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RESUMO

O hidréxido de célcio Ca(OH), é um pé branco, altamente alcalino que, em
endodontia, tem sido utilizado em pulpotomias, tratamento de perfuracdes radiculares,
como componente de cimentos obturadores e como medicacgéo intracanal, sendo que
qguando utilizado nesta ultima situacdo, € associado a um veiculo com a finalidade de se
obter a consisténcia de pasta. Assim, diferentes veiculos tém sido propostos para
associacdo ao Ca(OH),. A atividade antimicrobiana do Ca(OH), esta relacionada a
liberacdo de ions hidroxila. Estes ions hidroxila séo radicais livres altamente oxidantes
que reagem com inUmeras biomoléculas. Apesar de sua ampla utilizacdo, esta
substancia ndo tem demonstrado eficacia sobre algumas cepas de micro-organismos in
vivo. O propdésito da presente pesquisa foi avaliar a atividade antibacteriana in vitro de
varias pastas de Ca(OH), associadas com bioprodutos contra linhagens ATCC de E.
faecalis, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli. O teste de susceptibilidade bacteriana frente as pastas foi realizado
pelo método da difusdo das pastas sobre agar Mueller-Hinton. A atividade antibacteriana
dos bioprodutos na forma de extratos e de gel isolados foi realizada também pelo
método da difusdo. Obtidos os dados, os mesmos foram submetidos a analise
estatistica, empregando-se o teste Kruskal-Wallis com nivel de significancia de 5%. A
clorexidina, tanto a 1% como a 2%, mostrou grande atividade antibacteriana pura, na
forma de gel e associada como veiculo ao Ca(OH),, estatisticamente significante
(p<0,05). Todas as pastas de Ca(OH), revelaram efetividade contra todos os micro-
organismos testados com excec¢ao da pasta cujo veiculo foi o 6leo de alho. Frente ao St.
pyogenes, somente as pastas de clorexidina 1% e 2% revelaram efetividade. Os
extratos puros e 0s géis da aroeira-da-praia e aroeira vermelha revelaram efetividade
contra S. aureus e contra as duas linhagens de E. faecalis. O extrato puro e gel da
pariparoba demostraram atividade antimicrobiana contra S. aureus e contra o St.
pyogenes. O extrato da propolis revelou efetividade contra E. coli e St. pyogenes. As
pastas de Ca(OH), cujos veiculos puros revelaram atividade antibacteriana, ndo foram
potencializadas para atividade antibacteriana.

Palavras-chave: Hidroxido de célcio. Medicagdo intracanal. Bioprodutos. Atividade
antibacteriana.



ABSTRACT

Calcium hydroxide Ca(OH), is a white powder, highly alkaline, in endodontics
has been used in pulpotomies, treatment of root perforations, as component sealers
and as dressing, and when used in the latter, is associated with a vehicle in order to
obtain a pulp consistency. Thus, different vehicles have been proposed for
membership in the Ca(OH),. The antimicrobial activity of Ca(OH); is related to the
release of hydroxyl ions. These hydroxyl ions are highly oxidizing free radicals that
react with many biomolecules. Despite its widespread use, this substance has
proven effective on some strains of micro-organisms in vivo. The purpose of this
research was to evaluate the in vitro antibacterial activity of several pastes of
Ca(OH), associated with bioproducts against ATCC strains of E. faecalis,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa and
Escherichia coli. The testing of bacterial susceptibility front of the pastes was
performed by the method of diffusion of paste on Mueller-Hinton agar. The
antibacterial activity of bioproducts in the form of gel extracts and isolates was also
held by the diffusion method. Obtained data, they were subjected to statistical
analysis, using the Kruskal-Wallis test with significance level of 5%. Chlorhexidine,
both at 1% and 2%, showed a high antibacterial activity pure in the form of gel as
vehicle and is associated to Ca(OH),, statistically significant (p <0.05). All pastes of
Ca(OH), proved effective against all micro-organisms tested except the paste whose
vehicle was garlic oil. Front St. pyogenes, only pastes chlorhexidine 1% and 2%
showed effectiveness. The pure extracts and gels from-the-beach mastic and mastic
red showed effectiveness against S. aureus and against the two strains of E.
faecalis. The pure extract and gel pariparoba demonstrated antimicrobial activity
against S. aureus and against St. pyogenes. The extract of propolis showed
effectiveness against E. coli and St. pyogenes. The paste of Ca(OH), whose vehicles
showed pure antibacterial activity, were not potentiated for antibacterial activity.

Key-words: Calcium hydroxide. Intracanal medication. Bioproducts. Antibacterial
activity.
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1 INTRODUCAO

O hidréxido de célcio Ca(OH), caracteriza-se como um po6 branco, alcalino
(pH 12,8), pouco solivel em &gua (solubilidade de 1,2 g L™ de 4gua, a 25°C). E
obtido pela calcinacdo do carbonato de célcio, até sua transformacdo em oOxido de
calcio que, apdés hidratagdo resulta em hidroxido de célcio (ESTRELA et al., 1995).
Baseado no peso molecular da substéncia, a porcentagem de ions hidroxila e ions
calcio encontrados no Ca(OH), corresponde a 45,89% e 54,11%, respectivamente
(ESTRELA, PESCE, 1995).

Em Endodontia o Ca(OH), tem sido utilizado em pulpotomias, tratamento de
perfuragdes radiculares, como componente de cimentos obturadores e como
medicacdo intracanal, sendo que quando utlizado nesta Ultima situacdo, é
associado a um veiculo com a finalidade de se obter a consisténcia de pasta. Assim,
diferentes veiculos tém sido propostos para associacdo ao Ca(OH), (ESTRELA et
al., 2001).

O emprego do Ca(OH), em casos de necrose pulpar tem o propoésito de
promover agdo antisséptica sobre micro-organismos, além da agdo bioldgica,
atributos que sdo conseguidos pelo elevado pH através da liberagdo de ions
hidroxila e liberacdo de ions célcio, respectivamente.

A atividade antimicrobiana do Ca(OH), est4 relacionada a liberacdo de ions
hidroxila. Estes ions hidroxila s@o radicais livres altamente oxidantes que reagem
com inimeras biomoléculas.

Siqueira e Lopes, 1999, revelaram que 0s mecanismos de atividade
antimicrobiana do Ca(OH), sdo caracterizados pelos danos diretos a membrana
citoplasmética bacteriana, desnaturagdo proteica e danos ao DNA bacteriano.

Recentes estudos revelaram a classificacdo e indicagfes clinicas de vérias
formulacdes de pastas de Ca(OH), (ESTRELA et al., 1999; FAVA et al., 1999).

Gomes et al.,, 2002, revelaram que a atividade antimicrobiana in vitro de
diferentes pastas de Ca(OH), foi influenciada pelo tipo de veiculo utilizado, sendo
que a melhor atividade antimicrobiana foi obtida com para-monoclorofenol
canforado. Este estudo revelou que bactérias anaerGbias Gram negativas sdo mais
susceptiveis ao Ca(OH), em relagdo aos micro-organismos Gram positivos

facultativos.
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Evans et al., 2003, avaliando a atividade antimicrobiana de duas pastas de
Ca(OH), em dentina bovina contaminada com Enterococcus faecalis, revelaram a
melhor eficiéncia da pasta com veiculo clorexidina a 2%.

Véarias substancias tém sido associadas ao Ca(OH), com o propédsito de
potencializar sua acdo antisséptica.

Sirén et al., 2004, avaliaram o efeito antibacteriano do Ca(OH), combinado
com clorexidina e com iodo-iodeto de potassio sobre uma linhagem padréo de E.
faecalis. Os resultados deste estudo revelaram a efetividade na desinfeccdo de
dentina bovina contaminada quando o Ca(OH), foi adicionado de clorexidina ou
iodo-iodeto de potassio.

Pacios et al., 2004, avaliando a influéncia de seis diferentes veiculos (agua
destilada, clorexidina, propilenoglicol, solugdo anestésica, paramonoclorofenol
canforado e paramonoclorofenol canforado + propilenoglicol) sobre o pH de pastas
de Ca(OH); in vivo e in vitro, revelaram que em ambas condi¢cdes o pH manteve-se
constante durante todas as varaveis de tempo analisadas, sendo que a pasta cujo
veiculo foi &gua destilada mostrou-se com pH superior em condi¢&o clinica.

Schéafer e Bdssmann, 2004, compararam a atividade antimicrobiana da
clorexidina pura com duas diferentes pastas de Ca(OH),: uma comercial e outra cujo
veiculo foi clorexidina em propor¢do igual peso:peso, sobre dentina humana
contaminada com E. faecalis ATCC 6057. Neste estudo os pesquisadores revelaram
que clorexidina pura mostrou-se mais eficiente quando comparada a pasta de
Ca(OH), com veiculo clorexidina na desinfecgdo da dentina contaminada. Pesquisa
semelhante realizada por Ercan et al., 2006, revelou que a clorexidina gel a 2% foi
mais efetiva na eliminagédo de E. faecalis e Candida albicans quando comparado
com as pastas de Ca(OH), com veiculo agua estéril e clorexidina 2%.

A desinfeccdo de tubulos dentindrios humanos infectados com E. faecalis
ATCC 29212 por trés diferentes pastas de Ca(OH), (veiculo agua, veiculo iodo-
iodeto de potassio e pasta Metapex®, esta Gltima contendo iodoférmio e éleo de
silicone) foi avaliada por Cwikla et al., 2004. Este estudo demonstrou que a pasta
Metapex® revelou melhor atividade antibacteriana quando comparado as outras
pastas.

A avaliacdo in vitro da susceptibilidade de patdégenos endoddnticos a pastas
de Ca(OH), combinadas com diferentes veiculos foi demonstrada por Vianna et al.,

2005. Neste estudo as pastas foram preparadas com veiculo dgua estéril, glicerina,
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paramonoclorofenol canforado, paramonoclorofenol canforado + glicerina,
polietilenoglicol e paramonoclorofenol canforado + polietilenoglicol. Bactérias
aerobias e anaerdbias facultativas foram mais resistentes ao Ca(OH), e o tempo
necessario para a eliminagcdo dos micro-organismos variou de 4 a 24 horas.
Bactérias anaerdbias foram eliminadas dentro de 5 minutos ou menos. E. faecalis e
C.albicans foram os micro-organismos mais resistentes frente as pastas utilizadas.

Avaliando a influéncia do iodoférmio no potencial antimicrobiano de pastas de
Ca(OH),, Estrela et al., 2006, revelaram que as pastas com solu¢éo salina e com
iodoférmio e salina mostraram significativa atividade antimicrobiana sobre
Staphylococcus aureus, E. faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis e
C.albicans pelos métodos do contato direto e difusdo da substancia sobre placas de
agar.

Objetivando avaliar a atividade antibacteriana residual de véarias pastas de
Ca(OH); ap6s permanecerem 21 dias em canais radiculares de cdes com lesdes
periapicais, Soares et al., 2007, utilizaram o método da difusdo sobre placas de agar
Mueller-Hinton contaminadas com Micrococcus luteus ATCC 9341 a partir das
pastas de Ca(OH), com veiculo solugdo anestésica e clorexidina a 2% e as pastas
Calen® e Calen® + paramonoclorofenol canforado. A pasta de melhor atividade
antibacteriana residual foi aquela cujo veiculo foi digluconato de clorexidina a 2%.

A atividade antimicrobiana de diferentes pastas de hidroxido de célcio frente a
C. albicans, Streptococcus mutans, E. faecalis, St. sobrinus, St. sanguis, Prevotella
intermedia e Porphyromonas gingivalis foi avaliada pelo método da difusdo por
Souza-Filho et al., 2008. Os autores utilizaram no estudo as pastas de Ca(OH),+
clorexidina gel 2%, Ca(OH), + clorexidina gel 2% + iodoférmio, Ca(OH), +
clorexidina gel 2% + 6xido de zinco e Ca(OH), + agua. Os resultados revelaram que
todas as pastas demonstraram alguma atividade antimicrobiana sobre os micro-
organismos testados. C. albicans, E. faecalis e St. sanguis foram 0s micro-
organismos mais resistentes. St. mutans revelou grandes zonas de inibicdo no
experimento.

Silveira et al., 2011, avaliaram a atividade antimicrobiana da pasta de
Ca(OH), combinada com clorexidina e outras substancias contra E. faecalis, S.
aureus, P. aeruginosa e St. mutans. Os autores utilizaram pastas de Ca(OH), +
clorexidina gel 2%, Ca(OH), + paramonoclorofenol canforado + propilenoglicol,

Ca(OH), + propilenoglicol e Ca(OH), + solucéo salina. Utilizaram o teste de diluigcéo
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em caldo de cultura e quantificaram o tempo necessério para as pastas inibirem o
crescimento bacteriano. Os resultados revelaram que as pastas de Ca(OH), +
paramonoclorofenol canforado + propilenoglicol e Ca(OH), + propilenoglicol
eliminaram todas as células bacterianas em 15 segundos. A pasta de Ca(OH), +
clorexidina gel 2% necessitou de 45 segundos para eliminar S. aureus e E. faecalis.
A pasta de Ca(OH); + solugéo salina necessitou de 45 segundos para eliminar E.
faecalis. Assim, pode-se concluir que E. faecalis foi a bactéria mais resistente,
seguido pelo S. aureus.

A susceptibilidade do E. faecalis frente a pasta de Ca(OH), e aos antibioticos
amoxicilina + clavulanato de potassio, ciprofloxacina, clindamicina e doxiciclina foi
avaliada in vitro em dentes humanos por Saber et al., 2012. Dentes pré-molares
mandibulares humanos foram instrumentados, autoclavados e contaminados com
um isolado clinico de E. faecalis para que houvesse a formacgédo de biofilme,
revelado por microscopia eletronica de varredura nos intervalos de trés, dez, vinte e
trinta dias. Os medicamentos foram preparados pela concentracdo inibitéria minima
para E. faecalis na forma de pastas e introduzidos nos canais infectados. Ap6s uma
semana, cones absorventes foram utilizados para coleta dos espécimes e contagem
através de cultura bacteriologica. Os resultados revelaram que nenhum dos
antibioticos e nem a pasta de Ca(OH), foram eficazes na eliminacdo do biofilme.
Porém, todos os antibidticos foram mais eficazes na redugcdo do nuamero de
Unidades Formadoras de Coldnias mL™* quando comparados a pasta de Ca(OH),. O
efeito antimicrobiano da amoxicilina + clavulanato de potassio, ciprofloxacina e
clindamicina foi, estatisticamente melhor, em relagdo ao efeito da doxiciclina.

Outros estudos comparando a atividade do Ca(OH), com antibidticos séo
encontrados na literatura, como o estudo de Pavaskar et al., 2012, onde os
pesquisadores compararam a efetividade da linezolida em relagédo ao Ca(OH),. Num
estudo in vitro utlizando dentes humanos, pré-molares, instrumentados e
contaminados com células planctonicas de E. faecalis ATCC 29212, os
pesquisadores revelaram que apos o tratamento dos espécimes por trés, oito e 14
dias com Ca(OH),, Vitapex®, linezolida e Ca(OH), + linezolida, somente linezolida
mostrou-se eficaz na eliminacéo do E. faecalis, seguida pela associagéo de Ca(OH)»
+ linezolida.

Novas alternativas tém sido buscadas para o emprego na terapia endodontica

como a utilizagdo de produtos naturais como a propolis. Objetivando avaliar a
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atividade antimicrobiana de duas pastas de hidroxido de célcio associadas a extrato
etandlico e ndo etandlico de propolis, Rezende, et al., 2008, submeteram culturas
polimicrobianas de molares deciduos necrosados ao teste de difuséo sobre placas
de &gar cérebro e coracdo em atmosfera anaerébica. Ambas as pastas
apresentaram zonas de inibicdo maiores quando comparadas ao grupo controle com
pasta de veiculo propilenoglicol.

Novos veiculos para pastas de Ca(OH),, como por exemplo, fitoterapicos,
devem ser testados com o objetivo de avaliar uma provavel potencializacdo da pasta
para eliminar E. faecalis e outros micro-organismos de canais radiculares, ja que
estes bioprodutos tém revelado atividade antimicrobiana frente a véarios micro-
organismos.

Pereira et al., 2005, avaliaram a eficacia de extratos de Arctium lappa L.
(bardana) frente a micro-organismos 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 questéo, 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. Naquele estudo, 27
dentes caninos maxilares foram instrumentados, esterilizados, selados na porgéo
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 hidréxido de célcio em
propilenoglicol, um curativo com extrato propilenoglicélico de bardana e um curativo
s6 com propilenoglicol (controle) foram utilizados e avaliados apos 7, 14 e 30 dias.
Actium lappa L. inibiu o crescimento de toda microbiota contaminante em 14 e 30
dias.

Souza et al.,, 2007, avaliaram a ac¢&do antimicrobiana de quatro diferentes
extratos da casca de Stryphnodendron adstringens (Mart.), popularmente conhecida
por barbatimé&o frente ao Staphylococcus aureus ATCC 25923, S. epidermidis ATCC
12228 e Escherichia coli ATCC 10536. Os autores verificaram que a melhor
atividade antimicrobiana foi revelada nos extratos obtidos em etanol 50%, etanol

70% e acetona: agua (7:3 v/v) contra todos os micro-organismos testados.
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Johann et al.,, 2007, testaram a atividade de oito plantas utilizadas na
medicina tradicional brasileira contra fungos patégenos clinicamente relevantes.
Dentre as plantas testadas, a aroeira-da-praia revelou grande atividade antifungica
contra Candida glabrata e Sporothrix schenckii. As outras plantas revelaram
atividade antifungica contra pelo menos uma das espécies testadas.

Weckwerth et al., 2008, avaliaram a efetividade de dos extratos de Casearia
sylvestris Sw (guacatonga) aquoso e obtidos a partir de etanol, alcool de cereais e
propilenoglicol, contra 50 linhagens de E. faecalis isolados da cavidade oral, pelo
método da difusdo em placas de agar. Verificou-se que o extrato propilenoglicdlico
revelou os melhores halos de inibicdo, sendo efetivo contra 68% das linhagens
estudadas.

Costa et al., 2010, avaliaram a ag&do antimicrobiana de extratos etandlicos da
aroeira-da-praia (Schinus terebinthifolius Raddi), da aroeira-do-sertdo (Astronium
urundeuva [Fr. All.] Engl.), da ameixa-do-mato (Ximenia americana L.) e da
quixabeira (Syderoxylum obtusifolium [Roem et Schult.]) frente a uma linhagem de E.
faecalis ATCC 29212. Os autores verificaram que a aroeira-da-praia e aroeira-do-
sertdo apresentaram halos de inibigio maiores na concentracdo de 100% em
relagdo as outras duas espécies vegetais e em relacdo ao hipoclorito de sédio.

Weckwerth et al., 2011, avaliaram a efetividade antimicrobiana de trés
diferentes pastas de Ca(OH), com veiculos extrato propilenoglicélico de guacatonga,
clorexidina a 1% em propilenoglicol e propilenoglicol puro. Os testes foram
realizados pelo contato direto em cones de papel contaminados com 40 linhagens
de E. faecalis. Neste estudo, todas as linhagens foram inibidas pelas trés diferentes
pastas.

A atividade antimicrobiana de extratos vegetais de plantas utilizadas no
cotidiano também tem sido avaliada.

Avaliando a atividade inibitéria de extrato de alho sobre Streptococcus mutans
multi-resistente a drogas, Fani et al., 2007, recuperaram 92 linhagens de 105 dentes
cariosos. Vinte e oito cepas multi-resistentes e 28 ndo multi-resistentes foram
testadas pelo método da difuséo sobre placas de agar. Os resultados revelaram que
todas as linhagens foram inibidas pelo extrato de alho, com halos de inibigdo
variando de 22 até > 42 mm.

A atividade antibacteriana in vitro de extrato aquoso e gel topico de alicina

contra Streptococcus do grupo de B de Lancefield foi avaliada por Cutler et al., 2009.
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Setenta e seis linhagens de Streptococcus do grupo B foram testadas para
concentracgao inibitéria e bactericida minimas. Os resultados revelaram que tanto o
extrato aquoso, como o0 extrato incorporado ao gel demonstraram atividade
bactericida contra 0 micro-organismo.

Borhan-Mojabi et al., 2012, avaliaram a eficacia de diferentes concentracfes
de extratos de alho (Allium sativum) na redugdo de micro-organismos da cavidade
oral. Neste estudo, extrato hidroalcodélico de alho foi colocado em contato direto com
a saliva de 40 pacientes. O extrato mostrou-se efetivo na redugdo da microbiota oral
avaliada em unidades formadoras de col6nias sobre placas de TSA &gar.

A atividade antimicrobiana do Ca(OH), se da pela liberacdo de ions hidroxila e
consequente aumento de pH, podendo atingir 11 a 12,5 (ESTRELA et al., 1998). Os
efeitos letais desses fons hidroxila sobre as células bacterianas devem-se,
principalmente, aos danos ocasionados na membrana citoplasmética, a
desnaturac@o de proteinas e danos diretos ao DNA (SIQUEIRA et al., 1999). Esta
atividade também é resultante da presenca de célcio que remove gés carbbnico,
fonte respiratéria de bactérias anaerdbias (KONTAKIOTIS et al.,, 1995). Outro
importante fator estd no fato do Ca(OH), inibir o lipopolissacarideo, componente
agressor presente na membrana externa da parede de bactérias Gram negativas
(SAFAVI; NICHOLS, 1993;SAFAVI; NICHOLS, 1994, TANOMARU et al., 2003).

Para ser efetivo contra bactérias localizadas dentro do tdbulo dentinario,
os ions hidroxila do Ca(OH), devem difundir-se na dentina em concentracdes
suficientes para sobrepujar seu efeito tampao e, consequentemente, aumentar
drasticamente o pH local.

As pastas de Ca(OH), em 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.

Apesar de sua ampla utilizagdo, esta substancia ndo tem demonstrado
eficacia sobre algumas cepas de micro-organismos “in vivo”. Um desses micro-
organismos é o E. faecalis.

O E. faecalis € um coco Gram positivo presente principalmente em casos de
insucesso  endodbntico que tem mostrado elevada resisténcia  ao
Ca(OH)2(SUNDQVIST et al., 1998; ROCAS et al., 2004).

Seus fatores de viruléncia tém sido amplamente estudados. Produzem

citolisinas com atividade sobre hemacias humanas, ovinas e de cavalo. A substancia
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de agregacdo € uma proteina codificada por plasmideos responsavel pela
aglutinacdo dos microrganismos para facilitar a troca entre plasmideos. As estirpes
de E. faecalis produzem feromonas, peptideos capazes de amplificar a transferéncia
de DNA plasmidial por estirpes em processo conjugativo e também de amplificar a
resposta inflamatdria durante o processo infeccioso (KAYAOGLU & @RSTAVIK,
2004).

O écido lipoteicoico €, além de adesina, um importante fator de viruléncia por
induzir fator de necrose tumoral (TNF), modulando de forma agressiva a resposta
imune. Produzem vérias enzimas extracelulares como gelatinase e hialuronidase
(KAYAOGLU & DGRSTAVIK, 2004).

A recuperacao frequente do E. faecalis de canais radiculares com insucesso
do tratamento endodontico tem sido amplamente relatada (SUNDQVIST et al., 1998;
PINHEIRO et al., 2003; ROCAS et al. 2004).

Demonstram alta resisténcia a medicamentos usados durante o tratamento e
este € um dos poucos micro-organismos que tem mostrado in vitro resistir ao efeito
antibacteriano do Ca(OH), (WEIGER et al., 1995, EVANS et al., 2002).

McHugh et al., 2004, avaliaram o pH necessario para matar E. faecalis ATCC
29212 in vitro e concluiram que, entre pH 10.5 até 11.0 pode ocorrer retardo no
crescimento do micro-organismo e somente em pH 11.5 ou superior, ocorre a morte.

Evans et al., 2002, verificaram que a resisténcia desse micro-organismo ao
Ca(OH), esté relacionada a uma bomba de protons.

Diante da resisténcia do E. faecalis ao Ca(OH),, diferentes substancias tém
sido utilizadas no preparo das pastas a fim de potencializar a sua agao
antimicrobiana frente a esse micro-organismo. Ha uma busca incessante pela busca
de agentes fitoterpicos na medicina e odontologia. Dentro da endodontia, busca-se
uma substancia que potencialize os efeitos biol6gicos e antimicrobianos do hidroxido
de calcio como curativo de demora. Uma nova opgdo como veiculo para estas
pastas seriam os bioprodutos, particularmente os vegetais.

O propdsito da presente pesquisa foi avaliar a atividade antibacteriana in vitro
de vérias pastas de Ca(OH), associadas com diferentes bioprodutos contra duas
linhagens ATCC de E. faecalis, cepas ATCC de Staphylococcus aureus (Gram
positiva), Streptococcus pyogenes (Gram positiva), Pseudomonas aeruginosa (Gram

negativa) e Escherichia coli (Gram negativa).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

0 A presente pesquisa teve como objetivo geral avaliar a atividade
antibacteriana in vitro de véarias pastas de Ca(OH), associadas a bioprodutos
como veiculos, além dos bioprodutos isolados contra as seguintes linhagens
bacterianas: Enterococcus faecalis ATCC 29212 (Gram positiva),
Enterococcus faecalis ATCC 19433 (Gram positiva), Staphylococcus aureus
ATCC 25923 (Gram positiva), Streptococcus pyogenes ATCC 19615 (Gram
positiva), Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (Gram negativa) e
Escherichia coli ATCC 25922 (Gram negativa).
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar a atividade antibacteriana in vitro pelo método da difusdo de
pastas de hidréxido de calcio associadas a extrato hidroalcodlico de bardana,
extrato hiidroalcodlico de guacatonga, extrato hidroalcodlico de pariparoba,
extrato hidroalcodlico de aroeira vermelha, extrato hidroalcodlico de aroeira-
da-praia, extrato hidroalcodlico de alho, extrato de propolis e 6leo de alho
contra as seguintes linhagens bacterianas: Enterococcus faecalis ATCC
29212 (Gram positiva), Enterococcus faecalis ATCC 19433 (Gram positiva),
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Gram positiva), Streptococcus
pyogenes ATCC 19615 (Gram positiva), Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 (Gram negativa) e Escherichia coli ATCC 25922 (Gram negativa).

o Determinar a atividade antibacteriana in vitro pelo método da difusdo dos

diferentes bioprodutos na forma de extratos puros e de gel isoladamente.

0 Revelar a sensibilidade de duas linhagens ATCC de Enterococcus faecalis

frente a estes bioprodutos.
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3 MATERIAL E METODO

3.2 METODO PARA OBTENCAO DOS EXTRATOS

As partes utilizadas da planta foram: folhas, talo e casca especificados na
Tabela 1; foram obtidas através das empresas Santos Flora (Sao Paulo- SP) e Max
Pharma (S&o Paulo- SP), os laudos analiticos constam nos anexos A, B, C, D e E.

Estas foram submetidas ao processo de moagem por meio de moinho de
facas e tamisacdo em malha (212 mm). Apds este processo o poO obtido foi
fracionado em frascos contendo 6,5 gramas e 100 mL de alcool 70°GL. As solucbes
obtidas foram submetidas aos processos de aquecimento 40°C e a agitacdo por 10
minutos. Este processo foi realizado durante sete dias. ApOs este periodo, os
extratos foram filtrados a vacuo (para frascos esterilizados) e envasados em capela

de fluxo laminar.

Para o alho comercial, utilizou-se um espremedor de alho e pesou-se a
mesma massa, porém este foi incorporado diretamente a uma solucao hidroalcodlica

(70°GL), posteriormente realizou-se a mesma metodologia anteriormente descrita.

Tabela 1. Partes utilizadas na preparacéo dos extratos

Nome cientifico Parte utilizada
Piper umbellatum (Pariparoba) Folhas e talo
Arctium lappa (Bardana) Folhas
Casearia sylvestris (Guagatonga) Folhas e talo
Schinnus terebinthifolius (Aroeira-da-praia) Casca
Myracrodruon urundeuva (Aroeira vermelha) Casca
Allium cepa (alho comercial) Bulbo

Foram utilizadas cépsulas de 6leo de alho 250 mg, e extrato de propolis
obtidos através da Farmacia Véritas (Bauru- SP), das marcas Vadequimica (S&o
Paulo- SP) e Purifarma (S&o Paulo- SP) respectivamente. Os laudos analiticos
constam nos anexos F e G. Foram utilizados clorexidina em propilenoglicol 1 e 2%

como controle positivo, e propilenoglicol como controle negativo.
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3.3 PROCESSO PARA OBTENCAO DOS GEIS

A concentrac@o dos bioprodutos nos géis foi de 10% em relacdo ao volume
final, utilizou-se 10 g do extrato para cada 100 gramas de gel; foram utilizados
também clorexidina em propilenoglicol a 1 e 2% como controle positivo,
propilenoglicol como controle negativo e os mesmos foram manipulados na farmacia

Véritas.

3.4 AVALIACAO IN VITRO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DAS PASTAS DE
Ca(OH), PELO METODO DA DIFUSAO

Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana in vitro das pastas de Ca(OH)s,,
todas as linhagens em estudo, pertencentes a bacterioteca do laboratorio de
Microbiologia da Universidade Sagrado Cora¢&o (USC, Bauru, SP, Brasil) foram
ativadas sobre a superficie de placas de &gar, conforme a cepa em questdo. Assim,
duas cepas ATCC 29212 e ATCC 19433 de E. faecalis foram ativadas sobre agar M-
Enterococcus, uma linhagem de P. aeruginosa (ATCC 27853) foi ativada sobre agar
Cetremide, uma linhagem de S. aureus (ATCC 25923) foi ativada sobre &gar
Manitol, uma linhagem de Streptococcus pyogenes (ATCC 19615) foi ativada sobre
Brucella agar sangue e uma linhagem de E.coli (ATCC 25922) foi ativada sobre &gar
Mac Conkey, Todas as placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C, em
condigdes atmosféricas de aerobiose por 24-48 h. Apos o periodo de ativagdo, todas
as linhagens foram testadas quanto a pureza da cultura e novamente identificadas
por métodos padrdes de identificacdo bacteriana. Os laudos analiticos constam nos

anexos H, 1, J, K, L, M respectivamente.

A partir das culturas, cinco colbnias foram inoculadas em tubos contendo
quatro mL de caldo BHI estéril que foram incubados “overnight” a 37°C, em
condigbes atmosféricas de aerobiose. Estas sub-culturas em caldo BHI foram
transferidas para tubos contendo cinco mL de solugéo salina estéril a fim de se obter
uma turbidez padrao referente a escala 0,5 de Mac Farland, que corresponde a 1,5 x

10® Unidades Formadoras de Colénias (UFC) mL™.

Placas de Petri de 15x150 mm preparadas com agar Mueller-Hinton foram

escavadas em pogos com 4 mm de diametro por 3 mm de profundidade. Para os
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testes com St. pyogenes, placas de agar Mueller-Hinton foram preparadas
adicionando-se 5% de sangue de carneiro. A superficie de cada placa foi semeada
com uma zaragatoa de algodao estéril embebida na suspenséo padrao, tomando-se
o cuidado de preservar as escavagdes sem semeadura. Apds a semeadura, as
placas foram deixadas em temperatura ambiente por 30 minutos para absor¢do do

in6culo.

As pastas de Ca(OH), foram manipuladas a partir do p6é da marca
biodinamica (Ibipord- PR), até se obter a consisténcia de creme dental (tabela 2).
Seringas estéreis de 3 mL foram utilizadas para o preenchimento dos po¢os com as
diferentes pastas.

Tabela 2. Pastas de hidroxido de calcio e seus diferentes veiculos utilizados na
avaliacdo da atividade antibacteriana.

N° Formulagdo Massa (g) Ca(OH),  Veiculo (mL)

1 0,5 0,4 de clorexidina a 1%

2 0,5 0,4 de clorexidina a 2%

3 0,5 0,6 de propilenoglicol

4 0,5 0,6 de extrato de prépolis

5 0,5 0,6 de extrato hidroalcodlico de bardana

6 0,5 0,6 de extrato hidroalcodlico de guagatonga

7 0,5 0,6 de extrato hidroalcodlico de pariparoba

8 0,5 0,6 de extrato hidroalcodlico de aroeira vermelha
9 0,5 0,6 de extrato hidroalcodlico de aroeira-da-praia
10 0,5 0,5 de extrato hidroalcodlico de alho

11 0,5 0,6 de dleo de alho

Ap6s o preenchimento dos pocos, as placas foram mantidas em temperatura
ambiente para pré-incubacdo por duas horas e depois foram incubadas em estufa
bacteriol6gica a 37°C por 24 horas.

Ap6s o periodo de incubacéo, utilizando-se um paquimetro digital, os halos de

inibicdo bacteriana foram mensurados em milimetros sob luz transmitida.
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3.5 AVALIACAO IN VITRO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS
BIOPRODUTOS NA FORMA DE EXTRATOS ISOLADOS PELO METODO DA
DIFUSAO

A partir das culturas, cinco colbnias foram inoculadas em tubos contendo
quatro mL de caldo BHI estéril que foram incubados “overnight” a 37°C, em
condicdes atmosféricas de aerobiose. Estas sub- culturas em caldo BHI foram
transferidas para tubos contendo cinco mL de solugéo salina estéril a fim de se obter
uma turbidez padréo referente a escala 0,5 de Mac Farland, que corresponde a 1,5 x
10® Unidades Formadoras de Colénias (UFC) mL™.

Placas de Petri de 15x150 mm preparadas com agar Mueller-Hinton foram
escavadas em pogos com 4 mm de diametro por 3 mm de profundidade. Para os
testes com St. pyogenes, placas de agar Mueller-Hinton foram preparadas
adicionando-se 5% de sangue de carneiro. A superficie de cada placa foi semeada
com uma zaragatoa de algodao estéril embebida na suspenséo padréo, tomando-se
0 cuidado de preservar as escavagbes sem semeadura. ApOs a semeadura, as
placas foram deixadas em temperatura ambiente por 30 minutos para absor¢éo do

in6culo.

Posteriormente, 20 uL de cada bioproduto foram colocados nas escavacdes
com pipeta automatica e ponteira estéril. As placas foram deixadas em temperatura
ambiente por duas horas para que a substancia pudesse ser absorvida pelo meio de
cultura. Apoés, as placas foram incubadas em estufa bacteriologica a 37°C por 24

horas para posterior avaliacéo da atividade antibacteriana dos bioprodutos.

Posteriormente o periodo de incubacéo, utilizando-se um paquimetro digital,

os halos de inibicdo bacteriana foram mensurados em milimetros sob luz transmitida.

3.6 AVALIACAO IN VITRO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS
BIOPRODUTOS NA FORMA DE GEL PELO METODO DA DIFUSAO

A partir das culturas, cinco coldnias foram inoculadas em tubos contendo
quatro mL de caldo BHI estéril que foram incubados “overnight” a 37°C, em

condicdes atmosféricas de aerobiose. Estas sub- culturas em caldo BHI foram
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transferidas para tubos contendo cinco mL de solugéo salina estéril a fim de se obter
uma turbidez padréo referente a escala 0,5 de Mac Farland, que corresponde a 1,5 x
10® Unidades Formadoras de Colénias (UFC) mL™.

Placas de Petri de 15x150 mm preparadas com agar Mueller-Hinton foram
escavadas em pogos com 4 mm de diametro por 3 mm de profundidade. Para os
testes com St. pyogenes, placas de agar Mueller-Hinton foram preparadas
adicionando-se 5% de sangue de carneiro. A superficie de cada placa foi semeada
com uma zaragatoa de algodao estéril embebida na suspenséo padrédo, tomando-se
0 cuidado de preservar as escavagbes sem semeadura. ApOs a semeadura, as
placas foram deixadas em temperatura ambiente por 30 minutos para absor¢éo do

in6culo.

Utilizou-se seringas estéreis de 3 mL para o preenchimento dos po¢os com 0s
diferentes géis. As placas foram deixadas em temperatura ambiente por duas horas
para que a substancia pudesse ser absorvida pelo meio de cultura. Apds, as placas
foram incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C por 24 horas para posterior
avaliacdo da atividade antimicrobiana dos bioprodutos conforme metodologia

anteriormente descrita.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Obtidos os dados, os mesmos foram submetidos a andlise estatistica,
empregando-se o teste Kruskal-Wallis para comparagdo global, com nivel de

significancia de 5%.
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4 RESULTADOS

Os resultados dos testes de sensibilidade bacteriana frente aos bioprodutos,
clorexidina 1%, clorexidina 2% e propilenoglicol estdo representados nas tabelas 3,
4eb.

Tabela 3. Halos de inibigdo em mm dos testes de sensibilidade bacteriana frente aos
bioprodutos puros e controles positivos e negativo.

Substancias P. aeruginosa S. aureus E.coli St. pyogenes E. faecalis E. faecalis
(27853) (25953)  (25922) (19615) (29212) (19433)
Clorexidina 1% 20 27 22 19 25 25
Clorexidina 2% 21 27 23 20 25 25
Propilenoglicol 0 0 0 0 0 0
Guagatonga 0 0 0 14 0 0
Bardana 0 0 0 7 0 0
Propolis 0 0 13 13 0 0
Pariparoba 0 12 0 14 0 0
Oleo de alho 0 0 0 0 0 0
Alho hidroalcodlico 0 0 0 0 0 0
Aroeira-da-praia 0 11 0 0 10 10
Aroeira vermelha 0 11 0 0 10 9

Tabela 4. Halos de inibigdo em mm dos testes de sensibilidade bacteriana frente aos
bioprodutos e controles positivos em géis e controle negativo.

Substancias P. aeruginosa  S. aureus E. coli St. pyogenes  E. faecalis  E. faecalis
(27853) (25953) (25922) (19615) (29212) (19433)
Clorexidina 1% 26 32 26 24 26 26
Clorexidina 2% 26 31 29 20 26 27
Propilenoglicol 0 0 0 0 0 0
Guagatonga 0 0 0 0 0 0
Bardana 0 0 0 0 0 0
Propolis 0 0 8 10 0 0
Pariparoba 0 10 0 10 0 0
Oleo de alho 0 0 0 0 0 0
Alho hidroalcodlico 0 0 0 0 0 0
Aroeira-da-praia 0 8 0 0 8 8
Avroeira vermelha 0 8 0 0 8 8
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Tabela 5. Halos de inibigdo em mm dos testes de sensibilidade bacteriana frente aos
bioprodutos e controles positivos e negativo associados ao Ca(OH),.

Substancias P. aeruginosa  S. aureus E. coli St. pyogenes E. faecalis E. faecalis
(27853) (25953) (25922) (19615) (29212) (19433)
Clorexidina 1% 15 20 16 15 17 15
Clorexidina 2% 17 20 17 15 17 15
Propilenoglicol 10 10 9 0 9 9
Guagatonga 10 10 9 0 9 9
Bardana 10 10 9 0 9 9
Propolis 10 10 9 0 9 9
Pariparoba 10 10 9 0 9 9
Oleo de alho 0 0 0 0 0 0
Alho hidroalcodlico 10 11 8 0 7 7
Aroeira-da-praia 10 10 9 0 9 9
Avroeira vermelha 10 10 9 0 9 9

A clorexidina, tanto a 1% como a 2%, mostrou grande atividade antibacteriana
pura, na forma de gel e associada como veiculo ao Ca(OH),, estatisticamente
significante (p<0,05). Todas as pastas de Ca(OH), revelaram efetividade contra
todos os micro-organismos testados com excec¢ao da pasta cujo veiculo foi o 6leo de
alho. Frente ao St. pyogenes, somente as pastas de clorexidina 1% e 2% revelaram
efetividade. Os extratos puros e 0s géis da aroeira-da-praia e aroeira vermelha
revelaram efetividade contra S. aureus e contra as duas linhagens de E. faecalis. O
extrato puro e gel da pariparoba demostraram atividade antimicrobiana contra S.
aureus e contra o St. pyogenes. O extrato da propolis revelou efetividade contra E.
coli e St. pyogenes. As pastas de Ca(OH), cujos veiculos puros revelaram atividade

antibacteriana, ndo foram potencializadas.

As figuras 1, 2, 3 e 4 mostram as placas dos testes de sensibilidade
bacteriana.
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Figura 1. Padrao de sensibilidade do S. aureus (ATCC 25923) frente as pastas
associadas aos bioprodutos.(1) aroeira-da-praia; (2) aroeira vermelha; (3)
clorexidina em propilenoglicol 1%; (4) pariparoba; (5) propilenoglicol; (6)
clorexidina 2%; (7) bardana; (8) guacatonga; (9) prépolis; (10) 6leo de
alho.

Figura 2. Padrdo de sensibilidade do E. faecalis (ATCC 19433) frente a bioprodutos
e géis.(1) aroeira-da-praia; (2) aroeira vermelha; (3) gel de aroeira-da-
praia; (4) gel de aroeira vermelha; (5) clorexidina em propilenoglicol 2%;
(6) gel de clorexidina 2%; (7) gel de clorexidina 1%; (8) propilenoglicol; (9)
clorexidina em propilenoglicol 1%.
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Figura 3. Padrdo de sensibilidade da E. coli (ATCC 25922) frente ao extrato de
prépolis. (1) bardana; (2) guacatonga; (3) prépolis; (4) pariparoba; (5) 6leo
de alho.

Figura 4. Padrao de sensibilidade da E. coli (ATCC 25922) frente ao gel de propolis
(1) gel de bardana; (2) gel de guacatonga; (3) gel de propolis; (4) gel de
pariparoba; (5) gel de 6leo de alho.
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5 DISCUSSAO

Através do método da difusdo sobre a superficie de placas de éagar, foi
avaliada a atividade antibacteriana de bioprodutos puros, na forma de géis e
associados como veiculos a pastas de Ca(OH), frente a bactérias Gram positivas e
Gram negativas. As substancias clorexidina a 1% e 2% em propilenoglicol e o
propilenoglicol puro, foram utilizados como controles positvo e negativo,
respectivamente.

A clorexidina, tanto a 1% como a 2%, mostrou grande atividade antibacteriana
pura, na forma de gel e associada como veiculo ao Ca(OH),. Estes resultados
corroboram alguns achados da literatura (EVANS et al., 2003; SIREN et al., 2004,
SOUZA-FILHO et al., 2008). Os halos de inibigdo mostraram-se menores quando
avaliamos a associacd@o da clorexidina ao Ca(OH),, resultados estes que também
sdo pertinentes a literatura encontrada (SCHAFER; BOSSMANN, 2004; ERCAN et
al., 2006).

Os extratos puros de guacatonga, bardana, pariparoba e prépolis revelaram
atividade antibacteriana frente ao Streptococcus pyogenes, sendo que a bardana
mostrou o menor halo de inibicdo. Em se tratando de ser uma bactéria Gram positiva
e, portanto, apresentando grande quantidade de peptidoglicano em nivel de parede
celular, estes resultados sdo semelhantes aos de Pereira et al., 2005, que
demostraram atividade antibacteriana da bardana frente ao Enterococcus faecalis,
Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus e Gentil et al., 2006 que revelaram
atividade do mesmo vegetal frente ao Lactobacillus acidophilus e Streptococcus
mutans. Na forma de gel, somente os extratos da prépolis e da pariparoba
demostraram atividade contra o St. pyogenes, com halos de inibicAo menores em
relagdo aos extratos puros. Isto pode ter ocorrido devido & menor concentracdo dos
extratos incorporada ao gel (gel a 10%).

Quando as pastas com veiculos dos bioprodutos foram testadas frente ao St.
pyogenes, ndo evidenciamos halos de inibicdo. Fica a hipdtese de, por ter sido
utilizado agar sangue nos testes com St. pyogenes, por se tratar de um micro-
organismo fastidioso, a matéria organica tenha dificultado a difusdo das substancias
para o meio de cultura.

A Escherichia coli s6 foi inibida pelo extrato da prépolis, sendo que na forma

de gel, o halo de inibicdo foi menor. Todas as pastas, com excec¢do da de 6leo de
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alho como veiculo, revelaram inibicdo da E. coli, provavelmente devido somente a
acdo do Ca(OH),. Estes achados corroboram os de Rezende et al.,, 2008, que
demostraram a acéo de pastas de Ca(OH); associadas com extratos etandélico e ndo
etandlico da prépolis frente a culturas polimicrobianas.

Os extratos de pariparoba, aroeira-da-praia e aroeira vermelha revelaram
atividade antibacteriana frente ao S. aureus, sendo que na forma de gel, os halos de
inibicdo foram menores. A inibigdo de micro-organismo Gram positivo por extratos de
aroeira-da-praia e aroeira-do-sertdo também tem sido demonstrada na literatura
(COSTA et al., 2010).

Frente aos extratos puros e géis dos bioprodutos, Pseudomonas aeruginosa
mostrou-se altamente resistente. Frente as pastas de Ca(OH),, com excegéo
daquela cujo veiculo foi o 6leo de alho, este micro-organismo mostrou-se sensivel,
provavelmente devido somente a agcado do Ca(OH)..

O extrato hidroalcodlico e o 6leo de alho, puros e na forma dos géis, ndo
demonstraram atividade antibacteriana. Nossos achados n&o corroboram os de Fani
et al.,, 2007 que revelaram inibicdo do Streptococcus mutans frente ao extrato de
alho e nem aos de Borhan-Mojabiet et al., 2012 que, pelo teste de contato direto
com a saliva de pacientes, mostrou efetiva redugéo da microbiota oral pelo extrato
hidroalcodlico de alho. As pastas de Ca(OH), com extrato hidroalcodlico revelaram
atividade antibacteriana. Avaliamos a hipdtese de que o fato do 6leo de alho puro e
em gel, como veiculo das pastas, ndo ter demonstrado atividade antimicrobiana, se
d& pela dificuldade e demora de liberag@o dos ions hidroxila da pasta, j& que o 6leo
é apolar e do principio ativo presente no mesmo. Futuros estudos poderdo revelar
qual a melhor forma de extracdo dos principios ativos deste vegetal.

As duas linhagens ATCC de E. faecalis, ATCC 29212 e ATCC 19433, foram
inibidas pelos extratos puros e na forma de gel da aroeria-da-praia e aroeira
vermelha, sendo os menores halos na forma de gel. Estes resultados também foram
revelados por Costa et al., 2010, utilizando a linhagem ATCC 29212 para os extratos
de aroeira-da-praia e aroeira-do-sertdo. Frente todas as pastas, com excegéo
daquela preparada com 6leo de alho, o micro-organismo mostrou-se sensivel.

Weckwerth et al.,, 2008 e Weckwerth et al., 2011, revelaram atividade
antimicrobiana de pastas de Ca(OH), associadas a extratos de guagatonga, frente a
linhagens de campo de E. faecalis pelos métodos da difusdo e do contato direto.

Estes achados ndo foram confirmados na presente pesquisa, talvez pelo fato de os
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pesquisadores terem utilizados outros tipos de extratos e ndo o de natureza
hidroalcodlico.

O presente estudo comparou a sensibilidade de duas linhagens de E. faecalis
frente aos bioprodutos puros, na forma de gel e associados as pastas de Ca(OH)..
Este € um micro-organismo que se apresenta na forma de coco Gram positivo, com
elevada resisténcia ao Ca(OH),, responsavel por casos de insucesso endodontico
(SUNDQVIST et al., 1998; ROCAS et al., 2004).

E. faecalis resiste ao efeito antibacteriano in vitro do Ca(OH). (Weiger et al.,
1995) e esta resisténcia esta relacionada a uma bomba de prétons (EVANS, et al.,
2002).

Em endodontia, as pastas de Ca(OH), com diferentes veiculos, tém sido
utilizadas nos casos de pulpotomias, tratamento de perfuragdes radiculares e como
medicacao intracanal (FAVA et al., 1999; ESTRELA, et al., 2001).

Assim, na presente pesquisa, focada ao emprego de produtos naturais na
terapia endodontica, ndo pudemos revelar a potencializagdo das pastas de Ca(OH),
pelos bioprodutos puros, que revelaram atividade antibacteriana contra algumas das
linhagens estudadas. Também, fica evidente que, com excecéo do 6leo de alho, as
substancias né&o interferiram drasticamente com a liberagdo dos ions célcio,
conforme j& demonstrado na literatura (Duarte et al., 2009) sendo que todas as
pastas demonstraram atividade antibacteriana.

Futuras pesquisas, com diferentes metodologias, s@o necessarias para
elucidar um bioproduto que possa efetivamente potencializar a pasta de Ca(OH), em

sua atividade antibacteriana na pratica endodontica.
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6 CONCLUSAO

Avaliando-se os resultados obtidos pela metodologia empregada na presente

pesquisa, podemos concluir que:

a)

Clorexidina a 1 e 2% pura, na forma de gel e associada a pasta de Ca(OH),
apresenta boa atividade antibacteriana frente a linhagens Gram positivas e
Gram negativas;

Extratos puros de guagatonga, bardana, pariparoba e propolis demonstram
atividade antibacteriana contra St. pyogenes;

E. coli apresenta sensibilidade frente ao extrato da prépolis;

S. aureus e linhagens ATCC 29212 e ATCC 19433 de E. faecalis apresentam
sensibilidade frente aos extratos de aroeira-da-praia e aroeira vermelha;

P. aeruginosa demonstra grande resisténcia aos bioprodutos testados;

Oleo de alho ndo tem atividade antibacteriana contra as linhagens testadas;
Pastas de Ca(OH); associadas a bioprodutos, com excecédo do 6leo de alho,
apresentam boa atividade antibacteriana contra Gram positivas e Gram

negativas.
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ANEXOS

ANEXO A- Laudo técnico e identificativo da planta Piper umbellatum elaborado

pela Santos Flora

Controle de Qualidade
Laudo Técnico e Identificativo

Saniostiora

Registro IBAMA:
ERVAS, ESPECIARIAS E

35867

SOREIesescaN E-mail: santosflora@santosflora.com.br ﬁm‘{,f,zg 5333;{’,%‘\),‘,5’,{).9'000092"‘0

Santosflora Coméreio de Ervas Ltda. anzag 6.02.671-1
! www.santosflora.com.br Registro CRF: L
Rua Tuiuti, 718/720 - CEP 03081-015 Data: 20505
8&o Paulo - SP - Brasil - Fone: +55 11 2091-8787 - Fax: +55 11 2091-6387 18/8/2011
EN T :
BT PARIPAROBA
MNome cientifico (género/espécie): . Esterilizagao: "
identificagéo botanica: Piper umbellatum - L. Familia: N:ao Houve
Parte utilizada: Piper umbellatum - L. Origem: Piperaccae
Manufatura/Val (més/ano): Folha e talo Lote: Brasil
Método de secagem: 03/2011 - 03/2014 PARI01/0311
Estufa

Caracteristicas organolépticas e identificagdo macroscépica e microscopica:

Folhas grandes de coloragdo verde escura, arredondadas, cordiformes e aromaticas. Talos apresentando nés. Microscopia: céiulas
oleiferas, meséfilo heterogéneo assimétrico, pélo tector unisseriado com cuticula estriada. Odor aromatico leve e sabor
caracteristico.Caracteristica do pé: higroscopico de coloragdo pardo esverdeado.

%
AV
Teste de pureza e integridade: 0 %
Umidade: 13,06% (esp. max. 17%); Cinzas Totais: 9,08%(esp. méax.18%) ; Matén‘ia~eW%e (méx.: 2,0%).

Analisa de principios ativos e/ou marcadores: \“&0‘\ :

Teste para Flavondides: Positivo.
Teor de Flavon6ide:0,47% (esp. min.0,01%)

e
) ANALISES MICROBIOLOGICAS

ANALISE ESPECIFICAGAO RESULTADOS
Contagem total Max. 10.000 UEC/g NR.
Bolores e leveduras )
Erfaiobactsriag Méx. 1.000 UFC/g N.R.
E. coli Auséncia/g N.R.
Staphylococcus aureus Auséncia/10g NR.
Pseudomonas sp Auséncia/g N.R.
Salmonella sp Auséncia/g NR.

Auséncia/10g NR. .
Observagées:

* Armazenamento em local seco e ventilado, sem umidade o calor;
- Mudanga de cor pode ocorrer devido ao fato de que o produto é de origem natural ou vegetal;
? N6s ndo somos responsaveis quando os produtos sao manipulados e/ ou utilizado de forma contraria aos padrdes.

* Ensaios como. podem ser reali com custos
* NR refere-ce a analise nao realizada.
* A validade sera desconsiderada caso o produto seja mani ou em locais i

* Esterilizagao sob consulta.
L.002

AS. Andlise de cor. Sensorial; Cinzas:Farmacopéia Brasileira V ed
.AspeciojElementos  estranhos.  Metodologia  Intema

Fernanda Baffa

FARMACEUTICA RESPONSAVEL
CRF/SP: 37.983

T 6 [ 2z ;
Jazons gg &) ! «
& | ES'E ﬁ Anfarmag o)
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ANEXO B- Laudo de analise da planta Arctium lappa elaborado pela Santos
Flora

Controle de Qualidade

Laudo de Analise
Santosflora Comércio de Ervas Ltda.

Rua Tuiuti, 718/720 - CEP.03081-015 - S0 Paulo - SP - Brasil Registro IBAMA: 35867
Fone: +55 11 2091-8787 - Fax: +55 11 2091-6387 Licenga de Funcionamento: 355030801-109-00092-1-0
&Z’R{()S}p /GF @ vww.santosflora.com.br - santosflora@santosflora.com.br Autorizacao ANVISA: 6.02.671-1
Ervas. especiarias & CNPJ 51.569.309/0001-38 - LE. 110.316.429.113 Registro CRF: 20505
EXTRATOS SECOS Data: 24/10/2011
NomenclaturaBARDANA FOLHAS Data de Colheita (més/ano): 09/2011
Nome cientificoArctium lappa - L. Esterilizagao: N80 Houve
Parte utilizadaFolhas Familia: Asteraceae
Manufatura/Validade (més/ano)09/2011 - 09/2014 # Origem: Brasil
Método de secagemA sombra Lote: BARDO1/0911

aracteristicas oraanolépticas;
Folhas pecw?agas xcorésforrn%s e cva%as a face inferior & tomentosa; de cor esbranquigada e a superior de cor verde. Apresenta meséfilo heterogéneo e predominio de tricomas
na epiderme inferior. Sabor e odor caracteristicos. 5

Umidade: 10,05% (*esp. max. 14%); Cinzas Totais: 11,55% (*esp. méax. 18%); Elementos estranhos: ausente (*esp. max. 2,0%).
Anélises Fisico - Quimicas:

Teor de flavonéides: 0,21% (esp. min. 0,10%)

¥ Espe‘%ﬁéﬁ&%‘e e RLincipios ativos efou marcadores:

(72'\"‘“'-"’“1&; {)\»«»;

+ E DE RESPONSABILIDADE DO CLIENTE EFETUAR A DESCONTAMINAGAO E DEMAIS ANALISES DESSE PRODUTO, POR NAO TEREM SIDO SOLICITADAS

POR OCAS'AQ DO PEDIDO DE COMPRA; EaimacaiiticolaiNesnonsivel
- POR SE TRATAR DE UM PRODUTO DE ORIGEM VEGETAL, PODERAO OCORRER LEVES VARIAGOES EM SUA COR, ODOR E SABOR; FERN AN(D) RONS
+ PARA GARANTIR A QUALIDADE E A VALIDADE DESTE PRODUTO, ARMAZENE-O EM LOCAL SECO E AREJADO, LONGE DO CALOR E UMIDADE; Rl A BAFFA

« NAO REALIZAMOS ANALISE MICROSCOPICA. CRF/EP: 37.983
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ANEXO C- Laudo de analise da planta Casearia sylvestris elaborado pela

Santos Flora

Controle de Qualidade

Laudo de Anallse
Santosflora Comercno de Ervas Ltda.

Fone: +35 11 2091—8/87 Fax: +55 11 2091-6387

Rua Tuiuti, 718/720 - CEP 03081-015 - S&o Paulo - SP - Brasil Registro IBAMA:

. -
> waw.santosflora.com.br - santosflora@santosflora.com.br Au(onz;géo ‘t\N\gSRr 0; 2
CNPJ 51.569. -38:- LE. 110.316.429.11 IR0 20303
J 51.569.300/0001-38 : 13 . Data:  06/03/2012
Homenclaturaz.  GUACATONGA Data de Colheita (més/ano):  01/10/2011
Mome clentifico:  Casearia sylvestris Esterilizacdo:  N&o.Houve
Parte utilizada:  Talo e Folhas Secas Familia:  Flacourtiaceae
ade (més/ano):  01/10/2011 - 01/10/2013 Origem:  Brasil
ado de secagem:  Estufa Lote:  GUAS01/1011

Barkais oléplicas:
Folhas de margem s

denteadas, lanceoladas, ovaladas e elipticas, agudas até longo-acuminadas no apice, estreitas e arredondadas na base. De cor verde-escura

brilhante, contra a luz mostram minusculos pontos transidcidos, que correspondem as glandulas de 6leo essencial. Sao indmeras as variagdes no aspecto das folhas da

guacatonga. P6 higroscdpico de coloragéo pardo esverdeada. Sabor e odor caracteristicos.
- Quiiniicas:

Umidade: 11,0% (“esp. max. 11%); Cinzas Totais: 7,94% (*esp. max. 9,0%); Elemento hodf Ausente Bes m‘é;. 2,0%)
b i tivos efou marcadores: Op a

Teor de Tamnos 1,3% (*esp. min. 1,3%); Teor de dleo essencial: 0,49% (*esp. min. 0,2%).

* Especificagao Interna.

TE EFETUARA DESCONT/\MINA(_)AO E DEIVAIS AMALISES DESSE PRODUTO, POR NAQ TE! J .
Famn
IGER VEGETAL, PODERAO OCORRER LEVES VARIAGOES El SUA CT R, ODOR E SA
IDADE DESTE PRODUTO, ARMAZENE-O EM LOCAL SECO E AREJADO, LO® lGF DO CALO!
SCAOPICA
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ANEXO D- Laudo de analise da planta Schinus terebinthifolius elaborado pela

Santos Flora

@ Controle de Qualidade

Laudo de Analise
Santosflora Comércio de Ervas Ltda.

Rua Tuiuti, 718/720 - CEP 03081-015 - Sdo Paulo - SP - Brasil Registro IBAMA: 35867
Fone: +55 11 2091-8787 - Fax: +55 11 2091-6387 Licenga de Func}nnamento: 355030801-109-00092-1-0
A’én{oyﬁ]opa www.santosflora.com.br - santosflora@santosfiora.com.br : A“‘°"‘;§;‘;’§2’:‘2§:E 21;)520271 -1
09/0001-38 - LE. 11 A
ER%'Q?R?SE%‘Q?QW e CNPJ 51.569.309/0001-38 E 0.316.429.113 Data: . 18/08/2012
Nomenclatura: AROEIRA RASURADA Data da Colheita (mésfano): 08/2012
Nome Cientifico: Schinus terebinthifolius Rad. Esterilizagdo: Nao Houve
Parte Utilizada: Casca Familia: Anacardiaceae
Manufatura/Validade (més/ano): 27/08/2012 - 27/08/2015 Origem: Brasil

Método de Secagem:

Ao s% Lote: AROER01/0812

2 6 !)aor caracteristico.
Analises Fisico - Quimicas:

Umidade: 11,61% (esp. méx. 15%); Cinzas Totais: 8,05% (esp. méx. 10,5%); Elementos estranhos: Ausente (esp. méx. 2%).

Caracteristicas Organolépticas: :
Casca de coloragao pardo acinzentado a marig

Analise de Principos Ativos e ou Marcadores:
Teor de Taninos: 5,08% (esp. min. 0,1%)

- £ DE RESPONSABILIDADE DO CLIENTE EFETUAR A DESCONTAMINAGAO E DEMAIS ANALISES DESSE PRODUTO, POR NAO TEREM SIDO SOLICITADAS :}a swoeds Baf
POR OCASIAO DO PEDIDO DE COMPRA; Farmacéutico(a) Res onsavel
- POR SE TRATAR DE UM PRODUTO DE ORIGEM VEGETAL, PODERAO OCORRER LEVES VARIAGOES EM SUA COR, ODOR E SABOR; FER N(D)-\ B AEF A

+ PARA GARANTIR A QUALIDADE E A VALIDADE DESTE PRODUTO; ARMAZENE-O EM LOGAL SECO E AREJADO, LONGE DO CALOR E UMIDADE; NA|

- NAO REALIZAMOS ANALISE MICROSCOPICA. ‘ CRFISP:~37.983



ANEXO E- Certificado de andlise da planta Myracrodruom urundeuva

elaborado pela Max Pharma
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ANEXO F- Certificado de andlises das capsulas de 6leo de alho elaborado pela

Valdequimica

VALDEQUIMICA

Produtos Quimicos Ltda.

CHF 2835

FAutorizagdo de Funcionamento NY s.iiOQéZ,Z Autorizagéo Especial de Funcionamentr..). Iv\l°/1.20286
Rua dos Trés Irmaos, 212/218 - Bairro Caxingui - Sdo Paulo - SP - Brasil - CEP 05615-190
Tel.: 55 11 3721-6407 - Fax: 55 11 3721-6376 - Televendas: 0800-7046407
Site: www.valdequimica.com.br - E-mail: valdequimica@valdequimica.com.br
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ANEXO G- Certificado de analises do extrato de prépolis elaborado pela
Purifarma

Ext &opolis ’ Al 1 FEV 201

TCOLICO PROPC

SMTE . ANTI-IMNFLAMATO

Bam, 1309710

LI A
HO

i
O QDOF

i

o (80L.. 10 J.5 a4 8.5 443

DE AR

SOLLIED

Q.90 A 1.00 [SPRTS R

BIOLIEE A

AlS

L LEADS PELD FABRLCAN

Al AMNGLITICA
L7 F'lJ!-’s‘-}.’P'tfi_R'Y"iﬁ\'HF?; EMEALAGER ORIGL

I

Al 3
R0 COM oA
LEZanay Glms

& Lo
Escritro e Vendas - Rua Gel. Galbi, 131 - CEP 01545030 - . da G- Fon: (1) 20675600 - Fax: (1) 2215823 5. Pauo - DD 0800105008
. Laboratério - Rua Cel. Cabrita, 75 /83185195 - CEP 01545-030 - Jd, da Gldria - SAC: 0800-7715008 - S. Paulo
Purifar, ma . Www.purifarma.combr ~  purifarma@purifarma.com.br
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ANEXO H- Laudo de identificagcédo bacteriana da cepa ATCC 29212 realizado
pela PNCQ (Programa Nacional de Controle de Qualidade)

PROGRAMA NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE - PNCQ
Fairocinads y el Sociedade Brasilaivs de Anilides Chinicas - SBAC,
_ (s Ewmpuresa certificada pela ABNT em conformidade com a NBR 150 900172008 » 3
Provedor de Snitiosde Pofeidnit nes dreds e Libovarios Clinisos, Bereo de Savpic e Urjintiagdes de Ditandstoo i ro™ e Alivnios

PREZADO(A) ASSOCIADO(A),

VIMOS ATRAVES DESTA INFORMAR, PARA SUA AVALIACAO E
COMPARACAO, O ESTUDO BIOQUIMICO DA BACTERIA DO LOTE 0325

Bactéria : Enterococcus faecalis (ATCC 29 212)

Arginina + Manose +
Arabinose v — Novobiocina ; Resistente
Bacitracina | Resistente Optoquina Resistente
Bile Esculina + PYR +
Catalase - Rafinose -~
Crescimento em NaCl + Reducéo de Nitrato -

‘| Cristal Violeta + Ribose +
Fosfatase + Sorbitol +
Hemolise Gama Trealose e
Inusitol - Urease -
Lactose + VP +
Manitol - 2 ; Lo

 PROVAS BIOQUIMICAS CONFIRMADAS NO MICROSCAN (DADE) E-MEIOS
DE CULTURA PREPARADOS NO PROGRAMA NACIONAL DE CONTROLE DE
QUALIDADE — PNCQ.
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ANEXO I- Laudo de identificag&o bacteriana da cepa ATCC 19433 realizado
pela PNCQ (Programa Nacional de Controle de Qualidade)

PROGRAMA NM;I-:}NAL DE CONTROLE DE : QUALIDADE - PNCQ

de Brandledra de Andlbes CHi
{+ Empress cortificada pgn ABNT em conformidads com u m_lg !sn SU0T2000 ~
Frmvedar de fovains de Pragficiéect nis srsee de Labanavdrier Climicos, Famcns de Samgar » Urpmelowdes de Dhggndaics e vive™ ¢ Afdmonss

PREZADO(A) ASSOCIADO(A),

VIMOS ATRAVES DESTA INFORMAR, PARA SUA AVALIAGAO E COMPARACAQ, O
ESTUDO BIOQUIMICO DA BACTERIA DO LOTE 296

Bactéria : Enterococcus faecalis (ATCC 19 433) /9)3

Arginina + Manose +
Arabinose - Novobiocina Resistente
Bacitracina Resistente Optoquina Resistente
Bile Esculina + PYR +
Catalase — Rafinose -
Crescimento em NaCl + Reducéo de Nitrato -
Cristal Violeta + Ribose +
Fosfatase + Sorbitol +
Hemodlise Gama Trealose +
Inusitol — Urease -
Lactose + VP +
Manitol ‘ | +

PROVAS BIOQUIMICAS CONFIRMADAS NO MICROSCAN (DADE) E MEIOS DE
CULTURA PREPARADOS NO PROGRAMA NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE —
PNCQ.

CORDIALMENTE,

DR. ESTEVAO JOSE COLNAGO
ASSESSOR RESPONSAVEL MICROBIOLOGIA

Rua Vicente Licinio, 95 * Telefax (00xx21) 2569-6867 * Rio de Janeiro — RJ * 20270-902
Home page: www.pncq.org.br - E-mail: pncq@pneg.org.br
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ANEXO J- Laudo de identificagdo bacteriana da cepa ATCC 19615 realizado

Q.

PN CQ Putsoeino pels Socledais Rebeins de Asilines Dkes 15HAC)

pela PNCQ (Programa Nacional de Controle de Qualidade)

Peowndir e cnvnite de Profidnois
v Labasmticion (8o,

Huowe sk Somgue, Orpaizagies
v v e Aspaition i i = Mimesiton
Programa Nacional de Controle de Qualidade o s aer

PREZADO(A) ASSOCIADO(A),

VIMOS ATRAVES DESTA INFORMAR, PARA SUA AVALIACAO E
COMPARACAO, O ESTUDO BIOQUIMICO DA BACTERIA DO LOTE 0328

Bactéria : Streptococcus pyogenes (beta hemolitico do
grupo A) ATCC 19 615

Arginina + Manose +
Arabinose - Novobiocina sensivel
Bacitracina sensivel Optoquina resistente
Bile Esculina - PYR +
Catalase Rafinose

Crescimento em NaCl

-+

Reducéo de Nitrato

Fosfatase Ribose -
Hemolise Sorbitol -
Inositol - Trealose +
Lactose + Urease -
Manitol - VP -

PROVAS BIOQUIMICAS CONFIRMADAS NO MICROSCAN (DADE) E MEIOS
DE CULTURA PREPARADOS NO PROGRAMA NACIONAL DE CONTROLE DE

QUALIDADE - PNCQ.

- CORDIALMENTE,

iekfens whey

DR. ESTEVAO JOSE COLNAGO
ASSESSOR RESPONSAVEL - MICROBIOLOGIA
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ANEXO K- Laudo de identificagéo bacteriana da cepa ATCC 27853 realizado

pela PNCQ (Programa Nacional de Controle de Qualidade)

@

Programa Nacional de Controle de Qualidade

P NCQ Patrocinado pela Sociedade Brasileira de Anilises Clinicas (SBAC)

PREZADO(A) ASSOCIADO(A),

VIMOS ATRAVES DESTA

Provedor de ersatos de Proficiéncia
para Laboratorios Clinicos,

Bancos de Sangue, Ovganizagses

de Diagndstivo i »itre ¢ Al ]

Empresa certificada pels ABNT
em conformidade com a NBR 150 $001:2006

INFORMAR, PARA SUA AVALIACAO E

COMPARACAOQ, O ESTUDO BIOQUIMICO DA BACTERIA DO LOTE 0310

Bactéria : Pseudomonas aeruginosa ATCC 27 853

ADONITOL . MOBILIDADE +
ARGININA o+ NITRATO +
CITRATO + ORNITINA %
OF/GLICOSE + ONPG .
GLICOSE = OXIDASE +
H,S . RAFINOSE =
HIDROLISE DA ESCULINA 5 RAMINOSE -
INDOL - SACAROSE -
INOSITOL 5 SORBITOL "
LISINA . TRIPTOFANO DESAMINASE -
MALONATO + UREIA -
MELOBIOSE . VP -

PROVAS BIOQUIMICAS CONFIRMADAS NO MICROSCAN (DADE) E MEIOS

DE CULTURA PREPARADOS NO PROGRAMA NACIONAL DE. CONTROLE DE
QUALIDADE - PNCAQ.

CORDIALMENTE,

DR. ESTEVAO JOSE COLNAGO
ASSESSOR RESPONSAVEL - MICROBIOLOGIA



ANEXO L- Laudo de identificag&o bacteriana da cepa ATCC 25923 realizado
pela PNCQ (Programa Nacional de Controle de Qualidade)

ProGrAMA NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE - PNCQ
Patrocinate peky Socledade Brasieins de Andlises CHniens - SBAC

L2 Empresa ccrtificads pela ABNT em conformidode com a NBR IS0 30012000 - )
Bronvidor 82 Farcentos do Peaileid sy Ay de Ludy Chiwdons, Bawoost e Sangar v sapder o D4 e “la vivew™ ¢ AR,

PREZADO(A) ASSOCIADO(A),

VIMOS ATRAVES DESTA INFORMAR, PARA SUA AVALIAGAO E COMPARACAO, O
ESTUDO BIOQUIMICO DA BACTERIA DO LOTE 0305

Bactéria : Staphylococcus aureus ATCC 25923 O

Arginina + Novobiocina Sensivel
Bile Esculina - Optoquina Resistente
Catalase + PYR -
Coagulase + Rafinose -
Dextrose + Reducéo de Nitrato +
Fosfatase + Sacarose +
Lactose + Trealose +
Manitol i Urease +
Manose * VP +
Melobiose - Xylose -

PROVAS BIOQUIMICAS CONFIRMADAS NO MICROSCAN (DADE) E MEIOS DE

CULTURA PREPARADOS NO PROGRAMA NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE ~

PNCQ.
CORDIALMENTE,

‘ DR. ESTEVAO JOSE COLNAGO
ASSESSOR RESPONSAVEL - MICROBIOLOGIA

Rua Vicente Licinio,‘ 191 © Telefax (00xx21) 2569-6867 * Rio de Janeiro — RJ * 20270-902
Home!page: www.pneq.org.br - E-mail: pncg@pncq.org.br



ANEXO M- Laudo de identificagéo bacteriana da cepa ATCC 25922 realizado
pela PNCQ (Programa Nacional de Controle de Qualidade)

/ Cn'Eupmciﬂiﬁcda,pah-ABNT»;m confirmidade com 2 NBR ISO 90012008 « )
Provedor de Enseios & Fr “ cit nas dveas de Lebore thrios Clinicos, Benco €e Sengue e mpes de Diagréstico “in vivo™ ¢ Alimentos

PROGRAMA NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE - PNCQ
Q Patrocinade pela Sociedade Brasileira de Andlises Chinicas - SBAC

PREZADO(A) ASSOCIADO(A),

VIMOS ATRAVES DESTA INFORMAR, PARA SUA AVALIACAO E
COMPARACAO, O ESTUDO BIOQUIMICO DA BACTERIA DO LOTE 0317

Bactéria : Escherichia coli (ATCC 25922)

ADONITOL , MOBILIDADE +

ARABINOSE + ONPG %

ARGININA - ORNITINA +

CITRATO - OXIDASE .

GLICOSE + RAFINOSE ¥

HoS 5 RAMNOSE ¥

HIDROLISE DA ESCULINA - REDUCAO DE NITRATO 2

INDOL + SACAROSE + 8
INOSITOL - SORBITOL + i
LACTOSE + TRIPTOFANO DESAMINASE % Ha
LISINA + UREIA - :
MALONATO . VP -

MELOBIOSE X

PROVAS BIOQUIMICAS CONFIRMADAS NO MICROSCAN (DADE) E MEIOS
DE CULTURA PREPARADOS NO PROGRAMA NACIONAL DE CONTROLE DE
QUALIDADE - PNCQ.

CORDIALMENTE,

DR. ESTEVAO JOSE COLNAGO
ASSESSOR RESPONSAVEL - MICROBIOLOGIA
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