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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Ao explorar as propriedades desses extratos, este estudo tem o potencial de oferecer alternativas
inovadoras para o tratamento de infeccdes endododnticas secundarias. Aléem de proporcionar
tratamentos mais eficazes, essa abordagem pode desempenhar um papel na reducdo da
resisténcia antibidtica, uma preocupacao global crescente. A pesquisa também abre portas para
a compreensdo mais profunda das interacGes sinérgicas entre compostos naturais, estimulando
o interesse em fitoterapia e ressaltando a complexidade e potencial terapéutico das substancias
derivadas de plantas. Em um contexto mais amplo, a possivel aplicacdo desses extratos em
outras areas da saude, além de sua integracdo em praticas clinicas e educacionais, destaca o
impacto transdisciplinar desta pesquisa. Esse estudo pode inspirar novas abordagens
terapéuticas naturais. Assim, o trabalho ndo apenas contribui para a evolucéo do tratamento de
infeccbes endoddnticas, mas também sinaliza uma trajetoria potencial para a pesquisa de

agentes antimicrobianos naturais em diversas aplicacoes.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

By exploring the properties of these extracts, this study has the potential to offer innovative
alternatives for the treatment of secondary endodontic infections. In addition to providing more
effective treatments, this approach may play a role in reducing antibiotic resistance, a growing
global concern. The research also opens doors to a deeper understanding of synergistic
interactions between natural compounds, stimulating interest in herbal medicine and
highlighting the complexity and therapeutic potential of plant-derived substances. In a broader
context, the possible application of these extracts in other areas of health, in addition to their
integration into clinical and educational practices, highlights the transdisciplinary impact of this
research. This study may inspire new natural therapeutic approaches. Thus, the work not only
contributes to the evolution of the treatment of endodontic infections, but also signals a potential

trajectory for research into natural antimicrobial agents in various applications.
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RESUMO

Diamantino MGG. Caracterizacdo fitoquimica, avaliacdo dos efeitos sinérgicos e
antibiofilmes dos extratos de Rosmarinus officinalis L. e Plinia cauliflora sobre
microrganismos envolvidos na infec¢cdo endodéntica secundaria. [dissertacdo]. S&o
José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia
e Tecnologia; 2024.

Com o aumento de microrganismos resistentes nos canais radiculares, os estudos de
extratos de plantas com acdo antibacteriana tém aumentado visando terapias
alternativas. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos sinérgicos sobre
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Candida albicans, Fusobacterium
nucleatum e Porphyromonas gingivalis e a agao antibiofiime dos extratos
hidroetandlicos de Rosmarinus officinalis L. (alecrim) e Plinia cauliflora (jabuticaba).
Foram determinadas a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao
Microbicida Minima (CMM) por microdiluicdo em caldo e indice de Concentracéo
Inibitéria Fracionada e Indice de Concentracdo Microbicida Fracionada por
microdiluicdo checkerboard. Posteriormente, a acdo da concentracdo efetiva dos
extratos foi avaliada sobre biofilmes formados em pocgos de placa de microtitulagéo.
Os biofilmes foram expostos a dois diferentes periodos de tratamento com 0s extratos,
por 5 min e 24 h, sendo n=10 para cada grupo experimental. Como controles foram
utilizados solucédo salina 0,9% (C+) e hipoclorito de sédio 2,5% (C-), totalizando 5
grupos para cada microrganismo e cada tempo experimental. Em seguida, os
biofilmes foram submetidos ao teste de MTT. Foram realizadas analises da atividade
citotoxica dos extratos sobre as linhagens de queratindcitos humanos (HaCat) pelo
teste de MTT. A analise estatistica foi feita aplicando método ANOVA e teste de Dunn
(significancia de 5%). Ambos os extratos demonstraram fitocompostos fendlicos e
flavondides e possuem acdo antioxidante. Os extratos apresentam acao
antimicrobiana para as cepas estudadas e quando foram associados, apresentaram
concentracfes aditivas para cepa de E. faecalis. Em relacdo a propriedade
antibiofilme, o extrato de alecrim apresentou boa reducéao da viabilidade microbiana
de E. faecalis, com reducédo de 52% para o tempo de 5 min e de 40% para 24 h. Para
as cepas de microrganismos anaerobios, para a cepa de F. nucleatum, o extrato de
jabuticaba reduziu em até 73% o biofilme. Para a cepa de P. gingivalis houve reducéo
de até 41% para o extrato de jabuticaba e de até 57% para o extrato de alecrim.
Quanto a citotoxicidade em HaCat, demonstrou que apoés tratamento com diferentes
concentracbes dos extratos, ambos apresentaram citotoxicidade estatisticamente
semelhante ao hipoclorito de sédio 2,5%. Diante disso, pode-se concluir que ambos
0S extratos apresentam agao antioxidante e antimicrobiana em culturas plancténicas,
exceto o extrato de jabuticaba para C. albicans. Quanto a associacao dos extratos,
nao houve acgao sinérgica, mas obteve-se resultado aditivo para cepa clinica de E.
faecalis 2. A acao antibiofilme foi efetiva para as cepas de E. faecalis, F nucleatum e
P. gingivalis. A citotoxicidade dos extratos apresentou semelhanga estatistica com o
hipoclorito de sddio 2,5% para ambos.

Palavras-chave: Extratos vegetais. Sinergismo farmacol6gico. Endodontia.



ABSTRACT

Diamantino MGG. Phytochemical characterization, evaluation of the synergistic and
antibiofilm effects of Rosmarinus officinalis L. and Plinia cauliflora extracts on
microorganisms involved in secondary endodontic infection. [dissertation]. S&o José
dos Campos (SP): Sédo Paulo State University (Unesp), Institute of Science and
Technology; 2024.

With the increase in resistant microorganisms in root canals, studies of plant extracts
with antibacterial action have increased aiming at alternative therapies. The objective
of this study was to evaluate the synergistic effects on Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium, Candida albicans, Fusobacterium nucleatum and
Porphyromonas gingivalis and the antibiofilm action of hydroethanolic extracts of
Rosmarinus officinalis L. (rosemary) and Plinia cauliflora (jabuticaba). The Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Microbicide Concentration (MCC) were
determined by broth microdilution and the Fractional Inhibitory Concentration Index
and Fractional Microbicide Concentration Index by checkerboard microdilution.
Subsequently, the effect of the effective concentration of the extracts was evaluated
on biofilms formed in microtiter plate wells. The biofilms were exposed to two different
periods of treatment with the extracts, for 5 min and 24 h, with n=10 for each
experimental group. As controls, 0.9% saline solution (C+) and 2.5% sodium
hypochlorite (C-) were used, totaling 5 groups for each microorganism and each
experimental time. Then, the biofilms were subjected to the MTT test. Analysis of the
cytotoxic activity of the extracts on human keratinocyte lines (HaCat) was carried out
using the MTT test. Statistical analysis was performed using the ANOVA method and
Dunn's test (5% significance level). The results that both extracts demonstrated
phenolic and flavonoid phytocompounds and have antioxidant action. The extracts
have antimicrobial action for the strains studied and when they were combined, they
presented additive concentrations only for the E. faecalis strain. Regarding the
antibiofilm property, the rosemary extract showed a good reduction in the microbial
viability of E. faecalis, with a reduction of 52% for 5 min and 40% for 24 h. For strains
of anaerobic microorganisms, in contact with the F. nucleatum strain, the jabuticaba
extract reduced biofilm by up to 73%. For the P. gingivalis strain, there was a reduction
of up to 41% for the jabuticaba extract and up to 57% for the rosemary extract. As for
cytotoxicity in HaCat, it was demonstrated that after treatment with different
concentrations of extracts, both showed cytotoxicity statistically similar to 2.5% sodium
hypochlorite. Given this, it can be concluded that both extracts have antioxidant and
antimicrobial action in planktonic cultures, except the jabuticaba extract for C. albicans.
Regarding the association of extracts, there was no synergistic action, but an additive
result was obtained for the clinical strain of E. faecalis 2. The antibiofilm action was
effective for the strains of E. faecalis, F nucleatum and P. gingivalis. The cytotoxicity
of the extracts showed statistical similarity with 2.5% sodium hypochlorite for both.

Keywords: Plant Extracts. Drug Synergism. Endodontics.
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1 INTRODUCAO

Os microrganismos que colonizam o sistema de canais radiculares e os seus
subprodutos sdo os causadores de doencas pulpares e periapicais (Kakehashi et al,
1965). Portanto, a finalidade da terapia endodbntica é a limpeza dos canais
radiculares, seus subprodutos e os tecidos remanescentes contaminados (Ercan et al,
2006; Barbosa-Ribeiro et al, 2021).

Na literatura, a taxa de sucesso da terapia endodontica varia de 70 a 95%
(Weigner et al, 1998), no entanto, existem casos de insucesso onde a reducao da
infeccdo, que é a principal causa, é insuficiente para restabelecer ou manter a satde
dos tecidos perirradiculares (Siqueira et al, 2008). Portanto, quando o0s
microrganismos resistem aos procedimentos de limpeza e desinfeccdo dos canais
radiculares e recolonizam os tecidos periapicais, pode acarretar uma infeccao
persistente onde podemos denomina-la de “periodontite apical secundéria ou
persistente” (Dioguardi et al., 2023).

A microbiota de dentes com infeccdo endoddéntica secundaria ou persistente
€ diferente das infec¢cdes primarias, apresentando-se como uma comunidade
polimicrobiana com microrganismos gram-positivos e gram-negativos, bacilos e
cocos, anaerobios facultativos e estritos (Machado et al., 2020). Sabe-se que a
presenca de espécies gram-positivas e gram-negativas dentro dos mesmos canais
radiculares tem efeitos potenciais na doenca endodontica (Gabrielli et al, 2022). Além
disso, a presenca de fungos sdo mais frequentes nas infec¢des persistentes (Siqueira
et al, 2004).

Andrade et al. (2011) analisaram a predominancia de Enterococcus spp. Em
canais radiculares com necrose pulpar e encontram 94% de infec¢bes com E. faecalis
e 3% com E. faecium. Embora o nimero de casos de E. faecium tenha sido pequeno,
existem estudos que demonstram numeros maiores nas infecgcbes endododnticas
(Ferreira et al., 2015; Murad et al., 2014). Barbosa-Ribeiro et al. (2021) verificaram os
microrganismos existentes na infeccdo endodéntica secundaria. As bactérias mais
prevalentes encontradas neste estudo foram E. faecalis, Porphyromonas gingivalis,
Fusobacterium nucleatum. Sendo E. faecalis e P. gingivalis as bactérias

frequentemente cultivadas em todas as etapas do retratamento, o que mostra grande
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resisténcia desses microrganismos as etapas do tratamento endododntico. Seguindo a
mesma linha de pesquisa, Pourhajibagher et al, em 2017, cepas de Candida albicans
também foram isoladas em casos de infec¢bes endodOnticas persistentes. Em
estudos utilizando técnicas moleculares, a prevaléncia de C. albicans em casos de
retratamento foi de 16% (Alberti et al., 2021), sendo esse fungo associado como um
fator causal ao fracasso do tratamento endodéntico (Nouroloyouni et al., 2023).

Para eliminar microrganismos e tecidos contaminados, além do preparo
biomecéanico dos canais radiculares é de suma importancia a utilizagdo de substancias
guimicas auxiliares para o sucesso do tratamento endodontico. O hipoclorito de sédio
€ considerado o padrdo-ouro devido suas capacidades antibacterianas e de
dissolugéo tecidual, sendo o irrigante mais utilizado na endodontia (Haapasalo et al.,
2014). Estudos in vitro concluiram que a estrutura dos biofilmes microbianos poderia
afetar sua suscetibilidade ao hipoclorito de sédio (Cai et al., 2023).

Perante o desafio de driblar a infeccdo endodbntica e a resisténcia
microbiana, a fitoterapia é uma area que vem se expandindo e o estudo dos extratos
de plantas medicinais € uma alternativa na busca de substancias microbicidas. Com
0 aumento expressivo de microrganismos resistentes, os estudos de extratos de
plantas com acdo antibacteriana tém aumentado visando novas formulacdes
(Rajasekharan et al., 2017; Gupta et al., 2017).

Os fitoterdpicos sdo medicamentos obtidos utilizando exclusivamente
matérias-primas vegetais, com finalidade profilatica, curativa ou para fins de
diagnéstico em beneficio do usuario (Portaria 06/95 ANVISA). No Brasil e no mundo,
os extratos de plantas séo utilizados pela populacdo de maneira empirica, baseados
em relatos isolados, ou pela cultura popular no tratamento de suas enfermidades
(Farooqui et al., 2015; Rajasekharan et al., 2017).

A utilizacdo das combinacdes de fitoterapicos que tem formulacédo holistica
quando separados, em determinadas propor¢des, formam um Unico composto
apresentando efeitos farmacolégicos de forma sinérgica (Li et al, 2017)
potencializando a acao de interacdo com proteinas e contra microrganismos. Dentre
a grande gama de possibilidades no ramo dos fitoterapicos, o extrato de alecrim
(Rosmarinus officinalis L.) e de jabuticaba (Plinia cauliflora) merecem destaque por
mostrarem relatos quanto ao seu emprego biologico, o que nos sugere um favoravel

desempenho frente a microrganismos envolvidos na infeccdo endodontica
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secundaria/persistente.

O alecrim é referido pela sua capacidade antimicrobiana e antioxidante, mas
é tipicamente utilizada como aromatizante e conservante alimenticio (Borges et al.,
2019; de Oliveira et al., 2019). Moore et al. (2016) em estudo in vitro e in vivo,
demonstraram atividade antitumoral devido ao efeito de apoptose e da diminui¢do da
sobrevivéncia celular com extrato de alecrim e extrato de poli-fendis. Em 2018, Hickl
et al. concluiram que plantas mediterraneas incluindo folhas de alecrim, apresentam
efeito significativo antimicrobiano contra Streptococccus mutans. Na reviséo
sistematica realizada por Neves et al. (2018) concluiram que o alecrim pode ser
utilizado na area da saude por suas propriedades farmacolégicas e novas formulacdes
devem ser estudadas. De Oliveira et al. (2019) verificaram que o extrato da planta tem
acao antibiofiime, uma vez que apresentou reducdo das taxas de biofilme
monomicrobianos de E. faecalis, S. mutans, C. albicans. Em biofilmes
polimicrobianos, também apresentou reducéo do biofilme de C. albicans, podendo ser
eficiente na prevencdo da aderéncia de biofilmes na superficie de dentes, aparelho
ortodénticos, mucosa oral e proteses.

A Plinia cauliflora, conhecida popularmente como jabuticabeira, € uma arvore
frutifera presente em grande parte do Brasil. A casca do fruto é adstringente, eficaz
contra constipacoes e irritagcdes cutaneas. Na medicina popular, tem indicacdes como
antiasmatico, para inflamacgdes intestinais e hemoptises (Mohanty et al., 2009). Fidelis
et al. (2020) demonstraram que o extrato da semente de jabuticaba possui
propriedades antioxidantes, exerceu efeitos citotéxicos contra células cancerigenas,
apresentou efeitos antimicrobianos em microrganismos gram-positivos e gram-
negativos, demonstrou efeitos anti-hemoliticos, inibiu as atividades da a-amilase, a-
glicosidade e da enzima conversora de angiotensina. Suas propriedades
antimicrobianas também foram relatadas por Hacke et al. (2016). Dessa forma, a
possibilidade de aplicacdo do extrato de jabuticaba demonstra alto valor agregado.

Perante a problematica da microbiota persistente nos canais radiculares, pelo
conhecimento das potenciais propriedades bioldgicas e fitoterapéuticas dos extratos
citados e dos efeitos sinérgicos que potencializam os efeitos antimicrobianos, pode-
se aplicar como parte de formulacGes alternativas, driblando as limitagbes para

combater e prevenir doencas bucais relacionadas a infec¢des endodonticas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Infecgcdo endoddntica secundaria

Em 2020, Barbosa-Ribeiro et al., com o objetivo de investigar a microbiota em
dentes com infeccdo endodoéntica secundaria em diferentes fases do retratamento
endodontico, contou com vinte dentes unirradiculares obturados e com periodontite
apical. As amostras foram coletadas com pontas de papel absorvente estéreis antes
do preparo quimico-mecanico, apés o preparo quimico-mecanico e apos 30 dias de
medicac¢do com hidroxido de célcio. As bactérias que puderam ser cultivadas foram
avaliadas pelo método de contagem de unidades formadoras de coldnias e o DNA dos
microrganismos foram extraidos e avaliados pelo método PCR. Os autores puderam
observar que foram detectadas bactérias cultivaveis em todas as amostras iniciais. O
preparo quimico-mecanico reduziu as bactérias em 99,4% e a medicacao intracanal,
apos 30 dias, reduziu as bactérias em 99,5%. Os microrganismos mais encontrados
foram: E. faecalis, P. gingivalis, F. nucleatum e Aggregatibacter
actinomycetemcomitans. Para E. faecalis e P. gingivalis, houve baixa reducédo apés o
preparo e F. nucleatum teve seu DNA significativamente reduzido. A medicacgéo
intracanal ndo favoreceu a reducao microbiana. Dessa forma, os autores puderam
concluir que E. faecalis e P. gingivalis foram frequentemente encontrados em todas
as etapas do retratamento e sdo microrganismos resistentes aos procedimentos
endododnticos.

Gomes et al.,, em 2021, elucidaram a presenca de periodontite apical no canal
radicular em dentes com infec¢éo secundaria, incluindo a composicao da microbiota,
0s niveis de endotoxinas e acido lipoproteicdico e as implicacBes clinicas desses
fatores. Para tanto, os autores selecionaram 50 pacientes que precisavam de
retratamento endodontico e apresentavam evidéncia radiografica de periodontite
apical. Para a identificagdo dos microrganismos, foi utilizada a técnica de cultura e
testes bioquimicos. O teste Nested-PCR foi utilizado para identificar 17 espécies
bacterianas. O teste lisado de amebdcitos de Limilus e ensaios de imunoabsorgéo
enzimatica foram utilizados para quantificacdo de lipopolissacarideos (LPS) e LTAs,

respectivamente. E. faecalis e Gemella morbillorum foram as espécies mais
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identificadas pelos testes bioquimicos, enquanto as analises moleculares mostraram
elevada frequéncia de P. gingivalis, E. faecalis e F. nucleatum. LPS e LTA foram
encontrados em todas as amostras, sendo que os niveis de LTA apresentaram
correlagdes as caracteristicas clinicas. Dessa forma, os autores puderam concluir que
a microbiota de infec¢cdes secundarias apresenta grande variedade de espécies e
foram encontradas correlacdes entre microrganismos especificos e sinais clinicos.

Zhang et al., em 2021, caracterizaram a comunidade microbiana presente no
biofilme extrarradicular e nas lesdes perirradiculares que estavam associadas a
periodontite apical persistente. Para isso, dezoito pacientes que apresentavam lesdes
apicais persistentes foram selecionados e agendada a cirurgia endodéntica. No trans-
operatorio, foram coletadas amostras extrarradiculares e das lesdes apicais. Dez
amostras foram selecionadas aleatoriamente para clonagem e sequenciamento de
16S rRNA ribossémico. Ao todo, setenta e trés filotipos pertencentes a seis filos
diferentes foram identificados. Predominantemente Mogibacterium timidum,
Streptococcus intermedius e E. faecalis nos biofilmes extrarradicular e das lesbes
apicais. No biofilme extrarradicular, foram encontradas com maior frequéncia
Propionibacterium propionicus, Abiotrophia adiacens, Peptostreptococcus prevotii,
Campylobacter gracilis e Pseudomonas aeruginosa. Enquanto Parvimonas micra e
Atopobium rimae foram mais abundantes nas lesdes periapicais. Desse modo, 0s
autores puderam concluir que o perfil microbiano dos biofilmes extrarradiculares difere
das lesdes periapicais e varios géneros e espécies foram significativamente
associados a formacao de biofilmes extrarradiculares.

Godoi Jr et al., em 2023, tiveram o objetivo de tracar o perfil microbiolégico de
canais radiculares que foram indicados para retratamento endodontico em
decorréncia a infeccbes endodbnticas secundarias ou por motivos protéticos.
Amostras foram coletadas de trinta dentes, onde 15 dentes foram indicados para
retratamento por presenca de periodontite apical cronica (grupo 1) e 15 dentes foram
indicados por motivos protéticos, sem sinais clinicos e radiograficos de reinfecgéo
endodontica (grupo 2). As amostras foram coletadas em trés momentos: Antes do
preparo quimico-mecanico (S1), depois do preparo quimico mecanico (S2), e apés 30
dias de medicacgéo intracanal com hidroxido de calcio e clorexidina gel 2% (S3). Foi
realizado o teste Nested-PCR para deteccao das espécies bacterianas. Para verificar

a eficacia de cada etapa do retratamento endodontico, foi realizada o método de
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contagem de unidades formadoras de colbnias. As espécies frequentemente
encontradas no grupo S1 foi: E. faecalis, F. nucleatum, P. gingivalis, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans e Parvimonas micra. Nas coletas iniciais, a carga microbiana
do grupo com presenca de periodontite cronica foi maior do que a do grupo com
indicacdo protética. Com isso, 0os autores puderam concluir que a comunidade
bacteriana presente nos canais radiculares indicados para retratamento € mista e

heterogénea, mas que as indica¢gfes diferem quanto ao nimero e carga microbiana.

2.1.1 Uso de terapias integrativas e complementares na Odontologia

Abullais Saquib et al., em 2021, analisaram os efeitos sinérgicos de extratos
de ervas com antibiéticos sobre bactérias envolvidas na periodontite. Com o objetivo
de estudar o efeito antimicrobiano, os autores avaliaram os efeitos sinérgicos dos
extratos vegetais etandlicos de Punica granatum (pericarpo), Commiphora molmol,
Azadirachta indica (casca) em combinag¢do com amoxicilina, metronidazol, tetraciclina
e azitromicina em bactérias periodontopaticas: P. gingivalis, Tannerella forsythia,
Treponema denticola e A. actinomycetemcomitans. Dessa forma, as cepas
bacterianas foram isoladas de pacientes com periodontite e cultivadas em condicdes
favoraveis. Para definir a resisténcia microbiana aos antibioticos e aos extratos, foi
utilizado o método de difusdo em disco, medindo os halos das zonas de inibicdo. As
concentracdes inibitérias minimas e bactericidas minimas foram avaliadas contra cada
bactéria em questdo. Os efeitos sinérgicos das combinacBes dos extratos vegetais
com os antibioticos foram testados contra cada microrganismo mediando o diametro
da zona de inibicdo. Como resultados, os autores puderam analisar que todos os
extratos estudados exibiram efeitos inibitérios na proliferacdo e no crescimento
bacteriano. O efeito antibacteriano maximo foi exibido pelo extrato de C. molmol sobre
P. gingivalis, mas nenhum efeito antibacteriano foi mostrado pelo extrato de P.
granatum em T. forsythia. O melhor efeito sinérgico foi apresentado na combinacgéo
do extrato vegetal de P. granatum com amoxicilina contra A. actinomycetemcomitans.
Portanto, os autores puderam concluir que as combinacdes de extratos vegetais e 0s

antibioticos estudados apresentam efeitos sinérgicos sobre a atividade antibacteriana
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contra todas os microrganismos envolvidos na periodontite que foram testados neste
estudo.

Patil et al., em 2022 analisaram, em um estudo in vitro, a eficicia
antimicrobiana do extrato de um cogumelo cuja espécie ndo foi identificada, Aloe vera
e Curcuma longa em comparacao ao efeito antimicrobiano do hidroxido de célcio
atuando como medicacdo intracanal contra E. faecalis. Para tanto, os autores
utilizaram 120 dentes humanos extraidos, pré-molares permanentes, estes foram
descoronados e seus canais radiculares receberam preparo quimico-mecanico. Apés
todos os dentes passarem pelo processo de esterilizacao, foram introduzidos in6culos
de E. faecalis e devidamente incubados para crescimento bacteriano. Foram utilizados
cinco grupos, com n=24 e o efeito antibacteriano das diferentes medicacdes
intracanais firam analisadas em trés periodos diferentes: 1, 7 e 14 dias completos.
Dessa forma, registrando ao final de cada periodo a porcentagem de reducdo na
contagem das colénias. Em sintese, os autores puderam concluir que a Curcuma
longa apresentou reducao percentual aumentada quando comparada aos demais
extratos vegetais estudados e sua acdo antibacteriana também foi superior ao
hidréxido de calcio.

Ainda avaliando os efeitos de diferentes medicacdes intracanais contra E.
faecalis, Thienngern et al., em 2022, testaram em um modelo de infeccdo in vitro, o
efeito da pasta de quitosana como medicacao intracanal contra biofilmes de E. faecalis
e C. albicans comparando com os efeitos antimicrobianos da medicagdo com
hidroxido de calcio. Para tal andlise, os autores dispuseram de trinta e seis raizes de
dentes pré-molares e incisivos superiores humanos extraidos que foram preparadas
e receberam o inéculo de E. faecalis durante 14 dias, enquanto trinta e duas raizes
foram infectadas com C. albicans por 48 horas, para a formacao de biofiime. As
amostras de raizes foram divididas em seis grupos, onde o primeiro grupo foi o
controle negativo (sem medicacao), o segundo grupo recebeu Polietilenoglicol 20%, o
terceiro grupo recebeu Propilenoglicol 20%, o quarto grupo recebeu hidroxido de
calcio, o quinto grupo recebeu Quitosana + Polietilenoglicol e 0 sexto e ultimo grupo
recebeu Quitosana + Propilenoglicol. Apds 7 dias com as respectivas medicacdes em
contato com os inéculos microbianos, a dentina da superficie intracanal foi coletada
com o auxilio de uma lima Protaper e, em seguida, ressuspensa, diluida em série e

semeada em agar BHI para E. faecalis e agar Sabouraud para C. albicans para que
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as coldnias pudessem ser contabilizadas. Dessa forma, o efeito antimicrobiano péde
ser determinado como porcentagem formadora de coldnias (UFCs) restantes em
comparacao ao controle negativo. Desse modo, os autores puderam concluir que a
pasta de quitosana apresentou melhor eficidcia na reducdo de biofilme viadvel de E.
faecalis quando comparada a medicacéo intracanal de hidroxido de calcio, apds o
periodo de 7 dias. Em relacdo as colonias de C. albicans, ndo foi significamente
diferente ao hidroxido de calcio.

Em 2023, Meccatti et al., analisaram a acao antifingica de extratos vegetais
glicélicos de Rosa centifolia L., Curcuma longa L., Rosmarinus officinalis L. e Punica
granatum L. espécies do género Candida em culturas planctdnicas e biofilmes. Todos
0s extratos passaram por andlise em cromatografia liquida de alta eficiéncia para
caracterizacdo fitoquimica, dessa forma, quantificando e qualificando os principais
compostos presentes em cada extrato. As concentracfes para a atividade antibiofilme
de cada extrato foi determinada a partir das concentracbes minimas inibitorias e
concentracbes fungicidas minimas e, ap0s os tratamentos serem aplicados em
biofilmes contra Candida albicans, Candida dubliniensis, Candida tropicalis e Candida
krusei, foram avaliados pelo ensaio MTT. Como resultados, apdés os autores
analisarem o0s extratos sinergicamente, o0s extratos tiveram acao antifangica e
antibiofilme, sendo que a combinacao dos extratos vegetais glicolicos de R. centifélia
L. e os extratos glicolicos de C. longa foram eficazes contra biofilmes de C. albicans,
C. dubliniensis e C. tropicalis, em diferentes periodos. A combinacdo dos extratos
glicdlicos de R. officinalis L. e P. granatum L. foi eficaz contra biofilmes de C. albicans
e C. krusei ap6s 30 min, e contra C. tropicalis ap6s 24 h, com todas as combina¢fes
apresentando uma reducao média de 50% nos biofilmes estudados.

Em 2023, Farooq et al., tiveram o objetivo de avaliar o extrato de Sapindus
mukorossi em comparacdo ao o EDTA 17% na remocéao de esfregaco das porcdes
coronal, média e apical de dentes unirradiculares. Para isso, hoventa dentes humanos
unirradiculares superiores e inferiores foram selecionados, divididos aleatoriamente
em dois grupos experimentais e um grupo controle. Onde: Grupo 1 recebeu o extrato
etandlico de Sapindus mukorossi; Grupo 2 recebeu EDTA 17%; e o Grupo 3 agua
destilada como controle. Todos os dentes foram preparados com lima K por meio da
técnica step-back e irrigados com hipoclorito de soédio a 5,25%. ApOs irrigacao, 0s

dentes foram seccionados e divididos longitudinalmente em duas metades e
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observados em microscoépio eletrénico de varredura (MEV) para analise da quantidade
de esfregaco ainda presente, utilizando o sistema de pontuacao de trés pontos. Como
resultados, os autores puderam analisar que a camada de esfregaco foi
completamente removida no tergo coronal de 27 dos 30 dentes do primeiro grupo.
Para os tercos médio e apical do grupo 1, 24 e 19 dentes apresentaram remocao
completa. No grupo 2, observou-se que havia 24, 21 e 3 dentes nos trés tercos com a
camada de esfregaco completamente ausente. Portanto, os autores puderam concluir
que o extrato vegetal etandlico de Sapindus mukorossi apresentou maior eficacia na
remocdo da camada de esfregaco dos canais radiculares estudados quando

comparados aos grupos que receberam EDTA 17%.
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3 PROPOSICAO

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito antimicrobiano dos extratos hidroetanélicos de R. officinalis L.
(alecrim) e P. cauliflora (jabuticaba) sobre patégenos relacionados a infeccéo

endodobntica secundaria.

3.2 Objetivos especificos

Os obijetivos especificos deste estudo foram:

a) Preparar os extratos hidroetanolicos de R. officinalis L. (alecrim) e P. cauliflora
(jabuticaba);

b) Analisar a atividade antioxidante dos extratos;

c) ldentificar os principais constituintes fitoquimicos presentes;

d) Avaliar a atividade antimicrobiana planctonica e atividade antibiofilme dos
extratos de R. officinalis (alecrim) e P. cauliflora (jabuticaba) isolados e em
associacOes sobre E. faecalis, E. faecium, bactérias anaerdbias F. nucleatum
e P. gingivalis e C. albicans;

e) Analisar a citotoxicidade dos extratos hidroetandlicos em queratindcitos
humanos (HaCat).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Preparagao dos extratos

Os extratos de R. officinalis L. (alecrim) e P. cauliflora (jabuticaba) foram
produzidos no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia — Unesp.

Para a obtencao dos extratos hidroetandlicos de alecrim (EHA) e jabuticaba
(EHJ), 30 g de folhas de alecrim e 30 g de casca de jabuticaba foram adicionadas em
150 mL de &gua ultrapura obtida em sistema Milli-Q® (EtOH:H20/50:50) e 150 mL de
alcool etilico absoluto (alcool etilico 99,5% - Merk Darmstadt, Alemanha), com tempo
de extracdo de 24 h. Por fim, os extratos foram filtrados em duas etapas: filtracdo para
remocdo dos residuos sélidos (filtro de papel) e filtracdo para esterilizacdo dos
extratos (filtro de membrana 0,22 ym) e ambos estocados em tubos estéreis sob

refrigeracdo. As Figuras 1 e 2 ilustram os procedimentos executados.

Figura 1 - Etapas da extracéo

’ 5 ‘ll)
v @i n
Legenda: Preparo da matéria-prima para posterior extracédo (A); Produto vegetal disperso no veiculo

para producédo do extrato (B e C).
Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 2 - Filtracdo em filtro de membrana do extrato vegetal para esterilizacao.

Legenda: Filtragcao para esterilizagdo do extrato utilizando filtro de membrana 0,22 uym.
Fonte: Elaborado pela autora.

4.1.1 Célculo de teor de so6lidos soluveis dos extratos

Para os extratos preparados conforme o item anterior, foi determinado o teor
de solidos solaveis (TSS) para utilizagdo no procedimento de atividade antioxidante.
Esse teor foi obtido segundo o procedimento a seguir. Foram pesados béqueres de
25 mL e anotado os respectivos pesos. Em seguida, foram pipetados 5 mL dos
extratos hidroetandlicos de alecrim e jabuticaba em cada um dos béqueres e levados
a estufa (Fanem LTDA, Sao Paulo-SP, Brasil) a 60°C até a evaporacao. Os béqueres

foram retirados da estufa e resfriados em dessecador, como mostra a Figura 3.
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Figura 3 - Residuo seco dos extratos vegetais
B)

Legenda: Béqueres contendo o residuo seco dos extratos vegetais de jabuticaba (A) e alecrim (B) apés
terem sido retirados da estufa de secagem para posterior pesagem em balanca de preciséo.
Fonte: Elaborado pela autora.

Posteriormente, foram pesados e repetidas a operacédo até peso constante. O
procedimento foi realizado em triplicata. A quantidade de TSS dos extratos foi

calculada conforme a equagao a seguir:

(m-b) . 100
Vo

% miV =

Onde: % m/V é o teor de soélidos solaveis; (m-b) é a massa do béquer com o
extrato (m) - a massa do béquer sem o extrato (b); Vo é o volume de extrato utilizado

para analise de sélidos soluveis.

4.1.2 Avaliacdo da composicao fitoquimica por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC-DAD) dos extratos

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC-DAD) foi utilizada para
caracterizar o perfil do contetdo de marcadores nos extratos. A analise foi realizada
em um cromatografo liquido de alta eficiéncia, com um detector de fotodiodos (HPLC-
DAD) e um injetor automatico modelo D-7000 Merck-Hitachi (Darmstadt, Hesse,
Alemanha). As condi¢cdes cromatograficas foram, fase movel: solucdo de acido
aguaférmico (PA, Merck) diluida na proporgéo de 95: 5 (solvente A) e metanol grau

cromatografico-Merck (Darmstadt, Hesse, Alemanha, solvente B). O fluxo foi de 1
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mL/min e um gradiente linear comecando com 0% de B, finalizando com 70% de B,
num tempo de corrida de 50 minutos. Os comprimentos de onda de deteccéo
utilizados foram 280 e 340 nm. Os extratos foram formulados e analisados em parceria
e sob a supervisédo da profa. Dra. Maria Cristina Marcucci Ribeiro.

4.1.3 Avaliacdo da atividade supressora (atividade antioxidante) de radicais

livres dos extratos

Este método tem por base a redugdo do radical 2,2’-difenil-1-picrilhidrazila
(DPPH, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) em solucgédo de alcool etilico absoluto,
0 qual apresenta 0 maximo de absorcdo na faixa de 515-528 nm. Ao fixar um
hidrogénio, abstraido ao antioxidante em estudo, observa-se uma diminuicdo na
absorbancia, o que permite calcular apos estabelecimento do equilibrio da reacéo,
quantidade de antioxidante gasta para reduzir 50% do DPPH, (CEso que € a
concentracdo do extrato capaz de eliminar 50% dos radicais livres) (Veiga et al., 2017;
Bueno et al., 2022). Para isso, o0s extratos foram diluidos a 1% V/V posteriormente, foi
preparada uma diluicdo a 0,01% V/V. Em 11 tubos de ensaio, numerando-os de 0 até
10, foram adicionados (1000, 960, 920, 880, 840, 800, 760, 720, 680, 640, 600) pL de
alcool respectivamente em cada tubo de ensaio. Em seguida, sobre o alcool foram
acrescentados 0, 40, 80, 120, 160, 200, 240, 280, 320, 360, 400 mL de extrato a
0,01%. O tubo no 0, foi o controle (100% de DPPH sem os extratos). Nele foram
adicionados 1000 pL de DPPH. Apés 60 segundos, o DPPH foi adicionado aos demais
tubos a cada 1 min. Com isso, a leitura no espectrofotometro (Micronal B582, Séo
Paulo, Brasil) foi realizada ap6s 30 min da adicdo do DPPH no tubo 0. Quando uma
determinada substancia que age como doador de &tomos de hidrogénio é adicionada
a uma solucéo de DPPH, a hidrazina € obtida com mudanca simultanea na coloragao
de purpura a amarelo palido (Alves et al., 2010). Diante disso, a leitura foi realizada
utilizado o comprimento de onda de 517 nm. Apds a realizacdo da cinética de
descoloracéo, foi construido um grafico do percentual de DPPH restante calculada por
planilha de célculo, versus a concentracdo do extrato (ug/mL) e calculada a CEso

(concentracao que elimina 50% dos radicais livres), atravées do método dos minimos
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quadrados.

4.1.4 Determinagdo de flavondides totais nas amostras dos extratos

Para a determinacao do teor de flavondides totais dos extratos, foi preparada
uma solucao estoque (cuja concentracao de TSS foi determinada previamente como
descrito no item anterior) de 100 yL em um baldo volumétrico de 10 mL onde
acrescentou-se metanol até completar o menisco. A partir deste ponto, o
procedimento foi realizado em triplicata. Foi retirada uma aliquota de 200 yL desta
solucdo transferida para um baldo de 10 mL, jA com aproximadamente 5 mL de
metanol. Em seguida, foram adicionados 200 pL de cloreto de aluminio (AICI3) e o
volume foi completado com metanol até proximo de 10 mL. A solucao foi agitada e
colocada em banho-maria por 30 min a 20°C. ApGs este tempo, acertou-se 0 menisco
e a leitura de absorbéancia foi realizada em 425 nm utilizando um espectrofotdmetro
(B582, Micronal, Sdo Paulo, Brasil). Apds, a concentracdo de flavondides totais

expressos em quercetina foi calculada utilizando a equacéo da reta da curva-padrao.

4.1.5 Determinacgdo de fendis totais nas amostras dos extratos

A determinacdo do teor de fendis totais foi baseada no método de Folin-
Ciocalteau (Dinamica LTDA, Indaiatuba-SP, Brasil). Esta técnica emprega este
reagente que complexa com um fenol, dando uma reacéo colorida, que pode ser
medida pelo valor da absorbancia a 760 nm (Marcucci et al., 2021).

Foi transferido 1 mL do extrato para um baldo volumétrico de 100 mL,
dissolvido em um pouco de etanol e o seu volume foi completado com agua destilada
lentamente e sob agitacéo (solucdo estoque) (10 mg/mL). A partir deste momento, o
procedimento foi realizado em triplicata. Uma aliquota de 200 pL foi transferida para
um baldo volumétrico de 10 mL (1:50) contendo aproximadamente 5 mL de agua
destilada e 800 pL do reagente Folin-Ciocalteau foi adicionado. A solucéo foi agitada
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por 5 segundos e no intervalo de 1 a 8 min acrescentou-se 1,2 mL da solucéo de
tampdao carbonato-tartarato de sodio a 20%. O volume foi completado com agua até
proximo ao menisco e a solucéo foi mantida em um banho-maria a 20°C. Decorrido 0
tempo de 2 h, o menisco foi acertado até o volume final a temperatura ambiente,
agitando-se por 5 segundos, e realizada a leitura em 760 nm, em espectrofotdbmetro.
A concentracao de fendis totais expressos em acido galico, foi calculada utilizando-se

a equacao da reta da curva padrao.

4.2 Avaliacao da atividade antimicrobiana dos extratos em culturas planctdnicas

A atividade antimicrobiana dos extratos isolados e das suas associacdes
foram avaliadas sobre os microrganismos citados na Tabela 1. Essas cepas foram
obtidas no banco de cepas do laboratério de Microbiologia e Imunologia de Instituto
de Ciéncia e Tecnologia - Sdo José dos Campos (ICT-Unesp), as quais ja estao

previamente cadastradas no SisGen.

Tabela 1 - Cepas utilizadas neste estudo.

Enterococcus Candida albicans Bactérias anaerdbias
E. faecium ATCC C.albicans ATCC P. gingivalis
E. faecalis ATCC C.albicans 14 F. nucleatum
E. faecalis 4.2 C.albicans 60 -
E. faecalis 4 C.albicans 70 -
E. faecalis 2 - -

Fonte: Elaborado pela autora
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4.2.1 Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracéao

Microbicida Minima (CMM) dos extratos isolados

Para E. faecalis, E. faecium e C. albicans também foi utilizado o método de
microdiluicdo em caldo, conforme descrito no Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), norma M7-A6, para a determinacdo da Concentragdo Inibitoria
Minima (CIM) e da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) dos extratos isolados
para cada cepa. O teste foi realizado em microplacas de 96 pocos (Kasvi, Curitiba -
PR, Brasil), onde foram adicionados 100 pL de meio de cultura, caldo Muller Hinton
(HiMedia®, Mumbai, india) e 100 pL de cada extrato no primeiro poco da microplaca,
de onde partiram 10 diluicdes seriadas. Aliquotas de 100 yL de cada suspencéao
microbiana preparadas em solucdo fisiolégica estéril, padronizada em
espectrofotdometro em 10% UFC/mL, com os respectivos comprimentos de onda para
cada microrganismo, foram adicionadas em todos 0s pogos.

As placas foram incubadas por 24 h e foi verificada a menor concentracao do
extrato capaz de inibir o crescimento bacteriano, determinando a CIM no altimo pocgo
da microplaca que ndo apresentar turvacdo. Em seguida, o conteddo dos pocos foi
homogeneizado e plagueado em agar para 0s respectivos microrganismos e, para
cada extrato, a CMM foi determinada em placas sem crescimento de colonias. Este
teste foi realizado em duplicata.

Para F. nucleatum e P. gingivalis a CIM foi determinada pelo método de
microdiluicdo em caldo conforme descrito no documento M11-A7 do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI). Os microrganismos foram cultivados em caldo
Brucella (Acumedia, Michigan, USA) suplementado com 5% de sangue de carneiro
desfibrinado estéril (Newprov, Pinhais - PR, Brasil), 1% de hemina (Sigma-Aldrich Co,
Alemanha) e 1% de menadiona (Sigma-Aldrich) a 37°C por 48 h em camara de
anaerobiose (Whitley DG250 Workstation, Reino Unido). A Figura 4 ilustra a
montagem das placas de microtitulagéo e a determinacéo da CIM e CMM dos extratos

isolados.
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Figura 4: Determinacéo da CIM e CMM dos extratos vegetais

Controle de
esterilidade

Controle de
esterilidade

Legenda: Ensaio de microdiluicdo em caldo para determinagdo da CIM dos extratos hidroetandlicos de
alecrim e jabuticaba para posterior determinacdo da Concentragdo Microbicida Minima (CMM) em agar.
Fonte: Elaborado pela autora.

4.2.2 Ensaio de microdiluicdo checkerboard das associacdes dos extratos

O efeito combinado dos extratos foi avaliado pela técnica checkerboard
(tabuleiro de xadrez) para todos os microrganismos estudados, de acordo com Odds
(2003), Fratini et al. (2017) e Usjak (2019). A técnica é baseada no teste de
sensibilidade por microdiluicdo em caldo e determina o tipo de interacdo entre os
extratos em: sinérgico, aditivo, antagbénico ou indiferente. Foi utilizado como meio de
cultura o caldo Mueller Hinton (E. faecalis, E. faecium e C. albicans) e o caldo Brucella
enriquecido com hemina e menadiona (F. nucleatum e P. gingivalis).

Para as combinac¢fes duplas dos extratos foram utilizados como referéncia os
valores de CIM previamente obtidos. Para tanto, 50 uL de cada diluigdo do primeiro
extrato foram adicionadas no eixo x (horizontal) da microplaca, enquanto 50 uL das
diluicbes do segundo extrato foram adicionadas no eixo y (vertical) da microplaca de
forma que foram associadas diferentes concentracdes de ambos os extratos (Usjak
eu al., 2019; Fratini et al., 2017). Em seguida, foi adicionado o indculo microbiano,
padronizado em 108 UFC/mL, totalizando o volume de 200 yL em cada pogo, exceto
no controle negativo que recebeu o caldo Mueller Hinton.

Crescimento de
> colénias
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Para avaliar o efeito sinérgico dos extratos, foi adotado o indice de
Concentracdo Inibitoria Fracionada (ICIF), que classifica as combinacfes em
sinérgicas, aditivas, indiferente e antagonicas. Foi feito o calculo de Concentragdo
Inibitéria Fracionada (ICIF) em que a ICIF de cada extrato é igual a relacdo entre o
seu valor de CIM na combinagcdo com a sua CIM quando isolado (Cha et al., 2007,
Namivandi-Zangeneh et al., 2019; Orhan et al., 2005).

Uma combinacéo €é considerada sinérgica quando a ICIF <0,5, aditiva quando
a ICIF é >0,5 e =1,0, indiferente quando a ICIF >1 e <4 e antagonista quando a
ICIF>4,0. A mesma formula foi utilizada para calcular o indice de concentracéo
bactericida fracionaria (ICBF), usando valores CBM em vez de CIM (Odds, 2003).
Para isso, uma aliquota (10 pL) foi semeada em agar para 0s respectivos
microrganismos. As placas foram incubadas por 48 h e foi determinada a ICBF de
acordo com a auséncia de crescimento microbiano nas placas. Todos os testes foram
realizados em triplicata. Com base nos resultados dos testes de checkerboard, as
associacdes que apresentaram resultados sinérgicos ou aditivos foram utilizadas nos

proximos testes.

4.2.3 Atividade sobre biofilmes formados

Para os biofilmes de P. gingivalis e F. nucleatum foi utilizado caldo Brucella
enriqguecido com hemina e menadiona formado por 7 dias em camara de anaerobiose
com substituicdo deste meio a cada 48 h de cultivo. Para E. faecalis, E. faecium e C.
albicans foi utilizado caldo BHI, onde as placas foram incubadas por 48 h a 37°C para
a maturacdo dos biofilmes, sendo o meio de cultura substituido apés 24 h.

Os biofilmes foram colocados em contato com cada extrato isolado ou com
cada associacao sinérgica ou aditiva dos extratos, separadamente, por dois periodos
de tempo: 5 min e 24 h. Como controle utilizou-se a solugéo de hipoclorito de sédio
2,5%.

Para analise da atividade metabdlica dos microrganismos pelo teste de MTT,
foram adicionados 200 pL da solucdo de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-a-yl)
(2,5Diphenyltetrazolium - Bromide) e a placa foi incubada ao abrigo da luz por 1 h a
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37°C. Apos, a solucao foi retirada e adicionados 200 pL de dimetilsuféxido (DMSO),
seguido de incubacéo a 37°C por 10 min e agitacdo em shaker por mais 10 min. Apés,
as densidades Opticas foram lidas em leitora de microplaca em 570 nm e convertidas
em percentual de atividade metabolica dos microrganismos por formula: % atividade
metabdlica = (do grupo tratado x 100) / média do grupo controle)

Foram realizados 3 experimentos independentes, com 4 repeticbes cada,

totalizando n=12 para cada cepa microbiana, tempo de exposi¢cao e tratamento.

4.3 Analise da citotoxicidade dos extratos

Foram realizadas andlises da atividade citotoxica dos extratos sobre
gueratinécitos humanos (HaCat). As células foram provenientes do Banco de Células
do Rio de Janeiro - Associagcdo Técnico Cientifica Paul Ehrlich (APABCAM - RJ).
Foram cultivadas em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM - LGC
Biotecnologia - Cotia, Brasil), com alta concentracdo de glicose, suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB) (Invitrogen, Nova York, EUA) e mantidas em frascos
de cultivo celular (TPP, Suica), incubadas em estufa a temperatura de 37°C, com
umidade atmosférica e 5% de CO2. Durante o processo de expanséo celular, o meio
de cultivo foi substituido a cada 48 h e a partir dos momentos em que foi observado o
estado de subconfluéncia das células, caracterizado pela ocupacao de mais de 70%
do frasco, as mesmas foram repassadas para frascos de cultivo maiores ou utilizadas
para testes.

Para desagregacao celular, a camada de células foi removida do assoalho do
frasco de cultura com Tripsina com Edta 0,25% (Gibco, Grand Island, Nova York). As
células suspendidas foram transferidas para um tubo de centrifugacdo (Sarstedt;
Numbrecht, Alemanha) e submetidas a centrifugacdo por 5 min a 3000 rpm,
promovendo assim a remoc¢do do meio de cultivo consumido, seguido pela
substituicao por meio de cultivo fresco.

Para a contagem celular, aliquotas de 10 e 50 uL da suspensdo de células
foram misturadas a 90 e 50 pL, respectivamente, ao corante azul de trypan, obtendo

as diluicdes 1/2 e 1/10. Em seguida, as diluicdes foram transferidas para a camara de
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Neubauer, onde foi realizada a contagem de células viaveis. Apds a contagem dos 4
guadrantes laterais da camara, foi realizada uma média dos resultados obtidos, sendo
a média multiplicada pelo valor da diluicio empregada na contagem, assim, foi obtido

o valor de células/mL de solugéo utilizando o valor de corre¢do do volume da camara.

4.3.1 Teste colorimétrico de MTT

A avaliacdo da citotoxicidade dos extratos foi realizada por meio do teste
colorimétrico de MTT, avaliando a atividade enzimatica celular. Para tanto, as culturas
de queratindcitos humanos (HaCat), foram transferidas para microplacas de 96 pocos
(TPP) na concentracédo de 2 x 10* células viaveis e cultivadas em 200 yL de meio
DMEM + 10% SFB. Apds, as placas serem incubadas (37°C com 5% de CO2) por 24
h para a aderéncia celular. Passado o periodo de incubacgdo, o sobrenadante foi
descartado e as células foram expostas aos tratamentos que variaram a concentracao
conforme o tempo de aplicacdo. Para o periodo de 5 min de contato com o0s
tratamentos, as células receberam a aplicacdo de meio DMEM + 10% SFB como
controle negativo e hipoclorito de sddio 2,5% como controle positivo. Os tratamentos
aplicados por 24 h contaram com a aplicacédo dos extratos nas concentracoes testadas
na CMM, como controle negativo foi utilizado meio de cultivo DMEM + 10% SFB e
como controle positivo foi aplicado a solucéo de hipoclorito de sodio 2,5% (Oliveira et

al.,2013 e 2014). A Figura 5 ilustra a montagem das placas de microtitulacéo.
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Figura 5: Placa de 96 pocos contendo diferentes concentracdes dos extratos vegetais
diluidos em meio DMEM

Diferentes concentragdes dos extratos

Fonte: Elaborado pela autora

4.4 Andlise estatistica

Os dados obtidos apresentaram distribuicdo normal e foram analisados
estatisticamente pelo método ANOVA complementado pelo Teste de Dunn (p<0,05),
utilizando o software GraphPad Prism 5.0 (La Jolla, CA).
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5 RESULTADOS

5.1 Calculo de teor de sdlidos sollUveis dos extratos

O teor de sdlidos soluveis (TSS) indica a quantidade de substancias solaveis
no solvente de extragdo hidroetandlico (EtOH:H20), determinando-se, dessa forma, a
concentracao final do extrato vegetal. Dessa forma, o TSS do extrato hidroetandlico
da jabuticaba é de 22,22 mg/mL e o TSS do extrato hidroetandlico de alecrim é de

9,48 mg/mL, descritos na Tabela 2.

Tabela 2: Teor de sélidos soluveis dos extratos.

Extrato/parte da Solvente de

planta extracao TSS (mg/mL) DP
Casca (jabuticaba) EtOH:H20 (50:50) 22,22 0,0544
Folhas (alecrim) EtOH:H20 (50:50) 9,48 0,4977

Legenda: EtOH - alcool etilico absoluto; H20 - agua destilada; TSS - Teor de sdlidos sollveis; DP -
desvio padrdo de trés determinagdes.
Fonte: Elaborado pela autora.

5.2 Avaliacdo da composicao fitoquimica por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC-DAD) dos extratos

A analise cromatografica por HPLC, no extrato hidroetandélico de alecrim,
apresentou picos dos compostos de: acido cafeoilquinico com tempo de retencédo (TR)
de 6 min, um galotanino com TR de 11 min, &acido clorogénico com TR de 10 min,
acido p-cumarico com TR de 15 min e uma quinona com TR de 20 min, como pode

ser observado na Figura 6.
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Figura 6: Cromatograma em HPLC do extrato de alecrim.
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Legenda: Cromatograma em HPLC do extrato de alecrim. Os nimeros representam o0s picos dos
compostos: 1- acido cafeoilquinico, 2- um galotanino, 3- acido clorogénico, 4- acido p-cumarico e 5-
uma quinona.

Fonte: Elaborado pela autora.

No extrato hidroetandlico de jabuticaba, apresentou picos dos compostos:
acido galico com TR de 12 min, acido p-cumarico com TR de 16 min, derivado do
acido cindmico com TR de 19 min e acido elagico com TR de 30 min, como
demonstrado na Figura 7.

Figura 7: Cromatograma em HPLC do extrato de jabuticaba.
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Legenda: Cromatograma em HPLC do extrato de jabuticaba. Os nimeros representam os picos dos
compostos: 1- acido galico, 2- &cido p-cumarico, 3- derivado do acido cindmico, 4- acido elagico.
Fonte: Elaborado pela autora.
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5.3 Avaliacéo da atividade supressora (atividade antioxidante) de radicais livres

dos extratos

A concentracao que elimina 50% dos radicais livres (CEso) foi de 0,159 mg/mL
e 0,059 mg/mL para os extratos de jabuticaba e alecrim, respectivamente. A atividade
antioxidante dos extratos hidroetandlicos de jabuticaba e de alecrim estdo

demonstrados na Tabela 3.

Tabela 3: Avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos.

Extrato Tipo de extragcéo CEso (mg/mL)
Jabuticaba EtOH:H20 (50:50) 0,159 + 45,79
Alecrim EtOH:H20 (50:50) 0,059 + 8,35

Legenda: EtOH:H20 — hidroetandlico; CE50 - concentracdo que elimina 50% dos radicais livres.
Fonte: Elaborado pela autora.

5.4 Determinacéo de flavondides totais nas amostras dos extratos

A curva-padrdo construida com base em diferentes concentragbes de

quercetina esta demonstrada na Figura 8.

Figura 8 - Curva-padrao expressa em quercetina
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Fonte: Elaborada pela autora.
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A partir da curva-padréo de quercetina, a quantidade de flavonoides totais dos
extratos de jabuticaba e alecrim foi analisada. Para o extrato hidroetandlico de
jabuticaba, a concentracdo de flavonoides foi de 0 mg/mL e para o extrato
hidroetandlico de alecrim obteve-se o valor total de 0,158 mg/mL. Os valores estédo

expressos na Tabela 4.

Tabela 4: Teor de flavonodides totais dos extratos.

Extrato/parte da Solvente de
. FLV (mg/mL) DP
planta extracao
Jabuticaba (casca) EtOH:H20 (50:50) 0 0,055
Alecrim (folhas) EtOH:H20 (50:50) 0,158 10,163

Legenda: EtOH - alcool etilico absoluto); H20 — 4gua destilada; FLV — flavonoides totais; DP - desvio
padréo de trés determinagfes.
Fonte: Elaborado pela autora.

5.5 Determinagéo de fenois totais nas amostras dos extratos

A curva-padrdo construida com base no acido galico esta demonstrada na
Figura 9.

Figura 9 - Curva-padrao do acido galico.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A partir da curva-padréo do acido galico, os extratos de jabuticaba e alecrim

foram analisados e apresentam o teor de fendis totais de 0,729 mg/mL e 0,754 mg/mL,
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respectivamente, como demonstrado na Tabela 5.

Tabela 5 - Teor de fendis dos extratos.

Extrato/parte da Solvente de "
. Fendis (mg/mL) DP
planta extracao
Jabuticaba (casca) EtOH:H20 0,729 7,139
Alecrim (folhas) EtOH:H20 0,754 0,043

Legenda: EtOH - alcool etilico; H20 - agua destilada; DP - desvio padréo de trés determinacdes.
Fonte: Elaborado pela autora.

5.6 Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos em culturas planctdnicas

5.6.1 Determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragcéao

Microbicida Minima (CMM) dos extratos isolados

No teste de microdiluicdo em caldo, ndo foi possivel realizar a leitura visual
para determinacdo da CIM dos extratos hidroetandlicos de jabuticaba e alecrim, uma
vez que estes possuem coloracao intensa e, muitas vezes, notava-se sedimentos no
fundo dos pocos da placa, proprio dos extratos vegetais.

O extrato hidroetandlico de alecrim para cepas de E. faecalis, E. faecium, C.
albicans, F. nucleatum e P. gingivalis apresentou CMM variando de 0,1 a 2 mg/mL,
descritos individualmente na Tabela 6 para cada cepa estudada.

O extrato hidroetandlico de jabuticaba, para todas as cepas de E. faecalis, F.
nucleatum e P. gingivalis apresentou CMM entre 5 e 2,5 mg/mL. No entanto, o extrato
vegetal de jabuticaba ndo promoveu acdo microbicida para E. faecium e para
nenhuma cepa de C. albicans utilizada neste estudo. Os resultados estdo descritos

individualmente na Tabela 6.
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Tabela 6: CMM (mg/mL) do extrato hidroetandlico de alecrim e jabuticaba para cepas

ATCC e clinicas de E. faecalis, E. faecium, C. albicans, P. gingivalis e F. nucleatum.

Cepas

C. albicans 14
C. albicans 60
C. albicans 70
C. albicans ATCC
E. faecium ATCC
E. faecalis 4.2
E. faecalis 2
E. faecalis 4
E. faecalis ATCC
F. nucleatum

P. gingivalis

CMM do extrato de

alecrim
0,1 mg/mL
2 mg/mL
2 mg/mL
1 mg/mL
2 mg/mL
1 mg/mL
1 mg/mL
0,5 mg/mL
0,5 mg/mL
0,1 mg/mL

1 mg/mL

Legenda: CMM — Concentracéo Microbicida Minima.

Fonte: Elaborado pela autora.

CMM do extrato de

jabuticaba
Sem inibicéo
Sem inibicdo
Sem inibicéo
Sem inibicéo
Sem inibicédo

5 mg/mL

5 mg/mL

5 mg/mL

5 mg/mL
2,5 mg/mL

2,5 mg/mL

5.7 Ensaio de microdiluicdo checkerboard das associa¢cdes dos extratos

5.7.1 Sobre Enterococcus

Segundo o calculo de ICBF, a cepa E. faecalis 2 apresentou um resultado

aditivo com valor de ICBF <0,50, descrito na Tabela 7. Para a cepa de E. faecium

estudada, a associagédo dos extratos de jabuticaba e alecrim ndo promoveu efeitos

sinérgicos ou aditivos.
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Tabela 7: Associacdo dos extratos para E. faecalis.
CMM CMM

CMM CMM Reducéo Reducéo
Cepa comb. comb. _
EHJ EHA ICBF CMM CMM Efeito
(mg/mL) (mg/mL) = =HA EHJ EHA
m
J d (mg/mL) (mg/mL)
2 0,5 0,1 2,5 0,03 0,53 2X 33x ADITIVO

Legenda: Ef — E. faecalis; EHJ- Extrato hidroetandlico de jabuticaba; EHA — Extrato hidroetandlico de
alecrim; CMM — Concentracao Microbicida Minima; Comb. — combinacéo; ICBF: indice de concentracéo
bactericida fracionada. Os valores estdo expressos em mg/mL.

Fonte: Elaborado pela autora.

5.7.2 Sobre Candida albicans

As associacdes dos extratos vegetais de jabuticaba e alecrim néo
promoveram efeitos sinérgicos ou aditivos para nenhuma cepa de C. albicans,

segundo o célculo de ICBF.

5.7.3 Sobre cepas de microrganismos anaerobios

De acordo com o célculo de ICBF, as associacdes do EHA e o EHJ nado
apresentaram efeitos sinérgicos ou aditivos para as cepas de P. gingivalis e F.

nucleatum analisadas neste estudo.

5.8 Atividade sobre biofilmes formados

Com base nos resultados obtidos nos efeitos das associagoes dos extratos
vegetais, 0s extratos que obtiveram ICBF sinérgica ou aditiva foram testados para
atividade antibiofilme, juntamente com as concentracdes isoladas contra o0s
microrganismos estudados, para os tempos de 5 min e 24 h.

Para a cepa de E. faecalis 2, apds o periodo de tratamento de 5 min com os
extratos de jabuticaba, alecrim e a combinacéo aditiva descrita no item anterior (item

5.7.1), houve reducéo estatisticamente significativa de viabilidade do biofilme em 52%
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(p<0,05) com o tratamento feito pelo extrato de alecrim isolado com concentracdo de
1 mg/mL, como demonstrado na Figura 10A.

Apbés o tempo de tratamento com o0s extratos vegetais isolados e a
combinacdo aditiva no periodo de 24 h, todos os tratamentos aplicados no biofilme
apresentaram reducdo estatisticamente significativa, sendo de 6% (p<0,05) de
reducdo da viabilidade do biofilme com tratamento feito pela associacdo aditiva, ou
seja, com concentracdo de 2,5 mg/mL de extrato de jabuticaba e de 0,03 mg/mL de
extrato de alecrim associados. Para o tratamento com extrato isolado de jabuticaba,
houve reducéo de 23% (p=<0,05) do biofilme formado utilizando uma concentracéo de
extrato de 5 mg/mL. No tratamento feito com o extrato isolado de alecrim, houve
reducao estatisticamente significativa de 40% (p<0,05) de reducé&o da viabilidade do

biofilme utilizando a concentragdo de 1 mg/mL de extrato (Figura 10B).

Figura 10 — Tratamentos de biofilmes formados de E. faecalis 2.
A) B)

E. faecalis (5 min) E. faecalis (24 h)
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Legenda: DO — Densidade 6ptica; CMM - Concentracdo Minima Microbicida; As letras “a” e “b”
demonstram a semelhanca ou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p<0,05). Os
dados obtiveram distribuicdo normal e foram analisados método ANOVA complementado pelo Teste
de Dunn.

Fonte: Elaborado pela autora.

Para a cepa de F. nucleatum foram utilizadas concentragbes dos extratos
isolados, uma vez que nao apresentou efeitos sinérgicos ou aditivos quando testados
em combinacdo. Sendo as concentra¢coes da CMM, 2x CMM e 3x CMM para ambos
0s extratos hidroetanolicos.

Dessa forma, para o tempo de 5 min todos os tratamentos utilizados

apresentaram diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) em relacdo ao grupo
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controle de crescimento. Para o extrato vegetal de jabuticaba, houve reducéo de 73%
(p<0,05) utilizando a concentragéo de 2,5 mg/mL, 69% (p<0,05) com a concentragéo
de 5 mg/mL e de 51% (p<0,05) na concentragéo de 7,5 mg/mL de extrato isolado. Nos
tratamentos feitos com extrato isolado de alecrim, houve reducao de 38% utilizando a
concentracdo de 0,1 mg/mL, 35% com a concentracao de 0,2 mg/mL e de 35% na
concentracdo de 0,3 mg/mL utilizando o extrato isolado (Figura 11A).

Para os tratamentos realizados no periodo de 24 h, todos os tratamentos
realizados apresentaram diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) em relacao
ao grupo controle de crescimento. Os tratamentos com extrato isolado de jabuticaba
apresentaram reducdo da viabilidade do biofiime de 38% (p<0,05) utilizando
concentracdo de 2,5 mg/mL, 42% (p<0,05) na concentracdo de 5 mg/mL e 31%
(p<0,05) na concentracdo de 7,5 mg/mL. Para os tratamentos utilizando extrato
isolado de alecrim também houve diferenca estatisticamente significativa (p<0,05)
para todas as concentracdes utilizadas dos tratamentos, tendo reduzido 39% (p<0,05)
da viabilidade do biofilme utilizando a concentracdo de 0,1 mg/mL, 27% (p<0,05) na
concentracéo de 0,2 mg/mL e de 26% (p<0,05) utilizando o tratamento com 0,3 mg/mL
(Figura 11B).

Figura 11 — Tratamentos de biofilmes formados de F. nucleatum.
A) B)

F. hucleatum (24h)

F. nucleatum (5 min)

= [ Crescimento (C-) 3 Crescimento (C-)
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Legenda: DO — Densidade optica; CMM - Concentracdo Minima Microbicida; As letras “a” e “b”
demonstram a semelhanca ou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p<0,05). Os
dados obtiveram distribuicdo normal e foram analisados método ANOVA complementado pelo Teste
de Dunn.

Fonte: Elaborado pela autora.

Para a cepa de P. gingivalis, também foram utilizadas concentracdes dos

extratos isolados, sendo essas a da CMM, 2x CMM e 3x CMM para ambos os extratos
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hidroetandlicos.

No periodo de tratamento de 5 min, o extrato hidroetandlico de jabuticaba
apresentou diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) para todos os tratamentos
utilizados em comparacao ao grupo controle de crescimento. Dessa forma, o extrato
de jabuticaba foi efetivo para diminuicdo da viabilidade do biofilme em 41% (p<0,05)
na sua concentragéo de 2,5 mg/mL, em 35% na concentracdo de 5 mg/mL e de 31%
na concentracéo de 7,5 mg/mL, como demonstrado na Figura 12A.

Para os tratamentos aplicados no periodo de 24 h, ambos os extratos foram
efetivos para reducédo da viabilidade do biofilme microbiano. Sendo assim, o extrato
de jabuticaba quando utilizado isoladamente, nas concentracdes de 2,5 mg/mL e de
5 mg/mL demonstraram diferenca estatistica (p<0,05) com 30% e 36% de reducao,
respectivamente. Quando utilizado o extrato de alecrim isolado, todos os tratamentos
utilizados demonstraram diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) com
concentragcdes de 1 mg/mL, 2 mg/mL e de 3 mg/mL sendo o percentual de reducao
da viabilidade do biofilme de 22%, 28% e de 57% (p<0,05), respectivamente (Figura
12B).

Figura 12 — Tratamentos de biofilmes formados de P. gingivalis.

P. gingivalis (5 min) P. gingivalis (24h)
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Legenda: DO — Densidade optica; CMM - Concentragdo Minima Microbicida; As letras “a” e “b”
demonstram a semelhanca ou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p<0,05). Os
dados obtiveram distribuicdo normal e foram analisados método ANOVA complementado pelo Teste
de Dunn.

Fonte: Elaborado pela autora.
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5.9 Andlise da citotoxicidade dos extratos

Em relacdo a citotoxicidade dos extratos hidroetanodlicos avaliada em
gueratinécitos humanos (HaCat), para os tratamentos realizados com o extrato de
alecrim para o periodo de 5 min, a maioria das concentracdes foram estatisticamente
semelhantes (p<0,05) em relacdo ao grupo tratado com hipoclorito de sédio 2,5% e
as concentracfes mais diluidas foram estatisticamente semelhantes (p<0,05) ao
controle celular sem tratamento, como descrito na Figura 13A.

Para o periodo de tratamento de 24 h, ndo houve diferenca estatisticamente
semelhante (p<0,05) para nenhum dos grupos que receberam tratamento com o
extrato de alecrim em comparacao ao grupo tratado com hipoclorito de sodio 2,5%
(Figura 13B).

Figura 13: Avaliacdo da viabilidade celular de queratindcitos humanos (HaCat) apés 5
min (A) e 24 h (B) com tratamento feito pelo extrato hidroetandlico de alecrim.

A) B)
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Fonte: Elaborado pela autora.

Na Figura 14 pode-se fazer a comparacao visual por imagens em microscopio
optico da reducdo de viabilidade celular em queratinécitos humanos (HaCat) com
tratamentos de hipoclorito de sddio 2,5% e com extrato vegetal hidroetandlico de

alecrim no tempo de 5 min.
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Figura 14 - Visualizacdo em microscépio optico binocular da reducéo de viabilidade
celular em queratindcitos humanos (HaCat) com tratamentos de hipoclorito de sodio

2,5% e com extrato vegetal hidroetandlico de alecrim no tempo de 5 min.
A) B)

Legenda: (A) Controle com hipoclorito de sédio com aumento de 10x; (B) Concentracdo de 0,9 mg/mL
do extrato hidroetandlico de alecrim com aumento de 20x; (C) Concentracdo de 0,5 mg/mL do extrato
hidroetandlico de alecrim com aumento de 100x; D) Concentracdo de 0,2mg/mL do extrato
hidroetandlico de alecrim com aumento de 100x.

Fonte: Elaborado pela autora.

Para o tratamento realizado com o extrato hidroetandlico de jabuticaba no
periodo de 5 min, quando em contato com queratindcitos humanos (HaCat), houve
diferenca estatisticamente semelhante (p<0,05) em relacdo ao tratamento realizado
com hipoclorito de sédio 2,5% para as concentracdes de 2 mg/mL a 0,5 mg/mL. Para
as concentracbes mais diluidas ndo houve diferenca estatistica entre os grupos
tratados com extrato e o grupo controle de crescimento (Figura 15A).

Para os grupos tratados no periodo de 24 h, as maiores concentracées do
extrato de jabuticaba (1 a 0,06 mg/mL) apresentaram concentra¢cdes com semelhanca
estatistica (p<0,05) em relacéo aos grupos tratados com hipoclorito de sédio 2,5%. As
concentracbes mais diluidas foram estatisticamente semelhantes em relacdo ao

crescimento celular, como descrito na Figura 15B.
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Figura 15: Avaliacdo da viabilidade celular de queratinécitos humanos (HaCat) apés 5
min (A) e 24h (B) com tratamento feito pelo extrato hidroetandlico de jabuticaba.
A) B)
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Fonte: Elaborado pela autora.

Na Figura 16 pode-se fazer a comparacgao visual por imagens em microscopio
optico binocular da reducao de viabilidade celular em queratindcitos humanos (HaCat)
com tratamentos de hipoclorito de sédio 2,5% e com extrato vegetal hidroetandlico de

jabuticaba no tempo de 5 min.



48

Figura 16 - Visualizacdo em microscoépio éptico binocular da reducéo de viabilidade
celular em queratindcitos humanos (HaCat) com tratamentos de hipoclorito de sédio
2,5% e com extrato vegetal hidroetandlico de jabuticaba no tempo de 5 min.

A) B)

Legenda: (A) Controle com hipoclorito de s6dio com aumento de 10x; (B) Concentragédo de 2 mg/mL
do extrato hidroetandlico de jabuticaba com aumento de 100x; (C) Concentragdo de 1 mg/mL do extrato
hidroetandlico de jabuticaba com aumento de 100x; D) Concentracdo de 0,5 mg/mL do extrato
hidroetandlico de jabuticaba com aumento de 50x.

Fonte: Elaborado pela autora.
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6 DISCUSSAO

Visando pesquisar tratamentos integrativos e complementares, este estudo
analisou os efeitos terapéuticos dos extratos vegetais de alecrim e jabuticaba isolados
e associados frente aos microrganismos que estdo envolvidos nas infeccbes
intracanal secundarias/persistentes em culturas planctdnicas e biofilmes formados,
bem como analisou e identificou os componentes fitoquimicos e a citotoxicidade em
culturas de queratindcitos humanos (HaCat). Tal proposta se da para que futuramente
existam outros tipos de protocolos contra infeccBes persistentes ou em casos de
Insucesso no tratamento endodontico.

O biofilme envolvido nas infec¢des endodobnticas pds-tratamento apresenta
uma microbiota mista, porém menos diversificada, mas mais virulenta quando
comparada a dentes que apresentam uma infeccdo endodontica primaria (Siqueira et
al., 2022). Os microrganismos envolvidos no presente estudo estdo baseados na
literatura. O género Enterococcus ssp € uma das espécies mais prevalentes em
dentes com periodontite apical secundaria/persistente (Sundgqyvist et al., 1998; Murad
et al., 2014; Henriques et al., 2016; Gomes et al., 2021). A espécie E. faecalis foi mais
identificada em casos de doenca pos-tratamento do que nos casos de infeccao
primaria, tal qual o género E. faecium (Gomes et al., 2021; Elashirt et al., 2023). Outros
microrganismos também foram identificados em altas frequéncias nas infec¢des poés-
tratamento, como espécies de F. nucleatum, P. gingivalis e C. albicans (Récas &
Siqueira, 2012; Pourhajibagher et al., 2017; Zandi et al., 2018; Godoi Jr. Et al., 2023).

Sabe-se que a terapia endoddntica visa eliminar os biofilmes microbianos e
seus subprodutos para restabelecer a salde dos tecidos periapicais (Siqueira et al.,
2008). Para alcancar tal objetivo o preparo biomecéanico e a utilizacao de substancias
quimicas auxiliares sdo de suma importancia. Ro¢as et al. (2016) concluiram que a
utilizagdo de hipoclorito de sodio 2,5% diminuiu o namero medio de células
bacterianas em 44%. Em 2019, Ballal et al. Puderam perceber reducdo de 40% dos
microrganismo na luz do canal radicular utilizando hipoclorito de sodio 2,5%. Ou seja,
a irrigacao exerce papel crucial no tratamento da periodontite apical, seja ela primaria
ou secundaria/persistente e o hipoclorito de sédio é a substancia mais utilizada devido

ao seu potencial antimicrobiano e sua capacidade de dissolucéo tecidual (Tonini et al.,
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2022).

A partir da extracdo dos extratos hidroetandlicos, identificou-se a presenca de
constituintes fitoquimicos responséaveis por diferentes acdes terapéuticas, sendo elas
as acOes antibacteriana, antifigica, antibiofiime e antioxidante. Os responsaveis por
essas e muitas outras propriedades presentes nos extratos vegetais sdo decorrentes
da presenca de fendis, flavondides, taninos, glicosideos, antocianinas, etc. (Dubale et
al., 2023). Dessa forma, o presente estudo identificou a presenca de fendis e
flavonoides totais, tanto no extrato de jabuticaba, quanto no extrato de alecrim, assim
como foi realizado no estudo de Meccatti et al., 2023. Os valores de fendis totais do
EHJ 0,729 mg/mL e do EHA 0,754 mg/mL e de flavondides de 0 mg/mL e de 0,158
mg/mL, respectivamente. No estudo de Pinc et al., 2023, a quantidade de fendis totais
para o extrato de jabuticaba foi quantificada em 0,115 mg/mL, tal diferenca encontrada
com 0 nosso estudo pode estar atribuida aos métodos de extracdo e solvente utilizado,
o que interfere diretamente na composicdo quimica final dos extratos. No caso do
nosso estudo o solvente utilizado foi hidroetandlico e o utilizado por Pinc et al. (2023)
foi etandlico.

Em relacdo aos constituintes fitoquimicos que puderam ser identificados
através do perfil cromatografico, o estudo de Pinc et al. (2023) identificou compostos
fitoquimicos como o &cido elagico, acido galico e acido elagico corroborando os
compostos fitoquimicos encontrados no nosso estudo realizado por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (HPLC-DAD). Para o extrato de alecrim, o perfil
cromatografico feito por HPLC-DAD realizado por Lamponi et al. (2021) identificou
compostos como o acido clorogénico e o acido cafeoilquinico como constituintes
fitoquimicos, concordando também com os resultados do presente estudo.

Os niveis de atividade antioxidante realizado pelo mesmo estudo de Lamponi
et al. (2021) pelo teste colorimétrico de Folin-Ciocalteu, demonstrou 0,777 mg/mL de
atividade antioxidante, enquanto o nosso estudo apresenta valor de 0,059 mg/mL
podendo justificar-se pelo fato de a regidao de plantio terem sido completamente
distintas, com climas muito diferentes, o que influencia no solo, condi¢cées ambientais
em que as plantas estao inserida, podendo influenciar diretamente nas propriedades
finais dos extratos vegetais (Lamponi et al., 2021).

N&o foram encontradas na literatura consultada estudos que avaliaram as

propriedades antimicrobianas do extrato de jabuticaba na area odontologica, sendo
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este estudo pioneiro. Porém, demonstra boa acdo nos microrganismos utilizados no
estudo de Chavasco et al. (2014), com excecao das cepas de C. albicans que s6
demonstraram ag&o quando utilizado extrato da folha da jabuticabeira. Nosso estudo
utilizando extrato vegetal da casca de jabuticaba também n&o teve acdo sobre
nenhuma cepa de C. albicans. Em contrapartida, acdo antimicrobiana do extrato de
alecrim é bastante estudada na literatura e, assim como neste estudo, suas
propriedades contra microrganismos resistentes sao bastante significativas (Meccatti
etal., 2022; Alrasheed et al., 2023). Dentro das concentragdes utilizadas neste estudo,
uma vez que devemos levar em consideracdo que se pode ter uma vasta gama de
combina¢cdes de acordo com as concentracfes utilizadas, os efeitos dos extratos
apresentam maiores beneficios quando utilizado isoladamente.

Uma vez que ndo obtivemos valores relacionados a CIM por conta da
coloracdo e sedimentos dos extratos vegetais utilizados, os valores de CMM para o
extrato de alecrim variaram de 0,1 mg/mL até 2 mg/mL e de 2,5 a 5 mg/mL do extrato
de jabuticaba. A partir disso, podemos perceber que baixas concentracdes dos
extratos foram capazes erradicar a formagéo das culturas planctonicas de todas as
bactérias utilizadas neste estudo, pelo método de microdiluicdo em caldo, assim como
foi utilizado no estudo de Oliveira et al. (2017).

Embora este estudo ndo tenha obtido valores sinérgicos na associacdo dos
extratos, esse fato ndo inviabiliza a utilizacdo dos mesmos uma vez que apresentaram
resultados promissores na acgao antibiofilme para as cepas envolvidas na infeccao
endodontica secundaria quando utilizados de forma isolada. O estudo de Dalmagro et
al., (2022) corrobora com os nossos resultados obtidos, uma vez que néo obtiveram
valores sinérgicos dos extratos analisados, mas apresentaram uma boa atividade
antimicrobiana.

Muitos estudos demonstram propriedade antibiofilme bastante promissoras
dos extratos de plantas (Alam et al., 2020; Leite et al., 2020; Zeng et al., 2022). O
extrato hidroetanodlico de alecrim para a cepa clinica de E. faecalis, apresentou um
percentual de reducéo significativo para o tratamento realizado pelo periodo de 24 h,
tendo 40% de reducdo com uma concentracdo de 1mg/mL. Para as cepas de
microrganismos anaerdbios os resultados foram bastante promissores utilizando os
extratos isolados e concentragdes maiores do que as achadas nas culturas

planctbnicas, com reducéo de 51%-73% nos tratamentos realizados com extrato de
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jabuticaba no periodo de 5 min sobre cepas de F. nucleatum e de 35%-60% nos
tratamentos realizados com o extrato de alecrim. No periodo de 24 h os resultados
também foram bastante significativos uma vez que reduziram de 31% a 42% com o
extrato de jabuticaba e de 26% a 39% com o extrato de alecrim. Sobre as cepas de
P. gingivalis houve reducédo expressiva nos tratamentos feitos com o extrato de
jabuticaba no periodo de 5 min, promovendo uma reducao da viabilidade microbiana
de 31%-41%. Nos tratamentos realizados pelo periodo de 24 h houve reducéo
expressiva nas cepas que receberam tratamento com extrato de alecrim, tendo
reducao de 22%-57%.

Além de investigar efeitos terapéuticos dos extratos vegetais, € primordial
analisar sua biocompatibilidade, para que existam formulagbes com o objetivo de
agregar aos protocolos ja consagrados na literatura. No estudo in vitro de Lorenzo-
Real et al. (2019), foi concluido que o Oleo essencial de R. officinalis L. foi citotéxico
para macrofagos humanos, com efeitos prejudiciais a viabilidade celular. J& em
experimentos in vivo, o tratamento de ferimentos em ratos diabéticos mostrou melhor
reparo quando tratados com 6leo essencial de R. officinalis L. (Abu-al-basal et al.,
2010). Os extratos do nosso estudo apresentaram citotoxicidade sem diferenca
estatistica em relacdo ao controle tratado com hipoclorito de sédio 2,5%. Porém,
apresentaram uma menor reducédo percentual de viabilidade celular, ou seja, ha uma
melhor tolerancia celular e tal achado n&o inviabiliza o uso dos fitoterapicos, uma vez
que o hipoclorito de sodio € uma substancia amplamente utilizada e consagrada pela
literatura (Ruksakiet et al., 2020; Neelakantan et al., 2019; Plutzer et al., 2018).

Os resultados deste estudo sao promissores, uma vez que fizemos uso de
concentracdes baixas dos extratos que ja apresentaram resultados sobre os biofilmes
avaliados, assim como no estudo de Lorenzo-Real et al. (2019). Em um segundo
momento, pode-se utilizar concentracbes mais altas, a fim de testarmos novas
combinacdes e de aumentar os resultados positivos ja encontrados. Como pode ser
observado na literatura, ha bastante relevancia nos estudos que avaliam as acodes
terapéuticas dos extratos vegetais, mas poucos sao os estudos envolvendo extratos

hidroetandlicos, principalmente os evolvendo a area da endodontia.
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7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados apresentados, pode-se concluir que:

a) Os extratos hidroetanolicos de jabuticaba e de alecrim produzidos
apresentam em sua composicdo fitocompostos, como flavondides e fendis, acido
cafeoilquinico, galotanino, acido clorogénico, acido p-cumérico e quinona (EHJ) e
acido gélico, &cido p-cumarico, derivado do &cido cinamico, acido elagico (EHA),
identificados apés analise por HPLC;

b) Demonstraram importante acao antioxidante, sendo o EHA o mais potente
por apresentar menor concentracao de CEso;

c) O extrato de alecrim apresentou acao antibacteriana em cultura planctonica
para todos os microrganismos avaliados (E. faecalis, E. faecium, C. albicans, P.
gingivalis e F. nucleatum). O extrato de jabuticaba apresentou acdo microbicida para
E. faecalis, F. nucleatum e P. gingivalis. Com relacdo a associagédo dos extratos nao
foi verificada acéo sinérgica, mas foi verificada acao aditiva para cepa clinica de E.
faecalis 2;

d) Na analise antibiofime os extratos apresentaram a¢édo antimicrobiana nos
tempos de contato de 5 min e de 24 h para os microrganismos E. faecalis, F.
nucleatum e P. gingivalis;

e) Os extratos de jabuticaba e alecrim apresentaram citotoxicidade em

gueratinécitos humanos (HaCat) semelhante ao hipoclorito de sédio 2,5%.
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