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RESUMO

O objetivo deste estudo foi para avaliar a atividade antimicrobiana do extrato etan6lico da Annona
crassiflora Mart., frente a microrganismos da microflora endodéntica. Foram utilizados os
microrganismos aerébios, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, fungo Candida albicans e
anaerobios, Prevotella melanogenica, Clostridium sp., e Bacteroides fragilis. A metodologia utilizada
envolveu a preparacdo do extrato etandlico, a particdo liquido-liquido e separacdo por meio de
cromatografia em colunas usando como suporte o gel de silica G 60, gel de silica G-60 com 10% de
KOH e Sephadex LH-20. O procedimento de purificacdo foi acompanhado pelo bioensaio da atividade
antimicrobiana. A identificacdo dos compostos quimicos das fracGes ativas do extrato da madeira e da
casca da raiz da A.crassiflora foi feita pelo uso das técnicas espesctroscépicas de ressonancia
magnética nuclear de 'H e *C, IV e UV e espectrometria de massa. No ensaio de atividade
antimicrobiana, para os microrganismos aerébios, P. aeruginosa e E. faecalis e fungo C.albicans, foi
adotado o método de difusdo em meio sélido pela técnica do disco. Para 0s microrganismos
anaerdbios P. melanogenica, Clostridium sp e B. fragilis foi utilizado o método da difusdo em caldo
tioglicolato. Também foi determinada a concentracdo inibitéria minima (CIM) das fracdes ativas do
extrato da madeira e da casca da raiz da Annona crassiflora comparando-se com a concentracdo
inibitéria minima (CIM) das drogas padrdes (Fluconazol, Ofloxacina, Metronidazol) e com o
Hidroxido de Calcio utilizadas neste estudo. Os testes de avaliagdo antimicrobiana demonstraram que
as fracGes do extrato etandlico da casca da raiz e madeira da raiz da A. crassiflora Mart. ndo
apresentaram nenhuma acdo antimicrobiana frente ao E. faecalis, entretanto, apresentaram resultado
positivo quanto a acdo antimicrobiana frente a P. aeruginosa e a C. albicans. Este estudo também
demonstrou que as fracdes do extrato etandlico da casca da raiz e madeira da raiz da A. crassiflora
Mart. apresentaram ac¢do antimicrobiana frente a P. melanogenica, Clostridium sp, e B. fragilis,
demonstrando ter no entanto maior espectro antimicrobiano para o Clostridium sp. Das fragdes ativas
do extrato da A. crassiflora Mart., A6, A10, A1l e Al3 foi obtida a acetogenina Goniodonina que
apresentou nas amostras All e Al3 um CIM=1000ug/mL para C. albicans e Clostridium sp,
CIM=2000ug/mL para P. aeruginosa e B. fragilis e CIM>2000ug/mL para P. melanogenica enquanto
nas amostras A6 e A10 apresentou um CIM=2000 pg/mL para C. albicans, P. aeruginosa e B. fragilis,
CIM>2000ug/mL para P. melanogenica e CIM=62ug/mL. As amostras A3, A7 e Al2 apresentaram
um espectro de RMN semelhante das acetogeninas sem a presenca do anel lacténico e demonstraram a
mesma atividade antimicrobiana para a P.aeruginosa, C. albicans, B. fragilis (CIM=2000ug/mL) e

para a P. melanogenica (CIM>2000 pg/mL). Para o Clostidium sp as amostras A3 e A7
apresentaram CIM=62 pg/mL enguanto a amostra A12 apresentou um CIM =500ug/mL .
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ABSTRACT

The aim of the study was to evaluate the antimicrobial activity of the etanolic extract of the
Annona crassiflora Mart., against the microrganisms of the endodontic microflora, aerobic,
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, fungi, Candida albicans and anaerobes,
Prevotela melanogenicus, Clostridium sp., and Bacteroides fragilis. The methodology used
involved the preparation of the etanolic extract, the liquid-liquid parttion and cromatographic
purification using G 60 silica gel, silica gel with 10% of KOH and activated silica gel and
LH-20 Sephadex. Procedure of purification was followed by antimicrobial activity bioassay.
The identification of chemical compounds from the active fractions of the A. crassiflora were
made using the espectroscopic method of magnetic resonance of 'H and **C. The
antimicrobial assay activity, for the aerobic microrganisms, E. faecalis, P. aeruginosa and
fungi, C. albicans the diffusion method in disc was used. For the anaerobic microrganisms P.
melanogenicus, Costridium sp., and B. fragillis the the diffusion method in broth tioglicolato
was used. Also the minimun inibitory concentration (MIC) of the active fractions from the
wood, bark and stem extracts of the A. crassiflora were determined and compare with the
minimum inibitory concentratioon (MIC) of the standards drugs (Fluconazol, Ofloxacin,
Metronidazole) and Calcium Hidroxyde used in this study. The antimicrobial evaluation tests
demonstrated that the fractions of bark and wood ethanolic extracts the A. crassiflora Mart.,
did not present antimicrobial activity against the E. faecalis, however, presented positive
activity but presented antimicrobial activity against the P. aeruginosa and the C. albicans.
This study also demonstrated that the bark and stem fractions of the ethanolic extracts of the
Annona crassiflora Mart., presented antimicrobial activity against the P melanogenicus,
Clostridium sp., and B. fragilis, however bigger expectrum antimicrobial activity was for the
Clostridium sp. Of the active fractions of the extract of the A.crassiflora Mart., A6, A10, A1l
and A13 were gotten the acetogenin Goniodonin that presented in the samples A1l and Al3 a
CIM=1000ug/mL for C. albicans and Clostridium sp, CIM=2000pg/mL for P. aeruginosa and B.
fragilis and CIM>2000pug/mL for P. melanogeniccus while in the samples A6 and A10 pg/mL for C
presented a CIM=2000. albicans, P. aeruginosa and B. fragilis, CIM>2000pg/mL para P.
melanogenica and CIM=62ug/mL. The samples A3, A7 and A12 had presented one expectro of
similar RMN of the acetogenins without the presence of the lacténico ring and had demonstrated the

same antimicrobiana activity for the P.aeruginosa, C. albicans, B. fragilis (MIC=2000ug/mL) and P.

melanogeniccus (MIC>2000 pg/mL) while for the Clostidium sp the samples A3 and A7 had
presented a MIC=62 pg/mL while a sample A12 had presented a MIC=500 pg/mL).
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INTRODUCAO

A endodontia, dentre suas multiplicidades de estudos, tem intensificado investigacdes
concernentes as alteraces patoldgicas que envolvem a polpa e suas repercussdes através do
sistema de canais radiculares nos tecidos da regido periapical.

Estudos comprovam que o pH, aeracdo, umidade, exsudatos, células descamadas,
restos alimentares e a condicdo adequada de temperatura favorecem o crescimento de uma
flora microbiana ampla e variada na cavidade oral (BIRAL, 1974).

Desse modo, a lesdo periapical é considerada como uma infec¢do enddgena causada
pela microflora oral. A infeccdo bacteriana da polpa dental resulta em destruicdo pulpar e
subsequentemente estimula as células inflamatorias responsaveis pela destruicdo do 0sso no
periapice (RANI & CHOPRA, 2006).

Portanto, um dos primeiros objetivos do tratamento endoddntico de um dente
apresentando polpa necrosada, é a eliminacdo dos microorganismos do sistema de canais
radiculares com efetividade, especialmente nos casos de lesGes periapicais cronicas
(PANZARINI et al, 2006).

As bactérias constituem a principal causa da doenca pulpar. A infeccdo do espaco
pulpar é comumente uma extensdo da contaminacdo oral. E bem reconhecido que existem
alguns caminhos diferentes pelos quais a microflora oral pode ter acesso até a polpa e impedir
sua fungdo. As vias mais comuns sdo a extenséo direta de lesdes cariosas e pelo preparo de
cavidades as quais frequentemente abrem acesso extensivo na dentina tubular (GOMES et al,
1996).

A maioria dos insucessos nos tratamentos é promovida pelos microorganismos que
persistem no terco apical dos canais radiculares de dentes obturados (NAIR, 1990).

Os canais radiculares de dentes deciduos com polpa necrosada e lesdo periapical
crénica apresentam um numero alto de microorganismos e infeccdo polimicrobiana com
prevaléncia de bactérias aerdbicas e anaerdbicas (PAZELLI et al, 2003)

Entretanto, a baixa tensdo de oxigénio, suprimento de nutrientes e queda da defesa
natural beneficia as interacfes entre 0s microorganismos guiando para o atual reconhecimento
de que a maioria das infec¢Oes pulpares e periapicais é mista ou poli microbiana composta por
microorganismos aerdbios estritos, anaerobios facultativos e com predominancia dos
anaerdbicos estritos (MOLLER, 1966, MOLLER et al, 1981, SUNDQVIST, 1976, DAHLEN
& MOLLER, 1990, FABRICIUS etT al, 1982, ROCHA ECT al, 1998, SAINI ECT al, 2004,).



A composicdo da micro biota nas infecgdes endodontica varia consideravelmente
destacando-se géneros como, anaerobicos (Cocos Geram+ (Peptotreptococcus) e Gram-
(Veillonella), Bastonetes Gram+ (Actinomices, Eucobacterium, Propionibacterium) e Gram-
(Phorfhyromonas, Prevotella, Fusobacterium, Selenomonas, Campylobacter), Espiroquetas
(Treponema) e aero-micro-facultativos (Cocos Gram+ (Streptococcus e Enterococcus) €
Gram — (Neisseria), Bastonetes Gram+ (Actnomyces, Lactobacillos e Corynebacterium) €
Gram- (Capnocytophaga Staphylococcus aureus e Eikenella) e Leveduras (Candida) (NAIR,
1997).

Em virtude disso, a microbiologia laboratorial desempenha um papel importante em
providenciar informacdes sobre as infecgdes cirargicas que lentamente se agravam ou do
contrario declinam para a cura. Os principais patdgenos ou grupos de microrganismos que a
microbiologia rotineiramente detectou e relatou (com antibiogramas quando apropriado)
foram os seguintes: Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus [f-hemolitico, bactéria coliforme,
anaerébicos Gram- pigmentados (Prevotella e Porphyromonas ssp.), anaerobicos Gram- ndo
pigmentados ( principalmente Bacteroides, Enterococcus faecallis, Prevotella e
Fusobacterium ssp.), Peptostrptococcus ssp., e Clostridium ssp (BOWLER et al, 2001).

Outrossim, espécies do género Enterococcus tém importante significado na
microbiologia endoddntica. Essas bactérias possuem resisténcia inerente a agentes
antimicrobianos e se ndo controladas podem ser favorecidas pela alteracdo nas condicdes
ecologicas dos canais e estabelecer um processo infeccioso de dificil tratamento.
Representantes desse género, de modo especial, foram relacionados a casos de insucesso no
tratamento endoddntico (MOLANDER et al, 1998, SUNDQVIST et al, 1998).

Além disso, SEN et al (1995), observaram canais radiculares com polpa necrética
densamente invadidos por leveduras e WALTIMO et al, em 1997, detectaram a ocorréncia de
leveduras em 72% de 967 amostras colhidas de canais radiculares com infecgdes
endodonticas persistentes, pertencentes na sua maioria absoluta ao género Candida.

MENIM (1993), reconheceu a resisténcia de uma amostra de Candida albicans a uma
solucdo de &cido citrico a 25%, apds 15 minutos de exposi¢do in vitro, sugerindo que essa
levedura pode ter grande importancia nas patologias resistentes ao tratamento endodontico
convencional.

Portanto, considerando-se 0s microorganismos orais, as bactérias possuem a maior
importancia entre os agentes patogénicos, participando da etiologia de doencas enddgenas
como a cérie, doenca periodontal, patologias pulpares e periapicais (ESTRELA &
FIGUEIREDO, 1999).



Desse modo, quando os canais radiculares sdo invadidos por microorganismos,
encontramos em geral bactérias Gram+ e Gram-, aerobicas e anaerobicas (BIRAL, 1974).

A infeccdo anaerdbica é motivada por bactérias que sdo intolerantes ao oxigénio. A
maioria dessas infec¢es sdo misturas envolvendo mais do que um microrganismo anaerdbico
mas, muitas vezes ocorrem bactérias aerobicas ou facultativas. As bactérias Gram+
(Peptostreptococcus, Clostridium) e Gram- (Bacteroides, Prevotella, Phorphyromonas,
Fusobacterium), s80 0s patdgenos anaerdbicos mais comuns e uma das causas predisponentes
da infec¢cdo anaerodbica produzida pelos microrganismos inclue o fator de viruléncia tais como
toxinas, capsulas e enzimas (colagenase, hialuronidase e outras ) (ROWLAND, 2007).

Por conseguinte, 0s microrganismos anaerébicos Gram negativos apresentam uma
endotoxina que é um polissacarideo composto de acucares polimerizados e lipideos
complexos contendo &cidos graxos. Esta endotoxina também chamada de lipopolissacarideo

(LPS) tem sido vista no nosso tecido como prenuncio de fracasso do tratamento. (Fig.1).
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Figura 1. Molécula do Lipopolissacarideo bacteriano (LPS),FERNANDES, (2005).



Durante o tratamento endodontico existe uma particularidade importante em virtude
da endotoxina (LPS) ser liberada durante a multiplicacdo ou morte bacteriana promovendo
uma serie de efeitos bioldgicos, os quais, conduzem para uma reacdo inflamatdria e
reabsorcdo 6ssea periapical. O lipideo A é a regido da endotoxina responsavel pelos efeitos
toxicos (Fig. 2) (RIETSCHEL & BRADE, 1992, WESTPHAL, 1975, STASHENKO, 1990,
YAMASAKI et al, 1992).
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Figura 2. Molécula do Lipideo A tdxica, FERNANDES, (2005).

Logo, o maior objetivo do tratamento dos canais radiculares de dentes com polpa
necrosada e lesdes periapicais crénicas seria ndo somente a morte bacteriana, mas também a
inativacdo do lipideo A o qual é a porcdo tdxica da endotoxina. No entanto, este objetivo ndo
é conseguido somente com curativos antibacterianos que apenas matam a bactéria, a qual
entretanto, permanece no sistema de canal radicular apds a preparacdo biomecanica,

favorecendo o surgimento das patologias periapicais (LEONARDO et al, 2004).

Do mesmo modo, SAVAFI & NICHOLS (1993) avaliando o efeito do hidréxido de

calcio frente ao LPS bacteriano demonstraram que este composto hidrolisa os lipideos do LPS



bacteriano resultando na liberacdo de acidos graxos livres e amino agucares, inativando sua
toxicidade (Fig. 3).

Figura 3. Molécula do Lipideo A atoxica, Fernandes (2005).

Entretanto, FRANK et al (1979), afirmam que o hidréxido de calcio ndo € o fator
principal para o sucesso do tratamento endodéntico e sim a obliteracdo do sistema de canais
com um material s6lido obturador tal como a Guta —Percha.

No entanto, hoje, o hidréxido de célcio é o medicamento endodéntico de uso mais
comum. Sua eficacia e seu uso ao longo do tempo tem sido provado por meio de diversos
trabalhos (HERMAN 1920 apud ESTRELA 1999,. PANZARINI et al, 2006). O mecanismo
de acdo dessa substancia sobre os microrganismos pode ser explicado pela influencia do pH
no crescimento, metabolismo e divisdo celular da bactéria (HERMAN 1920 apud ESTRELA
1999, ESTRELA & HOLLAND 2003).

O efeito bioldgico do pH na atividade enzimatica da bactéria anaerdbica é proveniente
da acdo que os ions hidroxilas do hidréxido de célcio desenvolvem na membrana
citoplasmatica, em virtude dos sitios enzimaticos serem ai localizados. Esta membrana é
responsavel pela manutencéo das funcdes essenciais tais como: metabolismo, divisdo celular,
crescimento e além disso faz parte do estagio final de formacéo da parede celular, biosintese
de lipideos, transporte de elétrons e fosforizagdo oxidativa. O efeito do pH elevado do
hidréxido de célcio altera a integridade da membrana citoplasmética através de injuria



quimica aos componentes organicos alterando o transporte de nutrientes, ou por meio da
destruicdo dos fosfolipidios ou dos acidos graxos insaturados da membrana citoplasmatica,
através de um processo de peroxidacdo da dupla ligacdo e de uma reacdo de saponificacdo
(ESTRELA et al, 1994, 1995).

Os mecanismos quimicos que podem levar uma bactéria a se tornar resistente, sdo: a
producdo de enzimas que modificam a molécula do agente antibacteriano tornando-o inativo;
a diminuicdo da permeabilidade a entrada do agente antibacteriano; a alteracdo do alvo; a
sintese de novas enzimas que ndo sofrem acdo do agente antibacteriano e a expulsdo do
agente antibacteriano da célula (Bomba de efluxo). A resisténcia bacteriana tem emergido
como um problema de importancia mundial, fazendo com que muitas classes de agentes
antimicrobianos tenham se tornado menos efetiva nos Gltimos anos. Algumas vezes, parte da
emergéncia de resisténcia esta relacionada ao uso intensivo ou inadequado desses compostos,
ocasionando a selecdo de patdgenos resistentes (JONES et al, 1994).

O efluxo ativo de compostos toxicos para fora das células € um mecanismo geral que
as bactérias desenvolveram para se protegerem de sua acdo. Os antibidticos muito usados
clinicamente estdo entre estes compostos, e sua exclusdo de células bacterianas implica na
diminuicdo de sua eficiéncia clinica. Os antibioticos sdo expelidos das células por proteinas
transportadoras de membranas, também conhecidas como bombas de efluxo de drogas. As
bombas de efluxo particularmente interessantes sdo aquelas capazes de expulsar das células
uma grande variedade de compostos estruturalmente relacionados, mas com diferentes modos
de acdo antimicrobial (LOMOVSKAYA et al, 2001). Estas proteinas transportadoras de
membranas sdo chamadas de bombas de resisténcia a multidrogas (RMD) e certamente é um
fator complicante na quimioterapia de infeccdes bacterianas e torna imprescindivel a
identificacdo dos Inibidores da Bomba de Efluxo (IBEs) (VAN BAMBEKE et al 2000 e
2003).

Muitas vezes, modificacOes estruturais sdo realizadas nas moléculas de agentes
antimicrobianos ja utilizados na pratica clinica para que se tornem mais efetivos frente a
microrganismos resistentes. No final dos anos 80, as Fluoroquinolonas (Tab.4), tornaram-se
uma excelente opcdo para o tratamento de infecgbes causadas por bactérias aerobicas Gram
negativas pois além de potentes, essas drogas permitiam a continuacdo do tratamento por via
oral (GALLES et al 1997; PROSSER & BESKID 1995; SADER et al 1992).

BOULOS (1993), avaliando a eficidcia do Fluconazol (Tab.4) no tratamento de
infeccBes fungicas, concluiu que esta droga é eficaz e de baixa toxicidade para tratar

criptocose e candidiase.



LOESCHE et al (1992), afirmam que o Metronidazol (Tab.4) € um agente bactericida
indicado para 0 uso contra um numero restrito de microrganismos anaerébicos, seguro para o
uso humano, e que tem sido amplamente estudado, porém apresenta alguns resultados
contraditorios, que podem ser explicados pela utilizacdo desta droga nos casos onde néo
existe sua indicacdo apropriada ou a infeccdo anaerdbica ndo tenha sido estabelecida por
diagnostico preciso.

Do mesmo modo, SILVA (1998), afirma que dentre as medicacBes sistémicas
utilizadas para combater os microrganismos anaerobicos encontrava-se 0 metronidazol, que
atua interferindo nas vias metabdlicas responsaveis pela transferéncia de hidrogénio,
tornando-se um metabdlito toxico para a célula bacteriana.

Apesar da grande evolucdo da medicina alopatica a partir da segunda metade do
século XX, existem obstaculos basicos a sua utilizacdo pelas populagdes mais carentes, que
vao desde o acesso aos centros de atendimento hospitalares até a obtencdo de exames e
medicamentos. Estes motivos, associados a facil obtencdo e a grande tradicdo do uso de
plantas medicinais, contribuem para sua utilizacdo pelas populacGes dos paises em
desenvolvimento. Em virtude disso, ao longo do tempo tém sido registrados variados
procedimentos clinicos tradicionais utilizando plantas medicinas para tratamento cura e
prevencdo de doencas, sendo uma das formas mais antigas da pratica medicinal da
humanidade. No inicio da década de 1990, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) divulgou
que 65-80% da populacdo dos paises em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais
como Unica forma de acesso aos cuidados basicos de saude ( VEIGA JUNIOR et al, 2005).

Novos agentes farmacologicamente ativos obtidos pela selecdo de extratos de plantas
tém levado a descoberta de muitas drogas clinicamente Uteis no tratamento de patologias
humanas ( CHU 1998; YUNES & CECHINEL 1998).

Avaliando a atividade bacteriana de fitoterapicos comerciais frente a microrganismos
cariogénicos, observou-se, que o Malvatricin apresentou o melhor espectro antimicrobiano
frente a todas as espécies testadas enquanto a Agua Rabelo ndo apresentou atividade
bacteriana. Entretanto, em outro estudo, avaliando os efeitos dos extratos de Ziziphus joazeiro
(joazeiro), Cocos nucifera (coco cravo), Caesalpinia pyramidalis (catingueira), Aristochlia
birotris (milhomen) e a Croton cajucara (sacaca), sobre a microbiota oral de pacientes
portadores de aparelho ortodontico fixo, ALVIANO (2004), demonstrou que com a
identificacdo dos compostos presentes em cada planta, pode-se obter agentes antimicrobianos
mais especificos, eficazes e acessiveis. Por outro lado, BARBOSA et al (2004), demonstraram

a eficacia do extrato aquoso do guarana frente a placa bacteriana dentaria. Do mesmo modo,



em outro estudo, LIMA JUNIOR et al (2005), avaliando o uso de fitoterapicos na saude bucal,
afirmam que no que tange as plantas empregadas na prevencdo, tratamento ou cura das
afeccdes bucais, as mais relevantes sdo a roma, aroeira, cajueiro, malva do reino e malva
corama, utilizadas no tratamento de inflamagdes, odontalgias e processos cicatriciais. Dessa
forma, esses extratos de plantas apresentam atividade anti-cérie, antiinflamatdria, analgésica e
cicatrizante, contribuindo para a prevencdo e cura das patologias bucais (DRUMOND et al,
2004).

Alguns estudos demonstram a eficacia de extratos de plantas frente a microrganismos
que compdem o biofilme bacteriano da placa dental e os efeitos de diferentes extratos vegetais
na aderéncia de Streptococcus mutans a superficie de vidro. De todos os vegetais testados,
somente os extratos de folha de araca, folha da aroeira do sertdo, caule da cancerosa, casca da
candeia, folha da figueira, folha da guajuvira, casca de jacaranda, folha de jacaranda caroba
apresentaram a capacidade de inibir o crescimento bacteriano. Os extratos de figueira e de
jacaranda caroba ndo foram capazes de inibir significativamente os microrganismos no
biofilme. (UENO 2001; ALVIANO 2004; BARBOSA et al 2004; BIANCO 2004; BUFFON
2005; BARRETO et al 2005, MELO et al 2006). No entanto outro estudo, de atividade
antibacteriana contra bactérias presentes na placa dentéria, demonstra que o extrato bruto
etanolico de Aster lanceolatus inibiu 0 crescimento de todos 0s microorganismos testados,
com énfase para a inibicdo da bactéria Staphylococcus aureus superando o resultado obtido

com o controle positivo (DIAS et al, 2005).

Estudo do potencial antimicrobiano in vitro de 7 dentifricos contendo fitoterapicos
(Erva Doce, Melissa, Horteld, Jua, Malva, Propolis, Canela, Menta, Camomila, Salvia, Mirra
e Eucalipto), sobre cepas padrdes e bacterias orais obtidas da saliva demonstrou que somente
as soluc@es puras dos dentifricos apresentaram capacidade antimicrobiana equivalentes contra
as cepas padroes, exceto o Gessy Cristal. Ademais, os dentifricios diluidos a 1:2 apresentaram
acdo antimicrobiana contra as bactérias orais obtidas da saliva, exceto o Parodontax® e
Phillips (controle negativo). Isto demonstra que ja existem cepas de microrganismos
resistentes a determinados dentrificios contendo fitoterapicos e utilizados no combate e
prevencao da cérie dental ou os fitoterapicos ndo sdo ativos contra aqueles microrganismos
(BARRETO et al, 2005).

A atividade antibacteriana de extratos vegetais empregados numa formulacdo obtida
de gel dentrificio ressaltaram provaveis acGes antiinflamatérias (flavonoides) e/ou

antibacteriana (Taninos), porém estudos complementares sdo necessarios para confirmar a
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eficacia deste produto e sua utilizacdo na prevencéo e tratamento das doencas periodontais.
(CORDEIRO et al 2006).

SILVA et al (2006), verificaram in vitro, 0 efeito antimicrobiano de tinturas
fitoterapicas de Salvia(Salvia officinale), Tanchagem (Plantago major) e Ipé-roxo (Tabebuia
s.p.) frente a duas espécies bacterianas causadoras de doenca periodontal (Prevotella
melanogenica e Porphyromonas gingivalis). A Tanchagem e a Salvia demonstraram ter
melhor acdo antibacteriana do que a tintura do Ipé-roxo, assim como BUFFON (2005),
aplicando o extrato de agrido d’agua (Nasturtium officinale ) no controle da placa bacteriana
demonstrou que as diferentes fracOes obtidas a partir do extrato bruto mostraram-se eficazes
na inibicdo do crescimento de diferentes microrganismos presentes na cavidade bucal e na
reducdo da formacdo de placa dentéaria, afirma ainda o autor que a placa dental € um dos
fatores determinantes para o surgimento da céarie e doenca periodontal, justificando dessa

maneira, a utilizacdo de medidas para o seu controle

Conferindo outras atividades bioldgicas dos extratos de plantas para a saude bucal,
observamos que em um estudo de controle da toxicidade in vivo do extrato bruto etandlico
(EBEtOH) de Ottonia martiana Miq., Piperaceae, um arbusto caracteristico da Floresta
Atlantica e conhecido pelos nativos do litoral paranaense como “anestésia”, devido a sua a¢do
anestésica sobre a mucosa oral, CUNICO et al (2004), demonstraram que esta espécie vegetal
ndo causa irritacdo, confirmada pelas auséncias de edema, ressecamento e escaras na mucosa
oral e juncdo labial dos animais testados. Apresentou assim acdo benéfica sem apresentar
sinais clinicos de toxicidade. MICHELIN em 2005, e LIMA et al em 2006 avaliando a
atividade antimicrobiana de extratos de plantas obtiveram resultados satisfatorios de acdo
antimicrobiana frente a véarias cepas de microorganismos, dentre eles, Stafilococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Bacilo subitilis, Proteus sp, Escherichia coli e
Enterobacter sp. Em outro estudo LIMA et al, em 2005 realizaram testes microbiolégicos
frente ao Staphylococcus aureus € demonstraram a eficacia do extrato etanolico da Jatropha
elliptica na inativagdo da bomba de efluxo por meio do composto, piridina penta substituida
(2,6-dimetil-4-fenil-piridina-3,5-acido dicarboxilato de dietila), que atua como inibidor da
bomba de efluxo NorA e MsrA, e restabelece o nivel de concentracdo da droga intracelular.
Em outro trabalho, DELEHANTY, et al, (2007) estudaram a ligacdo e neutralizagdo do
Lipopolissacarideo (LPS), o maior componente da membrana externa das células bacterianas
Gram negativas e causador de graves enfermidades humanas, demonstrando que plantas que

possuem proantocianidinas (PACs) (flavonoides e catequinas), sdo mais potentes na ligacao
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ao LPS, inativando-o, contribuindo desse modo para evitar o surgimento do choque séptico,
pois devido a inativacdo da endotoxina (LPS) bacteriana, ndo existirda uma resposta
imunolodgica desfavoravel para o organismo.

Dentre as plantas estudadas pelo grupo de pesquisa do professor Dr. ANTONIO
EUZEBIO GOULART SANT’ANA do laboratério de produtos naturais do Instituto de
Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas destaca-se a Annona crassiflora
Mart. conhecida popularmente pelo nome de Araticum cortica ou Marolo pertencente a
familia Annonaceae . Essa espécie tem importancia alimenticia e a literatura descreve
propriedades antimicrobianas, antifungicas e bactericidas,(RIBEIRO E PASQUAL, 2005)
(Fig.4). Apresenta constituintes como alcaldides ( Anonaina e Liriodenina), com
propriedades antiparkisoniana, antitumorosa, antibactericida e antifangica, diterpenos
(Anoglabasina-A e Anoglabasina-B) com atividade antitumor, acetogeninas (Araticulina e
Crassiflorina) com atividade citotoxica (CORREA & PENA 1984; LEBOEUF et al 1982;
HOCQUEMILLER et al 1982; SANTOS et al 1994; 1996 e 1996), e outras acetogeninas
(Uvaricina, Squamocina, Squamostatina e Goniocina), HIROSHI (2004) (Tabela 1).

Figura 4. Annona crassiflora Mart. A) Arvore. B) Folhas e fruto. C) Casca Tatagiba
(2007).
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Tabela 1.Classes de compostos encontrados na familia Annonacea.
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Neste presente trabalho avaliaremos a acdo do extrato de planta como agente

antimicrobiano frente a microorganismos da microflora endodéntica, em virtude de observar

os trabalhos desenvolvidos no laboratorio de Pesquisas de Produtos Naturais do 1QB-UFAL.

Em trabalhos anteriores foi demonstrado a acdo larvicida da Annona crassiflora frente ao

mosquito Aedes aegypty, moluscicida frente ao molusco adulto Biomphalaria glabrata e
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antimicrobiana frente a microrganismos, bactérias e fungo ( LIMA 2003,LIMA et al 2005;
LIMA et al; 2006, LIMA et al; 2006, MARQUEZ et al 2005). Sera estudada a acédo
antimicrobiana dos compostos isolados e identificados dos extratos vegetais com a
perspectiva da obtencdo de um coadjuvante eficaz e menos oneroso a ser utilizado na terapia

das infeccOes pulpares e periapicais.
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2 — Revisao da literatura

2.1 - AFAMILIA ANNONACEA

A familia Annonaceae compreende 120 gé€neros, com ocorréncia nas regioes
tropicais e subtropicais em todo o mundo. A maioria dos representantes ¢ constituida
por plantas lenhosas, arvores e arbustos, com folhas inteiras, de disposi¢do alterna
distica e sem estipulas. Possue flores isoladas ou reunidas em inflorescéncias, grandes
ou de tamanho pequeno, hemiciclicas, hermafroditas, diclamideas, com perianto
diferenciado em cdlice e corola, trimero (3 sétalas e 3 pétalas) carnosos. Apresenta
numerosos estames dispostos em espiral e ovario supero com carpelos numerosos em
forma de espiral, livres entre si aporcapicos, com 1 a muitos 6évulos. O fruto apocarpico
baciforme e a semente possui endosperma ruminado. As sementes tém periodo de

germinagdo muito lento. ( LEBOEUF et al, 1982; Joly, 2002; MANNICA, 2003).

2.2- O GENERO ANNONA

O género Annona ¢ composto por varias espécies selvagens conhecidas por
cabega de negro, pinha, anona, ata, cherimoélia, marolo, fruta do conde, pinha azeda,
graviola e condessa (JOLY, 2002). Neste género incluem-se a ata ou fruta do conde ou
pinha (Annona squamosa) cherimolia (Annona cherimola Mill.), condessa (Annona
reticulata L.), graviola (Annona muricata L.), atemdia (Annona cherimola x Annona
squamosa), araticum-do-campo (Annona didica), Araticum-do-brejo (Annona
paludosa), cabeca-de-negro (Annona criacea), Llama (Annona diversifolia) e araticum
ou marolo (Annona crassiflora Mart.). Na medicina popular, algumas espécies tém
propriedades anti-reumatica, anti-helmintica, parasiticida, carminativas e sao utilizadas
no tratamento de febres intermitentes, ulceras, aftas e pitiriase (dermatose) de criancas e
animais. Sao ainda usadas na cultura ornamental e perfumaria; das raizes faz-se cortica
e da madeira, combustivel, ripas, mastros de pequenas embarcacdes, remos € caixotes,

(LEBOEUF et al 1982, JOLY, 2002 MANNICA, 2003, CORREA, 1984.).

2.3 - AESPECIE ANONNA CRASSIFLORA Mart.

A espécie Annona crassiflora Mart. conhecida como araticum ou marolo, ocorre

como um arbusto pequeno, de 1-4 metros, podendo chegar até 8-10 metros de altura;
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caule sempre tortuoso; casca grossa, rugosa, suberosa, de até 3 centimetros de
espessura, fendida longitudinalmente; ramos cinzentos e sulcados; folhas curto-
pecioladas, geralmente elipticas curtamente e obtusamente acuminadas ou arredondadas
no apice, crasso membranosoglaucas e ferrugineo-hirsutas enquanto novas; flores
verdes amareladas e sedosas, interiormente amarelo-ocraceas ou brancas, e pétalas
muitissimo carnosas; fruto baga ovoide-obtusa ou coOnica, amarelo esverdeado e
ferrugiso-tomentosa, com aréolas rombeas de até 18 centimetros de didmetro
longitudinal, contendo polpa branca, comestivel, insipida, de cheiro agradavel e semente
pardo—avermelhada. A casca serve para confeccdo de boias de redes e certas aplicagdes
que se da a cortica, mas que nao exijam impermeabilidade. Tem uma variedade de polpa
vermelha mais doce e mais saborosa, a qual pode ser comida no estado natural e que
também serve para fazer-se bebida refrigerante, ( CORREA & PENA, 1982).

Na tabela 2 encontra-se a classificagdo sistematica do marolo, Annona
crassiflora Mart., segundo RIBEIRO E PASQUAL (2005). Afirmam os autores que na
familia Annonaceae os trés géneros mais importantes sdo a Annona, Rollinia e
Aberonoa. Na tabela 3 para a A. crassiflora esta descrito propriedades antimicrobianas,
antifungicas e antibactericidas. O fruto dessa arvore tipica dos cerrados e cerraddes €

muito apreciado devido ao seu aroma (RIBEIRO E PASQUAL, 2005).

Tabela 2. Classificagao botanica do marolo.

Reino Vegetal
Subreino Embriophyta
Diviséo Spermatophyta
Subdivisdo Angiospermae
Classe Dicotyledoneae
Ordem Ranales
Subordem Magnoliales
Familia Annonaceae,
Subfamilia Annonoideae
Género Annona

Espécie Annona crassiflora Mart.




Tabela 3. Dados Etnofarmacolédgicos de plantas da familia Annonacea e género
Annona relacionados a atividade antimicrobiana

Planta Nome Parte Extrato Compostos Identificados Uso Popular Microrganismo Referéncias
Popular testada (CIM/NIC /ILpg/mL)  bibliogréaficas
Asterante —-mmmemeee- Casca da  Etanolico 2’,3” epoxiasterantina e 2°,  Sonifero Saprolegnia NKUNIA, et al,
asteras raiz 3’dihidroxi asterantina astfzrophora, ¢ 1996.
Rhizoctonia solani
Xylopia ~  —-eeemeeeee- Casca Oleo A-cadinol,  Acetato de Desinfectante Stahyilococus FOURNIER et
longifolia essencial bornila aureus, al, 1993.
Pseudomona
aeruginosa,
Mycobacterium
smegmatis e
Candida albicans
Xylopia - Fruto Nio citado  Acido xilopico Antimicrobiana  Stafilococcus BOAKYE-
aethiopica aureus, Bacillus YIADOM et al,
subtilis,
Pseudomonas 1977
aeruginosa e
Candida albicans
Xylopia Pindaiba Folha e Hexanico Anonaina e Cariofileno Naio citado Nao testada MOREIRA et
emarginata reta Fruto al, 2003.
Xylopia Pidaiba Ramo Dicloromet  Aromadendrano - Nao citado Cladosporium MOREIRA et
brasilienses ano 4B,10a,15-diol cladosporioides al, 2005.
Xylopia sp Pindaiba Nio Nao citado  Acido traquilobanico Condimento Stalococcus TAKAHASHI
branca citado culinario aureus e Bacilo et al, 2006.
subitilis
Annona Cherimélia ~ Folha Hexanico Naio identificados Tratamento de  Stphyilococcus .TAKAHASHI,
cherimodlia tumores aureus e Bacilo 2006.
subitilis(CIM=
100).
Annona Araticum Madeira ~ Madeira Lireodenina (Alcaloide) Anti-reumatico  Nio testada SANTOS et al,
didica do campo e anti-diarreico 2003.
Annona Araticum Casca do  Hexanico Acido(-)Kaur-16-em-19- Utilizada contra  Staphylococcus PADJAMA, et
glabra do brejo caule oico insetos e aureus, al, 1995.
parazitas Pseudomonas
pyocyaneae,
Microsporum
gypseum e
Epidermophyton
flocosum
(CIM=500)
Annona Manirito Ramo Etandlico Anodedienina e Janonacina  Nio citado ILs0=194 COLMAN-
jahnii SAIZARBITO
RIA T. et al,
1999.
Annona Graviola Folha Etandlpco Nao identificados Tratamento de  Staphylococcus LIMA et al,
muricata infeccdes aureus(CIM= 2005
¢ 100).(B. de :
Efluxo)
Annona Araticum Fruto Etanolico Nio identificados Tratamento de Nio citado FENER, 2006.
spinescens do rio ulceras
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Annona Pinha Caule Etandlico - Acido (-) Kaur-16-en-19 Naio citado Nao testado ETSE et al,
reticulata - Acido (-) Kaur-16a-ol 1987

- 14-hidroxi-25- '

desoxirolicinina
Annona Fruta do Folha Etandlico Nao identificados Tratamento de  Nio citado FENER, 2006.
squamosa conde furinculo,

ulceras e aftas

Annona Araticum Folha, Etandlico Nio identificados Antimicrobiano  Stafilococcus LIMA et al,
crassiflora cortica Antidiarreico aureus(CIM =
Mart. Fruto. 100). 2005.
Annona Araticum Madeira  Etanolico Aterosperimidina e Tratamento de Naio testada GONCALVES
crassiflora cortiga *Lireodenina (Alcaldides) picada de cobra et al, 2006.
Mart.
Annona Araticum Casca, Etanolico Fenois (Nao identificados) Anti-diarreico 1Cs¢=4,44 ROESLER et
crassiflora Cortiga Semente 1C5=1,72 al, 2006.
Mart. e Polpa 1C50=8,62
Annona Araticum Semente  Etanolico Lectinas (Nao Coagulante Eritrocitos CARAMORI et
Crassiflora cortica identificados) al, 2004.
Mart.
Annona Araticum Folha Nio citado  Liriodenina, Tratamento da Nao Testada HOCQUEMIL
crassiflora cortiga Anonaina,Asimilobina e dor LER et al,
Mart. Reticulina 1982.

2.4 — ATIVIDADES BIOLOGICAS DE CONSTITUINTES DO GENERO

ANNONA

HOCQUEMILLER et al (1982), avaliando o extrato etandlico das folhas e casca
do caule da Annona crassiflora Mart., isolaram os alcaldides Lirodenina, Anonaina,
Asimilobina e Reticulina que apresentaram atividade analgésica, espasmolitica e

limitada atividade antibacteriana.

Avaliando o extrato EtOAc do caule da Annona reticulata (ETSE et al em 1987),
identificaram os Diterpenos (-) 4cido kaur-16-en-19-oico e (-) 4acido kauran-16a-ol por
comparagao direta com material isolado de Xylopia aethiopica ¢ Xylopia acutifolia,
ambos ja haviam sido relatados anteriormente em outras espécies de Annona e o

sesquiterpeno 4,5-6xido de cariofileno.

Investigando a atividade antimicrobiana de 14 alcaldides benzoquinolinicos

frente aos microrganimos, Streptococcus, Staphylococcus, Bacilos, Lysteria,

Escherichia, Salmonela, Klebsiela, Pseudomonas, Enterobacter, Serratia, Shigella,
Mycobacterium e Candida, VILLAR et al em 1987 demonstraram que a Anolobina foi
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quem apresentou maior atividade antimicrobiana contra as bactérias Gram-positivas,
enquanto a Anonaina, Lisicamina e liriodenina apresentaram menor atividade. A
Candida albicans foi inibida pela Anonaina, Nornantenina e Xilopina. Nenhum dos
alcaloides testados demonstraram ter acdo bactericida contra as bactérias Gram-
negativas.

Analisando a atividade antimicrobiana de alcaldides benzinoquinolinicos da
casca do caule da Annona cherimolia SIMEON et al (1990), demonstraram que os
compostos ndo fenolicos sao mais ativos do que os compostos fendlicos quando existe

uma substituicao similar.

SANTOS & BOAVENTURA (1994), descreveram o isolamento e a
determinacgdo estrutural de uma acetogenina isolada das sementes de Annona crassiflora
Mart. O extrato obtido com éter de petroleo das sementes de Annona crassiflora Mart
foi submetido a particdo entre hexano e metanol (9:1). A fragdo metandlica foi
cromatografada em coluna de gel de silica, e da fracdo eluida com acetato de etila
/metanol (9:1) precipitou um so6lido branco identificado como uma acetogenina bis-
tetra-hidrofuranica denominada crassiflorina que apresentou atividade citotoxica contra

células tumorais humanas.

PADJAMA et al, (1995) demonstrou substancial atividade antimicrobiana ,
antifungica e moderada atividade inseticida, esporicida e citotoxica do extrato hexanico
do caule da Annona glabra L. e isolou o acido kaur-16-en-19 como o principal
constituinte, ao qual atribuiram a responsabilidade pela atividade bioldgica apresentada

pelo extrato cru.

Investigando o extrato etandlico do pé da semente da Annona crassiflora,
SANTOS et al (1996), apoés avaliagdo cromatografica em silica gel 60 isolaram a
Grossamida e a N-trans-caffeoyltyramina e acetogeninas que tém atividade anti-

tumoral, pesticida, antimicrobiana e antiparasitaria.

SANTOS et al, (1996), pesquisando o extrato etandlico do pd da semente da
Annona crassiflora isolou a araticulim, uma acetogenina, bis-tetrahidrofuranica ja
conhecida, que apresentou atividade antitumoral, pesticida, antimicrobiana e

antiparasitaria..
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Analisando o extrato etandlico das raizes da Goniothalamus donnainensis
JIANG et al (1997), isolaram e identificaram dois pares epimericos de acetogeninas de
anonacea, denominadas de goniodonina-trans e 34-epi-trans-goniodonina. Goniodonina
—cis e 34-epi-cis-goniodonina, caracterizadas pela presen¢a de uma y-hidroximetil-y-

lactona que apresentaram atividade citotdxica contra células neoplésicas.

Estudando o extrato das folhas da Annona glabra L. TRUONG et al, (1999),

isolaram o composto TP1 que apresentou uma significativa atividade antibacteriana

KOTKAR et al, (2002) estudando flavonodide, tipo flavonol, do extrato das
folhas da Annona squamosa, demonstraram que este composto tem a¢ao antimicrobiana
contra 0s microrganismos mais comuns de legumes e agdo inseticida contra

Callosobruchus chinensis..

Avaliando o extrato etandlico das folhas Annona crassiflora Mart. FURTADO
& PIMENTA (2002), isolaram 02 alcaldides, sendo 01 aporfinico e outro do tipo
oxoaporfinico, ndo identificados, para os quais atribuem associagao com as atividades

citotoxica, antitumoral, pesticida, antiparasitaria e antimicrobiana.

SANTOS, et al, (2003), analisando o extrato etandlico da madeira da Annona
dioica identificaram varios compostos alcaldoides que apresentaram atividade

antireumatica e antidiarreica.

Avaliando a atividade citotoxica e anticancerigena de 27,7ug/l do extrato bruto
da madeira da Annona crassiflora frente a Artemia salina GONCALVES, (2006), isolou
duas substancias identificadas como dois alcaldides oxaporfinicos, Aterosperimidina e

Liriodenina.

Examinando o extrato etandlico da semente da Annona crassiflora frente as
larvas do mosquito A. aegypti, LIMA, et al, (2006), obteve um composto puro da fragdo

ativa. Esta substancia foi caracterizada como uma acetogenina, a rolicinina.

LUNA, et al, (2006), analisaram o extrato etanolico das folhas da Annona
muricata e identificaram os compostos, annonacin, isoannonacin e goniothalamicin,

acetogeninas que apresentaram atividades moluscicidas.
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2.5 - MICROFLORA ENDODONTICA

Pesquisando a presenca de bactéria WEIGER et al (1995), avaliaram 12 lesdes
periodontais induzidas endoddnticamente e com a presenca de fistula. Vinte dentes do
total de 11 pacientes foram examinados. Observou-se a presen¢a de microorganismos
aerobicos e anaeroObicos, dentre eles, Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacilus,
Pseudomonas, Prevotella, Porphyromonas e Bacteroides. Todas as amostras coletadas
das fistulas e dos canais radiculares continham bactéria. Na maioria dos casos ocorreu a
predominancia de anaerdbicos estritos na microflora do canal radicular. Setenta e uma
colonias foram detectadas nas lesdes extra radiculares. Em nove casos, espécies
encontradas no canal radicular estavam também presentes nas lesoes extraradiculares.
Das espécies detectadas nas fistulas, 14% a 100% também foram encontradas dentro do

canal radicular.

GOMES et al (1996), estudaram a significancia clinica da microflora dos canais
radiculares, especialmente, associada com sinais e sintomas clinicos em 70 dentes
permanentes, sendo que 49 apresentaram raizes simples e um canal. Foram isolados
Peptostreptococcus micros, Prevotella melanogenica, Prevotella oralis, Eucobacterium

aerofaciens, Fusobacterium nucleatum, Prevotella buccae e Prevotella intermedia.

SUNDQVIST et al (1998), averiguando analises microbiologicas de dentes com
tratamento endodontico falho e acompanhando o retratamento, avaliaram 54 canais de
44 dentes assintomaticos e que mostravam radiograficamente a presenca de lesdo Ossea
periapical. Os resultados demonstraram a presenca de Peptostreptococcus micros,
Fusobacterium nucleatumo, Streptococcus parasanguis, Lactobacilus catenaforme,
Candida albicans ,S. intermedius, L. catenaforme, Eucabacterium alactoliticum,
Propianobacterium acnes, P. micros, Streptococcus mitis, P. micros, F. nucleatum,
Streptococus  anginosus,  Eucabacterium  alactoliticum,  Propionibacterium

propicionicum, Bacteroides gracilis e Enterococcus faecalis..

Analisando infeccdes do canal radicular em dentes de camundongos
convencionais (grupo l)e livre de bactéria (germ-free) (grupo 2), SOBRINHO et al
(1998), inocularam isoladamente ou associados as seguintes bactérias: Porfhyromonas
endodontallis, Peptostreptococcus anaerobius, Eucabacterium lentum, Fusobacterium

nucleatum, Escherichia coli e Enterococcus faecalis. Foi inoculado 25ul da amostra
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contendo os microorganismos dentro do canal radicular do Incisivo central inferior do
elemento de cada grupo, ¢ em seguida todos os dentes foram restaurados
provisoriamente. Cinco dias depois todos os dentes foram abertos e o contetido séptico
retirado por cones de papel absorventes foi colocado numa placa contendo agar sangue
+ hemina + menadiona. A placa foi incubada por 05 dias a 37°C em camara de
anaerobiose e¢ os resultados demonstraram crescimento de todos os microorganismos

inoculados isoladamente em ambos os grupos estudados.

ROCHA et al (1998), realizaram um estudo bacterioldgico das lesdes periapicais
avaliando o tecido perirradicular de 30 casos cirtrgicos os quais foram submetidos a
exame microbiologico e histopatologico. Apds a analise bacteriologica foram obtidas
137 cepas bacterianas das 30 lesdes periapicais estudadas. Estavam presentes cocus
Gram-positivos (anaerobios estritos e facultativos), cocus Gram-negativos (anaerobios
estritos), Bacilos Gram-negativos (anaerdbios estritos e aerdbios estritas) e bacilos
Gram-positivos (aerdbios estritos). Dentre essas espécies citadas existiu uma maior
ocorréncia de bactérias anaerdbias estritas 90 (65.7%). Destas, 64 (71,1 %) foram Cocos
e Bacilos anaerdbios estritos Gram-negativos. Nas 30 culturas realizadas, foi observado
que as lesdes apresentavam infecgdes polimicrobianas. Em 22 (73,4%) dos casos houve
associacdo de bactérias anaerobias estritas e facultativas, enquanto em apenas 1 (3,3%)
dos casos houve associacdo exclusiva de bactérias anaerdbias estritas. As infec¢Oes
polimicrobianas foram representadas por no minimo 02 ou no maximo 06

microrganismos isolados por lesdo periapical.

Avaliando o estado microbioldgico de dentes com canais radiculares obturados
e presenca de lesdo periapical MOLLANDER, et al (1998), examinaram 100 dentes
com periodontite apical certificada radiograficamente (grupo P) e 20 dentes sem sinais
de patologia periapical (grupo T). Os resultados demonstraram a presenga de uma
microbiota em 68 dos 100 dentes examinados (grupo P) nos quais 117 espécies foram
reconhecidas. Foram isoladas em 85% dos canais, uma ou duas espécies. Existiu uma
predominancia de anaerdbios facultativos Gram-positivos (69%). A maioria das
espécies isoladas pertencia frequentemente ao grupo dos Enterococcus, os quais foram
encontrados em 32 dentes. No grupo T, 13 espécies foram isoladas em 09 dos 20 dentes
examinados, ocorrendo uma predominancia dos anaerobicos facultativos Gram-
positivos (84,6%). Nos canais radiculares dos dentes de ambos os grupos houve o

crescimento de Candida albicans.
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Pesquisando a flora microbiana em dentes de canais radiculares tratados e
associados com lesdes radioliicidas assintomadticas periapicais, CHEUNG & HO (2001),
investigaram 24 pacientes que ndo tinham recebido nenhuma terapia antibidtica até 03
meses. O resultado da analise microbioldgica de 12 das 18 amostras (67%) mostrou a
presenca de microrganismos. Um total de 22 espécies foram identificadas. O niimero de
espécies obtidas de cada amostra mudou de 0-6. Dentre os microorganismos, foram
identificados o fungo (Candida albicans), Porphyromonas assacarolitica, Pseudomonas
aeruginosa, porém, Streptococcus, Staphylococcus coagulase-negativa e Pseudomonas

ssp., foram os mais frequentemente reconhecidos.

Investigando a identificagdo molecular de microorganismos em infec¢des
endodonticas, ROLPH et al (2001) avaliaram 41 amostras de 24 pacientes . Os pacientes
submetidos ao exame apresentaram periodontite perirradicular cronica com polpa
necrosada (casos novos) ou o tratamento de canal foi julgado apresentando falha (casos
refratarios). Os resultados demonstraram no grupo de casos novos a presenga de
Enterococcus, Lactobacillus, Estreptococcus, Prevotella e Pseudomonas. Os casos
refratarios apresentaram Capnocytofaga, Cytofaga, Eucabacterium, Selenomonas,
Prevotella,  Fusobacterium,  Gemella, = Mogibacterium,  Peptostreptococcus,
Propionibacterium,  Solobacterium, Veillonela e sub-grupos Clostridiaceae,

Esporumosa e Firmicutes.

PETERS, et al (2002), estudando combinacdes de espécies de bactérias nas
infecgdes endodonticas analisaram amostras de canais radiculares de 58 pacientes
através de exames microbiologicos. Todos os dentes estavam assintomaticos ao teste de
sensibilidade, ndo tinham recebido tratamento endodontica anterior € mostravam
evidencia radiografica de perda 6ssea periapical. Os resultados demonstraram que todas
as amostras continham microrganismos cultivados. O niimero de espécie por canal foi
de 4-7. De todas as espécies isoladas, 87% foram de anaerobios estritos. As espécies
bacterianas mais prevalentes foram a Prevotella intermedia, Peptostreptococcus micros
e a Actinomyces odonticulus, presentes respectivamente em 33, 29 ¢ 19% das culturas
dos canais examinados. Outras espécies também estiveram presentes, dentre elas
Prevotella oralis, Prevotella buccae, Prevotella melanogenica, Bacteroides ssp.,

Veilonella e Stafyloccoccus spp.
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Avaliando a prevaléncia de microrganismos em dentes deciduos de humanos
com polpa necrosada e lesdo periapical cronica, PAZELI, et al (2003), examinaram 31
canais radiculares. Os resultados mostraram que os microrganismos anaerobios foram
quantificados em 96,8 % (30 canais) dos casos, os bacilos pigmentados de negro (BPD)
em 35.5% (11 casos), os aerdbios em 29 canais radiculares (93.5%) com o
Streptococcus presente em 30 canais (96,8%) e o Streptococcus mutans quantificado em
15 canais (48.4%). Desse modo, pode-se concluir que a infecgdo em canais radiculares
de dentes deciduos humanos portadores de necrose pulpar e lesdo periapical ¢
polimicrobiana, com grande quantidade de microorganismos e maior prevaléncia de

Streptococcus e microrganismos anaerdbios.

PINHEIRO et al (2003), avaliaram 60 canais radiculares em dente de humanos,
objetivando encontrar microorganismos. Quarenta e um destes dentes apresentavam
necrose pulpar (infeccdo primaria) e 19 apresentavam tratamento endodontico falho
(infecg¢do secundaria) com evidéncia radiografica de periodontite apical. Os resultados
demonstraram um total de 224 microrganismos isolados pertencentes a 56 espécies
bacterianas diferentes. Cada canal apresentou o maximo de 10 espécies bacterianas. Das
bactérias isoladas 70% foram anaerdbio estrito ou microaerdfilo. A microflora do canal
nao tratado dos dentes com periodontite apical foi mista, compreendendo Gram-
negativos e Gram-positivos € em sua maioria microorganismos anaerobios contendo
mais de 03 espécies por canal. Por outro lado anaerobios facultativos e bactérias Gram-
positivas predominaram nos canais com falhas na obturagdo. A bactéria Gram-negativa
esteve presente em 32% das espécies isoladas dos 60 canais enquanto as bactérias
Gram-positivas aconteceram em 67.4% do total isolado. As bactérias mais
frequentemente reconhecidas dos canais radiculares foram: Peptostreptococcus
(58.3%), Streptococcus (53.3%), Prevotella (31.7%), Enterococcus (23.3%), Gemella
(13.3%), Staphylococcus (13.3%), Actnomyces (11.7%), Porfhyromonas (11.7%),
Clostridium 10%), Eucabacterium (10%), Veillonella (10%), Propionibacterium
(6.7%), Bacteroides (5%), Cardiobacterium (3.3%) e Tissierella (3.3%). Apareceram
também, Enterococcus faecalis, Lactobacillus, Bifidobacterium, Neiseria ssp.,

Capnocitofaga ssp. e Tissirella praecuta.

SAINI, et al (2004), afirmam em um estudo microbiolégico que as infecc¢des
cirargicas sdo em sua maioria polimicrobianas, envolvendo aerdbios e anaerobios.

Cento e setenta casos compreendendo: abcessos (51), peritonite secundaria (25), facitis
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necrosante (22) e ferida de tecido desvitalizado (19), foram estudados. Todas as
infeccOes apresentaram uma natureza polimicrobiana € o0s microorganismos mais
comuns isolados foram: Escherichia coli, Stafhylococcus aureus, Klebisiella ssp.,
Pseudomonas aeruginosa, Bacteroides fragillis e Peptostreptococcus ssp. Apareceram
também: Stafhylococcus coagulase negativa, Streptococcus, Proteus ssp., Veillonella
ssp., Eucabacterium ssp., Lactobacillus, Bifidobacterium ssp., Prevotella melanogenica,

Fusobacterium e Mobiluncus ssp.

LEONARDO., et al (2004), estudaram a importancia da endotoxina bacteriana
(LPS) na endodontia. Esse trabalho consistiu numa revisdo literaria abordando as
atividades biologicas da endotoxina bacteriana (LPS) e a importancia de sua inativagao
durante o tratamento de dentes portadores de necrose pulpar e lesdo periapical em
virtude dos microorganismos anaerdbios gram negativos ai presentes possuirem esta
toxina nas suas paredes celulares. Isto ¢ muito importante porque esta endotoxina ¢
liberada quando da multiplicagcdo ou morte bacteriana, causando uma série de efeitos
bioldgicos os quais conduzem para uma reacdo inflamatdria e reabsor¢cao dos tecidos
mineralizados. Além de causar uma reagdo inflamatoria a endotoxina (LPS) adere
irreversivelmente para atuar nos tecidos mineralizados como um potente estimulador de
reabsor¢ao oOssea, atuando na sintese e liberacdo de citocinas as quais ativam os
osteoclastos, tais como IL-1 e TNF, e estimulam a libera¢do de prostaglandinas E2 que
também influenciam os osteoclastos. Portanto, afirmam os autores, que a endotoxina
bacteriana (LPS) esta presente em todos os dentes com necrose pulpar e lesdo periapical
cronica visivel radiograficamente, tendo uma funcdo importante na génese e

manuten¢do da lesdo periapical devido a inducdo da inflamacao e da reabsorcao Ossea.

Estudando a reducdo e persisténcia bacteriana apods tratamentos endodonticos
procedidos, SAKAMOTO et al (2007),. introduziam uma lima tipo K com uma guia
cortante no canal radicular at¢ 1mm aquém do apice do dente de acordo com dados
radiogréaficos, e um suave movimento de limagem foi aplicado. Depois 02 cones de
papel consecutivamente foram colocados no mesmo nivel, para remover o liquido do
canal radicular. A lima cortada e os cones de papel foram transferidos para um meio
apropriado de cultura, amostra (S1). Depois todos os canais foram preparados por
movimentos rotatorios. Em seguida amostras foram colhidas do canal como descrito
anteriormente, amostra (S2). Apos a colocacdo da pasta de hidroxido de calcio no

interior do canal, o dente foi restaurado provisoriamente. Em atendimento posterior,
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depois de se retirar a restauragdo provisoria, procedeu-se a remogao da pasta de
hidréxido de célcio, e em seguida foi obtida a tltima amostra do interior do canal
radicular (S3). Depois da identificacdo molecular realizada os resultados demonstraram
que os canais das amostras pos instrumentagdo (S2) e p6és medicacdo (S3) apresentaram
em 15 casos resultados negativos e nos outros casos apresentaram uma significativa
reducdo de microrganismos entre 99,67% e 99,85% respectivamente em relacdo a
amostra (S1). Afirmam os autores que a bactéria pode persistir no canal radicular apos

os procedimentos de desinfec¢cdo levando o tratamento ao insucesso

2.6 — ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS DROGAS UTILIZADAS NAS
INFECCOES ENDODONTICAS

AVILA-CAMPOS et al (1993), estudando populagdes resistentes de Bacterdides
fragillis obtidas de intestino humano, avaliaram a sensibilidade da bactéria para a
clindamicina, metronidazol, penicilina G e bicloreto de mercurio. Os MICs para os
quatro antimicrobianos foram determinados pelo método de diluicdo em agar. A
concentragdo  das drogas utilizadas foram: clindamicina (4pg/mL, metronidazol
(16pg/mL), penicilina G (16pg/mL) bicloreto de merctrio (4pg/mL). Os resultados
demonstraram que todas as cepas bacterianas foram sensiveis as drogas testadas e os
MICs: clindamicina 0,25ug/mL, metronidazol (2pg/mL), penicilina G (16pg/mL) e
bicloreto de mercurio (16pyg/mL). Os autores definem o MIC como a menor
concentragdo de cada agente antimicrobiano capaz de inibir macroscopicamente o

crescimento bacteriano.

Para avaliacdo da atividade antibacteriana de cimentos de endoddnticos
contendo hidréxido de calcio ou 6xido de zinco frente ao Enterococcus faecalis in vitro,
FUSS et al (1997), utilizaram os cimentos CRCS, Sealapex (hidroxido de célcio) e
Roth’s (6xido de zinco), os quais depois de preparados, foram colocados numa placa
que receberem inoculagdo de 10 pl de suspensdo de Enterococcus faecalis. Apos
incubagio de 1 hora a 37°C a evaporagio da suspensio liquida foi evidente e garantiu
um direto contato entre todas as bactérias e os materiais testados (grupo A). No grupo
B, o inoculo proveniente do grupo A foi introduzido em outras placas, incubado e

depois foi associado aos cimentos. Depois as amostras foram deixadas por 24 hs (
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amostra 24 hs — grupos A-B), ¢ por 07 dias ( amostra 7 dias — grupos A e B) a 37°C.
Os resultados demonstraram que na amostra 24 horas, no grupo A onde o inoculo foi
associado a superficie dos cimentos, os trés materiais mostraram completa inibicdo de
crescimento bacteriano. Na amostra 7 dias (grupo A), somente os cimentos Roth’s e
Sealapex inibiram totalmente o crescimento bacteriano. No entanto, no grupo B,
amostra 24 horas, somente o cimento Roth’s mostrou inibi¢do bacteriana, enquanto que,

na amostra 7 dias (grupo B), apenas o sealapex mostrou inibi¢ao.

BOULOS em (1993), verificando o tratamento pelo Fluconazol de pacientes
imuno-comprometidos com graves infecgdes fungicas, avaliou 108 pacientes. As doses
iniciais variaram de 50 a mais de 400 mg/dia. Dos 108 pacientes, 57 (52.8%) tinham
criptococose, 45 (41.7%) candidiase e 6 ( 5.5%) outras infec¢des fungicas, sendo que
66% dos pacientes eram portadores de AIDS. Dos 57 pacientes com criptococose,
houve acometimento do SNC em 52 (91.2%). Trinta ¢ nove de 43 pacientes com
criptococose (90.7%) e 36 de 39 dos portadores de candidiase (92.3%), curaram ou
tiveram boa evolugdo clinica. A erradicacdo do fungo ocorreu em 19 de 30 casos com
criptococose (63%) e em 21 de 26 casos com candidiase (80.7%) que puderam ser

avaliados.

Demonstrando a atividade in vitro de novos antimicrobianos da classe das
fluoroquinolonas, cefalosporinas e cabapenens, GALES et al (1997), analisaram 569
amostras clinicas isoladas de pacientes. A distribuigdo das espécies foram: Enterobacter
sp., Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella sp, Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas sp., Serratia sp e outros gram negativos. Os
antimicrobianos  testados foram: ciprofloxacina, ofloxacina, levofloxacins,
grepafloxacina, ceftazidima, cefepima, imipenem, meropenem e biapenem. Depois da
analise microbioldgica feita pelo teste de dilui¢do e caldo, observou-se que todas as
espécies bacterianas foram sensiveis a todas as drogas testadas. No que se refere as
fluoroquinolonas, esses compostos promovem sua acdo antimicrobiana inibindo a
enzima DNA girase bacteriana. Nesse estudo todas as espécies bacterianas foram
sensiveis as fluoroquinolonas. Obteve-se uma concentragdo inibitdria minima (MIC)
que variou de 0.03ug/mL para a Grepofloxacina e >4ug/mL para a Ofloxacina,

Grepafloxacina e a Levofloxacina.
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ESTRELA et al (1998), determinaram in vitro o efeito antimicrobiano do
hidroxido de calcio em contato direto contra as bactérias Micrococcus luteu,
Staphylococcus aureus, Fusobacterium nucleatum, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli e Streptococcus sp. Apds analise por meio de esterecomicroscopia,
observou-se que o efeito antimicrobiano do hidroxido de célcio ocorreu apds 12 horas
no M. luteus e Fusobacterium nucleatum, 24 horas no Streptococcus sp, 48 horas na

Escherichia coli e 72 horas no Staphilococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa.

LOTUFO et al (2001), analisando a sensibilidade do Bacteroides forsythus a
antimicrobianos em pacientes portadores de periodontite, afirmam que essas bactérias
além de varios mecanismos de viruléncia produzem as enzimas tripsina ¢ sialidase as
quais podem ser importantes na patogénese da doenca periodontal. Foram realizados
testes de sensibilidade antimicrobiana in vitro (técnica de diluigdo em agar) para 105
cepas de Bacteroides forsythus. De acordo com o teste realizado, o microrganismo

demonstrou ser sensivel ao metronidazol em cem por cento (100%) das cepas testadas.

Investigando a atividade de agentes antibacterianos endoddnticos contra bactéria
anaerobias selecionadas, FERREIRA, et al (2002), utilizaram 4 agentes antibacterianos:
solugdo aquosa de hidréxido de calcio a 10%, digluconato de clorexidina a 2%,
detergente de = mamona a 10% e paramonoclofenol canforado (PMCC). Os
microorganismos utilizados foram: Prevotella nigrescen, Fusobacterium nucleatum,
Clostridium perfringens e Bacteroides fragilis. Determinou-se a concentragdo inibitoria
minima (CIM) e atividade bactericida. Os resultados demonstraram que todos os
agentes antimicrobianos apresentaram atividade, variando para as diferentes espécies
bacterianas, ndo havendo diferengas entre os caldos utilizados. O digluconato de
clorexidina demonstrou a melhor eficiéncia, com os menores CIMs, seguido pelo
detergente de mamona, PMCC e Hidroxido de Calcio. O Clostridium perfringens e o

Bacteroides fragilis foram as espécies mais resistentes aos agentes.

Para verificar in vitro o tempo necessario para o hidréxido de célcio eliminar 5
microrganismos de canais infectados, ESTRELA et al (2003), utilizaram 168 dentes
anteriores de humanos. Foram utilizadas 5 espécies microbianas, Stastaphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Bacilus subtilis e Candida
albicans. Suspensdes dessas bactérias foram utilizadas puras ou mistas. O resultado

indicou uma acdo antimicrobiana da pasta de hidroxido de calcio em 60 dias.
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Para observar o controle de microrganismos por irrigantes endodonticos in vitro
ESTRELA et al (2003), empregaram 4 espécies bacterianas: Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa e Bacillus subtilis e as solugdes
irrigantes: NaOCl a 1%, digluconato de clorexidina a 2%, solu¢do aquosa de Ca(OH);,
solugdo de Ca(OH), + detergente. Depois de obtidas as suspensdes puras e mistas destes
microrganismos, determinada a concentragdo inibitéria minima (CIM) e testada a acao
antimicrobiana apds diferentes tempos de exposigdo direta (5, 10, 15, 20 e 30 minutos)
ante os microorganismos, os resultados revelaram que o hipoclorito a 1% apresentou
MIC igual a 0.1% para Staphylococcus aureus, Enterococcus. faecalis, Pseudomonas
aeruginosa, e Candida. albicans e igual a 1% para o Bacillus. subtilis, e cultura mista.
A clorexidina a 2% mostrou CIM igual a 0,000002% para o Staphylococcus aureus,
0,02 para Enterococcus faecalis, Bacillus subitilis, C. albicans e a cultura mista e 0,002
para Pseudomonas.aeruginosa. A solucdo de hidroxido de calcio a 1% apresentou CIM
superior a 1% para todos os microorganismos testados, com exce¢do da Pseudomonas.
aeruginosa, cujo CIM foi igual a 1%. A solucdo de hidroxido de calcio + detergente
mostrou CIM igual a 4,5 mL para Staphylococcus. aureus, Pseudomonas. aeruginosa,
Bacillus subitilis, Candida. albicans e a cultura mista ¢ superior a 4,5 mL para o
Enterococcus faecalis. No teste de exposicdo direta o hipoclorito de sodio a 1%
apresentou melhor efeito antibacteriano para todos os microrganismos em todos os
periodos experimentais. A clorexidina a 2% foi efetiva sobre Staphylococcus aureus,
Enterococcus. faecalis e Candida albicans em todos os periodos, e inefetivo sobre
Pseudomonas. aeruginosa, Bacillus subitilis e sobre cultura mista. As outras solugdes

ndo mostraram resultados satisfatorios.

JACINTO et al (2003), analisaram canais infectados de dentes sintomaticos e
assintomaticos com periodontite periapical e sensibilidade antimicrobiana de algumas
bactérias anaerdbias. Foram utilizados 48 canais radiculares de 48 pacientes, sendo 29
sintomaticos e 19 assintomaticos. Um total de 218 isolados oriundos de 48 diferentes
espécies microbianas de 19 géneros diferentes foram obtidos. Os testes de sensibilidade
antimicrobiana foram realizados com os antibioticos: amoxilina, amoxilina +
clavulonato, clindamicina, metronidazol, benzilpenicilina, eritromicina, cefaclor e
azitromicina, as quais foram testadas frente a Fusobacterium necfroforum,
Fusobacterium nucleatum, Peptostreptococcus micros, Peptostreptococcus e

Prevotella.. Os resultados demonstraram que canais radiculares de dentes sintomaticos
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abrigaram principalmente microrganismos anaerobios estritos € um maior nimero de
espécies bacterianas do que os dentes assintomaticos. Mais de 70% das bactérias
isoladas eram anaerdbias estritas. Apenas a Amoxilina, amoxilina + clavulonato e

ceflacor foram efetivos contra todas espécies testadas.

PINHEIRO et al (2004), pesquisaram a sensibilidade de 21 Enterococcus
faecalis isolados de canais radiculares obturados de dentes com lesdo apical. Os
seguintes antimicrobianos foram testados: benzilpenicilina, amoxilina, amoxilina-acido
clavulonico, eritromicina, azitromicina, vancomicina, clorafenicol, doxiciclina,
ciprofloxacina e moxifloxacina. Foram realizados os testes de sensibilidade
antimicrobiana com determinacdo da concentracdo inibitoria minima. As especies
foram sensiveis a benzilpenicilina, amoxilina, amoxilina-acido clavuldnico,
vancomicina e¢ moxifloxacin. Este ultimo foi o antibidtico mais ativo contra o
Enterococcus. faecalis. Dos antimicrobianos testados os menos ativos foram a

eritromicina (28,5%) e a azitromicina (14,2%).

ITO et al (2004) analisaram a sensibilidade in vitro aos antifingicos.de cepas de
Candida ssp. isoladas de pacientes com periodontite cronica ¢ de individuos controle.
Um total de 39 isolados de Candida. albicans, 9 de Candida. tropicalis, 2 de Candida
glabra ta ¢ 5 de Candida ssp. de individuos controle foram testadas para sensibilidade
ante drogas antfingicas. Dos pacientes acometidos com periodontites, 30 de Candida
albicans, 2 de Candida tropicalis e 3 de Candida glabrata foram testados. As amostras
fungicas foram submetidas aos testes de sensibilidade para os agentes antifungicos:
anfotericina B, fluconazol, miconazol, cetoconazol e 5 fluorocitosina. Uma amostra de
C. glabrata de pacientes do grupo controle foi resistente ao cetoconazol e uma Candida.
ssp. mostrou-se resistente a anfotericina B, cetoconazol e miconazol. Dentre as amostras
do grupo com periodontite, uma amostra de Candida. albicans foi resistente a 5-
fluorocitosina e ao cetoconazol. A partir dos resultados obtidos concluiu-se que o

fluconazol foi o farmaco mais eficaz contra todas espécies de Candidas estudadas.

CROCCO et al (2004}, identificaram espécies de Candida e sua sensibilidade
antifingica in vitro estudando 100 pacientes com candidiase superficial. Apds o
isolamento e identifica¢do das espécies foram realizados os testes de sensibilidade ante
as drogas antifingicas: cetoconazol, itraconazol, fluconazol e anfotericina B,

determinando-se a concentracdo inibitéria minima (CIM) para cada antifungico. Os
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resultados demonstraram que a Candida albicans foi isolada em 76% dos materiais,
Candida krusei em 19% e Candida tropicalis em 1%. A C. albicans foi a espécie mais
observada e a maioria das amostras de Candida mostraram-se sensiveis aos

antifungicos.

AMORIM et al (2004), averiguando a sensibilidade de alguns microrganismos
orais frente a solugdes de digluconato de clorexidina a 20% e paramonoclorofenol
(PMC) a 98% através da concentracdo inibitoria minima (CIM), utilizaram espécies de
Porphyomonas gengivalis, Porphyromonas endodontalis, Prevotella intermedia,
Prevotella denticola, Prevotella melanogenica, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus
faecalis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans. A concentrac¢do
inibitoéria minima (CIM) das drogas foi determinada pelo método de diluicdo em 4agar,
os resultados demonstraram que o CIM da clorexidina variou de 2.67 a 80.00 pg/mL e o
MIC do PMC variou de 46.67 a 213.33 pg/mL. O mais alto valor de MIC do PMC foi
frente ao Enterococcus faecalis (213.33 pg/mL) e o mais alto valor de CIM da
clorexidina foi para a Pseudomonas aeruginosa (80.0 pg/mL). Devido os CIMs terem
sido mais baixos, o digluconato de clorexidina, pareceu ser mais efetivo do que o PMC

frente aos microorganismos testados.

A eficacia antimicrobiana da clorexidina e duas formulagdes de hidroxido de
calcio (Ca(OH), contra o Enterococcus faecalis, foram avaliadas por SCHAFER &
BROSSMANN (2005) em 30 dentes unirradiculados extraidos de humanos com canais
unicos os quais foram instrumentados, e divididos em 3 grupos de 10 cada. Depois, o
inoculo de Enterococcus faecalis foi inserido dentro do canal radicular. Apds o periodo
de incubacgao, o inoculo foi removido e os canais radiculares foram preenchidos com um
dos trés deferentes desinfetantes: pasta de Ca(OH),, clorexidina ( CHX) a 2% e
mistura de CHX e pasta de Ca(OH),. Dez dentes controle foram preenchidos com agua
rigorosamente padronizada. Os resultados revelaram que a CHX foi significantemente
mais efetiva contra o Enterococcus faecalis do que a pasta de Ca(OH), ou a mistura de
CHX com a pasta de Ca(OH); e que ndo existiu nenhum aumento na eficiéncia quando a

CHX foi adicionada a pasta de Ca(OH)s.

Procedendo a utilizagdo sistémica do metronidazol no tratamento da periodontite
cronica, VERGANI et al (2004), realizaram um estudo utilizando a avaliagdo clinica,

enzimadtica e microbiologica. Depois da avaliacdo microbioldgica realizada por meio do
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teste enzimatica (‘‘Poccket Watch’”) e clinica dos 12 pacientes de 3 grupos os quais
foram assim tratados: grupo I — 22 sitios, foram submetidos somente a raspagem e
alisamento radicular (RAR). Grupo II - 30 sitios, recebeu RAR e 250 mg de
metronidazol e o grupo III — 31 sitios, foi tratado somente com metronidazol. Os
resultados demonstraram que ndo foram observados os efeitos adicionais do uso
sist€émico do metronidazol relativo a condi¢ao microbioldgica dos pacientes, portanto a
utilizagdo desta droga em pacientes com doenga periodontal crénica parece ndo ter

justificativa.

VIANNA et al (2005), avaliaram a sensibilidade de patdégenos endodonticos ao
hidréxido de céalcio combinado com diferentes veiculos. Foram utilizadas pastas do p6
de hidroxido de calcio associado aos seguintes veiculos: agua estéril, glicerina,
paramonoclorofenolcanforado (PMCC), PMCC + glicerina, polietilenoglicol, PMCC +
polietilenoglicol. Os seguintes microorganismos foram utilizados: Candida albicans,
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Porphyromonas gengivalis,
Porphyromonas endodontalis e Prevotella intermedia. Os resultados mostraram que o
tempo para as pastas inibirem os microrganismos aerobios e anaerdbios facultativos foi
de 6 a 24 horas, enquanto que 0os microrganismos anaerdbios estritos foram inibidos
dentro de 30 segundos a 5 minutos. O escore da resisténcia dos microrganismos testados
ante as drogas nesse estudo, foi o seguinte: Enterococcus faecalis > Candida albicans
> Staphyilococus aureus > Porphyromonas gengivalis > Porphyromonas endodontalis

= Prevotella intermedia.

RIBEIRO et al (2006), compararam o efeito antimicrobiano do agregado
trioxido mineral (MTA), hidréxido de célcio e do cimento Portland sobre 4 cepas
bacterianas: Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Bacteroides fragilis e
Enterococccus faecalis. Os resultados evidenciaram que o MTA ¢ o cimento Portland
inibiram o crescimento da Pseudomonas aeruginosa e o hidroxido de calcio foi efetivo
contra a Pseudomonas aeruginosa e o Bacteroides fragilis. Em atmosfera aerdbica o
Enterococus faecalis foi sensivel ao MTA ¢ ao hidroxido de calcio e a Escherichia coli
somente foi sensivel ao hidroxido de calcio. Sob condigdes de anaerobiose os materiais

ndo foram efetivos contra o Enterococcus faecalis e a Escherichia coli.

PANZARINI et al (2006), observaram e compararam o emprego do hidréxido de

calcio, metronidazol e a associagdo de ambos no tratamento de dentes de cdes com
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lesdes periapicais cronicas pos tratamento endodontico, como curativo do canal
radicular. Os dentes foram divididos em quatro grupos experimentais de acordo com o
curativo de demora empregado: Grupo I — controle, sem curativo de demora. Grupo II —
hidréxido de célcio. Grupo III — metronidazol. Grupo IV — hidréxido de calcio
associado ao metronidazol. Passados 15 dias os canais radiculares foram obturados com
cimento Fill canal e apos 90 dias os animais foram sacrificados e as amostras
processadas para analise histologica. Os resultados revelaram que o hidroxido de célcio
forneceu resultados significantemente superiores comparado aos outros grupos
experimentais. Também, os resultados da associagdo do metronidazol e hidroxido de
calcio foram semelhantes aqueles observados para o grupo metronidazol. O pior

resultado obtido foi para o grupo dos canais radiculares sem curativo (controle).

AMORIM et al, (2006), Analisaram a atividade antimicrobiana de diferentes
pastas obturadoras do canal radicular utilizadas em odontopediatria. Os materiais
testados foram pasta Guedes-Pinto (iodoférmio + rifocort + paramonoclofenol
canforado), pasta de 6xido de zinco e eugenol (ZOEP), pasta de hidroxido de célcio +
propilenoglicol, pasta CTZP (clorafenicol + cloreto de tetraciclina + 6xido de zinco e
eugenol) e Vitapex. Os microrganismos utilizados foram: Staphylococcus aureus,
Enterococcus. faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis e Candida albicans.
Foram utilizados 2 métodos de avaliacdo microbiologica, o de exposi¢do direta e o teste
de difusdo em agar. Os resultados demonstraram que o efeito antimicrobiano completo
obtido pelas pastas por meio do teste de exposicao direta, foi efetivo apds 24 horas
frente a todos microorganismos. No teste por difusdo em agar, todos os materiais
induziram a formacdo de zonas de inibicdo que variaram de 6.0 a 39.0 mm, exceto o

Vitapex.

FERNANDES JUNIOR et al (2006), avaliaram a atividade antimicrobiana de
extratos etanolicos de Propolis de Apis mellifera obtidas de trés regides do Brasil
(Botucatu, Urubici ¢ Mossoro), frente aos Staphylococcus. aureus, Enterococcus sp,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans. De um modo geral,
todas as cepas bacterianas e fungicas foram sensiveis aos amostras testadas. No entanto
o Enterococcus faecalis mostrou-se mais sensivel do que a Candida albicans e esta
mais sensivel do que a Pseudomonas aeruginosa, levando-se em consideragdo os

resultados das concentragdes inibitoéria minimas (CIMs) obtidas.
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Tabela 4. Dados etnofarmacolédgicos de drogas utilizadas nas infec¢des endodonticas

DROGA ESTRUTURA uso MICRORGANISMO CIM (pg/mL) REFERENCIAS
MEDICINAL BIBLIOGRAFICAS
Bicloreto de Cl—Hg—Cl Antimicrobiano  Bacteroides fragilis 16 AVILA-CAMPOS et al
Mercurio 1993
Clindamicina Antimicrobiano  Bacteroides fragilis 0,25 AVILA-CAMPOS et al
HC cl 1993
NH—CH
o o . Prevotela nigrencens 0,30 FERREIRA et
Clorexidina Antimicrobiano .
N N Fusobacterium nucleatum 0,30 al, 2002
HN NH N-I-/< » Clostridium perfingens 2,44
Y-NH NH{ Bacterdides fragilis 9,75
HN N
\
a
) ) Candida albicans Nio citado BOULOS, 1993.
Fluconazol HO Antifingi . .
N _N Candida albicans <32 ->64 ITO et al, 2004
¢ N N S co . .
= Candida albicans 0,5 CROCCO et al, 2004
F
Micrococcus lutens )
. Nao citado ESTRELA, et al 1998
Stafilococcus aureus
Fusobacterium nucleatum .
. Nao citado
Pseudomonas aeruginosa
o . Nao citado
Escherichia coli
S . . ,Streptococcus sp 781,25
Hidroxido de QH—Ca—OH Antimicrobiano . FERREIRA et al, 1999
. Prevotela nigrencens 781,25
Calcio i
Fusobacterium nucleatum
- ) 6250,00
Clostridium perfingens
Bacteroides fragilis
g 3125,00
Stafilococcus aureus, > 1%
Enterococcus faecalis. > 1%
,Pseudomonas aeruginosa, 1%

ESTRELA et al, 2003
Bacilo subtilis > 1%
Candida albicans

> 1%



Continuagao da tabela 4.

Metronidazol N Antimicrobiano
/«3\ +O
NN
0]

OH
O O Antimicrobiano

|
Moxifloxacina H |

ocH A

MT g?ontmuacaq da %%bela 4.

Nao cita Antimicrobiano
(0]
F (6{0)
Ofloxacina | Antimicrobiano
(N

AN o L
Paramonoclorofe OH Anmtiicrobiano
nol(PMC)

Cl

Paramonoclorofe 3 a citado
nol (PMC)
Clorexidina Antimicrobiano

Ja citada
Propolis Nio citado Antimicrobiano

E antifungico

Bacterdides fragilis

Bacteroides forsytus

Enterococcus faecalis

Enterococus faecalis
Bacteroides fragilis

Pseudomonasaeruginosa

Prevotela nigrencens
Fusobacterium nucleatum
Clostridium perfingens
Bacteroides fragilis

P.aeruginosa

E.faecalis

Porphyromonas gingivalis
Prevotela intermédia
P.Denticola
Porphyromonas gingivalis

Stafilococcus aureus,
Enterococcus sp.

, Escherichia coli

,P. aeruginosa
Candida albicans

2¢ 4

Nio citado

0,5

Nao citado

0,12->4

340,00
85,00
680,00
340,00

126,67
213,33
194,17
194,17
174,76
194,17

03-1,5
1,1-3.8
7,0-8,5
5,3-6,0
2,1-44

2.7 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE PLANTAS E PRODUTOS

NATURAIS.
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AVILA-CAMPOS et al
1993 ¢ LOTUFO et al,
2001.

PINHEIRO et al, 2004.

RIBEIRO et al, 2006.

GALES, et al,1997.

FERREIRA et al, 2002.

AMORIM et al, 2004.

FERNANDES JUNIOR
etal 2006.

Estudando as atividades biologicas da Annona glabra, PADMAIJA, et al (1995),

avaliaram o efeito antimicrobiano, antifingico, inseticida, esporicida e citotoxico do
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extrato hexanico do caule (ANG) cromatografado em coluna e a recristalizagao levou
ao acido kaur-16-en-19) como um cristal incolor(2g). A atividade antibacteriana do
ANG e do composto 1 foi avaliada e também determinada a concentragdo inibitdria
minima frente as bactérias Staphylococcus piogénico, Bacilus brevis, Salmonella tiphy,
Escherichia coli, Klebsiella aerogena, Pseudomonas piocianeae e Proteus vulgaris e
frente as espécies fungicas, Candida albicans, Aspergillus niger, Penicillium notatum,
Tricofiton mentagrofito, Micrésporo gipseo e Epidermofito floccosum. Staphylococcus
piogénico e Pseudomonas piocianeae foram altamente sensiveis a0 ANG a 500ug/d e a
atividade do composto 1 foi comparada a gentamicina contra Staphylococcus piogénico
e Pseudomonas pioceaneae. A atividade antifingica demonstrou que o ANG inibiu o
crescimento de Aspergillus niger, Penicillium ssp., Tricofito metagrofito, Microsporo
gipseum e Epidermofito flocosum numa concentra,ao de 500ug/m. No entanto a
Candida albicans foi resistente a esta concentragdao. O composto 1 inibiu o crescimento
de Aspergilos, Penicillium e Tricofiton a 50ug/ml, e foi inibidor para Candida albicans
a 100ug/ml.

Investigando a atividade antibacteriana de extratos de plantas, fitofarmacos e
antibioticos frente a bactérias sensiveis e resistentes, NASCIMENTO et al (2000),
utilizaram os estratos de plantas cujos nomes populares sdo: tomilho, alecrim, cravo da
[ndia, jamboldo, erva cidreira, roma, goiaba, sdlvia, manjericio e mil folhas. Estes
extratos foram avaliados frentea 14 espécies microbianas: 1 levedura ( Candida
albicans), 5 bactérias sensiveis (E. aureus, Salmonella coleraesus, Pseudomonas
aeruginosa, Bacilo subtilis, Proteus ssp.) ¢ 8 bactérias resistentes a antibidticos de
ambiente hospitalar ( K. pneumoniae, Shigella ssp., Proteus ssp., Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli e E. aureus).A maioria dos
extratos das plantas foram efetivos para todas as espécies bacterianas testadas dentre
elas, Candida albicans (50%) (Erva cidreira, Roma,Salvia, manjericdo e mil folhas)
Pseudomonas aeruginosa (50%) (Alecrim, Jamboldo, Erva cidreira, Goiaba, Salvia e
MiL Folhas). e Pseudomonas aeruginosa resistente (70%) (Alecrim,Erva cidreira,

Roma, Goiaba, Salvia, Manjericao e Mil folhas).

GEBARA et al (2002), avaliaram a atividade do extrato de propolis contra
bactérias nas doengas periodontais. Nesse estudo utilizou-se o extrato etandlico de
propolis e as seguintes espécies bacterianas: Prevotella intermedia, Prevotella

melanogenica, Porphyromonas gengivalis, Actinobacillus actinomicetemcomitans,
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Capnocitofaga gingivallis, Fusobacterium nucleatum, Candida albicans, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli e Staphylococcus. aureus. Pelo valor de CIM as bactérias
mais sensiveis foram; Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gengivalis, Prevotella
intermedia e Prevotella melanogenica as quais apresentaram o CIM de 0.25ug/mL. As
mais resistentes foram, Candida. albicans,(CIM=12ug/mL) ¢ E.aureus, Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli (CIM=14ug/mL), no entanto todas as bactérias foram

inibidas pela a¢cdo antimicrobiana do extrato de propolis.

CELOTTO et al (2003), analisando a atividade antimicrobiana in vitro de
extratos crus de trés espécies de Miconia (M. albicans, M.. rubiginosa, M.
estenostachia), frente a 4 bactérias gram - positivas, Staphylococcus. aureus, E.
saprofiticus, Enterococcus faecalis, Streptococcus agalactiae, e seis bactérias gram —
negativas, Proteus mirabilis, Escherichia coli, Shigella flexneri, Klebsiela pneumoniae,
Salmonella sp., Pseudomonas aeruginosa, e o fungo Candida albicans, demonstraram
pela medi¢ao dos halos de inibi¢do em torno dos pogos criados e preenchidos com a
solugdo do extrato nas placas de agar inoculadas pelos microorganismos, que o
Enterococcus. faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Escherichia coli e
Salmonella sp., foram resistentes a todos os extratos. No entanto foi ativo contra todas

as outras espécies, inclusive a Candida albicans.

SARTORATTO et al (2004), averiguaram a composi¢do e atividade
antimicrobiana de 6leos essenciais de plantas aromaticas (Menta piperita, M. spicata,
Thymus vulgaris, Origanum vulgare, O. applii, Aloysia triphylla, Ocimum gratissimum
e O. basilicum) usadas no Brasil frente aos microorganismos: Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella choleraesuis, Rodococcus equi, Micrococcus luteus,
Staphylococcus. aureus, E. epidermis, Escherichia coli, Bacilo subitillis, Enterococcus
faecium e Candida. albicans. A concentragdo inibitéria minima foi determinada pelo
método de diluigcdo e os resultados indicam a efetividade destes dleos essenciais (CIM=
0.05-0.50mg/ml) contra Enterococcus faecium e Salmonella cholerasuis. A. triphylla e
O. basilicum apresentaram inibi¢do moderada (CIM=0.6-1.50mg/ml) contra E. aureus
enquanto apenas a A.tryphila e M. piperita foram capazes de inibir moderadeamente a

Candida. Albicans (CIM= 0.80 ¢ 0.74mg/ml) respectivamente.

FERREIRA et al (2004), investigando a atividade antimicrobiana das espécies

brasileiras da Drosera (D.commmunis, D. montana, D. brevifolia, D. villosa var.
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gramogolensis, D. villosa var. villosa, Drosera sp.l, e Drosera sp.2 ) frente aos
microorganismos: Staphylococcus. aureus, Enterococcus faecium, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella choleraesuis, Klebsiella pneumoniae e
Candida albicans. Obteve os melhores resultados com os extratos de D.montana e D.
commmmmunis. Algumas bactérias gram negativas foram resistentes a todos os extratos
(Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Salmonella cholleraesuis), entretanto a

Candida albicans foi sensivel a pelo menos 1 extrato de caca espécie.

LIMA et al (2005) analisaram a atividade de algumas plantas medicinais
brasileiras. Vinte e cinco espécies de 14 familias de plantas foram selecionadas para um
ensaio de atividade anti-bacteriano e 49 extratos foram preparados e testados frente a
Escherichia coli,a uma cepa sensivel de Staphylococcus aureus ¢ uma cepa de
Staphylococcus aureus resistente a Fluorquinolona e a macrolideo. Todas as plantas
estudadas mostraram atividade inibitoria para a cepa resistente de Staphilococcus
aureus e somente 7 foram ativas contra a espécie sensivel de Staphilococcus aureus e
nenhuma atividade antimicrobiana contra a Escherichia coli. Dentre as espécies de
plantas avaliadas, as Annonéceas: Annona crassiflora (extrato etandlico da semente)
mostrou total inibi¢ao para as 3 cepas de Staphilococcus aureus, entretanto o extrato da
folha e do fruto e o extrato da casca do fruto da Annona salzmani, s6 foram efetivos
contra as espécies de Staphylococcus aureus resistentes, no entanto, a Annona muricata
(extrato etandlico da folha) mostrou efetividade antibacteriana apenas frente a cepa

sensivel do Staphilococcus aureus.

SILVEIRA et al (2005), avaliaram a atividade antimicrobiana dos frutos de
Syagrus oleracea e Mauritia vinifera, duas espécies da familia Palmae. Para o teste de
atividade antimicrobiana foram utilizadas cepas de bactérias gram-positivas
(Staphilococcus aureus e Enterococcus. faecalis) e gram — negativas (Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli). Foram testados os extratos etandlicos brutos do
epicarpo/mesocarpo de S. oleracea e de M. vinifera, o extrato hexanico das améndoas
de S. oleracea, as partigoes hexanicas e em acetato de etila do epicarpio/mesocarpo de
S. oleracea, do epicarpo/mesocarpo e mesocarpo/endocarpo de M. vinifera, na
concentragdo de 100ug/ml. Ficou evidenciado que os extratos lipofilicos de S.oleracea
(particdo em hexano do epicarpo/mesocarpo dos frutos e extrato hexanico das
améndoas) apresentaram os melhores percentuais de inibi¢do para as cepas Gram-

negativas de Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. A particdo em hexano
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também apresentou o maior percentual de inibi¢do para Staphylococcus aureus.
Nenhuma das amostras testadas de S. oleracea foi capaz de inibir significantemente a
cepa de Enterococcus faecalis. As particdes em hexano ¢ em acetato de etila do
mesocarpo/endocarpo de M.vinifera foram altamente inibitorias para Pseudomona
aeruginosa e Staphylococus aureus, mas nao foram capazes de inibir significantemente
a cepa de Escherichia coli. O extrato etanoélico bruto do epicarpo/mesocarpo de
M.vinifera inibiu significantemente apenas as cepas Gram-negativas. As parti¢des
lipofilicas do epicarpo/endocarpo de M.vinifera foram mais inibitorias para a cepa de S.
aureus. Nenhuma das amostras testadas foi capaz de inibir significantemente a cepa de

Enterococcus faecalis.

VIEIRA et al (2005), estudaram a atividade antimicrobiana do extrato
hidroetandlico e dos extratos obtidos por particdo do extrato bruto da Struthanthus
vulgaris (erva do passarinho) frente as bactérias: Bacillus cereus, Baillus. subitillis, E.
coli, Klebisiela pneumoniae, Micrococcus luteus, Salmonella typhimurium,
Staphylococcus. aureus, S. epidermis, Pseudomonas aeruginosa e as leveduras
Candida. albicans e Saccharomyces cerevisiase. O sobrenadante do extrato etanolico
produziu os maiores halos de inibicdo (28mm), entre as bactérias atingidas estava a
Pseudomonas aeruginosa, porém essa amostra ndo demonstrou atividade
antimicrobiana contra as leveduras, dentre elas a Candida. albicans. Da amostra de
EHC e das fragoes F1,F2,F3 e F4 testadas ante o Bacillus cereus (Gram-positivo) ¢
Pseudomonas. aeruginosa (Gram-negativa) os maiores halos de inibigdo foram

conseguidos com a fra¢ao F3 butanolica.

Realizando um estudo preliminar da atividade antibacteriana das cascas de
Erytrinia velutina Willd.,, Fabaceae (Leguminosae), VIRTUOSO et al (2005),
utilizaram a fragdo hexanica (FHEX) do extrato etanodlico bruto (EB). A analise
antimicrobiana foi feita frente aos microorganismos: Staphylococus aureus,
Streptococcus pyogenes, Staphylococcus epidermisdis, Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e Salmonella typhimurium. Os
resultados demonstraram que ambas as fracdes testadas (EB) e (FHEX) aprsentaram
alguma efetividade apenas frente ao S. aureus e ao Streptococcus pyogenes entre todas

as bactérias testadas.
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MICHELIN et al (2005), pesquisando a atividade antimicrobiana de extratos
vegetais utilizou folhas de Artemsia absinthium L., Mentha pulegium L., Xanthosema
violaceum Schoott, Syzygium cuminni L., e cascas de Punica granatum L frente aos
microrganismos: Escherichia. coli, Pseudomonas aeruginosa, S. aureus, Candida
albicans e 11 bactérias resistentesa a antibidticos isoladas em ambiente hospitalar :
Staphilococcus aureus (6), Escherichia coli (2), Proteus (1) Pseudomonas aeruginosa
(1) e Enterobacter sp. ( 1 ). Nos resultados foi observado que a forma nao resistente da
Pseudomonas  aeruginosa foi sensivel aos extratos de Xanthosema violaceum
(MIC=140ug/ml), Syzygium cuminii (MIC=160-180ug/ml) e Punica granatum
(MIC=25ug/ml). A forma resistente da Pseudomonas aeruginosa (1) também foi
sensivel aos mesmos extratos apresentando MICs = 140.ug/ml, 120ug/ml e 40ug/ml,
respectivamente. O extrato de Punica. granatum foi o mais efetivo frente as
Pseudomonas aeruginosas testadas, evidenciando MICs os quais variaram de 25 a

40ug/ml. A Candida albicans nao foi sensivel a nenhum dos extratos.

Investigando a atividade antimicrobiana dos constituintes do Arctium lappa
contra microrganismos comumente encontrados em infec¢des endodontica, PEREIRA
et al (2005), utilizaram o extrato bruto das folhas de Arctium lappa, que foi fracionado
por particdo liquido-liquido, levando as fracdes: aquosa, hexanica, acetato de etila e
butanodlica. Os microrganismos utilizados foram: Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtil lis e Candida albicans. Os resultados
dos testes de atividade antimicrobiana revelaram que o Enterococcus faecalis e a
Pseudomonas aeruginosa foram sensiveis as fragdes aquosa, hexanica, acetato de etila e
butandlica. Os melhores resultados obtidos foram da fragao hexanica frente a todos os
microrganismos testados, exceto, a Candida .albicans que nao foi sensivel a nenhuma

fragdo do extrato bruto.

SUFFREDINI, et al, em 2006 estudaram a atividade antibacteriana e citotoxica
de extratos de plantas do Brasil, utilizaram 20 extratos obtidos de 6 diferentes géneros
de Clusiaceae ( Tovomita aff. Longifélia, T. brasiliensis, Clusia columnaris, Garcinia
madruno, Haploclathra paniculata e Caraipa grandifolia). Utilizou-se os seguintes
microrganismos nesse estudo: Staphylococcus. aureus, Enterococcus. faecalis,
Pseudomonas. aeruginosa e Escherichia. coli. A concentragao inibitéria minima (MIC)
foi determinada. Os resultados de acordo com os MICs obtidos demonstraram que todos

os microorganismos foram sensiveis aos extratos. O Enterococcus faecalis mostrou-se
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mais sensivel (MIC= 70-200ug/ml) do que a Pseudomonas aeruginosa (MIC=140-
200ug/ml). O Enterococcus faecalis foi mais sensivel ao extrato de To vomita aff.
Longifolia (MIC=70ug/ml) e a Pseudomonas. aeruginosa foi mais sensivel ao extrato

de Clusia colummaris (MIC=140ug/ml).

LIMA et al (2006), estudaram a atividade antibidtica de algumas plantas
medicinais do Brasil. Nesse estudo, foi utilizado 22 extratos etanolicos de 16 espécies
de plantas, dentre esses, o extrato etandlico da Annona crassiflora Mart. O teste de
avaliagdo antimicrobiano foi realizado frente a varias cepas de Staphylococcus. aureus,
Proteus mirabilis, Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium. fortuitum, e cepas
isoladas de Micrococcus flavus, Bacillus cereus, Bacillus. subitilis, Salmonella
enteretidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marscescens, e
Mycobacterium phle., Candida albicans e Candida krusei. A. Os resultados
evidenciaram que nenhum dos extratos mostrou atividade antimicrobiana contra
algumas das bactérias e leveduras testadas dentre elas a Pseudomonas aeruginosa e a

Candida albicans.

TAKAHASHI et al (2006), testou a atividade antibacteriana de oito plantas da
familia Annonacea do Brasil. Utilizaram 16 extratos, hexanicos (Xilopia frutescens,
fruto, TM1, Xilopia. aromatica, madeira, TM2, Annona crassiflora, folhas, TM3,
Annona. muricata, folhas, TM4, Annona. cherimolia, folhas, TM5), etanolicos (Xilopia.
frutescens, frutos TM6, Xilopia amazonia, madeira, TM7, Xilopia. benthamii, madeira,
TMS, Annona crassiflora, folhas, TM12, e sementes TM13, Annona muricata folhas,
TM14, Annona cherimdlia, folhas, TM15), metandlico (Xilopia. aromatica, madeira,
TM9), benzeno (Annona embotay, madeira, TM11) e cloroféormio (Xilopia amazonia
madeira, TM10). Os microrganismos utilizados foram: Bacillus subitilis, Escherichia
coli, Micrococcus luteus, Pseudomonas aeruginosa e Staphilococcus aureus. Os
resultados demonstraram que apenas 6 dos 16 extratos testados (TM1, TM6, TM7,
TM10, TM11 e TM15) mostraram atividade antimicrobiana contra pelo menos 1 dos
microrganismos testados na concentracdo de 100ug/ml. Todos os extratos foram ativos
frente o Bacillus. subitilis, 3 extratos (TM6, TM1, TM15), foram ativos frente ao S.
aureus, porém nenhum dos extratos foram ativos contra a Escherichia coli,

Micrococcus.luteus e Pseudomonas. aeruginosa.
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WIART (2007), avaliou a atividade antimicrobiana dos extratos (Hexano,

Diclorometano, Metanol e dgua) das raizes da Goniothalamus scortechinii e observou

que apresentaram atividade antibacteriana para o Enterococcus faecalis, Bacilus sp,

Sthafilococcus aureus,

Streptococcus  pneumoniae,

Escherichia coli,

Klebisiella

pneumoniae, Shigella sonnei, Shigella flexneri, Proteus sp e Candida albicans, néo

apresentando atividade antimicrobiana para a Pseudomonas aeruginosa.

Tabela 5. Atividade antimicrobiana de extrato de plantas ¢ produtos naturais.

Nome da Nome Parte Extrato Uso Medicinal Microrganismo/CIM (ug/mL) Reféncias
Planta ou popular testada bibliograficas
Produto
natural
Annona glabra  Araticum do  Casca do Antimicrobiano e Stafilococcus pyogénico, PADJAMA et al, 1995.
brejo caule antiflingico Pseudomonas Piocineae/ 500.
Candida albicans/ 100.
Melissa Erva-cidreira  Naocitado  Etandlico Antimicrobiano Pseudomonas aeruginosa, NASCIMENTO et al,
officinalis Salmonella choleraesuis e 2000.
Klebsiela pneumoniae.
Ocimun Manjericdo Nio citado  Etanoélico Antimicrobiano Pseudomonas aeruginosa NACIMENTO et
basilucum al,2000.
Psidium Goiaba Naéo citado  Etandlico Antifingico e Candida albicans e NASCIMENTO et al,
guajava antimicrobiano Stafilococcus aureus. 2000.
Punica Roma Nio citado  Etanodlico Antimicrobiano Pseudomonas aeruginosa e NASCIMENTO et al
granatum Bacilo subitilis 2000.
Rosmarinus Alecrim Nao citado  Etanoélico Antifingico e Candida albicans e Bacilo NASCIMENTO et al,
officinalis antimicrobiano subtilis. 2000
Syzygyum Jamboldo Nio citado  Etandlico Antifangico e Candida Albicans, NASCIMENTO et al
joabolanum antimicrobiano Stafilococcus aureus, 2000.
Salmonella choleraesuis,
Proteus spp., Klebsiela
pneumoniae,Pseudomonas
aeruginosa e Enterobacter
aerogenes. .
Thymus Tolmilho Naéo citado  Etandlico Antifingico e Candida albicans, Proteus NASCIMENTO et
vulgaris antimicrobiano spp., Pseudomonas  2000.
aeruginosa,
Actinobacilus
Antimicrobiano actinomycetmcomitans e
o . Antifingico Capnocytophaga gingivalis/1,
Propolis e e Etandlico & Prevotella intermédia, .
Prevotella  melanogenica, OEBARA etal, 2002
Porfiromonas gingivalis e
Fusobacterium
nucleatum/0,25
Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli e
Stafilococcus ureus/14,
Candida albicans/14
Miconia ~  —mememeeeeeee Partes Etandlico Antifiingico Candida albicans/0,58-10,7 CELOTTO et al,2003.
stenostachya aéreas
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Miconia
Albicans

Miconia
rubiginosa

Aloysia
Tryphila

Menta piperita

Annonaceas
da floresta
amazodnica

Annona
Salzmannii

Erythrina
velutina Wiild.

Palmae

Sthutantus
vulgaris

Punica
Granatum

Arctium lappa

Tovomita
longifélia off.

Clusia
colunnaris

Xylopia
Frutescens

Annona
Ambotay

Annona
Cherimélia

Pau de

Erva noiva

Hortela
pimenta

Araticum do
rio

Molungu

Bico de
guara

Erva do
passarinho

Romanzeira

Baldrana

Tovomita

Abelha

piranha

Imbira
vermelha

Urucum

Cherimélia

Partes
aéreas

Partes
aéreas

Naio citado

Nio citado

Nio citado

Casca do
fruto

Folhas

Epicarpo e

mesocarpo

Casca

Folha

Folha

Folha

Caule

Fruto

Madeira

Folha

Hexanico

Metilénico

Hexanico

Oleo
essencial

MeOH:CH;C
,1:134
extratos
testados

Etanolico

Hidrometan
olico

Etanolico

Hidroalcodli
co

Hidroalcodli
co

Hidroalcodli
co

MeOH/CHj;
Cl,

MeOH/CHj;
Cl,

Extrato
Etanolico

Extrato
Benzénico

Extrato
Etanolico

Antifingico e
antimicrobiano

Antifingico e
antimicrobiano

Antifungico

Antifingico

Antimicrobiano

Antimicrobiano

Antimicrobiano

Antimicrobiano

Antimicrobiano

Antimicrobiano

Antimicrobiano

Antimicrobiano

Antimicrobiano

Antimicrobiano

Candida albicans/0,8-19,7 e
Stafilococcus aureus/1,53-
16,7

Candida albicans/1,15-20,7 e
Stafilococcus aureus/1,73-
19,0

Candida albicans/ 0.70

Candida albicans/0,74

Stafilococcus auereus

Enterococcus faecalis

Stafilococcus aureus/100

Bacilo Cereus e
Pseudomonas aeruginosa

Stafilococcus aureus 100
Pseudpimionas aeruginosa
Escherichia coli/100

Bacilo cereus e
Stretococcus piogénico

Pseudomonas aeruginosa 25-
40

Enterococus faecalis e
Pseudomonas aeruginosa

Enterococus faecalis/70mL

Pseudomonas aeruginosa/140

Stafilococcus aureus / Bacilo
subitilis/ 100

Stafilococcus aureus / Bacilo
subitilis/ 100

Stafilococcus aureus / Bacilo
subitilis/ 100

CELOTTO et al,
2003.

CELOTTO et al,
2003.

SARTORATTO, et al,
2004..

SARTORATTO et al,
2004.

SUFREDINNI et al,
2004.

LIMA et al, 2005.

VIEIRA et al 2005.

SILVEIRA et al, 2005

VIEIRA et al, 2005.

MICHELIN et al,
2005.

PEREIRA et al, 2005.

SUFREDINNI et al
2006.

SUFREDINNI et al
2006.

TAKAHASHI et al,
2006.
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2.8 — ATIVIDADE BIOLOGICA DE PLANTAS E PRODUTOS NATURAIS NAS

INFECCOES BUCAIS

MARTINEZ et al (1988), compararam os efeitos do propolan (50% de propolis,
propilenoglicol em alcool 95%) e alcool 95% (solucdo placebo) em gengivites cronicas
e em ulceras bucais recorrentes e inespecificas. As conclusdes revelaram que os efeitos
de propolan sobre os germes gram-positivos da placa supragengival levaram a uma
recuperacdo mais rapida e melhor dos tecidos gengivais nas arcadas experimentais que
nas do controle. Os efeitos antimicrobianos, cicatrizantes, anéstesicos € de incremento
da resposta imune local de propolan, como sugerem os autores, pareceram favorecer
uma regressdo mais rapida dos sintomas dolorosos, assim como um melhor efeito
curativo das tlceras bucais do lado experimental comparados com o lado controle.

MAGRO-FILHO & PERRI em (1990), realizaram estudos com 45 ratos para
examinar histologicamente os efeitos da propolis em feridas cirargicas pds extragdes
dentarias (alvéolo) e feridas de pele (uso local). Para este experimento, utilizaram
solugdo hidroalcoodlica a 10% de propolis e solugdo hidroalcodlica pura, aplicados no
alvéolo imediatamente apds a extracdo e sobre a ferida, diariamente, até o periodo de
sacrificio dos animais. Concluiram que a aplicacdo da solugdo hidroalcodlica de
propolis acelerou a epitelizacdao de feridas de pele mas ndo acelerou a cicatrizacdo apos

extracao dentaria.

Estudando a atividade antimicrobiana do flavondide sophoraflavonona G,
isolado de raizes de Sophora exigua, contra bactérias oportunistas periodontopaticas,
SATO et al (1996), demonstraram que a sophoraflavanona G inibiu completamente o
crescimento de Porphyromonas, Prevotella, Actinobacillus, Capnocytophaga,
Fusobacterium e Eubacterium de <0.8-25.0 ug/mL. Staphylococcus and Streptococcus
Gram positivos também foram inibidos de 1.56-3.13 g/mL. sophoraflavanona G

pode ser um potente composto para a prevencao de infec¢des orais.

OTA (1998), estudou a atividade antibacteriana, antifingica ¢ a possivel
atividade anticariogénica da propolis. A atividade antibacteriana e antifingica in vitro
foi estudada utilizando-se sessenta cepas de leveduras do género Candida, 25 cepas de
Streptococcus mutans, 12 cepas de Staphylococcus aureus, seis cepas de
Staphylococcus epidermidis e vinte cepas de Lactobacillus sp. Os estudos in vitro

demonstraram que a propolis possui atividade fungica e antibacteriana evidentes. As
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leveduras apresentam a seguinte ordem decrescente de sensibilidade: C. albicans > C.
tropicalis > C. krusei > C. guilliermondii. As bactérias apresentaram a seguinte ordem
decrescente de sensibilidade: S. mutans > Lactobacillus sp > S. aureus > S.
epidermidis. A atividade anticariogénica foi estudada in vivo em ratos. Foram utilizados
vinte ratos que foram divididos em dois grupos. Um dos grupos recebeu dieta
cariogénica e agua, enquanto que o outro grupo recebeu dieta cariogénica e agua

contendo propolis a Img/ml. A propolis foi eficaz, retardando o processo de céries.

BANDEIRA et al (1999), estudaram a atividade antibacteriana do 6leo essencial
e da resina da Copaire multijuga (Oleo de copaiba) associados ao hidroxido de calcio e
ao 6xido de zinco (Pastas), visando sua introdu¢ao na Odontologia, tendo em vista as
propriedades medicinais deste Oleo. A avaliacdo da atividade antibacteriana foi
realizada pelo Método de Difusdo e pela determinagdo da Concentragdo Inibitéria
Minima e da Concentragdo Bacteriana Minima a frente a Pseudomonas aeruginosa e
Streptococcus mutans. As pastas experimentais apresentaram atividade antibacteriana
frente ao Streptococcus mutans; o Oleo essencial apresentou melhor atividade
antibacteriana do que a resina quando avaliado isoladamente; o Oleo bruto foi

bacteriostatico e bactericida frente ao Streptococcus mutans.

MANARA et al (1999), em uma revisao literaria afirmam que na Odontologia a
propolis foi utilizada em experimentos em algumas 4reas a saber: Endodontia,
Cariologia, Cirurgia Oral, Periodontia e Patologia oral. Em todos os trabalhos
realizados, mostrou-se evidente a atuagdo positiva da Propolis para reorganizagao

tecidual em nivel superficial e agao antiinflamatéria, assim como agao antibacteriana.

BRETZ et al (1999), investigaram as propriedades da propolis em exposigdes
pulpares em ratos, em comparac¢do ao hidroxido de calcio. O autor verificou que em
relagdo a resposta pulpar, ndo houve nenhuma diferenga significativa entre a aplicacdo
da propolis e hidroxido de calcio. Ambos os materiais utilizados para capeamento
pulpar (propolis e hidroxido de célcio) foram comparados com relagdo a reorganizacao
e vasculariza¢do normal da polpa, onde a propolis demonstrou melhor resposta em todas
as categorias comparadas apds 7 dias, exceto para deposicdo de dentina reparadora.
Apos 14 dias, o hidroxido de calcio mostrou-se ligeiramente superior a propolis em
manter uma baixa resposta inflamatoria e estabilizar a populacdo bacteriana, porém
comparando a propolis e hidroxido de calcio com respeito a formagdo de pontes e

reorganizagdo de tecido mole, a propolis foi superior. Os resultados sugerem, que outras
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investigacoes sobre aplicacdo da propolis no tratamento e controle de infecgdes

endodonticas devem ser efetuadas.

Pesquisando a atividade antimicrobiana de algumas plantas medicinais em
alveolites MELO-JUNIOR et al (2000), afirmam que com o desenvolvimento da
fitoterapia, a populagéo carente e os usuarios de tratamentos alternativos, podem contar
com uma nova fonte de medicamentos, a qual promove menor agressao ao organismo.
Nesse trabalho o objetivo foi testar a atividade antimicrobiana de algumas plantas
medicinais ap6s terem sido induzidas alveolites em 10 (dez) ratos (Rattus novergicus
albinus, Wistar). Depois de coletado o material infectado, foram identificadas 8 (oito)
bactérias as quais foram submetidas a testes antimicrobianos. Dentre as substancias
testadas a aroeira (Schimus terebinthipholius), e a lafoensia (Lafoensia pacari)

apresentaram os maiores halos de inibigao.

FARIA et al (2006), avaliaram a atividade antimicrobiana in vitro de extratos
brutos (n-hexano, diclorometano ¢ etanol) de Tibouchina stenoscarpa
(Melastomataceae) frente a microrganismos da cavidade bucal. Utilizou-se os
microrganismos, Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius, Streptococcus
sanguinis, Streptococcus mitis, Streptococcus sobrinus, Enterococcus faecalis e
Lactobacilos casei, por meio do método de microdilui¢do em caldo para determinagdo
da concentragdo inibitiria minima. Os resultados obtidos da CIM demonstraram que o
extrato de diclorometano foi o que apresentou maior efetividade contra o conjunto de
microrganismos Streptococcus mitis, até 250 ug/mL para o Streptococcus sobrinus e
Lactobacilos casei. O Enterococcus faecalis testados, apresentando uma CIM que
variou de 150 pg/mL para o foi o mais resistente, apresentando uma CIM>400 pg/mL

para todas as fragdes testadas do extrato.

Investigando a atividade de agentes antibacterianos endoddnticos contra bactéria
anaerobias selecionadas, FERREIRA et al (2002), utilizaram 4 agentes antibacterianos:
solugdo aquosa de hidroxido de calcio a 10%, digluconato e clorexidina a 2%,
detergente de mamona a 10% e paramonoclofenol canforado (PMCC) . Os
microorganismos utilizados foram: Prevotella nigrescen, Fusobacterium nucleatum,
Clostridium perfringens e Bacteroides fragilis. Utilizou-se a técnica de dilui¢gdo em
caldo (RCM e Brucella suplementado) e determinou-se a concentracdo inibitoria
minima (CIM) e bactericida. Os resultados demonstraram que todos os agentes

antimicrobianos apresentaram atividade antimicrobiana, variando para as diferentes
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espécies bacterianas, ndo havendo diferengas entre os caldos utilizados.O digluconato
de clorexidina demonstrou a melhor eficiéncia, com os menores CIMs, seguido pelo
detergente de mamona, PMCC e hidréxido de calcio. Clostridium perfringens e

Bacteroides fragilis foram as espécies mais resistentes aos agentes.

GEBARA et al (2002), avaliaram a atividade do extrato de propolis contra
bactérias nas doencas periodontais. Nesse estudo utilizou-se o extrato etandlico de
propolis e as seguintes espécies bacterianas: Prevotella intermedia, Prevotella
melanogenica, Porphyromonas gengivalis, Actinobacillus actinomicetemcomitans,
Capnocitofaga gingivallis, Fusobacterium nucleatum, Candida albicans, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli e Stafhylococcus. aureus. Depois de obtidas todas as
colonias em meio de cultura apropriado, obteve-se a concentracdo inibitdéria minima
(CIM). As bactérias mais sensiveis foram; Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas
gengivalis, Prevotella intermedia e Prevotella melanogenica as quais apresentaram o
CIM de 0.25ug/ml. As mais resistentes foram, Candida. albicans,(CIM=12ug/ml) ¢
E.aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli (CIM=14ug/ml), no entanto

todas as bactérias foram inibidas pela a¢do antimicrobiana do extrato de propolis.

Objetivando comparar in vitro, a agdo antimicrobiana dos extratos de Cravo-da-
India (Syzygium aromaticum), Salvia (Salvia officinalis) ¢ propolis sobre a microbiota
da placa dentdria supragengival e saliva ndo estimulada de 25 individuos com
periodontite cronica, FIGUEIREDO et al (2004), utilizaram como controle positivo
Clorexidina a 0,12 por cento e, como controle negativo, agua destilada. Em placas de
icgar TSA avaliou-se a agdo antimicrobiana de cada substancia pura ¢ em diluigdes
seriadas (1 :2, 1 :4, 1 :8). As maiores médias de tamanho de halos de inibigdo foram
obtidas com a Clorexidina, seguida da propolis, Cravo-da-India e Salvia. A Prépolis
apresentou correlagdo com a clorexidina tanto na inibi¢do de amostras de placa dentaria
como da saliva. Além disso, também demonstrou propriedades antimicrobianas
significativas e exibiu maior acdo antimicrobiana sobre a microbiota da placa dentaria

supragengival quando comparada a microbiota da saliva.

DRUMOND et al (2004), avaliando a atividade antibacteriana de produtos
fitoterapicos comerciais frente aos microrganismos cariogénicos: S. mutans (ATCC
2575); S. sobrinus (ATCC 27607); S. sanguis (ATCC 10557) e L. casei (ATCC 4646).
Os produtos utilizados foram: Agua Rabelo® - (A); Malvatricin® - (B); Mel Rosado® -
(C); Apis Flora® - (D); Fitogargarejo® - (E )e Oleo de Copahyba® - (F). Empregou-se
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a técnica de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM); Os produtos fitoterapicos foram
empregados em concentragdes de 100% a 0,19% e os halos de inibicdo mensurados.
Verificou-se para a linhagem S. mutans as CIMs de 0,19%; 12,5%; 1,56%; 3,12% e
0,78% para os produtos B, C, D, E e F respectivamente. Para a linhagem S. sanguis as
CIMs observadas foram de 0,39%; 25%; 1,56%; 6,25% € 0,78% em B, C, D, E ¢ F
respectivamente. Sobre o S. sobrinus apenas o produto B mostrou atividade
antibacteriana na concentragdo de 0,19%. Em relagdo ao L. casei os produtos B, D, E ¢
F apresentaram respectivamente CIMs de 0,19%; 0,78%; 0,78% e 6,25%. O produto B
apresentou os maiores halos frente a todas as linhagens. Concluiu-se que os produtos
tiveram desempenhos variados, tendo o Malvatricin® obtido a melhor CIM frente a
todas as linhagens, bem como os maiores espectros de inibi¢do e Agua Rabelo® nio

apresentou atividade antibacteriana.

Avaliando os efeitos dos extratos de Ziziphus joazeiro (joazeiro), Cocos nucifera
(coco cravo), Caesalpinia pyramidalis (catingueira), Aristochlia birotris (milhomen) ¢ a
Croton cajucara (sacaca), sobre a microbiota oral de pacientes portadores de aparelho
ortodontico fixo, ALVIANO (2004), demonstrou depois de ter sido determinados
concentragdo minima inibitoria, curva de morte e seus efeitos sobre cepas padrdes de
fungos e bactérias e de simulagdes de formagao de biofilmes, que o joazeiro apresentou
resultados insatisfatorios, principalmente contra os microrganismos organizados em
biofilme, ja o coco e a catingueira apresentaram algum efeito inibitério, sendo esses
usados sob fracdo aquosa. O milhomen, utilizado sob fracdo alcodlica, apresentou
resultados surpreendentes, chegando a inibir o crescimento dos microrganismos em 1h,
no teste da curva de morte. A ultima planta, a sacaca foi testada sob fracdo de 6leo
essencial bruto e seu composto principal (linalol) isolado, tendo o 6leo essencial bruto
resultados satisfatorios semelhantes a clorexidina, embora o linalol isolado, tenha obtido
efeitos satisfatorios apenas contra fungos (Candida albicans), o que demonstra com a
identificacdo dos compostos presentes em cada planta, pode-se obter antimicrobianos

mais especificos, eficazes e acessiveis.

BARBOSA et al (2004), avaliaram a atividade do extrato aquoso produzido com
sementes de guarand a 5 e 7,5 por cento sobre a placa bacteriana dentaria, comparando-
o com o gluconato de clorexidina a 0,12 por cento, empregando-se o bochecho como
forma aplicativa. A atividade antiplaca foi determinada segundo do método de Greene e

Vermillion através do indice de higiene oral simplificado em individuos livres de caries
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e doencas periodontais. Os resultados analisados comprovaram estatisticamente a

eficiéncia dos extratos de guarana em relagdo ao controle positivo para p<0,05.

LIMA et al (2004), avaliaram o potencial de acdo antimicrobiano do extrato
aquoso do caule da Schinus terebenthifolius Raddi (aroeira da praia), frente a
Staphylococcus aureus, Streptococcus epidermidis, Bacillus cereus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Candida tropicalis, Criptococcus
neoformans, Trycophyton rubrum, Microsporum canis e Epydermophyton flocosum. O
resultado final foi determinado pela média aritimética dos halos de inibi¢do e
demonstrou que dentre as 11 espécies microbianas ensaiadas, 8 (73%) foram sensiveis
ao extrato aquoso de S. terebenthifolius na concentragdo de 5000ug/mL. Porém a
concentragdo inibitéoria minima (CIM) do produto para algumas cepas foi de

2500ug/mL e, particularmente, a Candida albicans foi sensivel até 1250ug/mL.

BIANCO (2004), Através de um estudo in vitro, avaliou os efeitos de diferentes
extratos vegetais na aderéncia de Streptococcus mutans a superficie de vidro, a sua
atividade antimicrobiana e a influéncia que esses extratos possuem sobre a capacidade
de desmineralizacdo da hidroxiapatita por esses microrganismos. Foram utilizados
Streptococcus mutans e Streptococcus mutans e 5 isolados clinicos obtidos de
pacientes com alto risco a carie e identificados de acordo com suas caracteristicas
bioquimico-fisioldgicas e morfoldgicas. Extratos vegetais, aquosos e hidroalcoolicos, de
casca e folha de angico (Anadenathera falcata), casca e folha de ara¢a (Psidium
cattleianum), caule de arnica do campo (Solidago microglossa), casca e folha de aroeira
do sertdao (Astronium urundeuva), casca de caju (Anacardium occidentale), folha do
caju-acu (Anacardium giganteum), caule de cancerosa (Maytenus ilicifolius), casca ¢
folna de candeia (Vanillosmopsis erythropappa), casca de capitio do campo
(Terminalia argentea), casca e folha de cedro (Cedrela fissilis), casca e folha da figueira
(Ficus enormis), folha da folha de carne (Roupala montana), folha de guajuvira
(Patagonula americana), casca ¢ folha de ipé roxo (Tabebuia impetiginosa), casca de
jacaranda (Platypodium elegans), folha de jacaranda caroba (Jacaranda cuspidifolia),
folna de pau dZalho (Gallepsia gorarema) e¢ folha ¢ casca de pequi (Caryocar
brasiliense) foram preparados. De todos os vegetais testados, somente os extratos de
folha de araca, folha da aroeira do sertdo, caule da cancerosa, casca da candeia, folha da
figueira, folha da guajuvira, casca de jacarandd, folha de jacaranda caroba apresentaram

a capacidade de inibir o crescimento bacteriano. Os extratos de figueira e de jacaranda
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caroba nao foram capazes de inibir significativamente os microrganismos no biofilme.
Observou-se que os extratos que mostraram maior atividade frente as cepas de
referéncia testadas também demonstraram uma maior e mais rapida atividade inibitoria

frente aos microrganismos em estado planctonico e formando biofilmes.

CUNICO et al (2004), tendo como objetivo investigar a toxicidade in vivo do
extrato bruto etanolico (EBEtOH) de Ottonia martiana Miq., Piperaceae, um arbusto
caracteristico da Floresta Atlantica e conhecido pelos nativos do litoral paranaense
como “anestésia”, devido a sua agdo anestésica sobre a mucosa oral. Para tal empregou-
se o teste da irritagdo da mucosa oral. Os resultados mostraram que o EBEtOH desta
espécie vegetal ndo causa irritacdo, confirmada pelas auséncias de edema, ressecamento
e escaras na mucosa oral e jun¢do labial dos animais testados.

Estudando o uso de fitoterapicos na satde bucal, LIMA JUNIOR et al (2005),
analisaram 212 questionarios respondidos por uma determinada populagdo. o
resultado demonstrou que 175 (82,5%) da populacdo utilizava fitoterapicos. No
universo de questionarios aplicados, obteve-se um niimero de 829 citacdes de plantas
empregadas para tratar algum agravo a saude. Dentre essa gama de 829 citagdes,
selecionaram-se as 10 plantas mais prevalentes no estudo, que representaram 55,9%
desse universo, malva do reino, hortela, malva corama, aroeira, camaru, jatoba, mastruz,
eucalipto, papaconha e cidreira. No que tange as plantas empregadas na prevengao,
tratamento ou cura das afec¢des bucais, foram selecionadas como mais relevantes a
roma, aroeira, cajueiro, malva do reino e malva corama, utilizadas no tratamento de

inflamagdes, odontalgias e processos cicatriciais.

Tendo como objetivo avaliar a atividade antibacteriana do extrato etanolico das
partes aéreas de Aster lanceolatus Willd. no controle de bactérias presentes na placa
dentaria, DIAS, et al (2005), verificaram a ac¢do antimicrobiana do extrato bruto
etanolico de Aster lanceolatus frente a microrganismos da microbiota oral tais como,
Streptococcus mutans (ATCC 27175),Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), além de isolados de amostras clinicas de
Pseudomonas sp, Streptococcus pyogenes, Staphylococcus saprophyticus, Proteus
mirabilis, Serratia sp e Streptococcus viridans. Para controle positivo utilizou-se
solucdo de Digluconato de Clorexidina a 0,2%. Os resultados obtidos com o
Digluconato de Clorhexidina eram esperados, pois o mesmo ¢ empregado em

bochechos com o intuito de reduzir a populagdo de bactérias aerdbias e anaerdbias
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presentes na cavidade bucal. O extrato bruto etandlico de Aster lanceolatus inibiu o
crescimento de todos os microorganismos testados, incluindo-se as amostras clinicas,
com énfase para a inibi¢do da bactéria Staphylococcus aureus superando o resultado

obtido com o controle positivo.

Investigando a atividade antimicrobiana dos constituintes do Arctium lappa
contra microrganismos comumente encontrados em infecgdes endoddonticas, PEREIRA
et al (2005), utilizaram o extrato bruto das folhas de Arctium lappa, o qual foi
fracionado por parti¢do liquido-liquido, obtendo-se 4 fases: aquosa, hexanica, acetato de
etila e butanolica. Os microrganismos utilizados foram: Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtillis e Candida
albicans. Em virtude da fra¢ao hexanica ter demonstrado o maior poder de inibi¢ao do
crescimento para a maioria dos microrganismos testados, essa fase foi fracionada em
coluna de silica gel eluida com misturas de hexano:acetato de etila numa ordem
crescente de polaridade, essa fase foi bioautografada em placas de vidro contendo silica
gel, permitindo obter-se o fator de reten¢do (Rf). Os resultados dos testes de atividade
antimicrobiana revelaram que o Enterococcus faecalis e a Pseudomonas aeruginosa
foram sensiveis as fragcdes aquosa, hexanica, acetato de etila e butandlica. Os melhores
resultados obtidos foram da fragdo hexanica frente a todos os microrganismos testados,
exceto, a Candida albicans, a qual nio foi sensivel a nenhuma fragdo do extrato bruto.
As sub-fracdes ndo apresentaram melhores resultados do que a fracdo hexanica,
entretanto a Candida albicans apresentou-se sensivel quando avaliada por meio de

bioautografia mostrando uma variagdo de Rf (0.11-0.39)

Avaliando a aplicagdo do extrato de agrido d’agua (Nasturtium officinale)no
controle da placa bacteriana, BUFFON (2005), avaliou in vitro a eficacia das diferentes
fragdes obtidas do extrato bruto do Nasturtium officinale R. Br frente a solugdo do
digluconato de clorexidina a 0,2% no controle da placa dental. Foram utilizados os
microrganismos, Staphylococcus aureus, Staphyilococcus epidermis, Streptococcus
mutans, Streptococus mitis, Streptococcus pyognes, Pseudomonas aeruginosa e
Candida albicans. Sobre a superficie do meio foram realizadas escavagdes apds o
periodo de incubagdo, foram observados e medidos os halos de inibi¢do. Foi também
testada uma solugao para bochecho contendo extrato hidroalcoolico a 5% de Nasturtium
officinale R. Br. em 17 voluntarios. Concluiu-se que as diferentes fragdes obtidas a

partir do extrato bruto do agrido mostraram-se eficazes na inibi¢do do crescimento de
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diferentes microrganismos presentes na cavidade bucal e mostrou-se eficaz na reducao

da formacao de placa dentaria.

BARRETO et al (2005), estudaram o potencial antimicrobiano in vitro de 7
dentifricos contendo fitoterapicos (erva doce, melissa, hortela, jua, malva, propolis,
canela, menta, camomila, salvia, mirra e eucalipto), sobre bactérias orais obtidas da
saliva e cepas padrdes de S. mutans, S. sanguis e L. casei. Levando-se em consideraco
o controle positivo (dentrificio com triclosan) se constatou que, somente as solugdes
puras dos dentifricos apresentaram capacidade antimicrobiana contra as cepas padrdes
equivalente, exceto o Gessy Cristal. Ademais, os dentifricos diluidos a 1:2 apresentaram
acdo antimicrobiana contra as bactérias orais obtidas da saliva, exceto o Parodontax e

Phillips (controle negativo).

SILVA et al (2006), verificando in vitro, o efeito antimicrobiano de tinturas
fitoterapicas de Salvia, Tanchagem e Ipé-roxo frente a duas espécies bacterianas
causadoras de doenga periodontal. As tinturas e as solu¢des de clorexidina a 0,12%
como grupo controle positivo, ¢ alcool de cereais, utilizado no preparo das tinturas,
como controle negativo, foram diluidas em solucdo salina de 1:2 até 1:128. Foram
utilizadas  cepas de Porphyromonas gingivales e Prevotella melanogenica. Os
resultados demonstraram que a Tanchagem e a Salvia possuem acdo antibacteriana
sobre as duas cepas em teste, assim como a clorexidina. Porém a tintura de Ipé-roxo nao
interferiu no crescimento de P. gingivales, sendo P. melanogenica unica sensivel a esta
tintura. As cepas apresentaram-se resistentes ao alcool de cereais. Conclui-se que as
tinturas de tanchagem e salvia apresentam maior espectro de atuacdo antibacteriana,
quando comparadas a tintura de Ipé-roxo, sendo seu efeito nao influenciado pelo alcool

utilizado na sua fabricacgao.

HAMZA et al (2006), analisaram 65 extratos metanolicos de 56 espécies de 38
familias de algumas plantas da Tanzania (Aloe lateritia Engl.Lannea stuhlmanii Engl.
Sclerocariya birrea Sond,Annona senegalensis Purs.,Strophanthus eminii, Gonatopus
boivinii Hook. F., Balanites aegyptiaca (L.), Kigelia africana L., Cordia africana Lam,
Commiphora pteleifolia Engl., Lobelia giberroa Neumeleg, Cassia abbreviata Oliv.,
Cassia singuena Del, Drymaria cordata, Elaeodendron buchananii, Elaeodendron
schlechteranum, Tagetes minuta L., Coronopus didymus (L.), Cucumis aculeatus Cogn.,

Senecio deltoidea Less , Zehneria scabra (L.F.), Pteridium, linum (L.), Diospyros
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usambarensis F., Agauria salicifolia Oliv., Acalypha fruticosa Forsk., Croton scheffleri
Pax, Euphorbia ucali L., Euphorbia heterophylla L., Jatropha multifida L.,
Spirostachys africana Sonder, Hypericum roeperanum A.ich,,Ocimum asilicum L.,
Ocimum suave Oliv., Strychnos potatorum Gilg., Turraea holstii Gurk, Khaya
anthotheca C., Albizia anthelmintica, Acacia robusta, Acacia nilotica (L.) Ficus sur.,
Rapanea melanophloeus, Indigofera rhynchocarpa Bak.,Erythrina abyssinica Lam.,
Securi daca longipedunculata, Plymbago zeylannica L, Ziziphus pubercens Oliv.,
Clausena anisata Oliv., Zanthoxylum chalybeum L., Hymenidictyon parvifolium,
Salvadora persica L, Sterculia africana, Hysophyllum angweolense, Solanum incanum
L., Rhoicissus tridentata, Cissus petiolata Hook. Cyphostemma hildebrandtii (Gilg)),
utilizadas tradicionalmente no tratamento da candidiase oral. A atividade das plantas
foram testadas frente a Candida albicans, Candida glabrata, Candida parapsilosis,
Candida krusei, Candida tropicalis e Cryptococcus neoformans. Depois da realizagdo
do ensaio de atividade antifiingica por meio do método de microdiluicdo em caldo e da
determinag¢do da concentracdo inibitéria minima (CIM), os resultados demonstraram
que dos 65 extratos de plantas testados, 26 (40%) inibiram completamente o
crescimento de 01 ou mais de 01 fungo testado. Desses 26 extratos, 21 (80%),
mostraram atividade contra o Criptococcus neoformans, e (65%), 16 (61,5%),11 (42%)
e 5 (19%), demonstraram atividade Candida krusei, Candida tropicalis, Candida
parapsilosis, ¢ Candida glabrata, respectivamente. A Candida albicans foi sensivel

somente para 4 (15%) dos 26 extratos de plantas ativos testados.

Analisando a atividade antimicrobiana in vitro do extrato hidroalcodlico de
Anacardium ocidentale L., sobre o Streptoccus mutans, Streptococcus mitis e
Streptococus sanguis, isoladas de biofilme dental, MELO et al (2006), obtiveram a
concentragdo inibitoria minima (CIM) pela técnica de pocgos, por difusdo em agar em
placas Petri, ¢ a concentragdo inibitéria minima de aderéncia (CIMA) da bactéria ao
vidro da placa Petri na presenca de Sacarose. Os resultados demonstraram que a
concentragdo inibitéoria minima (CIM) (inibi¢do aureolar) foi observada em
concentragdes de 12,5 mg/mL para o Streptococcus mutans e 6,12 mg/mL para o
Streptococcus mitis e o Streptococcus. sanguis. A concentragdo inibitéria minima de
aderéncia (CIMA) foi de 0,31 mg/mL para os Streptococcus mutans e mitis a 0,15

mg/mL para o Streptococcus sanguis. Os resultados sugerem que o extrato tem efeito
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antimicrobiano e terapeuticamente podem ser usados em odontologia como agente

antibacteriano.

Observando a atividade antifungica do extrato hidroalcoodlico da folha de
Psidium guajava Linn. (goiabeira) sobre leveduras da cavidade oral, Candida albicans,
Candida tropicalis, Candida stelatoidea e Candida krusei, ALVES et al (2006),
realizaram uma andlise comparativa com o gluconato de Clorexidina a 0,12%. Os
ensaios antifingicos foram realizados pelas técnicas de difusdo em meio solido para a
determinagdo da concentracdo inibitoéria mininma (CIM). A CIM revelou o resultado de
1:32 para a Candida albicans e Candida tropicalis e 1:2 para a Candida stelatoidea ¢
Candida krusei, formando em média, halos de inibi¢do entre 11 ¢ 22 mm. Diante dos
resultados conclui-se que o extrato da folha da Psidium guajava (goiabeira) apresenta a
capacidade de inibir o crescimento de leveduras do género Candida da cavidade oral, o
que sugere a utilizagdo deste extrato como meio alternativo no tratamento das

candidoses orais.

CORDEIRO et al (2006), avaliaram a atividade antibacteriana de extratos
vegetais empregados numa formulagdo obtida de gel dentrificio . Foram incorporados
aos outros componentes dessa formulagdo, mistura de extratos hidroalcodlicos secos e
pulverizados das plantas Rosmarinus oficcinalis (alecrim), Plantago major
(tanchagem), Tabebuia impetiginosa (ipé-roxo), Achillea millefollium (mil-folhas) e
Nasturtium officinale (agrido). Realizou-se também, a avaliagdo farmacogndstica
preliminar das drogas vegetais pulverizadas e dos extratos secos para a identificagdo de
alcaldides, saponinas, antraquinonas e taninos. Os microrganismos utilizados foram o
Staphilococcus aureus, Bacillus subtilis Escherichia coli, Enterococcus faecalis e
Pseudomonas aeruginosa. A concentragdo inibitéria minima foi determinada. Os
resultados mostraram que todas as bactérias estudadas foram inibidas pelos extratos
utilizados, observando-se que as espécies Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis
apresentaram maior sensibilidade. A CIM variou de 312 yg/mL a 1250 pg/mL para os
extratos vegetais e para o gel dentrificio foi de 25 mg/mL. Conclui-se que a formulagao
do gel dentrificio ressaltou provaveis acdes antiinflamatdrias (flavonodides) e /ou
antibacteriana (Taninos), porém estudos complementares sdo necessarios para confirmar
a eficacia deste produto e sua utilizacdo na prevencdo e tratamento das doencas

periodontais.
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Pesquisando a atividade antifungica frente a espécies de Candidas orais
THAMBURAN et al (2006),. compararam a atividade anti-candidal de Tulbaghia
alliacea , Tulbaghia violacea e Allium sativum extraidos por cloroformio e agua. As
concentragdes IC50 de Tulbaghia alliacea foi de 0.007-0.038% (w/v). Ensaios
utilizando S. cerevisiae revelaram que o extrato de T. alliacea foi fungicida, com uma
meia-vida de aproximadamente 2 h. Este efeito inibitorio do extrato da T. alliacea foi
observado via TLC, e pode ser devido a um composto ativo chamado de Marasmicinn.
Esta investigacdo confirmaram que os extratos de T. alliacea exibiram atividade anti-
infectiva contraespécies de Candida invitro. Estudando a ligacdo ¢ neutraliza¢do do
Lipopolissacarideo (LPS), o maior componente da membrana externa das células
bacterianas Gram-negativas, causador de graves enfermidades humanas, por
Proantocianidinas (PACs) de plantas, DELEHANTY et al (2007), avaliaram PACs
(flavondide e epicatequina) em suco de arandos , cha e uvas e demonstraram que
arandos tém a mais potente atividade ligante ao LPS que ¢ contida por meio de uma
fracdo PAC composta de polimeros com uma média de grau de polimerizagao de 21. A
fragdo PAC inibiu modestamente a ligacdo de LPS para células HEK 293 expressando
total complemento de receptores TLR4/MD2 e CDI14, portanto, repelindo
significantemente a endocitose de LDS. A fragdo PAC também inibe a ligacdo LPS-
fator kB de ativacdo nuclear induzido de uma maneira que ndo ¢ facilmente repelido
pelo excesso de LPS. Tal efeito ¢ mediado pela inibi¢do da interacdo do LPS com o
receptor TLR4/MD2 e pelo parcial repelimento do LPS da nteragdo com o receptor
CD14. Nesse estudo, concentragdes de PAC que mediaram efetivamente a

neutralizagdo do LPS obtiveram minima citotoxidade in vitro. \

CAVALCANTE et al (2007), Avaliaram a atividade antimicrobiana do extrato
etandlico da Annona crassiflora Mart., frente a microrganismos da microflora
endodontica. A metodologia utilizada envolveu a preparacdo do extrato etandlico, e
purificacdo acompanhado pelo bioensaio da atividade antimicrobiana. Também foi
determinada a concentracdo inibitéria minima (CIM) das fragdes ativas do extrato da
madeira e da casca da raiz da Annona crassiflora comparando com a concentragdo
inibitoria minima (CIM) das drogas padrdes (Fluconazol, Ofloxacina, Metronidazol) e o
Hidroxido de Calcio utilizadas neste estudo. Os testes de avaliagdo antimicrobiana
demonstraram que as fragdes do extrato etandlico da casca da raiz e madeira da raiz da

A. crassiflora Mart. ndo apresentaram nenhuma agdo antimicrobiana frente ao
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3- PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi de avaliar a acdo antimicrobiana do extrato etandlico da
Annona crassiflora Mart., frente a microrganismos aerébios e anaerdbios, Gram-
positivos e Gram-negativos da microflora endodontica, comparando com as drogas
padrdes utilizadas na terapéutica endoddntica, isolando e identificando os compostos

quimicos responsaveis pela atividade bioldgica.
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4 - MATERIAL E METODOS
4.1 - ETAPA QUIMICA I

4.1.1- ESCOLHA DA PLANTA

A planta escolhida para este trabalho foi a Annona crassiflora Mart., devido
sua acdo antimicrobiana verificada em testes realizados pelo grupo de pesquisa do
professor Dr. Antonio Euzébio Goulart Sant’Ana do laboratdrio de Produtos Naturais
do Institututo de Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas. Foi
demonstrando que o extrato da Annona crassiflora Mart. alem de acéo larvicida frente
ao mosquito Aedes aegypti, acdo moluscicida, possui atividade antimicrobiana e de
inibicdo da bomba de efluxo em cepas resistentes de Staphylococcus aureus (LIMA et
al, 2005, LIMA et al, 2006, LIMA et al, 2006). A coleta e a identificacdo da planta foi
realizada em maio de 2003 no estado de Goias pelo professor Dr. José Elias de Paula da
Universidade de Brasilia (UnB). Uma exsicata encontram-se depositada no herbéario da
UnB sob o numero JEP 3369 (UB).

412 - OBTENQAO DOS SOLVENTES

Os solventes utilizados neste trabalho (Metanol, Etanol, Acetato de Etila,
Cloroférmio e n-Hexano), foram destilados no laboratério do Instituto de Quimica e
Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas a partir de solventes de grau
comercial da marca Herzog, adquiridos da Morais de Castro (Recife — Pe). Os solventes
de grau PA e espectroscopico foram adquiridos da Merck, Aldrich, Carlo-Erba, Grupo

Quimica e VETEC e usados sem tratamento prévio, a ndo ser quando indicado.

4.1.3 - SELECAO DOS EXTRATOS

Para a selecdo foram utilizadas cinco fragfes provenientes do extrato da madeira
da raiz e seis fracbes oriundas da casca da raiz de Annona crassiflora Mart.,
selecionadas do trabalho de tese de LIMA (2003). As fracGes provenientes da selecdo
dos extratos foram comparadas entre si por cromatografia em camada delgada de silica
(0,25mm de espessura) e diferentes misturas de solventes. Para as fracbes da madeira da

raiz: Hexano, Hexano:Cloroformio, Cloroformio, Cloroférmio Acetato de Etila, Acetato
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de Etila, Acetato de Etila:Metanol e Metanol. Para as fragcdes da casca da raiz: Hexano,

Hexano:Acetato, Acetato e Acetato:Metanol.

4.1.4 - PREPARACAO DOS EXTRATOS BRUTOS DA PLANTA

A raiz da Annona crassiflora (1,20 kg) coletada foi separada em casca e
madeira, seca ao ar livre e reduzida a p6, em uma maquina forrageira (mesh 2 mm de
didmetro). O pd da casca e da madeira foram extraidos separadamente com etanol
(95%) a temperatura de (26+1° C) por 03 dias. O processo foi repetido por mais duas
vezes. O solvente foi removido em aparelho rotatério, a baixa pressdo e os extratos
secos obtidos foram armazenados em frascos fechados em congelador a -20°C. Foram

obtidos 67 g do extrato da madeira da raiz e 603 g da casca da raiz.

4.1.5 - PREPARACAO DOS REVELADORES

Para a visualizagdo das placas cromatograficas foram utlizados como
reveladores solucdo acida de Sulfato Cérico [Ce(SO4)] (1) e solucdo de acido
fosfomolibidico (H3[P(MO3010)4]s) em etanol (2). A solucdo 1 foi obtida pela
dissolucéo de 0,7 g de Sulfato Cérico em 20 ml de &gua destilada e depois adicionados a
esta suspensdo 7,0 ml de &cido sulfdrico concentrado (H,SO,4), em seguida completou-
se 0 volume com agua destilada para 100 ml de solucdo. A solucdo 2 foi obtida pela
dissolugdo de 2,5 g de &cido fosfomolibidico (H3[P(M0O3010)4]4).H,O em 20,0 ml de
etanol (CH3CH,OH) completando-se o volume com etanol para 100,0 ml de solucéo.

Ambas as solucdes sdo utilizadas na revelacdo de compostos organicos em geral.

4.1.6 - REVELACAO DAS PLACAS

As placas cromatograficas foram visualizadas por irradiacdo com luz na regido
do ultravioleta (UV) nos comprimentos de onda de 254 e 336 nm, por imersdo em cuba
de iodo e por borrifacdo com a solucdo acida de sulfato cérico ou solucdo etandlica de

4cido fosfomolibidico, seguindo-se aquecimento a 80°C por 10 minutos.

4.1.7 - METODOS CROMATOGRAFICOS
4.1.7.1 - CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA ANALITICA

A comparagéo dos extratos foi obtida por meio de cromatografia em placas de
camada delgada de silica (CCD), utilizando-se gel de silica GF,s4 da Merck. Depois de

obtida a suspensédo de 10.0 g de silica em 22.0 ml de agua destilada, esta, foi espalhada
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nas placas de vidro (10x3 cm) distribuidas num recipiente apropriado por meio de um
espalhador, mecénico com 0,.5 mm de abertura. Em seguida, realizou-se a ativacdo das

placas em estufa a 100°C por uma hora.

4.1.7.2 - CROMATOGRAFIA EM COLUNA
4.1.7.3 - COLUNA CROMATOGRAFICA EM GEL SILICA

Foram utilizadas colunas de diversos tamanhos e diametros para a execucao das
separagdes cromatogréficas. Utilizou-se como suporte o gel de silica G 60 (70 — 230
mesh) da Merck numa quantidade de 20 a 30 vezes a quantidade em massa da amostra a

ser cromatografada.

4.1.7.4 - COLUNA CROMATOGRAFICA EM GEL SEFPHADEX LH 20

A coluna de vidro utilizada continha o suporte empacotado de gel Sephadex LH
— 20, (Pharmacia Fine Chemicals, Upsala - Suécia) e mantido em contato com o
solvente a ser utilizado como fase mével por 24 horas. As amostras foram dissolvidas
em quantidades suficientes da fase mdvel e entdo aplicadas suavemente no topo da

coluna, tendo o metanol como eluente.

4.1.8- OBTENCAO DAS FRAGCOES E SUB-FRAGCOES DO EXTRATO
ETANOLICO DA ANNONA CRASSIFLORA MART. ( MADEIRA DA RAIZ)

4.1.8.1 - FILTRACAO DO EXTRATO BRUTO (67 G)

O extrato etandlico bruto (67 g) da madeira da raiz de Annona crassiflora foi
solubilizado em metanol e incorporado em carvdo ativo (154 g). O pé resultante foi
transferido para um funil de Buchner que continha gel de silica (3 cm de altura) e eluido
com agua:etanol 1:1, acetato de etila, cloroférmio e hexano (1500 mL) de cada eluente.
O solvente foi removido em aparelho rotatorio a baixa presséo fornecendo as fragoes

respectivas (Figura b).
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Annona
crassiflora
Mart.

Ext. bruto
ETOH

R7n

Fracio aquosa Fracao Fragio ETOHY (Fragio ACOEt Fracio Fracdo
X A ETOH:H,O P
Néo ejetou 25.53¢ 3449 CHCl, hexanica
extracao

1:1
28,229 (38.1%) (5,13%) 1,57g 0,07g

(42,12%) : : (2,34%) (0,1%)
F-1 P2 Y F3 F-4 F-5

Figura 5. Diagrama da filtracdo do extrato etanolico bruto da madeira da raiz. As
fracdes obtidas foram comparadas por CCD de silica, eluidas com o sistema
de solvente CHCI3:MeOH 5% e reveladas com Sulfato Cérico.

4182 - FILTRACAO EM GEL DE SILICA DA FRACAO EM
ETANOL:AGUAL1:1 (F-1) (28,229)

A fracdo obtida com etanol:agual:1 (F1) (28,22 g) foi incorporada em gel de
silica e filtrada em gel de silica (3cm de silica) por succdo em um funil de Buchner.
Como solventes foram utilizados, cloroférmio, acetato de etila, metanol e mistura destes
como mostrado na figura 6. Estas fragdes foram comparadas por CCD. Foram reunidas
as fracbes F3AMR e F4AMR e selecionadas para estudo de atividade antimicrobiana as

fragdes FIMR, F2MR e F(3+4)MR. (Figura 6).

Fragdo 1 ElOH:HzO

Sub-fracao Sub-fragdo CHCls Sub-fragdo Sub-fracdo \ Sub_fracdo ACOEt Sub_fragdo ACOEt Su-fragdo ACOEt Su-fragio MeOH
iG] 4.08g CHCI3 ACOEt :MeOH 5% :MeOH10% :MeOH20% 0.79g
S, (F2MR) :ACOEt 1:1 4,229 0.28g 3.63g 1.01g (F8MR)
8,64g 14,45% (géijgp) (FAMR) (F5MR) (FEMR) (FTMR) 2,79%
(FIMR) o 14,95% 0,99% 12,86% as%  3,3,5%
30,6%

Figura 6. Diagrama da filtracdo da fracdo EtOH:H,0 (1:1)(F1) do extrato bruto da
madeira da raiz de Annona crassiflora Mart.
*(FMR)=Fracdo madeira raiz
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4.1.8.3 - FILTRACAO EM GEL DE SILICA DA FRACAO EM ETANOL (F2)
(25,53 g) DO EXTRATO BRUTO DA MADEIRA DE ANNONA CRASSIFLORA
MART.

A fracdo em etanol (25,53 g)(F2) do extrato etandlico bruto da madeira da raiz
da Annona crassiflora (F1) foi incorporada em gel de silica e transferido para um funil
de Buchner, que continha gel de silica (3cm de altura) e eluido com cloroférmio,

acetato de etila, metanol, agua e mistura destes solventes (Figura 7).

Fragio EtOH
25,53¢

Sub-fragdo Sub-fragdo Sub-fragdo Sub-fragdo AcOEI\ Sub-fracdo AcOEt Sub-fragdo Sub-fragdo Sub-fragdo

Hex:CHCl3 CHCls CHCI3 0.73g :MeOH10 % 0.28g AcOEt :MeOH MeOH:H,0
. 4.33g :AcOEt1:1 (F12MR) (F13MR) :MeOH10% 1.39g 0.18g
11 (F1OMR)) 9,699 2,85% 1,09% 1589 (FI5MR) (FI6MR)
7.70g 16,96% (FLIMR) (F14MR) 5,44% 0,70%
(FOMR) 37,95 6,18%
30,16%
J

Figura 7. Diagrama da filtracdo da fragdo em etanol (25,53 g)(F2) do extrato etandlico
bruto da madeira da raiz de Annona crassiflora Mart.
(FMR)=Frac&o madeira raiz

Anélise por CCD destas fracGes permitiu selecionar para estudo de atividade
antimicrobiana as fracdes FOMR, FI0OMR, F11MR e F12MR. (Figura 7).

4.8.1.4 - FILTRACAO DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO (232 g) DA
CASCA DA RAIZ.

O extrato etanolico bruto da casca da raiz da Annona crassiflora (232g) foi
submetido a uma filtracdo em funil de Buchner com solventes de polaridade crescente,
fornecendo seis fracdes. Apds analise por CCD dessas fracdes, selecionamos a FCR4
para estudo, baseado no comportamento cromatografico. A fracdo FCR4 (74g) foi
submetida a cromatografia em coluna com gel de silica (210 g) e eluida com mistura de
solvente hexano/metanol (20%, 30% e 50%). Obtivemos as fracbes FCR4 (2 - 9) e
FCR4 (10 - 12). Em seguida selecionamos para estudo da ac¢do antimicobiana as sub-
fracbes do extrato etandlico da casca da raiz, FCR1, FCR2, FCR3, FCR4(10 al2),
FCR4 (2 a9), FCR5 e FCR6. (Figura 8).
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Sub-fracdo Hex:ACOEt Sub-fracéo Sub-fracéo Sub-fracdo CHCI:AcOEt
11 11

: Hex:AcOEt CHCI3
(FCR1) 20% (FCR3) " g()FC(R;(*J)Q)
FCR2 46 A C (e
129 (FCR2) g 74

589

Sub-fracdo AcOEt
(FCR5) AcOEt:MeO

Sub-fracdo
5%
(FCR®6)
89

Figura 8. Diagrama da filtracdo do extrato etandlico bruto (232 g) da casca da raiz da

Annona crassiflora Mart. (FCR)=Frac&o casca raiz

.4.2 - ETAPA MICROBIOLOGICA |

Os extratos da madeira da raiz (MR) e da casca da raiz (CR) da Annona

crassiflora e suas fragdes que continham o material em quantidade suficiente foram

selecionadas para teste de atividade antimicrobiana (TABELA 7).

Para comparagdo com o0s extratos e frages utilizamos padrdes de antibidticos de

uso comercial indicados para os microrganismos utilizados no trabalho. (TABELA 8)..

Tabela 7. Amostras originadas do extrato bruto etanélico da madeira da raiz (FMR)
e da casca da raiz (FCR) da Annona Crassiflora Mart. utilizados nos testes de

atividade antimicrobiana.
Amostras

1 - Extrato etandlico bruto da madeira da raiz (MR)

2 — Fragdo EtOH - (FMR)

3 — Sub-fragdo EtOH (AcOEt) (FMR 11)

4 — Sub-fracdo EtOH (Hex:CHCl; 1:1) (FMR 8)

5 — Sub-fragdo EtOH (CHCI5:AcOEt 1:1) (FMR 10)

6 — Sub-fracéo EtOH (CHCI;) (FMR 9)

7 - Fragdo EtOH:H,0 1: 1 - (FMR)

8 — Sub-fragdo EtOH:H,0 1:1 (Hex:CHCI;3 1:1) (FMR1)

9 — Sub-fragdo EtOH:H,01:1 (CHCI;) (FMR2)

10 — Sub-fragdo EtOH:H,01:1 (CHCI3:AcOEt 1:1) (FMR3)
11 - Sub-fragdo EtOH:H,01:1 (AcOEt:MeOH 10%) (FMR®6)

12 — Sub-fragdo Hex:AcOEt 20% (FCR2)

13 — Sub-fragdo Hex: ACOEt1:1 (FCR1)

14 — Sub-fragdo (CHCI;) (FCR3)

15 — Sub-fragdo CHCI:AcOEt1:1 (Hex:MeOH 20%) (FCR4 ) (2 a 9)

16 — Sub-fragdo CHCL:AcOEt1:1 (Hex:MeOH 30%) (FCR4) (10 a 12)
17 — Sub-fragdo AcOET (FCR6)

18 — Sub-fragdo AcOEt:MeOH 5% (FCR7)

PESO
9.0 mg (90pg/disco)
9.0 mg (90pg/disco)
9.0 mg (90pg/disco)
9.0 mg (90pg/disco)
9.0 mg (90pg/disco)
9.0 mg (90pg/disco)
9.0 mg (90pg/disco)
9.0 mg (90pg/disco)
9.0 mg (90pg/disco)
9.0 mg (90pg/disco)
9.0 mg (90pg/disco)

9.0 mg (90pg/disco)
9..0 mg (90ug/disco)
9.0 mg (90ug/disco)
9.0 mg (90pg/disco)
9.0 mg (90pg/disco)
9.0 mg (90pg/disco)
9.0 mg (90pg/disco)



Tabela 8. Drogas alopaticas utilizadas como padrfes nos testes de atividade
antimicrobiana

Drogas Peso
19 - Ofloxacina (Discos padronizados) 5 ug/disco
19 — Metronidazol (Lab. Sigma chemical company (USA) 9 mg (180ug/disco)
19 — Fluconazol (Lab. Ativus) 75 mg (750 ug/disco)
20 — Ca(OH); (Lab. VETEC Quimica fina Ltda.) 1.2 mg (24 ug/(disco)

4.2.1 - MICRORGANISMOS UTILIZADOS NOS TESTES

Os microrganismos aerdbios (Enterococcus faecalis e Pseudomonas
aeruginosa), anaerdébio (Clostridium sp) e o fungo (Candida albicans), foram
adquiridos no laboratorio de bioquimica e fisiologia de microrganismos do
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE),
enquanto que os microrganismos anaerobios (Prevotella melanogenica e Bacteroides
fragillis), foram adquiridos junto ao laboratério de microrganismos de referéncia do
departamento de microbiologia do Instituto Nacional de Controle em Saude (INCQS) da

Fundacao Osvaldo Cruz, RJ.(Tabela 9).

Tabela 9. Microrganismos utilizados no ensaio de atividade antimicrobiana.

Microrganismos Ceeas
Enterococcus faecalis ATCC 27212 (IC55144, 1C55068, 1C55258,

IC55671, 1C55995, 1C55295, 1C55259, 1C5354,
1C55195, 1C55918).

Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 39 (IC01, 1C02, 1C03, 1C04, 1CO6,
IC07, IC12, IC17).

Candida albicans IC01, 1C03, 1CO05, 1CO7, 1C08, 1C09, IC10,
IC11, IC15.

Clostridium sp UFPEDA 13

Prevotella melanogenica ATCC 25845

Bacteroides fragillis ATCC 43859

4.3 ETAPA MICROBILOGICA 11

Nessa fase foi realizado a analise da atividade antimicrobiana das amostras
préviamente selecionadas (Tabelas 7 e 8). . Esse estudo foi dividido em duas partes. Na
primeira, foi investigada a atividade antimicrobiana frente aos microrganismos aerébios
pertencentes aos géneros Pseudomonas, Enterococcus e Candida e na segunda parte
avaliamos a atividade antimicrobiana frente aos microrganismos anaerébios dos géneros

Prevotella, Bacteroides, Clostridium.
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4.3.1 - PREPARACAO DAS AMOSTRAS DA ANNONA CRASSIFLORA MART
Dos extratos, fracdes e sub-fracbes da madeira da raiz (FMR) e casca da raiz
(FCR) da Annona crassiflora Mart, foram pesadas 9 mg e solubilizadas em 2 mL de

etanol afim de se obter uma solucéo padronizada com uma concentracgao de 4,5 mg/mL.

4.3.2 PREPARACAO E PADRONIZACAO DOS DISCOS

Discos de papel de filtro de 6 mm de didmetro foram saturados com as solugoes
padronizadas de cada amostra e em seguida o solvente organico (etanol) foi evaporado e
obtido discos com uma concentracdo igual a 90 pg. Discos da amostra de ofloxacina
com 5 pg foram utilizados como padrdes para Enterococcus faecalis e Pseudomonas
aeruginosa. Para Candida albicans foram utilizados discos com 75 pg de Fluconazol e
para 0s microrganismos anaerobios Prevotella melanogenica, Clostridium sp e
Bacteroides fragilis foram utilizados discos com 180 pg de metronidazol. Para todos 0s

microrganismos foram utilizados discos com 24 g de hidréxido de célcio.

4.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA FRENTE AOS
MICRORGANISMOS AEROBIOS.

4.4.1 MICRORGANISMOS

Os microrganismos utilizados neste estudo foram as cepas de Enterococcus
faecalis, ATCC 27212 (1C55144, 1C55068, 1C55258, 1C55671, 1C55995, 1C55295,
1C55259, 1C5354, 1C55195, 1C55918), Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 39 (1CO01,
1C02, 1C03, 1C04, 1C06, 1C07, IC12, IC17) e Candida albicans 1C01, 1C03, 1CO05,
IC07, 1C08, 1C09, IC10, IC11 e IC15. Alguns destes microrganismos mostraram
previamente um fendtipo de resisténcia a diversas drogas antimicrobianas utilizadas em

clinica médica (Tabela 4).

442 CULTURA DOS MICRORGANISMOS

Os microrganismos Pseudomonas aeruginosa e Enterococcus faecalis foram
semeados em Placas de Petri de 90 mm contendo 18 ml de agar Mueller-Hinton
enquanto que a Candida albicans foi semeada em placas de Petri de 90 mm contendo

18ml de agar de Sabouraud.
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4.4.3 PADRONIZACAO DO INOCULO

Os microrganismos foram obtidos a partir de pré culturas de 18 horas a
37°C em caldo de Mueller-Hinton para Enterococcus faecalis e Pseudomonas
aeruginosa ou Sabouraud para Candida albicans. O inoculo foi diluido em
soro fisioldgico de maneira a obter uma opacidade equivalente ao tubo 0,5 da
escala de Mc Farland o que corresponde a 10® unidades formadoras de
colénias (UFC)/mL.

4.4.4 METODO

A atividade antimicrobiana das fracOes e sub-fracbes de Annona crassiflora
Mart. (Madeira e Casca da raiz) frente aos microrganismos Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans foi realizada pela metodologia
preconizada por BAUER & KIRBY (1966). Os discos foram depositados sobre o meio
semeado e incubados a 37°C por 18 horas para Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus
faecalis e incubados a 30°C por 24 horas para Candida albicans.

445 LEITURA
A leitura foi realizada pela medicdo do halo de inibicdo em torno do disco por
meio de uma régua milimetrada com escala de 0,2mm. (Figura 9).

Figura 9 . Fotografia da formac&o do halo de inibi¢éo pelo método de difuséo em &gar, pelo
método do disco.
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4.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA FRENTE AOS
MICRORGANISMOS ANAEROBIOS

4.5.1 MICRORGANISMOS
Os microrganismos utilizados neste ensaio foram Clostridium sp. UFPEDA 13
Prevotella melanogenica ATCC 25845 e Bacteroides fragilis ATCC 43859.

4.5.2 MEIO DE CULTURA
O meio de cultura empregado para crescimento dos microrganismos foi o

Tioglicolato de Sadio fluido (BBL) com redutor de Oxigénio + Hemina + Vitamina K.

4.5.3 PADRONIZAGCAO DO INOCULO

Tubos de ensaio contendo 5mL de caldo com Tioglicolato de Sodio foram
inoculados com 0,1mL de microrganismo afim de obter no final uma concentracio 10’
unidades formadoras de coldnias (UFC)/mL dos microrganismos anaerébios e em

seguida incubados por 24 horas em estufa a 37° C.

4.5.4 METODO

Para avaliar a atividade dos microrganismos anaerobios Prevotella
melanogenica, Clostridium sp e Bacteroides fragilis foi utilizada a metodologia
preconizada por KONEMAM (1997), denominada método de diluicdo em meio liquido
disco de papel de filtro. Utilizou-se para isso 180 discos de papel de filtro de 6 mm.
Apdbs serem embebidos em cada droga, 60 discos continham fracdes e sub-fracdes de
Annona crassiflora Mart. (90ug/disco), outros 60 discos continham metronidazol (180
Mg/disco) e os 60 restantes continham o hidréxido de célcio (24 pg/disco). Depois, trés
discos contendo 90 ug cada das fragcdes e sub-fracdes de Annona crassiflora foram
depositados em tubos contendo o caldo Tioglicolato inoculado com os seguintes
microrganismos anaerébios, Prevotella melanogenica, Clostridium sp, ou Bacteroides
fragilis. Tubos contendo discos com metronidazol ou hidroxido de célcio e uma cultura
controle também foram incluidos no estudo. Estes tubos foram hermeticamente
fechados e incubados a 37°C durante 24 horas. Ap6s o periodo de incubacdo foi
observado a presenca ou ndo de crescimento bacteriano que foi devidamente registrado.
(Figuras 10 e 11)



71

Figural0. Fotografia mostrando auséncia de crescimento microbiano anaerébio.

Figura 11. Fotografia mostrando a presenca de crescimento microbiano anaerébio

455 LEITURA

A leitura foi realizada pela presenca de crescimento visualizada a olho na
através da turbidez do meio.

45 -ETAPA QUIMICAIII
4.6 —OBTENCAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS

Apds a analise antimicrobiana, as amostras mais ativas dos extratos da Annona
crassiflora foram selecionadas para o isolamento do principio ativo e apresentadas na

tabela 10, observando-se a quantidade de material.
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Tabela 10. Amostras selecionadas para a obtencédo dos principios ativos apds a analise

antimicrobiana.
Amostras

Acao antimicrobiana ante:

08 — Fracdo EtOH:H,0 1:1 (Sub-fracdo Hex:CHClI; 1:1) (MR)

10 - Fracdo EtOH:H,0O 1:1 (Sub-fragdo CHCI5:AcOEt 1:1) (MR)

12 — Fracdo Hex:AcOEt 20% (CR)

P. Melanogenica, Clostridium sp., e B. Fragillis.

Candida albicans(halo 12), Pseudomonas.
aeruginosa.(halo 09), Prevotella. melanogenica e

Bacteroides. Fragillis

Pseudomonas aeruginosa (halo 13), Prevotella

melanogenica, Clostridium sp, e Bacteroides fragillis.

4.6.1 — ISOLAMENTO DOS COMPOSTOS QUIMICOS

As amostras selecionadas para esta etapa de trabalho de acordo com a atividade

demonstrada anteriormente e a quantidade de material disponivel foram as seguintes:
FMR8 (madeira da raiz), FMR10 (madeira da raiz) e FMR12 (casca da raiz).

O isolamento dos compostos quimicos das fragcdes selecionadas foi realizado

através de cromatografia em CCDA, colunas de gel silica e gel de Sephadex (Figuras 2,

13 e 14).

Amostra 08
Extrato bruto EtOH (MR)
FracdoEtOH:H,0 1:1 (8g)
Sub-fracio Hex:CHCI. 1:1 (1.736a)

( Amostra 08 (1) )
Sub-fragdo Hex:CHCI; 1:1
F8526 (1.3580)

& J
( Amostra 08 (2) )
Sub-fracdo Hex:CHClI; 1:1
F8S35 (0.3429)

- J

Figura 12 . Diagrama mostrando as fragdes purificadas da amostra 08.
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Amostra 10
Extrato bruto EtOH (MR)
FragdoEtOH:H,0 1:1 (8g)
Sub-fracdo CHCI3:AcOEt 1:1 ((0.6249)

Amostra 10 (3)
Sub-fragdo CHCI3:AcOEt 1:1
F10S20 (0.117g)

Figura 13 Diagrama mostrando as frac6es purificadas da amostra 10

S
Hex:AcOEt 20%
(18.350)

xxxxxxxxx

J
Figura 14 Diagrama mostrando as fracdes purificadas da amostra 12.

4.7- ETAPA MICROBIOLOGICA III

Depois do isolamento dos compostos quimicos todas as fragdes purificadas
obtidas foram testadas frente a todos os microrganismos para determinacdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM) exceto, o Enterococcus faecalis, o qual ndo

apresentou qualquer sensibilidade frente aos extratos estudados anteriormente.
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4.7.1 PADRONIZACAO DAS SOLUCOES PARA DETRMINACAO DA CIM

Os extratos da planta, foram pesados e diluidos num sistema composto de
DMSO/TWEEN 80/a4gua numa proporcdo de 1:0,5:8,5 de modo a obter uma solugédo de
concentracdo igual a 2000ug/mL. O hidréxido de célcio, o metronidazol e a ofloxacina
foram pesados e diluidos em &agua. Todas as solucbes foram filtradas em filtros

Millipore com poro de 0,45 e 47 mm de diametro.

4.7.2 PADRONIZAGCAO DO INOCULO

Os microrganismos aerébios foram obtidos a partir de pré culturas de 18 horas a
37°C em caldo de Mueller-Hinton, 48 horas a 37°C em caldo de Sabouraud para
Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans respectivamente. O in6culo foi diluido
em soro fisioldgico de maneira a obter uma opacidade equivalente ao tubo 0,5mm da
escala de turbidimetria de Mc Fallard em torno de 10° unidades formadoras de
colénias(UFC)/mL, visando uniformizar a densidade das solugdes.

Os microrganismos anaerobios (Prevotella melanogenica, Clostridium sp e
Bacteroides fragilis) foram semeados em meio de cultura de Tioglicolato de Sodio. A
partir desta cutura foi realizada uma enumeragdo das unidades formadoras de colonia a
fim de poder padronizar a cultura em 10’ unidades formadoras de coldnias (UFC)/mL e

incubados por 24 horas em estufa a 37°C.

4.7.3 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

A determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) foi realizada utilizando o
método de diluicdo em meio liquido preconizado por ANDREWS (2001). Este ensaio
foi realizado em 07 placas de microtitulagdo estéreis de 96 cavidades (INLAB) com
fundo em “U”, dentre essas, 06 placas foram utilizadas para 12 drogas e uma placa para
outra droga e as drogas padrdes. Os indculos microbianos padronizados em 107 foram
diluidos 1/10 em solucdo salina (0,9%) estéril e dessa diluicdo um volume de 10 pL (
indculo final 10* UF/mL). As drogas padrdes utilizadas foram: Ca(OH), (14) para todos
0s microrganismos (1000ug/mL) , Fluconazol (15) (1000ug/mL) frente a Candida
albicans, Ofloxacina (15) (1000ug/mL ) frente a Pseudomonas aeruginosa e
Metronidazol (15) (1000pg/mL) frente aos microrganismos anaerébios. Também
utilizou-se, DMSO, Tween 80 e H,O destilada para assegurar uma possivel atividade

intrinseca deste sistema sobre 0s microrganismos.
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Todas as drogas foram diluidas em 4,5 ml de H,O destilada, 140 ul de DMSO e
140 ul de Tween 80,. As drogas foram solubilizadas em agua em ebulicdo dentro de
uma camara de fluxo laminar, depois foram esterilizadas por meio de membrana
Millipore (0.4mm) e os filtrados colocados em pequenos frascos estéreis. Todos
extratos da planta estavam numa concentracdo de 2000 pg/mL. . Um volume de 200 pL
da solucdo de cada sub-fracdo do extrato da Annona crassiflora Mart. foram colocados
nos poc¢os de 1 a 13 da linha A. Também foram preenchidos os pogos 14, 15, 16, 17 e
18 da mesma linha, com solucdo de hidréxido de célcio, ofloxacina, DMSO(Controle
negativo), meio de cultura inoculado (Controle positivo) e meio de cultura (para
verificacdo da esterilidade da preparacdo) respectivamente. Os demais poc¢os da linha B
a H foram preenchidos com 100 pL de caldo Mueller-Hinton, Sabouraud ou caldo de
Tioglicolato de Sodio. Em seguida, uma aliquota de 100 pL do contetido de cada pogo
da linha A foi transferido para os poc¢os da linha B, e ap6s homogeiniza¢do, 0 mesmo
volume foi transferido para alinha C, repetindo-se este procedimento até a linha H,
obtendo-se assim concentracdes decrescentes das amostras ( Linha B-1000 pg/mL;
linha C- 500 pg/mL, linha D-250 pg/mL; linha E-125 pg/mL; linha F-62,5 pg/mL,;
linha G-31,25 pg/mL e linha H-15,63 pg/mL, obtendo-se assim a concentracao
inibitéria minima de cada droga ante cada microrganismo. Logo apds, Um volume de
10 pL dos inéculos microbianos foram adicionados em todos os pocos das linhas de A a
H.

Logo a seguir, todas as microplacas foram incubadas: Pseudomonas aeruginosa
a 37°C/24hs, Candida albicans 30°C/48hs em estufa, enquanto a Prevotella
melanogenica, Clostridium e o Bacteroides fragilis a 37°C/24hs sob atmosfera de
anaerobiose. Decorrido esse intervalo de tempo foi acrescido a cada um dos pogos 20pL
de uma solucédo aquosa de MTC (Cloreto de Trifenil Tetrazolium, VETEC) a 0,5% e as

microplacas foram novamente reincubadas por 24 horas a 35°C

4.7.4 LEITURA

A leitura da CIM foi feita e registrada apds a Gltima incubacdo por vizualizacéo
a olho nu e a presenca de turbidez ou coloracdo escura na amostra era interpretada como
prova negativa do efeito inibitério da droga, enqunto a auséncia era considerada prova

positiva da acdo inibitoria da droga sobre os microrganismos.
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4.7.5 IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS QUIMICOS

Depois da obtencdo dos resultados da concentracdo inibitéria minima (CIM) das
amostras testadas, selecionamos aquelas a serem avaliadas para identificacdo dos
compostos quimicos pelo espectdmetro Bruker Avance, operando na frequéncia de
400MHz no laboratério de RMN do IQB-UFAL.Os dados serdo obtidos a partir dos
experimentos de RMN (*H e **C), com a utilizacdo do programa Spin Works.
(Tabelall).

Tabela 11. Amostras analisadas pelo método de RMN

Amostra (CIM) Fracdo Peso
A3 F10S20 0.117¢g
A6 F12F3S15 0,125¢g
A7 F12F3S18S9 0,125¢g
Al0 F12F2S36S30 0,150g
All F12F3+4S13 0,250g
Al2 F12F10+11S17 0,150g

Al3 F12F9S14 0,125¢
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5-RESULTADOS

Os resultados das avaliagdes antimicrobianas e concentragdo inibitéria minima (CIM)
das fragdes e sub-fracdes estudadas do extrato etandlico da Annona crassiflora frente aos
microrganismos aerdbios (Enterococcus faecalis e Pseudomonas aeruginosa), fungo
(Candida albicans) ¢ anaerdbios (Prevotella melanogenica, Clostridium sp., e Bacteroides
fragilis) estdo expressos nas tabelas 12, 13, 14, 15 e 16 e nas figuras 15, 16, 17, 18,19 ¢ 20
e foram analisados pelos testes estatisticos ndo paramétricos de Cochran, Kruskal-Wallis e,
Mann-Whitney (Anexos 1, 2, 3,4,5,6 e 7).

Os halos de inibi¢ao demonstraram que com excecdo do Enterococcus faecalis, todos
os demais microrganismos aerdbios sdo sensiveis as fragdes derivadas do extrato da planta,
destes, a Pseudomonas aeruginosa revelou ser mais sensivel do que a Candida albicans,
apresentando diferenca significativa (p<0,05). (Tabela 13 e 14) ¢ (Figura 18). No entanto,
todos esses microrganismos apresentaram alguma sensibilidade as drogas padrdes utilizadas
fluconazol (Candida albicans) e ofloxacina (Enterococcus faecalis ¢ Pseudomonas
aeruginosa). Varias cepas de Candida albicans apresentaram sensibilidade ao hidroxido de
calcio, entretanto, as bactérias Enterococcus faecalis e Pseudomonas aeruginosa nao foram
sensiveis. (Tabelas 12, 13 e 14) e (Figural8).

Tabela 12. Resultado da avaliagdo antimicrobiana frente ao Enterococcus faecalis (ATCC e IC).
.Valores em mm referente aos halos de inibicao.

Amostras Microrganismos (Enterococcus Faecalis)
068 144 29 288 2% A 571 918 9% 21212

1Extatobruto  EOH

2 Fogo FOH

3 Sibfiaio(FMR12)  BOH(ACOEY)

4 Subiagio (FMR9) BOH (HexCHCL 1:1)

5 Subdiagio (FMR11) BOH(CHCL:ACOE 1:1)

6 Subfiaio(FMR10) EOH (CHCh)

7 Fagido FOHHO1:1

8 Subfiaio(FMRL) BOHHOL!  (HexCHCL1:1)

9 Subfiacio(FMR2) EOHH01:1 (CHCE)

10 Subfiagio(FMR3) BOHHO 111 (CHCLACOE 1:1)

11 Subdiagio (FMR4) EtOHHO1:1 (ACOE:MeOH 1026)

12 Fragho (FCR2) HexACOEt20%

13 Fgo(FCRL)  (HexCHCLL:I)

14 Frgio(FCR3)  CHCL

15 Fraio(FCR4) CHC;ACOEt L1 (HexMeOH20%)

16 Fracio(FCR4) CHCL:ACOEY 1:1 (HexMeOH30%)

17 Fragdo (FCR 6)(ACOEt)

18 Fragdo (FCR 7) (Hex:ACOEt (1:1)
{ACOEt:MeOH 5%)

19 Ofloxacina 17 13 15 15 11 15

20 CaOH,
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Os resultados obtidos da a¢ao antimicrobiana apresentados na tabela 13 demonstraram
que 3 das cepas estudadas da Candida albicans ( 01,05 e 10), apresentaram sensibilidade para
12 (66%) das fragdes e sub-fracdes da Annona crassiflora Mart. Dessas cepas estudadas, a
cepa 05 foi a que demonstrou ser estatisticamente a mais sensivel (p<0,05), apresentando
halos de inibi¢do que variaram de 9 mm a 12 mm para 9 das fracdes testadas. No entanto essa
cepa (05) ndo foi sensivel ao Fluconazol e ao Hidroxido de Calcio. J4 a cepa 01 foi sensivel as

fragdoes FMR12 e FCR7 enquanto a cepa 10 foi sensivel a FMR10. Ambas as cepas ndo foram

sensiveis aos dois controles positivos utilizados.

Tabela 13. Resultado da avaliagdo antimicrobiana frente a Candida albicans (IC)
Valores em mm referente aos halos de inibigao.

Amostras

1 Extrato bruto EtOH

2 Fracao EtOH

3 Sub-fragdo (FMR 12) EtOH(AcOEY)

4 Sub-fragdo (FMR 9) EtOH (Hex:CHCI; 1:1)

5 Sub-fragdo (FMR 11) EtOH(CHCl;:AcOEt 1:1)

6 Sub-fragdo (FMR 10) EtOH (CHCI;)

7 Fragao EtOH:H,0 1:1

8 Sub-fragdo (FMR 1) EtOH:H,0 1:1 (Hex:CHCI; 1:1)

9 Sub-fragdo (FMR 2) EtOH:H,O 1:1 (CHCl;)

10 Sub-fragdo (FMR 3) EtOH:H,O 1:1 (CHCl; ACOE 1:1)
11Sub-fragdo (FMR 4) EtOH:H,01:1(ACOEt:MeOH 10%)
12 Fragdo (FCR 2) Hex:ACOEt 20%

13 Fragdo (FCR 1) (Hex:CHCI; 1:1)

14 Fragao (FCR 3) CHCl;

15 Fra¢do (FCR 4) (CHCI;:ACOEt 1:1)(Hex:MeOH 20%)
16 Fragdo (FCR 4) ( CHCl;:ACOEt 1:1) (Hex:MeOH 30%)

17 Fragdo (FCR 6) (ACOEt)

18 Fragdo (FCR 7) (Hex:ACOEt 1:1) (ACOEt:MeOH 5%)
19 Fluconazol

20 CaOH,

01

10

Microrganismos (Candida albicans)

03

25
20

05

11
7
10

©

07

08

09

26
12

10

11

15

12

15

15

Os resultados apresentados na tabela 14 demonstraram que todas as cepas de Pseudomonas
aeruginosa avaliadas (100%) foram sensiveis a alguma fragdo ou sub-fragdo do extrato
etandlico da Annona crassiflora Mart, no entanto, ndo apresentando diferenca estatistica entre
as cepas (p>0,05). As cepas testadas mais sensiveis foram a 04 e 07 que apresentaram
sensibilidade a 33% das fracdes e sub-fragdes testadas cada, sem no entanto apresentar
diferenga significativa (p>0,05), seguidas pelas cepas 16 (28%), 03 (22%),39 (22%), 06
(17%) 12 (17%) e 01 (11%).



Das fragdes e sub-fragdes testadas, a (FCR 5) foi a que apresentou um amplo espectro
de acdo antimicrobiana, inibindo o crescimento de 05 cepas das 08 testadas (62,5%),
apresentando halos de inibi¢do de 09 mm, 12 mm ¢ 15 mm. As sub-fragdes (FMR 2) e (FMR
4) inibiram o crescimento de 04 cepas cada (50%),apresentando halos de inibi¢ao de 08 mm a
11 mm. A sub-fragdo (FMR 2) ¢ as fra¢des (FCR 1), (FCR 6) ¢ (FCR 7) inibiram cada uma
o crescimento de 03 cepas das 08 testadas (37,5%), apresentando halos de inibi¢cdo variando
de 9 mm a 12 mm e 15 mm. A fragdo (FCR 2) apresentou uma efetiva agdo antimicrobiana
apenas frente a uma cepa das 08 testadas (12,5%) no entanto apresentando um halo de
inibicdo de 13 mm. (Tabela 14).

Esses resultados de acao antimicrobiana demonstraram que as fragdes e sub-fragdes do
extrato etandlico da Annona crassiflora Mart. foram mais efetivas frente as cepas de
Pseudomonas aeruginosa testadas do que a Ofloxacina que apresentou acdo antimicrobiana
frente apenas a cepa 12 (12,5%), e o Hidréxido de Calcio que ndo apresentou qualquer agao
antimicrobiana frente as cepas testadas.

Tabela 14. Resultado da avaliagdo antimicrobiana frente a Pseudomona aeruginosa. (UFPEDA ¢ IC).
Valores em mm referente aos halos de inibicdo.

Microrganismos (Pseudomonas aeruginosa)

Amostras 01 03 04 6 07 12 16 39

1 Extrato bruto EtOH 09

2 Fragdo EtOH

3 Sub-fragdo (FMR 12) EtOH(AcOEt) 09

4 Sub-fragio (FMR9)  EtOH (Hex:CHCl; 1:1)

5 Sub-fragdo (FMR 11) EtOH(CHCI;:AcOEt 1:1) 07
6 Sub-fragdo (FMR 10) EtOH (CHCls)

7  Fragdo EtOH:H,O I:1 9 08

8 Sub-fragdo (FMR 1) EtOH:H,0 1:1 (Hex:CHCI; 1:1)

9 Sub-fragdo (FMR 2) EtOH:H,O 1:1 (CHCls) 11 10 11 09
10 Sub-fragdo (FMR 3) EtOH:H,O 1:1 (CHCl; ACOE 1:1) 09 09
11 Sub-fragdo (FMR 4) EtOH:H,01:1(ACOEt:MeOH 10% ) 09 08 08 11

12 Fragdo (FCR 2) Hex:ACOEt 20% 13

13 Fragdo (FCR 1) (Hex:CHCl;1:1) 09 12 12

14 Fragdo (FCR 3)  (Hex:CHCl;) 08 09

15 Fragdo (FCR 4) (CHCIl;:ACOEt 1:1) (Hex:MeOH 20%) 09

16 Fragdo (FCR 5) (Hex:ACOEt 1:1) (Hex:MeOH 30%) 09 09 12 15 09
17 Fragdo (FCR 6) ACOE) 09 15 09

18 Fragdo (FCR7) (Hex:ACOEt 1:1) (ACOEt:MeOH 5%) 10 11 09

19 Ofloxacina 19

20 CaOH,
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Flgu rals 1° Mlcroplaca apos a revelagdo com cloreto de Tr1fen11 Tetrazohum apresenta nos
pogos de B a H das colunas de 1 a 12 crescimentomicrobiano. Em A, os pogos de
2a4,6a8¢e10a 11l apresentam crescimento bacteriano, enquanto os pocos 1, 5,9

e 12 apresentam auséncia de crescimento microbiano.

4]

-

m O

-

Figura 16 2% Microplaca apés a revelagao com cloreto de trifenil Tetrazolium apresenta nos
pocos de A a H das colunas de 1 a 4 crescimento microbiano. Na coluna 5, os
pocos de A a H apresentam auséncia de crescimento microbiano.
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Percentagem de cepas sensiveis aos extratos de Annona crassiflora Mart.
100
B Candida albicans
90— B Pseudomonas aeruginosa
O Enterococcus faecalis

S 80|
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Fracdes e sub-fragcbes

Figura 17 . Percentagem de cepas sensiveis as fragdes e sub-fragdes do extrato de Annona
crassiflora Mart.

Os dados obtidos da analise antibacteriana do extrato etanolico da Annona Crassiflora
Mart. e fracdes numa concentragdo de 108 pg/ml com os microrganismos anaerobios
mostram uma total efetividade destes frente a Prevotella melanogenica (100%) e o
Bacteroides fragilis (94.44%). Entretanto o Clostridium sp. apresentou-se sensivel apenas
para as amostras 3,4,5,6,7,8,9,11,e 17 testadas (50%), ocorrendo estatisticamente, forte
diferenga significativa entre as cepas testadas (p<0.05),(Tabela 15) e (Figura 18). A
Prevotella melanogenica ¢ o Clostridium sp central totalmente sensiveis ao metronidazol (108
ug/ml) ¢ ao hidréxido de calcio (14,4 pg/ml), todavia, o Bacteroides fragilis ndo apresentou
qualquer sensibilidade frente a essas drogas nas concentragdes testadas. As 3 bactérias,
Prevotella melanogenica, Clostridium sp e Bacteroides fragilis utilizadas nos grupos controle
cresceram em todas as placas (100%), as quais continham o meio de cultura sem nemhuma

das drogas utilizadas. (Tabela 15).
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Tabela 15. Resultado da avaliagdo antimicrobiana frente aos microrganismos anaerobios.
+ = Existiu crescimento bacteriano ( Microrganismo insensivel a amostra ).

- = Nao existiu crescimento bacteriano !Microrganismo sensivel a amostra).

Microrganismos

Amostras Prevotella Clostridium sp Bacterdides
- melanogenica fragilis

‘1Extratobruto  _ o+
2 Fracdo EtOH +

3 Sub-fracdo (FMR 12) EtOH(AcOEt)

4 Sub-fragdo (FMR 9) EtOH (Hex:CHCI;1:1)
5 Sub-fracdo (FMR 11) EtOH(CHCI;:AcOEt
1:1)

6 Sub-fracdo (FMR 10) EtOH (CHCIy)

7 Fracdo EtOH:H,0 1:1

8 Sub-fracdo (FMR 1)EtOH:H,0 1:1
(Hex:CHCl3 1:1)

9 Sub-fracdo (FMR 2) EtOH:H,0 1:1
(CHCIy)

10 Sub-fracio (FMR 3) EtOH:H,0 +
1:1(CHCI; ACOE 1:1)

11 Sub-fracéo (FMR 4) EtOH:H,01:1
(ACOEt:MeOH 10%)
12 Fracéo (FCR 2) Hex:ACOEt 20%

13 Fracdo (FCR 1) (Hex:CHCI31:1)
14 Fracdo (FCR 3) (Hex:CHCI3)

15 Fragdo (FCR 4) Hex:ACOEt 1:1)
(Hex:MeOH 20%)

16 Fracdo (FCR 5) (Hex:ACOEt1:1) +
(Hex:MeOH 30%)

17 Fracéo (FCR 6) (ACOEt)

+ + o+ 1

18 Fracdo (FCR 7) (Hex:ACOEt 1:1) _ + +
(ACOEt:MeOH 5%)

19 Metronidazol _ _ +
20 Ca(OH), +

+
+1
+

21 Sem droga (Controle)
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Percentagem de cepas sensiveis aos extratos de Annona crassiflora Mart

100-
90
80
70
60
50
40
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20+
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Percentagem de sensibilidade das cepas

0 \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

\ \ \
15 16 17 18

Extratos B Prevotela melanogenica
@ Clostridium s#). .
OBacteroides fragilis

Figura 18. Percentagem de cepas sensiveis as fragdes do extrato da Annona

crassiflora Mart

A concentra¢do inibitéria minima (CIM) das fracdes e sub-fracdes da Annona
crassiflora Mart, hidroxido de célcio e drogas padrdes (fluconazol e ofloxacina) frente aos
microrganismos testados estdo apresentados na tabela 16 e figuras 19 e 20 demonstram para
a Candida albicans uma CIM=1000pg/mL a 2000ug/mL, para Pseudomonas aeruginosa
CIM=1000pg/mL a >2000ug/ml, para a Prevotella melanogenica CIM=2000ug/mL, todas
muito elevadas, enquanto que para o Clostridium sp, obteve-se um valor de CIM menor
(CIM=62pg/ml a > 2000ug/ml) , ocorrendo diferenca estatistica significativa (p<0,05).

Todos os microrganismos testados apresentaram sensibilidade ao hidroxido de célcio,
para o qual a concentragdo inibitoria minima foi (CIM=2000ug/ml), exceto para a Prevotella
melanogenica que apresentou uma concentragdo inibitoria minima (CIM>2000ug/ml). Com
relagdo as droga padroes, a Candida albicans ¢ o Clostridium sp. evidenciaram ser bastante
sensiveis € a concentragcdo inibitoria minima foi (CIM< 15,8ug/ml e CIM=125ug/ml para
fluconazol e metronidazol respectivamente. No entanto para Pseudomonas aeruginosa, para
Prevotella melanogenica e para Bacteroides fragilis a concentra¢@o inibitoria minima frente
as drogas padroes foi CIM=1000pg/ml, ofloxacina CIM>2000ug/ml metronidazol e

CIM=1000pg/ml metronidazol. Para todos os microrganismos foram feitos grupos controle



positivo, Microrganismos + DMSO(16) e Microrganismos + meio de cultura (17) e controle
negativo, meio nao inoculado, DMSO, Tween 80 e agua destilada. Os resultados mostraram
total crescimento dos microrganismos no grupo controle positivo e auséncia de crescimento

no grupo controle negativo . (Tabela 16) e (Figuras 19 e 20).

Tabela 16. Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) para todos os microrganismos.

Microrganismo Amostras CIM
Céndida albicans Amostra 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10e 12 =2000pg/ml
Amostra 11 e 13 = 1000pg/ml

Amostra 14 (Hidroxido de calcio) =2000ug/ml 1

Amostra 15 (Fluconazol) < 15,8ug/ml

Amostra 16 e 17 (C.positivo) >2000pg/ml

Pseudomonas aeruginosa Amostra 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12¢ 13 =2000pg/ml
Amostra 14 (Hidroxido de calcio) =2000pg/ml

Amostra 15 (Ofloxacina) = 1000pg/ml

Amostra 16 e 17 (C. positivo) >2000ug/ml

Prevotella melanogenica Amostra 1,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12¢ 13 >2000pg/ml
Amostra 2 =2000ug/ml

Amostra 14, 15,16 ¢ 17 >2000ug/ml

Clostridium Amostra 14 >2000pg/ml
Amostra 11 e 13 =1000pg/ml

Amostra 1,4,5,8 ¢ 12 =500pg/ml

Amostra 2 =250ug/ml

Amostra 9 = 125ug/ml

Amostra 15 (Metronidazol0 =125ug/ml

Amostra 3, 6,7 ¢ 10 = 62ug/ml
Amostra 16 ¢ 17(C. positivo) >2000pg/ml

Bacteroides fragillis Amostra 1,2,3,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, ¢ 14 =2000pg/ml
Amostra 4 >2000ug/ml

Amostra 15 =1000ug/ml

Amostra 16 e 17 (C. positivo) > 2000ug/ml
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Concentragdo inibitériaminima de todas as drogas testadas
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Figura 19 Concentragio inibitéria minima das fragdes da Annona crassiflora (1-13),
Hidroéxido de Calcio (14), Ofloxacina e Fluconazol(15), Controle positivo (16 e 17)
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Figura 20 . Concentragdo inibitéria minima das fragdes da Annona crassiflora (1-13),
Hidroxido de Calcio (14), Metronidazol (15), Controle positivo (16 ¢ 17).
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Os dados oriundos das anélises dos espectros de RMN "H, RMN "*C e DEPT 135 estdo
apresentados nos anexos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,23 e 24 e a
compara¢do dos dados obtidos por métodos fisicos das amostras estudadas (F12S36(A10),
F12S15(A6), F12S13(A11), F9S14(A13) ¢ F12S17(A12)) com os dados de RMN '"H, RMN
BC e de métodos fisicos obtidos da literatura (Tabelas 17,18,19,20,21,22), permitiu-nos
propor a identidade dessas substancias como sendo a Acetogenina, Goniodonina, podendo ser
dependendo de sua estereoquimica, trans (16,19)-Goniodonina, trans-epi(16,19,34)-
Goniodonina, cis(16,19)-Goniodonina, cis-epi(16,19,34)-Goniodinina (Alali et al, 1999, Jiang
et al, 1997). (Figuras 21 e 22).

Os espectros de RMN de 'H e ">C das amostras F10S20 (A3), FI2F3S18S9 A7 ¢ Al2 ¢
comparados com a literatura pertinente sugerem a presenca de Acetogenina sem a presenga do

anel lactonico. (Fang, et al, 1993).(Tabela 22).

Tabela 17 Dados de RMN de Hidrogénio e Carbono de trans (16,19) Goniodonina.

Posigdo 10 15 16 19 20 34
'H () 3,63 3,41 3,78 3,78 3,41
BC (8) 71,5 74.4 82,5 'H 82,7 74,3 105,0

Tabela 18 Dados de RMN de Hidrogénio e Carbono de trans, epi (16,19,34) Goniodonina.

Posigdo 10 15 16 19 20 34
'H (8) 3,63 3,41 3,78 3,78 3,41
BC (8) 71,5 74,4 82,5 'H 82,7 74,3 105,3

Tabela 19 Dados de RMN de Hidrogénio e Carbono de cis (16,19) Goniodonina.

Posigdo 10 15 16 19 20 34
'H (8) 3,63 3,41 3,78 3,78 3,41
BC (8) 71,4 74,5 82,6 82,6 74,2 105,0

Tabela 20 Dados de RMN de Hidrogénio e Carbono de cis, epi (16,19,34)Goniodonina.

Posigdo 10 15 16 19 20 34
'H (8) 3,63 3,41 3,78 3,78 3,41
BC (8) 71,4 74,5 82,6 'H 82,6 74,2 105,3




Tabela 21. Dados de RMN de Hidrogénio e Carbono das Acetogeninas isoladas.

Amostras A3 A6 A7 A10 All Al12 Al3
Atomo/ 'H C 'H B¢ 'H Bc 'H Bc 'H Bc 'H B¢ H Bc
Posicéo

10 338 743 3,20 71,7 3,39 77,0 323 71,7 3,23 793 3,40 74,1 337 745
15 3,54 770 321 743 3,39 76,7 323 744 3,40 81,7 3,57 742 339 745
16 3,87 777 3,79 82,6 3,90 773 349 825 3,84 832 381 82,5 38 832
19 38 77,7 3,81 82,7 391 77,8 3,49 827 3,84 832 3,79 827 384 832
20 338 743 3,20 71,7 3,39 770 323 71,7 3,23 793 340 741 337 745
34 107,5 107.5 107,5 107,5 107,5
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Figura 21. Trans(16,19)-Goniodonina. (Trans-epi (16,19,34)-Goniodonina).
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Figura 22. Cis(16,19)-Goniodonina. (Cis-epi(16,19.34)-Goniodonina).

88

Tabela 22 Dados de RMN de Hidrogénio e Carbono de anéis metil-y-Lactona de acetogeninas.

Al A2 A3 A4 A5
Cis Trans
Atomo/ 'H 130 H Bc 'H 130 'H Be g 13C 'H 130
Posicéo
173,8 174,6 178,2 178,7 173,7 177,4
134,2 131,1 3,02 43,6 3,03 44,1 133,9....2,56 43,8
3 226 251 251 333 1,48 33,36 2,23 3336 240 214 a 233
2,38 2,61 1,99
4ou5 1,52 274 3,83 69,8 439 793 4,54 78,9 3,59 70,7 a 27,5
350u33 6,99 1489 7,17 151,8 2,61 33,36 2,67 33,36 7,05 1493 4,17 73,8
3,11 3,05
36 0u34 500 764 504 77,9 202,52 205,52 5,01 774 459 825
370u35 1,38 19,2 1,42 19,0 2,20 36,7 2,20 36,7 1,40 19,0 1,38 18,1

a- Nio identificado
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Anexo 1. Avaliagdo estatistica da frequéncia de sensibilidade as fragdes do extrato extrato de Annona crassiflora

Mart, das cepas de Candida albicans

Frequencies

Value
| 0 1
CEPA1 16 2
CEPA5 9 9
CEPA10 17 1
Test Statistics
N 18
Cochran's Q 10,3642
df 2
Asymp. Sig. ,006

a. 0 is treated as a success.

NPar Tests
Cochran Test

Anexo 2. Avaliagdo estatistica da frequéncia de sensibilidade as fragdes do extrato de Annona crassiflora Mart,

das cepas de Pseudomonas aeruginosa

Frequencies

Value
0 1
CEPA1 16 2
CEPA3 14 4
CEPA4 12 6
CEPAG6 15 3
CEPA7 12 6
CEPA12 15 3
CEPA16 13 5
CEPA39 14 4

Test Statistics

N 18
Cochran's Q 5,1742
df 7
Asymp. Sig. ,639

a. O is treated as a success.
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ANEXO 3. Avaliacdo estatistica comparativa da média de frequéncia de sensiblidade das cepas dos
microrganismos Candida albicans x Pseudomonas aeruginosa frente as fragdes do extrato da Annona crassiflora

Mart.
VAR
Total
Candida | Pseudomona
- 0 7 7
SENSIVEL
1 3 8 11
Total 10 8 18
Chi-Square Tests
Value |Df|Asymp. Sig. (2-sided) | Exact Sig. (2-sided) | Exact Sig. (1-sided)
Pearson Chi-Square 9,164(b) | 1 ,002
Continuity Correction(a) 6,455| 1 ,011
Likelihood Ratio 11,840 1 ,001
Fisher's Exact Test ,004 ,004
Linear-by-Linear Association 8,665| 1 ,003
N of Valid Cases 18

a Computed only for a 2x2 table

b 3 cells (75,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 3,11.

NPar Tests
Kruskal-Wallis Test

Anexo 4. Avaliagdo estatistica da média de frequéncia de sensiblidade dos microrganismos anaerébios frente as
fracBes do extrato da Annona crassiflora Mart.

Ranks
GRUPO N Mean Rank
AMOSTRA Prevotella 18 23,00
Clostridium 18 35,00
Bacteroides 18 24,50
Total 54
Test Statistics®P?
AMOSTRA
Chi-Square 14,919
df 2
Asymp. Sig. ,001

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: GRUPO



ANEXO 5. Avaliacdo estatistica comparativa da média de frequéncia de sensiblidade dos microrganismos
anaerobios frente as fracfes do extrato da Annona crassiflora Mart.

NPar Tests
Mann-Whitney Test

Ranks
GRUPO N Mean Rank | Sum of Ranks
AMOSTRA Prevotella 18 18,00 324,00
Bacterdides 18 19,00 342,00
Total 36
Test Statistics?
AMOSTRA
Mann-Whitney U 153,000
Wilcoxon W 324,000
Z -1,000
Asymp. Sig. (2-tailed) ,317
Exact Sig. [2*(1-tailed a
. , 791
Sig.)]
a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: GRUPO
NPar Tests
Mann-Whitney Test
Ranks
GRUPO N Mean Rank | Sum of Ranks
AMOSTRA Prevotella 18 14,50 261,00
Clostridium 18 22,50 405,00
Total 36
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Test Statistics?

Sig.)]

AMOSTRA
Mann-Whitney U 90,000
Wilcoxon W 261,000
Z -3,162
Asymp. Sig. (2-tailed) ,002
Exact Sig. [2*(1-tailed 0 22a

a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: GRUPO

NPar Tests
Mann-Whitney Test
Ranks
GRUPO N Mean Rank | Sum of Ranks
AMOSTRA Clostridium 18 22,00 396,00
Bacteréides 18 15,00 270,00
Total 36
Test Statistics?
AMOSTRA
Mann-Whitney U 99,000
Wilcoxon W 270,000
Z -2,657
Asymp. Sig. (2-tailed) ,008
Exact Sig. [2*(1-tailed 0 47a
Sig.)]

a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: GRUPO

ANEXO 6. Avaliacéo estatistica do resultado da Concentracéo Inibitoria Minima (CIM) das fragGes da do

extrato
da Annona crassiflora Mart., frente a todos os microrganismos testados.
NPar Tests
Kruskal-Wallis Test
Ranks
GRUPO N Mean Rank
CIM Clostidium 13 7,23
Candida 13 31,35
Pseudomonas 13 32,92
Bacteroides 13 36,38
Prevotella 13 57,12
Total 65
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Test Statistics®P

CIM
Chi-Square 55,789
df 4
Asymp. Sig. ,000

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: GRUPO

NPar Tests
Kruskal-Wallis Test
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ANEXO 7. Avaliacdo estatistica comparativa da Concentracgao Inibitéria Minima de todos os microrganismos

testados frente as fracdes do extrato da Annona crassiflora Mart.

Ranks
GRUPO N Mean Rank
CIM Clostidium 13 7,23
Candida 13 25,85
Pseudomonas 13 26,92
Total 39
Test Statistics®P
CIM
Chi-Square 31,030
df 2
Asymp. Sig. ,000
a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: GRUPO
NPar Tests
Kruskal-Wallis Test
Ranks
GRUPO N Mean Rank
CIM Candida 13 18,08
Pseudomonas 13 19,54
Bacteroides 13 22,38
Total 39

Test Statistics®P?

CIM
Chi-Square 3,466
df 2
Asymp. Sig. 177

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: GRUPO
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NPar Tests
Kruskal-Wallis Test
Ranks
GRUPO N Mean Rank
CIM Candida 13 18,50
Pseudomonas 13 20,00
Bacteroides 13 23,38
Prevotella 13 44,12
Total 52
Test Statistics®P?
CIM
Chi-Square 36,971
df 3
Asymp. Sig. ,000
a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: GRUPO
NPar Tests
Mann-Whitney Test
Ranks
GRUPO N Mean Rank | Sum of Ranks
CIM Clostidium 13 7,00 91,00
Prevotella 13 20,00 260,00
Total 26
Test Statistics?
CIM
Mann-Whitney U ,000
Wilcoxon W 91,000
Z -4,589
Asymp. Sig. (2-tailed) ,000
Exact Sig. [2*(1-tailed a
. ,000
Sig.)]

a. Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: GRUPO




Anexo 8. Expectro de RMN*H da amostra (A13) F12F9S14.

SpinWorks 2.3: F9S14
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Anexo 9. Expectro de RMN'C da amostra(A13) F12F9S14.

SpinWorks 2.5:  F9S14
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Anexo 10. Expectro de RMN'H da amostra (A11)F12F3+4S13

SpinWorks 2.3; F12513
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Anexo 11. Expectro de RMN**C da amostra (A11) F12F3+4S13

SpinWorks 2.5: F12513
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Anexo 12. Expectro de RMN'C da amostra (A11) F12F3+4513(22. parte).

SpinWorks 2.5: F12S13
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Anexo 13. Expectro de RMN'H
SpinWorks 2.3: F12S15

da amostra (A6) F12S15
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Anexo 14. Expectro de RMN™C da amostra (A6) F12S15.

SpinWorks 2.5: F12S15
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Anexo 15. Expectro de RMN™C da amostra (A6) F12S15(22. parte).

SpinWorks 2.5: F12S15
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Anexo 16. Expectro de RMN*H da amostra (A10) F12536S30.
SpinWorks 2.3: F12S36
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Anexo 17. Expectro de RMN**C da amostra (A10) F12S36S30(12. parte).

SpinWorks 2.5: F12536
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Anexo 18. Expectro de RMN'H da amostra (A12) F12S17

SpinWorks 2.3: F12S17
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Anexo 19. Expectro de RMN™C da amostra (A12) F12S17 .

SpinWorks 2.5: F12517
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Anexo 20. Expectro de RMN'H da amostra (A3) F10S20.

SpinWorks 2.2: F10S20
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Anexo 21. Expectro de RMN™C da amostra (A3) F10S20.
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Anexo 22. Expectro de RMN'H da amostra(A7) F12S09.



SpinWorks 2.2: F1209
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Anexo 23. Expectro de RMN™C da amostra(A7) F12S09.
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