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Estudo in vitro da acao antimicrobiana de extratos
de plantas contra Enterococcus faecalis

In vitro antimicrobial activity of plant extracts against Enterococcus faecalis

Edja Maria Melo de Brito Costa'; Ariel Siqueira Barbosa? Thulio Antunes de Arruda3;
Patricia Teixeira de Oliveira*; Fabio Roberto Dametto®; Rejane Andrade de Carvalho®; Maria das Dores Melo”

resumo

Extratos vegetais
Antibidticos
Acdo antimicrobiana

Enterococcus faecalis

Introdugao: Muitos estudos tém sido realizados para avaliar o potencial terapéutico das plantas. Objetivo:
Este estudo teve como objetivo avaliar a acdo antimicrobiana dos extratos etandlicos da aroeira-da-praia
(Schinus terebinthifolius Raddi), da aroeira-do-sertao (Astronium urundeuva [Fr. All.] Engl.), da ameixa-do-
mato (Ximenia americana L.), da quixabeira (Syderoxylum obtusifolium [Roem et Schult.]) e do hipoclorito
de s6dio (NaOCl a 2,5%), contra o Enterococcus faecalis (ATCC 29212). Metodologia: Foi realizado teste
de difuséo em agar, pelo método do poco, utilizando-se como controle positivo a clorexidina a 0,12%.
Os microrganismos foram semeados em caldo BHI e incubados a 37°C por 24 horas. Posteriormente, as
suspensdes microbianas foram semeadas em placas Petri, com dgar Mueller Hinton, sendo confeccionados
seis pocos equidistantes. As placas foram mantidas a temperatura ambiente por 2 horas, para ocorrer a
pré-difusdo das substancias, e incubadas a 37°C por 48 horas. Foram feitas as anélises e medi¢des dos
halos de inibicdo em triplicata e os resultados foram analisados estatisticamente (teste de anélise de
variancia [ANOVA]). Resultados: A quixabeira apresentou os menores halos de inibicdo (teste t, p < 0,05);
por outro lado, a clorexidina a 0,12% e os extratos vegetais aroeira-do-sertdo e aroeira-da-praia, na
concentracdo 100%, induziram halos maiores do que o NaOCl a 2,5%, com diferenca estatisticamente
significativa (teste t, p < 0,05). A aroeira-do-sertao e a aroeira-da-praia apresentaram halos de inibicao
contra o Enterococcus faecalis superiores aos demais extratos vegetais testados, em todas as concentragdes.
Conclusao: Todas as substéncias analisadas apresentaram atividade antimicrobiana contra o Enterococcus
faecalis, sugerindo que podem representar substancias alternativas no tratamento endodontico.

abstract IS

Introduction: Several studies have evaluated the therapeutic benefits of plants. Objective: The aim of this study | Plant extracts

was to evaluate the antimicrobial activity of ethanol extracts of pepper tree (Schinus terebinthifolius Raddi), Antibiotics

aroeira (Astronium urundeuva [Fr. All.]Engl.), Olacaceae (Ximenia americana L.), quixaba (Syderoxylum

obtusifolium [Roem et Schult.]), and sodium hypochlorite (NaOCl 2.5%) against Enterococcus faecalis (ATCC | Antimicrobial action

29212). Methods: The agar diffusion test was performed and 0.12% chlorhexidine was applied as positive
control. The microorganisms were allowed to grow in a brain-heart infusion broth (BHI) and incubated at 37°C
for 24 hours. Subsequently, the microbial suspensions were seeded on Petri dishes containing Mueller Hinton
agar, and six equidistant wells were made. The plates were kept at room temperature for 2 hours for the
pre-diffusion of substances, and incubated at 37°C for 48 hours. The analysis and measurement of inhibition
zones were performed in triplicate, and the results were statistically analyzed (ANOVA test). Results: Quixaba
produced the smallest inhibition zones (t test, p < 0.05). On the other hand, 0.12% chlorhexidine, herbal
extracts of pepper tree and aroeira at 100% concentration induced larger inhibition zones in comparison
with 2.5% NaOC|, with statistically significant difference (t test, p < 0.05). At all concentrations, both pepper
tree and aroeira showed a higher inhibition zone against Enterococcus faecalis in comparison with the
other plant extracts tested. Conclusion: All the substances analyzed showed antimicrobial activity against
E. faecalis. Therefore, they may represent alternative substances in endodontic treatment.

Enterococcus faecalis
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Introducao

A importancia clinica de infeccdes por espécies do
género Enterococcus tem estimulado o desenvolvimento
de pesquisas, no sentido de identificar e controlar a sua
ocorréncia® . Entre as espécies, as principais causadoras
de infeccao no homem sdo o Enterococcus faecalis e o
Enterococcus faecium, representando cerca de 85% a 90%
e 5% a 10%, respectivamente, dos enterococos isolados na
clinica. O E. faecalis, além de ser o mais frequente, apresenta
resisténcia natural a diversos antimicrobianos®®.

As espécies de enterococos sdo encontradas comumente
no trato gastrointestinal, no entanto podem ser isoladas
em outros sitios, como cavidade bucal, vesicula biliar,
vagina e uretra masculina®. Em odontologia, a presenca
desta bactéria no interior de canais tem sido associada as
infeccdes endodonticas persistentes, o que tem induzido o
desenvolvimento de pesquisas para avaliar a efetividade da
acdo antimicrobiana de medicamentos intracanais contra
este microrganismo® 1919,

A persisténcia das infec¢des endoddnticas tem sido
atribuida a permanéncia de bactérias em areas de dificil
acesso, como lacunas de reabsorcdo, cemento, canais
laterais e deltas, tdbulos dentinérios e lesdo perirradicu-
lar®?. Esses sitios propiciam o abrigo de microrganismos,
ficando protegidos da ac¢do da solucdo irrigadora e dos
instrumentos endoddnticos, contribuindo para a persis-
téncia da infeccdo®. Nesse contexto, a lesdo periapical é
mantida por microrganismos que residem no sistema de
canais radiculares de dentes afetados, sendo sua resolucdo
dependente da remocao do agente irritante por meio da
limpeza e obturacéo do canal radicular.

Nos dltimos anos tem sido observado um crescente
interesse da comunidade cientifica pelas plantas medicinais
e pela fitoterapia, por apresentarem potenciais terapéuti-
cos e econdmicos visados, especialmente, pela indistria
farmacéutica, que realiza a prospeccédo de novos produtos,

com menos efeitos indesejaveis do que os farmacos ja
existentesﬂ, 4,5,21,23-26, 30, 36, 38)_

O presente estudo teve como objetivo avaliar a acdo
antimicrobiana de quatro tipos de extratos vegetais e de so-
lugdes utilizadas na clinica odontoldgica sobre o E. faecalis.

Material e métodos

Foram utilizados extratos de quatro espécies vegetais:
aroeira-da-praia (Schinus terebinthifolius Raddi), aroeira-do-

sertdo (Astronium urundeuva [Fr. All.] Engl.), ameixa-do-mato
(Ximenia americana L.), quixabeira (Syderoxylum obtusifolium
[Roem et Schult.]), em diferentes concentragdes (100%,
50%, 25%, 12,5% e 6,25%), hipoclorito de sédio a 2,5%
e clorexidina a 0,12% (controle positivo).

O extrato de cada planta foi obtido pela imerséo rapida
em etanol sob ebulicdo, sendo, em sequida, fracionado e
dessecado a sombra em area especifica. Posteriormente, o
extrato foi pesado (250 g) e acondicionado em um liqui-
dificador. Entdo, foram vertidos 500 ml do solvente (alcool
etilico hidratado), dando inicio ao processo de extracao
sob turbilhonamento durante 10 minutos sequidos de
condicionamento em cristalizadores, para deixar macerar
durante 72 horas, sob agitacdo frequente, em temperatura
ambiente. Passado o tempo, realizaram-se os processos de
expressao, filtracdo, correcdo do volume final dos extratos
etandlicos para 250 ml e acondicionamentos em vidros de
cor ambar, a temperatura ambiente.

A cepa indicadora foi o Enterococcus faecalis, procedente
da American Type Culture Collection (ATCC 29212). Os mi-
crorganismos foram semeados em caldo brain heart infusion
(BHI, Difco), obedecendo as suas caracteristicas fisioldgicas,
sendo incubados a 37°C por 24 horas. Apés esse periodo,
padronizaram-se os inculos de acordo com o tubo 1 da
escala de McFarland, que foram semeados em agar Mueller
Hinton (Difco) para comprovar a “pureza” da cultura. Obti-
dos os extratos, preparou-se o 4gar Mueller Hinton, o qual
foi distribuido em placas de Petri de 140 mm de didmetro,
com volume suficiente para atingir uma espessura de 5 cm.
Apds a solidificacdo, por meio da técnica de semeadura de
superficie, as suspensdes microbianas foram inoculadas em
cada placa, com auxilio do swab, em trés sentidos: horizontal,
vertical e diagonal, para evitar o crescimento de col6nias
isoladas. Posteriormente, foram confeccionados, em cada
placa de Petri, seis pocos no é&gar, utilizando-se seringa de
insulina, de forma a padronizar o diametro da perfuracéo.

Com uma seringa de insulina, os pogos foram preenchi-
dos em quantidade suficiente para o seu preenchimento.
Mantiveram-se as placas de Petri a temperatura ambiente
por 2 horas, para ocorrer a pré-difusdo das substancias, e
foram, posteriormente, incubadas a 37°C por 48 horas.
Transcorrido o tempo, as placas de Petri foram analisadas,
sendo medidos, em milimetros, os halos de inibicdo do
crescimento microbiano formados no agar.

Os ensaios foram realizados em triplicata e o resultado
final foi determinado pela média aritmética dos halos de
inibicdo. O teste de analise de variancia (ANOVA) foi usado
para a andlise estatistica.
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Resultados

Dos extratos vegetais analisados, a aroeira-do-sertdo ea
aroeira-da-praia apresentaram os maiores halos de inibicéo,
com diferenca estatisticamente significativa (teste t, p< 0,05)
na maioria das concentracoes (Tabela). Nao se observou
diferenca significativa quando os extratos da aroeira-da-
praia foram comparados com os da ameixa-do-mato, nas
concentracdes de 50%, 25% e 12,5%, nem quando se
compararam os halos de inibicdo dos extratos da aroeira-
da-praia e da aroeira-do-sertdo em todas as concentracdes
(p = 0,05).

A quixabeira apresentou os menores halos de inibicao,
com atividade antimicrobiana apenas nas concentragdes
de 100% e 50% (Figura 1); por outro lado, as solugdes
da aroeira-do-sertdo, nas diferentes concentracdes, apre-
sentaram os maiores halos (Figura 2).

A clorexidina a 0,12% e os extratos vegetais da aroeira-
do-sertdo e da aroeira-da-praia na concentracdo 100% indu-
ziram halos maiores do que o hipoclorito de sédio a 2,5%,
com diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05). Os
halos produzidos pela aroeira-do-sertéo e pela aroeira-da-
praia, na concentracdo de 50%, foram menores do que
aqueles do hipoclorito de sddio a 2,5%, sem diferenca es-
tatisticamente significativa. O controle positivo, solucdo de
clorexidina a 0,12%, apresentou atividade antimicrobiana
superior a todas as substancias testadas (p < 0,05).

Discussao

Na odontologia, a presenca do E. faecalis no interior de
canais tem sido associada as infeccdes endoddnticas persis-
tentes®, o que tem induzido o desenvolvimento de pes-

Figura 1 - Teste de sensibilidade da cultura de E. faecalis (ATCC 29212) ao extrato
de quixabeira (Syderoxylum obtusifolium [Roem et Schult.]) no agar Muller-Hinton
(Difco), decorridas 48 horas de incubagéo a 37°C

Figura 2 - Teste de sensibilidade da cultura de E. faecalis (ATCC 29212) ao extrato
de aroeira-do-sertéo (Astronium urundeuva [Fr. All.] Engl.) no agar Muller-Hinton
(Difco), decorridas 48 horas de incubagéo a 37°C

quisas para avaliar a efetividade da acdo antimicrobiana de
medicamentos intracanais diante desse microrganismo% 19).

Média dos halos de inibicao, em milimetros, do teste de difusao das substancias testadas, em
JELIEN diferentes concentracOes, sobre o Enterococcus faecalis, decorridas 48 horas de incubacao, a 37°C

Substancias
Quixabeira

Conc?cyrlt)ragao Aroeirg- Aroeiral- Ameixa-
da-praia do-sertao do-mato
100 18,91 19,45 16,52
50 16,32 16,51 14,61
25 13,93 15,03 14,14
12,5 13,08 13,21 11,71
6,25 11,41 11,27 9,75
2,5 - - -
0,12 - - -

Clorexidina  Clorexidina  Hipoclorito
alcodlica aquosa de sodio

12,61 - - -
10,2 - - -
0 - - -
0 - - _
0 - - -

- 24,52 23,73 =

177
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Todas as concentracdes dos extratos da aroeira-da-
praia analisados neste estudo mostraram acdo antimicro-
biana contra o E. feacalis. Outros estudos tém demonstrado
a atividade antimicrobiana desse vegetal contra diversos
tipos de microrganismos da cavidade bucal® ». No en-
tanto, em nenhum desses estudos o E. faecalis foi incluido
entre as cepas analisadas, o que impossibilita a comparacédo
dos resultados encontrados no presente estudo. Martinez
Guerra et al.?» avaliaram a acdo de extratos de aroeira-
da-praia em diferentes concentracdes e evidenciaram
atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas,
Gram-negativas e fungos do género Candida em todas
as concentracdes. Resultados positivos também foram
encontrados no trabalho de Martinez et al.?® com a
aroeira-da-praia nas concentracdes de 100% e 50%. Por
outro lado, na concentracdo de 10% nao se observou
acao antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, diferente do presente estudo, em que a
aroeira-da-praia demonstrou atividade antimicrobiana em
todas as concentragdes analisadas, com variagcdo de 100%
a 6,25%. Em funcéo da sua propriedade antimicrobiana,
a aroeira-da-praia tem sido indicada no tratamento de
estomatite e inflamac¢des bucais, além de traumatismos
causados por préteses mal adaptadas®.

A ameixa-do-mato, neste estudo, apresentou ativida-
de antimicrobiana em todas as concentracdes testadas,
tendo, no entanto, exibido halos de inibicdo menores do
que aqueles produzidos pela aroeira-da-praia e aroeira-
do-sertdo. Outros estudos tém observado atividade an-
timicrobiana da ameixa-do-mato” 2, tendo verificado
que o extrato das raizes desse vegetal fica entre os 10
que apresentam maior atividade contra Enterococcus
faecalis e Streptococcus pyogenes. Omer e Elnima®® testa-
ram as atividades antimicrobiana e antiflingica dos extratos
cloroférmicos, metandlicos e aquosos da casca do caule,
das folhas e das raizes da ameixa-do-mato e concluiram
que o extrato metandlico foi o mais ativo. Recentemente,
foi observada acdo antimicrobiana de extratos aquo-
sos e metandlico desse vegetal contra Staphylococcus
aureus, Salmonella typhi, Escherischia coli, Shigella flexneri e
Klebsiella pneumoniae'®.

A atividade antimicrobiana da ameixa-do-mato pode
ser parcialmente atribuida aos seus constituintes quimicos,
como os taninos, que vém sendo tradicionalmente usados,
principalmente, para a protecéo de superficies inflamadas. A
presenca de polifenéis pode ser um forte indicativo de suas
atividades anti-inflamatoria, antialérgica, antibacteriana,
antifingica, além de seus efeitos vasoprotetores®.

Diferente dos demais extratos, ainda nao foram encon-
trados estudos que demonstrem a atividade antimicrobiana
da quixabeira, especialmente contra o E. faecalis. Por outro
lado, estudos tém sido publicados revelando as proprieda-
des terapéuticas dessas plantas®?.

O hipoclorito de s6dio, devido as suas propriedades,
destaca-se entre as diferentes substancias irrigadoras
auxiliares no preparo quimico-mecanico dos canais radi-
culares, fato que fica evidente a partir do momento em
que os profissionais do mundo inteiro a utilizam como
primeira opgdo para irrigacao durante o tratamento en-
dodontico®. A boa aceitacdo dessa solugdo para irrigacao
deve-se a sua capacidade de dissolver tecidos organicos,
ser antimicrobiana, possuir pH alcalino, promover o
clareamento, ser desodorizante e ter baixa tensao super-
ficial®%. Apesar de ter uma atividade antimicrobiana de
amplo espectro, com potencial para eliminar bactérias
vegetativas, esporos bacterianos, fungos, protozoarios
e virus®, no presente estudo o hipoclorito de sédio
a 2,5% apresentou atividade antimicrobiana contra o
E. faecalis menor que a da aroeira-da-praia e da aroeira
do sertdo, na concentracdo de 100%, com diferenca
estatisticamente significativa.

Nenhuma substancia testada neste estudo produziu halo
de inibicdo maior do que aquele produzido pelo controle
positivo, a clorexidina a 0,12%. O poder antimicrobiano da
clorexidina contra o E. faecalis situado nos tdbulos dentiné-
rios e no canal radicular tem sido comprovado em varios
estudos® ' Na terapia endododntica, a clorexidina tem
sido usada como substancia quimica auxiliar ao preparo
quimico-mecanico ' e como medicacdo intracanal®?,
apresentando bons resultados apesar de nao dissolver
tecidos pulpares remanescentes('? 27),

Conclusao

Constatou-se a presenca de atividade antimicrobiana
contra o E. faecalis em todos os extratos vegetais analisados,
cujos halos de inibigdo foram menores do que os produzidos
pela clorexidina a 0,12%.

Os resultados deste estudo sugerem que as plantas
analisadas podem representar novas opgdes no arsenal de
substancias antimicrobianas, sendo necessario o desenvolvi-
mento de mais pesquisas para comprovagcao da sua eficacia
e aplicabilidade clinica, especialmente como substéancia
auxiliar no preparo quimico-mecanico de canais radiculares
submetidos a tratamento endodéntico.
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