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RESUMO

As infecgbes endoddnticas ocorrem como resultado da invasdo de microrganismos no sistema
de canais radiculares podendo atingir os tecidos perirradiculares. O primeiro passo na terapia
endodéntica consiste na eliminagdo dos microrganismos e na prevencao das reinfec¢des dos
canais radiculares. Substancias derivadas de plantas estdo sendo incorporados em diversos
produtos odontolégicos, devido as suas propriedades antiinflamatérias, antibacterianas e
antifungicas, além de ndo promoverem resisténcia antibidtica e serem biocompativeis em
concentragbes terapéuticas, criando novas perspectivas biologicas para o tratamento
odontoldgico. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a agdo antimicrobiana da silimarina
sobre cultura plancténica e sobre biofiilme de Enterococcus faecalis (ATCC 51299). Foram
realizados ensaios em cultura planctonica para determinar a concentracao inibitéria minima
(CIM) e concentracao bactericida minima (CBM) da silimarina. Biofilmes de E. faecalis foram
expostos a 5x e 10x CIM da silimarina (SIL) e controle de digluconato de clorexidina (CHX). Apds
exposicao por 24h, as culturas foram plaqueadas em MH agar e incubadas durante 24 horas
para posterior contagem das unidades formadoras de colénias (UFC) por mL. Os dados obtidos
foram estaticamente analisados, considerando p<0,05. Os resultados mostraram que a
concentragao de 1,25mg/mL de SIL foi considerada CIM pois reduziu 51,62% do crescimento de
E. faecalis, entretanto, somente 5mg/mL de SIL foi suficiente para eliminar 100% de E. faecalis
e considerada CBM. Nos ensaios de biofilme, SIL 10x CIM foi o agente que apresentou melhor
efeito contra biofilme de E. faecalis, reduzindo em cinco casas logaritmicas o crescimento deste
microrganismo. SIL 5x e CHX 10x apresentaram resultados semelhantes, reduzindo duas casas
logaritmicas o crescimento de E. faecalis. CHX 5X ndo diferiu dos controles. Conclui-se que
silimarina apresenta acédo contra E. faecalis, em condigbes planctonicas e em biofilme,
mostrando-se um agente biolégico promissor para a eliminagdo de microrganismos envolvidos
na infecgdo endoddntica.

Palavras-chaves: Biofilmes, Silimarina, Enterococcus faecalis, Teste de Sensibilidade

Microbiana.
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ABSTRACT

Endodontic infections occur because of the microorganisms invasion of the root canal system and
can reach the periradicular tissues. The first step in endodontic therapy consisted on the
elimination of microorganisms and prevention of reinfection of root canals. Herbal substances
have been incorporated in various dental products, due to its anti-inflammatory, antibacterial and
antifungal activities, besides no promote antibiotic resistance and be biocompatible at therapeutic
concentrations, creating new biological perspectives for dental treatment. The objective of this
study was to evaluate the antimicrobial action of silymarin on planktonic culture and on biofilms
of Enterococcus faecalis (ATCC 51299). Planctonic assays were performed to determine the
minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) of
silymarin. Biofilms of E. faecalis were exposed to 5X and 10X MIC silymarin (SIL) and the control
chlorhexidine digluconate (CHX). After exposure for 24h, the cultures were plated on Mueller-
Hinton agar and incubated for 24 hours to count the colony forming units (CFU) per ml. The data
were statistically analyzed, considering p <0.05. The results showed that the SIL at 1.25mg/mL
was considered CIM because reduced 51.62% of E. faecalis growth, however, only SIL at 5mg/mL
was sufficient to eliminate 100% of E. faecalis and considered CBM. In biofilm tests, SIL 10x MIC
was the agent who showed the best effect against biofilms of E. faecalis, reducing five logarithmic
houses of E. faecalis growth. SIL 5x and 10x CHX showed similar results, reducing two
logarithmic houses of E. faecalis growth. CHX 5X did not differ from controls. Concludes that
silymarin has action against E. faecalis in planktonic and biofilm conditions, showing a promising

biological agent for the elimination of microorganisms involved in endodontic infections.

Keywords: Biofilms, Silymarin, Enterococcus faecalis, Microbial Tests.
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1 Introducgao

As infec¢gdes endoddnticas ocorrem como resultado da invasdo de
microrganismos no sistema de canais radiculares podendo atingir os tecidos
perirradiculares. Assim o primeiro passo na terapia endoddntica consiste na
eliminacao dos microrganismos e na prevencao das reinfecgbes dos canais
radiculares (NAIR, 2004). Os microrganismos e a seus fatores de viruléncia sao
0s principais agentes para o surgimento de periodontites apicais pos-tratamento.
Além de alguns deles serem resistentes ao preparo quimico-mecanico ou
também chamado de biomecanico, eles podem infiltrar a porgdo coronaria do
elemento dental através de selamentos coronarios deficientes. Técnicas de
biologia molecular e cultura microbiana confirmaram que Enterococcus faecalis
€ um dos microrganismos mais prevalentes encontrados no canal radicular apds
o tratamento endoddntico (PINHEIRO et al., 2003; ENDO et al., 2014).

Enterococcus sao cocos Gram positivos que podem ser encontrados
isolados ou em pares, ou mesmo em curtas correntes. S&do anaerbbios
facultativos, que possuem a capacidade de crescerem na presenga ou auséncia
de oxigénio (GILMORE, 2002; ROCAS et al., 2004). Eles podem metabolizar
uma variedade de fontes de energia, como, hidratos de carbono, glicerol, lactato,
malato, citrato, arginina, entre outros (GILMORE, 2002). E. faecalis foi associado
com diferentes formas de doenca perirradicular incluindo infecgdes endodbnticas
primarias ou persistentes. Entre as infec¢gbes primarias, E. faecalis foi
encontrado mais frequentemente em lesdes perirradiculares cronicas
assintomaticas que com periodontites perirradiculares agudas ou abscessos
perirradiculares agudos, de 4 a 40% dos casos destas infec¢des (Rogas et al.,
2004). A frequéncia de E. faecalis em lesdes perirradiculares persistentes é
muito maior, em torno de 9 vezes mais provavel encontrar essa espécie que nos
casos de infeccdes primarias. A prevaléncia de E. faecalis em lesdes
perirradiculares recorrentes é de 24 a 77% (HANCOCK et al., 2001; ROCAS et
al., 2004 GOMES et al., 2004).

Idealmente, para que uma medicagao intracanal seja eficiente, ela deve
promover a eliminagcdo e impedir a proliferacdo de microrganismos
remanescentes, atuar como barreira fisico-quimica contra a infecgdo ou a
reinfeccdo por microrganismos, reduzir a inflamagéo perirradicular, neutralizar
produtos toxicos, controlar a reabsorgcdo dentinaria inflamatdria externa, além de

estimular a reparagao por tecido mineralizado (SIQUEIRA e LOPES, 1999).
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Porém, estudos vém mostrando a resisténcia de E. faecalis ao cimento de
hidroxido de calcio, principal medicacédo intracanal utilizada atualmente para
tratamento endodoéntico, tanto para casos de biopulpectomias quanto para
necropulpectomias. Essa resisténcia pode ser explicada por sua capacidade de
sobreviver em ambientes muito hostis, incluindo pH de extrema alcalinidade (em
torno de 9) e as altas concentragbes de sal, podendo resistir a sais biliares,
detergentes, metais pesados, azida, etanol e até mesmo a dessecagao
(TENDOLKAR et al. 2003; GILMORE, 2002).

No interior de tubulos dentinarios, foi demonstrado que E. faecalis é capaz
de resistir ao hidroxido de calcio por mais de 10 dias (HAAPASALO e ORSTAVIK
1987; ORSTAVIK e HAAPASALO, 1990). Essas espécies podem crescer em
intervalo de 10 a 45°C e podem sobreviver a temperaturas de até 60°C durante
30 minutos (TENDOLKAR et al. 2003). Os mecanismos de resisténcia de E.
faecalis resultam de mudangas fisiologicas ou estruturais na célula bacteriana,
uma estratégia de sobrevivéncia ao ataque dos agentes antimicrobianos (ENDO
et al., 2014). As principais espécies de Enterococcus adquiriram determinantes
genéticos que conferem resisténcia a varias classes de antibidticos, como,
eritromicina, clindamicina, cloranfenicol, tetraciclina e vancomicina (ENDO et al.,
2014; GOMES et al.,, 2011). Eles também sao capazes de compartilhar
caracteristicas de viruléncia entre as espécies, contribuindo ainda mais para sua
sobrevivéncia e capacidade em causar doenca (JETT et al., 1994). E. faecalis é
capaz de formar biofilme 1000 vezes mais resistentes a fagocitose, a anticorpos
e aos antimicrobianos usados atualmente (DISTEL et al., 2002).

Devido a resisténcia de E. faecalis as medicacdes intracanais, novas
propostas de tratamento estdo sendo estudadas. Substancias naturais derivadas
de plantas medicinais sdo fontes abundantes de compostos biologicamente
ativos que poderiam ser base para o desenvolvimento de novos medicamentos.
Em Odontologia, produtos derivados de plantas estdo sendo incorporados em
dentifricios, enxaguatorios e materiais dentarios, devido as suas propriedades
antiinflamatodrias, antibacterianas e antifungicas, além de ndo promoverem
resisténcia antibiética e serem biocompativeis em concentragdes terapéuticas,
criando novas perspectivas biologicas para o tratamento odontolégico
(HOTWANI et al., 2014; VERONICA et al., 2015). Estudos tém demonstrado a

eficacia antimicrobiana e antiinflamatéria de extratos de plantas isolados e/ou
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combinados contra patdogenos da carie dentaria e doenga periodontal
(CHANDRA SHEKAR et al., 2015).

Fitoquimicos sao moléculas promissoras que estdo sendo estudadas na
prevencao e tratamento de doencas orais, pois atuam tanto na eliminagao dos
patdgenos quanto no controle da resposta inflamatoria do organismo (PALASKA
et al., 2013). Flavonoides sdo exemplos desses fitoquimicos, compostos
fendlicos encontrados em células vegetais. Sao detectados nas frutas,
sementes, nozes, caules e flores, bem como nos derivados das plantas, como
chas, vinho, propolis e mel e representam um constituinte comum da dieta
humana (CUSHNIE e LAMB, 2005). Os flavonoides apresentam estrutura
quimica comum, sendo constituidos por dois anéis aromaticos (A e B) unidos por
trés carbonos que formam um anel heterociclico, denominado de anel C. De
acordo com as variagdes no anel C, os flavonoides sao divididos em seis classes
principais: flavondis, flavonas, flavanonas, flavandis (ou catequinas),
isoflavonoides e antocianidinas. Substituicbes dos anéis A e B originam
diferentes compostos dentro de cada classe de flavonoides (CUSHNIE e LAMB,
2005). Diversas sao as propriedades clinicas dos flavonoides ja relatadas na
literatura, entre elas, atividade antioxidante, inibicdo enzimatica, atividade
antiinflamatoéria, atividade vascular, estrogénica, anti-tumor e atividade
antimicrobiana. Assim, ndo € surpresa que o interesse pela pesquisa com essas
substancias tem crescido na area biomédica (HARBORNE e WILLIANS, 2000).

O termo “fitoestrogenos” inclui principalmente dois grupos de compostos,
os isoflavonoides e os lignanos, que estao presentes em quantidade significativa
na dieta humana (LAMPE et al.,, 2003). Apesar de terem sido identificados
originalmente por sua fraca atividade estrogénica, os isoflavonoides tém uma
variedade de atividades bioldgicas, modulando fatores de risco para doencgas
crdnicas, como as cardiovasculares e 6sseas (NESTEL et al., 1997; POTTER et
al., 1998). Isoflavonoides sao encontrados em varias leguminosas, como soja,
lentilhas, feijdes, entretanto, os graos de soja sdo os alimentos que apresentam
consideraveis quantidades de isoflavonoides. Alguns deles apresentam
potencial como terapias de quimioprevengao contra problemas associados com
a menopausa, em particular a osteoporose, também com doengas
cardiovasculares e tumores (MCCUE e SHETTY, 2015).

Os oleos de sementes (linhaga, soja), cereais integrais (trigo, aveia,

centeio), entre outros, sdo ricos em lignanos (LAMPE et al., 2003). A forma
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flavonolignano é composta de uma parte flavonoide e uma parte lignano. Uma
fonte rica de flavonolignanos é a silimarina, um extrato do caldo do “leite” das
sementes de Silybum marianum. A silimarina € um flavonoide polifendlico
constituida por uma mistura de trés principais isdmeros estruturais: silibinina,
isosilibina e silicristina (VALENZUELA e GARRIDO, 1994; SKOTTOVA et al.,
2004). O mecanismo de agao da silimarina ainda estd por ser definida e
provavelmente é multifatorial (Saller et al. 2008). A silimarina também exerce
importante agao antinflamatdria in vivo, sendo utilizada no tratamento clinico de
doencas hepaticas inflamatorias e alcodlicas (Johnson et al., 2003; Falasca et
al., 2008). A silibinina € o componente mais ativo da silimarina (Silybum
marianum) que possui efeitos antiinflamatdérios, citoprotetores, antifibréticos e
anticarcinogénicos. Também apresenta potencial em inibir a formacéo de
osteoclastos pela atenuagéo das cascatas associadas a RANKL e TNF-a. (YING
et al. (2013) também mostrou que silibinina aumenta a diferenciacéo
osteoblastica pela indugao da expressao de BMPs e ativacédo das vias RUNX2 e
BMP. Quanto a atividade antimicrobiana, silibinina apresentou excelente efeito
contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis e Bacillus subtilis (OZCELIK et al., 2011).
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2 Objetivos

A proposta do trabalho € analisar a agao antimicrobiana da silimarina sobre
cultura plancténica e sobre biofiime de Enterococcus faecalis (ATCC 51299),
principal microrganismo envolvido em casos de reinfecgédo do sistema de canais

radiculares.
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3 Materiais e métodos
3.1 Preparo dos agentes antimicrobianos

A silimarina avaliada no estudo foi manipulada a partir do extrato das
sementes de Cardo-mariano ou Silybum marianum (80% de Silimarina e demais
excipientes — celulose, celulose vegetal da capsula, estearato de magnésio,
amido de milho sem agucar) pela Farmacia de manipulagdo Farma Férmula,
Aracgatuba, Sao Paulo, Brasil. Esta foi dissolvida em uma concentragao inicial de
10 mg em alcool etilico (P.A — ACS - Dinamica®) a 50% em agua deionizada
estéril e estocadas em microtubos em temperatura de 4°C. A solugdo de
digluconato de clorexidina (CHX 20% em H20), utilizada como controle no
presente estudo, foi dissolvida em &gua deionizada estéril para uma
concentracdo de 20 mg/mL Todas as solugdes foram filtradas com filtros

acoplados a seringa de membranas de 0,2 um (Kasvi, Curitiba, PR, Brasil).

3.2 Avaliagéo da atividade antimicrobiana
3.2.1. Cepas bacterianas e as condi¢des de crescimento

A atividade antimicrobiana da silimarina foi avaliada contra a cepa padrao
de Enterococcus faecalis (ATCC 51299), gentilmente cedida pela Fundacéao
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ - Rio de Janeiro, Brasil). A pureza da cepa foi
confirmada pelo método de Gram. Suspensdes microbianas foram preparadas a
partir de culturas previamente cultivadas em Brain Heart Infusion Agar - BHIA
(Disco Laboratories), e incubadas a 37°C durante 24 h em atmosfera de 5% de
CO2 (Incubadora, HF212-UV). Todos os experimentos foram realizados em

triplicatas e em trés dias independentes.

3.2.2. Determinacdo da concentracédo inibitéria minima (CIM) e a concentracéo
bactericida minima (CBM)

A concentragao inibitéria minima (CIM) e a concentragao bactericida minima
(CBM) foram obtidos pelo método de microdiluicdo em caldo usando placas de
microtitulagdo de 96 pogos, com base nos critérios da CLSI M7-A9 (2012) para
bactérias e modificadas por MOR et al. (1994). Apés a reativacéo, E. faecalis foi
cultivado em caldo de BHI a 37°C durante 24 h em 5% de CO2. A cultura
microbiana foi cultivada até atingir a densidade Optica corresponde a fase
mediana logaritmica (midlog) — OD = 0,5 (Abs 550nm) estabelecidas

previamente para o microrganismo e este foi diluido 1000x em caldo Mueller
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Hinton (MH) 2x concentrado. A concentragdo final da suspens&o de bactéria no
interior dos pogos foi de aproximadamente 1-5x10°UFC/ml. Digluconato de
clorexidina (CHX) foi utilizado como controle positivo e as culturas sem o agente
antimicrobiano como controles negativos. A silimarina foi diluida em série
(concentragdes de 5000 a 0,24ug/mL) em agua deionizada esterilizada, de forma
a obter suas concentracbes de forma decrescente. 50uL das suspensodes
microbianas foram inoculadas em 50ul da diluicao seriada da silimarina em cada
um dos pogos. As microplacas foram incubadas a 37°C durante 24 horas. Em
seguida, 15 yL de resazurina (R7017 Sigma-Aldrich) a 0,01% foram aplicados
em cada poco e incubados durante 4h para determinar a viabilidade celular. Apos
aincubacgéo, o ultimo pogo azul (CIM) e, pelo menos, trés pogos anteriores foram
diluidas em série e plaqueadas em MH agar para a determinacédo do CBM. As
bactérias viaveis foram contadas para determinar o numero de unidades

formadoras de colénia/mL (UFC/mL).

3.2.3. Formacéo de biofilme em microplacas de poliestireno

Os ensaios foram conduzidos com biofilmes de E. faecalis e os agentes
antimicrobianos (silimarina e CHX) foram aplicados nas concentragbes de 5x ou
10x de sua CIM. Esses ensaios foram realizados de acordo com BUDZYNSKA
et al. (2011) com algumas modificagcbes. Em microplacas de poliestireno estéril
de 96 pocos de fundo em U, 20 ul da suspensido de E. faecalis
(aproximadamente 1-5x108 UFC/ml) foram inoculados em cada um dos pogos
contendo 180 ul de BHI caldo suplementado com 1% de glicose. As placas foram
incubadas a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO2. Apds 24 horas, os meios
de culturas foram removidos e os pogos foram lavados com solucao salina estéril
(NaCl a 0,9%) para subsequente adigao dos 20ul do agente antimicrobiano
(silimarina/controles) e 180ul de BHI glicose a 1%. As microplacas foram
incubadas novamente nas mesmas condi¢cdes durante 24 horas. Todos 0s pogos
foram plagqueados em BHI agar e as placas incubadas durante 24 horas para
posterior contagem das UFC/mI. A clorexidina (5 ou 10x CIM) foram usadas
como controles positivos, bem como biofilme em agua ou em etanol 50% sem
agentes antimicrobianos para avaliar a viabilidade dos microrganismos testados

sem fornecer nutrientes ou agentes toxicos para eles.
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3.3. Analise estatistica

Os dados de contagem bacteriana (UFC) foram convertidos em log10 para
posterior analise estatistica dos dados. Apds verificagao da homocedasticidade
dos dados pelo teste de Levene, os valores de log UFC da atividade sobre
biofilme de E. faecalis foram submetidos aos testes de ANOVA/Tukey,
considerando p<0,05. As analises foram realizadas no programa estatistico
SPSS versao 17.0.
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4 Resultados
4.1. Determinacédo da CIM e CBM

A tabela 1 mostra os resultados obtidos de CIM e CBM para a silimarina e
clorexidina contra E. faecalis. Os resultados mostraram que a concentragao de
1,25mg/mL de silimarina foi considerada CIM pois reduziu 51,62% do
crescimento de E. faecalis, entretanto, somente 5mg/mL foi suficiente para
eliminar 100% de E. faecalis e considerada CBM. A clorexidina teve efeito
bactericida em concentracdo bem inferior a da silimarina (0,01 mg/mL), como

esperado para controle positivo do experimento.

Tabela 1. CIM e CBM (em mg/mL) de silimarina (SIL) e clorexidina (CHX) contra
E. faecalis

CIM CBM
% redugao bacteriana* % redugao bacteriana
Média (Desvio Padréo) Média (Desvio Padrao)
1,25 5
SIL
51,62 (1,33) 100
0,005 0,01
CHX
78,46 (3,73) 100

* Calculada a partir do controle — meio de cultura sem antimicrobianos — 100%
de crescimento Férmula: 100-(valor log UFC do antimicrobiano*100)/valor log

UFC do controle sem antimicrobiano.

4.2. Atividade contra biofilme de E. faecalis

A figura 1 mostra os valores de contagem bacteriana em log (UFC) apés
aplicagao de silimarina (SIL) ou clorexidina (CHX) na concentragao de 5x ou 10x
da CIM. Os resultados mostraram que SIL na concentragdao de 10x CIM foi o
agente que apresentou melhor efeito contra biofilme de E. faecalis, reduzindo em
cinco casas logaritmicas o crescimento deste microrganismo. SIL 5x e CHX 10x

apresentaram resultados semelhantes, reduzindo duas casas logaritmicas o
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crescimento de E. faecalis. CHX 5X nao diferiu dos controles — meio de cultura

contendo ou nao etanol a 50% (diluente da silimarina).

12

Log (UFC)
E~Y )]

a,c c c
a a
10
b
8 -
2 '
O T T T T T 1

SIL 5x SIL 10x CHX 5x CHX 10x  CONT ETANOL CONT H20
MEDIA DESVIO PADRAO

SIL 5x 8,747688503 2,024759258
SIL 10x 6,407042685 1,304254497
CHX 5x 10,15785436 0,987872964
CHX 10x 8,307895198 2,16957408
CONT ETANOL 10,96670099 0,156092533
CONT H20 11,04246717 0,114477948

Figura 1. Efeito da silimarina (SIL) e clorexidina (CHX) sobre biofilme de E.
faecalis. SIL — silimarina, CHX — clorexidina, CONT — controle, 5x CIM, 10x CIM.

a Letras minusculas diferentes mostram diferenca estatistica entre os grupos, de

acordo com ANOVA/Tukey, p<0,05.
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5 Discussao

As plantas sintetizam uma mistura de compostos quimicos com ampla
agao contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas com a intencao de se
proteger da infeccdo microbiana (LEWIS, 2001). A silimarina € uma mistura de
isdmeros de flavonolignanos: silibina (ou silibinina), isosilibina, dehidrosilibina,
silicristina, silidianina e dois flavonoides, taxifolina e quercetina. Essa mistura é
extraida principalmente das sementes secas da planta Silybum marianum ou
conhecida como cardo de leite (milk thistle), encontrada nos EUA, Europa e
Africa do Sul. Estudos prévios tem mostrado que a silimarina ou seus
componentes isolados apresentam acgao contra diversas espécies bacterianas
(JUNG & LEE, 2008; KANG et al., 2011; EVREN & YURTCU, 2015) e fungicas
(LEE et al., 2011). No presente estudo, a silimarina a 1,25mg/mL inibiu 51,62%
(CIM) e a Smg/mL inibiu 100% (CBM) do crescimento de E. faecalis, em
condigdes plancténicas. Evren & Yurtcu (2015) determinaram a CIM e CBM de
silimarina (Sigma S0292) sobre bactérias Gram-positivas como: S. epidermidis
ATCC 12228, S. epidermidis ATCC 35984, S. aureus ATCC 29213, MRSA ATCC
43300 e Enterococcus fecalis ATCC 29212 e bactérias Gram - negativas como
K.pneumonia ATCC 700603, P. aeruginosa ATCC 27853, e E. coli ATCC 25922.
Os valores de CIM variaram de 60 a >241ug/mL. As bactérias Gram-positivas
foram inibidas em concentracdes entre 60 e 120 ug/mL e os valores de CBM
foram maiores que 241 ug/mL. Neste estudo, E. faecalis teve seu crescimento
inibido por 120 pg/mL de silimarina. Comparando-se com o estudo de Lahlah et
al. (2012), extratos butandlicos ou de cloroférmio de Silybum marianum
apresentaram CIM para Staphylococcus albus que variaram de 7 a 10mg/mL e
CBM de 28 a 41 mg/mL. Essas diferencas nas concentracées de CIM e CBM
dos estudos sao inerentes ao método usado para determinacédo da atividade
antimicrobiana e também do tipo/fonte ou dose dos extratos dos agentes
antimicrobianos (LEE et al.,, 2011; KANG et al., 2011; LAHLAH et al., 2012;
EVREN & YURTCU, 2015).

No presente estudo, a acdo contra biofime de E. faecalis também foi
testada. Os resultados mostraram que silimarina na concentragéo de 10x CIM foi
0 agente que apresentou melhor efeito contra biofilme de E. faecalis, reduzindo
em cinco casas logaritmicas o crescimento deste microrganismo. Silimarina 5x

reduziu duas casas logaritmicas o crescimento de E. faecalis. Evren & Yurtcu
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(2015) observaram que a viabilidade celular em biofiimes de S. epidermidis
ATCC 35984 foi reduzida pela silimarina de maneira dose-dependente. Assim,
houve reducédo de 13, 46 e 99% do biofilme com 0,03, 0,5 e 1 mmol/L
(aproximadamente 0,5 mg/mL) de silimarina. Segundo esses autores, este € o
primeiro estudo que avalia a ag¢ao antibiofilme da silimarina, dificultando assim
comparagao dos resultados obtidos. Os biofiimes sdo comunidades de
microrganismos que se acumulam em uma matriz polimérica extracelular. A
habilidade de alguns microrganismos em formar biofilme contribui para a
resisténcia antibiotica e falhas no tratamento (HALL et al., 2014). A combinacgéo
de agentes antimicrobianos vem sendo estudada para promover o uso efetivo de
antibidticos, aumentando sua atividade, sem causar resisténcia microbiana e
reduzindo a toxicidade (JUNG & LEE, 2008). Assim, diversos autores estao
propondo a associagao da silimarina ou de seus componentes principais, como
a silibinina, com antibiéticos, a fim de verificarem possiveis sinergismos entre
esses agentes antimicrobianos e reduzir a concentracdo de uso de ambos os
agentes. De Oliveira et al. (2015) observaram que a combinagao de silimarina
reduziu os valores de CIM para aminoglicosideos (amicacina e gentamicina)
contra Escherichia coli e S. aureus e ambas silimarina e silibinina reduziram a
CIM de ciprofloxina contra Pseudomonas aeruginosa. Kang et al. (2011) também
observaram efeitos sinérgicos entre silibinina e oxacilina ou amplicina contra
isolados de S. aureus meticilina resistentes. Para bactérias cariogénicas (S.
mutans, S. sobrinus, S. gordonii, entre outros) e periodontopatogénicas (A.
actinomycentemcomitans, F.nucleatum, P. intermedia e P. gingivalis) a
combinagdo de silibinina reduziu os valores de CIM para ampicilina e
gentamicina em 4 a 8x (LEE et al., 2012).

Pouco ainda é conhecido sobre o mecanismos de acao da silimarina
contra bactérias. Acredita-se que compostos fendlicos podem formar complexos
com proteinas soluveis que se aderem na parede celular bacteriana (TSUCHIYA
et al, 1996). Além disso, estudos tem mostrado que flavonoides tem mostrado
efeito inibitério sobre a atividade da enzima DNA topoisomerase, que
desempenha papel importante na replicagdo e enovelamento do DNA, formando
complexos que alteram a capacidade de ligagado da enzima (WANG et al., 2010).
Paralelamente, flavonoides também parecem alterar a permeabilidade da

membrana celular, favorecendo a entrada dos antibidticos (BURT, 2004).
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A silibinina isolada tém mostrado valores mais reduzidos de CIM e
CBM quando comparados a silimarina, confirmando seu papel como principio
ativo da silimarina. Valores de CIM50 e CIM90 para bactérias cariogénicas
variaram de 0,025 e 0,2 pyg/mL e de 0,1 a 0,8 ug/mL, respectivamente, enquanto
que para periodontopatogenos esses valores foram 0,1-0,4 ug/mL and 0,4-3,2
M g/mL, respectivamente (LEE et al., 2012). Quanto a atividade antimicrobiana,
silibinina apresentou excelente efeito contra Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Bacillus subtilis (OZCELIK et
al., 2011). Assim, novos estudos com o principio ativo da silimarina e com
possiveis combinacdes deste principio com antibidticos ou outros agentes
antimicrobianos sdo necessarios a fim de se continuar a busca por terapias

bioldgicas que possam auxiliar na eliminagédo de patdgenos orais resistentes.
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6 Conclusao

Conclui-se que silimarina apresenta agdo contra E. faecalis, em condi¢des
planctdnicas e em biofilme, mostrando-se um agente biolégico promissor para a

eliminacao de microrganismos envolvidos na infecgao endodéntica.
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