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RESUMO

Os produtos de Musa paradisiaca (bananeira) sdo usados como sedativo para dor de dente,
cicatrizante de feridas cirurgicas de exodontia, Ulcera gastrica, hipoglicemiante, antidoto para
picada de cobras, diarréia entre outras indicacdes em comunidades que tém por tradi¢do o uso
das plantas como medicina alternativa. Na Endodontia, almeja-se uma medicacdo intracanal
ideal contra cepas resistentes em infeccbes endodonticas refratarias. Por esse motivo, 0
objetivo desse trabalho foi testar a atividade antimicrobiana do extrato glicélico de Musa
paradisiaca sobre Enterococcus faecalis. Para realizar o experimento, o extrato glicolico de
Musa paradisiaca substituiu o Polietileno glicol 400, que é um veiculo que compde algumas
pastas endoddnticas usadas como medicacdo intracanal. Foi utilizado o teste de difusdo em
Agar, pelo método do poco, para a avaliagdo da atividade antimicrobiana contra a cepa de
Enterococcus faecalis normalmente relacionada a infecgdes refratarias endodénticas. Foram
inseridos nos pocos diferentes materiais que caracterizam 0s seguintes grupos em duas etapas
experimentais. Experimento “A”: Grupo 1, Polietileno glicol 400 (PEG 400 - controle
negativo); Grupo 2, PEG 400 e Hidroxido de célcio (Ca(OH),); Grupo 3, Extrato Glicolico de
Musa paradisiaca (EGB); Grupo 4, EGB e Ca(OH),; Grupo 5, gel de Clorexidina 2% (CHX —
controle positivo). Experimento “B”: Grupo 1, PEG 400 (controle negativo); Grupo 2, PEG
400 e Oxido de zinco (ZnO); Grupo 3, PEG 400, Ca(OH), e ZnO; Grupo 4, EGB e ZnO;
Grupo 5, EGB, Ca(OH), e ZnO; Grupo 6, CHX (controle positivo). Ap6s incubacdo, as
medicdes dos halos de inibicdo foram realizadas ap6s 18 horas com uma régua milimetrada.
Apenas a pasta de EGB e ZnO obteve atividade antimicrobiana estatisticamente significante
com resultados similares ao controle positivo e foi submetida a macrodiluicdo para que fosse
verificada a concentracdo inibitéria minima, mas nenhuma diluicdo da pasta foi capaz de
evitar o crescimento de E. faecalis. Esses dados foram tratados estatisticamente a 95% de
significancia usando o teste de Mann-Whitney e a Estatistica Descritiva. A composi¢do do
EGB foi avaliada por Espectrometria de Massas com lonizacdo por Electrospray e foi
verificado que um dos componentes majoritarios poderia ser a maltose. A Cromatografia de
Camada Delgada (CCD) foi realizada nas fases de acetato de etila, diclorometano e aquosa
resultantes da particdo liquido/liquido realizada no EGB, depois de seco em capela. A CCD
sugeriu a presenca de flavonodides, terpenos, taninos e esterdides no EGB. A Espectroscopia
de Ressonancia Magnética Nuclear foi realizada com o propdsito de supor a composi¢do do
EGB e foi observado grande nimero de picos de sinais na regido referente aos glicosideos,
assim como picos referentes a estrutura molecular de terpenos e um sinal caracteristico de
esterdides. O EGB apresentou atividade antimicrobiana quando associado ao ZnO, podendo
ser uma propriedade importante para a composi¢cdo de um novo medicamento intracanal.
Todo novo biomaterial baseado na etnoboténica deve ser testado criteriosamente para
viabilizar sua aplicabilidade clinica, o que justificou a pertinéncia deste estudo preliminar, no
entanto testes fisico-quimicos e de biocompatibilidade sdo imprescindiveis para futuro
emprego de fitoterapicos na Endodontia.

Palavras Chave: Medicagdo Intracanal. Atividade Antimicrobiana. Musa paradisiaca.
Enterococcus faecalis.
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ABSTRACT

The products of Musa paradisiaca (banana plantain) are used as a sedative for dental pain,
healing of tooth extraction surgical wounds, gastric ulcer, hypoglycemic, antidote for snake
bites, diarrhea among other indications in communities that have a tradition of using plants as
alternative medicine. In Endodontics, it aspires to be an ideal intracanal medicament against
resistant strains in refractory endodontic infections. Therefore, the objective of this study was
to test the antimicrobial activity of Musa paradisiaca glycolic extract. To perform the
experiment, the Musa paradisiaca glycolic extract replaced Polyethylene glycol 400, which is
a vehicle that makes up some pastes used as Endodontic intracanal medication. Well agar
diffusion test was used to evaluate the antimicrobial activity against strains of Enterococcus
faecalis usually related to refractory endodontic infections. Different materials were inserted
in wells in two experimental steps as characterized in the following groups. Experiment “A”:
Group 1, Polyethylene glycol 400 (PEG 400 - negative control); Group 2, PEG 400 and
calcium hydroxide (Ca(OH),); Group 3, Musa paradisiaca Glycolic Extract (EGB); Group 4,
EGB and Ca(OH),; Group 5, 2% chlorhexidine gel (CHX - positive control). Experiment “B”:
Group 1, PEG 400 (negative control); Group 2, PEG 400 and zinc oxide (ZnO); Group 3,
PEG 400, Ca(OH), and ZnO; Group 4, ZnO and EGB; Group 5, EGB, Ca(OH),; and ZnO;
Group 6, CHX (positive control). After incubation, measurements of inhibition zones were
performed after 18 hours with a millimeter ruler. Just EGB and ZnO paste obtained
statistically significant antimicrobial activity with similar results to the positive control and
was subjected to macrodilution, a finding for minimum inhibitory concentration, but no
dilution of the paste was able to prevent the growth of E. faecalis. These data were treated
statistically at 95% significance using the Mann-Whitney test and Descriptive Statistics. The
composition of EGB was assessed by Mass Spectrometry with Electrospray lonization and it
was found that one of the major components could be maltose. Thin Layer Chromatography
(CCD) was carried out in phases of ethyl acetate, dichloromethane and aqueous partition
resulting from liquid/liquid held in EGB, after drying under a hood. CCD suggested the
presence of flavonoids, terpenes, tannins and steroids in EGB. The Nuclear Magnetic
Resonance Spectroscopy was performed in order to also propose the composition of EGB and
observed a large number of signal peaks in the region concerning the glycosides, as well as
peaks corresponding to the structure of terpenes and a few characteristic of steroids. The EGB
showed antimicrobial activity when combined with ZnO and can be an alternative to the
composition of an intracanal medication. Every new biomaterial based on ethnobotany should
be carefully tested to allow its clinical applicability, which justified the relevance of this
preliminary study; however physico-chemical and biocompatibility tests are essential to future
employment of herbal medicines in Endodontics.

Keywords: Intracanal Medication. Antimicrobial Activity. Musa paradisiaca. Enterococcus
faecalis.
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1. INTRODUCAO

O 6rgdo dentério é acometido pela carie em varios estagios e, dependendo do nivel de
destruicdo, um tratamento diferente é indicado, desde a prevencdo até a reabilitagdo oral. A
Endodontia é uma especialidade da Odontologia que estuda a etiologia, o diagnostico, a
prevencéo e o tratamento das patologias pulpares e periapicais. Com esse intuito, o tratamento
endoddntico é indicado para a remocdo e neutralizacdo de todo o conteddo do sistema de
canais radiculares que esteja com uma reacdo inflamatoria irreversivel ou com micro-
organismos que produzem toxinas prejudiciais a polpa dentéria e ao peridpice (SIQUEIRA-JR
et al., 2010).

A flora microbiana presente em comunidades no sistema estomatognatico, em
particular no sistema de canais radiculares possui caracteristicas peculiares. As diferentes
espécies de bactérias e fungos formam um biofilme, organizando-se por relagGes de
mutualismo e comensalismo, como também antagonismo e competi¢do. Essa estrutura
comunitaria propicia sempre um crescimento do biofilme, havendo um comportamento
multicelular, com atividades coordenadas de interagdo e comunicagdo dos diversos
microorganismos. Essa estrutura capacita sua sobrevivéncia mesmo em situacdes hostis
(BRAGA, 2007; APARNA; YADAYV, 2008; SIQUEIRA-JR et al., 2010).

Pelo fato do biofilme endodéntico ter sido pesquisado recorrentemente na literatura
(FABRICIUS et al., 1982; SUNDQUIST, 1994; SEN et al., 1995; WALTIMO et al., 1997,
BAUMGARTNER et al., 2000; HAAPASALDO et al., 2000; ESTRELA et al., 2001; LOVE,
2001; VALERA et al, 2001; EVANS et al., 2002; FIDGOR et al., 2003; MICKEL et al.,
2003; NAIR et al, 2005; STUART et al., 2006; DAVIS et al., 2007; PALLOTTA et al., 2007,
SIQUEIRA-JR et al., 2010), verifica-se um importante patdgeno na etiopatogenia das

alteracOes pulpares e periapicais, 0 coco anaerobio facultativo Gram positivo Enterococcus



14

faecalis. A distribuicdo heterogénea de micro-organismos nas patologias pulpares € evidente,
no entanto tem sido recorrente a persisténcia da cepa de E. faecalis, especialmente depois de
finalizada a terapia pulpar, como sendo o principal ator de infeccBes reincidentes, também
chamadas refratarias, presente em mais de 90% dos casos e com prevaléncia bem menor em
infeccdes primarias. Provavelmente essa diferenca é dada a presenca de outras cepas que nao
permitam sua disseminacdo nas infec¢bes primarias (ESTRELA, 2000; SIQUEIRA-JR et al.,
2010).

Um estudo realizado sugere que a adaptacdo de cepas de Enterococcus faecalis a
ambientes alcalinos permite sua persisténcia como patdgeno no sistema de canais radiculares.
O micro-organismo apresenta mecanismos de controle interno da entrada e saida de
metabolitos que mantém viadveis enzimas vitais, mesmo em pH alto, feito por sua membrana
citoplasmatica (EVANS et al., 2002). O grau de invasdo nos tubulos dentinarios por essa cepa
¢ considerado um mecanismo superior ao poder de dissociacdo de certas medicacoes
intracanal (STUART et al, 2006), ndo permitindo a acdo direta do hidréxido de célcio, por
exemplo, permanecendo em pH considerado subletal e adaptando-se as novas condicGes. O
estresse causado pelo ambiente alcalino serve de estimulo para ativar outro mecanismo que a
permite sobreviver com menor quantidade de nutrientes, gastando menos energia (EVANS et
al., 2002). Os mesmos estimulos ativam fatores de viruléncia que auxiliam em sua reinfeccao
tardia, chegando a ser o agente etiologico de abscessos. Nesta situacdo existe a hipotese de
uso do proprio macréfago do hospedeiro para se disseminar pelas vias sanguineas e, como
resiste a fagocitose, pode ser também responsavel pela Endocardite Bacteriana (MATHEW et
al., 2010; MA et al., 2011). E notoria sua resisténcia a temperaturas elevadas, como também a
antibioticoterapia, existindo relatos de sua suscetibilidade & vancomicina (JHAMB et al.,

2010).
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O Tratamento Endoddntico consiste de varios procedimentos operatérios com uma
fase mecanica, representada pela aplicacdo das técnicas de instrumentacdo dos canais
radiculares, outra fisica, que promove o movimento hidraulico pela injecdo e aspiracdo da
solucdo irrigadora, e também a fase quimica, que compde a acdo de substancias quimicas para
combater micro-organismos presentes em tabulos dentinarios e demais ramificacdes por meio
de solugdes irrigadoras e medicacdo intracanal, dentre outros atos operatorios, finaliza-se com
a obturacéo do sistema de canais radiculares (SIQUEIRA-JR et al., 2010).

A sanificacdo do sistema de canais radiculares € um tempo operatério imprescindivel
para o sucesso do tratamento endoddntico. O desafio de alcancar essa meta é grande, visto que
a anatomia radicular dos elementos dentarios propicia meios para 0S micro-organismos
continuarem viaveis, mesmo apds 0 preparo quimico-mecanico dos canais radiculares
(HOCKETT et al., 2008; KISHEN et al., 2008). Portanto, a Endodontia atua no
restabelecimento da salde quando uma infeccdo estd instalada, utilizando técnicas para
debelar os agentes microbianos presentes no sistema de canais radiculares, sendo estes
considerados a etiologia principal das patologias pulpares e periapicais (LEONARDO, 2005;
CINTRA, 2008).

Mesmo sabendo que o preparo biomecanico reduz significantemente o nimero de
bactérias do sistema de canais radiculares, ha situagdes em que se exige a aplicacdo de uma
medicacdo intracanal na tentativa de ndo haver possibilidade de persisténcia de micro-
organismos na complexa anatomia do sistema de canal radicular. A medicagédo intracanal
ideal deve ser composta de diversas propriedades como eliminar micro-organismos que
sobreviveram ao preparo quimico-mecanico, impedir a proliferacdo destes sobreviventes,
fazer o papel de barreira fisica para ndo acontecer reinfeccdo ou infeccdo proveniente de
micro-organismos da saliva, reduzir a sintomatologia e inflamacéo perirradicular, controlar

exsudacdo persistente, solubilizar matéria orgénica, neutralizar produtos tdxicos, controlar
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reabsorcéo dentaria inflamatoria externa, estimular a reparacdo por tecido mineralizado. Por
conseguinte, ndo existe atualmente um Unico medicamento com todas essas propriedades
(SIQUEIRA-JR et al., 2010).

Antigamente denominados curativos de demora, as medicacfes intracanal podem ser
classificadas em derivados fenolicos (eugenol), aldeidos (formaldeido), hal6genos
(hipoclorito, iodoférmio, clorexidina), bases (hidroxido de calcio), corticosterdides
(dexametasona, prednisolona), antibidticos (rifampicina, neomicina), muitas vezes sendo
utilizadas associadas a fim de buscar as propriedades descritas (SIQUEIRA-JR et al., 2010).
Apesar de existir relatos sobre 0 sucesso nas técnicas endodonticas (IMURA et al., 2007),
ainda hé dificuldade em debelar os micro-organismos resistentes na infeccdo do sistema de
canais radiculares ja que essas medicacdes intracanal utilizadas atualmente sdo incapazes de o
fazer, principalmente quando se trata de E. faecalis (VIANNA et al., 2005; GOMES et al.,
2009a; QUEIROZ et al., 2009; ATHANASSIADIS et al., 2010; JHAMB et al., 2010;
SIQUEIRA-JR et al., 2010).

O uso do Hidroxido de Célcio como medicacdo intracanal seria uma alternativa
interessante por ocasionar a dissociacdo idnica de ions Célcio e ions Hidroxila, o que explica
sua acao tecidual bioldgica e antimicrobiana, neutralizando endotoxinas, agindo como indutor
de reparo por tecido mineralizado, além de atividade antiinflamatéria. Seu pH extremamente
alcalino desnatura proteinas auxiliando na atividade das solugdes irrigadoras e inibe também a
atividade de enzimas que provocam a reabsor¢do radicular. Pelo fato de ser
caracteristicamente um p6 branco, é necessario usar um veiculo para sua inser¢ao nos canais
radiculares. As pastas que ele compde proporcionam preenchimento do canal radicular com
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas apropriadas para uma medicacdo temporaria, no
entanto todas essas qualidades somadas sdo insuficientes para erradicar E. faecalis

(QUEIROZ et al., 2009; SIQUEIRA-JR et al., 2010).
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O O&xido de zinco tem sido utilizado com frequéncia para compor a medicagéo
intracanal de pastas endodonticas. Sua adi¢do tinha inicialmente a intencdo de melhorar a
radiopacidade dessas pastas e também diminuir a solubilidade do hidréxido de calcio
(QUEIROZ et al., 2009; ATHANASSIADISS et al., 2010). No entanto, é possivel observar
efeito adicional antimicrobiano de pastas endodonticas que tém oOxido de zinco em sua
composicdo (QUEIROZ et al., 2009). Sunzel et al. (1990) observaram in vivo o efeito
antimicrobiano contra Staphylococcus aureus de 6xido de zinco implantado no subcutaneo de
porcos e coelhos sem prejudicar a funcdo de PMNs. Cremes dermatoldgicos sao utilizados na
medicina como antisséptico para tratamento de eczema, impetigo, Ulceras varicosas, pruridos,
psoriase o que justificaria sua atividade antimicrobiana incremental. Sua pouca solubilidade
em agua pode inibir o crescimento de fungos em pinturas, fato interessante, pois é conhecida a
presenca de fungos também no biofilme endoddntico. O zinco puro foi isolado inicialmente a
partir da calamina (silicato basico de zinco) reduzida por carvdo mineral, entretanto a zincita é
o mineral que ja tem 6xido de zinco em sua composi¢cdo (SAVIOLI, 1992). Sua atividade
contra E. faecalis ainda ndo esta clara visto que existem estudos que mostram pouca ou
nenhuma atividade (LEONARDO et al., 2000; ATHANASSIADIS et al., 2010) e outros que
provam o contrario (QUEIROZ et al., 2009).

A possibilidade de associar as propriedades dessas substancias ocorre com o emprego
de um veiculo compondo as pastas endodonticas para medicacdo intracanal. Os veiculos
poderdo ser inertes ou possuir caracteristicas quimicas auxiliares ao Tratamento Endod6ntico.
As caracteristicas fisico-quimicas dos veiculos vdo determinar sua indicacdo clinica. Existem
aqueles que séo hidrossolUveis aquosos como a agua destilada, soro fisioldgico, solugéo
anestésica estéril; estes possuem rapida dissociacdo de seus componentes e promovem um
efeito quase imediato. Como exemplos de veiculos hidrossolliveis viscosos existem o

propilenoglicol, polietilenoglicol e a glicerina que promovem acdo em médio prazo. Também
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existem veiculos oleosos como a oliva que possui acdo mais tardia (ESTRELA et al., 1999;
SIQUEIRA-JR et al., 2010).

Tanto o Propileno glicol, como o Polietileno glicol 400 séo veiculos inertes que ndo
tém interferéncia na atividade antimicrobiana, no entanto auxiliam nas caracteristicas
quimicas das pastas: dissociacdo, difusdo e capacidade de preenchimento dos canais
radiculares. O uso de um veiculo em sua substituicdo, que proporcionasse uma melhora na
atividade dos outros componentes da medicacdo intracanal, seria interessante. Este potencial
adicional poderia auxiliar na sanificacdo do sistema radicular que ¢ um desafio ainda nao
alcancado, principalmente nos casos de micro-organismo resistente aos farmacos atualmente
usados, os quais ndo tém tido sucesso para infeccbes persistentes (ESTRELA et al., 1999;
EVANS et al., 2002; STUART et al, 2006; MATHEW et al., 2010; SIQUEIRA-JR et al.,
2010; MA et al., 2011).

O uso de clorexidina pode ser um exemplo interessante que esta sendo empregado
como protocolo para ajudar a debelar o biofilme que se forma inclusive na superficie externa
de raizes de canais ja obturados. Sua acdo antisséptica é capaz de ser eficiente na eliminacéo
de bactérias resistentes (GOMES et al., 2009b; DELGADO et al., 2010). Este composto
halogenado foi incluido neste estudo como controle positivo. A substantividade da clorexidina
e a presenca de cloro em sua molécula é determinante para sua atividade antimicrobiana. A
clorexidina tem sido aplicada na Endodontia como medicagdo intracanal ou substancia
quimica auxiliar ao preparo quimico-mecanico com apresentacdo na forma de gel associada
ao Natrosol, que é inerte. Na Odontologia possui aplicacdes em diferentes solugdes aquosas
desde 0,12% até 2%, sendo nossa referéncia a concentragdo de 2% em gel, utilizada no
tratamento endodontico. E uma substincia incolor e inodora, com maior eficiéncia
antimicrobiana na faixa de pH de 5,5 a 7 (CINTRA, 2008; GOMES et al., 2009a; VIANNA,

GOMES, 2009).
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Em razdo da dificuldade encontrada para debelar o E. faecalis existem técnicas
alternativas sendo empregadas na tentativa de aumentar o sucesso do tratamento endodéntico,
nestes casos. Dentre elas pode-se citar a terapia fotodinamica (AMARAL et al., 2010), terapia
com ozo6nio (GUINESI et al., 2011) e a fitoterapia. Estudos visando novas solugcdes em
tratamentos com produtos de origem natural estdo presentes na literatura, sendo relativamente
recentes na area da Endodontia. A biocompatibilidade do dleo essencial e da resina de
Copaifera multijuga foi testada em conjunto com o hidréxido de calcio estudando também sua
analise fotoquimica (BANDEIRA, 1998; BANDEIRA et al., 1999a; BANDEIRA et al.,
1999b; BANDEIRA, 2000) e sua atividade antimicrobiana (GARRIDO et al., 2004;
ABNADER, 2005). Sua composi¢do em um cimento endoddntico foi também avaliada quanto
as suas caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas (GARRIDO et al, 2010).

Novas substancias, a exemplo dos produtos da copaiba, vém sendo avaliadas para uso
no tratamento endodéntico. O poder antimicrobiano do extrato proveniente da espécie
Stryphnodendron barbatimam (Barbatimao), em comparacdo com as concentragdes de 1% e
2,5% de hipoclorito de sodio, comprovou ter eficicia similar sobre as cepas de
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans e Enterococcus faecalis, mas ndo sobre a cepa
de Escherichia coli (SPONCHIADO-JR et al., 2005). Outro exemplo de atividade
antimicrobiana em canais radiculares infectados pode ser citado, o extrato de Arctium lappa,
cujo nome mais comum é Bardana (PERIN et al., 2001; PEREIRA, 2004; GENTIL et al.,
2006). Especificamente contra o Enterococcus faecalis foi testado in vitro um medicamento
intracanal de origem vegetal Pothomorphe umbellata (SPONCHIADO-JR, 2006), assim como
0 alcacuz foi testado associado ao hidroxido de célcio (BADR et al., 2010) e também a
propolis (KAYAOGLU et al., 2011).

A Musa paradisiaca, a popular banana, tem varias aplicagdes pouco conhecidas pela

sociedade. Seu uso tem sido ha muito tempo frequentemente voltado para compor uma dieta
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saudavel (EDDY; KELLOGG, 1927), no entanto € fato que pode ter importantes aplicacdes
terapéuticas (COE; ANDERSON, 1999; GROVER et al., 2002; KALA, 2005; NETO et al.,
2006; ALBUQUERQUE et al., 2007; GOMES, 2008; COELHO-FERREIRA, 2009). Baseado
em medicina popular, a banana tem sido alvo de novas pesquisas para validar cientificamente
suas propriedades curativas e antimicrobianas (BRAGA, 1949; JONES, 1965; YANG et al.,
2000; MONDAL et al., 2001; JANG et al., 2002; JESUS et al, 2004; OKUDA, 2005;
OLIVEIRA, 2005; GIORGETTI et al., 2007; VIJAYAKUMAR et al., 2008; DESHMUKH et
al., 2009; MARTINS etal., 2009; BENNETT et al., 2010; SWANSON et al., 2010; OHLA et
al., 2011) podendo ter importante papel como biomaterial inovador.

A Musa paradisiaca é mundialmente consumida em larga escala e o seu cultivo é feito
principalmente em regides de clima tropical, portanto é de facil aquisicdo. Em algumas
comunidades, a banana é utilizada com propriedades curativas, com poder de cicatrizacdo de
Ulceras epidermais e gastricas, para reduzir a hiperglicemia, com efeito antimicrobiano
(GOEL et al., 1989; SHARMA et al., 1989; LEWIS et al., 1999; PARI; UMA-
MAHESWARI, 1999; GROVER et al., 2002). O conhecimento etnobotéanico regional provém
de membros dessas comunidades que, ainda hoje, utilizam plantas no tratamento de sintomas
e cura de doengas que afetam sua populagdo, dentre elas a doenca céarie (COE; ANDERSON,
1999; GROVER et al., 2002; MEDEIROS et al., 2004; KALA, 2005; NETO et al., 2006;
MACIEL; GUARIM-NETO, 2006; ALBUQUERQUE et al., 2007; FALCONI-FILHO, 2008;
GOMES, 2008; COELHO-FERREIRA, 2009).

Ha uma escassez de estudos de Musa paradisiaca na Odontologia. Foram encontradas
citacbes de estudos na Indonésia que relatam o efeito cicatrizante da seiva da banana
melhorando o reparo de feridas cirurgicas de exodontias. Um deles avaliou a citotoxicidade da
seiva considerando-a biocompativel, com sobrevivéncia em média de 60% dos fibroblastos

(WINDA, 2011). Avaliar as propriedades antimicrobianas frente a cepa comumente
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encontrada em infeccOes refratarias endodonticas, tal como o Enterococcus faecalis (NAIR,
1990; SIQUEIRA-JR, 2001; SPONCHIADO-JUNIOR, 2006; BRAGA, 2007; COSTA et al.,
2008; HOCKETT et al., 2008; KISHEN et al., 2008; ARIAS-MOLIZ et al., 2009), caracteriza
um importante passo para comprovar as propriedades do extrato glicolico de banana com
perspectiva de futura aplicacdo na Endodontia.

Baseado no exposto, o presente trabalho visa avaliar in vitro a atividade
antimicrobiana de pastas endoddnticas a base de extrato glicolico de Musa paradisiaca sobre
o0 principal micro-organismo presente em infeccdes refratarias endodonticas, comparando-as

aquelas pastas alcalinas rotineiramente usadas como medicacéo intracanal.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Com vistas ao embasamento cientifico deste estudo, procurou-se fazer um
levantamento cronoldgico da literatura que pudesse elucidar o comportamento bioldgico
terapéutico dos constituintes de Musa paradisiaca, bem como apresentar suas caracteristicas
botanicas e seu uso medicinal em diversas comunidades. Da mesma forma, a medicacao
intracanal teve apresentada representativamente sua evolucdo cronolédgica e por fim a
microbiologia do biofilme patogénico de infec¢cdes endoddnticas ressaltando a importancia do

Enterococcus faecalis nas mesmas, relacionando sua resisténcia ao Tratamento Endodéntico.

2.1 A Etnobotanica e a Musa paradisiaca: de Planta Medicinal a Fitoterapico

Eddy e Kellogg (1927) apontaram a banana como importante na dieta alimentar.
Fizeram o experimento em filhotes de porcos pesando inicialmente 350g, em que diferentes
grupos foram alimentados com banana madura, verde ou cozida. Era dado 5g de banana por
dia e foi verificado um aumento diario de 7g a 10g do peso dos porcos. A presenca de
vitamina C era maior em frutos verdes do que nos maduros, considerada também excelente
fonte de vitamina A, boa fonte de vitamina B, raros tracos de vitamina E e deficiente em
vitamina D. Avaliando a composicdo de frutos de banana comestiveis encontraram: 75,3% de
agua, 22% de carboidratos, 19,9% acUcares, 0,6% de gorduras, 1,3% proteinas, 0,8% celulose,
0,9% de cinza, 0,009% de calcio, 0,028% de magnésio, 0,401% de potassio, 0,034% de sodio,
0,031% de fosforo, 0,125% de cloro, 0,01% de enxofre, 0,0006% de ferro. Relataram que o
amido sofreria hidrolise resultando em sucrose, glucose e frutose, conforme ocorre o
amadurecimento da fruta. A polpa da banana verde é composta de um conjunto de moléculas
de celulose enfileiradas e lado a lado com a pectose sdo empacotados por seiva e granulos de

amido. O amadurecimento transforma a pectose em pectina que € soltvel em agua, liberando-
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as. A dificuldade em isolar as proteinas foi mencionada e também a presenca de um fenémeno
de ligagdo entre os taninos ¢ “um tipo de gel” que seria responsavel pela perda do sabor
adstringente da banana verde. A banana € um bom suplemento alimentar para uma dieta
saudavel.

Braga (1949), em um levantamento botanico das “Plantas do Ceara”, catalogou a
Musa paradisiaca. As matrizes selvagens das bananeiras cultivadas parecem localizar-se na
Asia, desde as Indias as Filipinas — incluindo a Malésia. O fruto comestivel ndo era conhecido
na América pré-colombiana, foram trazidas da Africa e da Asia no inicio da colonizac&o,
entretanto Gabriel Soares em seu “Tratado Descritivo do Brasil”, no ano de 1587, cita a
“pacoba” como natural da terra, sendo conhecido naquela época como ‘“banana” apenas
variedades exoticas originarias de Sdo Tomé. No Amazonas, “pacova” sdo consideradas as
bananas da terra, enquanto que nas Guianas conhece-se a variante “bacove”, remetendo ao
termo tupi “pac-oba” cujo significado seria “folha de enrolar” ou “que se enrola” ligado as
bananeiras ou Musaceas. Enquanto os portugueses as apelidavam de “figos”, referindo-se as
variedades comestiveis, da Guiné e arredores veio a origem do nome “banana” generalizada
para “todas as castas desta preciosa fruta”, conforme Jacques Raimundo no ano de 1933 em
seu livro: “O Elemento Afro-Negro na Lingua Portuguesa”. A bananeira é da familia das
Muséceas, com muitas espécies, mas trés principais de cultivo no Brasil: Musa Cavendsihii
(cultivares: banana baé, nanica, caturra, banana d"agua, and), Musa paradisiaca (cultivares:
banana da terra, comprida, chifre de boi, pacova), Musa sapientum (cultivares: banana prata,
banana macd, banana curuda, banana Sdo Tomé, banana roxa, banana pirod). A composicao
quimica da polpa do fruto maduro da Banana da Terra teria os teores médios de 66,8% agua,
1,6% de proteinas, 0,2 % de matérias graxas, 29,9% de agucar e amido, 0,9% de celulose, 1,1
de cinza. Destaca-se a banana em comparacdo a outros alimentos cultivaveis no valor

energético obtido por acre cultivado com 8.320.000 cal, bem como a sua producdo 32.000
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libras por acre. Sua importancia comercial é grande tendo em vista o grande potencial de
energia alimentar e a resisténcia ao transporte com baixo prec¢o, universalizando-se 0 consumo
da banana. A seguir descreve-se a espécie de Musa paradisiaca (Figura 1):

O pseudocaule mede 2,50 - 3,50 m de comprimento, esverdeado, com
manchas escuras na base do peciolo, tendo este os bordos virados. Folhas de
1,70 - 2,00 m de comprimento por 65 - 72 cm de largura. Regimes pequenos,
contendo 4 - 7 verticilos, com 20 - 35 frutos, pesando de 7 - 14 quilogramas.
Raquis muito comprido, sem restos florais. Fruto de 20 - 30 cm de
comprimento, 5 - 6 cm de didmetro, pesando 250 - 400 g, tri ou tetraquinado,
um pouco arqueado, de casca grossa, amarela quando maduro, sendo a polpa
de cor réseo salmdo, dura, pouco agucarada, mas de gosto agradavel. (idem,
ibidem, p. 150-1).

P

i w

)
Figura 1. Bananeira; o rizoma é capaz de lancar rebentos que formam novos pseudocaules,
agrupando-se em moitas.

Fonte: Parchen <http://www.flickr.com/photos/parchen/3573751999/sizes/o/in/photostream/>. Acesso
em: 2 maio 2011.

Jones (1965) solucionou a interferéncia de taninos presentes na banana na extracéo de
proteinas do latex. Os taninos tém forte interacdo com cadeias peptidicas formando

complexos insollveis em agua e precisam ser separados quimicamente para isolar as proteinas
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enzimaticas de interesse. Gelatinas, proteinas inertes e, também, a polivinilpirolidona fariam
esse papel de precipitar complexos solGveis em agua com baixo peso molecular de polifendis
(taninos), no entanto poderiam ter impedimento de oxidacéo posterior levando a desativacao
enzimatica. O latex colhido foi de bananas verdes (Figura 2) do cultivar “Valery”, fracionado
em centrifugacdo de baixa velocidade. A particdo aquosa (pH 4,5) foi submetida a dialise,
cromatografia por papel, teste de precipitacdo de taninos e analise colorimétrica. Apos dialise
prolongada, trocando a dgua destilada muitas vezes, o tanino permaneceu insoltvel em agua.
O polietileno glicol reagiu espontaneamente com o tanino do latex da banana, diferente de
outros solventes organicos e agua fervente nos quais era insolivel. A cromatografia
evidenciou que depois de o tanino ser tratado com o PEG 0 mesmo ndo se apresentava mais
presente na particdo. A estequiometria da reacdo entre o PEG-tanino ainda estava
indeterminada, com provavel ligacdo de hidrogénio entre o oxigénio da cadeia do PEG com
grupamento hidroxila fenélico (tanino). Dopamina, serotonina e um flavonol nao identificado
foram revelados também. O uso de PEG na extragdo enzimatica de plantas que contém

taninos mostrou-se eficaz.

1- verde

2 - verde claro

3 - verde amarelado

4 - mais amarelado do que verde

5 — amarelado com pontos verdes

6 — totalmente amarelado

7 — amarelo com pontos marrom

L

Figura 2. Pardmetros utilizados para a determinacdo da
maturacéo do fruto da banana.
Fonte: CEAGESP (2004).
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Vega et al. (1988) procuraram determinar uma maneira de reutilizar residuos de
banana por fermentacdo de leveduras. Obtiveram fruto maduro da banana (Figura 2) e
prepararam um suco: primeiramente lavaram, fatiaram e colocaram no vapor para
branqueamento; removeram a casca, moeram a polpa, deixando esfriar a temperatura
ambiente, ajustou-se o pH para 4,0 com 3 N HCI, incubando com 0,05% de pectinase
proveniente de Aspergillus niger por 2 h sob agitagdo em banho-maria a 25°C; o suco foi
separado do residuo em centrifuga 27000 X g por 20 min a 4°C; por fim foi filtrado em papel
filtro n° 40 Whatman e armazenado a -29 °C. Para sua utilizacdo ele era diluido a 20% em
agua destilada e acertado o pH para 5,2, para depois ser esterilizado. O suco extraido era claro
e amarelado e com aproveitamento de 82% depois de incubado com a pectinase, com
viscosidade absoluta de 3,72 P. Depois de esterilizado se tornava mais escuro e embacado
com formacdo de precipitado, sendo possivel a formacdo ou degradacdo de componentes
depois do aguecimento. Apresentava 24,4% de acgUcares totais, 5,2% de glucose, 3,9% de
frutose e 15,3% de sucrose, sendo que houve um aumento de 15% de acgucares totais depois
da esterilizacdo. O suco também continha 0,62% de lipidios, 0,77% de cinza e 0,087% de
nitrogénio. O amido ndo foi detectado no suco, mas apenas na polpa por meio da adicdo de
iodo, uma das duas metodologias empregadas para tal fim. Para conseguir sucesso na
fermentacdo era necessario adicionar mais nutrientes, sempre respeitando a concentracdo de
20% do suco. Nessas condi¢cOes foi possivel produzir indices elevados de biomassa, mas a
producdo de lipidios ndo foi possivel necessitando outros estudos para aprimorar a técnica.

Sharma et al. (1989) avaliaram in vitro a atividade antimicrobiana do rizoma de Musa
paradisiaca H. Kela. Relataram que seu fruto é consumido em larga escala pela populacéo da
india e que existe uso do rizoma para fins anti-helminticos e anticoncepcionais. Os rizomas,
depois de processo de secagem, foram submetidos sequencialmente a extracdo com hexano,

benzeno e etanol para depois serem concentrados no rotaevaporador. A atividade
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antimicrobiana foi feita pelo teste de difusdo em agar com discos de filtro de papel, utilizando
0s meios de cultura em caldo Sabouraud e caldo Oxoid, para atividade antifingica e
antibacteriana. O crescimento das culturas de bactérias foi durante 18h a 37°C e para 0s
fungos 72h a 26 °C. Todos os testes foram feitos em triplicata e medidos os halos dos
diametros de inibicdo. Os controles positivos foram penicilina para bactérias e hamycin para
fungos. Os micro-organismos testados foram: Staphylococcus aureus, S. albus, Streptococcus

Shaemolyticus, Bacilus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella aerogenes, Pseudomonas

aeruginosa, P. pyocyance, Aspergillus niger, A. flavus, Fusarium oxysporum, Geotrichum
candidum. O extrato benzénico teve a maior atividade antimicrobiana, exceto para P.
pyocyance. O extrato hexanico teve boa atividade contra bactérias Gram-negativas em
comparacdo as Gram-positivas e aos fungos. O extrato etanolico apresentou boa atividade

apenas contra Streptococcus phaemolyticus e Klebsiella aerogenes e nenhuma atividade foi

observada contra 0s outros micro-organismos. Conclui-se que os diversos extratos possuem
principios ativos diferentes com efeito antimicrobiano a diferentes micro-organismos,
devendo ser identificados quimicamente.

Orie (1997) verificou que o extrato aquoso de Musa paradisiaca teve efeito
vasodilatador na aorta e veias de ratos. O extrato foi feito de frutas maduras foram
descascadas e marteladas para solubilizar em agua. A solucdo aquosa foi centrifugada e
filtrada em papel Whatman. O filtrado foi evaporado e o residuo foi utilizado para preparar o
extrato em uma concentracdo de 10° para 1 mg/ml. Depois de sacrificados os ratos foram
obtidos anéis da aorta e de veias para observar sua reacdo ao extrato, mantido o tecido
oxigenado em solucdo normal salina. Em um sistema reproduzindo estimulos adrenérgicos foi
avaliada a influéncia do extrato sob os tecidos dos vasos. Os resultados indicam que houve
relaxamento inespecifico da musculatura e inibi¢cdo do ténus muscular dos vasos sanguineos

avaliados, lembrando que esse efeito ndo pode ser atribuido a alta concentracdo de serotonina
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presente no extrato, ja que esta, quando testada isoladamente, produziu contragdo muscular,
no entanto ndo se exclui a possibilidade de haver a interacdo in vivo da mesma, quando
proveniente do extrato.

Alves (1999) e Moreira (1999) descreveram a Musa paradisiaca, herbacea
naturalmente encontrada em regides tropicais Umidas e subtropicais. Apresenta seu tronco sob
0 solo, denominado rizoma, de onde provém as bainhas das folhas em conjunto, que emergem
formando o pseudocaule, popularmente conhecido como o tronco da bananeira. Sua
multiplicacdo acontece por meio do lance de novos rebentos por via vegetativa (Figura 1). As
flores em cachos surgem do coracdo da bananeira (Figura 3). Curiosamente, os frutos sdo
partenocarpicos e ndo desenvolvem sementes em seu interior, 0S pontos escuros
correspondem a Ovulos ndo desenvolvidos. Sua fase de gestacdo inicia-se com a formacéo de
um broto-rebento em outra bananeira. Por esse motivo, sempre ao redor de uma bananeira
adulta encontrar-se-do outras bananeiras em diversos estagios do ciclo de vida, formando uma

touceira.

Figura 3. Bananeira; coragéo surgindo do cacho de bananas.
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Coe e Anderson (1999) observaram as plantas utilizadas pelos amerindios do nor-
sudeste da Nicaragua. Escolheram os Ulwa, uma das trés tribos remanescentes dos Sumu, que
utilizam 187 espécies de plantas para tratamento de 25 tipos de doengas. A administracdo é
normalmente realizada via oral por meio de decocc¢éo de folhas. Foi realizado um ensaio para
o reconhecimento de moléculas consideradas bioativas nas plantas, levando-se em conta 0s
alcaldides e os glicosideos, sendo que 70% mostraram apresentar tracos desses componentes,
a maioria herbacea. Comparando-se com os Miskitu do sudoeste da Nicaragua, 90% das
plantas eram as mesmas, levando-se em consideracdo que estes possuem um territorio maior e
mais plantas exclusivas da regido. Portanto as pequenas diferencgas encontradas foram apenas
de abrangéncia territorial sem envolver diferencas culturais. A Musa paradisiaca L. tem a sua
seiva e seu fruto usados in natura ou como cataplasma para tratamento de picadas de cobra,
diarréia e hemorragia. O teste molecular alcaléide/glicosideo apresentou +L(FNQ).

Lewis et al. (1999) extrairam ingrediente ativo antiulcerogénico do fruto verde de
Musa sapientum L. Esse constituinte é polar, extraido com agua morna ou alcool hidratado e
se liga firmemente ao carvdo vegetal ativo. Sua atividade antiulcerogénica € perdida quando
aquecido acima de 50°C. Também conhecidos como leucoantocianidinas 0s compostos
polifendlicos sdo flavan-3,4-diois e sdo 0 segundo composto mais polar da polpa da banana.
Os frutos foram descascados e a polpa seca ao sol, para depois serem pulverizados. O
fracionamento foi feito sequencialmente utilizando etanol, cloroférmio, acetona, cloroférmio
e n-butanol. Utilizando-se o rota-evaporador os solventes foram removidos e a agua foi
removida por congelamento seco. Caracterizou-se do extrato aquoso por intermeédio de
cromatografia por papel, cromatografia por camada delgada, analise espectrofotométrica,
cromatografia liquida de alta eficiéncia um flavonoide: leucocianidina. Induzindo Ulceras
gastricas em ratos foram administradas a banana verde seca pulverizada, a leucocianidina

extraida do vegetal e a sintética que demonstraram efeito protetor da mucosa gastrica dos
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animais, evidenciando a atividade antiulcerogénica dos flavonoides, que ja tem sido citados
na literatura como redutores da secre¢édo de acidos pelas células parietais do estbmago.

Pari e Uma-Maheswari (1999) baseados em pratica regional de uso do suco de flores
de bananeira para tratar diabetes na india avaliaram a glicemia de ratos ap6s administracio de
concentracdes de extrato de flores de Musa sapientum L. Depois de coletadas 5009 de flores
usando para a extracdo 1,5 | de cloroformio pelo método da extracdo quente continuada,
foram obtidos 16,5 g de extrato, sendo este dissolvido em agua estéril para ser usado no
estudo. Os ratos foram induzidos a diabetes em duas semanas com glicemia de 200-
260mg/100ml. Os 36 ratos foram divididos em 6 grupos, sendo um controle com ratos sem
diabetes, o segundo com ratos diabéticos, diabéticos tratados com glibenclamida e o restante
diabéticos tratados com o extrato em concentracdes de 0,15, 0,20 e 0,25 g/Kg durante 30 dias.
O extrato mostrou ser mais efetivo para reduzir a glicemia de ratos com diabete induzida do
que a glibenclamida, resultando em reducdes significativas da glicose sanguinea,
hemoglobulina glicosilada e o aumento do nimero de hemoglobulinas, especialmente em
referéncia a concentracédo de 0,25 g/Kg.

Ennos et al. (2000) examinaram anatémica e morfologicamente o peciolo e a folha de
Musa textilis, utilizando também uma abordagem mecéanica quantitativa. As bananeiras sdo
perenes com rebentos que emergem de rizomas ensoberbecidos substanciais. Os peciolos se
arranjam em espiral nos rebentos aéreos e suas bases sobrepostas formam um pseudocaule
robusto, através do centro do mesmo cresce a inflorescéncia terminal. Bem ao alto os peciolos
separam-se do pseudocaule curvando-se para suportar as enormes folhas ovaladas em um
angulo obliquo. O esquema estrutural do peciolo é altamente eficiente, mesmo sem tecido
composto por madeira e sendo muito leve, tem a capacidade de suportar as grandes folhas,
resistindo a ventos fortes, inclusive a furacGes, se curvando e voltando a posi¢do anterior

praticamente ileso. Sua armacgdo oca e elementos de refor¢o longitudinais produzem uma
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estrutura de baixa densidade e alta flexibilidade. Essa resisténcia flexural é aprimorada pelo
formato em “U” observado no corte transversal do peciolo (Figura 4), de modo que quando
deformado para uma direcdo tende a reverter o movimento na dire¢do oposta, tendo ainda a
capacidade de ser muito complacente quando submetido a tor¢do. Enquanto isso as estruturas
internas orientadas como raios e as placas laterais de parénguima estrelado previnem
achatamento dorsoventral, permitindo uma flexao ainda maior do peciolo sem ser danificado,

preservando sua estrutura e a do caule.

Ennos et al.

Lamina \

Figura 4. Diagrama da bananeira; (A) Vista geral da bananeira, observando que os peciolos, que
formam as regides mais inferiores do pseudocaule se afastam no alto para suportar o peso das folhas.
(B) Seccéo transversal do pseudocaule, mostrando seu formato em “U”, em uma estrutura aerada de
eixos longitudinais.

Fonte: Ennos et al. (2000)

Yang et al. (2000) purificaram a enzima Polifenol oxidase de Musa sapientum L. O
fato de existir dopamina na casca e polpa da banana e ela reagir fortemente com Polifenol
oxidase, leva a crer que esta reagcdo seria responsavel pelo escurecimento da banana. O
polissacarideo da polpa da banana foi primeiramente hidrolisado por glucoamilase para ndo

interferir nos procedimentos de purificagdo na troca ibnica da cromatografia e na filtragem. A
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molécula teve peso estimado de 41000. A enzima rapidamente oxidou a dopamina sendo o pH
6timo de 6,5 e temperatura 6tima de 30°C para esta reagdo. Sua atividade foi inibida por
dietil-ditiocarbamato de sodio e cianeto de potassio, assim como pelo L-acido ascorbico e
cisteina. Entretanto, sob baixa capacidade tamponante, em pH 7, sua atividade também foi
marcadamente inibida pelo acido citrico e acido acético, podendo estes ser compostos capazes
de evitar o escurecimento da banana.

Mondal et al. (2001) avaliaram a composicdo quimica do gel de Musa paradisiaca na
india. O gel é produzido em resposta a lesdes fisicas ou ataque de patdgenos. A bananeira,
conhecida por seu rico valor alimenticio, apresenta efeitos terapéuticos no tratamento de
disenteria, diarréia e cura nas lesdes intestinais de colite usada na medicina popular indiana. O
gel foi coletado durante 0 més de novembro de plantas locais. 100g do exsudato mucilaginoso
foi extraido com 2 | de agua depois de concentrado no rotaevaporador, entdo foi diluido em
6 | de etanol produzindo um precipitado branco. O material peletizado foi redissolvido em
agua e foi adicionado etanol absoluto lentamente & temperatura ambiente até a solucéo atingir
uma concentragdo de 75%. Os componentes soltveis em agua foram divididos em 4 fracbes
por cromatografia de troca idnica. Polimeros fracionados continham arabinose, xilose e &cido
galacturénico como a maioria dos agUcares presentes e, ainda tracos de residuos de galactose,
ramnose, manose e glucose. Andlise por metilacdo e oxidacdo por periodato confirmaram a
presenca de molécula bastante ramificada arabinoxilano com moléculas terminais de
arabinopiranosil e arabnogalactano tipo I pectina.

Grover et al. (2002) revisaram o uso de 45 plantas medicinais indianas contra diabetes.
Musa sapientum foi citada utilizando a administracdo 4 ml/Kg da decoccdo das flores em
coelhos hiperglicémicos com bons resultados diminuindo os picos e a area da curva de
tolerancia da glicose. Ainda foram citadas atividade antioxidante e hipolipidémica da banana.

Os autores ressaltam a importancia de uso dos conhecimentos da medicina tradicional em
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paises ainda em desenvolvimento como uma alternativa econémica viavel, além de promover
0 advento de novos biomateriais com significante atividade contra patdgenos endémicos.

Jang et al. (2002) verificaram o potencial quimico preventivo de cancer de
constituintes de Musa paradisiaca. No género Musa foram isolados em estudos fitoquimicos
anteriores fenilfenalanonas, triterpenos, flavonoides, esterdides e antocianina. Na fracdo de
acetato de etila do extrato metandlico de banana, induziu-se significantemente a enzima
quinona redutase em células cultivadas de hepatoma em ratos. Essa enzima é responsavel pela
desintoxicacdo metabdlica de carcindgenos quimicos e oxidantes nocivos, tornando-se
importante no mecanismo de protecdo contra o inicio de formacdo de tumores. Foi isolado um
novo diaril-heptandide  biciclico:  rel-(3S,4aR,10bR)-8-hidroxil-3-(4-hydroxyphenli)-9-
methoxi-4a,5,6,-10b-tetrahidro-3H-nafto[2,1-b]pirano.  Outros quatro constituintes ja
conhecidos foram isolados:  1,2-dihidro-1,2,3-trihidroxil-9-(4-methoxiphenil)fenalano;
hidroxianigorufona;  2-(4-hidroxiphenil)anidro naftalico; 1,7-bis(4-hidroxiphenil)hepta-
4(E),6(E)-dien-3-ona. O novo composto encontrado teve sua estrutura e estereoquimica
elucidada por RMN mono e bidimensional e andlise crislalogréafica por difracéo de raios-X. A
atividade enzimética de quinona redutase foi induzida in vitro e a biocompatibilidade in vitro
avaliada por meio de cultura de células mamérias de ratos. 2-(4-hidroxiphenil)anidro naftalico
foi citotoxico neste estudo, entretanto todos os outros compostos também induziram a
atividade enzimatica, sendo que o de maior poténcia foi 1,7-bis(4-hidroxiphenil)hepta-
4(E),6(E)-dien-3-ona.

Jesus et al. (2004) avaliaram a composicdo fisico-quimica de dez genoOtipos de
bananeira e, dentre outros resultados, encontraram nos frutos maduros: teor residual de amido
entre 0,9% e 7,1%; teor médio de agUcares totais entre 18,8% e 24,9%; teor de agUcares
redutores, 17,3% e 23,6%; teor de 4cido ascérbico, 5,2 mg.100g™ e 11,95 mg.100g™"; valores

de acidez total titulavel entre 0,25% e 0,54%.
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Medeiros et al. (2004) realizaram levantamento de 36 espécies de plantas medicinais
da reserva do Rio das Pedras, estado do Rio de Janeiro, um remanescente da Floresta
Ombrofila Densa, utilizadas pelos sitiantes residentes no local e de ascendéncia dos meeiros
que trabalhavam nas plantagdes de banana da antiga fazenda “Goiabal”. Estas espécies
puderam ser relacionadas a 28 usos medicinais, organizadas em 7 grupos. Havia 21 espécies
de plantas herbaceas, 8 arbustivas, 5 arbdreas. Por meio de entrevistas estruturadas e semi-
estruturadas aplicadas a essa comunidade foi feito o levantamento dessas espécies ao redor
das casas dos mesmos. A folha era a parte mais utilizada e a manipulacdo mais comum era o
decocto, sendo na area as de maior utilizacdo a erva-de-santa-maria (Chenopodium
ambrosioides L.) e a pitanga (Eugenia uniflora L.). A banana (Musa sapientum L.) estava
entre as espécies mais citadas sendo utilizada a folha deste herbaceo in natura para
cicatrizacdo. Deste modo, os autores elucidaram as espécies utilizadas com fins medicinais
em areas ainda habitadas da Floresta Atlantica.

Borges (2005) avaliaram em ensaios in vitro e in vivo o efeito inibitério da seiva de
Musa paradisiaca L. contra o veneno de cobra. A coleta foi feita diretamente do pseudocaule
da bananeira por meio de puncéo, centrifugado por 5 min a 3000 X g e o sobrenadante filtrado
em papel Whatman, liofilizado e estocado a -20°C. O veneno de Bothrops jararacussu,
Bothrops neuwiedi e Crotalus durissus terrificus liofilizado foi dissolvido em soro fisiol6gico
e centrifugado por 5 min a 3000 X g, em seguida os sobrenadantes foram imediatamente
colhidos e utilizados no estudo. O extrato de Musa paradisiaca, quando misturado ao veneno
de crotalidae, inativou sua proteina, demonstrou efeito anti-hemorragico e anulou seu efeito
letal in vitro. Quando administrados separadamente em vias diferentes in vivo em ratos nao
surtiu efeito. A presenca de polifendis e taninos no extrato pode ser responsavel pela
desnaturacdo de proteinas presentes no veneno. O perfil da eletroforese tanto do plasma

sanguineo quanto do veneno foi alterado quando adicionado o extrato da seiva de bananeira.
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Os compostos formados poderiam ter dimensdes moleculares que ndo permitiram entrar no
gel. Os componentes do extrato reagem com proteinas plasmaticas e por isso ndo houve
sucesso quando utilizado in vivo, pois ndo poderiam reagir com as proteinas do veneno
presentes no organismo do roedor.

Kala (2005) estudou o conhecimento etnobotanico da tribo Apatani da regido nordeste
da India. Regido conhecida por sua grande biodiversidade, possui muitas outras comunidades
a serem avaliadas quanto ao uso medicinal de plantas. 158 espécies com esse fim sdo
utilizadas pelos membros da tribo Apatani para cura de 52 tipos de doencas. 19 espécies eram
do género Asteraceae sendo a mais predominante, seguida por Zingiberaceae, Lamiaceae,
Araceae. As partes mais usadas dos vegetais eram as folhas (56 espécies) e depois o fruto. O
fruto de Musa paradisiaca L. é utilizado para indigestdo pelos membros da tribo.

Okuda (2005) em uma revisdo de literatura verificou que a presenca de taninos em
plantas medicinais tem demonstrado a atividade biologica dessa molécula pode contribuir
com os efeitos benéficos que as mesmas apresentam sem apresentar toxicidade. Avaliando-se
0 isolamento e determinacdo da estrutura molecular de centenas destes elagicotaninos e
dehidroelagicotaninos, como tambem seus oligbmeros e derivados oxidados classificou-se
esses derivados fenolicos de acordo com o estado de transformacdo oxidativa de suas
estruturas e oligomerizacdo, verificando-se a existéncia de paralelos entre a evolucdo da
planta e o estado oxidativo. Além das atividades redutoras e de anti-peroxidacao, verificou-se
a atividade antitumoral, antiviral e o potencial antibacteriano dessas moléculas.

Neto et al. (2006) participaram do projeto CALU implementando atividades sdcio-
educativas e culturais em Itamatatiua e Samucangaua, comunidades remanescentes
quilombolas no Maranhdo, visando o desenvolvimento sustentavel das mesmas. Dessa
maneira procurou-se atingir algumas metas, dentre elas: identificar a referéncia em saude para

as comunidades; verificar o conhecimento das comunidades sobre saude integral e fatores que
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interferem na mesma, bem como a conduta adotada quando adoecem; coletar dados dos
registros das familias de Itamatatiua de posse das Agentes Comunitarias de Saude; introduzir
no¢Oes de higiene pessoal e dos alimentos e educacao alimentar; conhecer da comunidade de
Itamatatiua sobre o uso de plantas com fins terapéuticos, listando-as de acordo com a
finalidade a que se destinam e fotografando-as; recuperar conhecimentos populares sobre a
producdo de medicamentos com plantas, esclarecendo sobre os riscos da automedicacdo e
introduzindo nocBes de cuidados e preparo dos remédios caseiros bem como suas indicagoes e
contra-indicagfes com base em estudos cientificos. Foram coletados dados de registro das
agentes comunitarias somando 123 familias no local, com 141 criancas, 80 adolescentes, 225
adultos, 52 idosos e 5 de faixa etaria desconhecida. Das 120 casas 35% ndo possuem energia
elétrica, 50% ndo fazem nenhum tratamento da agua, ndo existe coleta de lixo. Dentre as 52
plantas medicinais listadas, a bananeira foi citada para dor de dente (carie) utilizando o leite
de banana para esse fim. Verificou-se que a maior parte dos problemas de salde da populacéo
decorre da falta de saneamento basico, infra-estrutura domiciliar e ambiental e informacGes
acerca da boa higiene e de prevencao de doencas.

Albuquerque et al. (2007) fizeram o levantamento de 21 trabalhos cientificos
publicados de pesquisas etnobotanicas sobre plantas medicinais da Caatinga, abrangendo 0s
estados brasileiros de Alagoas, Bahia, Paraiba, Pernambuco e Sergipe no periodo de 1985 e
2006. Coletaram desses artigos 0os nomes cientificos, nomes populares, partes utilizadas da
planta quando citadas, indicacdo terapéutica. Dessa maneira caracterizaram o um indice de
importancia relativa dependendo do nimero de vezes que a espécie foi levada em conta por
esses trabalhos. Houve um levantamento de 389 espeécies de planta, dentre as quais apenas 48
tiveram um indice de importancia maior do que 1,0, sendo que apenas 9 dessas espécies eram
endémicas da Caatinga. A bananeira também foi citada como planta medicinal utilizada para

tosse, bronquite, asma, gripe, inflamag6es em geral, diarréia e antiofidica e relataram o uso da
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raiz e das folhas para tais fins, com indice de importancia com valor de 0,7. A analise dos
autores verificou grande nimero de espécies de plantas medicinais conhecidas da Caatinga,
regido Nordeste do Brasil, com necessidade de futuros experimentos fitoquimicos e
farmacologicos e também de uma visdo mais detalhada de sua disponibilidade para uso da
populacdo em geral.

Giorgetti et al. (2007) fizeram um levantamento historico de registros literarios no
Brasil que apontassem plantas medicinais aplicadas para doencas do sistema nervoso central
consultando fontes desde o século XVI. Levando em consideracdo a ampla biodiversidade
presente na Floresta Amazonica, Mata Atlantica, Cerrado, Caatinga e Pantanal, como também
a agregacdo de conhecimentos multiculturais provenientes da colonizacdo por povos da
Africa, Asia, Europa com 0s povos nativos, o conhecimento etnobotanico se enriqueceu
muito. Foi feita uma triagem de livros que apresentassem tratamentos com plantas medicinais
para doencas do sistema nervoso central nas bibliotecas da Universidade de Sao Paulo, Museu
Padre Anchieta, Instituto Botanico de S&o Paulo e colegGes privadas de dois pesquisadores
com mais de 40 anos de experiéncia no uso de plantas medicinais, sendo que 6 livros foram
selecionados. A partir dai foram consultados pelos nomes cientificos os sitios eletronicos da
“Pubmed”, os Anais de 1968 a 2004 do Simposio Brasileiro de Plantas Medicinais e a base de
dados fitoquimica e etnoboténica “Dr Duke”. Além disso, foi verificado no Dicionario de
Especialidades Farmacéuticas e na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria o registro das
plantas medicinais, bem como a presenca de patente nos Orgdos regulatorios brasileiro,
americano e europeu. Para Musa sapientum L. houve 1 relato na literatura histdrica do uso do
fruto como inebriante e intoxicante em 1939; ainda foram encontrados 7 estudos fitoquimicos
evidenciando a presenca de 6leos essenciais, flavondides, triterpeno cicloartanos, taninos e
esteroides; 3 estudos farmacoldgicos mostrando efeito antioxidante e para sanar paralisia

muscular; 1 patente com uso farmacoldgico antidepressivo.
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Oliveira (2007) avaliou a capacidade de absorcdo de estigmasferol de Musa
paradisiaca L. com diferentes tipos de microencapsulamento para uso terapéutico. O
estigmasterol € uma substancia esteroidal de origem vegetal, presente na bananeira, com
propriedades farmacoldgicas hipocolesterolémica, antiinflamatéria, antinociceptiva e
preventiva de canceres mamario e prostatico ainda pouco exploradas. O organismo tem
dificuldade em absorvé-lo pela sua facil oxidacdo. O microencapsulamento tem a finalidade
de promover a melhor absor¢éo e tornar a molécula biologicamente ativa, sem ser degradada
antes de atingir sua atividade fim. Sua extracdo foi realizada a partir de 10,43kg de cascas
secas e estabilizadas de frutos maduros de Musa paradisiaca L., utilizando etanol e em
seguida hexano. O extrato hexanico foi submetido a tratamento de parti¢ao solido-liquido com
silica gel G com a sequéncia de solventes hexano, diclorometano e cloroférmio; seguido de
cristalizacbes com éter de petrdleo, acetona e n-pentanol para obter o estigmasterol em grau
de pureza de 90,1% com rendimento de 0,05% em relacdo a massa de vegetal seco. O
microencapsulamento foi realizado por moléculas protéicas de gelatina, moléculas lipidicas de
acido estearico e os tensoativos fosfatidilcolina de soja e monooleato de sorbitano etoxilado
por método de polimerizacdo de microemulsdo.  Os resultados indicam que o revestimento
lipidico favorece as propriedades absortivas do farmaco, enquanto o revestimento protéico
promove maior estabilidade ao estigmasterol.

Gomes (2008) em uma revisdo da literatura procurou elucidar os fitoterapicos
utilizados em Odontologia para tratamento das diversas patologias bucais. Dentre as 150
plantas medicinais encontradas, 60 tiveram comprovacdo cientifica de sua atividade
terapéutica. Com relacdo a Musa paradisiaca L., encontrou que a seiva € adstringente e possui
acao anti-hemorragica indicada para aftas. A casca da banana com uso topico tem acao

cicatrizante, evitando a formacdo de edemas e também anti-hemorragica. No caso de



39

odontalgia o sumo do talo do cacho da bananeira é utilizado. A decoc¢édo produz um extrato
que ¢ indicado fazer bochecho para tratamento de gengivite.

Park et al. (2008) estudaram a casca da banana, um residuo agricola desperdicado,
usada para reduzir o Cr(V1) a Cr(l1l) diminuindo consideravelmente a toxicidade desse detrito
industrial. A incorporacdo de alginato de calcio solucionou a eliminacdo de Cr(Ill) que nédo
era suficientemente realizada pela casca da banana. A reacdo que supostamente acontece em
solucdo aquosa tem relacdo com a provavel composicdo das moléculas da casca da banana
carregadas positivamente que se ligam ao Cr(VI) anibnico, podendo ser grupamentos
fenolicos, tanino, lignina, tiol que sdo relatados como doadores de elétrons em biomateriais.
Esse novo biossorvente de Cr(VI) € 4 vezes mais eficaz do que redutores quimicos e
apresenta-se como uma solucéo ecoldgica e economicamente viavel.

Vijayakumar et al. (2008) examinaram o efeito antioxidante da presenca de
flavonoides de Musa paradisiaca na dieta normal e hipercaldrica de ratos. Flavondides
constituem um dos grupos fendlicos mais frequentemente encontrado naturalmente e séo
ubiquos em todas as partes de plantas verdes. O consumo de flavondides deve ser benéfico
porque ao interagir com varios sistemas biolégicos apresentam atividade antiinflamatoria,
hipolipidémica, hipoglicémica e antioxidante. Estudos tém apontado que a peroxidagdo de
lipidios estd envolvida em vérias anormalidades fisiolégicas e patoldgicas, tais como
envelhecimento, inflamagdes e doengas cardiacas. O extrato metandlico de bananas verdes foi
obtido; depois de evaporado o solvente, os componentes apolares foram sequencialmente
extraidos por meio de hexano; a particdo aquosa que continha flavonoides foi concentrada e
utilizada no estudo. Os animais foram alimentados com uma dieta hipercaldrica em grupos.
Em um deles foram adicionados os flavondides enquanto que em outro ndo, além do grupo
controle com dieta normal. A presenca de flavondides demonstrou ter efeito antioxidante. A

banana poderia ser associada a uma dieta equilibrada e protetora contra estresses oxidativos.
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Coelho-Ferreira (2009) demonstrou a importancia de conhecimento de plantas
medicinais em Maruda, estado do Para, na costa Amazonica. Os dados foram coletados de
1996 a 1998, por meio da observacéo, entrevistas semi-estruturadas e dialogos informais com
os habitantes locais e especialistas em plantas, coletando espécimes das mesmas. A
biodiversidade da Amazénia litoranea agregou importantes conhecimentos a medicina
tradicional local, foram catalogadas 229 plantas medicinais, distribuidas em 81 familias
botéanicas, que podem ser base de futuras pesquisas em fitoterapia. As indicacdes terapéuticas
eram para tratamento de doencas conhecidas e patologias percebidas por uma perspectiva
cultural local, ressaltando a forma de preparo e a parte da planta utilizada. Musa foi utilizada
para diarréia com Oxiurus, tomando-se o cha da casca da banana roxa. O conhecimento
gerado pode ser utilizado como terapias alternativas no Sistema Unico de Saude com
potencial de promover a satde na populagéo a baixo custo.

Deshmukh et al. (2009) descreveram a importancia de conhecer as diferentes
composicdes quimicas entre os cultivares de bananeiras na india para aprimorar seu valor de
mercado e apresentar as vantagens de componentes quimicos de uma sobre a outra. A
presenca de polifenol oxidase pode elucidar maior tempo de prateleira do produto, além de
outros compostos tais como flavonas, fendis e minerais que sdo essenciais para a nutricao
humana e podem caracterizar principios bioativos para uso medicinal. A banana é um produto
importante na alimentacdo mundial com 88 milhdes de toneladas métricas por ano ocupando
uma area de cultivo de 10 milhdes de hectares e a india possui a maior produgdo mundial.
Além de ser venavel in natura, pode ser feito cerveja ou vinho a partir da banana, petiscos
desidratados, farinha e suco; o pseudocaule pode ser usado para fazer sapé, tecidos, cordame e
como cobertura do solo em técnicas agricolas. S&o encontradas nas regides tropicais e
subtropicais aproximadamente 30 espécies do género Musa e, dependendo da regido que s@o

cultivadas, recebem denominag6es diversas apesar de serem muitas vezes da mesma especie e
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do mesmo cultivar. A composicdo quimica pode esclarecer melhor a correta identificacdo de
cada uma, independente da segregacéo e variacdo local. O crescimento de frutas tropicais sob
luz solar intensa Ihes proporciona algumas moléculas importantes para evitar a peroxidacao,
principalmente na casca e na polpa do fruto, entre elas algumas enzimas purificadoras

antioxidantes lipossoluveis (a-tocoferol, carotenoides) e hidrossollveis (ascorbato, glutationa,

flavondide). Frutos de 11 cultivares foram coletados de pomares do sudoeste de Maharashtra,
e também de partes de Karnataka, na India, num estagio de amadurecimento ainda amarelo
esverdeado. Uma parte das frutas foi descascada e liquidificada com &gua deionizada, depois
centrifugada a 4500 g por 15 min (4°C). O sobrenadante foi colhido e usado para o ensaio de
antioxidantes. A porc¢do insolGvel foi extraida com acetona e novamente centrifugada e
também usada no ensaio de antioxidantes. Outra parte das frutas foi liofilizada e pulverizada e
as amostras armazenadas a -20°C até sua analise. As amostras de casca de banana, sem o
apice e o caule, foram imersas por 20s em agua fervente para inativar a polifenol oxidase, em
seguida picadas e liquidificas com agua destilada, depois centrifugadas a 8000 g, submetidas a
dialise durante 12 horas e depois concentradas em evaporador para serem usadas no ensaio de
antioxidante. Foi observado que os resultados dos valores nutricionais de cada cultivar
dependiam da variacao de solo e climatica de suas regifes. Claramente notou-se diferenca dos
constituintes quimicos entre os cultivares. A vitamina C tinha mais concentracdo em frutos
mais compridos. Os carotenos, fonte de vitamina A, mostraram pouca quantidade neste estudo
diferindo de outros estudos realizados. A atividade da polifenol oxidase mostrou-se menor no
cultivar Jawari e maior em Grand Naine. O cultivar Cavendish apresentou excelente atividade
antioxidativa, na analise das cascas do fruto, atribuida a presenca de catecolaminas. Neste
estudo a presenca de acidos fendlicos foi pequena. Na anélise das concentracdes dos minerais
pode ser observado que o aumento da concentragdo de um leva a elevagdo da concentracao de

outros. Na analise multivariavel foi verificado que Basrai e Cavendish sdo 0 mesmo cultivar.
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Jawari e Shrimanti se destacaram dentre os outros cultivares por serem de maior potencial
nutricional.

Martins et al. (2009) mostraram atividade antiviral de extratos da inflorescéncia de
Musa acuminata contra o herpes virus simples humano tipo | e tipo Il (resistentes ao
Aciclovir). As inflorescéncias de banana ouro foram extraidas em Petrépolis, no estado do
Rio de Janeiro, picadas com faca, maceradas e feita a extracao estatica com etanol, trocando o
solvente 20 vezes de 48 em 48 horas. Depois de concentrado no rotaevaporador e seco o
residuo foi submetido a particdo liquido/liqguido com os seguintes solventes em sequéncia:
hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol. O extrato e as parti¢cdes foram estocadas a
-20°C depois de solubilizadas em 1% DSMO e adicionada agua destilada para atingirem uma
concentracdo de 400 pg/ml e filtrados e Millipore de 0,22 mm. As células utilizadas foram de
fibroblasto de rim de macaco Cercopitheccus aethiops (Vero). Todas as amostras
apresentaram concentrac@es citotoxicas, sendo que foram utilizadas para a analise antiviral
apenas aquelas que ndo provocaram alteragdes na morfologia celular, que variaram entre 25 a
200 pg/ml. Cada fracdo foi testada quanto a atividade antiviral. O extrato butandlico foi o
unico que apresentou inibicdo para as duas amostras testadas de virus apresentando resultados
superiores a 80%. Os extratos de M. acuminata testados constituem potencial uso em terapias
antivirais.

Bankar et al. (2010) propuseram o uso de residuo de casca de Musa paradisiaca para
sintetizar nanoparticulas de ouro, que podem ser utilizadas em catalise, Optica, Optica
eletrdnica, microeletronica, biodiagnostico, imaginologia, técnicas de sensibilidade bioldgica
e quimica. Metodologias para a obtencdo de nanoparticulas de ouro como a fotolitografia e
nano-impressdo sdo complexas, envolvendo varios passos, com custo elevado. O uso do
extrato da casca de banana pulverizada é uma alternativa ecoldgica como material redutor. A

aplicagdo antimicrobiana das nanoparticulas de ouro também foi demonstrada. As cascas de
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banana foram coletadas e lavadas, entdo fervidas em &gua destilada por 30 min, depois
esmagadas em agua destilada e filtradas através de tecido de musselina. O filtrado foi
precipitado com volumes iguais de acetona resfriada, depois centrifugado, seco e pulverizado
para ser utilizado nos experimentos. Para cada 10 mg de pd de extrato foi utilizado 1 mM de
solucéo de acido cloroaurico. A mistura foi incubada por 3 min em banho-maria a 80°C. A
influéncia de pH foi testada nos niveis de 2, 3,4 e 5. Padronizando o pH em 3, a temperatura
foi testada a 40, 60, 80, 100°C. O espectrofotémetro UV caracterizou as nanoparticulas
formadas. Os grupos funcionais do p6 do extrato que poderiam estar envolvidos na sintese das
nanoparticulas de ouro foram avaliados por espectrofotdmetro de transmissao na resolucéo 4
cm™. Duas linhagens de Candida albicans (BX ou BH) foram utilizadas para determinar a
acao antifangica, cultivadas no meio MGYP, enquanto que as linhagens de bactérias foram
Citrobacter kosari (MTCC 1657), Escherichia coli (MTCC 728), Proteus valgaris (MTCC
426), Pseudomonas aeruginosa (MTCC 728), Enterobacter aerogenes (MTCC 111), Shigella
sp. e Klebsiella sp., cultivadas em Agar nutriente. Pelo método de difusio em &gar, as
amostras de nanoparticulas de ouro com pH 5 foram colocadas nos pogos, deixando difundir
por 15 min a 4°C e depois incubadas de 24-48h a 37°C. Todos os testes foram feitos em
triplicata. Uma variedade de nanoparticulas se formaram quando as condi¢cdes reacionais
foram alteradas pelo pH, concentracdo de &cido clorodurico, contetdo de extrato de casca de
banana e temperatura de incubacdo. Os produtos reacionais apresentaram cores vividas e
espectro UV caracteristico de nanoparticulas de ouro, tendo um tamanho médio de 300nm,
formando microtubo e microfios na periferia da amostras secas. Os grupamentos carboxilicos,
amina, hidroxila estavam envolvidos na sua sintese. O extrato de casca de banana ndo
apresentou sozinho efeito antimicrobiano. As nanoparticulas de ouro apresentaram efeito
antifungico para Candida albicans. Houve atividade antibacteriana contra Shigella sp., C.

kosari, E. coli, P. valgaris e E. aerogenes; para Klebsiella sp. e P. Aeruginosa ndo houve
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atividade bactericida, podendo as nanoparticulas de ouro atuar como agente antibacteriano
seletivo.

Bennett et al. (2010) quantificaram diferentes classes de fenois associados as paredes
celulares da polpa de diversos cultivares de Musa acuminata Juss. Realizando analises em
dias distintos depois da colheita, avaliou-se a relacdo dos fendis com o amadurecimento da
banana mensurando sua atividade antioxidante e o seu beneficio potencial a saiude. Os
cultivares Terra, Mysore, Figo, Pacovan, Nanicdo foram colhidas em Itapetinga, estado de
Sdo Paulo. As bananas foram armazenadas 110 dias ap6s o florescimento controlando a
temperatura de 20°C e umidade relativa do ar 90%. Foram recolhidas as amostras baseadas na
emissdo de etileno e na sua respiracdo, ao longo do pré e pds climatério e o primeiro estagio
de senescéncia. As bananas foram descascadas, fatiadas e imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido a -80°C. Foram detectados no extrato solivel da polpa (+) catequina,
galocatequina, (-) epicatequina, bem como taninos condensados; ndo estavam presentes
antocianinas ou antocianidinas. Na fracdo solvel da parede celular dois derivados de acidos
hidroxicindmicos eram predominantes; na fracdo insollvel a antocianidina delfinidina era
predominante. Essas frages mostraram excelente acdo antioxidante, sendo que os cultivares
Nanicdo, Figo, Pacovan e Mysore foram os de melhores resultados, mas Terra teve o pior
resultado. A hidrdlise &cida liberou varios monossacarideos, enquanto que a hidrolise
enzimatica liberou um pico de oligossacarideo. De um ponto de vista fisiolégico, os dados da
hidrélise enzimatica foram mais representativos do que os da acida, pois demonstram que
enzimas digestivas podem também facilitar a absor¢do de compostos fenolicos de bananas.
Esses resultados apontam a acdo antioxidante da parede celular da banana que € de origem
natural e que a mesma estaria biodisponivel no intestino humano.

Swanson et al. (2010) isolaram uma lectina relacionada a jacalina de Musa acuminata

que pode ser capaz de inibir a entrada de virus HIV-1 na célula do hospedeiro. Essa lectina,
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chamada “BanLec”, se liga a carboidratos, inclusive estruturas protéicas glicosiladas que
formam o envelope viral, tal como no virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1).
Hipoteticamente essa ligacdo poderia ocorrer entre BanLec e o envelope gp120 do HIV-1. Foi
determinada a inibicdo primaria do HIV-1 adaptado ao laboratorio e originario de varios
tropismos e subtipos. “BanLec” possui atividade antiviral potente contra HIV e o mecanismo
de acdo foi investigado para verificar se a lectina seria capaz de aderir ao envelope viral
glicosilado, blogueando sua infec¢do celular. Um ensaio de ligacdo enzimatica imunosorvente
confirmou a relacdo direta entre BanLec e gp120, indicando que BanLec pode reconhecer as
estruturas de manose assim como o anticorpo monoclonal 2G12 o faz. Além disso, BanLec é
capaz de bloguear a entrada do HIV-1 na célula como foi indicado pelos estudos de
sensibilidade viral a temperatura, como também pela abrupta parada de produtos da
transcricdo reversa, na presenca de BanLec. A provavel atividade anti-viral de “BanLec” foi
comparada a outras lecitinas utilizadas em anti-virais atualmente disponiveis contra HIV-1 e
obteve resultados favoraveis. Assim, “BanLec” é um potencial componente de farmaco anti-
viral que poderia prevenir a transmissao sexual do HIV-1.

Ohla et al. (2011) determinaram por eletroforese de microchip componentes
biologicamente ativos em bananas. Técnicas de separacdo molecular miniaturizadas baseadas
em chip sdo atrativas pelo fato de serem seguras, reduzirem o consumo de reagentes, melhorar
a portabilidade e, especialmente, devido a alta velocidade proporcionada pela mesma,
podendo-se considera-la como uma eletroforese capilar miniaturizada. Uma porcéo de 3,69 de
polpa de banana foi amassada por um pildo e um gral, acrescentando-se, na sequéncia, 1 ml de
metanol. A lise celular foi proporcionada por ultrassom por 20 min, centrifugada a 750 X ¢
por 15 min, colheu-se o sobrenadante que foi centrifugado novamente a 13000 X g por 10
min, para depois ser armazenado a -20 °C. Foi utilizada luz UV em um comprimento de onda

de 266 nm. Dopamina e serotonina foram identificadas por esta metodologia, também seus
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precursores triptofano e tirosina, além de salsolinol um alcaldide isoquinolona em menos de 1
min. Depois de 10 dias de amadurecimento das bananas também foi encontrado um
metabolito da tirosina a levodopa. A analise quantitativa do extrato por calibracdo externa

revelou concentragdes de serotonina, triptofano e tirosina de 2,7 a 7,6 pug/ml com desvios-

padrdo menores que 3,5%. Para validacdo dos dados, os compostos também foram avaliados
por eletroforese de microchip acoplada ao espectrometro de massas onde foram obtidos 0s
fons 177 m/z da serotonina; 154 m/z da dopamina; 180 m/z do salsolinol; 205 m/z do
triptofano; 182 m/z da tirosina; 365 m/z da maltose. A metodologia mostrou-se eficiente para

a analise de misturas complexas como 0s componentes naturais provenientes da banana.

2.2 Medicagéo Intracanal

Estrela et al. (1999) discorrem que o hidroxido de célcio é obtido por meio de reacéo
de calcinagdo do carbonato de célcio, transformando-o em déxido de célcio para depois receber
hidrogénio. Ele pode reagir com o didxido de carbono e formar o carbonato de célcio. Trata-
se de um p6 branco com pH alto (12,5), muito pouco soltvel em agua (1,2 g/l, a 25°C). As
propriedades podem ser prejudicadas pela reacdo com o didxido de carbono, neutralizando o
curativo que é basico.

Estrela et al. (2001) imergiram 588 cones de papel absorvente em indculos de
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Bacillus subtilis,
durante 3 minutos, e depois os colocaram em placas de Petri a fim de avaliar a atividade
antimicrobiana de pastas de hidroxido de célcio. As placas foram preenchidas com as pastas:
Ca(OH), + soro; Ca(OH), + paramonoclorofenol canforado; Ca(OH), + clorexidina 1%;
Ca(OH), + lauril sulfato de sédio 3%; Ca(OH), + Otosporin®. Nos intervalos de 1 min, 48 h,

72 h e 7 dias os cones foram removidos e imersos em meio Letheen Broth, incubando-os a
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37°C por 48 h. O crescimento foi avaliado pela turbidez das solucdes. Sob as condigdes deste
estudo ndo houve diferenca de tempo de acdo antimicrobiana entre os diferentes veiculos
testados, pois todos obtiveram atividade ap6s 48 h.

Valera et al. (2001) testaram a eficacia de diversas medicacgdes intracanal contra cepas
de C. albicans. O estudo foi realizado com a contaminacéo de 70 dentes extraidos, preparados
e esterilizados previamente. Essa etapa foi seguida pela instrumentacdo dos canais radiculares
e preenchimento com os respectivos curativos de demora: Calen (Ca(OH), + Oxido de Zinco
+ Polietileno Glicol 400 + Metil celulose); paramonoclorofenol canforado (PMCC); iodato de
iodo; tricresol; Calen PMCC (Ca(OH); + Polietileno Glicol + PMCC); apenas irrigagdo com
hipoclorito de sédio 1% - sem curativo de demora; nenhum curativo de demora e nenhum
procedimento. Permaneceram 14 dias a 37°C em ambiente imido. Decorrido este tempo, 0s
medicamentos foram removidos com irrigacdo de soro fisioldgico estéril. Amostras foram
colhidas com cones de papel absorvente e, depois de inoculadas em solucdo, foram semeadas
em placas com &agar Sabouraud Dextrose acrescido de cloranfenicol, incubadas a 37°C
durante 48 h. Coldnias puras identificadas bioquimicamente foram confirmadas pelo “killer
factor”. Paramonoclorofenol canforado foi eficaz em todas as amostras seguido
respectivamente pelo Calen PMCC (70%), hipoclorito de sodio 1% (70%), tricresol (60%),
iodato de iodo (50%) e Calen (30%).

Estrela e Holland (2003), em uma revisao sistematica da literatura, averiguaram que o
Ca(OH), é capaz de induzir a formagdo de uma ponte mineralizada sobre o tecido pulpar.
Comprovadamente os ions hidroxila possuem uma atividade antimicrobiana por meio de
inativacdo da atividade enzimatica bacteriana, no entanto € necessario que eles estejam
disponiveis durante o tempo necessario para que isso ocorra. As enzimas da membrana
citoplasmatica de bactérias sdo sitios de acdo do Ca(OH),, lembrando que entre 0s micro-

organismos a estrutura da membrana citoplasmatica € muito similar, independente das
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caracteristicas tinto-morfo-respiratorias das bactérias, como também de sua capacidade
metabolica, o que torna o espectro de acdo do Ca(OH), bastante amplo. O tratamento
realizado em duas consultas, com o uso de medicacao a base de Ca(OH),, promove melhores
resultados no processo de cicatrizacao periapical do que o tratamento em sessao Unica.

Vianna et al. (2005) avaliaram a atividade antimicrobiana contra cepas de
Enterococcus faecalis, Candida albicans, Staphylococcus aureus, Porphyromonas gingivalis,
Porphyromonas endodontalis e Prevotella intermédia constatando que as pastas de hidroxido
de célcio testadas (veiculos: agua estéril, glicerina, paramoclorofenol canforado (PMCC),
PMCC + glicerina, Polietileno Glicol e PMCC + Polietileno Glicol) levaram mais tempo para
eliminar bactérias anaerdbias facultativas do que as anaerobias estritas. O tempo necessario
para eliminar os aerdbios e anaerobios facultativos variou de 6 h a 24 h, enquanto que 0s
estritamente anaerobios levaram de 30 s até 5 min. Sugere-se que a atividade antimicrobiana
esta relacionada tanto a formulacgéo das pastas quanto a susceptibilidade microbiana.

Leonardo et al. (2006), em um experimento com cées, fizeram tratamentos
endoddnticos em elementos dentarios com lesdo periapical em quatro grupos: sessdo Unica,
com obturacdo dos canais radiculares usando guta-percha e o cimento AH-Plus; curativo de
Ca(OH), durante 15 dias e depois obturacdo com 0s mesmos materiais; mesmo curativo por
30 dias, em seguida obturacdo; 180 dias com o curativo de Ca(OH),. Os cées foram
sacrificados passados 180 dias e o exame histopatoldgico foi realizado para avaliar o grau de
cicatrizacdo periapical que aconteceu nos diferentes grupos. Os grupos que tiveram uso de
medicacdo intracanal de Ca(OH), tiveram estatisticamente melhor reparo do que aqueles que
receberam tratamento em sesséo Unica.

Revisando sistematicamente a literatura, Lin et al. (2007) encontraram poucos estudos
randomizados e controles clinicos longitudinais comparando tratamentos endoddnticos

realizados em sessdo Unica em relagdo a terapia em multiplas sessbes com a utilizagcdo de
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medicacdes intracanal. Em casos de persisténcia de exsudato e sintomatologia estaria melhor
indicada a terapia com mdltiplas sessbes para existir a possibilidade de acdo dos
medicamentos intracanal eleitos. Os autores ressaltam a indicacdo para tratamento em sesséo
Unica para periodontite apical assintomatica, justificando o uso de avangos tecnologicos
disponiveis atualmente, como instrumentos rotatorios e de niquel-titanio. O preparo do terco
apical radicular deve ser conduzido de forma a alarga-lo para aprimorar a acdo dos irrigantes
endodoénticos e na erradicacdo de bactérias.

Murad et al. (2008) avaliaram a invasdo bacteriana pela coroa dentéria, observando
que existe inibicdo quimico-mecéanica causada por pastas a base de Ca(OH),. Foram testadas
associacfes com Polietileno glicol (PEG) e paramonoclorofenol canforado (PMCC); agua
destilada; Polietileno glicol; Glicerina. Respectivamente, as pastas que tiveram menor
infiltracdo bacteriana foram citadas de maneira que houve diferenca estatisticamente
significante entre as pastas compostas com PEG + PMCC e a que tinha glicerina, a primeira
sendo mais eficaz.

Al-Nazhan e Al-Obaida (2008) testaram o uso de Ca(OH), associado a clorexidina
contra C. albicans em uma pesquisa in vitro. Uma suspensdo da levedura foi exposta ao
Ca(OH),, a clorexidina (2%) e a uma mistura dos dois. As substancias testadas foram
incubadas por 1 h, 24 h, 72 h, verificando-se que todas as misturas foram eficazes em todos os
intervalos avaliados, com excecdo da exposi¢cdo do Ca(OH), por 1 h que ndo teve efeito
antifungico nesse periodo. A combinacdo de Ca(OH), com clorexidina mostrou ser um anti-
fangico eficaz.

Desai e Chandler (2009) fizeram um levantamento da literatura de estudos clinicos e
laboratoriais de cimentos endodénticos a base de Ca(OH), comprovando mais uma vez que
sua atividade bactericida depende da disponibilidade de ions hidroxila. Seu pH altamente

alcalino estimula o reparo e ativa a calcificagdo. Existe uma resposta degenerativa inicial em
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sua adjacéncia, seguida rapidamente por mineralizacdo. O ambiente alcalino neutraliza o
acido latico proveniente de osteoclastos e previne a reabsorcdo de estruturas dentarias e,
também, ativa a enzima fosfatase alcalina que tem importante papel na deposi¢do de tecido
duro. Possui a capacidade de desnaturar proteinas de dentro do canal, tornando-as menos
toxicas. A ativacdo da reacdo calcio-dependente da adenosina trifosfatase, associada a
formacéo de tecido duro, é dada pelo hidroxido de célcio. O fato de conseguir atravessar 0s
tubulos dentinarios e entrar em contato com o ligamento periodontal estimula o reparo e
paralisa a reabsorcao radicular.

Gomes et al. (2009b) avaliaram a acdo de medicacédo intracanal na superficie externa
radicular. 312 raizes de caninos extraidos foram tratadas, esterilizadas, eliminando do estudo
aquelas com a presenca de qualquer fratura ocorrida pela manipulacdo e evidenciada em
microscopia de varredura. As medicacGes foram inseridas no canal radicular e depois o
mesmo foi selado. Os dentes foram dispostos sobre o agar para que houvesse a difusdo através
dos tabulos dentinérios para 0 meio de cultura especifico para cada micro-organismo testado,
por 2 h e, depois, incubados. Foi ainda observada a presenca e a auséncia de cemento
radicular nos dentes, havendo grupos distribuidos uniformemente para ambos. A acdo
antimicrobiana, do mais forte ao mais fraco medicamento foi, respectivamente: clorexidina
2%, clorexidina 2% + Ca(OH),, 6xido de zinco + clorexidina 2% + Ca(OH),, soro fisiolégico
+ Ca(OH),. Nao houve diferenca entre a presenca ou auséncia de cemento radicular e os testes
foram feitos contra as cepas de Enterococcus faecalis, Candida albicans, Actinomyces
viscosus e Porphyromonas gingivalis. A clorexidina mostrou ter boa difusdo atraves dos
tubulos dentinarios sendo eficiente na atividade antimicrobiana sobre a superficie externa
radicular.

Queiroz et al. (2009) avaliaram a atividade antimicrobiana de pastas para

preenchimento de canal em tratamento endodéntico de deciduos. Foi feito o teste contra as
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cepas de Kocuria rhizophila, Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus usando a técnica de difusdo em agar pelo método do pogo. As pastas
que tiveram maior eficacia foram, respectivamente: cimento de Oxido de zinco e eugenol,
Calen (Polietileno glicol + Ca(OH),) espessado com oxido de zinco, Sealapex (Ca(OH),) e
EndoREZ. Foram utilizados como controle a pasta Calen, clorexidina (1%) e agua destilada.
Ressalta-se que Calen + Oxido de zinco teve a maior atividade antibacteriana contra E.
faecalis (seu halo foi maior que aquele obtido pela clorexidina 1%), tendo a mesma eficiéncia
que o cimento de 6xido de zinco e eugenol contra S. aureus.

Athanassiadis et al. (2010) investigaram a atividade antimicrobiana in vitro de
medicacdes intracanal contra E. faecalis, dentre elas, pasta Pulpdent, pasta Ledermix, mistura
1:1 de ambas anteriores, réplica de Ledermix manipulando-se PEG 400 / 3350, agua, 3.2%
dimeclociclina HCI, oxido de zinco, cloreto de célcio, trietanolamina, sulfito de sodio e
Germaben IIE, excluindo apenas o corticosteroide (triamcinolona); as réplicas das bases dos
veiculos das pastas também foram testadas, agua e metilcelulose no caso de Pulpodent, &gua e
PEG 400/3350 para Ledermix. Foram colhidas de uma placa de agar de sangue de cavalo
(HBA) 4 a 5 colbnia de E. faecalis e cultivadas em 10 ml de caldo de cérebro/coracdo (BHI),
incubadas a 35°C por 24h. O indculo foi padronizado a escala 0,5 de McFarland. 3 discos de
filtro de membrana de nitrocelulose de 0,2um estéreis foram dispostos sobre uma placa de
HBA, com a intencdo de averiguar a atividade antimicrobiana apés 1, 3 e 5 dias, além de
outros 4 discos adicionais para servirem de controle, os quais foram colhidos conforme os
filtros teste iam sendo colhidos. Essa metodologia mantinha a viabilidade do biofilme
provendo nutrientes de sua base de &gar inferior, ja que 0 mesmo tem vida Util de 7 dias antes
que comece a ressecar e perca suas propriedades. Uma suspensdo de 20 pl do caldo foi
colocado no centro de cada disco de filtro, depois que o inéculo foi absorvido pelo meio, as

placas de HBA foram incubadas por 48h a 35°C. Sobre 3 laminulas de vidro estéreis de 22mm
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foi disposto 0,1g da amostra, para depois serem invertidas sobre os discos de filtro incubados
com o biofilme de maneira a permitir que houvesse contato direto entre a pasta e todo o
biofilme, sem ultrapassar as bordas dos discos, eliminando a chance de haver bolhas de ar
entre ambos, incubando-se, por fim, as placas por 5 dias a 35°C. Foram dispostas laminulas da
mesma maneira sobre os filtros incubados com biofilme sem nenhuma medicacdo, como
controle e eram removidos juntamente com os discos testes na mesma oportunidade para
servirem de referéncia para contagem de UFC e possibilitar a determinacdo do indice de
sobrevivéncia bacteriana (ISB). Nos tempos de 1, 3 e 5 dias foram removidos 0s respectivos
discos teste e controle com suas laminulas, colocando cada conjunto em um tubo com 10 ml
de agua destilada estéril para entdo serem levadas ao vortex por 1 min. Foi feita uma diluicdo
seriada a 10 em 2 ml de caldo de triptona de soja, com aliquotas de 200 pl. Cada solucdo
obtida, inclusive aquela que ndo foi diluida, foi plaqueada em agar HBA com 100 pl e
incubadas por 24h a 35°C. As colonias foram contadas para cada placa e a UFC determinada
multiplicando esse nimero pela diluicdo (10 até 10°®) e por 100. O IBS foi obtido dividindo
a UFC (teste) pela UFC (controle) multiplicada por 100, sobre esse valor calculou-se o log na
base 10. Como comparacdo, se o log na base 10 fosse feito usando apenas os dados do
controle, esse seria sempre igual a 2. Cada experimento foi repetido 6 vezes. Pulpdent
produziu a maior reducdo do ISB, seguida pela mistura 1:1 de Pulpdent e Ledermix.
Ledermix, sua réplica e os veiculos individuais ndo mostraram reducdo significante no ISB
para E. faecalis. As preparacdes com hidréxido de célcio tiveram maior potencial inibitorio
para reduzir a sobrevivéncia de E. faecalis em uma reproducéo laboratorial de seu biofilme.
Jhamb et al. (2010) compararam o efeito antibacteriano do Ca(OH), e da CHX contra
E. faecalis. Existem micro-organismos que resistem ap0s o preparo biomecénico dos canais
radiculares, mesmo sendo realizado conforme os protocolos terapéuticos, dentre eles o de

maior prevaléncia é o E. faecalis. As substancias avaliadas foram CHX 0,2%, CHX 0,12%,
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Ca(OH), com agua destilada, Metapaste com agua destilada, Ca(OH), com CHX 0,2%,
Ca(OH), com CHX 0,12%, Metapaste com CHX 0,2%, Metapaste com CHX 0,12%,
ampicilina como controle positivo, utilizando-se o método de difusdo em agar. E. faecalis €
uma bactéria Gram-positiva sem mobilidade, podendo ser observada sozinha, aos pares ou em
cadeias curtas; anaerdbia facultativa, fermenta glicose sem a producdo de gas e ndo produz
uma reacdo de catalase com perdxido de hidrogénio, podendo produzir uma reacdo de
pseudocatalase quando cresce em agar sangue (normalmente fraca), apresenta reacdo gamma
para hemolise, produz uma reducdo do leite de tornassol, mas ndo liquefaz gelatina. Séo
suscetiveis a vancomicina, enquanto que gentamicina e estreptomicina apresentam sinergia
com efeito bactericida. A cepa foi inoculada em caldo de tripticase de soja por 12 h a 36.5°C.
Apbs obtencdo do indculo ele foi semeado em placas de agar de tripticase de soja e, depois de
colocados os cones de filtro de papel estéril encharcados com as substancias a serem testadas,
foram incubadas por 72 h a 36.5°C. Os halos de inibicdo obtidos pela CHX mostraram-se
significantemente maiores que os de Ca(OH), provando ser um agente antibacteriano mais
eficaz contra E. Faecalis.

Ramar e Mungara (2010) analisaram o tratamento endodbntico, em um
acompanhamento in vivo longitudinal (clinico e radiografico) de 96 dentes deciduos, feito
com 03 composicOes diferentes de pastas de preenchimento. Em intervalos de 3, 6 e 9 meses
foram feitos controles radiograficos evidenciando-se reparo 0sseo, observando a
sintomatologia clinica, sendo que apenas um elemento tratado apresentou, no retorno de 06
meses, a necessidade de exodontia. Oxido de zinco e eugenol + iodoférmio apresentou
resultado clinico desfavoravel apresentando excesso de material persistente e pouco reparo em
comparacdo aos outros. Hidréxido de calcio + iodoférmio apresentou reabsorcdo rapida,
sendo que dos 30 dentes, 17 tiveram reabsor¢do de material de dentro dos canais radiculares;

6 dentes tiveram sucesso completo quanto ao reparo de tecido duro, enquanto que 16 dentes
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tiveram um reparo parcial no periodo estudado. A pasta com Hidroxido de Calcio + Oxido de
zinco e eugenol + iodoférmio teve sua reabsor¢do acompanhando a rizélise do dente deciduo.
Vale ressaltar que com 0 uso da ultima pasta houve um reparo completo das lesdes de 17
dentes (54,8%).

Badr et al. (2011) compararam o Ca(OH), com uma medicacdo endodéntica a base de
alcacuz, avaliando sua citotoxidade e efeito antibacteriano contra E. faecalis.Para determinar
a citotoxicidade foram utilizadas culturas de fibroblastos do ligamento periodontal humano. O
alcaguz combinado ou ndo ao Ca(OH),, teve sua atividade antibacteriana avaliada pelo método
da difusdo em agar por pocos, teste de microdilui¢éo e ensaios de suscetibilidade do biofilme.
Alcacuz teve sozinho ou combinado ao Ca(OH), maior efeito bactericida contra E. faecalis do
gue Ca(OH); sozinho. O uso de alcacuz teve maior biocompatibilidade do que Ca(OH),, que
teve forte efeito letal as células. O extrato de alcaguz ou sua combinag¢do com Ca(OH), tem
maior efeito bactericida e possui mais biocompatibilidade em comparacdo com a medicacédo
de Ca(OH), normalmente usada na Endodontia.

Kayaoglu et al. (2011) testaram a atividade antimicrobiana contra E. faecalis de 2
amostras de propolis comparadas a agentes irrigantes endodonticos. Blocos de dentina
padronizados foram contaminados com E. faecalis. O espaco do canal radicular foi
preenchido com um dos extratos etandlicos de prépolis, CHX 2%, Ca(OH),, etanol ou solucéo
salina de tampédo fosfato como controle. A dentina radicular foi amostrada ap6s 1 ou 7
dias usando uma broca de tamanho padrdo. O aglomerado de raspas dentinarias foi
centrifugado vigorosamente em solugdo tampdo de fosfato e aliquotas foram cultivadas em
placas de agar triptona de soja. As coldnias foram contadas apds dois dias de incubacao.
Todos os agentes reduziram significativamente o numero de bactérias cultivaveis. A
clorexidina foi 0 mais potente desinfetante em ambas as vezes. Comparado com o controle de

etanol, ndo houve reducéo significativa no nimero de colonias para os extratos de propolis
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apos um dia, no entanto, o resultado foi significativo apds sete dias. As duas amostras de
prépolis foram estatisticamente semelhantes entre si e Ca(OH),, mas uma das amostras
também foi semelhante a clorexidina apds 7 dias. Isso pode ser associado a uma maior
concentracdo de flavonoides, um grupo de compostos ativos antibacteriano, nesta amostra
especifica, encontrados pela analise realizada por cromatografia gasosa de alta resolugéo
acoplada ao espectrometro de massas. A atividade antimicrobiana das amostras de propolis
testadas neste estudo estava entre 0 Ca(OH), e a CHX. Ambas as amostras de prépolis foram

eficazes antimicrobianos, porém, a sua atividade ndo excedeu a da CHX.

2.3 O papel de Enterococcus faecalis no Biofilme Polimicrobiano Endoddntico

Fabricius et al. (1982) observaram em um estudo com macacos amostras coletadas
depois de expostos 0s canais radiculares por uma semana ao meio oral e selados sem
tratamento algum, em trés etapas: 90, 180 e 1060 dias. Encontrou-se entre 85 a 98%
correspondentes a bactérias anaerdbias estritas, as mais frequentes eram as linhagens de
bastonetes Gram negativos (Peptostreptococci, Bacterdides) e Gram positivos (ActiBomyces,

Propionibacterium, Eubacterium), sendo o0s anaerébios facultativos (a-Hemolytic-

streptococci, Enterococci) encontrados em menor proporgéo.

Sundgvist (1994) verificaram em uma metandlise que a patogenicidade da flora
polimicrobiana do canal radicular esta relacionada a sinergia existente entre os micro-
organismos nele encontrados. A invasdo microbiana tem inicio com o principio da necrose
pulpar e se estende até os tecidos periapicais em uma etapa final da doenca. Por meio da
analise cromatografica dos produtos bacterianos, pdde-se ter uma visdo mais apurada da
taxonomia bacteriana. Aprofundando os conhecimentos das linhagens anaerobias Gram-

negativas, aquelas que eram genericamente chamadas de Bacteriodes, sdo agora chamadas de
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Prevotella e Porphyromonas. Foram encontradas ainda Fusobacterium nucleatum,
Streptococcus anginosus e Streptococcus mitis, Peptostreptococcus anaerobius, Eubacterium
alactolyticum, Actinomyces israelii, Propionobacterium propionicum, Staphylococcus aureus
Bacillus, Pseudomonas aeruginosa. A variedade bioldgica se relaciona com a evolucdo da
doenca, de forma que conforme o ambiente do sistema de canais radiculares se torna
gradativamente mais susceptivel a presenca de anaerdbios, pela falta de oxigénio, menos
presenca de micro-organismos aerofilos sera evidenciada. A existéncia de microcomunidades
de diferentes espécies torna o ambiente, que seria hostil para algumas, suportavel. A presenca
de suprimentos nutricionais ndo deixa de ser importante, sendo determinante para a
prevaléncia de uma espécie sobre a outra. Por esse motivo, as bactérias procuram nutrientes
essenciais para algumas linhagens predominantes nos tecidos periapicais, tal como a vitamina
K e o ferro - provido algumas vezes por Heme e Hemoglobina.

Sen et al. (1995) para avaliar a invasdo microbiana nos tabulos dentinarios, utilizaram
cinco dentes molares superiores e cinco inferiores extraidos por acometimento de lesbes
periapicais. Depois de seccionados, desmineralizados e tratados para visualizagdo em
microscopia eletrénica de varredura, foram observadas espécies de cocos, bastonetes e fungos
na forma de leveduras com penetracéo entre 50 e 150 pum, inclusive na parte coronaria.

Waltimo et al. (1997) realizaram um estudo na Finlandia com 967 amostras
microbioldgicas de canais infectados que ndo responderam ao tratamento endodéntico
convencional, dentre as quais 692 apresentaram crescimento microbiano. Sete por cento (47)
tiveram crescimento de 20 linhagens de leveduras, sendo a mais comum a de Candida
albicans. Fungos e bactérias usualmente foram encontrados juntos, havendo apenas 06 casos
de culturas puras de fungos. Na maioria das vezes as leveduras estavam associadas as espécies
de bactéria facultativa Gram-positiva de Streptococcus. Além disso, associadas ao fungo,

foram isoladas de 12 canais as bacterias anaerdbias Peptostreptococcus micros (Gram-
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positivo) e Fusobacterium nucleatum (Gram-negativo). A importancia de encontrar infecgdes
causadas apenas por fungos & que a presenca desse micro-organismo nas infeccOes
endodonticas deve ser levada em consideracao a fim de combaté-las.

Baumgartner et al. (2000) por meio de PCR, com o fim de identificar cepas de
leveduras de C. albicans, analisaram 24 amostras extraidas de infec¢fes de canais radiculares
e 19 obtidas por puncéo aspirativa de infeccdes de origem endoddntica. No material obtido
pela aspiracdo ndo foi encontrado o fungo, no entanto em 21% das outras amostras ele estava
presente, comprovando sua existéncia em infec¢des endodonticas.

Leonardo et al. (2000) verificaram a atividade antimicrobiana de cimentos
endodénticos (AH Plus, Sealapex - Ca(OH),, Ketac Endo — oxido de zinco, Fill Canal, Calen
— Ca(OH),, pasta de 6xido de zinco) utilizando o método da difusdo em agar pelo método do
poco e também com cones de papel absorvente contra as cepas: Micmcoccus luteus,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidemidis, Escherichia
coli e Enterococcus faecalis comumente resistentes em infecgfes endodonticas. Quando
aplicados no pogo, todos apresentaram halos de inibig&o de crescimento bacteriano, ao passo
que ao se utilizar os cones de papel absorvente, a pasta de 6xido de zinco nao obteve resultado
contra E. faecalis; AH Plus, Fill Canal e a pasta de 6xido de zinco ndo obtiveram resultados
contra P. aeruginosa. As técnicas de difusdo em &gar sdo validas, mas dificeis de serem
empregadas para comparar os diversos materiais com viscosidade diferente, dissociagio
diferente no &gar, portanto atencdo especial deve ser dada para evitar erros de interpretacao.

Evans et al. (2002) estudaram mecanismos de defesa para sobrevivéncia microbiana
em ambiente alcalino, em particular para E. faecalis. Foram simuladas exposi¢cdes de
concentragdes subletais de hidréxido de calcio ao patogeno. A bactéria também foi submetida
a agentes bloqueadores da bomba de prétons da parede celular. Sua capacidade de invadir os

tubulos dentinarios justificaria sua resisténcia a exposicdo de hipoclorito de sodio, por
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exemplo. Essa espécie apresenta uma resisténcia inata a ambientes alcalinos de pH até 11,1. A
bomba de protons pode ser uma forma de permitir que seu citoplasma permaneca com a
acidez necessaria para a sobrevivéncia, mantendo a homeostase para que suas enzimas e
proteinas continuem funcionais. Quando o pH atingiu 11,5, nenhuma linhagem pdéde resistir a
acao do hidréxido de célcio. Uma resposta adaptativa em pH alcalino e sob inducdo de
estresse parece trazer pequena contribuicdo para a sobrevivéncia desse micro-organismo.

Mickel et al. (2003) utilizando a técnica de difusdo em &gar, dispuseram discos com
cimentos endodonticos (Sealapex - Ca(OH),, Roth 811, Kerr EWT e AHPIlus) e antibidtico
(ampicilina) em placas de Petri com agar sangue inoculadas com E. faecalis. Roth 811
apresentou a maior area de inibicdo (1,1 mm), seguido por Sealapex (0,8 mm) e Kerr EWT
(0,5 mm), enquanto que AH-Plus ndo apresentou atividade antimicrobiana.

Nair et al. (2005), utilizando a técnica de tratamento em sessdo Unica, fizeram as
apicectomias de 16 raizes mesiais de primeiros molares inferiores imediatamente apos a
obturagdo dos canais. Foi observada a presenca de cocos, bastdes e bactérias filamentosas, na
maioria das vezes organizadas em biofilmes, por meio de exame histopatoldgico e
microscopia eletrdnica de transmissao nos istmos entre canais, canais acessorios, delta apical
e regides de acesso restrito aos instrumentais utilizados em Endodontia. As raizes foram
obturadas com gutta-percha e cimento a base de éxido de zinco e eugenol, depois de feito o
preparo biomecanico, irrigando-as com hipoclorito de sédio a 5,25% e condicionamento por
acido etilenodiamino tetracético (EDTA) a 17% (10 ml). Enfatizou-se a necessidade de uma
etapa quimica para erradicar 0s micro-organismos no sistema de canais radiculares.

Stuart et al. (2006) demonstraram que o E. faecalis tem sido mais evidenciado em
lesGes refratarias do que em infecgbes endodénticas primarias, principalmente em casos em
que as lesdes sdo assintomaticas. Apesar disso, sua viruléncia esta relacionada a varios

fatores, como sua habilidade em resistir as teécnicas endodonticas, persistindo nos tubulos
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dentinarios e nos canais radiculares. A fim de atingir esse micro-organismo, sugere-se uma
técnica realizada em duas consultas. E importante manter a cadeia asséptica e fazer a
instrumentacao adequada do peridpice radicular. O uso de hipoclorito de sodio a (6%), acido
etilenodiamino tetracético (EDTA - 17%) e clorexidina (2%) como solucdes irrigadoras
durante o preparo dos canais radiculares € indicado. Como medicacéo intracanal emprega-se a
clorexidina gel (2%) ou associada ao hidroxido de célcio. A obturacdo do canal radicular e
restauracdo dentaria devem ser satisfatorias.

Gomes et al. (2006) comprovaram a presenca de anaerobios estritos nas infeccdes
endodoénticas primarias e recidivantes. Foi feita a analise de amostras obtidas de 100 canais
radiculares, sendo 50 de cada caso. Extraiu-se 0 DNA das amostras e analisou-se por meio de
PCR com “primers” espécie-especificos. Filifactor alocis (associado a dor, inchago, exsudato,
abscesso), Tannerella forsythia (sensibilidade a percussdo, mobilidade, exsudato, abscesso)
foram encontrados com maior frequéncia em infec¢Ges primarias e Treponema denticola
(mobilidade, exsudato, abscesso) tanto nas primarias quanto nas recidivantes, fazendo uma
associacao da presenca dos micro-organismos com 0s sinais e sintomas em um nivel de 5% de
significancia.

Chivatxaranukul et al. (2008) investigaram a predilecéo e invasao de E. faecalis pelos
tibulos da dentina radicular. 16 cortes transversais de raizes intactas ou instrumentadas de
dentes humanos extraidos, com ou sem a presenca de lama dentinaria, foram utilizadas para
verificar experimentalmente ex vivo a invasdo dos tdbulos por E. faecalis, depois de 8
semanas de incubacdo. A estimativa do grau de invasdo foi comparada entre os grupos pelos
dados observados histologicamente. 44 raizes seccionadas longitudinalmente foram estudadas
para verificar a aderéncia de E. faecalis incubados por 2h aerobicamente. A anélise foi feita

por microscopia eletronica de varredura, calculando-se o nimero de células a cada 100 pmz.

A invasdo observada foi considerada moderada a severa. A adesao ocorreu significantemente



60

melhor na dentina fraturada do que nas paredes intactas. Com respeito a aderéncia das paredes
do tubulo dentinario, as internas sofreram maior aderéncia do que as externas, sendo obtidos
resultados melhores quando as bactérias estavam no meio de cultura em comparacao ao soro
fisioldégico. Embora E. faecalis tenha invadido os tdbulos, ndo apresentou preferéncia de
adesdo pelas paredes dos mesmos, nao existindo diferenca quando os tubulos eram repletos de
fibrilas colagenas ou ndo. Sua colonizacédo inicial provavelmente depende da influéncia de
outros fatores.

Jacinto et al. (2008) ndo associaram sinais e sintomas a Fusobacterium nucleatum e
Fusobacterium necrophorum, encontrados como principais representantes de bactérias
anaerdbias de um levantamento de 110 amostras de dentes comprometidos por infeccdes
periapicais. O total de 580 linhagens individuais foi isolado por métodos de cultura, dentre as
quais 81,4% eram anaerdbias estritas. Fusobacterium nucleatum estava associado a Prevotella
spp., Eubacterium spp. e Porphyromonas gingivalis. Fusobacterium necrophorum estava
associado & Peptostreptococcus prevotii. E comum ser encontrada Fusobacterium spp. em
infeccOes primarias.

Testando a eficacia de evidenciar a presenca de micro-organismos por cultura ou pela
técnica de PCR, Gomes et al. (2008) comprovaram a presenca de Gemella morbillorum em
infecgBes primarias endodonticas e persistentes, coletando 50 amostras de cada. A cepa foi
encontrada mais frequentemente em infeccdes primarias e foi acusada com maior frequéncia
por meio de PCR.

Kayaoglu et al. (2008) correlacionaram a expressao genética de fatores que propiciam
adesdo ao colageno pelo E. faecalis determinada pelo gene ace a resisténcia do mesmo aos
antimicrobianos usuais na Endodontia. Duas linhagens de E. faecalis, selvagem (OG1RF) e
mutante (TX5256 com ace inserido de OG1RF), foram ativadas em caldo cérebro-coragéo a

46°C por 12h. Suspensdes de bactérias padronizadas foram pré-tratadas durante 1 h com
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colageno acido-soltvel ou solucéo salina fosfatada tampéo acidificada (PBS). As bactérias
foram expostas a clorexidina (CHX), iodeto de potassio iodado (IKI), hipoclorito de sodio
(NaOCl) e hidroxido de célcio (Ca(OH),). Amostras foram colhidas nos intervalos de 1, 3 e 6
h e cultivadas em &gar Todd-Hewitt, contando-se as UFCs. A amostra selvagem foi mais
resistente que a mutante a IKI, NaOCl e Ca(OH), . A bactéria selvagem exposta ao colageno
foi mais resistente do que a exposta a PBS contra CHX a 3h e contra IKI a 1h, ndo houve
diferenca significante para NaOCI. A amostra mutante tratada com coladgeno ou PBS nao teve
diferencas significantes no desafio com CHX, IKI e NaOCI. O desafio com Ca(OH), mostrou
gue tanto a selvagem quanto a mutante, apds tratamento com colageno, se tornavam mais
suscetiveis em comparacdo ao tratamento com PBS. A presenca do gene ace confere
resisténcia contra IKI, NaOCIl e Ca(OH), para E. faecalis. A exposi¢do ao colageno torna a
bactéria selvagem mais resistente contra CHX e IKI, entretanto a torna mais suscetivel ao
Ca(OH),.

Récas et al. (2008) associaram a periodontite apical pds-tratamento a presenca de
micro-organismos em lesdes persistentes quando feito um teste PCR espécie-especifico.
Foram incluidos no estudo 17 dentes tratados ha um ano com evidéncia radiogréafica de
periodontite apical. Detectou-se Streptococcus spp. (47%), Lactobacillus spp. (35%),
Dialister invisus (29%), Eubacterium infirmum (29%), Prevotella intermedia (29%),
Selenomonas sputigena (29%), Synergistes (clone oral BA121 - 29%), Treponema denticola
(29%), E. faecalis (47%) e C. albicans (6%). As infec¢des foram caracterizadas como mistas
e E. faecalis ndo se mostrou a espécie mais presente em nenhuma destas infeccGes mistas, no
entanto, dentre os diferentes dentes analisados, foi a encontrada com mais frequéncia. Deve-se
levar em consideracdo outras bactérias patogénicas importantes nas infec¢des endodoénticas.

Salah et al. (2008) avaliaram a ocorréncia de E. faecalis, seus fatores de viruléncia e

sua associagao a presenca ou auséncia de outras doengas bucais em uma amostra populacional
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jordaniana. Nas afeccOGes orais tais como gengivite, periodontite, infeccbes endoddnticas
refratarias e carie os pacientes tém apresentado E. faecalis em seu biofilme bucal. Sua
cooperacdo em biofilmes aerdbios e anaerdbios tem sido descrita, especialmente envolvidos
na periodontite apical cronica. Os fatores de viruléncia do E. faecalis incluem aderéncia ao
tecido do hospedeiro, sua invasdo e formacdo de abscesso; modulacdo de respostas
inflamatdrias do hospedeiro, secrecdo de varios produtos que favorecem o crescimento do
biofilme. A presenca de E. faecalis em isolados de infeccGes radiculares refratarias expressam
sua resisténcia ao tratamento convencional. 159 sujeitos, sendo 50 saudaveis do grupo
controle, foram examinados por 2 dentistas que avaliaram a presenca de carie dentéria,
gengivite e patologias endoddnticas. A idade dos pacientes era de 14-75 anos, a prevaléncia
de E. faecalis no bochecho bucal era 7,3%, ndo sendo encontrado E. faecalis naqueles que
apresentavam salde bucal. A identificacdo do micro-organismo foi feita por meios de cultura
e PCR. Os fatores virulentos putativos nem sempre foram expressos, visto que hemolisina foi
expressa apenas por 25% dos E. faecalis e gelatinase 37,5%. Outros estudos comprovaram a
presenca desses fatores em infeccdes endodonticas como resposta a feromonios. Ambos 0s
genes ace e efaA eram presentes em E. faecalis, enquanto cylA foi detectado em apenas 2
isolados e nenhum mostrou o gene esp que geralmente esta associado a infeccGes urinarias de
E. faecalis. Esses resultados da expresséo de hemolisina e gelatinase ou de seus genes variam
provavelmente pela diversidade de sua origem clinica e também geogréfica. No entanto,
percebe-se que nem gelatinase e nem 0 gene esp Sd0 essenciais para a organizacdo do
biofilme. Parece que muitos fatores genéticos e ambientais podem estar associados a
formacdo de biofilme por E. faecalis.Todos os isolados foram susceptiveis a ampicilina,
cloranfenicol, ciprofloxacina, teicoplanina e vancomicina; 62,5% a eritromicina e 12,5% a

imipenem; todos foram resistentes a gentamicina, clindamicina e oxacilina. Este estudo
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mostrou que E. faecalis esta associado a presenca de varias doencas bucais e que 0S mesmos
apresentavam os genes de antigeno da endocardite e da proteina de ligacao ao colageno.

Fujii et al. (2009) avaliaram que a microbiota de leses com periodontite apical
persistentes € composta por diversos tipos de micro-organismos com a capacidade de
formacdo de biofilme, incluindo Pseudomonas aeruginosa, Propionibacterium acnes,
Staphylococcus epidermidis e Fusobacterium nucleatum. A associacdo dos ultimos trés foi
predominante dentre as 31 bactérias evidenciadas em 20 lesdes periapicais, obtidas de 20
pacientes diferentes.

Ozbec et al. (2009) compararam a presenca de E. faecalis nas infeccdes primarias
endodbnticas e em tratamentos endodonticos que falharam. Determinaram também a
importancia da presenca deste patégeno em infeccGes endoddnticas em uma populacéo turca.
Foram coletadas 79 amostras de pacientes, sendo 43 de tratamentos endodonticos que
falharam e 36 com periodontite apical cronica. DNA foi extraido das amostras utilizando o
“minikit QlAamp®” e analisado em PCR- tempo real com “SYBR Green”. E. faecalis foi
detectado em 41 dos 79 pacientes, sugerindo que existem ndo menos que em 61% de todas as
infeccbes endodonticas. PCR tempo-real permitiu a deteccdo de E. faecalis em 74.4% no
grupo 1 e em 25% do grupo 2. Portanto E. faecalis é de grande prevaléncia em infeccGes
endoddnticas de pacientes da Turquia, tendo maior frequéncia em infecgdes secundarias do
que primarias.

Subramanian e Mickel (2009) mostraram o perfil das espécies presentes no biofilme
de lesdes periapicais persistentes. Foi feito PCR tempo-real para andlise do DNA microbiano
de amostras de tecido periapical e apice radicular, provenientes de biopsia ap0s apicectomia
de lesdes persistentes, de 34 sujeitos que foram submetidos anteriormente a tratamento
endodbntico e tinham restauragdes satisfatorias. Detectou-se 141 espécies e filotipos

diferentes em 33 sujeitos, ndo apresentando resultado apenas um dos casos em que a lesao foi
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diagnosticada como displasia cementaria apical pelo exame anatomopatologico, realizado
paralelamente em todas as lesdes coletadas. Dentre esse rol de bactérias encontradas nos dois
nichos testados, tecido periapical e apice radicular, 50% s&o representados pelos géneros
Streptococcus, Enterococcus e Burkholderia.

Zhang et al. (2009) estudaram a atividade antibacteriana contra E. faecalis de 7 tipos
de cimentos endodonticos. A bactéria foi cultivada em agar de soja triptica (ST) e depois
suspensa em agua estéril a uma densidade de 3 x 10® UFC. Um teste de contato direto foi feito
com os cimentos, sendo 1 de resina epdxica (AH Plus); 2 de resina polimetacrilato (Epiphany
e EndoRez); 2 de Ca(OH), (Apexit Plus e Sealapex); 1 de complexo de Ca(OH); e silicato de
calcio (iRoot); 1 de oxido de zinco e eugenol (Tubli Seal). Depois de manipulados foram
aplicados nos pogos de uma microplaca em quantidades iguais e aguardou-se 20 min para sua
presa. 10ul do inéculo foram sobrepostos sobre 0os mesmos e, sobre pogos sem cimento, foram
também colocados como controle. A incubagdo foi feita em ambiente de 100% de umidade a
37°C por 2, 5, 20 e 60 min para entdo ser adicionado 240 pl de caldo de ST misturando
gentilmente com a ponta da pipeta por 1 min; a solu¢do obtida em cada poco foi transferida e

diluida serialmente na razéo de 10 em caldo de ST, cada diluicdo foi semeada com 20 ul em

placas com agar de ST e incubadas por 24h a 37°C, na sequéncia foi feita a contagem das
UFCs. Os experimentos foram feitos em triplicata, com tempos de coleta de 20 min
(imediata), 1, 3 e 7 dias de incubacdo em atmosfera imida a 37°C. A amostra imediata de
iRoot matou todas as bactérias em 2 min, AH Plus em 5 min, EndoRez em 20 min, seguidos
por Sealapex e Epiphany em 60 min, enquanto Apexit Plus e Tubli Seal falharam na coleta
imediata. Nas amostras de 1 e 3 dias, iRoot e EndoRez tiveram os melhores resultados,

seguidos por Sealapex e Epiphany, enquanto que Tubli Seal e AH Plus ndo tiveram resultados
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significantes. Apexit Plus teve os piores resultados de todas as amostras. Sealapex e EndoRez
foram os unicos com atividade antimicrobiana depois de 7 dias.

Al-Ahmad et al. (2010) examinaram se enterococci provenientes da alimentacdo sao
residentes do biofilme bucal. E. faecalis é uma preocupacdo primordial na Endodontia, no
entanto enterococci sdo considerados apenas micro-organismos transitorios na cavidade bucal.
Seis voluntarios saudaveis utilizaram um aparelho com placas de esmalte dental inseridas no
mesmo. Depois de 3 dias eles consumiram queijo contaminado com enterococci. O destino
dos enterococci foi avaliado por meio de cultivo seletivo e por sequenciamento do gene 16S
RNAr. Todos os isolados foram caracterizados genotipicamente por analise de macro-
restricdo e por eletroforese. E. faecalis foi também caracterizado pela hibridizacdo
fluorescente in situ. Depois de duas horas foram detectados E. faecalis, E. faecium, E. avium e
E. durans, como também ap6s 5 dias. As cepas isoladas do biofilme bucal comparadas as
provenientes do queijo mostraram homogeneidade genética, exceto E. durans. Houve a
integracdo de E. faecium e E.avium a um biofilme pré-existente de 3 dias. E. faecalis foi
também encontrado no biofilme bucal pela hibridizacdo fluorescente in situ. Enterococci
provenientes da alimentacdo podem ndo ser apenas transitérios como também podem se
incorporar ao biofilme bucal e se tornar fonte para infecgdes endodonticas.

Delgado et al. (2010) avaliaram a eficécia de eliminacédo de E. faecalis intratubular por
gel de clorexidina (CHX) 2% e hidréxido de calcio. O tratamento endod6ntico é usualmente
baseado na eliminacdo inespecifica de micro-organismos intrarradiculares. Existe a técnica de
sessdo Unica que tem sido descrita por alguns autores contra outros que sugerem 0 uso de
medicacdo intracanal entre as sessGes para atingir regides ndo alcancadas pelo preparo
biomecanico endodoéntico. Dentes humanos unirradiculares foram tratados com Ca(OH),,
CHX 2 %, Ca(OH), e CHX 2 %, soro fisiologico (controle negativo). Amostras colhidas de

uma profundidade de 0 a 100 um e de 100 a 200 um dos canais desses canais radiculares
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tratados foram analisadas quanto a colonizacao de bactérias, contando-se o nimero de UFC e
a viabilidade bacteriana por meio do microscopio de fluorescéncia. Um decréscimo
significante foi constatado na contagem de UFCs e na viabilidade de E. faecalis depois do
tratamento com Ca(OH), ou CHX comparados ao grupo controle, sobressaindo-se a CHX em
relacdo ao Ca(OH),, ndo se observando diferencas significativas dos resultados de CHX com
a adicdo ou nao de Ca(OH),.

Ferrer-Luque et al. (2010) avaliaram a atividade bactericida contra E. faecalis do &cido
maleico e também as combinacBes de cetrimida com acido maleico, acido citrico e EDTA.
Com a finalidade de incorporar propriedades diferentes em um uUnico composto, agentes
guelantes podem ser associados a solugdes irrigadoras endodonticas, tais como o0 EDTA e 0
acido citrico. Recentemente o acido maleico tem sido visto como uma alternativa de solucéo
irrigadora por ter maior biocompatibilidade e promover melhor remocao da smear layer, mas
sua atividade antimicrobiana ainda n&o foi avaliada. Os biofilmes de E. faecalis cresceram no
aparelho de alta taxa de transferéncia MBEC por 24h e expostos as solugdes irrigadoras por
30s, 1 min e 2 min. Erradicacdo foi definida apenas quando 100% das bactérias morreram. O
teste t de Student comparou a eficacia das combinacGes de irrigantes. O acido maleico
erradicou o biofilme a uma concentracéo de 0,88% depois de 30s e de 0,11% depois de 2 min.
Quando combinado com 0,2% de cetrimida e 15% de EDTA ou é&cido citrico obteve
erradicacdo apdés 1 min. O acido maleico apresentou atividade antimicrobiana contra E.
faecalis.

Mathew et al. (2010) observaram a sobrevivéncia intracelular de E. faecalis
(crescimento plancténico e em biofilmes) em macrofagos in vitro, como também a habilidade
desse micro-organismo produzir fator de necrose tumoral o (TNF-a) e interleucina (IL)-6
depois de exposto a macrofagos. As infecgdes mediadas por E. faecalis tém alguns desafios

na abordagem clinica como sua habilidade inata de suportar meios pobres em nutrientes,
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alteracdes bruscas de pH e também concentracdes salinas, somada a resisténcia a antibioticos.
Apesar de sua prevaléncia na infeccdo primaria endoddntica ser pequena, nas infecgdes
refratarias pode ser o principal patégeno. Sua capacidade de resistir ao preparo quimico-
mecanico e de formar biofilme da dentina radicular, mesmo sob medicacdo e subnutricao,
favorecem sua persisténcia nas infeccbes endodénticas secundarias. O crescimento em
biofilme o torna mais resistente a resposta de macrofagos que o plancténico. Macrofagos
vistos ao redor do forame radicular possuem bactérias fagocitadas. E. faecalis parece
sobreviver a fagocitose e utilizar o macréfago para transporte pelas vias sanguineas. E sabido
que bacteremia ocorre durante infecgbes abscedadas e durante o tratamento endoddntico.
Embora tenha sido estabelecida a patogénese de enterococci na endocardite e peritonite em
experimentos com animais, seu papel ainda ndo estad claro, sendo importante analisar a
interacdo que acontece entre essas bactérias e o sistema imune do hospedeiro. Trés linhagens
de E. faecalis foram cultivadas em dentina em meio rico em nutrientes e outra em meio pobre.
As células derivadas do biofilme foram incubadas com macrofagos humanos in vitro. Um
ensaio fluorométrico quantificou a superficie de aderéncia bacteriana, considerando que um
ensaio de protecdo antibidtica foi usado para quantificar as células de E. faecalis
internalizadas depois de 6 a 48h de interacdo com os macréfagos. A quantificacdo do TNF-a e
da IL-6 foi feita por ensaio de imunossorvéncia enzimatica. A aderéncia a superficies e a
sobrevivéncia de E. faecalis do biofilme com macréfagos foi significantemente maior que os
planctonicos. E. faecalis sobreviveram até 48h e os plancténicos produziram niveis
significantemente maiores de IL-6. Com excecdo de uma linhagem, as outras produziram
quantidades similares de TNF-a entre biofilme e plancténico.

Ma et al. (2011) observaram a habilidade do leucdcito polimorfonuclear neutrofilo
(PMN) de eliminar E. faecalis, também averiguando os mediadores inflamatérios liberados

por essa interacdo e, ainda, a capacidade inflamatdria de E. faecalis em tecido muscular de
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rato. A infeccdo endodoéntica € polimicrobiana; enterococci tém sido observados como
patdgenos presentes e normalmente habitam o trato gastrintestinal, vagina e a cavidade bucal
como comensais e tém sido atores principais de infeccdes nosocomiais; na Endodontia seu
poder de penetracdo nos tubulos dentinarios radiculares permite sua reinfeccdo apos o
tratamento. Dentre as 15 espécies mais prevalentes de enterococci, representando ndo menos
que 80% dos isolados clinicos, esta o E. faecalis. Ele possui um numero de fatores de
viruléncia que podem estar associados a sua colonizagdo, competicdo com outras bactérias,
resisténcia contra os mecanismos de defesa e producéo de toxinas direta ou indiretamente por
intermédio da inducdo inflamatdria. A presenca de fatores estressantes como medicacdo
intracanal, toxinas de outras bactérias e limitacdo nutricional sdo insuficientes para erradicar
este micro-organismo. Esses fatores ambientais podem ter uma influéncia na expressao dos
fatores de viruléncia de E. faecalis. PMNs sdo a primeira linha de defesa celular mais
eficiente contra micro-organismos invasores. PMNs possuem mecanismos potentes oxidativos
e ndo-oxidativos e pela producdo de fatores reguladores imunitérios e inflamatorios, como por

exemplo, fator de necrose tumoral o (TNF-), interleucina (IL)-1, além de enzimas

proteoliticas como a matriz metaloproteinase-8 (MMP-8). Isso permitira a ativacdo de PMNs
e macréfagos no local da infec¢do, sendo o ponto de partida da resposta inflamatéria. O
experimento isolou 15 linhagens endodonticas de E. faecalis e 9 de saliva; cresceram em
caldo de cérebro-coracdo e foram incubados com PMNs de ratos para avaliar a habilidade
destes de matar as bactérias. Por meio de PCR tempo-real avaliou-se 0 RNAm de (IL)-1,

(TNF-o), (MMP-8) e cicloxigenase (COX)-2 depois de expor os leucécitos as bactérias. A

resposta inflamatéria do tecido muscular dos ratos expostos a bactéria foi avaliada
histologicamente. PMNs mataram em torno de 80% dos E. faecalis em 1 hora, independente

da fonte do isolado. Os resultados quantitativos de PCR mostraram que o RNAm de IL-1,

TNF-o, MMP-8 e COX-2 estavam marcadamente expressos em PMNs estimulados por E.
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faecalis ou nos E. faecalis invasores do tecido muscular. O nivel de expressdo do RNAm de
MMP-8 estava positivamente relacionado com a do RNAm de COX-2. A avaliacdo
histoldgica e imunogénica mostrou que todos os E. faecalis recrutaram os PMNs para o local
da infeccdo e provocaram a formacéo de abscessos.

Baca et al. (2011) avaliaram a atividade bacteriana residual e a capacidade de
erradicacdo do biofilme de E. faecalis por meio de solugdes irrigadoras usadas sozinhas ou
combinadas em um teste de dentina-volumétrica. O uso de solucdes irrigadoras de canais
radiculares exercendo atividade antimicrobiana e efeito residual prolongado é desejavel para o
controle de infeccdo dentinaria e reinfeccdo tardia do canal radicular. Solugdes de hipoclorito
NaOCI a 2,5%, CHX 2%, cetrimida 0,2% (CTR), EDTA 17%, acido maleico 7% (AM),
e protocolos de NaOCI 2,5% seguido de EDTA 17% ou 7% de AM e 0,2% CTR ou 2% CHX
foram usados para determinar sua atividade residual, expondo blocos de dentina tratada a E.
faecalis por 24 h. A atividade antimicrobiana foi avaliada em biofilmes formados por 3
semanas sobre a dentina em blocos. A solugdo de CHX e CTR apresentou 100% de inibigéo
do biofilme; NaOCI apresentou a menor atividade residual (18,1%). O percentual de
erradicacdo do NaOCI e do CTR foi de 100%, seguidos de AM e da CHX, enquanto EDTA
foi 0 menos efetivo (44%). Solugbes de AM ou de EDTA, seguidos pela CTR ou da CHX,
apresentaram 100% de atividade residual e antimicrobiana. A solu¢do de CTR sozinha e as
combinagdes nas quais CHX ou CTR foram os irrigantes finais, atingiram a maxima atividade

residual e antimicrobiana.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro de pastas a base de extrato glicélico de

Musa paradisiaca contra Enterococcus faecalis.

3.2 Objetivos Especificos

321

3.2.2

3.2.3

3.24

3.25

3.2.6

Verificar a acdo antimicrobiana in vitro do extrato glicélico de Musa paradisiaca
frente a Enterococcus faecalis;

Comparar a atividade antimicrobiana das pastas de Hidroxido de Calcio e/ou Oxido de
Zinco associadas ao extrato glicélico de Musa paradisiaca ou Polietileno glicol 400;
Verificar a Concentragdo Inibitéria Minima das pastas com extrato glicélico de Musa
paradisiaca que obtiveram atividade antimicrobiana contra Enterococcus faecalis por
meio da Macrodiluicéo;

Caracterizar o extrato glicolico de Musa paradisiaca por Espectrometria de Massas
com lonizacao por Electrospray - ESI-MS;

Caracterizar o extrato glicdlico de Musa paradisiaca por Cromatografia de Camada
Delgada - CCD;

Caracterizar o extrato glicdlico de Musa paradisiaca por espectroscopia de

Ressonancia Magnética Nuclear - RMN.
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4. METODOLOGIA

4.1 Modelo de estudo

Trata-se de estudo prospectivo experimental que avaliou a atividade antimicrobiana
frente a Enterococcus faecalis de pastas endoddnticas compostas de Extrato glicdlico de Musa
paradisiaca (laboratorio Mapric, S&o Paulo — SP) associado 6xido de zinco e/ou hidréxido de

célcio.

4.2 Materiais

4.2.1 Extrato Fitoterapéutico

O conhecimento popular inspirou a realizacdo deste estudo, a tradicdo de uso de
plantas medicinais durante o tempo de vivéncia no interior do Amazonas, trouxe importante
auxilio para esclarecer a importancia de trazer para a rotina clinica essa experiéncia medicinal
pratica. Durante bom tempo, tentamos obter um extrato proveniente da seiva da bananeira que
pudesse servir como solucdo irrigadora endodontica ou medicagdo intracanal, mas nao
obtivemos sucesso em sua manipulacdo pelo fato de possuir componentes muito sensiveis a
oxidacdo e provavelmente ndo estava adequada a metodologia de extragdo dos componentes
para uso nos testes laboratoriais. Durante a revisdo de literatura e levantamento de
metodologias que pudessem solucionar os problemas que estavamos enfrentando, nos

deparamos com um produto proveniente de um laboratorio do estado de S&o Paulo que ja se
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tratava do extrato de banana manipulado. Por conseguinte, achamos que seria interessante
encontrar novas aplicacdes a um produto que ja tinha sido desenvolvido e que pudesse trazer
possiveis propriedades antimicrobianas com a biocompatibilidade que procuravamos.
Portanto, adquirimos o produto desenvolvido para fins cosméticos, por exemplo, a confeccédo
de sabonetes, com o intuito de aplica-lo como componente de uma provavel medicacdo
intracanal a ser desenvolvida.

O extrato glicolico de Musa paradisiaca (EGB) (Figura 5) pode ser obtido pelo
processo de maceracdo ou percolacdo da infrutescéncia da bananeira. Para a obtencdo do
extrato usualmente é utilizada uma solucdo hidro-glicélica como solvente ou liquido extrator,
usualmente a glicerina ou Propileno glicol com certa quantidade de dgua. O extrato glicolico
de banana possui aparéncia de um liquido limpido amarelo claro a castanho, com odor
caracteristico; densidade entre 1000 e 1100 g/cm®; pH entre 4,0 e 6,0; contagem de aerbios
totais, bolores, leveduras no maximo 100 UFC/g; auséncia de coliformes e patdgenos; soluvel

em etanol, Propileno glicol, glicerina, sorbitol e &gua (MAPRIC, 2010).

Figura 5. Extrato Glicélico de Musa paradisiaca (EGB). Observa-se a
coloracdo amarelo-clara translucida.

O Extrato Glicolico de Musa paradisiaca foi adquirido do laboratério MAPRIC, Séo

Paulo — SP (Anexo 1).
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4.2.2 Linhagem Microbiana

A cepa utilizada nesta pesquisa foi gentilmente cedida da Bacterioteca, que tem como
responsavel técnica a Profa. Dra. Luciana Leomil, do Centro de Apoio Multidisciplinar
(CAM) do Programa Multi-institucional de Pds-graduacdo em Biotecnologia da Universidade
Federal do Amazonas.

Bactéria da “American Type Culture Collection” (ATCC)

Enterococcus faecalis (ATCC 29212)

4.2.3 Meios de Cultura

Miieller — Hinton Agar (MHA) — Difco Laboratories,Detroit, MI, USA
Caldo Mueller — Hinton (MHB) - Difco Laboratories, Detroit, MI, USA
Luria Bertani Agar (L B) - Difco Laboratories,Detroit, MI, USA

Caldo de Cérebro - Coracdo (BHI) — Merk KgaA,Darmstadt, Germany

Agar de Cérebro - Coracdo (BHI) — Merk KgaA,Darmstadt, Germany

4.3 Métodos
4.3.1 Difusdo em Agar

As amostras foram submetidas a avaliacdo da atividade antimicrobiana pela técnica de
difusdo em agar pelo método do poco, contra a cepa supracitada.

Foi reativado o micro-organismo estocado na bacterioteca em meio de cultura agar
BHI, vertendo aproximadamente 20 ml em placa de Petri até atingir uma altura de 5 mm,
utilizando a técnica de semeadura por estrias de esgotamento, incubando-a por 18 horas a

37°C em Estufa Bacterioldgica TE-392/2, Tecnal (Piracicaba — SP) (KONEMAN et al., 2001).
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A cepa de col6nias isoladas da bactéria foi semeada em caldo BHI e incubada a 37°C
por 18 horas. Apés esse periodo, o indculo foi padronizado de acordo com a escala 0,5 de
McFarland utilizando o espectrofotdmetro Biomate 3 (Thermo Electron Corporation) com
esse fim, calibrando o aparelho no modo de crescimento de bactérias a um comprimento de
onda de 580 nm. A amostra de meio de cultivo estéril de caldo BHI, que nédo foi inoculada, foi
colocada em uma cubeta para leitura de sua densidade éptica e serviu de referéncia para
determinar o “branco”. Em seguida foi feita a leitura do in6culo no espectrofotdmetro, que
mostrou crescimento bacteriano evidenciado pela sua maior turbidez em relacdo ao meio de
cultura que n&o foi inoculado. A fim de padronizar para aproximadamente 1,5 x 108 unidades
formadoras de col6nias (UFC)/ml, que corresponde a escala 0,5 de McFarland, o inéculo foi
diluido com caldo BHI estéril até apresentar leitura no espectrofotdmetro entre 0,08 e 0,1 de
transmitancia (KONEMAN et al., 2001).

Preparou-se agar Miueller-Hinton (Difco), que foi distribuido em placas de Petri de
150 mm de didmetro, com volume suficiente para atingir uma espessura de 5 mm. Apos a
solidificacdo e por meio da técnica de semeadura de superficie, a suspensdo microbiana foi
inoculada em cada placa, com auxilio do suabe, em trés sentidos: horizontal, vertical e
diagonal, para evitar o crescimento de colbnias isoladas.

Para permitir a difusdo adequada das pastas no agar, as substancias foram divididas em
duas placas, de maneira que em ambas sempre havia o controle positivo correspondente a
clorexidina em gel (CHX) a 2 % e o controle negativo que era o Polietileno glicol (PEG) 400,
a fim de verificar a viabilidade das bactérias. No experimento “A” (Quadro 1) estavam
presentes a pasta de PEG 400 + Ca(OH),; o extrato glicdlico de Musa paradisiaca (EGB); a
pasta de EGB + Ca(OH); e os controles. No experimento “B” (Quadro 2) estavam presentes a
pasta de PEG 400 + 6xido de zinco (ZnO); a pasta de PEG 400 + ZnO + Ca(OH),; a pasta de

EGB + ZnO; a pasta de EGB + ZnO + Ca(OH); e os controles.
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Foram confeccionados pogos no agar utilizando-se pontas de pipeta 1000 pl,
previamente autoclavadas, de forma a padronizar o didametro da perfuracdo em 8 mm, sendo
confeccionados 5 pocos equidistantes em cada placa de Petri para o experimento “A” e 6 para
0 experimento “B”.

O proporcionamento entre os pés e o veiculo das pastas foi dado conforme os pesos
constatados para que a viscosidade fosse equivalente a de dentifricio, o que é clinicamente
indicado, utilizando-se como referéncia sempre 70 ul de veiculo, seja Polietileno glicol 400
(PEG 400), seja extrato glicdlico de Musa paradisiaca (Quadro 1 e Quadro 2). Para
determinar a correta relagdo pd/veiculo para a viscosidade desejada, foi pesado primeiramente
1 g de p6 e colocado sobre a placa de vidro juntamente com os 70 pl de veiculo. A
espatulacdo foi realizada de maneira a adicionar aos poucos pequenas por¢cdes do po ao
veiculo até ser obtida a viscosidade desejada para uso clinico. O valor que foi utilizado foi
obtido subtraindo-se de 1 g o peso de pd restante na placa depois de finalizada a espatulacéo

(FALCAO, 2010).
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Quadro 1
Composicgédo das amostras de cada grupo a ser testado no experimento “A”
1 - PEG 400 — controle negativo 70 ul
2 - PEG 400 + Ca(OH), 70 pl + 0,062 pg

3 - Extrato Glicolico de Musa paradisiaca - EGB |70 pl

4 - EGB + Ca(OH), 70 pl + 0,082 pg
5 - Clorexidina gel (2%) — controle positivo 70 ul
Quadro 2

Composi¢ao das amostras de cada grupo a ser testado no experimento “B”
1 - PEG 400 — controle negativo 70 ul

2 - PEG 400 + 6xido de zinco 70 pl + 0,120 pg

3 - PEG 400 + éxido de zinco + Ca(OH), 70 pl + 0,043 pg

4 - EGB + oxido de zinco 70 pl + 0,126 pg

5 - EGB + ¢xido de zinco + Ca(OH), 70 pl + 0,076 pg

6 - Clorexidina gel (2%) — controle positivo 70 pl

A espatulacdo das pastas foi realizada com o uso das placas de vidro estéreis e das
espatulas n° 24 esterilizadas, dentro da capela de fluxo laminar, de forma que as quantidades
de hidréxido de calcio e de 6xido de zinco fossem pesadas previamente na balanca de
precisdo MARTE e acondicionadas em microtubos, mantendo as devidas proporc¢des. Dessa
maneira, a viscosidade da pasta obtida foi de acordo com seu uso clinico. Na sequéncia, foram
espatuladas pastas com o veiculo de Polietileno glicol 400 com hidroxido de calcio, com
oxido de zinco e, por ultimo, com a associacdo dos dois. Em seguida, as mesmas composic¢des
foram repetidas, com a quantidade de cada p6 diferente da usada para o Polietileno glicol 400,
para adequar a viscosidade desejada quando o veiculo utilizado fosse o Extrato Glicélico de

Musa paradisiaca (EGB).
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Posteriormente, foram colocadas em cada um dos pogos, confeccionados nas placas de
Petri devidamente identificadas, as amostras que seriam testadas, 0 EGB, o gel de clorexidina
a 2% (controle positivo) e o Polietileno glicol 400 (controle negativo), com o auxilio de
palitos previamente esterilizados, em quantidade suficiente para que todas as paredes
circundantes do poco fiqguem totalmente em contato com as substancias testadas.

As placas de Petri foram seladas com filme PVC e mantidas a temperatura ambiente
por 2 horas, para que ocorresse a pré-difusdo das substancias e, entdo, foram incubadas a
37°C, por 18 horas. Todos os experimentos foram repetidos 5 vezes.

Os halos de inibicdo do crescimento microbiano que se formaram no &gar foram
medidos depois de transcorrido o periodo de incubacdo de 18 horas para cada micro-
organismo. As leituras foram realizadas com auxilio de uma régua milimetrada, para
determinacdo do diametro (em milimetros) dos halos de inibi¢do. As medidas foram tomadas
tendo-se dois pontos de referéncia: a distancia entre os pontos que delimitava a area de
inibicdo de crescimento microbiano e o inicio da regido de seu crescimento, presente ao redor
dos pogos que continham as respectivas amostras. O valor de 8 mm foi utilizado como valor

de corte, correspondente ao tamanho dos pocos confeccionados.

4.3.2 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) - Macrodiluicdo

A pasta que obteve halos de inibi¢do de crescimento microbiano foi testada quanto a
concentracdo inibitéria minima pelo método da macrodiluigdo. O micro-organismo referido
foi cultivado em tubo de ensaio com 5 ml de caldo de cérebro-coracdo (BHI), esterilizado
previamente, posicionando-o em uma angulacdo de aproximadamente 15° para que houvesse

formagéo de um bisel na superficie do meio em contato com o ar, maximizando sua aeragéo,
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durante 18 horas a 37°C, em incubadora com agitacédo orbital MARCONI MA 410/CF a 150
rpm, respeitando as devidas caracteristicas respiratérias da cepa (KONEMAN et al., 2001).

Em novo tubo de ensaio com caldo Mueller-Hinton (MHB) estéril foi padronizada a
cultura de acordo com a escala 0,5 de McFarland. A pasta foi preparada seguindo 0 mesmo
protocolo a que foi submetida para o teste de difusdo em agar. A pasta foi diluida em 5 ml do
respectivo meio estéril, homogeneizada usando vortex durante 1 minuto.

Foram realizadas dilui¢cGes seriadas na razdo de 10, retirava-se 0,5 ml do tubo 1 e
acrescentava-se em 4,5 ml de meio MHB do tubo 2 e, assim, sucessivamente. Para o repique
utilizou-se 0,1 ml do meio cultivado, em cada um dos tubos, a cada etapa (Figura 6). As
solugdes dentro dos tubos foram dispostas em bisel, em incubadora com agitacdo orbital
MARCONI MA 410/CF a 150 rpm, a 37°C, durante 18 horas.

Foram utilizados trés controles, o primeiro controle correspondia a diluicdo da pasta
no meio de cultura sem aliquota do indculo, para verificar se a turbidez da mesma interferiria
na leitura do espectrofotdmetro; o segundo era o negativo, um tubo de ensaio apenas com 0
meio estéril utilizado — averiguando se haveria manutencdo da cadeia asséptica; finalizando
com o positivo que continha o meio utilizado e 0,1 ml de meio cultivado — que testou a
viabilidade do micro-organismo. Uma amostra do controle negativo foi analisada no
espectrofotdbmetro antes de ser incubada para comparar com outra amostra do mesmo tubo
depois da incubacdo, sendo que essa leitura foi considerada o valor correspondente ao

“branco”, que provava o ndo crescimento da bactéria (Figura 6).
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Figura 6. Macrodiluicdo; os tubos terdo a amostra diluida em uma razdo de 10 e serdo inoculados com
uma aliquota de 0,1 ml de meio cultivado para verificar a concentracao inibitéria minima da pasta
endoddntica que obteve halo de inibicdo satisfatorio no teste de difusdo em &gar.

Depois da incubacdo foi feita a leitura e verificada a evolucdo do crescimento
microbiano, tendo como referéncia a turbidez do liquido dos tubos controle positivo e
negativo, verificou-se a existéncia de crescimento microbiano ou ndo. Salienta-se que o
aspecto turvo, comum as amostras obtidas depois de diluidas as pastas nos meios de cultivo,
poderia interferir na leitura, no entanto o fato de a substancia que compde a pasta ndo ser
hidrossoltvel provoca um precipitado mesmo em incubadora de agitacdo orbital. Portanto,
apos o tempo de incubagdo, a comparacdo das diluicdes tornar-se-ia plausivel com os tubos
controle, sendo possivel colher aliquotas que ndo possuissem interferéncia dos compostos
insolUveis, j& que 0s mesmos se encontrariam precipitados.

Assim, puderam-se avaliar as aliquotas colhidas de cada tubo correspondente as
diversas diluigdes por meio da leitura obtida pelo espectrofotdmetro. Usando como

comparacao o tubo que continha a pasta diluida sem aliquota do inéculo e o controle negativo,
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poderia se observar caso a turbidez referente a pasta interferiria ou ndo. A verificacdo foi
realizada colhendo uma aliquota desse tubo sem agita-lo e comparando-a com a leitura do
controle negativo. Caso a leitura fosse igual ao “branco” entender-se-ia que nao houve
interferéncia, caso contrario, se fosse maior que o “branco” correspondia a interferéncia na
turbidez.

Levando em consideracdo que ndo aconteceu a interferéncia, puderam-se avaliar as
aliquotas colhidas de cada tubo, sem agita-los, correspondente as diversas diluicdes por meio
da leitura obtida pelo espectrofotometro. Caso a leitura fosse igual ao “branco” correspondia
ao ndo crescimento microbiano, mas se fosse maior mostrava o crescimento microbiano.

Caso acontecesse interferéncia da pasta na turbidez, todos os tubos seriam
homogeneizados por 1 min no vortex para que depois uma aliquota de 0,2 ml de cada diluicao
fosse colhida e plagueada em meio agar LB, incubadas por 18 h a 37°C. Apds esse periodo
seriam contadas as UFCs evidenciando a presenca da bactéria ou néo.

A menor concentragdo da amostra que impedisse 0 crescimento microbiano seria
considerada a concentracdo inibitéria minima (CIM). Os testes foram feitos em duplicata

(KONEMAN et al., 2001).

4.3.3 Espectrometria de Massas com lonizacao por Electrospray- ESI-MS

O extrato glicolico de Musa paradisiaca, por ser de origem natural, provavelmente
possui caracteristicas heterogéneas caracterizando-se como uma mistura complexa de
moléculas organicas. No intuito de esclarecer melhor quais seriam o0s principios ativos que
poderiam representar a atividade antimicrobiana testada procurou-se usar técnicas que

pudessem separa-los e identifica-los.
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A analise do EGB por espectrometria de massas (EM) foi realizada com a equipe do
Prof Dr Afonso Duarte Ledo de Souza do Laboratorio de Espectrometria de Massas do Centro
de Apoio Multidisciplinar da Universidade Federal do Amazonas. A EM pode ser considerada
o0 sistema analitico de medida mais sensivel existente, ja que ele tem a capacidade de pesar
moléculas. Isso o torna de extrema relevancia nas Ciéncias Bioldgicas, tendo a capacidade de
analisar misturas de moléculas organicas complexas, principalmente devido a técnicas de
ionizacdo agora existentes, como a de Electrospray (ESI). O espectrometro de massas
determina a massa da molécula medindo sua razdo massa/carga (m/z). Quatro componentes
basicos sdo, na maioria das vezes, padrdo dos espectrébmetros de massas (Figura 7). Apds a
introducdo da amostra, ions sdo gerados induzindo tanto a perda quanto o ganho de carga
elétrica a partir de uma espécie neutra. Uma vez formados, os ions sdo eletrostaticamente
direcionados a um analisador de massa (“balan¢a molecular”), onde sdo separados de acordo

com a relacdo m/z e finalmente sdo detectados.

Fonte de Analisador Detector

Injetor de Ionizagio de Massas de Ions

Amostra

[
e —

v

BEombhas
de Vicuo

Figura 7. Componentes de um Espectrometro de Massas.
Fonte: Aradjo (2005)

Essa metodologia foi muito bem descrita por John B. Fenn que em 2002 ganhou um
prémio Nobel e foi o pioneiro na utilizagdo de ESI, assim sendo em suas palavras:

A arte de medir &tomos e moléculas para determinar seus pesos moleculares.
Esta informacdo de massa ou peso é as vezes suficiente, frequentemente
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necessaria e sempre Util na determinacdo da identidade e estrutura da
espécie. Para realizar esta arte, € adicionada carga na amostra (analito) de
interesse, entdo é medida como a trajetoria do ion resultante responde, no
vacuo, sob varias combinacdes de campos elétricos e magnéticos. Sendo
assim a condicao elementar para este método ¢ a transformacéo de moléculas
neutras em ions. A ionizacdo para moléculas de baixo peso molecular é
rapidamente efetuada pelo encontro em fase gasosa destas moléculas neutras
com elétrons, fétons ou outros ions. Nos Ultimos anos, os esfor¢os de varios
pesquisadores tém sido em produzir ions de espécies de alto peso molecular
(>1000 ua) e complexas para serem evaporadas sem que haja sua

decomposicao. (ARAUJO, 2005, p. 1).
Essa técnica pode ser entendida quando comparada a uma célula eletrolitica, sendo que
o capilar metélico ou um fio metalico em contato com a solucdo é o eletrodo de trabalho com
capacidade de alterar o sistema quimico inicial onde podem ocorrer reacfes para esse fim,
enquanto que o segundo eletrodo estd normalmente aterrado e é denominado contra-eletrodo
(Figura 8). A passagem de moléculas em solucdo paulatinamente para a fase gasosa rege a
técnica possibilitando a analise inclusive de polipeptideos sem ocorrer sua degradacéo.
Aplicando uma fonte de alta tenséo (1 a 7 Kv) a solu¢do, bombeia-se a mesma através de um
microcapilar a uma velocidade que pode variar entre 1 a 20 pl/min. Na extremidade do capilar

pode-se verificar a concentracdo de ions que estdo sendo repelidos pelo potencial aplicado,
caso o potencial for positivo os ions também serdo positivos. O contra-eletrodo provoca a
deformacdo da gota na extremidade conforme a densidade i6bnica aumenta, formando o cone
de Taylor (Figura 8 - A). No momento que a forca de repulsdo vence a tensdo superficial da
solucdo, pequenas gotas com alta densidade de carga sdo liberadas, ocorrendo transporte de
ions intermitentemente pelo fato de parte deles estar na fase gasosa. A dessolvatacdo das gotas
permite isso ja que, logo apos serem liberadas do cone de Taylor, o solvente evapora e perde
sua massa pelo seu contato com um gas inerte secante, por exemplo o nitrogénio, tendo papel
auxiliar neste processo a temperatura da cadmara que varia entre 30°C e 100°C. Existe um
incremento na carga das gotas causado pelo aumento de sua densidade ap0s a evaporacéo e

mais uma vez os ions vencem a tensdo superficial das goticulas, processo chamado de
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explosdes de Coulomb (Figura 8 - B). Depois de formado, o ion alcanca a regido do cone de
amostragem que tem um orificio bem pequeno de 1 um. A partir dai o sistema passa para a
regido de baixa pressdo. Na interface pressdo atmosférica/vacuo, ha um sistema de bombas e
um conjunto de lentes Opticas, que conduzem os ions ao analisador de massas. Nesta fase
pode ocorrer a dissocia¢do ocorrida por colisdo dos ions formados pelo electrospray com as
moléculas do gas secante presente. O potencial aplicado para a aceleracéo dos ions solvatados
promove esse choque fisico, podendo perder moléculas do solvente. Dependendo da
finalidade do estudo, esse processo pode ser interessante, como em estudos de dissociacao.
No entanto, dificulta a visualizacdo da forma que espécies se encontram em solucédo

(ARAUJO, 2005).
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Figura 8. Processo de ionizacdo por Electrospray; percebe-se a formagéo do cone de Taylor (A) e as
explos6es de Coulomb (B) nos detalhes da ilustracao.
Fonte: Araljo (2005)
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As analises por espectrometria de massas foram realizadas em espectrébmetro de
massas THERMO-LCO FLEET (Figura 9). Os espectros de massas foram obtidos por meio
de insercdo direta da amostra de EGB, mesmo sendo uma amostra de constituicdo complexa,
no bico injetor dissolvido com metanol. Justificou-se pela provavel presenca de sitios &cidos e
basicos nas moléculas detecadas como ions contendo somente uma carga, na sua forma

protonada ou desprotonada.

Figura 9. (A) Espectrometro de Massas e (B) Injetor da Amostra em detalhe.

4.3.4 Cromatografia em Camada Delgada

Esta etapa de nosso estudo foi realizada com a colaboracdo do laboratério de
Bioprospecgcdo do Instituto Nacional de Pesquisas Amazonicas (INPA), consentido
gentilmente pela Profa Dra Cecilia Ver6nica Nunez.

Na tentativa de separar a mistura complexa do extrato, utilizou-se uma extragdo com
solventes baseada na diferenca da constante de distribuicdo dos componentes entre dois
solventes de cada vez, fazendo sequencialmente uso de solventes com polaridades diferentes,
para obter uma particdo liquido/liquido.

A primeira etapa foi secar o extrato em uma capela, por 48 h. O extrato foi entdo

diluido em &gua destilada na propor¢édo 1:1. Utilizando um funil de separa¢do colocou-se 250
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ml da diluicdo obtida e acrescentou-se 250 ml de diclorometano, previamente filtrado.
Agitou-se e, em seguida, permitiu-se o extravasamento do gas formado. Assim que as
camadas distintas se separaram, colheu-se a camada correspondente a fase de diclorometano,
de menor densidade do que a fase aquosa. Repetimos esse procedimento mais 2 vezes. Sob a
fase aquosa que restou acrescentou-se 250 ml de acetato de etila, previamente filtrado.
Procedendo equivalentemente ao processo anterior, agitou-se e liberou-se 0 gas (nesta etapa
ndo ocorre muita liberacdo), aguardou-se a separacdo das fases distintas e recolheu-se a fase
de acetato de etila, depois foram realizadas mais 2 repeticdes do processo. Dessa maneira
tivemos trés fases distintas uma correspondente a &gua de maior polaridade, uma
correspondente ao diclorometano de polaridade intermediaria e a terceira de acetato de etila
de menor polaridade. As trés fases foram colocadas na estufa 35 °C durante 10 dias para que
secassem e ficassem concentradas.

Obtidas essas diferentes fases, poder-se-ia separar individualmente os diversos
constituintes do extrato na tentativa de identifica-los por cromatografia de camada delgada
(CCD). Tal separacdo era dada por meio da migracdo da amostra através de uma fase
estaciondria por intermédio de um fluido (fase mdével). Apds a introducdo da amostra no
sistema cromatografico, os componentes da amostra se distribuem entre as duas fases e
viajam mais lentamente que a fase movel devido ao efeito retardante da fase estacionaria. O
equilibrio de distribuicdo determina a velocidade com a qual cada componente migra através
do sistema.

Na CCD foi utilizada para cada fase liquida obtida uma fase mével que possibilitaria a
eluicdo dos componentes presentes na mesma, levando-se em consideracdo a natureza da
amostra e a polaridade da fase movel, ja que as moléculas desta competem com as da amostra
pela superficie adsorvente da fase estacionaria. Para a fase de diclorometano utilizou-se a

mistura de hexano/acetona na proporcdo 7:3; para a fase de acetato de etila utilizou-se
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diclorometano/acetona na proporcdo 1:1; na fase aquosa utilizou-se acetona/metanol na razéo
de 2:8.

Cromatoplacas pre-fabricadas de silica gel 60 Fys4 (Merck) de fase normal com 0,2
mm de espessura compuseram a fase estacionaria para todas as particdes liquido/liquido,
padronizaram-se tamanhos iguais de 5,5 cm por 1,5 cm. Suaves marcacdes foram feitas na
parte superior e inferior da cromatoplaca distando 0,5 cm das bordas, servindo de parametro
para o nivel que deveria estar o eluente em sua base e até onde poderia se permitir que o

mesmo eluisse, carreando os diversos componentes (Figura 10).

Figura 10. Cromatoplacas de silica (A); as marcacdes sdo realizadas na parte inferior para haver uma
margem do nivel que o solvente pode estar na cuba cromatogréafica (B) e superior para ter a referéncia
do ponto maximo de eluicdo do solvente. A aliquota da amostra é dispensada imediatamente acima da
marcac&o inferior no centro da cromatoplaca como ilustrado em vermelho (A).

Fonte: (B) <http://www.casamoser.com.br/produtos_dois.htm>. Acesso em 8 demaio 2011.

Apenas o fundo da cuba cromatografica foi preenchido com o eluente, de maneira que
ndo ultrapassasse a marcacdo inferior da cromatoplaca quando esta fosse posicionada
verticalmente dentro da cuba (Figura 10). Um filtro de papel (Whatman) foi disposto
lateralmente dentro da cuba antes de posicionar a cromatoplaca, evitando interferéncia na

volatilizagdo do eluente na CCD.
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Cada particdo seca foi diluida com pequena aliquota de seu préprio solvente, de
maneira que a fase aquosa fosse com agua destilada, a fase de diclorometano com ele mesmo,
e a de acetato de etila também com o préprio. Utilizou-se um capilar de vidro e colocou-se
uma gota de cada particdo, em posicdo central e inferior (que estivesse acima da marcacao
previamente feita), na cromatoplaca e aguardou-se evaporar o solvente (Figura 10). Enfim,
posicionou-se a cromatoplaca verticalmente dentro da cuba com seu eluente correspondente,
fechando a tampa da cuba e, aguardou-se o tempo de eluicdo que foi variavel. As
cromatoplacas foram retiradas apenas ao atingir, sem ultrapassar, a marcacdo superior.
Aguardou-se a volatilizacdo do solvente e procedeu-se a revelacdo da cromatoplaca.

Para cada revelador foi utilizada uma cromatoplaca e, além disso, foi realizada a
analise visual por observacdo da cromatoplaca sob luz ultravioleta (UV) a 254 nm e a 365 nm.
Os reveladores utilizados foram cloreto férrico, anisaldeido sulfarico, sulfato cérico, cloreto
de aluminio e Dragendorff.

Cloreto férrico e Dragendorff foram aplicados por aerossol sobre as respectivas
cromatoplacas e aguardou-se a revelacdo depois de 5 min. Para a revelacdo do Cloreto de
aluminio foi observada a cromatoplaca antes sob a luz UV de 365 nm e apds a aplicacdo de
seu aerossol, aguardou-se 5 min e observou-se novamente sob luz UV de 365 nm, avaliavam-
se as diferencas da fotografia anterior e posterior. Tanto para o sulfato cérico quanto para o
anisaldeido sulfurico, depois de borrifados, aqueciam-se as cromatoplacas em uma manta de
aquecimento a 100 °C até que fosse observada a revelacdo dos componentes.

Em adicdo a esta etapa foi enviada amostra do EGB ao Centro de Biotecnologia do
Amazonas (CBA) para realizar também a CCD. A existéncia de equipamentos especificos,
principalmente para a secagem da amostra (“speed-vac’), no CBA determinou a tomada desta

decisdo de solicitar seu laudo técnico.
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4.3.5 Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear - RMN

A Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear foi realizada. Também
conhecida como a “cromatografia de spins”, baseada na metodologia dos ecos de “spin” com
gradientes de campos magnéticos pulsados, permitiria discriminar e caracterizar os diversos
componentes do EGB, procurando-se separar os sinais de Ressonancia Magnética (RMN) de
diferentes espécies de acordo com seus coeficientes de difusdo. Uma das principais vantagens
dessa técnica é a possibilidade de se avaliar substancias em solugdo, que € um meio bem
semelhante ao que as macromoléculas apresentam sua bioatividade (SOUZA; LAVERDE-JR,
2002; LAVERDE-JR, 2001).

A andlise das trés fases obtidas pela particdo liquido/liquido foi realizada com a
colaboracédo do laborat6rio de Bioprospeccao do Instituto Nacional de Pesquisas Amazénicas
(INPA), consentido gentilmente pela Profa Dra Cecilia Veronica Nunez. O espectrdmetro
trabalhou a 60 MHz para *H, tendo como referéncia a agua deutérica (D-O), o programa de
processamento de dados do espectrometro determinou os picos de todos os sinais que eram
selecionados para analise, em que cada pico apresentava um decaimento exponencial

especifico.

4.4 Analise de Dados

A andlise de dados foi realizada por meio de Estatistica Descritiva. Entre a
comparacdao das médias foi aplicado o teste de Mann-Whitney e, para a relagdo entre 0s
escores, o coeficiente de correlacdo de Pearson foi o mais apropriado. Nas variaveis
qualitativas se utilizou o teste Exato de Fisher e o calculo do odds ratio. Para as conclusdes
foi utilizado o nivel de significancia de 5%. Os dados foram computados e analisados no

Programa SPSS, versdo 16.0 e R.2.11
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5. RESULTADOS

5.1 Teste de Difusdo em Agar

No experimento “A”, ndo houve formacdo de nenhum halo de inibi¢do, exceto o do

controle positivo. A seguir representado na Figura 11, exemplifica-se um dos resultados.

Figura 11. Experimento “A”; iniciando do topo, no sentido horario: 1 - PEG 400, 2 - PEG 400 +
Ca(OH),; 3 - EGB; 4 - EGB + Ca(OH),; 5 — CHX. Ressalta-se o didmetro do pogo 8 mmem 1. Em 5
observa-se o halo obtido pelo controle positivo.

Ainda analisando os resultados de “A”, pode-se verificar a inibicdo do crescimento
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bacteriano em relacdo ao EGB quando o mesmo era avaliado sozinho, no entanto, percebeu-se
a presenca de algumas coldnias bacterianas resistentes que ainda conseguiram crescer
proximo ao limite do poco, ndo podendo considerar a formacdo do halo por este motivo.

Esclarece-se melhor com a avaliacdo da Figura 12 a seguir.

Figura 12. Detalhe do Experimento “A”; EGB promoveu grande inibicdo do tapete de col6nias
bacterianas, mas existia a presenca de coldnias de bactérias resistentes proximos ao limite do poco.

No experimento “B” pode-se verificar a formagdo de halo nas cinco repeti¢es quando
a pasta era composta por ZnO + EGB ou pelo controle positivo CHX. Em apenas duas
repeticGes pode-se observar a formacdo de halo em menor proporcdo pela pasta de ZnO +
PEG 400. Nas outras composi¢fes ndo houve formacdo de halo de inibicdo. Exemplifica-se

na Figura 13, a seguir, estes resultados.
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Figura 13. Experimento “B”; iniciando do topo, no sentido horério: 1 — PEG 400, 2 — PEG 400 +
ZnO, 3 — PEG 400 + ZnO + Ca(OH),, 4 - EGB + ZnO, 5 - EGB + ZnO + Ca(OH),, 6 — CHX. Nas 5
repeticbes formaram-se os halos para CHX e ZnO + EGB, apenas em 2 repeti¢des houve pequena
inibicdo de PEG 400 + ZnO.

Os resultados detalhados estdo descritos no Apéndice 1, informando quais foram os
resultados obtidos dos didmetros em milimetros dos halos de inibicdo de cada experimento.
Os resultados do teste de difusdo em A&gar estdo dispostos graficamente na Figura 14

apresentada a seguir.
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A PEG 400 controle negativo

A PEG 400 + HIDROXIDO DE CALCIO -
A EXTRATO -

A EXTRATO + HIDROXIDO DE CALCIO
A CLOREXIDINA controle positivo -

B PEG 400 controle negativo

B PEG 400 + OXIDO DE ZINCO -

B PEG 400 + OXIDO DE ZINCO + HI -

B EXTRATO + OXIDO DE ZINCO -

B EXTRATO + OXIDO DE ZINCO + HI

B CLOREXIDINA controle positivo -
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Figura 14. Variacdo dos halos de inibicdo em milimetros obtidos para as respectivas pastas nos

experimentos “A” e “B”, repetidos 5 vezes.

Os resultados foram submetidos a tratamento estatistico e estdo representados na

Tabela 1 abaixo.

Tabela 1

Valores dos dados estatisticos obtidos dos valores dos halos de inibicao

Desvio-
TRATAMENTO n Média padrdo Mediana Minimo Maximo
PEG 400 controle negativo 5 0 0 0 0 0
PEG 400 + Ca(OH), 5 0 0 0 0 0
EXTRATO 5 0 0 0 0 0
EXTRATO + Ca(OH), 5 0 0 0 0 0
CLOREXIDINA controle positivo 5 1,720 0,804 1,2 11 2,6
PEG 400 controle negativo 5 0 0 0 0 0
PEG 400 + ZnO 5 0,12 0,1643 0 0 0,3
PEG 400 + ZnO + Ca(OH), 5 0 0 0 0 0
EXTRATO + ZnO 5 0,5 0,0707 0,5 0,4 0,6
EXTRATO + ZnO + Ca(OH), 5 0 0 0 0 0
CLOREXIDINA controle positivo 5 0,62 0,259 0,7 0,3 0,9
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A atividade antimicrobiana contra E. faecalis que estatisticamente teve relevancia foi a
da pasta de ZnO e EGB. Os valores desta pasta foram estatisticamente semelhantes ao de
CHX, que era o controle positivo, com p = 0,596. Os valores referentes a pasta de PEG 400 e
ZnO foram estatisticamente diferentes de CHX, p = 0,018, que era o controle positivo e

também diferentes da pasta de Zno e EGB, p = 0,01 (Tabela 2).

Tabela 2

Comparativo dos testes difusdo em agar dos experimentos nao nulos.

Comparacéao p
EGB + ZnO 0,01*
PEG 400 + ZnO
CHX (controle positivo “B”) 0,018*
EGB + ZnO CHX (controle positivo “B”) 0,596

Teste de Mann-Whitney

5.2 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) - Macrodilui¢ado

Foi feito o teste de CIM apenas para a pasta de ZnO e EGB. Observou-se que 0S
valores de transmitancia de controle negativo e do controle com a pasta dissolvida no meio
eram 0s mesmos depois da incubacdo, sem fazer agitacdo do tubo. Portanto, colheram-se as
aliquotas para serem observados os valores de transmitancia das diluicbes realizadas,
evidenciando o crescimento bacteriano ou ndo. Os valores detalhados estdo dispostos no

Apéndice 2. A seguir ilustra-se um dos resultados do teste na Figura 15.
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Figura 15. Concentragéo Inibitoria Minima; do lado esquerdo observa-se as diluigdes
antes da incubacéo; do lado direito depois da incubagé&o.

N&o houve concentragdes que pudessem inibir o crescimento bacteriano. Observou-se
que existia uma variacdo nos valores da transmitancia do espectrofotdbmetro que permitia uma
pequena variacdo de crescimento bacteriano que foi um pouco menor na primeira e segunda
diluicdo e aumentaram a partir da terceira diluicdo e com pequeno decréscimo na décima.
Verifica-se graficamente a distribuicdo dos valores dos dois experimentos realizados “A” e

“B” na Figura 16.
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Figura 16. Grafico de dispersdo de valores de transmitancia para cada diluicdo de 10" a 10™ nos
experimentos “A” e “B”. Observa-se que 0,3 corresponde a 30% de transmitancia o que significa um
alto grau de crescimento microbiano.

5.3 Espectrometria de Massas com lonizacao por Electrospray

A aquisicao de espectros no modo positivo € realizada por identificacdo de moléculas
protonadas pela formacao de adutos ligados a ions presentes em solucdo. A Figura Z refere-se
ao espectro ESI(+)-MS em que héa picos intensos de cétions na faixa de 203 a 723 m/z.
Comparando com dados da literatura (ARAUJO, 2005), foi possivel a comparacdo de ions

diagndsticos, entre eles, a presenca de agucares, oligdmeros da maltose (Figura 17).
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Figura 17. Oligbmeros da maltose.
Fonte: Aradjo (2005)



96

No espectro da Figura 18 o ion m/z 365 poderia se referir ao adutos de sodio [M+Na']
com maltose (ARAUJO, 2005; OHLA et al., 2011) enquanto que o fon m/z 381 ao aduto de
potassio [M+K'] também com a maltose e o fon m/z 543 de aduto de potdssio com a

maltotriose.

Banana-MODO POSITIVO

Figura 18. Espectrometria de Massas modo Positivo

Na obtencdo de espectros de massa no modo negativo (Figura 19), h4 a observacao
dos adutos das substancias com anions presentes. Os anions mais intensos aparecem na faixa
de 133 e 790. O ion de m/z 341poderia corresponder a forma desprotonada [M-H] da
maltose. Pode-se observar também anion de m/z 377 que corresponderia ao aduto de cloreto
com maltose. Outros picos caracteristicos sao 0s de m/z 255 e 0 683, sendo que o ion de m/z

683 poderia se referir ao dimero de maltose desprotonada.
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Banana-MODO NEGATIVO

Figura 19. Espectrometria de Massas modo Negativo

Um pico muito intenso poderia indicar o anion da glicose desprotonada de m/z 179.
Distingue-se ainda o anion 161 que se refereria a anidrohexose desprotonada (Figura 20). Em
ionizacdo por electrospray a supressdo idnica pode acontecer quando determinadas
substancias presentes na mesma gota sdo mais suscetiveis a ionizacdo do que outras, como
pode ser observado no caso da glicose em relacdo aos ions correspondentes aos

oligossacarideos.
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Figura 20. Espectrometria de Massas. O ion m/z 377 corresponde ao aduto de cloreto com maltose; o
ion de m/z 341corresponde a forma desprotonada da maltose; o ion m/z 179 refere-se a glicose
desprotonada e o ion m/z 161 a anidrohexose desprotonada.

5.4 Cromatografia por Camada Delgada - CCD

Na CCD fez-se algumas inferéncias a grupamentos de moléculas que estdo presentes
nas parti¢cbes de diclorometano e aquosa. Na parti¢cdo do acetato de etila ndo foi observada a
presenca de nenhuma molécula que fosse revelada pelos testes selecionados.

Por se tratar de um extrato glicolico, houve bastante dificuldade de se secar 0 material
para se proceder aos testes propostos. Antes de fazer a particdo liquido/liquido, apesar de o
EGB permanecer por 48 h na capela para secagem, nao houve nenhuma diferenca no volume

inicial e final (Figura 21).
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Figura 21. Secagem do EGB na capela (a esquerda). Frasco com
EGB para secagem dentro da capela.

Nessas condicOes a particao liquido/liquido foi feita ja se sabendo da solubilidade do
EGB em agua (Anexo 1). Durante essa etapa pode-se notar que a particdo de acetato de etila

parecia ndo ter se alterado, como aconteceu com as outras duas (Figura 22).

Figura 22. Particdo liquido/liquido do EGB. A esquerda (A): fase diclorometano
abaixo, fase aquosa acima; no centro (B): fase aquosa abaixo, fase de acetato de etila
acima; a direita: (1) fase acetato de etila, (2) fase diclorometano e (3) fase aquosa.

Obtidas as trés particdes, elas permaneceram em estufa para secagem, no entanto,

houve diferenga no comportamento de secagem entre as particdes. A particdo de acetato de
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etila secou completamente em pouco tempo, por volta de 6 h, comparada as outras duas fases,
sem deixar nada aparentemente no frasco. A particdo aquosa demorou 10 dias para secar
deixando um residuo escuro acastanhado no fundo do frasco. A particao de diclorometano ndo
secou completamente, mesmo passados 10 dias, permanecendo uma fracdo pequena de um

liquido claro amarelado (Figura 23).

Figura 23. Fases depois de secagem na estufa; da esquerda para direita: (A)
Fase Acetato de Etila, (B) Fase Aquosa, (C) Fase Diclorometano.

A particdo de acetato de etila, ndo revelou nenhuma molécula pelos reagentes, que ndo
fosse apenas na origem, 0 que pode representar apenas as moléculas do proprio solvente

observadas a luz visivel, UV 254nm e 365nm (Figura 24).

Figura 24. Anélise da CCD da Fase de Acetato de Etila, da esquerda para direita: (A) a luz
visivel, (B) luz UV 254nm e (C) luz UV 365nm. Percebe-se um pequeno ponto apenas na
origem.
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A particdo aquosa revelou alguns componentes que poderiam estar presentes no EGB.
A luz visivel e a UV 254nm mostraram Rf: 0,57. Para avaliar o revelador cloreto de aluminio
€ necessario comparar-se com a imagem antes de sua aplicacdo. Observa-se que houve uma
intensificacdo na cor esverdeada fluorescente, como se a mesma tivesse ampliado, notando
que sua parte central registrou novas areas escuras, como se esta também tivesse aumentado
(Rf: 0,57). A intensificacdo da area fluorescente e o aumento de sua amplitude indicam

presenca de flavonoides (WAGNER et al., 1984) (Figura 25).

Figura 25. Anélise da CCD da Fase Aquosa. Da esquerda para direita: (A) luz
visivel; (B) luz UV 254nm; (C) luz UV 365nm; (D) cloreto de aluminio
observado a luz UV 365nm.

Observando o resultado da aplicacdo de outros reveladores, podemos verificar outros
provaveis componentes. O anisaldeido sulfdrico revelou uma coloragdo marrom que indicaria
a presenca de um tipo de terpeno, um limondide degradado (WESTERLON, 2006) ou taninos
(Rf: 0,39). O sulfato cérico mostrou uma cor lilas (Rf: 0,39) que indicaria a presenca de
terpenos e nuances cinzas indicariam presenca de flavondides (WAGNER et al., 1984).
Observa-se que nestas duas ultimas revelagdes pode-se ter aquecido um pouco além do que o
preconizado. A revelagdo para alcaloides ndo foi evidenciada com Dragendorff. O cloreto
férrico apresentou uma cor mais escura (Rf: 0,57) que também poderia indicar taninos
(WAGNER et al., 1984), as cores azul e vermelho ndo foram observadas, que indicariam a

presenca de fendis (Figura 26).
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Figura 26. Anélise da CCD da Fase Aquosa. Da esquerda para a direita: (A)
anisaldeido sulfurico; (B) sulfato cérico; (C) Dragendorff; (D) cloreto
férrico.

A particdo de diclorometano foi realizada sem necessidade de dissolver o residuo com
nenhum solvente adicional, pelo fato de 0 mesmo estar concentrado, mas ainda apresentava-se
liquido, permitindo fazer a aplicacdo do material na origem da cromatoplaca para a eluicdo. A
UV 254nm mostrou Rf: 0,07; 0,35; 0,78; 0,91 e a UV 365nm Rf: 0,07; 0,71; 0,91. O cloreto
de aluminio mostrou uma diferenca na coloracdo fluorescente da UV 365nm, Rf: 0,07 era
mais esverdeada e Rf: 0,91 estava mais azulada, Rf: 0,78 e 0,71 ndo estavam evidenciadas
enquanto que Rf:0,35 foi revelada. Verificou-se intensificacdo nas cores e nos tamanhos das

manchas de forma que poderiam estar presentes flavonoides (Figura 27).

_

Figura 27. Analise da CCD da fase de Diclorometano, da esquerda
para direita: (A) luz visivel; (B) luz UV 254nm; (C) luz UV 365nm; (D)
cloreto de aluminio observado a luz UV 365nm.

A seguir temos as revelagdes de anisaldeido sulfarico com um discreto ponto lilas (Rf:
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0,29) que poderia indicar a presenca de esteroides (saponinas) e/ou triterpenos. O sulfato
cérico também apresentou pequena mancha lilas (Rf: 0,43) que indicaria a presenca de
terpenos (WAGNER et al., 1984). Na revelacdo de Dragendorff percebe-se na origem uma
mancha marrom clara circulada por uma coloracdo alaranjada (Rf: 0,13) que sugeriria a
presenca de alcaldides (WAGNER et al., 1984). A revelacdo de cloreto férrico foi negativa

(Figura 28).

Figura 28. Andlise da CCD da Fase de Diclorometano. Da esquerda para a
direita: (A) anisaldeido sulfurico; (B) sulfato cérico; (C) Dragendorff; (D)
cloreto férrico.

Somado a estes resultados existe o resultado do laudo técnico do CBA (Anexo 2). O
ensaio foi feito pela Dra Waldireny Caldas Rocha, sob coordenacdo técnica do Dr Carlos
Frederico Nogueira. Os resultados do laudo das cromatoplacas (Figura 29) sdo descritos a

sequir:

Foi observado nas placas (Figura 29) que o EGB apresenta pelo menos trés
constituintes majoritarios (Rf 0,09; 0,20 e 0,66) sendo que a que eluiu mais
rapido no sistema cromatografico tem mancha mais intensa. Apos reagir com
reveladores especificos pode-se observar que estes constituintes pertengam a
classe dos esterdides e terpendides e que ndo apresentam atividade oxidante
frente a0 DDPH, nas concentracdes analisadas. (Anexo 2)
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Figura 29. Andlise da CCD realizada no CBA; EGB apenas submetido a secagem com rotaevaporador
e “speed vac” sem fazer particionamento liquido/liquido. (a) UV 254 nm (b) UV 366 nm (c)
Anisaldeido (d) Dragendorff (e) Acido Fosfomolibdico (f) DPPH (g) Vanilina (h) NP/PEG.

Fonte: Laudo CBA (Anexo 2)

5.5 Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A analise por RMN realizada no INPA com o espectrometro de 60 MHz das fases de
diclorometano (Figura 30) e acetato de etila (Figura 31) ndo mostraram picos que pudessem

ser considerados para identificacdo de qualquer componente.
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Figura 30. Espectro de RMN de *H da fase de Diclorometano em D,0.
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Figura 31. Espectro de RMN de 'H da fase de Acetato de Etila em D,0.

A fase aquosa (Figura 32) apresentou maior possibilidade de analise dentro da
amplitude que o aparelho de 60 MHz permitiu. Observou-se que as regides de maior
quantidade de sinais estavam entre 0 e 6 ppm. O sinal de agua deuterizada representado por
um singleto de base larga estava entre 4,5 e 5, com o pico em 4,639. Entre 0 e 1, a presenca de
um sinal de dubleto que pode representar grupamentos metilas com picos em 0,606 e 0,707,
podendo estar em particular o primeiro pico ligado a um esterdide ou, ainda, metilando
compostos fendlicos ou acucares. Entre 1 e 2, um sinal de préton com pequena amplitude em
1,519 poderia ser de sua ligacdo a carbono ligado a contiguo a uma ligacao insaturada entre
outros dois carbonos. Na faixa entre 2,5 e 3,5, um multipleto com 5 picos sendo o de maior
amplitude o de 3,002, regido essa caracteristica de glicosideos. Um sinal de pequena
amplitude em 3,822 poderia indicar um hidrogénio carbonilico que poderia estar associado a
um terpeno. Um sinal de pequena amplitude pode ser referente a um hidrogénio olefinico em
ligagdo dupla, indicando a possibilidade de ser terpenos, tal como carotendides
(SILVERSTEIN et al., 2006).

Os sinais de esterdides podem ter sido camuflados pelo sinal de dgua deuterizada, ja
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que o aparelho era de 60 MHz. Os sinais de compostos fendlicos sao dificilmente visualizados
em RMN de préton pelo fato de seus hidrogénios serem muito substituidos, sendo que sua

regido corresponderia a sinais encontrados depois de 6 ppm (SILVERSTEIN et al., 2006),

onde ndo foi verificada a existéncia de nenhum.
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Figura 32. Espectro de RMN de 'H da fase aquosa em D,0.
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6. DISCUSSAO

O tratamento endodoéntico tem como principal objetivo promover a desinfec¢do do
sistema de canais radiculares por intermédio de meios quimico-mecanicos. A limpeza e a
modelagem dos canais radiculares seguidas de obturacdo hermética tridimensional e o
selamento coronario sdo etapas essenciais no sucesso do tratamento endododntico (CINTRA,
2008; SENA, 2009). Sabe-se que somente 0 preparo mecanico dos canais radiculares,
caracterizado pela acdo dos instrumentos endodoénticos, é incapaz de promover a completa
desinfeccdo de algumas areas do sistema de canais radiculares devido a sua anatomia
complexa com canais laterais, acessorios e delta apical levando-se em conta ainda os tbulos
dentinarios radiculares. Para tanto, cabe ressaltar a necessidade da utilizacdo de substancias
qguimicas auxiliares com o intuito de promover uma significativa reducdo bacteriana no
sistema de canais radiculares contribuindo para o sucesso do tratamento (SUNDQVIST,
1984).

Os mecanismos de controle de infeccdo tém sido alvo de profundas investigacbes
cientificas nas diferentes areas da saide. Na Endodontia a busca de esclarecimentos acerca
dos processos de agressdo e cura tem envolvido estudos minuciosos sobre as reacdes
bioldgicas, mantendo frente a frente a Microbiologia, a Patologia e a Endodontia (ESTRELA,
2000).

A identificacdo dos micro-organismos presentes e predominantes nas infeccdes
endodénticas possibilita a adoc¢do de medidas destinadas ao controle microbiano e,
consequentemente, o favorecimento do processo de reparacao tecidual. O conhecimento dos
fatores de viruléncia microbiana, que representam o seu grau de patogenicidade, leva a busca

por agentes antimicrobianos que sejam eficazes e biocompativeis (ESTRELA, 2000).
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Os agentes antimicrobianos, normalmente, atuam pela supressdo do crescimento de
micro-organismos ou pela destruicdo destes. Os critérios necessarios para a utilizacdo de
qualquer agente antimicrobiano para o tratamento de micro-organismos patogénicos sdo: a
suscetibilidade do micro-organismo ao agente antimicrobiano; a penetracdo deste agente no
sitio de infeccdo; o alcance e manutencdo de concentragdes adequadas do agente no sitio de
infeccdo; a baixa toxicidade do agente antimicrobiano as células do hospedeiro, porém, deve
haver inibicdo do crescimento ou morte dos micro-organismos; 0 ndo desenvolvimento de
resisténcia a este agente pelos micro-organismos. Esses critérios requerem o conhecimento
dos micro-organismos envolvidos na infeccdo, a suscetibilidade dos micro-organismos aos
diferentes agentes antimicrobianos e a farmacocinética deste agente (ESTRELA, 2000).

Outro fator importante a ser considerado é o ndo desenvolvimento de resisténcia
microbiana ao agente antimicrobiano. Os micro-organismos podem apresentar resisténcia ou
ndo serem afetados. A resisténcia pode ser natural, inerente do préprio micro-organismo, ou
adquirida, que se desenvolve conforme ocorre contato com 0 agente antimicrobiano
(SUNDQVIST, 1984). As condicbes de vida da flora microbiana infecciosa no sistema de
canais radiculares sdo provavelmente dependentes do potencial de dxido-reducdo local, da
disponibilidade de nutrientes e do sistema de defesa do hospedeiro. Em infeccdes
endododnticas persistentes, provenientes da necrose pulpar, o teor de oxigénio no canal
radicular € baixo, o que contribui para a dominancia das bactérias anaerdbias facultativas. As
possiveis fontes de nutrientes no canal radicular séo provenientes do tecido pulpar necrosado,
exsudato inflamatério vindo pelo forame apical e da difusdo do fluido bucal via lesdo cariosa
(LEONARDO, 2005).

Nas infec¢des secundarias persistentes, também chamadas refratarias, € predominante
a presenca do coco anaerobio facultativo Gram-positivo E. faecalis, associado ao fracasso do

tratamento endodontico do sistema de canais radiculares. Este micro-organismo pode adaptar-
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se perfeitamente bem a fim de sobreviver ao meio necrotico pulpar e nos tubulos dentinarios
nos quais os suprimentos de sangue e oxigénio sdo limitados ou inexistentes, resistindo a
antibioticoterapia, aos medicamentos intracanal utilizados atualmente e também ao preparo
quimico-mecanico (ESTRELA, 2000; EVANS et al., 2002; FIDGOR et al., 2003; STUART
et al, 2006; BRAGA, 2007; JHAMB et al., 2010; MATHEW et al., 2010; SIQUEIRA-JR et
al., 2010; MA et al., 2011).

Como uma etapa do tratamento endoddntico, pode ser eleita uma medicacéo intracanal
gue possua as caracteristicas de agente antimicrobiano para debelar os focos infecciosos
presentes (HOLLAND et al., 1992; ESTRELA et al., 1994; LEONARDO et al., 1994).
Diversas composicdes podem ser citadas como exemplos de alternativas vidveis para esse
procedimento. O oOxido de zinco tem sido escolhido principalmente para a composic¢do de
cimentos obturadores endodobnticos, mas suas propriedades antimicrobianas podem ser
notadamente Uteis para a desinfec¢do dos canais radiculares. Sua associagdo com o hidréxido
de calcio se torna vantajosa propiciando o aumento da radiopacidade, até a colaboracdo na
atividade antimicrobiana contra E. faecalis e melhor reparo das lesdes periapicais (GOMES et
al., 2009a; QUEIROZ et al., 2009; RAMAR; MUNGARA, 2010).

O método de difusdo em agar usado neste estudo € um dos métodos in vitro mais
utilizados para avaliar atividade antimicrobiana dos materiais odontolégicos. Tem como
vantagem permitir a comparacdo direta das pastas frente ao micro-organismo testado,
indicando qual a pasta endoddntica que tem potencial de eliminar bactérias no meio ambiente
do sistema de canais radiculares, sendo bastante utilizado para fornecer uma idéia do
comportamento geral das substancias testadas. O baixo custo e a simplicidade da técnica que
ndo requer a utilizacdo de equipamentos complexos para analise de resultados, tambeém
contribui na escolha desse teste para avaliar a atividade antimicrobiana das pastas (BRAGA,

2007; SENA, 2009; BANKAR, 2010; FALCAO, 2010).
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Entretanto, o método de difusdo em agar apresenta algumas limitacbes como a nao
distincdo entre as propriedades bactericidas e bacteriostaticas do material testado e a
influéncia da capacidade de difusdo e dissociacdo do material no agar devido as diferencas de
viscosidade e solubilidade entre os materiais testados. As zonas de inibicdo podem néo indicar
o real efeito antimicrobiano das pastas submetidas ao teste e a quantidade de pasta utilizada
no teste ndo corresponde a quantidade realmente usada clinicamente (LEONARDO et al.,
2000; SPONCHIADO-JR, 2006; BRAGA, 2007; SENA, 2009). Portanto, o0 método de
difusdo em agar é considerado apenas um estudo in vitro preliminar.

As pastas endodoénticas idealizadas por este estudo teriam aplicacdo como medicacao
intracanal. Suas composicdes baseiam-se nos relatos que a literatura aponta sobre a atividade
de substancias ja utilizadas na Endodontia. As associagdes entre ZnO e Ca(OH), ndo inibiram
a atividade antimicrobiana neste estudo, tanto no caso do PEG 400 quanto do EGB como
veiculo. No entanto, foi verificado estatisticamente que a pasta composta de EGB e ZnO
testada obteve resultados compativeis de inibi¢cdo do crescimento bacteriano com a da CHX,
que era o controle positivo, p = 0,596. Ao passo que quando o ZnO foi associado ao PEG 400
houve diferenca estatisticamente significante comparando com a CHX, com p = 0,018.
Comparando-se a pasta de ZnO de EGB e de PEG 400, evidentemente o resultado foi
significativo, com p = 0,01, mostrando que o uso do EGB foi particularmente eficiente para
melhorar a atividade antimicrobiana frente a E. faecalis.

Avaliando a atividade de pastas compostas também por ZnO e Ca(OH),, Falcdo
(2010) ndo observou atividade antimicrobiana de nenhuma destas associagdes com o 6leo de
copaiba frente a E. faecalis. Em contrapartida, a fracdo de acetato de etila de tintura de
Pothomorphe umbellata associada a Propilenoglicol obteve sucesso para debelar o E. faecalis

no teste de difusdo em dgar com um bom potencial para medicagéo intracanal, com diametros
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maiores que aqueles dos halos de inibicdo da medicacédo a base de Ca(OH), e Propilenoglicol
(SPONCHIADO-JR, 2006).

O hidréxido de célcio também tem muitas vantagens por estimular a inducdo de
mineralizacdo no organismo, além de atividade antiinflamatoria, anti-exsudativa e também
por ser antimicrobiano (HOLLAND; SOUZA, 1985). O uso do hidréxido de calcio como
medicamento tem suas restricGes. Dependendo do veiculo utilizado, a liberacdo de hidroxila
pode levar mais tempo, no caso de ser oleoso ou hidrossoltvel viscoso, diminuindo sua
eficacia imediata como antimicrobiano. Contudo, tem bom efeito para inibicdo de crescimento
microbiano, em longo prazo, por ter a liberacdo lenta e continua dos ions hidroxila, podendo
ser, neste caso, um bom componente para cimentos endodénticos. Para ter acdo rapida, o
veiculo deve ser hidrossoltuvel aquoso, propiciando maior dissociacdo de ions hidroxila.
Existe a necessidade de sua troca periddica, podendo ser indicado nesta situacdo apenas como
medicacéo intracanal. E de suma importancia que a pasta tenha um preenchimento do canal
radicular efetivo para conseguir os efeitos terapéuticos esperados (ESTRELA et al., 1999;
REZENDE et al., 2008).

O efeito que o hidréxido de célcio provoca com a elevacdo do pH é bem interessante.
O transporte de nutrientes e componentes organicos através da membrana citoplasmatica é
alterado de tal maneira que causa toxicidade bacteriana. O pH alto também ativa a enzima
hidrolitica fosfatase alcalina que esta intimamente relacionada ao processo de mineralizacdo
tecidual. Portanto, duas propriedades enzimaticas importantes para seu uso terapéutico:
bactericida e indutor de mineralizagdo (ESTRELA et al., 1999).

Varios fatores podem alterar o grau de dissociagéo e difusdo do hidréxido de calcio no
interior dos tabulos dentinarios. Essa alteracdo de pH dentinario € lenta e depende do veiculo
que foi empregado, da diferenca de viscosidade, caracteristica acido-base, permeabilidade

dentinaria e nivel de calcificacdo existente. O pH dentro dos canais, depois de aplicado o
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medicamento a base de hidréxido de célcio, permanece a 12,6 até 60 dias, enquanto que na
superficie externa da raiz varia de 7 a 8 dependendo em qual terco se localiza (ESTRELA et
al., 1999). E valido ressaltar que o E. faecalis sobrevive em ambientes alcalinos de cerca de
pH 12 (SIQUEIRA-JR et al., 2010).

Mesmo observando essas propriedades, o Ca(OH), ndo apresentou bons resultados no
estudo que foi realizado. Independente do veiculo utilizado ser PEG 400 ou EGB, ndo foi
observada a inibicdo da atividade microbiana. Em contrapartida, existem estudos realizados
gue comprovaram a atividade antimicrobiana do Ca(OH), contra E. faecalis (LEONARDO et
al., 2000; MICKEL et al., 2003; DELGADO et al., 2010; JHAMB et al., 2010). Sua atividade
pode ter sido diferente principalmente pelo fato de sua melhor atividade acontecer com maior
tempo de contato em veiculos hidrossollveis viscosos como os que foram utilizados neste
estudo (ESTRELA; HOLLAND, 2003). No entanto, sabe-se que as caracteristicas de
adaptacdo e resisténcia deste micro-organismo frente ao desafio de ambientes alcalinos estdo
bem descritas na literatura (EVANS et al., 2002; FIDGOR et al., 2003; SIQUEIRA-JR et al.,
2010).

As propriedades do hidroxido de célcio sdo apropriadas para o tratamento
endododntico, mas sua interagdo com o EGB ndo foi boa nos resultados deste estudo para
compor uma nova medicagéo intracanal que debele E. faecalis, diferente do que aconteceu
com o ZnO.

A macrodiluicdo da pasta que obteve halos de inibicdo significantes foi realizada a fim
de verificar a concentracdo inibitéria minima. Nenhuma concentracdo da pasta de ZnO com
EGB conseguiu impedir o crescimento de E. faecalis. Talvez a pouca solubilidade do ZnO
tenha tido influéncia sobre este resultado de maneira que a atividade antimicrobiana pode ser
observada em meio solido, no entanto no meio liquido esse resultado néo se fez possivel pelas

interacdes moleculares serem completamente diferentes. Athanassiadis et al. (2010)
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realizaram um estudo que permitiu a avaliacdo antimicrobiana de pastas endodénticas frente a
biofilmes de E. faecalis e ndo a bactérias de crescimento plancténico. Nessa metodologia se
torna possivel verificar a atividade antimicrobiana da pasta sem sua diluicdo, em contato
direto com o biofilme, simulando o que provavelmente ocorre quando utilizada clinicamente
na Endodontia, quando se refere ao biofilme formado nas paredes do canal radicular. Dessa
maneira seria possivel avaliar mais precisamente a atividade da pasta, pois sua diluicdo pode
interferir na sua atividade antimicrobiana.

As formas plancténicas também estdo presentes na microbiota do canal radicular, mas
sdo eliminadas por métodos fisicos como a irrigacdo/aspiracdo de substancias auxiliares ao
preparo quimico-mecanico (CINTRA, 2008). O efeito da pasta a distancia para debelar micro-
organismos invasores de tubulos dentinarios e ramificacGes também deveria ser foco de nova
pesquisa, como Gomes et al. (2009b) o fez em seu estudo verificando que a clorexidina teve
maior atividade antimicrobiana na superficie externa radicular mostrando boa difusividade
através dos tabulos dentindrios em comparacdo com sua associacdo a pastas de ZnO e
Ca(OH),.

A atividade antimicrobiana da banana foi verificada neste estudo. Compostos da
banana possuem efeitos terapéuticos relatados pelo conhecimento da medicina tradicional.
Dentre eles os taninos foram descritos (KELLOGG, 1927; EDDY; JONES, 1965; BENNETT
et al., 2010) o que lhe confere grande potencial de atividade antitumoral, antiviral e
antimicrobiana (OKUDA, 2005). Os flavonéides com poder antioxidante presentes na parede
celular (BENNETT et al., 2010) da casca e polpa do fruto (JONES, 1965; JANG et al., 2002;
DESHMUKH et al.,, 2009) permitem atividade antiinflamatoria, hipolipidémica e
hipoglicémica (VIJAYAKUMAR et al., 2008). Esterdides séo encontrados na casca e polpa
do fruto como a serotonina, dopamina e seus precursores como 0s triterpenos, triptofano,

tirosina (YANG et al, 2000; JANG et al., 2002; DESHMUKH et al., 2009; OHLA et al.,
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2011) possuem propriedades hipocolesterémicas, antinociceptiva, antiinflamatéria, aléem da
acao antitumoral (OLIVEIRA, 2007). As lectinas possuem poder antiviral (MARTINS et al.,
2009; SWANSON et al., 2010) e as catequinas encontradas na polpa sdo potentes
antioxidantes (BENNETT et al., 2010). E o efeito antimicrobiano da Musa paradisiaca é
descrito na literatura (GOEL et al., 1989; SHARMA et al., 1989; BANKAR et al., 2010).

O EGB ¢ certamente uma mistura complexa de diferentes componentes, sendo
importante a identificacdo de quais deles podem estar sendo responsaveis pela atividade
antimicrobiana. Dentre os principios ativos que podem ser componentes do extrato, deve-se
ressaltar a provavel presenca de taninos, flavondides, terpenos e esterdides evidenciadas pela
Cromatografia de Camada Delgada. A reacdo que acontece entre o PEG e essas moléculas
forma um novo composto (JONES, 1965) que pode ter catalisado reacBes quimicas para
incrementar a propriedade antimicrobiana. Estes reagentes devem ter causado aumento da
atividade do ZnO com uma relacdo cooperativa ou formando novo principio ativo que
possibilitou a melhor atividade antimicrobiana. Isto foi provavelmente causado por uma
interacdo molecular com a membrana citoplasmatica ou parede celular da bactéria, criando
um meio para que moléculas de principios ativos fossem carreadas para dentro da célula
bacteriana e pudessem causar atividade citotdxica. Estudos futuros mais aprofundados séo
necessarios para compreensao do mecanismo de acdo da associacao entre ZnO e EGB.

A fim de analisar a composicao do extrato glicélico de Musa paradisiaca, efetuou-se o
uso de uma metodologia que auxilia na determinacdo da constituicdo quimica de um
fitoterapico. A Espectrometria de Massas por ionizacdo em Electrospray é capaz de identificar
componentes presentes em amostras complexas. A analise realizada no EGB sugere a
presenca de um componente majoritario: a maltose. Os espectros encontrados tiveram
caracteristicas muito semelhantes aos espectros encontrados por Araudjo (2005) quando fez um

perfil das massas moleculares dos componentes de diferentes tipos de cervejas utilizando a
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mesma técnica. Comparando ao estudo de Ohla et al. (2011), que encontrou o peso molecular
da maltose na banana por meio da EM, confirmou-se a presenca deste agUcar em sua
composicdo. Ha a possibilidade de constituintes terem sido glicosilados e tornado as
caracteristicas do EGB mais propicias a atingir o E. faecalis.

Em principio os acgUcares deveriam servir como nutrientes para esses micro-
organismos e auxiliariam sua proliferacdo. No entanto, o efeito foi contrario, ao ser verificada
a inibicdo de crescimento em tapete sobre o meio MHA quando avaliado apenas o EGB
(Figura 12) e atividade bactericida associando-se EGB ao ZnO (Figura 13) no teste de difusao
em agar. Assume-se aqui a importancia de uma possivel relacdo do sistema maltose conforme
estudado para a Escherichia coli (E. coli). Este sistema persistiu como um exemplo de
regulacao positiva de um grupo de genes e sua misteriosa conexdo entre o metabolismo da
maltose e a suscetibilidade de E. coli pela infeccdo do virus “phage A”. Descobriu-se o
receptor (LamB) responsavel pela ligacdo de “A” durante o estudo para sua atividade sobre E.
coli e, ainda, foi demonstrado que essa proteina externa de sua membrana citoplasmatica
constituia um canal para a passagem de acUcares através dela. Tem sido demonstrada a
participacdo direta do carreador na regulacdo transcripcional, indicando sua influéncia na
expressdo de genes de bactérias, a qual possui alguma dependéncia das taxas de entrada de
substrato e também da prépria presenca fisica do mesmo (BOOS; SHUMAN, 1998). Portanto,
presume-se que a presenca de maltose pode ter ativado moléculas que produzam o efeito
bactericida, podendo estar presentes no EGB ou na propria bactéria, ou ainda desativando
moléculas que seriam importantes para a defesa da bactéria.

A desnaturacédo de proteinas de veneno de cobra foi verificada in vitro pela reacdo com
moléculas da seiva de bananeira, que poderiam ser polifendis e taninos. No entanto, nao
houve sucesso quando utilizado in vivo o extrato da seiva de bananeira, pois seus

componentes reagiram antes com proteinas plasmaticas ao serem injetadas nos roedores, ndo
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podendo reagir com as proteinas do veneno presentes no organismo dos animais (BORGES,
2005). Esse mecanismo de ativacdo ou desativacdo molecular pode ser a resposta para a
atividade antimicrobiana apresentada pelo EGB frente a E. faecalis, supondo a presenca de
flavonoides, taninos, terpenos e esterdis nesta mistura complexa, confirmada a hipdtese da
presenca destes grupamentos quimicos na literatura (JONES, 1965; YANG et al, 2000;
JANG et al., 2002; DESHMUKH et al., 2009; BENNETT et al., 2010; OHLA et al., 2011).
Ressalta-se que os sinais intensos de dissacarideos provavelmente causou supressdo de sinais
ibnicos de outros analitos (OHLA et al., 2011), portanto as classes moleculares propostas pela
Cromatografia de Camada Delgada podem ter tido seus sinais suprimidos na EM por
Electrospray por essa razao.

A Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear, outra metodologia utilizada,
tem a capacidade de apontar a presenca de moléculas organicas biologicamente ativas
presentes em extratos (SOUZA; LAVERDE-JR, 2002; OLIVEIRA, 2005). A quantificacdo de
artemisinina em extrato de Artemisia annua valeu-se dessa metodologia (CASTILHO et al.,
2008; LIU et al., 2010). Conceber sua real atividade bioldgica frente ao patdgeno em foco
poderia ser determinante para avaliar as propriedades inerentes do fitoterapico, entretanto
pouco foi possivel perceber, pois 0 EGB é uma mistura complexa de moléculas. A RMN de
prétons pode ser ineficiente para a deteccdo de moléculas com anéis fendlicos, visto que 0s
hidrogénios ligados a esses sdo muito substituidos por hidroxilas em solucéo. Isso justificaria
a auséncia de sinais na faixa do espectro que representariam esses componentes que estariam
acima de 5,5 ppm. Também foi possivel observar multipletos na &rea de carboidratos
representando forte sinal dessas moléculas na fase aquosa. A referéncia da agua deuterizada
teve um singleto com base larga e muitos sinais de esterdides podem ter sido suprimidos pela
sensibilidade do aparelho utilizado ndo ser muito alta, apenas de 60 MHz. No entanto, pode-se

observar varios sinais que seriam associados a moléculas de terpenos e também um
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grupamento metila possivelmente de esterdide.

Estudos fitoquimicos séo imprescindiveis para identificacdo de marcadores quimicos e
compostos correlacionados a uma dada acdo terapéutica preconizada pelo uso popular (COE;
ANDERSON, 1999; GROVER et al., 2002; KALA, 2005; NETO et al., 2006;
ALBUQUERQUE et al., 2007; GIORGETTI et al., 2007; GOMES, 2008; COELHO-
FERREIRA, 2009). O conhecimento da correlacao estrutura-atividade permite a quantificacao
de ativos para controle de qualidade quimica e também a defini¢cdo de doses e posologias de
ativos fitoterapicos. Ativos de plantas podem atuar em conjunto, formando fitocomplexo.
Experimentos com classes de compostos ou mesmo substancias isoladas servem como
indicadores de eventual acdo sinergistica de ativos. Além disso, estudos para evidenciar
correlacdo dose-efeito dos constituintes que exibem a atividade antimicrobiana devem ser
prosseguidos, bem como estudos farmacotécnicos que permitam o preparo de uma formulagéao
ideal para ser utilizada com seguranca e eficacia em tratamentos endodonticos.

Baseado no exposto, verifica-se a necessidade de estudos adicionais para identificar
qual seria o componente ativo dentre os citados que poderia ter papel na atividade
antimicrobiana do Extrato Glicolico de Musa paradisiaca, bem como sua biocompatibilidade
e propriedades fisico-quimicas para poder ser empregado futuramente como medicacdo
intracanal na Endodontia, sendo o teste in vitro apenas preliminar, apesar de apresentar

resultados favoraveis que evidenciam atividade antimicrobiana frente a E. faecalis.
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7. CONCLUSAO

Baseado na metodologia usada neste estudo, pode-se concluir que:

O Extrato Glicdlico de Musa paradisiaca ndo teve atividade antimicrobiana frente a
Enterococcus faecalis.

Este estudo evidenciou a atividade antimicrobiana da pasta composta por Extrato
Glicolico de Musa paradisiaca e Oxido de Zinco frente a Enterococcus faecalis.
Nenhuma concentraco da pasta de Extrato Glicélico de Musa paradisiaca e Oxido de
Zinco foi capaz de inibir o crescimento de Enterococcus faecalis pela técnica da
Macrodiluicao.

A Espectrometria de Massas com lonizacdo por Electrospray permitiu propor a
maltose como um constituinte de peso molecular majoritario do Extrato Glicélico de
Musa paradisiaca.

A Cromatografia de Camada Delgada sugeriu a presenca dos seguintes grupamentos
quimicos no Extrato Glicélico de Musa paradisiaca: flavonoides, taninos, terpenos e
esteroides.

A Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear mostrou picos que inferem
grande quantidade de carboidratos e alguns picos que poderiam ser referentes

principalmente a terpenos.
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TESTE DE DIFUSAO EM AGAR

Apéndice 1
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Halos de inibi¢cdo em milimetros obtidos pela atividade antimicrobiana dos compostos frente a

E. faecalis em meio MHA. Tamanho dos pocos equivale a 0,8mm.

EXPERIMENTO A I I i v \%

1 - PEG 400 (controle negativo) Nulo nulo nulo nulo nulo
2 - PEG 400 + Ca(OH), Nulo nulo nulo nulo nulo
3-EGB Nulo nulo nulo nulo nulo
4 - EGB + Ca(OH), Nulo nulo nulo nulo nulo
5 - CHX (controle positivo) 1,9 3,4 3,4 1,9 2

EXPERIMENTO B I I i v \%

1 - PEG 400 (controle negativo) Nulo nulo nulo nulo nulo
2 - PEG 400 + ZnO Nulo nulo nulo 11 11
3 - PEG 400 + ZnO + Ca(OH), Nulo nulo nulo nulo nulo
4 -EGB +2ZnO 1,2 1,4 1,3 1,3 1,3
5-EGB + ZnO + Ca(OH), Nulo nulo nulo nulo nulo
6 - CHX (controle positivo) 2,5 2,4 2,3 2 1,9




Apéndice 2

CIM — MACRODILUICAO

Valores de transmitancia obtidos pelo espectrofotometro nos Experimentos “A” e “B”.

EXPERIMENTO A B
tubo 12 - Meio sem aliquota in6culo — Controle Negativo NULO NULO
tubo 11 - Meio + aliquota inéculo — Controle Positivo 0,427 0,399
tubo 10 - 10™ - ZnO + EGB + Meio + aliquota indculo 0,415 0,392
tubo 9 - 10° - ZnO + EGB + Meio + aliquota inéculo 0,462 0,432
tubo 8 - 10°® - ZnO + EGB + Meio + aliquota inéculo 0,463 0,448
tubo 7 - 107 - ZnO + EGB + Meio + aliquota indculo 0,439 0,433
tubo 6 - 10 - ZnO + EGB + Meio + aliquota inéculo 0,449 0,435
tubo 5 - 10” - ZnO + EGB + Meio + aliquota indculo 0,452 0,447
tubo 4 - 10 - ZnO + EGB + Meio + aliquota inéculo 0,438 0,44
tubo 3- 10% - ZnO + EGB + Meio + aliquota inéculo 0,427 0,413
tubo 2 - 10 - ZnO + EGB + Meio + aliquota in6culo 0,343 0,346
tubo 1 - 10 - ZnO + EGB + Meio + aliquota indculo 0,307 0,342
Tubo O - controle: ZnO + EGB + Meio NULO NULO

132



133

10. ANEXOS
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EXTRATO GLICOLICO DE BANANA (HG)
Musa paradisiaca L./ Musaceas

Parte Utilizada: Fruto

PRINCIPIOS ATIVOS
Contém substancias graxas azotadas, além de pectina, aglcares, taninos, carboidratos e proteinas.
Também possui sais minerais como o calcio e o potassio, e vitaminas (A, B1, B2, C e E).

PROPRIEDADES E EMPREGOS TERAPEUTICOS

Possui alto valor nutritivo, contudo sua acdo é determinada pelos taninos e vitaminas e sais minerais,
auxiliando na adstringéncia da pele e couro cabeludo diminuindo a oleosidade, proporcionando maior
suavidade e maciez a pele e ao cabelo. Colabora na melhora da nutricdo da pele, sendo indicado como
auxiliar no tratamento de afecgdes de pele.

CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS E MICROBIOLOGICAS

Aparéncia: Liquido Limpido

Cor: Amarelo claro a castanho

Odor: Caracteristico

pH (sol. 10%, 25° C)*: 4,00 - 6,00

Densidade(25° C)*: 1,000 - 1,100 g/cm?

Solubilidade: Soluvel em propilenoglicol, sorbitol, glicerina, dgua e etanol
Contagem Total bactérias: Max. 100 UFC/g

Bolores e Leveduras: Max. 100 UFC/g

Patogénicos: Ausente

(*) Anédlises de aprovacdo pelo laboratério de CQ Mapric.

DOSAGEM
Em cremes, géis e logdes - 1 a 5%. Em shampoos, condicionadores e sabonetes - 1 a 8%.

ESTOCAGEM E VALIDADE
Deve ser estocado hermeticamente fechado, ao abrigo da luz solar direta e do calor.
Prazo de validade: 36 meses a partir da data de fabricagdo. Obs.:
e Poderd ocorrer formacao de precipitado e/ou turbidez durante a estocagem, sem alterar as
propriedades.
e AlteracOes da cor sdao esperadas por modificagdes dos compostos coloridos das plantas.
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