato aquoso (I) foi obtido com 2 gramas da plante pulverizada misturadas 4 180
mL de agua destilada e aquecido por até 50°C, para que ndo se perdesse nenhum principio
ativo desta planta. Um dos extratos alcodlico (II) foi preparado com a utilizagdo 1grama da
planta pulverizada para cada 15 mL de élcool etilico a 70% o mesmo foi aquecido durante 2
minutos, apos este processo ele foi lavado com carvao ativo para que retirasse os residuos de
clorofila (SILVA et al., 1986).

A terceira forma de extrato (III) foi preparada pelo método da maceragdo com
utilizagdo de propilenoglicol (solucdo extratora), onde a propor¢io de p6d da planta foi de 25
gramas para cada 200 mL de solugdo extratora. Essa solugdo extratora permaneceu em
contato com o p6 por 8 dias e sofreu agitagdo esporadica, ao longo destes dias esse processo
ocorreu em frasco de vidro ambar para que evitasse uma possivel interferéncia da luz e a
temperatura ambiente aproximadamente 25°C (SIMOES et al., 2001)

Para a infusdo (IV) foram aquecidos 200 mL de agua destilada até a ebuli¢do. Verte-
se todo o conteudo sobre 25 gramas da planta puverizada, deixando em contato por 20
minutos,controlando a temperatura em torno de 50°C através do banho- maria. No total foram

testados quatro tipos de extratos. (SIMOES et al., 2001)
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3.2 COLETA DA PLANTA Casearia sylvestris SW. E PREPARACAO DOS EXTRATOS E
INFUSAO

As folhas de Casearia sylvestris Sw. que foram utilizadas neste trabalho foram coletadas
no campus da fazenda lageado, da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas (FCA) - UNESP de
Botucatu — SP e identificadas no herbario da USC-Bauru.

Depois de coletado e submetido a processo de desseca¢do anatdmica, o material foi
seco até peso constante, em estufa de ar circulante a temperatura controlada, triturado em
moinho de facas e usado na preparacao de extratos e infusdo.

O extrato aquoso a quente (I) foi obtido com 180ml de dgua destilada em 25 gramas da
planta e também foi realizado um controle de temperatura em até 50°C, para que ndo se
perdesse nenhum principio ativo desta planta. O extrato alcodlico (II) foi preparado com a
utilizagdo Igrama do po para cada 15 mL de alcool etilico a 70% o mesmo foi aquecido
durante 2 minutos, apds este processo foi lavado com carvao ativo para que se retirasse os
residuos de clorofila (SILVA et al., 1986).

A terceira forma de extrato (III) foi preparada pelo método da maceragao com
utilizagdo de propilenoglicol (solucdo extratora), onde a proporcao de pod da planta foi de 25
gramas para cada 200 mL de solucdo extratora. Essa solucdo extratora permaneceu em
contato com o po6 por 8 dias e sofreu agitacao esporadica, ao longo destes dias esse processo
ocorreu em um frasco de vidro ambar para que evitasse uma possivel interferéncia da luz e a
temperatura ambiente aproximadamente 25°C (SIMOES et al., 2001)

A infusdo (IV) foi obtida a partir da mistura de agua destilada com o p6 da planta ja
triturada, na propor¢ao de 200ml de agua para 25gramas da planta. Este processo foi realizado
em banho-maria para um controle da temperatura em torno de 50°C evitando a perda de
componentes quimicos da planta, que foi estudado. J& que algumas literaturas ressaltam que

os flavonoides sdo volateis a temperaturas elevadas (superior a 55°C). (SIMOES et al., 2001)

3.3 LINHAGENS BACTERIANAS

Para o desenvolvimento do presente trabalho, foram avaliadas 50 estirpes de E.
faecalis recuperadas da cavidade oral de pacientes atendidos no servico de Endodontia da

Clinica de Odontologia, Bauru-SP, que foram mantidas e conservadas em bacterioteca no
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Laboratorio de Microbiologia da USC.

3.4 METODO DA DIFUSAO DOS EXTRATOS DA BARDANA E GUACATONGA A
PARTIR DE DISCOS IMPREGNADOS

As estirpes isoladas foram submetidas ao teste de sensibilidade antimicrobiana aos
extratos da bardana e guagatonga pelo método da difusdo da droga a partir de discos
impregnados sobre a superficie do dgar, de acordo com as normas estipuladas pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI/NCCLS, 2005).

Para o procedimento desse método, foram transferidas das placas de subcultura pura
de cada estirpe isolada, cinco coldnias para um tubo contendo 4ml de caldo BHI Oxoid”. Em
seguida o tubo foi incubado a 36°C por oito horas e, a partir dessa suspensdo bacteriana,
preparou-se o ajuste para a densidade otica do padrao de turbidez 0,5 da escala de McFarland
(1,5 x 10° unidades formadoras de colonias por mL — UFC/mL). Uma vez ajustada a
densidade do indculo, a semeadura foi feita através de zaragatoa de algoddo estéril sobre a
superficie do meio Mueller-Hinton Agar (Oxo0id®) contido em placas de Petri de 15x150mm.
Procedido o indculo, as placas foram mantidas em estufa a 36°C por uma hora para secagem
da superficie do meio de cultura e, apds este procedimento, foram aplicados com pinga estéril
os discos de papel de alta espessura contendo cada extrato da bardana e da guacgatonga e suas
respetivas infusdes. ApoOs a incubagio das placas a 36°C por 24 horas completas, a atividade
antimicrobiana foi avaliada medindo-se os halos de inibicdo em milimetros. Todo o
experimento foi realizado em triplicata (CLSI/NCCLS, 2005).

No sentido de avaliar a qualidade dos resultados alcangados, foi determinada em cada
estudo a sensibilidade antimicrobiana de uma linhagem de referéncia: Enterococcus faecalis

ATCC 29212.



23

Figura 1 — Subculturas puras de E.faecalis, sob angulos diferentes.
Fonte: Elaboragdo propria

Figura 2 — Tubos de E.faecalis’.
Fonte: Elaboragao propria

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Para as variaveis em estudo, elaborou-se figuras e valores estatisticos para caracterizar
a sensibilidade ou resisténcia dos germes frente aos extratos e infusdo utilizados. Os dados
relativos a distribuigdo percentual de linhagens sensiveis frente aos varios extratos e infusdo

foram analisados, estatisticamente, através do teste de Goodman (CURI, 1998).
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4 RESULTADOS

Foram testadas 50 estirpes de E. faecalis isoladas da cavidade oral frente aos extratos
propileglicélico, alcodlico, aquoso e infusao da Guacatonga e Bardana. No método de difusao
dos extratos e infusdes da Casearia sylvestris Sw. em agar a partir de discos impregnados
frente a 50 linhagens de E. faecalis (Tabela 1), observamos que o extrato obtido a partir de
propilenoglicol demonstrou melhor eficiéncia, inibindo 35 (68,6%) das estirpes estudadas
com variagdo de 0-7mm e média de 4,3mm. As outras solu¢des extratoras, tais como
alcodlicas, inibiram uma média de 11 (21,6%) das estirpes estudadas com halos de inibi¢ao
que variaram de 0-10mm com uma média de 1,4mm e aquosas inibiram uma média de 16
(31,4%) das estirpes estudadas e tiveram uma variacdo de 0-8 mm com uma média de

2,1lmm. (Tabela 1). Observa-se também que frente a infusdo todas as linhagens (100%)
demonstraram resisténcia.

Diante dos resultados tidos com os extratos e infusdo da Arctim lappa L., conclui-se

que estes ndo apresentam atividade antimicrobiana contra E.faecalis (Tabela 2).

TABELA 1 - Sensibilidade in vitro de 50 estirpes de E. faecalis frente aos extratos e a infusao
de Casearia sylvestris Sw. (mm)

VEICULOS Variacio (mm) Média (mm) (%)
Alcool Etilico 0-10 1,4 21,6
Propilenoglicol 0-7 4,3 68,6
Aquoso 0-8 2,1 31,4
Infusdo 0-0 0,0 0,00

Fonte: Elaboragao propria.
Os extratos e infusdo da guacatonga foram, portanto, eficientes, estatisticamente

significantes, em relagdo aos extratos e infusdo da bardana (p < 0,05).
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Grafico 1 - Sensibilidade in vitro de 50 estirpes de E. faecalis frente aos extratos de Casearia
sylvestris Sw. e a Infusdo.
Fonte: Elaboragéo popria.

TABELA 2 - Sensibilidade in vitro de 50 estirpes de E. faecalis frente aos extratos
infusdo de Arctium lappa L. (mm)

VEICULOS Varia¢do (mm) Média (mm) (%)
Alcool Etilico 0-0 0,0 0,00
Propilenoglicol 0-0 0,0 0,00
Aquoso 0-0 0,0 0,00
Infusdo 0-0 0,0 0,00

Fonte: Elaboracgdo propria.



26

5 DISCUSSAO

O Enterococcus faecalis ¢ uma bactéria que esta envolvida em varios processos
patoldgicos, desde uma simples infec¢ao urinaria até outros de maior complexidade como as
endocardites bacterianas, dentre outras.

Sua real importancia em Odontologia ainda ¢ amplamente discutida. Alguns estudos
tém demonstrado seu envolvimento em processos endodonticos variados, como por exemplo,
as periodontites apicais e as infeccdes endodonticas persistentes (ROCAS et al., 2004).

Estudos demonstram também que, um grande sucesso da terapia endodontica somente
¢ conseguido quando o canal radicular estd livre de microrganismos no momento da
obturacgao.

Virias estratégias de tratamento tém sido empregadas pelos cirurgides dentistas a fim
de efetivamente manter desinfectado o canal radicular. Entre elas podemos citar o reparo bio-
mecanico (instrumentagdo e irrigacdo) e o uso de medicagdo intracanal. Estas substancias sdo
utilizadas com a finalidade de eliminarem os microbios no momento do tratamento. Entre elas
podemos citar o uso de hidroxido de célcio, hipoclorito de sodio, entre outras.

O hipoclorito de sddio tem sido utilizado como substincia classica irrigatoria, embora
estudos revelem que linhagens especificas de E. faecalis resistam a exposi¢cdo frente ao
hipoclorito de sédio em diferentes concentracdes (RADCLIFFE et al., 2004).

E. faecalis também tem sido isolado de canais radiculares que ja foram submetidos ao
tratamento com pastas de hidroxido de célcio, demonstrando assim, uma provavel resisténcia
do germe para este tipo de curativo endodontico (DAHLEN et al., 2000).

O mecanismo de resisténcia tem sido atribuido a uma bomba de proton ativa deste
microrganismo (EVANS et al., 2002).

Compostos naturais também tém sido testados frente a linhagens de bactérias isoladas
da cavidade oral, a fim de se avaliar suas propriedades antimicrobianas.

Nosso estudo avaliou a atividade antimicrobiana de extratos e infusdo de Casearia
sylvestris Sw. (guacatonga) frente a linhagens de Enterococcus faecalis isolados da cavidade
oral de pacientes da clinica de endodontia da USC, comparando-se ao efeito antimicrobiano
de antibidticos de uso clinico em odontologia e Arctium lappa L.(bardana).

Ao avaliar a eficacia dos extratos e da infusao de Arctium lappa L.(bardana) frente ao
Enterococcus faecalis, microrganismos comumente encontrados na cavidade oral, estes ndo
demonstraram atividade antimicrobiana.

O extrato obtido a partir do propilenoglicol com Casearia sylvestris Sw. mostrou-se

mais eficiente sobre as linhagens estudadas. Este resultado corrobora os estudos de Schneider
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et al.,, (2006), onde a atividade antimicrobiana de Oleos volateis de guacatonga foi
demonstrada sobre bactérias Gram positivas como Enterococcus, Micrococcus,
Staphylococcus aureus e S. epidermidis. Atividade antimicrobiana do extrato de guagatonga
contra Gram positivo foi também demonstrada por Alves et al., (2000), inibindo estirpes de
Bacillus cereus. Tratando-se ser E. faecalis um germe Gram positivo, nosso estudo contraria
os resultados obtidos por Gongalves et al., (2005), que ndo obteveram atividade
antimicrobiana de extrato alcodlico de guacatonga frente a linhagens de germes Gram

positivos.
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6 CONCLUSOES

Frente aos experimentos realizados e as observagdes técnicas avaliadas, parece licito
concluirmos que:

e Dentre os extratos e a infusdo de guacatonga empregados no presente estudo, o de
propilenoglicol apresentou-se com maior eficiéncia sobre as linhagens de E. faecalis
isoladas da cavidade oral.

e Dentre os extratos e infusdo de bardana testados no presente estudo, ndo apresentaram

eficiéncia sobre as linhagens de E. faecalis isoladas da cavidade oral.
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