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RESUMO

Com o aumento dos microrganismos resistentes as
substincias antimicrobianas ja conhecidas, varios
extratos de plantas medicinais foram testados com a
finalidade de procurar novos compostos com atividade
antimicrobiana reconhecida. Assim este estudo teve
como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana de
diferentes extratos vegetais em bactérias relacionadas
a infeccio endododntica. Foram testados os extratos
hidroalcéolicos das espécies Syderoxylum obtusifolium
Roem e Schult (quixabeira), Bauhinia forficata Linn
(mororé), Anadenanthera colubrina Brenan (angico),
Spondias tuberosa Arruda (umbuzeiro), Tabebuia
pentaphylla Vell. (ipé rosa) e Guapira graciliflora
Mart. (jodo-mole), contra o Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus e FEscherichia coli. Foram
realizados os ensaios antimicrobianos pela técnica do
disco difusdo em agar e pelo método de microdiluicio
em caldo. Todos os extratos analisados apresentaram
atividade antimicrobiana contra pelo menos uma
espécie bacteriana. Os melhores resultados foram
encontrados com T. pentaphylla Vell e G. graciliflora
Mart, apresentando atividade contra todas as cepas
testadas, destacando-se a atividade de 7. pentaphylla
Vell frente a S.aureus na concentracio de 0,78ul/ul e
da casca de G. graciliflora Mart frente a E.faecalis na
concentracdo de 6,25ul/ul. Os resultados sinalizam o
potencial antimicrobiano dessas plantas, podendo ser
promissoras para estudos de desenvolvimento de novos
produtos de uso endoddntico.
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INTRODUCAO

As infecgdes endodonticas persistentes, resultantes
da resisténcia bacteriana as substancias utilizadas no
tratamento endodontico, mostra a necessidade em se buscar
novas moléculas antimicrobianas a partir de outras fontes,
seja natural ou sintética (Nair et al., 1990, Siqueira Jr.,
2001, Leitdo et al., 2006, Silva et al., 2007, Coutinho et al.,
2008). As cepas resistentes ja identificadas nas infecgdes
endodonticas incluem Fusobacterium nucleatum, Prevotella
spp., Campylobacter rectus., Streptococci (Streptococcus
mitis, Streptococcus gordonii, Streptococcus anginosus,
Streptococcus oralis), Lactobacilli (Lactobacillus paracasei
and Lactobacillus acidophilus), Staphylococci, E. faecalis,
Olsenella wuli, Parvimonas micra, Pseudoramibacter
alactolyticus, Propionibacterium spp., Actinomyces spp.,
Bifidobacterium spp. e Eubacterium spp. (Narayanan &
Vaishnavi, 2010).

Apesar do preparo  quimico-mecdnico ou
biomecanico assumir importante papel no sucesso da terapia
endodontica (Monika & Froner, 2006), a utilizagao de uma
medicagdo intracanal com ac¢do antimicrobiana torna-se
necessaria para potencializar a desinfeccdo do sistema de
canais radiculares (Tanomaru et al.,2003; Assed, 2005).
Varios trabalhos tém sido efetuados na tentativa de se
obter um medicamento que elimine as bactérias ou inative
suas endotoxinas em dentes com lesdo periapical cronica.
Dentre os medicamentos intracanais utilizados destaca-se
o hidréxido de calcio, o qual tem sido a primeira escolha
pela maioria dos endodontistas (Assed, 2005; Pereira et
al., 2009). Contudo, estudos mostram que o hidroxido de
calcio é pouco efetivo sobre algumas cepas bacterianas,
particularmente sobre o Enterococcus faecalis (Evans et
al.,2002; Kayaoglu & Orstavik, 2004; Fernandes et al,
2006; Gomes et al., 2006; Ongag et al.,2006; Sathorn et al.,
2007), microrganismo mais comumente isolado de dentes
com infecgdes pos-tratamento endodontico (Sedgley et al.,
2005).

Segundo Tirali et al. (2009), o Staphylococcus
aureus estd entre as espécies mais resistentes encontradas
em canais radiculares infectados, sendo frequentemente
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associada a falhas do tratamento endodontico. Apesar de
Escherichia coli nao ser comumente encontrada em canais
radiculares com lesdes persistentes, estudos encontraram E.
coli em canais radiculares com lesdes periapicais (Geibel et
al., 2005; Ercan et al., 2006; Gajan et al., 2009).

Nos tltimos anos tem sido observado um crescente
interesse da comunidade cientifica pelas plantas medicinais
e pela fitoterapia, por apresentarem potenciais terapéuticos
e econdmicos, visados especialmente pela industria
farmacéutica, que realiza a prospec¢ao de novos produtos,
com menos efeitos indesejaveis do que os farmacos ja
existentes (Martinez Guerra et al., 2000, Brandao et al.,
2006, Lima et al., 2006, Medeiros et al., 2007, Hendry et
al., 2009). Diante desta premissa, este estudo tem como
objetivo avaliar a atividade antimicrobiana de diferentes
extratos vegetais produzidos a partir de plantas medicinais
do semiarido brasileiro contra microrganismos associados a
infec¢do endodontica, utilizando o método da disco difusdo
em agar e a técnica da microdiluigdo.

MATERIAL E METODO

Material vegetal

Foram coletadas folhas ¢ cascas de espécies de
plantas encontradas no semiarido brasileiro, sendo elas:
folhas e cascas de Syderoxylum obtusifolium Roem e
Schult (quixabeira), Tabebuia pentaphylla Vell. (ipé
rosa) e Guapira graciliflora Mart. (jodo-mole) e folhas
de Bauhinia forficata Linn (morord), Anadenanthera
colubrina Brenan (angico) e Spondias tuberosa Arruda
(umbuzeiro). O material foi limpo, acondicionado em
sacos de papel e seco em estufa de circulacdo de ar a 40
°C. Os espécimes testemunho encontram-se depositados na
colecdo do Herbario Manuel de Arruda Camara (ACAM)
da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), Campus I,
Campina Grande, Paraiba: Syderoxylum obtusifolium Roem
e Schult (n® 233/ACAM), Tabebuia pentaphylla Vell. (n°
679/ACAM), Guapira graciliflora Mart.(n°® 907/ACAM),
Bauhinia forficata Linn (n° 130/ACAM), Anadenanthera
colubrina Brenan (n° 667/ACAM), Spondias tuberosa
Arruda (n° 176/ACAM).

Preparacio dos Extratos

Para obtencdo dos extratos foi utilizado o processo
de macerag@o por cinco dias, em temperatura ambiente,
utilizando como solvente o alcool etilico 70% em uma
proporgao de 200g de planta seca moida para 1L de alcool.

Atividade Antimicrobiana

Preparagao do Inoculo

Os microorganismos utilizados foram Enterococcus
faecalis (ATCC 29212), Staphylococcus aureus (ATCC
25923) e Escherichia coli (ATCC 25922).

O inoculo microbiano foi padronizado em
espectrofotometro, no comprimento de onda de 625nm de
modo a obter a transmitancia de 85%.
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Meétodo Difusio em Agar

A suspensao bacteriana preparada foi usada para
inocular as placas de agar Miieller Hinton, com auxilio de
swab estéril pelatécnica do esgotamento. Foram adicionados
seis discos de papel estéreis por placa. Cada disco recebeu
10puL do extrato. A clorexidina 0,12% foi testada utilizando
0 mesmo volume. As placas foram mantidas em estufa de
cultura a uma temperatura de 37°£1°C por 24 horas. Os
halos de inibigdo produzidos foram medidos com o auxilio
de um paquimetro digital.

Determinagdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM)

A determinacdo da Concentrac@o Inibitoria Minima
(CIM) dos extratos vegetais foi realizada através da
técnica da microdiluicdo em caldo. Inicialmente, foram
distribuidos 100uL de caldo Miieller Hinton nos orificios
das placas de microdilui¢do contendo 96 cavidades. A
concentragdo do meio de cultura utilizada foi de 0,042g/
ml. Em seguida, foram distribuidos 100uL do extrato
bruto no primeiro orificio da placa, e depois realizadas
dilui¢des seriadas, a partir da retirada de uma aliquota
de 100pL da cavidade mais concentrada para a cavidade
sucessora, obtendo concentracdes de 0,50ul/ul a 1,58ul/pl.
Nos orificios de cada coluna foram dispensadas aliquotas
de 10puL do inéculo correspondente a cada cepa ensaiada.
Como controle negativo, foi verificada viabilidade das
cepas ensaiadas, com a inoculagdo da suspensdo bacteriana
apenas no meio de cultura. Ainda, realizou-se controle
positivo a partir da utilizacdo da clorexidina a 0,12%.
As microplacas foram incubadas a 37°C+1°C, durante
24 horas. O crescimento bacteriano foi indicado pela
adi¢do de 10ul da solucdo aquosa de resazurina a 0,01%,
com incubacdo a 37°C+1°C. As bactérias viaveis foram
reduzidas da coloracdo azul para a coloracdo rosa. A
CIM foi definida como a menor concentragdo que inibiu
0 crescimento bacteriano visualizado pela mudanga de
coloragdo produzida pela resazurina.

Determinag¢do da Concentragdo Bactericida Minima

(CBM)

Uma aliquota da CIM e duas concentracdes
anteriores a esta, além do controle positivo, foram
plaqueadas em meio agar Miieller Hinton, desprovido de
qualquer antimicrobiano. Apds 24 horas de incubagdo a
37°C£1°C, as leituras foram realizadas, sendo considerada
CBM a menor concentracdo do extrato que impediu o
crescimento microbiano visivel.

RESULTADOS

Todos os extratos analisados apresentaram atividade
antimicrobiana contra pelo menos uma espécie bacteriana,
com destaque para a T. pentaphylla Vell, apresentando a
técnica da microdilui¢do, uma expressiva sensibilidade.
Testou-se a atividade do solvente alcool 70% e constatou-
se que nao possui potencial antimicrobiano contra as cepas
deste estudo.

Pela técnica difusdo em agar verificou-se atividade
antimicrobiana de cinco tipos de extratos, contra pelo
menos uma das espécies bacterianas estudadas. O extrato
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da folha de T. pentaphylla Vell. foi o inico que apresentou
atividade contra as trés espécies de bactérias. Os extratos
de S. obtusifolium Roem et Schult., B. forficata Linn, S.
tuberosa Arruda e o extrato da casca de G. graciliflora Mart.
nao apresentaram nenhum tipo de atividade antimicrobiana
quando utilizado o método de difusdo em agar, que tem
limitagdes para substancias com baixa difusibilidade no
meio de cultura. (Tabela 1).

Tabela 1: Média dos halos de inibicdo (mm) dos extratos
hidroalcodolicos, pela técnica difusdo em agar.

Staphylococcus ~ Enterococcus Escherichia
aureus faecalis Coli

EXTRATO Zonas de inibigdo Zonas de inibicdo Zonas de

(mm) (mm) inibigdo(mm)
géﬁﬁftl_jfim”um Roem et 0,0 0,0 0,0
gbﬁﬁftl,lfl;m”um Roem et 00 0,0 00
B. forficata Linn* 0,0 0,0 0,0
A. colubrina Brenan* 8,3 0,0 0,0
S. tuberosa Arruda* 0,0 0,0 0,0
T. pentaphylla Vell* 8,4 0,0 8,3
T. pentaphylla Vell* * 10,0 7,3 13,2
G. graciliflora Mart* 0,0 0,0 0,0
G. graciliflora Mart.* * 0,0 0,0 8,0
Clorexidina 0,12% 14,3 12,4 13,0

*Extrato da casca da planta/ **Extrato da folha da planta

Pela técnica da microdiluigdo em caldo todos os
extratos analisados apresentaram atividade antimicrobiana
contra o S. aureus. Por outro lado, o E. faecalis apresentou
resisténcia apenas para S. obtusifolium Roem e Schult.
E. coli apresentou resisténcia a0 mesmo extrato vegetal
referido, no entanto, também apresentou resisténcia ao
extrato de B. forficata Linn (Tabela 2).

Tabela 2: Distribui¢do da CIM e CBM dos extratos vegetais
contra as espécies bacterianas estudadas.

S. aureus E.faecalis E.coli

R B 1
S obtusifolium Roemet 343 343 R R 625 12,50
S obtusifolium Roemet 4550 1250 R R 1250 R

B. forficata Linn* 12,50 12,50 12,50 50,00 R R

A. colubrina Brenan* 1,56 3,13 1,56 R 12,50 25,00
S. tuberosa Arruda* 3,13 6,25 0,78 R 1,56 3,13
T. pentaphylla Vell* 3,13 12,50 1,56 0,78 3,13 3,13
T. pentaphylla Vell* * 0,78 0,78 1,56 3,13 1,56 3,13
G. graciliflora Mart* 12,50 50,00 6,25 6,25 6,25 25,00
G.graciliflora Mart* * 12,50 25,00 12,50 25,00 12,50 25,00

*Extrato da casca da planta/ **Extrato da folha da planta/ R= Resisténcia
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DISCUSSAO

As pesquisas com produtos naturais na area da
odontologia tém aumentado nos ultimos anos devido a
busca por novos produtos com maior atividade terapéutica,
menor toxicidade, melhor biocompatibilidade e menor
custo. Além disso, a aceitacdo popular da fitoterapia tem
reforgado a importancia de mais estudos nessa area, a
fim de introduzir no mercado, apenas aqueles produtos
comprovadamente eficazes e seguros (Agra, 2007; Oliveira,
2005).

Existem diversas técnicas para determinar a atividade
antimicrobiana de extratos de plantas, e por esse motivo,
ha na literatura discrepancias com relagdo aos métodos
realizados para avaliagdo de atividade antimicrobiana
utilizando as mesmas condi¢des de experimento (Alves et
al., 2008).

Segundo Andrews (2001), as CIM’s determinadas
pelo método da microdilui¢do em caldo sdo consideradas
excelentes ferramentas para determinar a susceptibilidade
dos organismos aos antimicrobianos e, portanto, usadas
para julgar o desempenho de todos os outros métodos de
susceptibilidade. Em estudo posterior, Alves et al. (2008)
avaliando varias técnicas, observaram que o método de
diluicdo em caldo foi a melhor opc¢do para se determinar
a atividade antimicrobiana. Esses estudos justificam os
achados deste que observou de um modo geral, expressiva
sensibilidade da técnica de microdiluigdo em caldo com os
extratos vegetais testados.

Observou-se que os extratos obtidos da folha e
casca da S. obtusifolium Roem e Schult ndo apresentaram
resultados satisfatorios neste estudo, diferindo do estudo
de Costa et al. (2010), em que detectaram atividade
antimicrobiana da casca deste vegetal, nas concentragdes
de 100% e 50% contra o E.faecalis. Gobbo-Neto & Lopes
(2007) descreveram esses fatores que podem coordenar
ou alterar a taxa de producdo de metabdlitos secundarios
responsaveis pelas propriedades medicinais das plantas,
sendo esses: sazonalidade, temperatura, disponibilidade
hidrica, radiagdo ultravioleta, adi¢do de nutrientes, altitude
e poluicao atmosférica.

O A. colubrina Brenan, nas duas técnicas utilizadas
para avaliacdo antimicrobiana, apresentou expressiva
atividade contra o S.aureus, corroborando os achados de
Palmeira et al. (2010). Nao foram encontrados trabalhos
avaliando a atividade antimicrobiana da 7. pentaphylla Vell.,
no entanto, os resultados encontrados neste estudo foram
expressivos frente a todos os microorganismos na técnica
de microdilui¢do, indicando que esta planta ¢ promissora
para o estudo de desenvolvimento de novos produtos de uso
odontologico, com propriedade antimicrobiana. Estudos
realizados com plantas da mesma familia (Bignoniaceac)
sdo encontrados na literatura referindo-se a utilizagdo
dessas plantas na medicina popular no tratamento de varias
doengas. O potencial medicinal do género Tabebuia ¢é
destacado pela producdo de uma naftoquinona (o lapachol),
de facil extragdo da serragem da madeira de varias espécies
de ipés. Outros compostos fendlicos e flavonoides presentes
nas plantas do género Taubebuia sdo relacionados a atividade
antimicrobiana (Silva et al., 2003).

Novos estudos podem ser realizados avaliando o
perfil fitoquimico das plantas avaliadas a fim de identificar
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os metabolitos ativos, responsaveis pelo seu potencial
antimicrobiano.
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ABSTRACT

Antimicrobial potential of six plants from the semiarid
zone of Paraiba State (Brazil) against bacteria related to
endodontic infection

In the face of an increasing range of microorganisms
known to be resistant to antimicrobial substances,
various herbal extracts have been screened in order
to find new compounds with recognized antimicrobial
activity. In particular, this study was carried out to assess
the antimicrobial activity of such extracts on bacteria
related to endodontic infection. Hydroalcoholic extracts
of the species Syderoxylum obtusifolium Roem and
Schult (quixabeira), Bauhinia forficata Linn (morord)
Anadenanthera colubrina Brenan (angico), Spondias
tuberosa Arruda (umbuzeiro), Tabebuia pentaphylla
Vell. (ipé rosa) and Guapira graciliflora Mart. (jodo-
mole), were tested against Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus and Escherichia coli. The
antimicrobial assays were performed by the disk agar
diffusion and broth microdilution methods. All extracts
analyzed showed antimicrobial activity against at least
one bacterial species. The best results were obtained
with 7. pentaphylla and G. graciliflora, which showed
activity against all tested strains; specifically, that of
T. pentaphylla against S. aureus, at a concentration
of 0.78uL/pL, and of G. graciliflora bark against E.
faecalis, at a concentration of 6.25uL/pL, should be
highlighted. The results indicate that extracts of these
plants may be promising for the study and development
of new antimicrobials for endodontic use.

Keywords: Medicinal Plants. Plant extracts. Antimicrobial
Activity.
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