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RESUMO

Microrganismos resistentes constituem grande parcela da flora bacteriana caracteristica do
retratamento endodontico, terapia que se faz necessaria quando o tratamento primario ndo
erradica de forma eficaz a infeccdo instalada no sistema radicular do elemento dentario.
Tendo em vista essa problemética, esse trabalho avaliou a atividade in vitro de produtos
naturais derivados da espécie Dahlstedtia araripensis (Benth.), popularmente conhecida como
“Angelim”, endémica da regido sul do Ceard, frente a bactérias presentes na infeccdo
endododntica persistente através da avaliacdo antimicrobiana e de acdo modulatéria do extrato
da espécie. Feita a coleta das partes vegetais que foram utilizadas nesse estudo e obtengdo do
extrato liofilizado, a concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada em ensaio de
microdiluicdo em caldo com base no documento M100-S22 da Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI). O teste de modulacéo foi realizado na presenca e na auséncia do
extrato através de microdiluicdo em triplicata, utilizando antibi6ticos aminoglicosideos
(amicacina e gentamicina) e antibioticos B-lactamicos (cefalotina e benzilpenicilina). Todos
os testes laboratoriais foram realizados no Laboratorio de Pesquisa de Produtos Naturais
(LPPN) da Universidade Regional do Cariri (URCA). Apo6s realizacdo dos ensaios
microbioldgicos, a espécie D. araripensis apresentou baixa atividade antimicrobiana, e efeito
modulador antagbnico quando associada aos antibidticos testados, exceto para a
Benzilpenicilina quando utilizada contra a E. faecalis, diminuindo sua concentragdo inibitoria
minima em 50%. Sugerimos que novos estudos laboratoriais sejam realizados para investigar
outras atividades bioldgicas dessa espécie vegetal e aprofundar os resultados ora
demonstrados.

Palavras-chave: Endodontia. Fitoterapia. Microbiologia. Produtos Naturais. Retratamento.



ABSTRACT

Resistant microorganisms constitute a large part of the bacterial flora characteristic of
endodontic retreatment, a therapy that is necessary when the primary treatment does not
effectively eradicate the infection installed in the tooth's root system. In view of this problem,
this work evaluated the in vitro activity of natural products derived from the species
Dahlstedtia araripensis (Benth.), popularly known as “Angelim”, endemic to the southern
region of Ceara, against bacteria present in persistent endodontic infection through evaluation
of the antimicrobial and modulatory action of the species' extract. After collecting the plant
parts that were used in this study and obtaining the lyophilized extract, the minimum
inhibitory concentration (MIC) was determined in a broth microdilution assay based on
document M100-S22 of the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). The
modulation test was performed in the presence and absence of the extract through
microdilution in triplicate, using aminoglycoside (amikacin and gentamicin) and B-lactam
antibiotics (cephalothin and benzylpenicillin). All laboratory tests were carried out at the
Laboratdrio de Pesquisa de Produtos Naturais (LPPN) of the Universidade Regional do Cariri
(URCA). After performing the micirobiological tests, D. araripensis presented low
antimicrobial activity, and an antagonistic modulating effect when associated with the tested
antibiotics, except for Benzylpenicillin when used against E. faecalis, decreasing its minimum
inhibitory concentration by 50%. We suggest that further laboratory studies be carried out to
investigate other biological activities of this plant species and to deepen the results now
demonstrated.

Keywords: Endodontics. Phytotherapy. Microbiology. Natural products. Retreatment.
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1. INTRODUCAO

O conhecimento popular em relagdo ao uso dos recursos naturais para fins medicinais
é repassado entre geracdes. Isto se deve ao fato de que grande parte da populagéo brasileira,
ndo tem acesso total ou sequer parcial aos servicos de sadde. O desejo pelo estudo de plantas
medicinais que auxiliem no tratamento de enfermidades comuns a uma determinada
comunidade ou populacdo sdo de cunho essencial para a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), visto que ha séculos, 0 uso de tais meios tem muita comprovagdo no tratamento de
doencas especificas (TOMAZZONI et al., 2006; MOSCA E LOIOLA, 2009).

A dindmica de evolucdo cientifica e tecnoldgica da Odontologia possibilitou o
desenvolvimento de pesquisas envolvendo produtos naturais, de modo a contribuir com a
resolucdo de situacdes patoldgicas, onde os medicamentos de uso clinico convencional nao
tém apresentado boa eficacia (MACIEL et al., 2002; COSTA et al., 2008; FRANCISCO,
2010).

A necessidade de prevenir e/ou tratar uma infecgé@o bacteriana nos canais radiculares e
tecidos perirradiculares, mostra-se como o principal objetivo da terapia endoddntica primaria.
Tal procedimento visa a restauragdo da integridade, manutencdo da assepsia do elemento
dentério e melhora da satde bucal do paciente. O retratamento endoddntico é feito quando ha
a necessidade de correcdo de alguma falha presente no tratamento inicial. E notavel que
mesmo ap0s a terapia endoddntica primaria, certas cepas bacterianas possam oferecer
resisténcia e reiniciar a infec¢do, permitindo assim que determinadas areas como istmos,
deltas apicais e certas ramificacfes em dentes com curvaturas apicais acentuadas e varios
canais acessorios, permanecam com microrganismos ativos (COSTA et al., 2008; SIQUEIRA
JR.etal., 2012; ROCHA et al., 2017).

O conhecimento da diversidade bacteriana associada a falha do tratamento
endodéntico é essencial para otimizar a fase do retratamento. Rdégas e Siqueira (2012)
realizaram estudo quantitativo de bactérias que estavam presentes em canais com infeccdo
persistente, onde os resultados indicaram: Propionibacterium acnes, Fusobacterium
nucleatum, Propionibacterium acidifaciens, Pseudoramibacter alactolyticus, Enterococcus
faecalis e Tannerella forsythia. Tais espécies podem variar e modificar em quantidade de
acordo com alguns fatores, como tensdo de oxigénio, a presenca de nutrientes, a imunidade do

hospedeiro, temperatura e relacdes entre os proprios microrganismos (CESTARI et al., 2013).
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Tendo em vista o carater resistente da microbiota associada as infeccGes endodonticas
persistentes, € de grande interesse a realizacdo de pesquisas envolvendo produtos naturais que
possam superar os desafios oferecidos por esses patdgenos, seja interferindo no crescimento
destes microrganismos ou modulando a eficacia dos antibioticos ja utilizados (SUNDQVIST
et al., 1998; BOHNEBERGER et al., 2019).

Dahlstedtia araripensis (Benth), conhecida popularmente como “Angelim”, pertence a
familia Fabaceae e € uma espécie endémica da regido Nordeste do Brasil, ocorrendo
principalmente em &reas de Cerrado e Caatinga. E uma arvore que pode atingir até 12m de
altura, e pode ser encontrada em solos arenosos, planicies baixas, Umidas e rochosas e em
planaltos. Estudos fitoquimicos associados a ensaios bioldgicos com D. araripensis revelaram
a presenca de diversidade de metabolitos secundarios, com destaque para a classe dos
flavondides, com atribuicbes de importantes atividades tais como: antioxidante,
antiinflamatdria, antinociceptiva e gastroprotetora (SILVA et al., 2019).

O uso indiscriminado de antibacterianos é um dos principais fatores que contribui para
que as bactérias se tornem resistentes, de modo a ser considerada uma das maiores ameacas a
salde global. Dessa forma, algumas infecgdes passaram a ser mais dificeis de serem tratadas,
requerendo internacdo hospitalar, aumentando o tempo de internacdo e o custo do tratamento
acompanhados de incremento na mortalidade. Por isso, fazem-se cada vez mais necessarias
pesquisas laboratoriais envolvendo bactérias resistentes, tais aquelas encontradas em
infeccdes de dentes j& tratados endodonticamente, nos quais a microbiota local j& entrou em
contato com agentes antimicrobianos e pode ter desenvolvido resisténcia. Dessa forma, busca-
se cada vez mais produtos naturais com atividade antimicrobiana ou com capacidade de

modular a resisténcia das bactérias frente aos antibiéticos.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a viabilidade do uso de produtos
naturais oriundos da espécie Dahlstedtia araripensis (Benth), frente a algumas linhagens
bacterianas presentes no retratamento endodontico. Destaca-se que ndo existe nenhum relato
na literatura sobre a espécie em questdo com essa abordagem, o que implica no ineditismo do

estudo.
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2. METODOLOGIA

2.1. LOCAL DE COLETA DO MATERIAL VEGETAL E OBTENCAO DO EXTRATO DE
Dahlstedtia araripensis

Entrecascas de Dahlstedtia araripensis (Benth) (Fabaceae) foram coletadas na serra do
Boqueirdo localizado no municipio de Lavras da Mangabeira, mesorregido do Centro-Sul do
Ceard, Nordeste do Brasil, sob as seguintes coordenadas geograficas: 06° 72° 2432 S e 38°
97’ 7396” W.

A identificacdo botanica e o dep6sito da exsicata foram feitos no Herbario Caririense
Déardano de Andrade Lima — HCDAL da Universidade Regional do Cariri — URCA, sob o

numero de registro 13.693.

O material obtido foi previamente selecionado, seco em estufa a 60 °C, pesado e
submetido & maceracdo, resultando em 260 gramas, e colocado em contato com uma solucao
hidroalcéolica contendo 50% de agua destilada e 50% de etanol PA por sete dias. Apds este
periodo foi feita a filtracdo e a concentracdo do extrato, destilando todo o solvente da solucéo
em evaporador rotativo sob pressao reduzida (40 rpm a 60 °C), em seguida colocada em
banho-maria a 60 °C para volatilizacdo do solvente final e consequente obtengdo do extrato
hidroalcoolico. O produto obtido foi transferido para um recipiente estéril e congelado em
freezer convencional a —18° C por um periodo de 24h e posteriormente submetido a secagem
por liofilizacdo, a uma pressao de vacuo de aproximadamente 130 pHg, com temperatura do
condensador de —50° C. Foram obtidos 6,458 g do extrato liofilizado, correspondendo a um
rendimento de 2,40% (MATQOS, 1997; AVANCINI E WIEST, 2008).

2.2. PROSPECCAO QUIMICA QUALITATIVA
Os testes para a identificagdo das classes dos metabdlitos secundarios foram realizados
conforme a metodologia de Matos (1997), observando-se mudanga de coloragdo ou formagéo

de precipitado apos acréscimo de reagentes especificos.

2.3. MATERIAL BACTERIANO

Os microrganismos utilizados nos testes foram obtidos atraves do Laboratorio de
Pesquisa de Produtos Naturais (LPPN) da Universidade Regional do Cariri (URCA). Foram
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utilizadas linhagens padrdo de bactérias Gram negativas: Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031),
Escherichia coli 05 (multirresistente) e Gram positivas: Staphylococcus aureus (ATCC
12624), Streptococcus mutans (ATCC 0446), Bacillus cereus (ATCC 33018) e Enterococcus
faecalis (ATCC 4083).

2.4. AVALIACAO ANTIBACTERIANA E CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA
(CIM)

Este teste foi realizado no Laboratério de Pesquisa de Produtos Naturais (LPPN) da
Universidade Regional do Cariri (URCA), em setembro de 2020. A concentracdo inibitoria
minima (CIM) foi determinada em ensaio de microdiluicdo em caldo com base no CLSI
(2012). Ao anteceder o teste, as linhagens bacterianas foram ativadas em meio brain heart
infusion (BHI 3,8 %) e mantidas na estufa por 24 horas. Ap6s o primeiro cultivo o indculo
bacteriano foi padronizado a partir de uma suspensdo com concentracdo de aproximadamente
de 1 x 108 UFC/mL (turbidez da escala de McFarland). Em seguida, esta suspensdo foi diluida
em caldo BHI 10 %. Volumes de 100 uL foram adicionados e homogeneizados nos pogos de
uma placa de microdiluicdo com diluicbes em série. Em cada pogo foi adicionado 100uL de
solugéo do extrato para determinacdo de sua concentracdo final. As placas foram incubadas a
37°C por 24 horas.

Apbs 24 h na estufa a 37 °C, a atividade antibacteriana foi detectada atraves do
método colorimétrico, utilizando uma solugdo indicadora de resazurina sodica (Sigma) em
agua destilada estéril na concentracdo de 0,01 % (p/v). 25 uL desta solugédo foi adicionado em
cada cavidade e as placas ficaram em um periodo de incubacdo de 1h em temperatura
ambiente. A mudanca de coloracdo azul para rosa, ocorre devido a reducdo da resazurina,
indicando o crescimento bacteriano ou fungico e auxiliando a visualizacdo da CIM, definida
como a menor concentragdo capaz de inibir o crescimento microbiano, evidenciado pela cor

azul inalterada. Os experimentos foram realizados em triplicata (CLSI, 2012).
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2.5. ATIVIDADE MODULADORA FRENTE AS BACTERIAS

Este teste foi realizado no Laboratorio de Pesquisa de Produtos Naturais (LPPN) da
Universidade Regional do Cariri (URCA), em setembro de 2020. O teste de modulagao foi
realizado na presenca e na auséncia do extrato atraveés de microdiluicdo em triplicata. Para
avaliar a atividade moduladora foi utilizado o CIM/ 8 do extrato frente aos antibioticos
aminoglicosideos (amicacina e gentamicina) e antibidticos [-lactamicos (cefalotina e
benzilpenicilina). As linhagens bacterianas utilizadas foram inoculadas em BHI a 10% e
armazenadas em estufa bacteriolégica a 37° por 24 horas. O teste foi monitorado com um
controle positivo contendo apenas antibidticos e os microrganismos (RODRIGUES et al.,
2012).

2.6. ANALISES ESTATISTICAS

Os testes foram realizados em triplicata e expressos como média geométrica. Para a
analise estatistica foi realizado um teste parametrico seguido da analise de variancia de duas
vias e teste de Bonferroni, utilizando o software GraphPadPrism 6.0. Foram considerados

relevantes os valores com o p < 0,05.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Antibi%C3%B3tico_betalact%C3%A2mico
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. REFERENCIAL TEORICO

3.1.1. CONSIDERACOES BOTANICAS

A familia Fabaceae (também conhecida como Leguminosae) destaca-se como uma das
familias mais diversas e numerosas de Angiospermas, abrangendo aproximadamente 695
géneros e 19.000 espécies, sendo 3.200 destas localizadas em territorio brasileiro. Sdo plantas
de habitos muito variados, desde grandes arvores das matas tropicais, a arbustos, subarbustos,
ervas anuais ou perenes e muitas trepadeiras. Os representantes dessa familia apresentam
elevada relevancia, com relatos de espécies de produtos alimentares, medicinais, ornamentais,
madeireiros e fornecedores de forragem, fibras, corantes, gomas, resinas e 6leos (GIULIETTI
et al., 2005; PEREIRA et al., 2019).

O género Lonchocarpus se caracteriza como grupo de acentuada diversidade de 6rgaos
florais e de frutos, e especialmente pela complexidade de sua taxonomia, e dentre os clados de
sua filogenia o grupo Dahlstedia constitui um dos trés principais membros, conforme
determina a curva de evolucdo. Estudos de datagdo molecular comprovam que as espécies
pertencentes a este género evoluiram, através de migracdo maritima, até os seus locais atuais,
ha 6 milhdes de anos aproximadamente. Tal clado diversificou-se em areas pluviais como
florestas da América do Sul, mostrando-se como um acontecimento evolutivo, principalmente
com a espécie D. araripensis, que colonizou biomas essencialmente em localidades mais
secas (SILVA, 2010).

A espécie Dahlstedia araripensis (Benth.), foi descrita por Bentham em 1860. O
estudioso se baseou no material de Gardner do ano de 1536, procedente da Serra do Araripe,
sul do Ceard, Brasil. Essa espécie tem ampla distribuicdo na América do Sul, sendo o nordeste
brasileiro o territério de maior presenca. Registros indicam que D. araripensis consegue
evoluir e se disseminar em diferentes biomas, como cerraddo, caatinga e florestas
semideciduais, podendo crescer em altitudes de até 850 m. Conhecida popularmente como
“Angelim’’, ¢ uma das unicas espécies dos estudos botanicos relacionados ao filo genético
principal, que cresce na Caatinga nordestina, podendo estender-se até mesmo para florestas
secas bolivianas (SILVA, 2010).
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3.1.2. ENDODONTIA E PRODUTOS NATURAIS

A endodontia ¢é a vertente da Odontologia que estuda além da morfologia dos canais,
namero de raizes e forma, as complicagfes advindas de infec¢Bes por microrganismos e como
trata-las adequadamente, utilizando-se de materiais biocompativeis que consigam promover a
assepsia e erradicar o desenvolvimento da doenca nos tecidos radiculares e perirradiculares
(SOARES E GOLDBERG, 2011).

A amplitude do avanco tecnoldgico especifico e a incorporacdo de novos materiais,
aliados a cursos de aprimoramento voltados para cirurgides dentistas, permitem que
profissionais de endodontia possam atuar com especial capacidade de resolu¢cdo na maioria
das dificuldades encontradas no cotidiano da pratica odontolégica. Dentre as condicOes
endoddnticas mais comuns, destacam-se: polpas vitais, polpas necrosadas e casos de
retratamento, cada uma delas merecendo a melhor compreensdo e uso de estratégias
adequadas visando os melhores dados analiticos e resolutivos (SIQUEIRA JR et al., 2012;
BARBIN et al., 2012).

Resultados favoraveis obtidos na terapia endoddntica sdo percebidos pela auséncia de
sintomatologia dolorosa, ldmina dura inalterada, ligamento periodontal sem espessamento e
bom selamento da coroa dental. De acordo com Siqueira Jr e colaboradores (2012), a assepsia
é fator preponderante no tratamento endodéntico, corroborando com o processo, fazendo a
remocao de céries, de tecidos gengivais inflamados em sitios proximos, raspagem de placa e
calculo, bem como uma adequacéo total do meio bucal com restauracdes dentarias (AGNES,
2009; MACEDO E NETO, 2018).

Macedo e Neto (2018) descrevem que durante o tratamento primario inicial, diversas
causas podem levar ao insucesso. A terapia endodontica pode vir a falhar de acordo com
varias premissas, sendo a maioria, causas iatrogénicas como: ma colocacdo da guta percha,
fratura de instrumentos, uso de materiais fora da validade, sobreobturacdo, perfuragédo do
orgdo dental e selamento coronario ineficiente, assim como também o estado do sistema
imunoldgico do paciente, fatores esses que colaboram para a continuacdo da proliferacdo
bacteriana no interior dos canais dentarios (WERLANG, 2016).

Assim, o retratamento endoddntico se apresenta como necessidade de erradicar a
infeccdo bacteriana persistente. Esse procedimento tem como objetivo remover o selamento
defeituoso, reinstrumentar e sanificar de forma efetiva o sistema de canais radiculares e

adaptar nova obturacdo no seu interior, impedindo o avanco dos microrganismos residuais na
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area. O retratamento endoddntico exige que o profissional faca uso de planejamento clinico e
radiografico adequado, de técnicas e de materiais de qualidade para que o prognostico seja
superior ao da terapia endodéntica anterior (CAMPOS et al., 2017; SOUSA et al., 2018).

Visando este melhor planejamento, principalmente no quesito terapéutico
medicamentoso, surge o impeto pelo estudo de substancias antimicrobianas ainda néo
testadas, vindas da natureza e que possam auxiliar na oferta de um tratamento da patologia de
forma excelente, visto que a evolugdo bacteriana exponencial imp0e barreiras aos
medicamentos sintéticos ja utilizados. O interesse pela comprovacdo cientifica do uso
empirico de produtos naturais, somado aos crescentes desafios encarados pelos profissionais
no cotidiano clinico, tem sido fatores determinantes para a inclusdo destes artificios nas
diversas areas de saude, incluindo a Odontologia. As atividades antibacteriana, anti-
inflamatoria, anti-hemorragica e anestésica ja relatadas em inimeras espécies sdo pertinentes
ao tratamento de patologias de carater odontolégico (ROCHA et al., 2013; BOHNEBERGER
etal., 2019).

No levantamento clinico de Sundqvist et al. (1998), os autores definiram fatores que
acentuam o insucesso endodontico. Elementos com les6es periapicais extensas apresentam um
progndstico desfavoravel em relacdo aqueles com lesbes mais discretas. Outras patologias,
como cistos e infeccdes extra radiculares também geram adversidades para a cicatrizacdo

apical, desfavorecendo a terapia endodontica.

Acompanhando o que diz a literatura, nota-se que a falta de retratamento em dentes
com les&o periapical e infeccdo com viruléncia demasiada, podem vir a desenvolver abcessos
volumosos, aumentando a possibilidade de perda 6ssea circundante, afetando dentes vizinhos,
tecidos moles gengivais e bucais, além dos microrganismos poderem utilizar a via anacorética
para disseminacdo, chegando em alguns casos a causar endocardite bacteriana e em certos
relatos, afec¢Ges pulmonares, principalmente em pacientes portadores de valvas cardiacas e
outros artefatos transplantados, nos quais 0 organismo ndo consegue debelar adequadamente
as infeccOes (VALE et al., 2005; BRUNO, 2007; CINTRA, 2015).

3.2. PROSPECCAO QUIMICA
A investigacdo fitoquimica é importante para identificar classes de metabolitos
secundarios presentes em extratos vegetais que ainda ndo dispem de estudos sobre eles.

Nesse estudo a prospeccdo quimica revelou a presenca de importantes classes, como 0s
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flavondides e taninos (Tabela 1). Para esses metabdlitos jA foram descritas inumeras
atividades bioldgicas, destacando-se a anti-inflamatoria, antimicrobiana, antialérgica,
inibidora de enzimas e antioxidante (CUSHNIE E LAMB, 2005; SILVA et al., 2010;
CUNHA et al., 2016).

Tabela 1: Identificacdo das principais classes quimicas do extrato hidroalcodlico de
Dahlstedtia araripensis.

Classe de Metabolitos Secundarios

Extrato hidroalcoolico 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

1: Fendis; 2: Taninos Pirogdlicos; 3: Taninos flobabénicos; 4: Antocianinas; 5: Antocianidinas; 6: flavonas; 7:
Flavondis; 8: Xantonas; 9: Chalconas; 10: Auronas; 11: Flavononas; 12: Leucoantocianidinas;

13: Catehinas; 14: Alcaldides.

(+) presenca; (-) auséncia.

A composicao quimica do género Dahlstedtia é pouco estudada, sendo esse o primeiro
trabalho que relata as classes de metabolitos secundarios presentes na espécie em estudo.
Garcez et al. (1988) relataram a presenca de compostos como chalconas, g-hidroxiclicconas,
flavanonas, flavonas, flavondis, rotendide e pterocarpan, nas raizes das espécies D. pinnata e
D. pentaphylla, o que corrobora em parte com os achados neste trabalho. Em outro estudo
com a espécie D. glaziovii foram isolados diferentes compostos pertencentes a classe dos
flavonoides, onde destacaram-se as chalconas, flavanonas e flavonas. A partir de analises
cromatograficas com extratos provenientes das raizes de D. grandiflora foi possivel também o
isolamento de diferentes flavonoides, sugerindo esses compostos como marcadores para o
género (CANZI, 2013; NEPEL, 2015).

A presenca de flavonodides nas distintas partes das espécies esta relacionada a fatores
naturais como radiacdo solar, estacfes do ano, presenca de poluentes e outros, sendo que estas
condi¢Bes podem favorecer ou ndo a producdo dessa classe de metabdlitos. As raizes das
espécies de Dahlstedtia apresentam alto teor de flavonoides, o que torna importante a inclusédo
desse grupo de plantas em investigacdes farmacoldgicas, com destaque para atividades como
a antimicrobiana, na qual esses compostos estdo relacionados (GOBBO-NETO, 2007;
FLAMBO, 2013).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/tannins
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/anthocyanins
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/alkaloid
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3.3. CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

A analise antibacteriana mostrou baixa atividade do extrato como inibidor do
crescimento bacteriano, como mostrado na Tabela 2. Melhores resultados foram observados
para as bactérias Gram-Positivas S. mutans e E. faecalis com CIM de 256 pg/mL. Essas
bactérias sdo colonizadoras da cavidade oral, sendo consideradas os principais agentes
etioldgicos na formacdo da carie dentaria e biofilmes. Bem como, a E. faecalis, € bastante
relacionada ao aparecimento de lesbes refratarias na endodontia, por sua capacidade de
sobreviver a condi¢cBes extremas. Essas duas espécies estdo inseridas no grupo de maior
resisténcia & erradicacdo na cavidade oral e o surgimento de cepas altamente resilientes,
fomenta o impeto pela busca de substancias que consigam aprimorar o combate as mesmas
(FRANCO et al., 2007; COSTA et al., 2010; MICHELON et al., 2016).

Seguindo o estudo de Corréa (2007), nota-se que existe a oportunidade de explorar os
extratos vegetais como potenciais artificios na diminuicdo desses microrganismos, pois estao
relacionados com o controle da proliferacdo bacteriana e até mesmo remoc¢do de biofilmes
dentérios. Diversos trabalhos tém demonstrado que tratamentos a base de chas ricos em
polifendis sdo eficientes na prevencdo de infeccdes orais causadas por Streptococos, como S.
mutans e S. sobrinus, corroborando com a vertente de que o0 uso de extratos possui potencial

uso clinico no tratamento dessas infecgdes (LI et al., 2019).

O género Dahlstedtia é pouco estudado em relacéo a atividade antimicrobiana, no caso
da espécie D. araripensis esse é primeiro trabalho que relata a acdo do extrato hidroalcodlico
frente a diferentes cepas bacterianas. Canzi et al., (2014) testaram diferentes extratos de D.
glaziovii, onde ndo houve atividade significativa frente a cepas de E. coli, P. aeruginosa e S.
aureus. A diferenca entre os resultados pode estar associada a fatores, como método utilizado,

viruléncia do microrganismo e composi¢do quimica do extrato.

Tabela 2. Valores de concentracdo inibitéria minima para as bactérias testadas.

Bactérias CIM (pg/mL)
Escherichia coli 05 > 1024
Escherichia coli (ATCC 25922) 512
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) 256
Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031) 512
Staphylococcus aureus (ATCC 12624) 512
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Streptococcus mutans (ATCC 0446) 256
Bacillus cereus (ATCC 33018) 512
Enterococcus faecalis (ATCC 4083) 256

Os menores valores de CIM, observados para as bactérias Gram-Positivas nesse
estudo, estdo associados a caracteristicas morfologicas desses microrganismos, uma vez que as
bactérias Gram-Negativas possuem uma camada de lipopolissacarideos que protegem a sua
parede celular, dificultando a acdo dos antimicrobianos. Além disso, os compostos fendlicos
como os flavondides sdo reconhecidos pela sua ac¢do antibacteriana, os quais detém um amplo
espectro de acdo agindo em diferentes estruturas celulares. A agéo desses compostos varia de
acordo com o tipo de estrutura quimica, célula bacteriana alvo e o tempo de exposicdo ao
composto isolado ou extratos ricos em fendis. Podendo ainda modificar o perfil de viruléncia
de um microrganismo, através de modificacdes no cédigo genético que podem impedir funcdes
como a expressdo de bombas de efluxo, que se caracterizam como um mecanismo de
resisténcia (RABELO et al., 2014; LIMA et al., 2019).

A triagem com produtos naturais promoveu a descoberta de varios antibiGticos
conhecidos atualmente, que tem efeitos bacteriostaticos e bactericidas por meio de diferentes
mecanismos de acdo. A literatura relata uma ampla diversidade de produtos naturais com
atividade antibacteriana cientificamente comprovada, os quais futuramente podem contribuir
para a formulacdo de novos medicamentos, como os extratos de prdpolis e de alecrim-do-
campo e os 6leos essenciais de manuka, melaleuca, eucalipto, alfazema e alecrim, que
apresentam acentuado efeito inibitorio sobre crescimento da S. mutans. A area da Endodontia
também se beneficia das pesquisas visando desenvolvimento de antimicrobianos inovadores
com enfoque em produtos naturais. Reiznaut (2017) relata boa acdo antibacteriana e baixa
citotoxicidade dos 6leos de butia e de copaiba, quando associados a cimentos endoddnticos ja
difundidos no mercado, viabilizando assim a formulagdo de materiais obturadores baseados
nesses produtos naturais. Perecebe-se que os farmacos atuais ndo sao seletivos e colaboram
com o fendbmeno da resisténcia microbiana quando empregados indevidamente, sendo
necessaria a busca constante por produtos com maior especificidade que possam garantir o
sucesso do tratamento e mantenham o equilibrio da fisiologia bucal (JEON et al., 2011;
CASTILHO et al., 2017).
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3.4. EFEITO MODULADOR DE ANTIBIOTICOS

A modificacdo da atividade de antibidticos por produtos naturais tem sido uma
alternativa ao combate a resisténcia microbiana, existindo varios estudos que demonstram a
eficacia de extratos quando associados a antibidticos. Os resultados do efeito modulador de
antibioticos, mostraram sinergismo entre o extrato e a benzilpenicilina frente a E. faecalis,
diminuindo o valor da CIM em 50%. Para as demais bactérias o extrato diminuiu a eficiéncia
de todos os antibidticos testados, tendo um efeito antagonico (Figura 1). A deteccédo de efeitos
antagobnicos de extratos tem importancia fundamental na eficiéncia do tratamento, visto que,
por exemplo, quando o paciente faz associa¢do de produtos naturais, como 0s chés, com uso
concomitante de antibioticos, pode levar a diminuicdo de poder medicamentoso dos mesmos
(COSTA et al., 2008; SOUSA et al., 2011; COUTINHO et al., 2013; LEANDRO et al.,
2013).

Kk kkkok Amicacina

3207 Amicacina+tEHDA

2207 Gentamicina

120 Gentamicina+tEHDA

20"
201

Benzilpenicilina

Benzilpenicilina +tEHDA
151

BENENONCO

Cefalotina
109

5 - Cefalotina +EHDA

g
g
7

Média geometrica CIM (ng/mL)

0+

Figura 1. Efeito modulador de antibi6ticos pelo extrato hidroalcoolico de D. araripensis.

A espécie patogénica mais comum nos achados de retratamento de canais
endodénticos é a E. faecalis. No estudo de Costa e seus colaboradores (2010), foram
utilizados 25 elementos dentais com necessidade de retrabalho e deste nimero total, 18 dentes
apresentaram este patdgeno. Além disso, foram estudados 10 dentes em fase de tratamento

priméario e em somente 2 deles, foram achadas bactérias da espécie em questdo. Sendo entéo,
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microrganismos comuns em casos de retratamento e que podem estar ligadas a resiliéncia e

manutencdo de certas infeccdes endoddnticas.

Em tratamentos primarios, a microbiota existente em geral é anaerobia estrita. Porém,
em casos de retratamento, as bactérias encontradas sdo anaerobias facultativas e Gram
positivas. A E. faecalis se encaixa nessas duas classificacBes, se apresentando resistente a
medicacdo intracanal, pois se contrapdem ao alto Ph produzido pelo hidréxido de calcio,
sendo capazes de sobreviver por longos periodos de escassez nutricional e sem relacdes
sinérgicas com outros especimes bacterianos e ademais, 0s mecanismos de resisténcia desse
microrganismo se originam de fatores fisiologicos e mudangas na estrutura celular, como
resposta ao uso abusivo de antimicrobianos (PINHEIRO et al., 2003; GABARDO et al.,
2009; ENDO et al., 2014).

As penicilinas sdo as fontes mais utilizadas de antimicrobianos. Ao longo dos anos,
por seu uso de forma continua, as bactérias desenvolveram certa resisténcia e mecanismos de
blindagem contra antibiéticos dessa classe. Em contrapartida, no estudo de Pinheiro e sua
equipe (2004) conclui-se que as 21 cepas de E. faecalis isoladas, foram susceptiveis in vitro, a
amoxicilina e amoxicilina com &cico clavulanico, sendo menos sensiveis a cloranfenicol,
tetraciclina, benzilpenicilina, entre outros. Esta Ultima, necessitando de uma maior CIM para

0 atingir um bom potencial de acéo.

Como a Benzilpenicilina foi o antimicrobiano que conseguiu melhores resultados no
presente estudo, é importante comentar como a sua associagdo ao extrato de D. araripensis foi
ideal para reducdo da sua CIM de acdo, minimizando assim, em situacdo hipotética, os efeitos
colaterais possiveis deste antibidtico em humanos, como convulsdes e encefalopatias, que
mesmo ndo tdo frequentes, sdo vistos na literatura. Dessa maneira, é notavel que a integracdo
de novas substancias moduladoras da atividade medicamentosa antibiética, é essencial para

dar seguranca no uso para os pacientes odontologicos (ESPOSITO et al., 2017).
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4. CONCLUSAO

A espécie D. araripensis apresentou baixa atividade antibacteriana perante 0s
microrganismos utilizados nesse estudo. Variagcdes como o tipo de produto natural derivado,
0s métodos utilizados e a viruléncia dos patogenos devem ser considerados. A utilizacdo da
planta para modulagdo de antibidticos também teve um resultado abaixo do esperado,
antagonizando com a maioria dos medicamentos usados. O destaque se deu para o teste entre
benzilpenicilina e a espécie bacteriana E. faecalis, no qual o extrato conseguiu diminuir a
concentracdo minima de acdo da medicacdo antimicrobiana em 50%, sendo um efeito
consideravel ao estudo e representando certa eficacia da planta. Ao utilizar a espécie vegetal
em outra forma derivada, como 6leo essencial, o resultado alcangcado poderia ser mais
promissor. Sugerimos que novos estudos laboratoriais sejam realizados para investigar outras

atividades biologicas dessa espécie vegetal e aprofundar os resultados ora demonstrados.
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