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RESUMO

A polpa dental com a injuria torna-se inflamada e os microrganismos
colonizadores da boca se fixam no tecido doente e iniciam a infeccédo
endoddntica. Com o passar do tempo esta se agrava com as transicées de
espécies bacterianas e da ampliacdo das estruturas invadidas sem que haja o
tratamento. As medicacdes sofrem limitacbes na presenca de colecao purulenta,
restos de tecido necrético, necessidade de preparo quimico-mecanico do canal,
ndao neutralizacdo dos produtos téxicos e danos ao tecido do hospedeiro
(paciente) e sendo assim outras formas de tratamento tém sido investigados,
como os fitoterapicos. Dentre as medicacbes fitoterdpicas conhecidas esta o
extrato hidroalcodlico de cascas e folhas de Schinus terebenthifolius Raddi
(aroeira), muito utilizada em doencas infecciosas de pele, trato gastrointestinal e
regiao pélvica urinaria. Com a parceria do Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular, do Departamento de Quimica da Universidade Federal do Parana e
Departamento de Odontologia da Pontificia Universidade Catélica do Parana,
foram obtidos extratos totais brutos e fracionados das folhas de plantas coletadas
no ano de 2002 e 2005 no Litoral do Estado do Parana. Sendo assim seu
potencial antimicrobiano foi avaliado frente a isolados de polpa necrosada e
linhagens referéncia de Staphylococcus aureus ATCC 27213, Pseudomonas
aeroginosa ATCC 27853 e Escherichia coli ATCC 35219 determinando a
concentracao inibitéria minima em meio liquido e meio sélido. A partir dos
resultados verificou-se uma concentragao inibitéria minima maior em meio liquido
(850 pg/mL) do que em meio sélido (650 ug/mL) para os extratos brutos. Com o
fracionamento dos extratos ndo foram observadas inibicbes das bactérias
utilizando as fragbes isoladamente. Da acdo antimicrobiana do extrato, um
modelo de infiltracdo marginal foi proposto para avaliar o potencial do substrato
como medicagdo endoddntica, os resultados mostraram eficiéncia na inibigéo e
controle bacteriano.

Palavras-chave: Schinus terebenthifolius Raddi. Fitoterapia. Medicagao intracanal.
Extrato hidroalcodlico.
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ABSTRACT

The dental pulp with the injury becomes inflamed and the colonizes microrganisms
of the mouth fix in the sick tissue and they initiate the endodontic infection, with the
time this aggravates with the transitions of bacterial species and the magnifying of
the invaded structures without that it has the handling. The medications have
limitations on the presence of pus collection, necrotic tissue remaining portions,
necessity of housekeeping chemistry-mechanic of the endodontic conduit,
neutralization of the toxic products and damages to the tissue of the host (patient),
however other forms of handling have been investigated as the phytotherapy.
Amongst known phytotherapy medications it is the hydroalcoholic extract of rinds
and leves of Schinus terebenthifolius Raddi (aroeira), much used in infectious
illnesses of skin,, gastrointestinal tract treatment and urinary pelvic region. With
the partnership of the Department of Biochemist and Molecular Biology, of the
Department of Chemistry of the Federal University of the Parana and Department
of Dentistry of the Pontifical University Catholic of the Parana, raw and fractioned
total extracts of leves of plants collected in the year of 2002 and 2005 in the Coast
of the State of the Parana had been gotten. Being thus its potential antimicrobials
front isolated of necrotic pulp and the reference strains was evaluated of
Staphylococcus aureus ATCC 27213, Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853 and
Escherichia coli ATCC 35219 determining the minimum inhibitory concentration in
liquid culture media and solid way. From the results minimum greater in half liquid
was verified a inhibitory concentration (850 pg/mL) of that in half solid (650 pg/mL)
for raw extracts. With the division into fractions of extracts the fractions had not
been observed inhibitions of the bacteria using separately. Of the antimicrobial
action of the extract, an marginal infiltration model was considered to evaluate the
potential of the substratum as endodontic medication, the results had shown to
efficiency in the inhibition and bacterial control.

Key-words: Schinus terebenthifolius Raddi. Phytotherapy. Endodontic medication.
Hydroalcoholic extract.
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INTRODUCAO

Sao variadas as causas de dor associada a infeccdo pulpar como a
pulpite reversivel ou irreversivel, necrose pulpar sem envolvimento periapical ou
com envolvimento periapical, como abscesso, cisto e granuloma. Para que um
tecido pulpar se apresente nos estados patoldgicos citados devem existir
agressoes nos mais variados graus a estrutura rigida do dente, como trauma
seguido de fratura ou doenca carie que destroem o esmalte e dentina
promovendo alteracdo e ou exposicao do tecido pulpar a infeccao (LOPES e
SIQUEIRA, 2004; COHEN; BURNS, 2000; LEONARDO e LEAL, 1995; OLIVEIRA,
1999; DE DEUS, 1992; ESTRELA et al., 1994; ESTRELA, 2004).

Assim, existem duas linhas de tratamento, quando o tecido inflamado
produz desconforto e dor ao paciente sendo esse extirpado, pois nesta fase ainda
nao se tem contaminacdo por microrganismos em toda a extensdo do canal
radicular. Sendo assim o tratamento tera o propésito de remover através de
técnicas endoddnticas, o tecido inflamado de maneira a restabelecer o estado de
saude do érgéo dental e assim conforto na auséncia da dor (LOPES e SIQUEIRA,
2004; COHEN e BURNS, 2000; LEONARDO e LEAL, 1995; OLIVEIRA, 1999; DE
DEUS, 1992; ESTRELA et al., 1994; ESTRELA, 2004).

Nas pulpites uma medicagdo combinada de antiinflamatério esterdide com
antibiético topico é utilizada para que o tecido remanescente desinflame e nao
infeccione. Nas necroses, as bactérias que colonizam a polpa em decomposicao
sdo combatidas freqientemente utilizando o paramonoclorofenol com furacim, o
tricresolformalina, formocresol e o hidréxido de calcio (LOPES e SIQUEIRA, 2004;
COHEN e BURNS 2000; LEONARDO e LEAL, 1995; OLIVEIRA, 1999; DE DEUS,
1992; ESTRELA et al., 1994; ESTRELA, 2004).

Como medicagdes intracanais também se utiliza o paramonoclorofenol
(PMCFC) e o tricresolformalina que sao de rapida aplicacdo e nao necessitam do
preparo quimico-mecanico no canal, mas sim de um saneamento do conduto para
remover todo o material necrético. O PMCFC tem sua agao anti-séptica pelo fenol

e liberacdo lenta de ions cloro da posicao para do anel fendlico, atua por contato
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e distancia (vapores). Normalmente esta associado a substancias que ampliem
seu espectro de acao e diminuam sua citotoxicidade. Nao é capaz de neutralizar
produtos téxicos bem como possui um odor e sabor desagradavel. Ja o
tricresolformalina esta em forma de suspensao aquosa composta por trés
isbmeros de metilfenol que é adicionado ao formaldeido para diminuir os efeitos
irritantes. Sua acao & por contato ou distancia (vapores). Como medicacao de
demora esta restrito, pois a formalina se difundi pelos tecidos moles fixando-os
ocasionando uma agudizacdo alem de formar trombos quando penetra na
corrente sanglinea isquemiando o tecido e de apresentar acao antigénica
(LOPES e SIQUEIRA, 2004; COHEN e BURNS, 2000; LEONARDO e LEAL,
1995; OLIVEIRA, 1999; DE DEUS, 1992; ESTRELA et al., 1994; ESTRELA, 2004;
BERGER, 2002).

O hidréxido de calcio (Ca(OH).) é o medicamento intracanal de primeira
escolha nos tratamentos endodonticos, pois apresenta uma ag¢ao antimicrobiana e
mineralizadora (induz o reparo do tecido ésseo afetado pela infeccéo). Sua acao
esta ligada ao contato direto com as regides contaminadas e lesdes necessitando
da realizacdo do preparo quimico-mecanico com solugdes irrigadoras para
remocao dos restos de tecidos necréticos e alargamento do diametro do canal
radicular, que permitir4 a aplicacdo da pasta de hidroxido de calcio no interior do
canal radicular (LOPES e SIQUEIRA, 2004; COHEN e BURNS, 2000;
LEONARDO e LEAL, 1995; OLIVEIRA, 1999; DE DEUS, 1992; ESTRELA et al.,
1994; ESTRELA, 2004; BERGER, 2002).

Devido as limitacdes destes medicamentos, os fitoterapicos com acéo
antimicrobiana, vém sendo recomendados como uma das alternativas de
tratamento e, portanto, seus extratos tém sido objetos de investigacdo (MELO et
al., 2002). E uma das principais justificativas de utilizagéo tem sido o seu potencial
de controle em relacdo a géneros de bactérias, etiologicamente associadas as
infeccdes do sistema de canais radiculares, e o fato de ndo causar danos aos
tecidos do periodonto.

Desde os primérdios da civilizacao ja era conhecido o efeito terapéutico
de algumas plantas, antes mesmo de se conhecer as causas das doencas. Apos

um periodo onde utilizavam apenas os medicamentos industrializados, alguns
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paises estdo resgatando o uso de plantas nativas como partes do tratamento de
doencas (CARLSON, DOUGLAS e ROBERTSON, 1947; ANESINI e PEREZ,
1993; MARTINEZ et al., 1996; GUERRA et al., 2000; MELO et al., 2002; AMORIM
e SANTOS, 2003; LIMA et al., 2004; RIOS et al., 2005; TSHIKALANGE, MEYER e
HUSSEIN, 2005). Com os resultados clinicos positivos no uso da fitoterapia,
existe uma concentracdo de esforcos de pesquisa, no sentido de determinar os
compostos ativos, visando a uma futura producdo industrial. Porém, a
complexidade quimica é um obstaculo limitante nessa busca (MACIEL, PINTO e
VEIGA, 2002).

Dentre as plantas de acao antimicrobiana encontra-se a aroeira (Schinus
terenthifolius Raddi.), seu extrato hidroalcodlico é popularmente no controle de
infecgbes (FLEIG, 1989; LISBOA NETO et al., 1998), inclusive como bochechos
pos exodontias (LANZONI, 2006; RIBAS et al, 2006). Os resultados mostram
eficiéncia na acédo antimicrobiana e no reparo tecidual (MARTINEZ, GONZALEZ e
BADELL, 1996; GUERRA et al., 2000; AMORIM et al., 2003; LIMA et al., 2004)

A aroeira vem sendo intensivamente investigada principalmente os efeitos
terapéuticos das fracoes dos extratos brutos de folhas e caules, visando conhecer
0s principios ativos responsaveis pela ag¢do antimicrobiana e antiinflamatéria
(JORGE e MARKMANN, 1996; MELO JUNIOR et al., 2000; LANZONI, 2006).

Dentro deste contexto, o presente trabalho teve como principal objetivo
investigar a acao antimicrobiana dos componentes ativos do extrato hidroalcodlico
de folhas de S. terenthifolius Raddi e demonstrar o potencial da aplicacdo deste
substrato para o desenvolvimento de uma nova medicagao alternativa no controle

de infeccao endodéntica.



2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter e Fracionar o extrato hidroalcodlico das folhas de Schinus
terebinthifolius Raddi (aroeira).

Determinar a concentracao minima inibitéria (CIM) da acéao antimicrobiana
do extrato hidroalcodlico bruto de folhas de S. terebinthifolius Raddi (aroeira).

Comparar a acao antimicrobiana do extrato bruto com os componentes
fracionados do extrato hidroalcodlico de folhas S. terebinthifolius Raddi (aroeira)
frente a linhagens referencias de bactérias resistentes a drogas.

Propor a adaptacdo de um modelo de infecgcéao “in vitro®, visando testar o
potencial antimicrobiano dos principios ativos do extrato hidroalcodlico (bruto e

fracionado) de folhas de S. terebinthifolius Raddi.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 INFECCAO ENDODONTICA

Fatores que causam a injuria a polpa induzem a mesma a defender-se
alterando seu estado normal para inflamado. Nessa situagao, os microrganismos
colonizadores normais da boca sédo capazes de invadirem esse tecido, fixando-se
e multiplicando e consequentemente, agredindo o tecido, caracterizando assim a
infeccdo endodéntica (JORGE, 1995; LOPES e SIQUEIRA, 2004; COHEN e
BURNS, 2000; LEONARDO e LEAL, 1995; OLIVEIRA, 1999; DE DEUS, 1992;
ESTRELA et al., 1994; ESTRELA, 2004; De UZEDA et al., 2002).

Sao diversas as via de infeccao pulpar, as bactérias invadem a polpa
através da exposicdo dos canais acessérios e/ou forame apical na doenca
periodontal, exposicdo dentinaria por carie, erosdo ou fratura de esmalte,
procedimentos restauradores, anacorese e exposicao pulpar direta. Também um
selamento oclusal rompido ou restauracdo inadequada expondo os tubulos
dentinarios (ALBUQUERQUE et al., 1999). A infeccao endodbntica sempre esta
ligada a qualquer bactéria que esteja presente no interior do sistema de canais
radiculares, pois em situacdes de higidez pulpar, essa ndo é infectada por
constituir a polpa uma barreira fisico-imunoldgica contra as bactérias presentes
naquele sistema (SIQUEIRA, 2002).

Quando a polpa é exposta a saliva contaminada com a microbiota bucal,
ocorrem alteracoes patolégicas na polpa e tecidos periapicais. As culturas
bacterianas sao originarias de material de polpa exposta ou necrosada. Dentre os
mecanismos microbianos de agressao existem os de efeitos diretos (competitivo,
mecanico, quimico e producdo de toxinas e enzimas) e os de efeitos indiretos
mediados pelo hospedeiro (resposta inflamatéria, liberacdo de enzimas,
fendbmenos decorrentes da fixagdo do complemento e fenbmenos imunoldgicos
humoral e celular) (FARBER e SELTZER, 1988; DE DEUS, 1992; ESTRELA et
al., 1994; JORGE, 1995; LEONARDO e LEAL, 1995; OLIVEIRA, 1999; COHEN e
BURNS, 2000; ESTRELA, 2004; LOPES e SIQUEIRA, 2004).

Da mesma forma que na infeccédo pulpar, a presenga de microrganismos



6

€ essencial na progressao e manutencao das patogéneses perirradiculares ou
periapicais. Esses microrganismos encontram-se protegidos do sistema imune do
hospedeiro no interior dos canais radiculares. Quando localizadas no apice do
sistema de canais radiculares estas bactérias sdo mantidas isoladas do periapice
inflamado pela densa populacado de neutréfilos polimorfonucleares e uma camada
de epitélio odontogénico no forame apical, gerando um equilibrio e
conseqlentemente levando a uma inflamagéo crénica periapical. Porém algumas
espécies bacterianas sdo capazes de contornar essa defesa e instalar-se nos
tecidos dentarios adjacentes (FARBER e SELTZER, 1988; SIQUEIRA, 2002).

Com a progressao da infeccao, microrganismos, seus produtos e co-
produtos que inicialmente estdo apenas no canal principal, invadem os demais
canais do sistema. Isso leva a lesao periapical e também pode causar infecgao
extrarradicular com reabsorcao éssea. Na lesdo periapical a superficie radicular
apresenta areas de cemento e dentina reabsorvidas que sdo colonizadas por
microrganismos (LEONARDO et al., 2002).

LEONARDO et al., 2002 estudando a superficie externa de dentes através
de microscopia eletrbnica de varredura, demonstraram a presenca de
microrganismos em lesdes periapicais. Neste estudo foram utilizados 21 dentes
divididos em trés grupos de acordo com sua condicao pulpar e periapical, (polpas
com vitalidades, necrose pulpar sem lesdo periapical e com necrose e lesdo
periapical). Foi verificada a auséncia de microrganismos na superficie dos grupos
de dentes que apresentavam polpa com vitalidade e naqueles com polpas
necrosadas sem lesdo periapical, incluindo forames e cementos intactos. Ja no
grupo com necrose e lesao periapical, a superficie variava entre normal e com
areas de reabsorcédo. Neste grupo uma grande quantidade de microrganismos foi
encontrada, onde foi observada uma variagao entre dentes que eram colonizados
apenas por um unico morfotipo (cocos, bacilos ou microrganismos filamentosos)
ou que apresentavam associacao de formas em sua superficie, como no biofilme
dental.

Na auséncia de tratamento da infeccéo bacteriana nos canais radiculares
esses microrganismos invadem a regido do forame e ligamento apical originando

diferentes manifestagdes clinicas: a forma aguda caracterizada pelo abscesso
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periapical (também chamada dento-alveolar) e as lesdes periapicais crbnicas
(como a periodontite apical crnica e o cisto periapical de origem inflamatdria).
Acredita-se que durante o processo infeccioso ocorre uma alteracdo na populacao
microbiana destes tecidos, onde inicialmente havia uma predominancia de
bactérias aerdbicas e facultativas Gram-positivas, ocorre uma substituicao para
bactérias anaerdbicas restritas Gram-negativas, onde as lesdes crénicas podem
agudizar quando se altera a microflora (DE DEUS, 1992; LEONARDO e LEAL,
1995; NEVILLE et al., 1998)

Ap6s a obturacdo endoddntica deve-se evitar o contato com os fluidos
bucais através dos selamentos oclusais e periféricos, pois se houver contato por
periodos longos os tecidos periapicais podem ser recontaminados. Outras vias de
ingresso sdo as cavidades abertas ao meio bucal e tubulos dentindrios, pois
quando integros a dentina e esmalte sdo impermeaveis aos microrganismos e se
estes estiverem rompidos (carie) e mesmo que o organismo deposite nova
camada de dentina a velocidade e profundidade da carie permitiria a infeccao.
Mesmo depois de removida a cérie, se a regidao pulpar estiver muito proxima da
restauracao e se esta ndo promoveu uma vedacéao efetiva daquela cavidade, as
bactérias podem por infiltracao invadir a polpa (WEINE, 1998).

3.2 MICROFLORA DO SISTEMA DE CANAIS RADICULARES

A boca apresenta mais de 500 espécies bacterianas colonizadoras, e
apenas, aproximadamente um numero de 15 a 30 espécies tém sido
freqientemente isoladas a partir das infeccées endodbnticas e periapicais;
(LOPES e SIQUEIRA, 2004; COHEN e BURNS, 2000; LEONARDO e LEAL,
1995; OLIVEIRA, 1999; DE DEUS, 1992; ESTRELA et al.,, 1994; ESTRELA,
2004). Na Tabela 1 estdo sumarizadas aquelas espécies freglentemente
isoladas. Particularmente nos casos de tratamento endoddntico normalmente sao
isoladas as espécies Candida albicans e Enterococcus faecalis (SIQUEIRA,
2002).

MILLER, em 1894, sugeriu que espiroquetas seriam os patdgenos de
maior importancia endodéntica. Mesmo hoje se tem dificuldade no cultivo de
espécies de algumas espiroquetas. Recentemente com a tecnologia molecular
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encontra-se uma alta prevaléncia de espiroquetas na infecgéo pulpar e radicular.
Particularmente, Treponema denticula € comumente encontrada nas doencas
periodontais (SIQUEIRA, 2002).

HAAPASALO (1986) selecionou 62 dentes de 57 pacientes de idades
variando entre 36 e 42 anos e seguindo o protocolo de isolamento, desinfeccao
do campo operatorio, abertura e acesso aos canais, isolou-se 45 espécies de
Bacteroides dos 62 canais. Em um unico canal foram isolados até quatro
diferentes espécies, B. buccale, B. denticola, B. oralis e B. oris, verificando que
ocorria uma variagdo no numero de espécies encontradas e nos casos de
agudizagao ocorria mais de duas espécies.

SUNDQVIST et al. (1989), isolaram a partir de 72 dentes humanos
unirradiculares com necrose pulpar uma diversidade de espécies de Bacterdides
incluindo B intermedius, B. endodontalis, B. loeschei, B. gingivalis e B. denticola.,
0s quais estavam associados com abscessos agudos com drenagem purulenta e
casos assintomaticos. Em apenas um caso sintoméatico nao foi isolado
Bacteroides obtendo amostras de Actinomyces israellie A. naeslundii.

A microflora patogénica parece variar de acordo com a condi¢cdo em que se
encontra a coroa dental. Nos casos de exposi¢ao pulpar as bactérias aerdbicas
como Streptococcus sanguis, S. mitior, S. salivarius e S. faecalis sao
predominantes. Raramente se isola 0 S. pyogenes com uma porcentagem variavel
de 0 a 10%. O género Staphylococcus € encontrado em 30% dos isolados, nos
quais 2 a 5% sao S. aureus e a grande maioria é o S. epidermidis. Quando se
aprofunda no interior dos canais radiculares em direcdo ao apice a tensao de O,
reduz favorecendo assim o desenvolvimento de bactérias anaerdbicas, das quais
sdao frequentemente isoladas o0s géneros Prevotella, Porphyromonas,
Fusobacterium, Veillonella, Peptostreptococcus, Eubacterium, Actinomyces,
Campylobacter, Selenomas (LOPES e SIQUEIRA, 2004)

Bactérias anaerdbicas pigmentadas negras sao isoladas de polpas necrosadas em
uma freqiéncia de 25 a 30%. Porphyromonas gingivalis e P. endodontalis estao
fortemente associados com infeccbes endodbdnticas agudas, mas podem ser
encontrados nas infecgdes assintomaticas. O isolamento e identificacao de certos

microrganismos na infeccdo endodontica é limitada, muitas vezes as anaerdbicas
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pigmentadas negras presentes na boca sdo altamente sensiveis ao oxigénio e

sua presenca subestimada pelas técnicas de cultura. (SIQUEIRA et al., 2001)

TABELA 1 - ESPECIES FREQUENTEMENTE ISOLADAS DE INFECGCOES PULPARES (JORGE

et al., 1995)

Geéneros

Espécies

Cocos Gram-positivos

Streptococcus

Staphylococcus
Peptostreptococcus
Cocos Gram-negativos
Neisseria

Veillonella

Bacilos Gram-positivos
Actinomyces
Corynebacterium
Lactobacillus

Propionibacterium

Bacilos Gram-negativos

Porphyromonas
Prevotella

Fusobacterium
Selenomonas
Enterobacteriaceae e relacionadas
Escherichia
Proteus
Aerobacter
Pseudomonas
Espiroquetas
Treponema
Fungos
Candida

S. mitior, S. salivarius, S. milleri,
S. sanguis, grupo mutans,

S. pyogenes, S. pneumoniae,
S. epidermidis, S. aureus

P. micros, P. anaerobius

P. parvula

A. viscosus, A. naeslundii
A. israelli, A. odontolyticus
C. matruchotti

L. casei, L. acidophilus

L. fermentum

P. acnes

P. gingivalis, P. endodontalis
P. intermedia, P. denticola
P. melaninogenica

F. nucleatum

E. coli
P. vulgaris
A. aerogenes

P. aeruginosa

T. denticula, T. vincentii

C. albicans
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Ando e Hoshino (1990), quantificaram e caracterizaram as bactérias que
invadem e contaminam camadas profundas (0,5 — 2 mm da superficie das
paredes do canal) da dentina de canais radiculares humanos, teoricamente
infectadas com anaerdébicos. A analise foi realizada por meio de uma amostragem
aleatéria em oito dentes recém extraidos e expostos a CO.. De onde foram
recuperados 256 tipos de colbnias, sendo 80% destas anaerdbicas restritas.
Dentre os anaerdbios facultativos isolados verificaram bactérias do género
Lactobacillus (30%), Streptococcus (13%) e Propionibacterium (9%) e
acrescentaram que a microflora das camadas profundas de dentina infectada era
relativamente similar aquelas encontradas nas lesGes cariosas de dentina
coronaria.

Baungartner e Falkler (1991), ao realizarem cultura anaerdbica da regiao
apical de raizes de dentes recém extraidos por indicagao clinica, obtiveram 50
isolados dos géneros Actinomyces, Lactobacillus, Porphyromonas gengivalis,
Peptostreptococcus, Bacteroides nao pigmentados, Veillonella, Enterococcus
faecalis, Fusobacterium nucleatum e Streptococcus mutans. Demonstrando a
predominancia de anaerdbicos na regido apical de dentes com canais infectados,
caries, exposicao pulpar e lesdes periapicais.

Em um estudo envolvendo amostras retiradas de 53 dentes infectados,
sendo 27 com abscesso periapical agudo, Siqueira et al. (2002a) utilizaram a
técnica de PCR especifica para identificacao direta das bactérias presentes no
material investigado. Em todas as amostras foram verificadas bactérias dos
géneros: Streptococcus (22,6%), Actinomycies sp. (9,4%) e E. faecalis (7,5%),
sendo a espécie mais prevalente a do grupo Streptococcus anginosus. Nos casos
assintomaticos verificou-se S. intermediuns (11,5%), E. faecalis (11,5%) e S.
anginosus (7,7%). E nos abscessos foram encontrados A. guencserial (14,8%), S.
gordonii (11,1%), S. intermediuns (11,1%), A. israelli (7,4%), S. anginosus (7,4%)
e S. sanguis (7,4%).

Siqueira e Rocas (2002) utilizando ribotipagem seguido de PCR
especifica em amostras de 32 dentes com polpas necrosadas e lesdo periapical
(assintomaticos e abscedados), verificaram em 77,3% dos casos assintomaticos e
40% dos sintomaticos a presenca da bactéria Dialister pneumosintes. Esta é
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caracterizada como um bacilo Gram-negativo imével, ndo esporulada, anaerdbica
estrita e associada com algumas infeccdes no corpo humano. Ainda nesse
estudo, através da técnica de PCR especifica foram comparadas amostras de
dentes infectados com e sem sintomatologia, investigando uma possivel
associacao de D. pneumosintes com outras bactérias. Os resultados indicaram a
ocorréncia de uma associagao verificando espécies como Treponema denticola,
T. pectinovorum e T. vincentinii P. endodontalis, Fusobacterium nucleatum,
Peptostreptococcus micros, Compylobacter rectus, Prevotella intermedia, e 0s
autores sugeriram que a sintomatologia provavelmente nao esta especificamente
relacionada, a presenca da bactéria D. pneumosintes, mas sim em funcdo da
associagao detectada.

A associacao entre as bactérias dos géneros Bacterioides forsythus, P.
gingivalis e T. denticola foram evidenciadas por meio de PCR a partir de amostras
de polpas necrosadas com lesdes perirradiculares, onde os autores identificaram
a presenca de T. denticula em 44% dos casos, P. gingivalis (30%) e B. forsythus
(26%) (ROCAS et al., 2001).

Siqueira et al. (2002b) seccionaram e infectaram com Candida albicans,
C. gabrata, C. guilliermondii, C. parapsiolis e Saccharomyces cerevisiae raizes
dentinarias de origem bovina. Apds 14 dias as seccbes foram divididas em duas
metades e estas preparadas para eletromicrografia de varredura. Apenas formas
leveduriformes com e sem brotamentos foram observadas. C. albicans colonizou
a maior parte dos espécimes. Em quanto as outras espécies apresentaram uma
colonizagao restrita ou ausente no tecido investigado. A C. albicans promoveu
infeccdo desde os tecidos superficiais até invasao dos tubulos dentinarios. Sendo
assim observou-se que a C. albicans é habil a colonizar a dentina diferente das
demais espécies estudadas. Tal achado pode justificar o fato desta espécie ser a
mais comumente encontrado em infecgdes endodénticas.

Peters, Wesselink e van Winkelhoff (2002) avaliaram por meio de analises
estatisticas utilizando o teste de Fishers e o calculo de Odds amostras
bacterianas obtidas a partir de 58 canais radiculares cultivados em anaerobiose.
Em 87% dos canais, os isolados eram Prevotella intermedia, Peptostreptococcus
micros e Actinomyces odontolyticus. Onde era verificado canais multicolonizados
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sendo as associagdes entre as espécies P. intermedia e P. oralis e as envolvendo
P. intermédia, P. micros e A. odontolyticus, as mais freqlentes e estatisticamente
significativas. A partir destes resultados os autores evidenciaram que o0s
patdgenos nao ocorriam de forma aleatéria, mas em combinagdes especificas, as
quais provavelmente contribuiam para o desenvolvimento dos sinais e sintomas

clinicos.

3.3 FORMAS DE TRATAMENTOS

Atualmente o objetivo do tratamento endoddntico € neutralizar os produtos
téxicos e controlar o niumero e viruléncia de microrganismos colonizadores do
sistema de canais radiculares, utilizando nas solucbes irrigadoras agentes
bactericidas e oxidantes enérgicos como coadjuvantes no preparo biomecanico e
aplicacbes topicas como curativos de demora entre sessdes (LEONARDO e
LEAL, 1995).

Para os casos de necrose pulpar, gangrena, periodontite apical aguda
infecciosa e abscesso dentoalveolar agudo levado a cronicidade se recomenda a
instrumentacdo complementada pela irrigacao/aspiracdo com  solugcdes
bactericidas suaves como o hipoclorito de s6dio 1% (solugao de Milton), pois
nesses casos a infeccao esta restrita a luz do canal.

Nos casos com alteragcbes cronicas do periodonto, como granulomas,
abscessos crénicos, abscessos fénix levados a cronicidade e sugestivo de cisto
onde o canal encontra-se concentrado de colbénias bacterianas (Gram negativas
anaerdbicas) e endotoxinas, a solucdo preconizada deve ser bactericida (como
por exemplo, a solucao de hipoclorito de sédio a 5,25% ou hipoclorito de sédio a
4-6%, com acao fortemente oxidante) visando a neutralizagdo coroa-apice sem
pressao. Porem durante o preparo biomecanico a solucao indicada é o hipoclorito
de sédio 2,5% (solucao de Labaraque) (LEONARDO e LEAL, 1995).

No entanto a utilizagdo de diferentes concentragbes da solugéo irrigadora
nao atinge bactérias que infectam profundamente os tubulos dentinarios e as
lesbes periapicais assim como o biofilme, entdo se recomenda o uso de “curativo

de demora” a base de hidréxido de calcio associado a clorexidina entre as
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sessOes. Para isso, os canais radiculares devem estar preparados pela
instrumentacao biomecéanica (LEONARDO e LEAL, 1995).

O hidréxido de calcio tem um grande destaque como medicacao
intracanal por atuar na inibicdo enzimatica bacteriana e induzir a ativagao
enzimatica tecidual no reparo. O hidréxido de calcio € uma base forte, obtido a
partir da calcinacdo (aguecimento) do carbonato de célcio até sua formacao em
oxido de calcio (cal viva). Com a hidratacado se obtém o hidréxido de célcio. Sua
propriedade antimicrobiana € devida liberagdo de ions hidroxilas (OH") elevando o
pH a altos valores proximos de 12,6. Assim, consegue-se alterar o metabolismo
enzimatico das bactérias e afeta direta e indiretamente o transporte quimico
através da membrana citoplasmatica. Quando a exposicao por longos periodos a
altos valores de pH, a atividade enzimética bacteriana torna-se inativa
irreversivelmente. A utilizacao da pasta de hidroxido de calcio como medicacao
assegura, ao mesmo tempo, o preenchimento do canal e reparo biol6gico por
suas propriedades especificas. Seu pH neutraliza 0 meio acido do apice radicular
inibindo a atividade dos osteoclastos (NELSON et al., 2002; ESTRELA et al.,
1994).

Infecgbes fungicas sao geralmente associadas as infecgdes secundarias e
persistentes. Apoiado nestas descobertas SIQUEIRA et al., 2003 utilizam cilindros
de dentina bovina contaminada para testar 4 diferentes medicagdes: hidréxido de
célcio/glicerina, hidréxido de calcio/clorexidina 0,12%, hidréxido de
calcio/paramonoclofenol/glicerina e clorexidina 0,12%/6xido de zinco. Os tempos
de exposicdo as medicacbes foram de uma hora, dois dias e sete dias.
Posteriormente, incubaram os espécimes para avaliar o crescimento dos fungos
que resistram. Nos resultados, as medicacbes hidroxido de caélcio/
paramonoclofenol /glicerina e clorexidina/éxido de zinco desinfetaram os
espécimes com uma hora de exposi¢ao, hidroxido de célcio/glicerina foi efetivo
com sete dias e hidréxido de calcio/clorexidina 0,12%, mesmo depois de uma
semana, nao teve resultados satisfatérios.

A atividade antimicrobiana das solugdes irrigantes Endoquil (6leo
detergente de castor), clorexidina 2% e hipoclorito de sédio 0,5% foram testados
frente a cocos Gram-positivos (Micrococcus luteus, S. aureus, E. faecalis, S.
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epidermidis, S. mutans e S. sobrinus), bacilos Gram-negativos (E. coli e P.
aeruginosa) e C. albicans. Os testes foram realizados em duplicata na técnica de
difusdo em agar baseado nos halos de inibicdo, obteve-se inibicdo total com
clorexidina 2%, o Endoquil foi eficaz apenas com Gram-positivas, o hipoclorito
apenas frente S. aureus (LEONARDO et al., 2001).

Souza et al. (1989) realizou o tratamento endodéntico conservador em
50 dentes que apresentavam lesdes periapicais, onde o preparo biomecanico
foi realizado na primeira sessao com a colocacdo da pasta de hidréxido de
céalcio restrito ao interior do canal radicular. Subseqlientes trocas da pasta
foram realizadas em intervalos de 2 semanas entre sessbes até que
radiograficamente a lesdo encontra-se reparada o que ocorreu em 47 dos 50
casos.

Soares e César (2001) utilizaram técnicas endodénticas “step down” e
“step back” associadas a irrigacdo com hipoclorito de sédio 5% para obter
resultados microbioldégicos negativos em tratamentos endodénticos de sessao
unica (com inicio e término do tratamento em unico atendimento) e nao
observaram relacdo direta ao tipo de reparo (total ou parcial) das lesbes
periapicais.

Souza (2001) realizou procedimentos de desgaste e alargamento de
toda extensdo do canal inclusive do forame apical associando o uso de
medicacdao de demora (hidréxido de calcio) quando o canal se apresentava
contaminado e envolvido com lesao periapical que ao respondeu a tratamentos
endoddnticos conservadores. Durante o periodo de acdo da medicacado de
demora nao houve sintomatologia dolorosa nos pacientes tratados levando
assim a obturacao dos canais e durante 0 acompanhamento observou o reparo
0sseo total dos casos tratados.

No tratamento de lesdes refratarias os procedimentos endoddénticos
nao devem restringir-se apenas ao canal principal e para isso farmacos com
acao nas regides periapicais para desinfeccdo e inducdo do reparo sao
necessarios. Dentre os produtos usados estdao o iodoféormio e o hidréxido de
célcio. Quimicamente, o iodoférmio corresponde ao triiodometano (CHI3) ou
triiodeto de formol, estes apresentam alto teor de iodo, entorno de 96%. Pode
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ser facilmente dissolvido em &lcool, éter ou gorduras liberando iodo nascente
com atividade antimicrobiana. Pela sua dissolucdo e liberacdo de iodo em
gorduras explica sua acao anti-séptica quando em contato com areas
infectadas. O iodoférmio foi abandonado por reagdes adversas como dor
penetrante, alteracdo na cor dos dentes em tratamento, e sintomatologias
dolorosas sdo observadas nos pacientes alérgicos ao iodo (DANIEL et al.,
1999).

3.3.1 Tratamentos Alternativos

O uso do laser em odontologia foi sugerido ha aproximadamente 35 anos
como um meio de energia luminosa para remover e modificar tecidos moles e
duros (AAE-LASSERS IN DENTISTRY, 2003).

EDUARDO e GOUW-SOARES (2001) informaram que em endodontia a
laserterapia tem sido usada como tratamento coadjuvante para aumentar o indice
de sucesso no procedimento clinico. De acordo com MYERS e MCDANIEL (1991)
as vantagens do laser sob os métodos convencionais incluem minima destruigcéo
celular e edema, hemostasia, aumento visual do campo visual cirargico e
diminuicdo da dor no poés-operatério. Adicionalmente é possivel realizar
procedimentos sem a necessidade de anestesia.

Gomes (2003) coletou microrganismos da polpa necrosa de um dente
canino inferior esquerdo. Os isolados foram cultivados e em seguida divididos em
dois grupos: controle e irradiado por laser. O material irradiado era submetido a
sucessivas exposicoes no periodo de quatro horas durante 24 horas sob
diferentes poténcias. Como resultado, observou-se o0 expressivo decréscimo
microbiano na 202 hora, utilizando 3,0 W de poténcia por 360 segundos de
radiacdo. Nenhuma poténcia foi capaz de reduzir a atividade microbiana até a 162
hora.

O laser pulsado de Nd:YAG foi introduzido em Odontoestomatologia nos
anos 90, essencialmente para tratamento de bolsas periodontais. A técnica é
realizada pela insercdo de uma fibra entre a gengiva e o dente resultando na
desinfecgdo da area tratada e na estimulagdo dos tecidos em volta, causando
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uma adesao renovada entre a gengiva e o colo dentario. Outra aplicagdo € na
desinfeccdo e no esvaziamento dos canais radiculares pela introducdo de uma
fibra que, quando irradiada por energia laser, vaporiza e desinfeta o canal,
eliminando o risco de dano apical garantindo um completo esvaziamento e
esterilizacdo (MEDICAL LASER, 2003).

Hardee et al. (1994) realizaram um estudo sobre a agdo antimicrobiana do
laser Nd:YAG comparado ao hipoclorito de sédio (NaOCI). Os dentes esterilizados
em Oxido de etileno e inoculados com esporos de Bacillus stearothermophilus
eram divididos em grupos e expostos aos tratamentos com irradiacdo pelo laser
pulsado de Nd:YAG ou a 0,5% de NaOCl ou a uma combinacdo de ambos.. A
andlise dos resultados indicou uma redugéo de 2 log 1o em unidades formadoras
de colbnias, nos diferentes grupos tratados, quando comparados com o controle,
mas nenhum dos canais radiculares tratados foi esterilizado.

Fegan e Steiman (1995), também estudaram a desinfeccdo dos canais
radiculares apés inoculacao com B. stearothermophilus com o laser de Nd:YAG e
verificaram que em todos os grupos tratados com solugdo de NaOCI, o
crescimento desse bastonete foi efetivamente inibido. A instrumentagdo manual e
a ultrassénica com agua destilada esterilizada ndo desinfetou os canais enquanto
que o laser de Nd:YAG inibiu o crescimento de B. stearothermophilus.

Porém, embora comprovada a eficacia do laser em tratamentos
endodbnticos o método apresenta algumas limitagdes. LAN et al. (2000)
verificaram mudancas morfolégicas na superficie dentinaria apos a irradiagcao com
os lasers Nd:YAG e CO,. Da mesma forma SOUZA-GUGELMIN et al. (2001)
verificaram uma clara vitrificacdo da superficie, tdabulos dentindrios abertos e
ainda algumas crateras superficiais e rachaduras apds radiacdo com laser
Nd:YAG e acrescentaram que embora os “smear layer’' e os debris fossem
removidos com o laser, a limpeza da parede do canal radicular era dificil. Alem
disso a aplicacdo do método implica num alto custo operacional

O gas ozbnio € uma variedade alotrépica do oxigénio, que em medicina
sua utilizacdo é conhecida como ozonoterapia, onde o ozbnio é sintetizado por

geradores medicinais a partir do oxigénio puro. Sua utilizacdo é trinta vezes

' Smear Layer — lama dentinaria formada por restos minerais e organicos de dentina, bactérias e

tecido pulpar.
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inferior aquelas para fins industriais. Devido sua instabilidade o gas deve ser
incorporado a fluidos, como, por exemplo, 6leos vegetais e agua (SIQUEIRA et
al., 2000). Em endodontia a aplicacdo recomendada para uso tem sido na forma
de 6leo ozonizado,

Segundo Nagayoshio et al. (2004) o 0z6nio ou solugdo aquosa de ozénio
destroem a parede celular e membrana citoplasmatica de bactérias e fungos
causando sua destruicdo. Em seu estudo os autores verificaram o efeito da agua
ozonizada contra Enterococcus faecalis e Streptococcus mutans em infecgdes “in
vitro” de dentinas bovinas. Depois da irrigagdo com a agua a E. faecalis e o S.
mutans tiveram sua viabilidade reduzida. Sugerindo a real utilizacdao da agua
ozonizada na terapia endodéntica.

Velano et al. (2001) verificou que a utilizagdo de uma agua previamente
ozonizada, em gerador de 0z6nio, é capaz de matar 99% dos S. aureus presentes
em uma suspensao bacteriana. Em comparagdo com a ozonizacao da agua apos
a inoculacdo da bactéria, a agua ozonizada previamente teve acao em menor
tempo que a ndo previamente ozonizada.

Siqueira et al. (2000) verificaram em difusdo em agar a inibicdo das
bactérias Fusobacterium nucleatum, Streptococcus sorbinus, S. pyogenes, S.
oralis, S. mitis, S. intermedius, S. -constellatus, Enterococcus faecalis,
Lactobacillus casei e Pseudomonas aeruginosa frente a 6leo ozonizado, pasta de
hidréxido de calcio, pasta de hidréxido de calcio acrescida de tricresolformalina e
pasta de hidréxido de célcio com paramonoclorofenol. E os resultados mostraram
que a maior inibicdo foi para o Oleo ozonizado, evidenciando assim a
possibilidade de utilizacdo deste composto como medicacéo intracanal.

Nagayoshi et al. (2004), investigaram o efeito bactericida de agua
ozonizada frente a bactérias invasoras de tubulos dentinarios e simultaneamente
avaliaram a citotoxidade da solucdo em células mamarias. A partir dos resultados
concluiram que embora a mistura fosse bactericida e com baixo grau de toxicidade
demonstrando uma aplicabilidade alternativa na desinfecgdo de canais, existia
ainda uma longa distancia até a aplicacao rotineira do método, devido a falta de
testes de referéncia quanto a toxicidade e efeitos colaterais células humanas.

A fitoterapia tem se tornado cada vez mais popular entre os povos de todo
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o mundo. Ha inimeros medicamentos no mercado que utilizam em seus rétulos o
termo "produto natural". Produtos a base de ginseng, carqueja, guarana, confrei,
ginko biloba, espinheira-santa e sene sdo apenas alguns exemplos. Eles
prometem, além de maior eficacia terapéutica, auséncia de efeitos colaterais.
Grande parte utiliza plantas da flora estrangeira ou brasileira como matéria-prima.
Os medicamentos a base de plantas sdo usados para os mais diferentes fins:
acalmar, cicatrizar, expectorar, engordar, emagrecer € muitos outros.

E essa utilizacdo das plantas para o tratamento de doencas que constitui,
hoje, um ramo da medicina conhecido como fitoterapia. A fitoterapia, apesar de
ser considerada por muitos como uma terapia alternativa, ndo é uma
especialidade médica, como a homeopatia ou a acupuntura, € se enquadra dentro
da chamada medicina alopatica (SILVA et al, 2007).

O uso das plantas como remédio é provavelmente tdo antigo quanto a
prépria humanidade. Nas llhas Oceanicas, por exemplo, ha séculos a planta kava
kava (Piper methysticum) é usada como calmante. Durante muito tempo, foi
utilizada em ceriménias religiosas, para um tipo de "efeito mistico". Depois,
cientistas alemaes comprovaram que seu extrato tem efeito no combate a
ansiedade (CARLSON, DOUGLAS e ROBERTSON, 1948).

Tratamento usando principios ativos derivados de plantas tem sido
reafirmado nos ultimos anos devido ao aumento de testes envolvendo avaliagao
de acdo, citotoxicidade e aplicabilidade visando a validagao cientifica (MELO
JUNIOR et al., 2002). De acordo com FERREIRA (1996), a prescricao de
fototerapicos ocorre em uma percentagem de 5% em relacéo as totais realizadas
no Brasil. Entretanto diversos estudos indicam o aumento no uso de plantas como
alternativa ou complemento ao uso das drogas sintéticas medicinais (SIMOES,
1989).

Sao inumeros os exemplos de medicamentos que foram desenvolvidos
direto ou indiretamente de fontes naturais, especialmente de plantas incluindo
entre outros a morfina, a pilocarpina, os curalis, a quinina e a atropina
escopolamina (CALIXTO e YUNES, 2001).

De maneira geral as plantas sintetizam substancias aromaticas tais como

fendis e derivados que apresentam possiveis mecanismos de acao terapéutica.
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Os Oleos volateis estérios ou esséncia quimicamente constituida de derivados
fenil propandides e terpendides sdo encontrados em grandes concentracdes
principalmente na fase que antecede a floragdo das plantas e apresentam uma
diversidade de agao farmacoldgica entre elas acdo anti-sépticas (SIMOES, 2004).

Duarte et al., 2005 obtiveram 6leos essenciais e extratos etandlicos de
folhas e/ou caules de 35 plantas medicinais comumente utilizados no Brasil para
avaliar suas atividades contra Candida albicans. O 6leo foi obtido por destilacao
em agua usando um sistema tipo Clevenger. 13 6leos tiveram atividade contra
Candida albicans sendo Aloysia triphylla, Anthemis nobilis, Cymbopogon mortini,
Cymbopogon winterianus, Cyperius articulatus, Cyperius rotundus, Lippia alba,
Mentha arvensis, Mikania glomerata, Mentha piperita, Mentha sp, Stachys
bysantina e Solidago chilensis. Os extratos etandlicos nao tiveram acao em
nenhuma das concentracdes testadas.

A atividade fungiostatica maxima do éleo de Schinus molle, uma planta da
familia das Anacardiaceae foi observada durante testes entre outros 6leos
essenciais frente a fungos ambientais e patégenos de animais. Sua acao foi
efetiva contra todos patdégenos animais e razoavel contra os ambientais. As
concentracdes de atividade variavam entre 200 a 900 ppm. Sua toxicidade se
mantém em temperaturas até 80° C ou 90 dias de estocagem, mas decai quando
autoclavadas. O éleo exibiu um espectro de acao estreito e foi mais efetivo que
Multifungin, uma droga antifungica (DIKSHIT et al., 1999).

A utilizacdo de fitoterapicos em odontologia tem sido concentrada
principalmente no controle do biofilme dental associadas a carie e doenga
periodontal (MELO JUNIOR et al, 2002).

3.4 Schinus terebenthifolius Raddi (AROEIRA)

Schinus terebenthifolius Raddi popularmente conhecida como aroeira é
um vegetal nativo no Brasil que apresenta propriedades medicinais e o extrato de
sua casca e caules tem sido investigado quanto a acao farmacoldgica (LISBOA
NETO, 1998, MELO JUNIOR et al., 2002, RIBAS et al., 2006; BRANCO NETO et
al., 2006)
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S. terenthifolius Raddi da familia Anacardiaceae tem como sindénimos,
Schinus mole Lineu, Schinus aroeira Vell, Schinusanthartica velosa, Schinus
mucromulata Mart e Schinus rhoifolus Mart. Popularmente é chamada de aroeira
da praia, aroeira vermelha, aroeira mansa e careiba. Cultivada na América do Sul
pela extracao da resina de seu tronco, é constituida de arbustos de trés a quatro
metros de altura com ramos de largura e didmetro variavel, casca grossa e
escura, copa ovoide e folha imparipinadas (LIMA et al., 2004; MARTINEZ et al.,
1996; GUERRA et al., 2000; AMORIM e SANTOS, 2003).

As cascas das arvores, da espécie Schinus terebinthifolius Raddi,
apresentam-se como fragmentos de comprimento variavel, pardos externamente
e avermelhados na face interna. Fornece madeira parda ou amarelo-clara, mole,
porém pesada e bastante resistente considerada por alguns autores incorruptivel,
aproveitada para esteios, mourdes, lenha e carvao. O cheiro é resinoso o sabor é
adstringente (devido ao tanino) e balsamico (CORREA, 1926; BALBACHAS,
1960; PACIORNIK, 1990; JORGE e MARKMANN, 1996; LORENZI, 2002;
PLANTAS MEDICINAIS, 2007).

As principais caracteristicas morfo-histolégicas e quimicas da espécie
Schinus terebinthifolius Raddi, com vistas ao seu reconhecimento laboratorial
como droga, sao que as folhas e as cascas revelaram-se ricas em taninos e em
Oleo essencial. Saponinas ocorrem restritas as cascas. A composicao fendlica das
cascas € diferente da composicao fendlica das folhas (JORGE e MARKMANN,
1996).

Esta espécie possui importancia comercial por se tratar de uma planta
com propriedades medicinais. Tém um destaque ecolégico em programas de
reflorestamento ambiental, recuperacdo de areas degradadas, projetos de
reposicdo de mata ciliar e estabilizacdo de dunas. Fornece madeira parda ou
amarelo-clara bastante resistente, utilizada na construcdo civil. As partes
utilizadas popularmente s&o: cascas, folhas e frutos, apresentando varias acoes
medicinais. Sao elas: adstringente, antidiarréica, antiinflamatéria, depurativa,
diurética e febrifuga. Nao é utilizada na cosmetologia. Devido a composicao de
seu Oleo essencial, € usada no tratamento de disturbios respiratérios.

Popularmente, também ¢é empregada no tratamento de inflamacgdes, para
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promover a transpiracao e a eliminacao de liquidos. A casca da aroeira tem acao
contra febre, hemoptises e afeccées uterinas em geral. Da casca extrai-se um
6leo empregado, o “azeite de aroeira”, contra tumores e doencas da cérnea.

Outros estudos mostraram que extrato da casca de S. terebenthifolius é
indicado no tratamento de estomatites, usado externamente como anti-séptico,
bem como apresentou atividade na regeneracdo tecidual (XAVIER, 1995;
SIMOES, 1989).

As cascas e folhas séo utilizadas também no tratamento de doencas
sexualmente transmissiveis, inflamacao uterina, infeccdo do trato urinario,
gastrintestinal, e respiratério (LIMA et al., 2004; MARTINEZ et al., 1996; GUERRA
et al.,, 2000) e na pele e mucosas ulceradas (LIMA et al., 2004). O extrato
fracionado subdivide seus componentes em acao antiinflamatéria nao esterédide
por inibicdo da fosfolipase A como no caso de urundeuvinas A e B, o schinol e o
acido masticadiendico. A acdo antimicrobiana é verificada pela terebinthona,
acido hidromasticadiendico, acido terebinthifélico e o acido ursolio (KAISTHA e
KIER, 1962; CAMPELLO E MARSAIOLI, 1975; AMORIM e SANTOS, 2003; LIMA
et al., 2004). Outros constituintes majoritarios sao os taninos (LIMA et al., 2004).

Amorim e Santos (2003) estudaram a capacidade do gel de aroeira de
eliminar os agentes patdégenos da vaginose bacteriana. No estudo 48 mulheres
com vaginose bacteriana sintomatica foram incluidas em ensaio clinico
randomizado, duplo cego, controlado. Nas avaliacbes estavam; taxa de cura,
presenca de lactobacilos na colpacitologia p6s-tratamento. A taxa de cura foi de
84% no grupo aroeira e 47,8% no placebo. Observou-se freqiéncia maior de
lactobacilos entre as pacientes tratadas (43,5%) e (4,3%) no placebo. Nao houve
efeitos adversos em ambos os grupos. Assim o gel de aroeira mostrou eficiéncia e
seguranca no tratamento, com potenciais efeitos benéficos na flora vaginal.

Martinez; Gonzalez e Badell (1996) avaliaram a atividade antimicrobiana
de diferentes concentracbes do extrato fluido (etandlico a 30%) de folhas de S.
terebenthifolius Raddi com uma bateria minima de linhagem de microrganismos
como S. aureus, Bacillus subtilis (Gram-positivas) E. coli e P. aeruginosa (Gram-
negativas) e C. albicans (levedura) por difusdo em agar. Em concentracdes

menores de 10% do extrato ndo se teve nenhuma inibicdo aos microrganismos.
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Com concentracdes de 50 e 100% as bactérias Gram-positivas e negativas foram
inibidas, mas o mesmo néo ocorreu com C. albicans.

O uso das preparacdes de folha e casca se reporta a medicina tradicional
contra diversas doencgas. Com a idéia de utilizar o extrato de S. terebenthifolius
Raddi como terapéutico, avaliou-se a atividade antimicrobiana do extrato fluido a
80% (de etanol) das folhas. Para o teste utilizou-se a difusdo em agar frente
bactérias Gram-positiva S. aureus, Gram-negativas E. coli e P. aeruginosa e
levedura C. albicans e, apés o cultivo, observou-se a inibicdo dos microrganismos
desde a concentracdo 1% até 80% com crescimento progressivo dos halos de
inibicdo. Inclusive a C. albicans apresentou inibicdo do crescimento no extrato a
80% de etanol (GUERRA et al., 2000).

Lima et al. (2004) avaliaram a acdo antimicrobiana de diferentes
concentracdes do extrato aquoso de S. terebenthifolius, obtido de caules e folhas
frente as linhagens referéncia de S. aureus ATCC6538, S. epidermidis
ATCC12228, Bacillus cereus ATCC14579, E. coli ATCC11105, P. aeruginosa
ATCC10145, C. albicans ICB12, C. tropicalis FCF163, Cryptococcus neoformans
FCF119, Trycophyton rubrum LM54, Microsporum canis LM72 e
Ephydermophyton flocosum LM27, utilizando o teste de difusdo em agar. Dos
microrganismos testados E. coli, C. tropicalis, Cryptococcus neoformans nao
apresentaram sensibilidade ao extrato os demais foram sensiveis. Segundo os
autores a atividade antimicrobiana possivelmente esta associada a compostos
quimicos como taninos, e outros de menor quantidade como alcalbides,
esterdides, chalconces e urundevinas.

A eficiéncia antimicrobiana de diversos extratos alcoodlicos de plantas com
potencial medicinal incluindo a S. terebenthifolius Raddi foi testada em
microrganismos isolados de alveolites humanas e induzidas em animais (ratos),
onde se verificou que entre os extratos etandlicos testados o de S. terebenthifolius
Raddi foi o que apresentou os melhores resultados frente bactérias Gram-
positivas e negativas (MELO et al., 2002).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LINHAGENS REFERENCIA

As bactérias utilizadas como linhagens referéncia foram:

e Staphylococcus aureus ATCC 27213 encontrados no Departamento de

Patologia Basica no Setor de Ciéncias Biologicas da UFPR.

e Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853 encontrados no Laboratério de
Microbiologia do Departamento de Patologia Basica no Setor de
Ciéncias Bioldgicas da UFPR.

e Escherichia coli ATCC 35219 encontrados no Departamento de

Patologia Basica no Setor de Ciéncias Biologicas da UFPR.

4.2 ISOLAMENTO E IDENTIFICAGAO DAS BACTERIAS A PARTIR DE POLPAS
DENTAIS NECROSADAS

As polpas dentais necrosadas ou o conteludo séptico dos canais foram
obtidos de 17 dentes de pacientes atendidos nos servicos de Pronto Atendimento
Odontolégico da UFPR e PUC-PR, os quais eram avaliados e diagnosticados e
necessitaram de abertura coronaria, saneamento e medicacao intracanal. As
condigdes dos dentes foram as mais variadas desde caries ativas, restauragdes
com ou sem infiltracdo marginal e trauma dentario.

O paciente foi submetido a anestesia utilizando fenilefrina em lidocaina
2% (®Novocol?), seguido do isolamento absoluto. Em pega de mao de alta rotagéo
com o minimo de refrigeracdo para evitar que grande quantidade de agua nao
esterilizada se difundisse no canal até a trepanacéo. Posteriormente, substituiu-se
a ponta diamantada em alta rotacdo por broca de Batt em baixa rotacdo sem

irrigacao para remocao do teto da camara pulpar também para nao permitir a

2 SSWhite artigos dentérios Ltda. Rua Senador Alencar, 160 Rio de Janeiro — RJ. Lote: 0951206
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entrada da agua no canal em tratamento. Finalizada a abertura com uma lima
endoddntica ®Flexofile® n° 15, introduziu-a até o comprimento aparente do dente
(obtido na radiografia periapical de diagnéstico menos 3 mm) e com movimentos
de um quarto de volta com pequeno retrocesso o material foi retirado na lima e
esta submersa em meio liquido redutor tioglicolato para um primeiro crescimento
das bactérias extraidas. Os casos que apresentavam colecao purulenta, esta era
coletada com pontas de papel absorvente de didmetro n° 15 e posteriormente
imersas junto com o instrumento (Figuras 1a e 1b) (SIQUEIRA et al. 2002a).

Posteriormente, com auxilio de alca e pipetas as colénias foram
semeadas em agar simples e agar BHI-S para novo cultivo. A partir desse cultivo
as bactérias foram isoladas de acordo com sua morfologia de colénia purificando
assim uma unica espécie na placa de cultivo (Figuras 1c e 1d).

FIGURA 1 -ISOLAMENTO DE BACTERIAS ENDODONTICAS A PARTIR DE POLPAS
NECROSADAS

Legenda: a: Aspecto do crescimento inicial das bactérias isoladas em tioglicolato. b: aspecto do
crescimento do isolado bacteriano em meio sélido BHI-Suplementado

Apbds o crescimento em placas de BHI-S “as colénias foram identificadas
presuntivamente por morfologia utilizando a coloragdo de Gram. As bactérias com
morfologias de cocos Gram-positivas compativeis com bactérias do género

% Maillefer Instruments — Ballaigues, Suica. Importado por Dentsply Ind. e Com. Ltda. Rua Alice
Hervé, 86 — Bingen — Petrépolis — RJ. Lotes 3144260; 9599460; 9377970 e 0037840
* Meio Brain Heart Infusion (Infusdo de Coragao e Cérebro Bovino).
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Staphylococcus foram repicadas em &gar sangue de carneiro, agar Chapman
(agar manitol-sal) e incubadas a 36° C por 24 horas. Para as col6nias que tiveram
o crescimento positivo foram realizados testes bioquimicos de fermentacdo do
manitol, coagulase em tubo, prova de Voges-Proskauer (VP) e teste de
sensibilidade ao antibiético NovoBiocina 5 (KONEMAN, 2001).

As bactérias com morfologia de bacilos Gram-negativos foram repicadas
em meio agar Teague, agar Cetrimide (Brometo n-cetiltrimetilaménia), agar P e foi
realizada a prova da oxidase (KONEMAN, 2001).

4.3 COLETA E PREPARO DOS EXTRATOS DA S. terenbenthifolius Raddi

Para a pesquisa foram utilizados dois extratos da planta catalogada e
identificada no Museu Botanico Municipal de Curitiba com o numero 285803, mas
obtidos em épocas distintas e por equipes distintas.

O primeiro extrato foi obtido por RIBAS e colaboradores no ano de 2002
na regiao da litoranea do Parana, seu armazenamento foi em um frasco ambar
com rosca, contendo aproximadamente 1,5 L de extrato bruto (total).

A segunda amostra foi coletada da mesma reserva da regido litoranea do
Parana, em setembro de 2005, e seu extrato foi preparado pelo Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Parana e pelo
Departamento de Quimica da mesma Universidade.

As folhas foram trituradas em moinho e pesadas, depois de secas a 40°C.

4.3.1 Extracdo com Eter de Petréleo e Metanol

As folhas moidas e secas (650g) foram colocadas em um Erlenmeyer de
3L e este foi preenchido com um volume de éter de petrdleo que correspondia a
uma vez e meia a altura da amostra. Apds dois dias, o extrato foi retirado por
filtragdo em funil simples com algodao e reservado. O mesmo volume de éter de
petréleo foi acrescentado ao Erlenmeyer contendo as folhas. Dois dias depois, o
procedimento foi repetido, totalizando trés extracdes. Os extratos foram reunidos
e concentrados no evaporador rotativo, fornecendo 13,8g do extrato éter de
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petréleo (EEP). Continuando a extracdo das folhas, estas foram agora extraidas
com metanol, da mesma forma que descrito acima. Os extratos foram reunidos e
concentrados fornecendo 28,2g do extrato metandlico (EM) (HARBORNE, 1998).

FIGURA 2 - FLUXOGRAMA DE FRACIONAMENTO DO EXTRATO DAS FOLHAS DE Schinus
terebenthifolius Raddi

Material Vegetal
(folhas)

Solvente Eter de
Petrédleo (3 repeti¢des
na filtragem)

Extrato Eter de

Material Vegetal. Petrdleo

Solv. Metanol (3
repeticdes na
filtragens)

Material Vegetal.

(desprezado) Extrato Metandlico

Fracionamento por
Coluna a vicuo

Eter de petréleo Diclorometano Acetato de etila Metanol Metanol Final
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4.3.2 Fracionamento em Coluna a Vacuo

O extrato metandlico (109g) foi fracionado em coluna a vacuo, utilizando gel
de silica 60 (0,063 — 0,200mm) e gradiente de solventes para eluicdo. Inicialmente
se realiza o preparo da amostra (extrato metandlico adicionado a silica numa
proporcdo de 1:2), e esta mistura foi colocada no topo da coluna, a qual
previamente foi empacotada com silica (20 vezes o0 peso do extrato) e hexano. A
seguir foram aplicados os solventes, comegando do mais apolar para o mais polar,
fazendo um gradiente de volume constante. O volume de cada solvente foi de 250
ml. O primeiro gradiente foi éter de petréleo 100%, seguido de éter de petrdleo e
diclorometano 1:1, diclorometano 100%, diclorometano e acetato de etila 1:1,
acetato de etila 100%, acetato de etila e metanol 1:1 e finalmente, metanol 100%. O
liquido eluido da coluna foi coletado em balbes, que séo levados ao evaporador
rotativo, fornecendo as fragdes. Cada fracao foi entdo transferida, com o auxilio de
uma pipeta Pasteur para um frasco menor, devidamente rotulado para indicar o(s)
solvente(s) do gradiente em questao (HARBORNE, 1998).

4.4 TESTE DE SENSIBILIDADE IN VITRO FRENTE AO EXTRATO DE AROEIRA

4.4.1 Preparacao do Inéculo

Os microrganismos aerobicos (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Streptococcus mutans) foram subcultivados em placas
de Brain Heart Infusion Agar (BHI), incubados em atmosfera de O, por 48 horas.

Apoés o crescimento em meio sélido, colbnias crescidas de Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Streptococcus mutans
foram suspensas em tubos contendo 5 mL de BHI caldo. Ap6s agitacéao
mecanica, a suspensdo foi ajustada no espectrofotbmetro com absorbancia de
800 nm, até atingir a concentracao (transmitancia 90) equivalente a 0,5 da escala
de McFarland (1,5 x 10® UFC).
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4.4.2 Efeito Antimicrobiano do Extrato Bruto e Fracionado

O teste antimicrobiano foi realizado em meios sélidos acrescidos dos
extratos em diferentes concentragdes, assim como em meios liquidos por micro

diluigéo.

4.4.2.1 Efeito antimicrobiano do extrato bruto e fracionado em meio sélido

Para o teste em meio sélido acrescentou-se antes da solidificacdo do
meio (quando este estava a uma temperatura de aproximadamente 60°C),
diferentes volumes, desde 0 mL a 10 mL (v/v), dos extratos brutos e fracionados
(solugdes 30% e 80% a concentragdao de 10.000 pg/mL ), visando identificar a
concentragao inibitéria minima dos extratos para cada cultura. O in6culo consistia
de um volume de 10 plL das culturas (de cada linhagem testada) na concentracéao
de 10* células/mL. Em seguida foi realizada a incubacdo por 48 horas e o
crescimento avaliado baseando-se nas UFC/mL.

Placas contendo o meio e a solucao hidroalcodlica a 80% e 30% foram

utilizadas como controle.

4.4.2.2 Efeito antimicrobiano do extrato bruto e fracionado em meio liquido

Para o teste de atividade antimicrobiana em meio liquido, uma solugcéo
base foi obtida a partir do extrato seco (bruto e fracionado) das plantas, coletadas
no ano de 2002 e do extrato fracionado no caso da plantas coletadas em 2005.
Para cada extrato foi preparado duas solugdes base hidroalcodlicas diferentes
diluindo 100 mg em 10 mL de etanol 30% e 80% em &gua destilada esterilizada,
respectivamente. Obtendo assim, duas solugdes na concentragéao de 10.000 ug
de extrato /mL. Em seguida, foram realizadas diluicbes seriadas em frascos tipo
“Eppendorfs” contendo 100 pL de caldo BHI-S, obtendo oito diluicbes
decrescentes até a concentracao final de 156,25 pg/mL (108).

Paralelamente, para cada linhagens referencia e isolados testados, um

volume de 100 pL da cultura na concentracéo final de 10* células/mL (baseada na
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escala de McFarland), foi inoculado nas diluicbes de 5.000 pg/mL até 156,25
ng/mL (10®) dos extratos hidroalcodlicos 30% e 80%(extrato bruto e fragdes), e os
indculos incubados por 48 h a 37°C. Apbs este periodo, para as diferentes
culturas 10 pL de cada diluigao, foi plaqueado em meio agar simples e depois de
48 horas de incubacéao realizada a leitura baseada nas UFC/mL.

4.4.2.3 Avaliacao em meio liquido do efeito antimicrobiano da associacao
das diferentes fracoes do extrato bruto

Para verificar a agdo antimicrobiana das fragbes associadas foram
preparados meios contendo em ordem crescente o numero de fragcdes na
concentragéo de 2.500 pg/mL.

Para o ensaio foram utilizados tubos tipo “Eppendorf” contendo um
volume final de 200 uL do meio liquido mais as fracdes do substrato associadas,
onde partiu-se da combinagdo minima de Acetato mais Metanol, acrescentando
sequencialmente em cada tubo, as fracées diclorometano, éter de petréleo e
fracdo final.

Em cada associacdo, um volume de 200uL do in6culo das diferentes
culturas testadas foi adicionado e as culturas incubadas a 37°C por 48 horas em
aerobiose. Ap6s o periodo de incubacao, aliquotas de 10uL dos meios foram
plagueadas e novamente incubadas para posterior leitura baseada nas UFC/mL.

4.4.3 Avaliacao da Acao Antimicrobiana do Extrato Utilizando um Modelo “in
vitro” de Infeccao Endodontica

4.4.3.1 Modelo “in vitro”

Para a avaliacdo da acdo antimicrobiana do extrato bruto de S.
terenbenthifolius Raddi in vitro foi realizada uma adaptagdo de modelo
experimental de infec¢do “in vitro” estabelecido por CARVALHO et al. (2003). O
modelo consiste de um sistema fechado, contendo uma coroa dental seccionada

da raiz com uma abertura realizada de forma artificial, acoplada por uma estrutura
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de borracha a um microtubo (volume de 1mL), tipo “Eppendorf’, exposta de

maneira variavel a um meio de cultura liquido dentro de um tubo de ensaio.

Para a montagem do modelo, as coroas foram seccionadas 1 mm abaixo
da unido cemento-esmalte visando a separacao da raiz. Na superficie oclusal do
dente foi realizada a abertura coronaria. As coroas obtidas foram adaptadas pela
regiao cervical por meio de uma cinta de borracha com 8 mm de diametro, 8 mm
de altura e 1 mm espessura ao microtubo com a tampa removida. As interfaces
resultantes das unides foram vedadas com o auxilio de uma cola a base de
silicone. Ap6s a finalizagdao do conjunto (tubo tipo “Eppendorf” com anel de
borracha e coroa dental, Figuras 3a e 3b) acrescentou-se 200 pL de meio liquido
caldo simples esterilizado no interior do tubo tipo “Eppendorf” (Figura 3c). Em
seguida foi realizado o selamento da abertura corondria com guta-percha
permitindo assim a infiltracao lenta das bactérias de fora para dentro e vice versa
(Figura 3d), o conjunto foi imerso em meio esterilizado em um tubo de ensaio de

1,5 cm de diametro por 10 cm de comprimento e fechado (Figura 3e).

FIGURA 3 -VISTA DA MONTAGEM DO MODELO EXPERIMENTAL ADAPTADO PARA
AVALIACAO ANTIMICROBIANA DE S. terebenthifolius Raddi

4

Legenda: a coroa dental; b anel de borracha; ¢ meio interno; d guta percha
(abertura coronal); e imagem do sistema de cultivo realizado no tubo
de ensaio contendo o0 meio externo.
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4.4.3.2 Avaliacao da acao antimicrobiana de S. terebenthifolius Raddi

Para a realizacdo dos testes de avaliagdo da acdo antimicrobiana do

extrato foram utilizados, para cada cultura, quatro dentes humanos pré-molares

extraidos por indicacdo ortodbntica. Para cada dente montado foram testadas

variagbes da utilizacdo do substrato, assemelhando-se nas formas de uso das

substancias normalmente utilizadas na Odontologia. Para este experimento foi

utilizado apenas o substrato extraido de folhas obtidas das plantas coletadas em

2002.

Sendo assim, para cada cultura bacteriana avaliada foram testadas quatro

adaptacgdes do modelo (Figura 4):

Modelo (1) — utilizou-se acrescido ao meio interno em contato com o
dente (dentro do microtubo), a dose inibitéria maxima do extrato bruto
estabelecida para cultura mais o indculo. Totalizando um volume de 400
UL contendo 200 uL do meio de cultura acrescido do extrato e 200uL do
inéculo. No tubo de ensaio foi acrescentado 5 mL de meio esterilizado

sem indculo e substrato.

Modelo (2) - onde foi utilizado dentro do microtubo, um volume de 400uL
de meio esterilizado acrescido da dose inibitéria maxima do extrato sem
inéculo. Externamente, dentro do tubo de ensaio, utilizou-se 2,5 mL de
meio esterilizado acrescido de 2,5 mL de inéculo.

Modelo (3) — acrescentou-se dentro do microtubo um volume de 400 pL
do meio esterilizado sem in6culo e no tubo de ensaio ( meio externo) 2,5
mL de meio esterilizado com a dose inibitéria minima do extrato mais 2,5

mL de inéculo.

Modelo (4) - apresentava dentro do microtubo um volume de 400 pL
(contendo 200 uL do meio de cultura acrescido da dose inibitéria maxima
do substrato) e no meio externo foi acrescentado a dose inibitéria
maxima do substrato com 2,5 mL do in6culo, totalizando 5 mL.

Modelos controles - contendo 200uL do meio esterilizado mais 200uL do
inéculo no microtubo e externamente apenas 0 meio sem indculo e vice-

versa.
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Em seguida, ap6s o cultivo em aerobiose a 37° C por 48 horas, aliquotas
de 15 pL das amostras internas e externas dos meios foram diluidas (10%) e
semeadas em meio agar simples e incubados em aerobiose a 37° C, por 24
horas. A avaliacdo do crescimento era realizada por meio da visualizacdo das
coldnias e estimativa das UFC/mL.

FIGURA 4 - VARIACAO DA FORMA DE APLICACAO DO SUBSTRATO EM RELACAO AO
INOCULO DENTRO DO MODELO EXPERIMENTAL TESTADO

| meio+ | mero+ ] meio
extrato+ extrato
; inoculo ‘ '
meio+
meio b: meio+ extrato+
S— 2 % ind6culo ey — in6culo
meio+ me10+ meio
 extrato+ inéculo =
meio+
extrato me10 - meio+
S inéculo . “.___~ inéculo

Legenda: Modelo experimental 1 (a) meio interno com extrato+meio+indculo e meio externo sem
indculo; modelo experimental 2 (b) meio interno com extrato sem indculo e meio externo
com inéculo; modelo experimental 3 (c) meio interno sem inéculo e meio externo com
extrato+meio+indculo; modelo experimental 4 (d) meio interno com extrato+meio e meio
externo com extrato+in6culo; modelo controle 1 (e) meio interno com inéculo e meio
externo; modelo controle 2 (f) meio interno e meio externo com in6culo



33

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ISOLAMENTO

A partir do isolamento realizado em dentes com polpas necrosadas de 17
pacientes atendidos nos Prontos Atendimentos Odontoldgicos da UFPR e PUC-
PR, verificou-se a presencga de culturas positivas em 12 pacientes 70% obtendo-
se uma contagem em torno de 10’ células por/mL de meio cultivado, tanto para
culturas aerdbicas, quanto para as anaerdbicas. Entre as amostras analisadas,
foram recuperados isolados somente na cultura aerébica, onde em um paciente
(6%) obteve-se um isolado de cocos Gram-positivo identificado de acordo com a
morfologia como Staphylococcus sp e 01 amostra de bacilo Gram-negativo. Em
07 dentes (46%) foram isoladas bactérias cocos Gram-positivas, identificados
como Staphylococcus sp, porém apenas trés amostras apresentaram-se viaveis
nas provas bioquimicas e os isolados foram identificados como Staphylococcus
coagulase positiva. Para quatro dentes (26%) obtiveram-se coldnias
morfologicamente caracterizadas como bacilos Gram-negativos, bioquimicamente
identificadas como Pseudomonas sp. Somente em um dos dentes analisados foi
recuperado um bacilo Gram positivo (6%) nao identificado bioguimicamente.

Tais resultados vém de encontro com os dados ja relatados indicando que
0s microrganismos Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis e Candida albicans estdo em evidéncia entre os que
determinam e mantém infecgbes endodénticas (ANDO e HOSHINO, 1990;
KHEMALEELAKUL, BAUMGARTNER e PRUKSAKORN, 2002; PETERS,
WESSELINK e van WINKELHOFF, 2002).

Sendo de acordo com a literatura, existe uma grande variagcdo de
bactérias isoladas dos canais endoddnticos, entre os diferentes géneros
destacam-se isolados de Prevotella, Porphyromona, Treponema, Streptococcus,
Actinomyces, Eubacterium, Veionella e Peptostreptococcus (ANDO e HOSHINO,
1990; ALBUQUERQUE, DINIZ E MATHEUS, 1999; KHEMALEELAKUL, 2002;
PETERS; WESSELINK e WINKELHOFF, 2002) e freglientemente a percentagem
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de recuperacao de bactérias anaerdbicas tem sido muito maior do que a relatada
neste trabalho. Tal fato pode ser justificado pelo método de microaerofilia adotado
e principalmente pelas técnicas de conservagédo, onde a maioria das amostras
isoladas se tornou inviavel em curto espaco de tempo. Métodos de preservacao
especificos utilizando técnicas de resfriamento a -80° C em 6leo mineral sdo de
extrema importancia para a manutencgao dessas culturas (MOREIRA, 2006).

Khemaleelakul (2002) trabalhando com secre¢des purulentas de
abscessos de infeccado periapical, relatou que a identificacdo da maior parte dos
isolados anaerdébicos so foi possivel por meio de marcadores moleculares, onde o
autor utilizou primers especificos para as espécies Bacterioides, Clostridium,
Eubacterium, Fusobacterium, Peptostreptococcus, Porphyromonas, Prevotella,
Veionella, Propionibacterium e acrescentou que pelos métodos classicos de
identificagdo s6 era possivel verificar grupos bacterianos facultativos como
Streptococcus, Corynebacterium, Staphylococcus e Lactobacillus e os resultados
encontrados revelaram que as espécies Peptostreptococcus, Corynebacterium,
Streptococcus, Staphylococcus eram predominantes.

Da mesma forma, Siqueira et al. (2002a) discutiram em seu trabalho que
o isolamento das bactérias anaerdbicas presentes em canais radiculares era de
dificil resultado, devido ao alto grau de sensibilidade destas bactérias ao oxigénio.
Como nas jarras de anaerobiose se utiliza apenas pastilhas de compostos
quimicos como gerador de atmosfera anaerdbica, as quais sdo limitadas na
geracao desta atmosfera, as bactérias anaerdbicas tornam-se inviaveis pelo
grande periodo de transicdo atmosférica. Justificando assim os baixos indices de
recuperacdo nestas formas de cultivo, comparado com o0s numeros de
aproximadamente 90% de bactérias anaerdbicas, isoladas a partir de abscesso
endodéntico, utilizando estufas alimentadas com CO, na geracdo da atmosfera
anaerdbica (ROCAS et al., 2001; SIQUEIRA et al., 2002a).

Para Hashioka et al. (1992) e Hashioka et al. (1994) nenhuma espécie
bacteriana especifica pode ser responsavel pelas doengas pulpares e periapicais.
Entre as bactérias causadoras desta infeccao (etiologicamente associadas com a
severidade e sintomatologia) a maioria € anaerdbica Gram-negativa. Apesar de

mais de 50 espécies bacterianas ndo serem associadas a nenhum quadro clinico
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especifico, a presenca de espécies anaerbbicas restritas € diretamente
correlacionada a alguns sintomas e sinais. As infec¢cdes anaerébicas usualmente
produzem necrose tecidual com formacao de abscesso. Clinicamente, o paciente
desenvolve edema, com dor e febre. Porphyromonas gingivalis, P. endodontalis e
Peptostreptococcus podem ser 0s responsaveis por doencas subagudas;
Eubacterium e Prevotella buccae, por doengas crénicas. De acordo com Brook;
Grazier e Gher (1991), Drucker e Lilley (1997) as espécies de anaerdbios sédo
frequentemente isoladas de canais radiculares sintomaticos numa porcentagem
de 70 a 90%.

5.2 ANALISE DOS EXTRATOS HIDROALCOOLICOS DE FOLHAS DE Schinus
terebenthifolius Raddi

A partir de 651,87g de folhas e 185,589 de talos, obtidos durante as
coletas realizadas no ano de 2005, (regido de Guaraquecaba, litoral do Estado do
Parana), priorizou-se a padronizacao da utilizagdo dos extratos de folhas, uma
vez que estes apresentaram a maior quantidade disponivel em peso e

consequentemente maior rendimento (TABELA 2).

TABELA 2 - RENDIMENTO DE EXTRATOS OBTIDOS DE FOLHAS DE Schinus terebenthifolius

Raddi

Amostra Peso Rendimento
Folhas 651,879

Talos 185,58¢g

Extrato Hexanico Folhas 13,899¢g 2,28%
Extrato Hexanico Cabinhos 4,6562g 3,05%
Extrato Metandlico Folhas* 104,613¢g 16,20%
Extrato Metandlico Cabinhos 139 7,54%

* Amostra ndo totalmente seca

No fracionamento do extrato metandlico das folhas foram obtidas 11
fracdes, as quais estdo apresentadas na Tabela 3 com seus respectivos pesos.

Para as amostras de folhas coletadas no ano de 2005 foi extraido o
extrato bruto e entéo realizado o fracionamento (TABELA 3).
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TABELA 3 -FRACIONAMENTO REALIZADO A PARTIR DO EXTRATO SECO DE FOLHAS DE
Schinus terebenthifolius Raddi COLETADA NO ANO DE 2005

3::,?::::)5 Fracao Peso (g)
1 Eter de Petréleo 0,0108
2 Eter de Petréleo: Diclorometano (1:1) 0,0763
3 Diclorometano — | 0,0108
4 Diclorometano — Il 0,0576
5 Diclorometano: Acetato de Etila (1:1) 0,2470
6 Acetato de Etila — | 0,3391
7 Acetato de Etila— I 0,2369
8 Acetato de Etila:Metanol (1:1)* 16,1402
9 Metanol — I**
9b Metanol em agua — I**

10 Metanol — Il **
10b Metanol em agua — II"*
11 Metanol final 0,1094

* amostra ndo completamente seca
** amostras que sofreram contaminacao por fungos

O mesmo fracionamento foi realizado a partir do extrato seco obtido no
ano de 2002, onde o extrato recebido encontrava-se em solugéo hidroalcodlica e
foi concentrado por meio de secagem em evaporador rotativo a vacuo a
temperatura de 40°C durante o periodo de 50 min. e os resultados sumarizados
na Tabela 3, indicam rendimentos menores justificados devido ao tipo de

manipulagdo da amostra.

TABELA 4 -FRACIONAMENTO REALIZADO A PARTIR DO EXTRATO SECO DE FOLHAS DE
Schinus terebenthifolius Raddi COLETADA NO ANO DE 2002

21?13::2)3 Fracao Peso (9)
1 Eter de Petréleo 0,078
2 Diclorometano — | 0,090
3 Acetato de Etila — | 0,340
4 Acetato de Etila:Metanol (1:1) 0,480
5 Metanol 0,420
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5.3 TESTE DE SENSIBILIDADE “IN VITRO® FRENTE AO EXTRATO DE
AROEIRA

A partir dos testes de concentragédo inibitéria minima do extrato bruto
hidroalcodlico 80% de folhas coletadas em 2002, verificou-se auséncia de
crescimento nas concentracoes de 650 pg/mL para as linhagens referéncias de
E.coli e Pseudomonas aeroginosa e para o isolado de Pseudomonas. Para as
linhagens Gram-positivas, tanto referencia quanto o isolado de identificado como
Staphylococcus sp verificou-se uma concentracao inibitéria minima (CIM) abaixo
de 200 pg/mL. Na Tabela 5 estdo sumarizados os resultados encontrados de

acordo com as concentragdes testadas.

TABELA 5 -AVALIACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA EM pg/mL DE MEIO
SOLIDO (BHI-S) DO EXTRATO BRUTO HIDROALCOOLICO (80%) DE FOLHAS DE
Schinus terebenthifolius Raddi, OBTIDAS DE PLANTAS DO LITORAL DE
GUARAQUEGABA, PARANA, BRASIL, EM 2002

oncentracdo pg/mL
Linhagens 0 200 450 650 850 1000 1500

Staphylococcus aureus ATCC 7 . i . . .
27213 10°ufe )

Pseudomonas aeroginosa 7 5 2

ATCC 27853 10"ufc 10°ufc 10%ufc - - - -
Escherichia coli ATCC 35219 10°ufc  10°ufc  10%ufc - - - -
Pseudomonas sp 10"ufc 10°ufc 10%ufc - - - -
Staphylococcus sp Coagulase - 10’ufc - - - - - -

Legenda: UFC unidades formadoras de colénias/por mL de meio cultivado

Observando as concentracoes inibitérias minimas sumarizadas na Tabela
5, verificou-se que o extrato bruto hidroalcodlico (data de coleta, 2002)
apresentava inibicdes proximas as anteriormente relatadas por diversos autores
(MARTINEZ, GONZALEZ e BADELL, 1996; GUERRA et al., 2000; MELO et al.,
2002; LIMA et al., 2004) em que as bactérias Gram-positivas como S. aureus,
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Staphylococcus coagulase negativa e Lactobacillus apresentavam inibicdo de
crescimento a partir da concentracdo de 200 pg/mL, enquanto que a P.
aeruginosa era inibida em concentragdes acima de 650ug/mL.

Na avaliacdo da acdo antimicrobiana do substrato bruto (solugcao
hidroalcodlica 80%, 2002) em meio liquido, verificou-se uma variacao do potencial
em relagdo as linhagens utilizadas. De acordo com a Tabela 6 observou-se um
aumento da concentragdo inibitéria minima para as linhagens referéncias e
isolados Gram-negativos, como a E. coli e Pseudomonas aeroginosa e o isolado
de Pseudomonas que apresentavam auséncia de crescimento nas concentracoes
acima de 850 pg/mL. Uma concentragao inibitéria minima (CIM) menor (200
pMg/mL) foi verificada para as linhagens Gram-positivas, tanto referéncia quanto o
isolado identificado como Staphylococcus sp.

TABELA 6 - AVALIACAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA (ug/mL) DO EXTRATO
BRUTO HIDROALCOOLICO (80%) DE FOLHAS DE Schinus terebenthifolius Raddi
PARA DIFERENTES CULTURAS EM MEIO LIQUIDO (BHI-S). ANO DE COLETA

2002
Concentracao
ug/mL 0 200 450 650 850 1000 1500
Linhagens
Staphylococcus aureus 7 . . . . . .
ATCC 27213 1x10°ufe
Pseudomonas
aeroginosa ATCC 1x107ufc ~ 7x10%fc  5x10%ufc  1x10%ufc - - -
27853
Escherichia coll ATCC 4, 107ufc  1x107ufc  1x10°%ufc  1x10%fc  2xi0%ufc - .
35219
Pseudomonas sp 1x10'ufc  2x10%fc  2x10%ufc  3x10°ufc - - -
Staphylococcus sp 1x107ufe i i i i i i

Coagulase -

Legenda: UFC unidades formadoras de colbnias/ por mL de meio cultivado.

De acordo com a literatura (MARTINEZ; GONZALEZ e BADELL, 1996;

GUERRA et al., 2000; MELO et al., 2002 e LIMA et al., 2004) os testes de
avaliacao da atividade antimicrobiana freqlientemente vém sendo realizados em

meio s6lido ao contrario do presente trabalho que também avaliou a inibicdo em
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meio liquido, onde os resultados revelaram uma diferenga nos niveis de
concentracdo necessarios para a total inibicdo das bactérias.

O aumento dos valores da concentracao inibitéria minima para as linhagens
e isolados testados frente ao substrato em meio liquido pode ser melhor visualizado
graficamente (Figura 5). Tal achado pode ser justificado devido ao fato da cultura em
meio liquido propiciar maior exposicao aos substratos para as células presentes no
meio e consequentemente promover um enriquecimento do crescimento
(KONEMANN, 2001). Além disso, o meio liquido devido a sua natureza, gera do
ponto de vista fisico, uma aerofilia parcial o que favorece o crescimento das bactérias
metabolicamente classificadas como anaerdbicas facultativas, como no caso
daquelas pertencentes aos géneros Pseudomonas e as espécies E. coli, utilizadas
como referencia neste trabalho. Sendo assim, o aumento no nuimero de células
vidveis pode ter sido a causa da elevacdo da concentracdo do produto para o
controle do crescimento.

A avaliagdo das fragdes do substrato bruto (obtido das plantas coletas em
2002) indicou que as referidas fracbes ndo apresentavam acao antimicrobiana
separadamente. Os resultados do crescimento das culturas (linhagens referencias e
isolados) testadas frente a diferentes concentragées do extrato fracionado em éter de
petroleo, diclorometano, acetato de etila e metanol estdo sumarizadas nas Tabelas 1,
2,3,4,5do Anexo 1.

A partir destes resultados foi realizada a avaliagdo do crescimento das
culturas em meio liquido contendo uma combinagao de associacdo das diferentes
fracbes (Tabela 6, do Anexo 1). Onde foi observado que a inibicdo ocorreu para a
maioria das culturas testadas na associacdo entre as fracdes obtidas em acetato
mais a de metanol, na concentragdo inibitéria minima de 700 pug/mL (Tabela 7)
indicando que o principio ativo antimicrobiano pode ser obtido a partir da associagao
destas amostras. Porém, a linhagem referencia de E. coli apresentou crescimento na
concentracéo testada e uma avaliacdo do crescimento frente concentragcdes maiores
desta associagao deveria ser realizada.

Para se determinar a fracdo responsavel pela acao antimicrobiana foram
buscados na literatura um parametro, porém nos trabalhos foram encontradas

apenas sugestdes mencionando a necessidade de investigar a possivel fragdo
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responsavel pelo principio ativo (KAISTHAN e KIER, 1962; CAMPELLO e
MARSAIOLI, 1975; AMORIM e SANTOS, 2003; LIMA et al., 2004) onde nao foi
verificado nenhum relato a respeito de testes envolvendo o principio responsavel
pelas diferentes atividades do composto fracionado ou a identificacdo da fracédo

responsavel pela agao antimicrobiana.

TABELA 7 -AVALIACAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA EM pg/mL DE MEIO (BHI-S)
DAS FRACOES ASSOCIADAS (ACETATO E METANOL) DO EXTRATO BRUTO
HIDROALCOOLICO (80%) DE FOLHAS DE Schinus terebenthifolius Raddi, OBTIDO
DE PLANTAS DO LITORAL DE GUARAQUEGABA, PARANA, BRASIL, EM 2002

Concentracao

pg/mL 0 200 450 650 850 1000 1500
Linhagens
Staphylococcus aureus 107uf 10%uf 10%uf 10'uf
ATCC 27213 0’ufc 0"ufc 0°ufc 0'ufc
Pseudomonas
aeroginosa ATCC 10’ufc  10°%fc  10%ufc  10%ufc  10°ufc
27853
Locherichia colATCC 407utc  107ufe  107ufe  10°ufc  10°ufc  10°ufc  10%ufc
Pseudomonas sp 107ufc  10’ufc  10°ufc  10%ufc  10%ufc
gzg;;jgscg?cus P 10ufc  10%fc  10°ufc  10'ufc

Legenda: UFC unidades formadoras de colénias

Os mesmos critérios de avaliacdo da acao antimicrobiana adotados para
o extrato obtido das plantas coletadas no ano de 2002, foram estabelecidos para
o fracionamento do extrato bruto de 2005, com o objetivo de avaliar o potencial da
planta coletada em épocas diferentes.

De acordo com os resultados obtidos para o extrato bruto fracionado,
nenhuma das fracoes apresentou potencial de inibicdo bacteriana isoladamente
nas diferentes concentracdes testadas (Tabelas de 1 a 6, Anexo 2). Durante estes
experimentos foi adotado como controle 0 meio contendo etanol a 80%, onde foi
verificado crescimento em todas as culturas, demonstrando assim que o alcool a
80% nao promove inibicdo do crescimento para estas culturas. O mesmo resultado
foi verificado para as fracdes do extrato bruto obtido das plantas coletadas em

2002, onde somente as combinacdes das fracbes metanol mais acetato
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apresentaram potencial bactericida (Tabela 6 do Anexo 2).

FIGURA 5 - AVALIACAO DA ACAO ANTIMICROBIANA DO EXTRATO BRUTO DE FOLHAS DE
Schinus terebenthifolius Raddi, (ANO DE COLETA, 2002) SOB DIFERENTES
CONDIGOES DE CULTIVO: MEIO SOLIDO (1) E MEIO LIiQUIDO (Il

_
2Mw\ 650 850 1000 1500

IT

0
zMso 650 850 1000 1500

L

Legenda: Concentragao Inibitéria Minima (CIM) nos meios de cultivo sélido (I) e liquido (Il) para as diferentes
culturas bacterianas testadas (representadas por diferentes cores: azul, Staphylococcus aureus
ATCC 27213; rosa, Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853; amarelo, Escherichia coli ATCC
35219; azul claro Pseudomonas sp e roxo, Staphylococcus coagulase negativo)
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Tecnicamente o alcool pode ser utilizado na remogao de excessos de
cimentos endoddnticos (COHEN e BURNS, 2000; LEONARDO e LEAL, 1995;
ESTRELA, 2004) e em preparacgdes laboratoriais, como técnicas histolégicas para
estudos da estrutura dental e ou na unido dentina e materiais restauradores para
microscopia (ESBERARD et al., 2004 e CASELLATTO et al., 2004). Porém, sabe-
se que dependendo do teor alcodlico da solucdo associado ao tempo de
exposicao a estrutura do dente, isto pode gerar efeitos adversos relacionados a
retirada da agua presente no tecido dentinario (desidratacdo). Como este é o

principal tecido do interior da raiz dental, tal alteragéo pode tornar o dente friavel.

Sendo assim, no presente trabalho foi avaliado a reducao do alto teor de
alcool na solugdo hidroalcodlica base (80%) utilizada na preparacdo dos
substratos (bruto e fracionado). A maioria dos autores tem utilizado a solugéo
base a 80% (GUERRA et al., 2000; MELO et al., 2002 e LIMA et al., 2004). No
entanto, de acordo com a literatura existem trabalhos utilizando o extrato
hidroalcodlico a 30% (MARTINEZ; GONZALEZ e BADELL 1996).

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, utilizando o extrato
bruto e fracionado em solucao hidroalcodlica a 30%, verificou-se a auséncia de
inibicdo do crescimento das culturas para os extratos fracionados obtidos das
plantas coletadas no ano de 2002 e 2005 (Tabelas 1 a 10 do Anexo 3). Porém,
utilizando o extrato bruto (2002) e as fracées associadas (2002 e 2005) verificou-
se, de acordo com as UFC/mL, uma reducgao parcial do crescimento (Tabela 6
Anexo 3), indicando assim, o efeito da potencializacdo do principio ativo

antimicrobiano da aroeira pelo alcool .

Martinez; Gonzalez e Badell (1996) utilizaram substratos brutos em
solugédo hidroalcodlica de etanol a 30% e os resultados indicavam a inibigao do
crescimento das bactérias E. coli e S. aureus. Independentemente da
concentracdo do substrato na solugcéao (100 e 50%). Porém nestas condi¢cdes néao
foi observado o controle para leveduras C. albicans.

No entanto, Guerra et al. (2000) encontraram atividade antimicrobiana
para C. albicans, P. aeruginosa, S. aureus e E. coli utilizando extrato

hidroalcodlico de folhas (concentragbes de 80% até 1%) em 80% de etanol,
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relatando que na concentracdo a 1% do substrato a maior inibicdo ocorria para as
culturas de S. aureus. Melo et al. (2002) e Lima et al. (2004), utilizando substrato
a 80%, tiveram resultados significativos de inibicdo frente as bactérias Gram-
positivas frente a baixas concentracées de substrato, porém para as Gram-
negativas a inibicdo ocorria em concentracées mais elevadas. Leal et al. (1996)
de forma similar também obteve inibicdes de bactérias do género Staphylococcus
com o uso do extrato em gel de S. terebenthifolius e acrescentaram que o extrato
aquoso apresentava atividade inibitéria frente a fungos filamentos tais com
Trichophyton rubrum, Microsporium canis, E. floccosum e C. albicans segundo
estudo de IEVEN et al. (1979).

De acordo com a literatura (CARLSON, DOUGLAS e ROBERTSON,
1948; MALCOLM e SOFOWORA, 1969; IEVEN et al., 1979; LEAL et al., 1996;
RUIZ et al., 1996) relataram que fungos oportunistas como os do género Candida
e Aspergillus apresentaram resisténcia frente ao extrato.

Sendo assim novas diluicdes alcoodlicas deverdao ser testadas, visando
obter uma redugdo no teor de alcool da solugdo, sem diminuir o potencial
antimicrobiano dos extratos, uma vez que existe uma diversidade de trabalhos
relados com resultados variados em relagdo ao teor de metanol.

5.4 AVALIACAO DA ACAO ANTIMICROBIANA DO EXTRATO UTILIZANDO UM
MODELO “IN VITRO” DE INFECCAO ENDODONTICA

Baseados nos resultados obtidos e apresentados a partir dos testes de
sensibilidade antimicrobiana “in vitro” com os extratos brutos e fracbes das folhas
de S. terebenthifolius Raddi, buscou-se a adaptacdo do modelo experimental de
pesquisa em infiltracbes marginais de materiais restauradores em odontologia
para pesquisa de medicacdes de “demora™, visando a padronizagéo da avaliagao
da acao antimicrobiana do substrato como uso intracanal.

A adaptacao visou testar a medicacdo na situacdo mais préxima da
realidade encontrada nos casos de tratamento endoddntico envolvendo

*Medicacbes intracanais que permanecem no dente fechadas com restauragdes provisorias no
periodo entre sessdes para aumentar o combate &s bactérias e/ou desinflamar o remanescente

pulpar.
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medicacdo de demora exposta a restauracées que tenham uma infiltracdo
indesejada, ocasionando uma infeccao secundaria.

Avaliando a infiltragdo ocorrida no modelo utilizado, e considerando as
diferentes variacoes, verificou-se para os modelos controles, a contaminacao do
meio externo quando o inéculo era realizado no meio interno (controle 1, Figura
4e).

Da mesma forma quando o in6culo era realizado no meio externo ocorria
a contaminacdo do meio interno (controle 2, Figura 4f), comprovando assim a
existéncia da infiliracdo através do selamento na superficie oclusal da coroa
dental utilizada no modelo.

Tais resultados indicaram que o selamento ndo impedia a circulagao de
bactérias entre os meios interno e externo, demonstrando a adequacgdo do
modelo para avaliar o potencial antimicrobiano deste substrato em situacao de
infiltracdo.

Sendo assim, a acao do substrato foi testada frente a varias situacdes
dentro do modelo.

Quando o substrato o substrato era acrescentado ao meio interno
inoculado com as diferentes culturas testadas, verificou-se que havia
contaminacao no meio externo. Porém ocorria uma redu¢do no numero de células
inicialmente inoculados de 10’ UFC/mL para 10® UFC/mL nos indculos realizados
com as bactérias Gram-positivas e de 10° UFC/mL para os inéculos contendo as
culturas Gram-negativas.

Avaliando a situacdo inversa onde no meio interno havia apenas o meio
de cultura e o meio externo contendo o inéculo e a presenca do substrato,
verificou-se que o0 meio interno apresentava a colonizagdao, porém com uma
diminuicdo no nimero de células em torno de 10° UFC/mL para bactérias Gram-
positivas e de 106 UFC/mL para bactérias Gram-negativas.

Da mesma forma a presenca do substrato no meio interno nao impedia a
penetracdo das bactérias inoculadas no meio externo. No entanto, verificou-se
uma redugao das bactérias inicialmente inoculadas no meio externo, tanto para as
culturas Gram-positivas (10° UFC/mL) e em torno de 10° UFC/mL para as
bactérias Gram-negativas.
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Hipoteticamente esta simulacdo seria a mais préoxima do procedimento
terapéutico endoddntico. Uma vez que durante este procedimento, a regido
infeccionada freqlientemente é removida, gerando a retirada do material produtivo
resultante da infeccdo. Nesta etapa uma medicacao intracanal é realizada e apés
0 selamento da regido, o dente permanece em contato com meio externo que
apresenta uma microflora extremamente variada e ricamente elevada (10"
UFC/mL de saliva cultivada).

Diante do resultado observado pode-se sugerir o potencial do uso deste
substrato como medicacao intracanal. Porém, o selamento deve ser o mais
hermético possivel e o tempo do curativo reduzido, evitando assim a ocorréncia
da infiltracdo.

Com o objetivo de explorar o potencial antimicrobiano do substrato uma
nova situacdo foi simulada onde o meio interno continha o substrato na
concentragao inibitéria maxima e ao meio externo também foi adicionado além do
substrato o inéculo (10” UFC/mL). Nesta situagdo observou-se a reducéo total no
namero de unidades formadoras de colbnias apds o cultivo dos meios internos e
externos. Tais resultados indicaram que o potencial bactericida do substrato
aumenta de acordo com a concentracdo e a relacdo volume a volume,
demonstrando que diferentes culturas bacterianas poderiam ser inibidas na
presenca deste, porém novos testes de concentracdo e proporcédo de v/v nestas
condicdes deveriam ser realizados.

De acordo com a literatura, para haver uma melhor eficiéncia da
medicacdo intracanal e evitar uma infeccdo secundaria, a medicacdo e a
restauragdo proviséria deve ser capaz de impedir e neutralizar a invasao
microbiana originaria da boca (periodonto, saliva e mucosa), através dos materiais
restauradores provisorios favorecendo a agdo antimicrobiana “maxima” da
medicacdao (JORGE, 1995; LOPES et al., 2004; COHEN et al.,, 2000;
ALBUQUERQUE et al., 1999; OLIVEIRA, 1999; DE DEUS et al., 1992; ESTRELA
et al., 1994; De UZEDA et al., 2002; LEONARDO, et al. 2005).

No experimento proposto foi observado que o extrato é capaz de controlar
o crescimento bacteriano no interior dental mesmo que este esteja com infiltracdo

marginal no restaurador provisério, mas sua acado € efetiva no combate a



46

contaminacao bacteriana se simultaneamente o material restaurador provisério for
efetivo no vedamento marginal.

Como sendo o modelo apresentado uma adaptacdo, sugere-se a
comparacdo e experimentagdo das medicacées endodbonticas de acado ja
conhecida para se confrontar com o0s resultados obtidos com o extrato
hidroalcodlico das folhas de S. terebenthifolius Raddi e confirmar a possivel

efetividade do modelo nas pesquisas futuras.
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6 CONCLUSAO

Das plantas selecionadas foram obtidos os extratos brutos hidroalcoodlicos
e destes extratos levados para coluna a vacuo resultou-se de 13 fracdes da
amostra coletado no ano de 2005 e da amostra coletada de 2002 observou-se 5
fracoes.

De acordo com as condi¢des testadas, o extrato bruto apresentou uma
atividade maior frente as bactérias Gram-positivas em comparacao as Gram-
negativas que necessitam de maior concentracdo para sua inibicdo e
principalmente em meios liquidos.

O estudo do potencial antimicrobiano do extrato bruto fracionado revelou
que as fracdes isoladamente ndo apresentaram acdes antimicrobianas de manera
isolada, mas quando associadas as frac6es obtidas em metanol com acetato sao
as responsaveis pelo principio ativo do extrato hidroalcodlico.

O alcool apresentado como solvente dos extratos possui a capacidade de
potencializar a agdo antimicrobiana dos principios ativos do extrato hidroalcodlico
das folhas de S. terenbenthifolius Raddi.

A utilizagdo do extrato hidroalcoodlico das folhas de S. terenbenthifolius
Raddi como medicacéo intracanal em endodontia apresentou dados favoraveis
para se prosseguir com as pesquisas de suas propriedades no campo
odontolégico.
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ANEXO 1
AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO DOS EXTRATOS HIDROALCOOLICOS
(80%) BRUTOS E FRACIONADOS OBTIDOS DE FOLHAS EXTRAIDAS DE PLANTAS
COLETADAS NA REGIAO DE GUARAQUEGCABA, PARANA, BRASIL NO ANO DE 2002

TABELA 1 - AVALIAGAO DA CONCENTRAGCAO INIBITORIA MiNIMA EM pg/mL DE MEIO (BHI-S)
DO EXTRATO FRAGAO ETER DE PETROLEO HIDROALCOOLICO (80%) DE
FOLHAS DE Schinus terebenthifolius RADDI, OBTIDO DE PLANTAS DO LITORAL
DE GUARAQUEGABA, PARANA, BRASIL, EM 2002

Concentracao

pg/mL 0 200 450 650 850 1000 1500
Linhagens
i?ggy éc;czcicscus aureus 10’ufc  10'ufc  10’ufc  10’ufc  107ufc  107ufc  107ufc
" ;reo‘gfr‘;?sg”ﬁcc sgsg  107ufc 107ufe  107ufc  107ule  107ule  107ufe  107ufc
ggggnch/a coli ATCC 10’ufc  10’ufc  107ufc  107ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc
Pseudomonas sp 107ufc  10’ufc  107ufc  107ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc
‘gtoa; ;L}I//SSC:?CUS P 10’ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc  10°ufc  10’ufc  10"ufc

Legenda: UFC unidades formadoras de colénias

TABELA 2 - AVALIACAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA EM pg/mL DE MEIO (BHI-S)
DO EXTRATO FRACAO DICLOROMETANO HIDROALCOOLICO (80%) DE FOLHAS
DE Schinus terebenthifolius Raddi, OBTIDO DE PLANTAS DO LITORAL DE
GUARAQUEGABA, PARANA, BRASIL, EM 2002

Concentracao

pg/mL 0 200 450 650 850 1000 1500
Linhagens
i?ggy éc;czcicscus aureus 10’ufc  10'ufc  10’ufc  10’ufc  107ufc  107ufc  107ufc
" ;reo‘gfr‘;?sg”ﬁcc sgsg  107ufc 107ufc  107ufc  107ule  10ule  107ufe  107ufc
ggg:lgrlch/a coli ATCC 10’ufc  10ufc  107ufc  107ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc
Pseudomonas sp 10’ufc  10’ufc  107ufc  107ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc
‘gtoa; ;L}I//SSC:?CUS P 10’ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc  10°ufc  10°ufc  10"ufc

Legenda: UFC unidades formadoras de colénias
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TABELA 3 - AVALIACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA EM pg/mL DE MEIO (BHI-S)
DO EXTRATO FRAGAO ACETATO DE ETILA HIDROALCOOLICO (80%) DE
FOLHAS DE Schinus terebenthifolius Raddi, OBTIDO DE PLANTAS DO LITORAL DE
GUARAQUEGABA, PARANA, BRASIL, EM 2002

Concentracao

pg/mL 0 200 450 650 850 1000 1500
Linhagens
i?ggy éc;czcicscus aureus 10’ufc  10'ufc  10’ufc  10’ufc  107ufc  107ufc  107ufc
" ;reo‘g,‘;?sg”ﬁcc s7gsg  107ufc 107ufe  107ufc  107ule  10ule  107ufe  107ufc
ggggnch/a coli ATCG 10’ufc  10ufc  107ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc  10’ufc
Pseudomonas sp 10’ufc  10’ufc  107ufc  107ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc
gff;jfsceo?cus sp 107ufc  107ufc  107ufc  107ufc  10ufc  107ufc  107ufc

Legenda: UFC unidades formadoras de colénias

TABELA 4 - AVALIACAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MiNIMA EM pg/mL dE MEIO (BHI-S)
DO EXTRATO FRAGCAO ACETATO/METANOL HIDROALCOOLICO (80%) DE
FOLHAS DE Schinus terebenthifolius Raddi, OBTIDO DE PLANTAS DO LITORAL DE
GUARAQUEGABA, PARANA, BRASIL, EM 2002

Concentracao

pg/mL 0 200 450 650 850 1000 1500
Linhagens
i?ggy éc;czcicscus aureus 10’ufc  10’ufc  10’ufc  10’ufc  107ufc  107ufc  107ufc
" ;reo‘g,‘;?sg”ﬁcc sgsg  107ufc 107ufc  107ufc  10ule  107ule  107ufe  107ufc
ggggnch/a coli ATCC 10’ufc  10ufc  107ufc  107ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc
Pseudomonas sp 10’ufc  10’ufc  107ufc  107ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc
g?; ;L}I//SSC:?CUS P 10’ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc  10°ufc  10°ufc  10"ufc

Legenda: UFC unidades formadoras de colénias
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TABELA 5 - AVALIAGAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MiINIMA EM pg/mL DE MEIO (BHI-S)
DO EXTRATO FRAGAO DE METANOL HIDROALCOOLICO (80%) DE FOLHAS DE
Schinus terebenthifolius Raddi, OBTIDO DE PLANTAS DO LITORAL DE
GUARAQUEGCABA, PARANA, BRASIL, EM 2002

Concentracao

pg/mL 0 200 450 650 850 1000 1500
Linhagens
ffggyg’zﬂ%ws aurels  4o7uic  10’ufc  107ufe  107ufc  107ufc  107ufc  107ufc
ZZ%;S%?:.‘T.CC 57853 10'ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc  10’ufc  10°ufc  10"ufc
Locheriohia ol ATCC 407ufe  107ufe  107ufe 107wl 107ufc  107ufe  107ufc
Pseudomonas sp 10’ufc  10’ufc  107ufc  107ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc
g?; gl‘lL}I/lg)scg?cus P 10’ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc  10’ufc  10°ufc  10"ufc

Legenda: UFC unidades formadoras de colénias

TABELA 6 - AVALIAGCAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MiINIMA EM pg/mL DE MEIO (BHI-S)
DA ASSOCIAGAO ENTRE FRACOES DO EXTRATO HIDROALCOOLICO (80%) DE
FOLHAS DE Schinus terebenthifolius Raddi, OBTIDO DE PLANTAS DO LITORAL DE
GUARAQUEGCABA, PARANA, BRASIL, EM 2002

Fracdes Associadas
Concentragao de
850 ug/mL 1+2+3+4+5 1+2+3+4 1+2+3 1+2

Linhagens

Staphylococcus aureus
ATCC 27213
Pseudomonas aeroginosa
ATCC 27853

Escherichia coli ATCC

35219
Pseudomonas sp - - . -
Staphylococcus sp

Coagulase -

Legenda: UFC unidades formadoras de col6nias; 1 Acetato; 2 Metanol; 3 Diclorometano; 4 éter de
petrdleo; 5 fragao final.
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TABELA 1 -AVALIACAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA EM pg/mL DE MEIO (BHI-S)
DO EXTRATO FRACIONADO DE METANOL HIDROALCOOLICO (80%) DE FOLHAS

DE Schinus terebenthifolius Raddi,

GUARAQUECABA, PARANA, BRASIL, EM 2005

OBTIDO DE PLANTAS DO LITORAL DE

Concentracao

pg/mL 0 200 450 650 850 1000 1500
Linhagens
i?ggy éc;czcicscus aureus 10’ufc  10'ufc  10’ufc  10’ufc  107ufc  107ufc  107ufc
" ;reo‘g,‘;?sgnﬁcc sgsg  107ufc 107ufe  107ufc  107ule  10ule  107ufe  107ufc
ggggnch/a coli ATCC 10’ufc  10’ufc  107ufc  107ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc
Pseudomonas sp 10’ufc  10’ufc  107ufc  107ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc
gf; ;L}I/ISSCQO?CUS P 10’ufc  10ufc  107ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc  10’ufc

Legenda: UFC unidades formadoras de colénias

TABELA 2 - AVALIACAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA EM pg/mL DE MEIO (BHI-S)
DO EXTRATO FRACIONADO DE ACETATO/METANOL HIDROALCOOLICO (80%)
DE FOLHAS DE Schinus terebenthifolius Raddi, OBTIDO DE PLANTAS DO LITORAL
DE GUARAQUEGABA, PARANA, BRASIL, EM 2005

Concentracao

pg/mL 0 200 450 650 850 1000 1500
Linhagens
i?ggy éc;czcicscus aureus 10’ufc  10'ufc  10’ufc  10’ufc  107ufc  107ufc  107ufc
" ;reo‘gﬁggﬁcc sgsg  107ufc 107ufc  107ufc  107ule  10ule  107ufe  107ufc
ggggnch/a coli ATCC 10’ufc  10ufc  107ufc  107ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc
Pseudomonas sp 107ufc  10’ufc  107ufc  107ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc
g?; ;L}I//SSC:?CUS P 10'ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc  10°ufc  10°ufc  10"ufc

Legenda: UFC unidades formadoras de colénias
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TABELA 3 -AVALIAGAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MiNIMA EM pg/mL DE MEIO (BHI-S)
DO EXTRATO FRACIONADO DE ETER DE PETROLEO HIDROALCOOLICO (80%)
DE FOLHAS DE Schinus terebenthifolius Raddi, OBTIDO DE PLANTAS DO LITORAL
DE GUARAQUECABA, PARANA, BRASIL, EM 2005

Concentracao

pg/mL 0 200 450 650 850 1000 1500
Linhagens
i?ggy éc;czcicscus aureus 10’ufc  10'ufc  10’ufc  10’ufc  107ufc  107ufc  107ufc
" ;reo‘g,‘;?sg”ﬁcc s7gsg  107ufc 107ufe  107ufc  107ule  10ule  107ufe  107ufc
ggggnch/a coli ATCG 10’ufc  10ufc  107ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc  10’ufc
Pseudomonas sp 10’ufc  10’ufc  107ufc  107ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc
gff;jfsceo?cus sp 107ufc  107ufc  107ufc  107ufc  10ufc  107ufc  107ufc

Legenda: UFC unidades formadoras de colénias

TABELA 4 - AVALIACAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA EM pg/mL DE MEIO (BHI-S)
DO EXTRATO FRACIONADO DE DICLOROMETANO HIDROALCOOLICO (80%) DE
FOLHAS DE Schinus terebenthifolius Raddi, OBTIDO DE PLANTAS DO LITORAL DE
GUARAQUEGABA, PARANA, BRASIL, EM 2005

Concentracao

pg/mL 0 200 450 650 850 1000 1500
Linhagens
i?ggy éc;czcicscus aureus 10’ufc  10’ufc  10’ufc  10’ufc  107ufc  107ufc  107ufc
" ;reo‘g,‘;?sg”ﬁcc sgsg  107ufc 107ufc  107ufc  10ule  107ule  107ufe  107ufc
ggggnch/a coli ATCC 10’ufc  10ufc  107ufc  107ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc
Pseudomonas sp 10’ufc  10’ufc  107ufc  107ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc
g?; ;L}I//SSC:?CUS P 10’ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc  10°ufc  10°ufc  10"ufc

Legenda: UFC unidades formadoras de colénias
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TABELA 5 - AVALIAGAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MiINIMA EM pg/mL DE MEIO (BHI-S)
DO EXTRATO FRACIONADO DE ACETATO DE ETILA HIDROALCOOLICO (80%)
DE FOLHAS DE Schinus terebenthifolius Raddi, OBTIDO DE PLANTAS DO LITORAL
DE GUARAQUEGCABA, PARANA, BRASIL, EM 2005

Concentracao
pg/mL 0 200 450 650 850 1000 1500
Linhagens
Staphylococcus aureus 7 7 7 7 7 7 7
ATCC 27213 10°ufc  10°ufc  10'ufc 10"ufc 10"ufc 10'ufc  10°ufc
Pseudomonas

7 7 7 7 7 7 7
aeroginosa ATCC 27853 10'ufc  10°ufc 10"ufc 10"ufc 10"ufc 10"ufc 10'ufc

Escherichia coli ATCC 10ufc 107ufc 107ufc  107ufc  107ufc  107ufc  107ufc

35219

Pseudomonas sp 10’ufc  10ufc  107ufc  107ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc
Staphylococcus sp 7 7 7 7 7 7 7
Coagulase - 10°ufc  10°ufc  10°ufc ~ 10°ufc ~ 10°ufc  10°ufc  10°ufc

Legenda: UFC unidades formadoras de colénias

TABELA 6 - AVALIACAO DA CONCENTRAGCAO INIBITORIA MiINIMA EM ug/mL DE MEIO (BHI-S)
DA ASSOCIAGAO ENTRE FRACOES DO EXTRATO HIDROALCOOLICO (80%) DE
FOLHAS DE Schinus terebenthifolius Raddi, OBTIDO DE PLANTAS DO LITORAL DE
GUARAQUEGABA, PARANA, BRASIL, EM 2005

Fracdes Associadas
Concentragao de
850 ug/mL 1+2+3+4+5 1+2+3+4 1+2+3 1+2

Linhagens

Staphylococcus aureus
ATCC 27213
Pseudomonas aeroginosa - - -
ATCC 27853

Escherichia coli ATCC

35219
Pseudomonas sp - - . -
Staphylococcus sp

Coagulase -

Legenda: UFC unidades formadoras de col6nias; 1 Metanol; 2 Acetato; 3 Diclorometano; 4 éter de

petrdleo; 5 fragao final.
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ANEXO 3
AVALIAGAO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO DOS EXTRATOS HIDROALCOOLICOS (30%)
BRUTOS E FRACIONADOS DE FOLHAS PROVENIENTES DE PLANTAS COLETAS NA
REGIAO DE GUARAQUEGCABA, PARANA, BRASIL, NOS ANOS 2002 E 2005

TABELA 1 -AVALIACAO DA CONCENTRAGCAO INIBITORIA MINIMA EM pg/mL DE MEIO (BHI-S)
DO EXTRATO FRACAO ETER DE PETROLEO HIDROALCOOLICO (30%) DE
FOLHAS DE Schinus terebenthifolius RADDI, OBTIDO DE PLANTAS DO LITORAL
DE GUARAQUEGCABA, PARANA, BRASIL, EM 2002

Concentracao

pg/mL 0 200 450 650 850 1000 1500
Linhagens
i?ggy éc;czcicscus aureus 10’ufc  10'ufc  10’ufc  10’ufc  107ufc  107ufc  107ufc
" ;reo‘g,‘;?sgnﬁcc sgsg  107ufc 107ufe  107ufc  107ule  10ule  107ufe  107ufc
ggggnch/a coli ATCC 10’ufc  10’ufc  107ufc  107ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc
Pseudomonas sp 10’ufc  10’ufc  107ufc  107ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc
gf; ;L}I/ISSCQO?CUS P 10’ufc  10ufc  107ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc  10’ufc

Legenda: UFC unidades formadoras de colbnias

TABELA 2 - AVALIACAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA EM pg/mL DE MEIO (BHI-S)
DO EXTRATO FRACAO DICLOROMETANO HIDROALCOOLICO (30%) DE FOLHAS
DE Schinus Terebenthifolius RADDI, OBTIDO DE PLANTAS DO LITORAL DE
GUARAQUEGABA, PARANA, BRASIL, EM 2002

Concentracao

pg/mL 0 200 450 650 850 1000 1500
Linhagens
i?ggy éc;czcicscus aureus 10’ufc  10'ufc  10’ufc  10’ufc  107ufc  107ufc  107ufc
" ;reo‘gﬁggﬁcc sgsg  107ufc 107ufc  107ufc  107ule  10ule  107ufe  107ufc
ggggnch/a coli ATCC 10’ufc  10ufc  107ufc  107ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc
Pseudomonas sp 107ufc  10’ufc  107ufc  107ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc
g?; ;L}I//SSC:?CUS P 10'ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc  10°ufc  10°ufc  10"ufc

Legenda: UFC unidades formadoras de colénias
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TABELA 3 - AVALIACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA EM pg/mL DE MEIO (BHI-S)
DO EXTRATO FRAGAO ACETATO DE ETILA HIDROALCOOLICO (30%) DE
FOLHAS DE Schinus terebenthifolius RADDI, OBTIDO DE PLANTAS DO LITORAL
DE GUARAQUEGABA, PARANA, BRASIL, EM 2002

Concentracao

pg/mL 0 200 450 650 850 1000 1500
Linhagens
i?ggy éc;czcicscus aureus 10’ufc  10'ufc  10’ufc  10’ufc  107ufc  107ufc  107ufc
" ;reo‘g,‘;?sg”ﬁcc s7gsg  107ufc 107ufe  107ufc  107ule  10ule  107ufe  107ufc
ggggnch/a coli ATCG 10’ufc  10ufc  107ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc  10’ufc
Pseudomonas sp 10’ufc  10’ufc  107ufc  107ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc
gff;jfsceo?cus sp 107ufc  107ufc  107ufc  107ufc  10ufc  107ufc  107ufc

Legenda: UFC unidades formadoras de colénias

TABELA 4 - AVALIACAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MiNIMA EM pg/mL dE MEIO (BHI-S)
DO EXTRATO FRACAO ACETATO/METANOL HIDROALCOOLICO (30%) DE
FOLHAS DE Schinus terebenthifolius RADDI, OBTIDO DE PLANTAS DO LITORAL
DE GUARAQUEGABA, PARANA, BRASIL, EM 2002

Concentracao

pg/mL 0 200 450 650 850 1000 1500
Linhagens
i?ggy éc;czcicscus aureus 10’ufc  10’ufc  10’ufc  10’ufc  107ufc  107ufc  107ufc
" ;reo‘g,‘;?sg”ﬁcc sgsg  107ufc 107ufc  107ufc  10ule  107ule  107ufe  107ufc
ggggnch/a coli ATCC 10’ufc  10ufc  107ufc  107ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc
Pseudomonas sp 10’ufc  10’ufc  107ufc  107ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc
g?; ;L}I//SSC:?CUS P 10’ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc  10°ufc  10°ufc  10"ufc

Legenda: UFC unidades formadoras de colénias
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TABELA 5 - AVALIAGAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MiINIMA EM pg/mL DE MEIO (BHI-S)
DO EXTRATO FRAGAO DE METANOL HIDROALCOOLICO (30%) DE FOLHAS DE
Schinus terebenthifolius RADDI, OBTIDO DE PLANTAS DO LITORAL DE
GUARAQUEGCABA, PARANA, BRASIL, EM 2002

Concentracao

pg/mL 0 200 450 650 850 1000 1500
Linhagens
ffggyg’zﬂ%ws aurels  4o7uic  10’ufc  107ufe  107ufc  107ufc  107ufc  107ufc
ZZ%;S%?:.‘T.CC 57853 10'ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc  10’ufc  10°ufc  10"ufc
Locheriohia ol ATCC 407ufe  107ufe  107ufe 107wl 107ufc  107ufe  107ufc
Pseudomonas sp 10’ufc  10’ufc  107ufc  107ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc
g?; gl‘lL}I/lg)scg?cus P 10’ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc  10’ufc  10°ufc  10"ufc

Legenda: UFC unidades formadoras de colénias

TABELA 6 -AVALIACAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA EM pg/mL DE MEIO (BHI-S)
DO EXTRATO FRACIONADO DE METANOL HIDROALCOOLICO (30%) DE FOLHAS
DE Schinus terebenthifolius Raddi, OBTIDO DE PLANTAS DO LITORAL DE
GUARAQUEGCABA, PARANA, BRASIL, EM 2005

Concentracao

pg/mL 0 200 450 650 850 1000 1500
Linhagens
ffé’gyg"zﬂ%ws aureus 407yt 107ufe  107ufc  107ufc  107ufe  107ufc  10ufc
aPZreoLg,{,??s?/ﬁco 97853 10’ufc  10°ufc  107ufc  107ufc  10°ufc  10’ufc  10’ufc
ggg?gr ichia coli ATCC 10uic 107ufe  107ufe  107ufc  107ufc  107ufe  107ufc
Pseudomonas sp 10’ufc  10ufc  107ufc  107ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc
gf;%fsceo?cus sp 10ufc  107ufc  107ufc  107ufc  107ufc  107ufc  107ufc

Legenda: UFC unidades formadoras de colbnias.
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TABELA 7 -AVALIACAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA EM pg/mL DE MEIO (BHI-S)
DO EXTRATO FRACIONADO DE ACETATO/METANOL HIDROALCOOLICO (30%)
DE FOLHAS DE Schinus terebenthifolius Raddi, OBTIDO DE PLANTAS DO LITORAL
DE GUARAQUEGCABA, PARANA, BRASIL, EM 2005

Concentracao

pg/mL 0 200 450 650 850 1000 1500
Linhagens
i?ggy éc;czcicscus aureus 10’ufc  10'ufc  10’ufc  10’ufc  107ufc  107ufc  107ufc
" ;reo‘g,‘;?sg”ﬁcc s7gsg  107ufc 107ufe  107ufc  107ule  10ule  107ufe  107ufc
ggggnch/a coli ATCG 10’ufc  10ufc  107ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc  10’ufc
Pseudomonas sp 10’ufc  10’ufc  107ufc  107ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc
gff;jfsceo?cus sp 107ufc  107ufc  107ufc  107ufc  10ufc  107ufc  107ufc

Legenda: UFC unidades formadoras de colbnias.

TABELA 8 - AVALIACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MIiNIMA EM pg/mL DE MEIO (BHI-S)
DO EXTRATO FRACIONADO DE ETER DE PETROLEO HIDROALCOOLICO (30%)
DE FOLHAS DE Schinus terebenthifolius Raddi, OBTIDO DE PLANTAS DO LITORAL
DE GUARAQUECABA, PARANA, BRASIL, EM 2005

Concentracao

pg/mL 0 200 450 650 850 1000 1500
Linhagens
ffggyg’zﬂ%ws aureus 407yt 107ufe  107ufc  107ufc  107ufe  107ufc  10ufc
ZZ%;S%?:.‘T.CC 57853 10’ufc  10°ufc  107ufc  107ufc  10°ufc  10°ufc  10’ufc
gggfgr ichia coli ATCC 10uic 107ufe  107ufe  107ufc  107ufc  107ufe  107ufc
Pseudomonas sp 10’ufc  10ufc  107ufc  107ufc  107ufc  10'ufc  10’ufc
gf;%fsceo?cus sp 10ufc  107ufc  107ufc  107ufc  107ufc  107ufc  107ufc

Legenda: UFC unidades formadoras de colbnias.
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TABELA 9 - AVALIAGAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA EM pg/mL DE MEIO (BHI-
S) DO EXTRATO FRACIONADO DE DICLOROMETANO HIDROALCOOLICO (30%)
DE FOLHAS DE Schinus terebenthifolius Raddi, OBTIDO DE PLANTAS DO
LITORAL DE GUARAQUEGABA, PARANA, BRASIL, EM 2005

Concentracao

pg/mL 0 200 450 650 850 1000 1500
Linhagens
i?ggy éc;czcicscus aureus 10’ufc  10'ufc  10’ufc  10’ufc  107ufc  107ufc  107ufc
" ;reo‘g,‘;?sg”ﬁcc s7gsg  107ufc 107ufe  107ufc  107ule  10ule  107ufe  107ufc
ggggnch/a coli ATCG 10’ufc  10ufc  107ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc  10’ufc
Pseudomonas sp 10’ufc  10’ufc  107ufc  107ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc
gff;jfsceo?cus sp 107ufc  107ufc  107ufc  107ufc  10ufc  107ufc  107ufc

Legenda: UFC unidades formadoras de colbnias.

TABELA 10 - AVALIAGAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA EM pg/mL DE MEIO
(BHI-S) DO EXTRATO FRACIONADO DE ACETATO DE ETILA
HIDROALCOOLICO (30%) DE FOLHAS DE Schinus terebenthifolius Raddi,
OBTIDO DE PLANTAS DO LITORAL DE GUARAQUEGABA, PARANA, BRASIL,

EM 2002
Concentracao

pg/mL 0 200 450 650 850 1000 1500
Linhagens
i?ggy 407(3201%(3”8 aureus 10’ufc  10ufc  107ufc  107ufc  10’ufc  10’ufc  10’ufc
" Zfoﬁﬁfs‘;”ﬁcc sgsg  107ufc 107ufc  107ufc  107ule  10ule  107ufe  107ufc
ggg?grlch/a coli ATCC 10’ufc  10ufc  107ufc  107ufc  107ufc  10'ufc  10’ufc
Pseudomonas sp 10’ufc  10'ufc  107ufc  107ufc  107ufc  10'ufc  10’ufc
gff;jfsceo?cus sp 107ufc  107ufc  107ufc  107ufc  10ufc  107ufc  107ufc

Legenda: UFC unidades formadoras de colénias
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TABELA 11 - AVALIACAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA EM pg/mL DE MEIO (BHI-
S) DA ASSOCIACAO ENTRE FRAGOES DO EXTRATO HIDROALCOOLICO (30%)
DE FOLHAS DE Schinus terebenthifolius Raddi, OBTIDO DE PLANTAS DO LITORAL
DE GUARAQUEGCABA, PARANA, BRASIL, EM 2002

Fracdes Associadas
Concentracao de

850 ug/mL 1+2+3+4+5 1+2+3+4 1+2+3 142
Linhagens
Staphylococcus aureus 10°%ufc 10%ufc 10%ufc 10%ufc
ATCC 27213
Pseudomonas aeroginosa 10°ufc 10°ufc 10°ufc 10°ufc
ATCC 27853
Escherichia coli ATCC ; ; ; ;
10°ufc 10"ufc 10"ufc 10"ufc
35219
Pseudomonas sp 10°ufc 10°ufc 10°ufc 10°ufc
Staphylococcus s
e P 10%ufc 10%ufc 10%ufc 10%ufc
Coagulase -

Legenda: UFC unidades formadoras de col6nias; 1 Metanol; 2 Acetato; 3 Diclorometano; 4 éter de

petréleo; 5 fragao final.

TABELA 12 - AVALIACAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA EM pg/mL DE MEIO (BHI-
S) DA ASSOCIACAO ENTRE FRAGOES DO EXTRATO HIDROALCOOLICO (30%)
DE FOLHAS DE Schinus terebenthifolius Raddi, OBTIDO DE PLANTAS DO LITORAL
DE GUARAQUEGABA, PARANA, BRASIL, EM 2005

Fracdes Associadas

Concentragao de

850 ug/mL 1+2+3+4+5 1+2+3+4 1+2+3 1+2
Linhagens
Staphylococcus aureus 10%ufc 10%ufc 10%ufc 107ufc
ATCC 27213
Pseudomonas aeroginosa 10°ufc 10%ufc 10%ufc 108ufc
ATCC 27853
Escherichia coli ATCC ; ; ; ;
10"ufc 10"ufc 10 ufc 10"ufc
35219
Pseudomonas sp 10"ufc 10"ufc 10"ufc 10"ufc
Staphylococcus s
Py P 10%ufc 10%ufc 10%ufc 10%ufc
Coagulase -

Legenda: UFC unidades formadoras de col6nias; 1 Metanol; 2 Acetato; 3 Diclorometano; 4 éter de

petrdleo; 5 fragao final.
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APENDICE |
Meios de Culturas e Solucées

Solugédo de Hemina e Vitamina K
Frasco de 5mL contendo 555mg/L de hemina de bovina; 8,88 mL/L de
solucao de vitamina K e 11,1mL/L de solucao de hidroxido de sddio 1N
Fabricante: Newprov produtos para laboratério — Rua 1° de maio, 596
Pinhais — PR.

BHI-S — Brain Heart Infusion (Infusdo de Coracdo e Cérebro Bovino)

Suplementado

BHI (desidratado)................ 14,89
Extrato de Levedura............ 2,09
Agar-agar........cccoeveeennnn. 8,09
Agua destilada...................... 400mL

Esterilizagdo a 120°C por 20 minutos
Acréscimo da solucédo de Hemina/Vit. K

Tioglicolato Suplementado
Tioglicolato desidratado........ 11,89
Agua destilada....................... 400mL
Esterilizagdo a 120°C por 20 min.
Acréscimo da solucao de Hemina/Vit. K

Agar Simples
Cloreto de Sédio................... 49
Peptona.....cccocveviiinn, 10g
Extrato de carne.................. 49
Agua destilada...................... 1000mL
AGar...coiieeeeeeeeee) 159

Esterilizagdo a 120°C por 20 min.



