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RESUMO







GALLAS, J.A. Potencial antimicrobiano de extratos derivados da roma (Punica
granatum L.) contra patdégenos relacionados a infec¢cao endodoéntica. Dissertacao
(Mestrado) — Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo,
Ribeirdao Preto, 2017.

A biodiversidade da flora brasileira abre a possibilidade de estudos com extratos naturais
para formulacdes de solugdes irrigantes bactericidas e biocompativeis para uso na terapia
endodoéntica. Este estudo teve como objetivo analisar o potencial antimicrobiano de extratos
da Punica granatum L. (P. granatum) contra micro-organismos presentes nas infecgdes do
sistema de canais radiculares. Foram preparados extratos hidroetandlicos (50% etanol e
50% agua) na concentracao de 100 mg/mL, a partir da liofilizagéo da casca, folha e semente
da P. granatum, contra os seguintes microrganismos: Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis e Candida albicans. Os grupos foram
distribuidos de acordo com o extrato de P. granatum: G1 — etanol 50% (controle positivo),
G2 - hipoclorito de sodio 1% (NaOCI) (controle negativo), G3 — Extrato da casca, G4 —
Extrato da folha, G5 — Extrato da semente. A capacidade antimicrobiana dos extratos foi
avaliada pelo teste de difusdo em agar, concentragao inibitéria minima (CIM) e concentragéao
bactericida/fungicida minima (CBM/CFM). Os dados, em mm, foram analisados por Analise
de Variancia e teste de Tukey (p<0,05). Pelo teste de difusdo em agar, verificou-se que,
independentemente do micro-organismo, o maior halo de inibicdo foi encontrado para o
controle positivo (30,76 + 4,73 a), seguido da casca e folha, que ndo apresentaram diferenca
significante entre si (23,32 + 3,65 b e 21,08 + 2,28 b, respectivamente). A semente
apresentou o menor halo de inibigdo microbiana (17,83 + 6,92 c) (p<0,05). Na comparacao
isolada para cada micro-organismo, os extratos da casca e folha apresentaram atividade
antimicrobiana semelhante ao NaOCI para a bactéria S. mutans (p=0,0000), além de
exercerem bom efeito antimicrobiano sobre os demais micro-organismos. Para as bactérias
E. faecalis e E. coli, os extratos (casca, folhna e semente) apresentaram halos de inibigao
semelhantes entre si (p>0,05), porém inferiores aos obtidos pelo controle positivo. Com
relagcdo a CIM e CBM/CFM, encontrou-se efeito bactericida e bacteriostatico para todos os
extratos. Verificou-se maior zona de inibicdo para o extrato da casca contra a C. albicans
(CIM = 6,25 mg/mL e CFM = 12,5 mg/mL), seguido da S. aureus (CIM e CBM =12,5 mg/mL).
Concluiu-se que, os extratos hidroalcodlicos de P. Granatum L. apresentaram atividade
antimicrobiana contra os patdégenos orais comuns nas infecgbes endoddnticas, com a maior

atividade para os obtidos da casca e folha.

Palavras-chave: solugdes irrigantes, atividade antimicrobiana, Punica granatum L., extrato

natural, roma






ABSTRACT







GALLAS, J.A. Antimicrobial potential of extracts from pomegranate (Punica granatum
L.) against endodontic pathogens — Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto,

Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2017.

Brazilian flora biodiversity opens possibility of studies with natural extracts for bactericidal
and biocompatible solutions for use in endodontic therapy. The purpose of this study was to
investigate the antimicrobial effect of Punica granatum L. (pomegranate) against pathogens
of infections from root canal system. Ethanolic solutions (50% ethanol and 50% water) were
prepared in 100 mg/mL of lyophilized extracts derived from the peel, seed and leaf of
pomegranate, against the following oral microorganisms: Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis and Candida albicans. The groups
were distributed according to the extract tested for root canal irrigation: G1 - 50% ethanol
(positive control), G2 - 1% sodium hypochlorite (NaOCI) (negative control), G3 - Solution of
the peel, G4 — Seed solution, G5 - Solution of the leaf. The antimicrobial capacity of the
extracts was evaluated by the agar diffusion test, minimum inhibitory concentration (MIC)
and minimum bactericidal / fungicidal concentration (MCB/MFC). The data were analyzed by
ANOVA (extracts and microorganisms) and Tukey test (p<0.05). By the diffusion test in agar,
it was verified that, independently of the microorganism, the largest inhibition zone was found
for the positive control (30.76 + 4.73 a), followed by peel and leaf, which did not presented
significant difference between them (23.32 + 3.65 and 21.08 = 2.28 b, respectively). The
seed had the lowest of microbial inhibition zone (17.83 £ 6.92 c) (p<0.05). In the isolated
comparison for each microorganism, peel and leaf extracts presented antimicrobial activity
similar to NaOCI for S. mutans (p = 0.0000), besides having a good antimicrobial effect on
the other microorganism. For the E. faecalis and E. coli, the extracts (peel, leaf and seed)
had similar inhibition zones (p>0.05), but lower than those obtained by the positive control.
Regarding MIC and MBC/MFC, it was found a bactericidal and bacteriostatic effect for all
extracts. The P. granatum peel extract had greater inhibition zone against C. albicans (MIC =
6.25 mg/mL and MFC = 12.5 mg/mL), followed by S. aureus (MIC and MBC = 12.5 mg/mL).
It may be concluded that the hydroalcoholic extracts of P. granatum L. presented
antimicrobial activity against oral pathogens common in endodontic infections, with the

highest activity for those obtained from the peel and leaf.

Keywords: irrigating solutions, antimicrobial activity, Punica granatum L., natural extract,

pomegranate
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Os micro-organismos presentes na microbiota oral constituem-se nas principais
fontes de agresséo persistente, sejam patologias pulpares ou perirradiculares, que além de
induzirem alteragbes teciduais sdo capazes de perpetua-las (ESTRELA et al., 2003;
BERBER et al.,, 2006; SIQUEIRA et al., 2009). A presenga de micro-organismos no
ambiente pulpar, principalmente de anaerodbios facultativos, tem como consequéncia a
inflamacgao, e posterior necrose (JORGE, 2007; NAIR, 2004).

De acordo com a situagdo clinica em que se estabelecem, as infec¢des dos sistemas
de canais radiculares podem ser classificadas em primarias ou secundarias (ESTRELA et
al., 2003; GOMES et al., 2009; SIQUEIRA et al., 2009). A infeccao primaria é decorrente da
colonizagao dos canais apds a necrose do tecido pulpar (PAGLIARULO et al., 2016). Apés o
preparo biomecanico e acdo da medicacgio intracanal, podem permanecer micro-organismos
nos canais, por vezes devido a deficiéncia dos agentes antimicrobianos (JORGE, 2007).
Esses micro-organismos, que ndo estavam presentes na inicial, podem gerar subprodutos
(endotoxinas) que estao associados a infec¢do secundaria, caracterizada por complicagbes
no atendimento clinico, pds-operatério imediato (processos inflamatérios agudos) ou
mediato (lesbes persistentes) (BERBER et al., 2006; STUART et al, 2006; PAGLIARULO et
al., 2016).

A microbiota envolvida nestes dois tipos de infeccdo é diferente, podendo variar de
acordo com o tempo de infecgdo (SIQUEIRA et al., 2009) ou em fungao da exposigao direta
dos canais radiculares ao meio oral (ESTRELA et al.,, 2003). Cerca de 150 espécies
microbianas ja foram isoladas em canais radiculares, sendo que um unico canal radicular
apresenta em média 5 a 7 espécies microbianas infectantes (GOMES et al., 2009). Dentre
esses micro-organismos, destacam-se alguns presentes em lesdes iniciais e persistentes
dos canais radiculares, como a Escherichia coli (E. coli) (ABDOLLAHZADEH et al., 2011;
ASADISHAD et al., 2012; PAGLIARULO et al., 2016) que é gram-negativa; o Enterococcus
faecalis (E. faecalis) (GOMES-FILHO et al.,, 2008; ZEYUN et al., 2011), Streptococcus
mutans (S. mutans) (UMAR et al., 2016) e Staphylococcus aureus (S. aureus) (GOMES-
FILHO et al., 2008; PAGLIARULO et al.,, 2016) que sao bactérias aerdbias e anaerdbias
facultativas, gram-positivas. Além disso, estudos tem demostrado a presencga da levedura
Candida albicans (C. albicans) em infec¢des dos canais radiculares (BAKKIYARAJ et al.,
2013; ROSAS-BURGOS et al., 2016).

Durante a instrumentacdo dos canais radiculares, substancias tém sido utilizadas
com o proposito de eliminar micro-organismos e neutralizar seus subprodutos (VIANNA et
al., 2006; OLIVEIRA ET AL., 2007). Além disso, é recomendado que o irrigante nao tenha
toxicidade aos tecidos orais e promova lubrificacdo e dissolucdo dos remanescentes
teciduais (ESTRELA et al., 2003; BERBER et al., 2006; SIQUEIRA et al., 2009).
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Os produtos quimicos mais utilizados como agentes irrigantes sdo a clorexidina
(CHX) e hipoclorito de sédio (NaOCI) (BERBER et al., 2006; BARNHART et al., 2005;
HAJIFATTAHI et al., 2016). A clorexidina, em gel ou solugdo, possui amplo espectro de
acado antimicrobiana e a vantagem de apresentar substantividade e baixa citotoxicidade,
mas nao dissolve tecidos pulpares (SENA et al., 2006). O hipoclorito de sédio também
apresenta amplo espectro de agdo antimicrobiana com efetividade comprovada, além da
capacidade de dissolver tecidos (GOMES- FILHO et al, 2008; SIQUEIRA et al., 2009;
MAHBOUBI et al., 2015). Porém, o NaOCI possui efeitos adversos quando em contato com
os tecidos perirradiculares, gosto e cheiro desagradaveis, e capacidade de causar reagdes
alérgicas nos pacientes (GOMES-FILHO et al, 2008; MAHBOUBI et al., 2015; HAJIFATTAHI
et al.,, 2016). Ademais, estudos apontam efeito citotoxico do NaOCI nos tecidos bucais,
mesmo em concentragdes mais baixas (0,5 a 1%), agindo de forma rapida e direta sobre as
células (BARNHART et al., 2005; SIQUEIRA et al., 2009).

Dessa forma, é constante a busca por solugdes a base de extratos naturais com
efeito antimicrobiano e com compatibilidade bioldgica para que possam ser utilizadas na
pratica clinica (ABDOLLAHZADEH et al., 2011; GHONMODE et al., 2013; ASAHI et al.,
2014; LI et al., 2014; ZIOTTI et al., 2016). Had muitos anos as plantas com propriedades
medicinais sado utilizadas para manutencdo da saude, e nas ultimas décadas, as da flora
brasileira passaram a ser mais estudadas, especialmente no que se refere a atividade
antimicrobiana (NASCIMENTO et al., 2000; VAHABI et al., 2011; DE ROSSI, et al., 2014),
culminando com o desenvolvimento de fitoterapicos para uso odontolégico. Como exemplo
tem-se a propolis (Dalbergia ecastophyllum), que se destaca pela agao contra bactérias
orais gram-positivas (KORU et al., 2007); o alcaguz (Glycyrrhiza glabra), que apresenta
diversas substancias com atividade antimicrobiana (FUKAI et al., 2002); o barbatiméo
(Stryphnodendron), que possui taninos que apresentam efeito bactericida e antiviral
(SANTOS et al., 2009; DE ROSSI, et al., 2014) e a roma (Punica granatum L.), que possui
alta concentragdo de flavondides que proporcionam agao antioxidante e antimicrobiana
(TYAGI, 2012 ZARFESHANY et al, 2014; HAJIFATTAHI et al., 2016).

A roma é uma fruta originaria do Oriente Médio, com sementes revestidas por polpa
avermelhada, coberta por casca de cor castanho brilhante e contém o suco em bolsas
individuais (FISCHER et al., 2011; ZARFESHANY et al., 2014). O pericarpo, o liquido das
sementes e a casca possuem polifendis ou compostos fendlicos, que sdo os flavondides
(flavonas, catequinas, antocianidinas), acidos polifendlicos (acido elagico, punicalaginas,
acido galico), e taninos (proantocianidina), que encerram propriedades adstringentes,
antifungicas, atividade antioxidante, efeitos anti-inflamatérios e atividade antibacteriana
(FISCHER et al.,, 2011; SALWE et al.,, 2016; ZANDISWA & MRUDULA, 2016). Os

compostos polifendlicos, (punicalagina e acido elagico) sdo os principais responsaveis pela
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agao antimicrobiana do extrato, pois aumentam a quebra da estrutura da membrana
bacteriana e de leveduras, além de interferirem no mecanismo de aderéncia dos micro-
organismos a superficie dentaria (VASCONCELOS et al., 2006; SALWE et al., 2016; UMAR
et al., 2016).

A punicalagina € um tanino hidrolisavel com atividades antioxidante e antiinflamatéria
reconhecidas, se destacando como promissora molécula multifuncional pelo seu potencial
de promover a saude (SINGH et al., 2002; GONZALEZ-MOLINA et al., 2009; DIKMEN et al.,
2015). O acido elagico constitui-se um polifenol menor, derivado da punicalagina, sintetizado
por multiplas espécies de plantas, com fungdo de proteger os tecidos contra a luz
ultravioleta, virus, bactérias e parasitas, além de elevado potencial antioxidante (SEERAM et
al., 2005; KIRAZ et al., 2016; UMAR et al., 2016). Apesar dos componentes puros terem
comprovada agao antimicrobiana (SEERAM et al., 2005), poucos sédo os estudos na area
odontoldgica que avaliam os compostos isolados do fruto (casca e polpa) e folhas da roma.

Estudos na area alimenticia, médica e odontolégica, demonstraram a eficacia da P.
granatum L. para inibigdo do crescimento de patdégenos como C. albicans (BAKKIYARAJ et
al., 2013; ROSAS-BURGOS et al.,, 2016), S. mutans (UMAR et al., 2016) e E. coli
(ABDOLLAHZADEH et al., 2011; ASADISHAD et al., 2012). O extrato metandlico da casca
da P. granatum foi investigado contra E. faecalis (HAJIFATTAHI et al., 2016) e S. aureus
(GOMES-FILHO et al.,, 2008; PAGLIARULO et al.,, 2016) e mostraram resultados
promissores. A variagao hidroalcodlica do epicarpo da roma inibiu a formacao de placa
supragengival com a mesma eficiéncia da clorexidina (MAHBOUBI et al., 2015), e reduziu
patdgenos periodontais, como o P. gengivalis (ZANDISWA & MRUDULA, 2016). Além da
capacidade antimicrobiana, a toxicidade da solugdo também deve ser levada em
consideracao. Estudos tém demonstrado que extratos de P. granatum L. possuem baixa
toxicidade em macrégafos e linfécitos (KAO et al.,, 2012; PARK et al., 2016), e inibem o
crescimento de células tumorais, em concentragbes que variam de 10 ug/mL até 1000
ug/mL (SEERAM et al., 2005; KAO et al.,, 2012; KIRAZ et al.,, 2016). Recentemente
NIRWANA et al. (2017) demostrou aceleragdo no processo cicatrizante em alvéolos apos
extracdo dental em cobaias quando da utilizagao de gel de roma.

Portanto, frente a presenca de diferentes compostos fendlicos na roma, bem como
sua ampla utilizagdo da area da saude, torna-se fundamental o desenvolvimento de novas
solugcdes que possibilitem uma diminuicdo de efeitos adversos e biocompativel, como o
desenvolvimento de solugdes irrigantes naturais, de Punica granatum L. para a irrigagdo dos

canais radiculares.
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O presente estudo tem como objetivo geral desenvolver e analisar, in vitro, o
potencial antimicrobiano de diferentes solugdes provenientes da casca, folha e semente da
roma (P. granatum) contra micro-organismos relacionadas a infeccdo endoddntica. Para

tanto, o estudo possuira os seguintes objetivos especificos:

e Desenvolver solucbdes hidro alcodlicas em diferentes concentragbes a partir da
liofolizagéo da casca, folha e semente da P. granatum;

e Avaliar a atividade antimicrobiana das solugdes hidro alcodlicas da casca, folha e
semente da P. granatum, pelo método de difusdo em agar (halo de inibicdo) contra
0s seguintes micro-organismos: Escherichia coli (ATCC 8739), Staphylococcus
aureus (ATCC 6538), Streptococcus mutans (ATCC 25175), Enterococcus faecalis
(ATCC 4683) e Candida albicans (ATCC 1023);

e Determinar a concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentracao
bactericida/fungicida minima (CBM, CFM) das solugdes hidro alcodlicas extraidas da
casca, folha e semente da P. granatum contra 0s mesmos micro-organismos

supracitados;






MATERIAL E METODOS







| 45

Delineamento experimental

Foi realizado um estudo in vitro com solugdes hidro alcodlicas dos extratos da casca,
folha e semente da P. granatum, contra micro-organismos comumente encontrados nas
infecgbes endoddnticas, com o controle positivo hipoclorito de sédio (NaClO) a 1% e como
controle negativo o etanol a 50%. Os micro-organismos analisados foram a E. coli, S.
aureus, S. mutans, E. faecalis e C. albicans, tendo como varaveis de resposta: 1) atividade
antimicrobiana das solug¢des de P. granatum desenvolvidas, pelo teste de difusdo em agar
(halo/zona de inibicdo microbiana), 2) concentragao inibitéria minima (CIM) e concentragao
bactericida/fungicida minima (CBM/CFM), pelo método de microdiluicdo em caldo. Na Figura

1, tem-se a representacédo esquematica do estudo.

Fruto da roma (casca, folha e semente)

Liofilizacdo e obtengao do pé dos extratos

Preparo dos extratos com etanol 50% _| Teste de Difusdo em agar para os
| controles negativos

Cultivo e crescimento microbiano

Teste de Difusdo em agar com extratos

Ensaio da CIM com extratos

|
Ensaio da CBM/CFM com extratos

Figura 1 — Representacdo Esquematica do estudo

Sele¢ao da concentragao do solvente a ser utilizada nos extratos de P. granatum

Os solventes a serem utilizados nos extratos foram analisados quando a sua atividade
antimicrobiana. Para isso, foram preparadas as solugdes hidro alcodlicas nas concentragbes de
100%, 80%, 50% e 30% (etanol e agua), e testados contra as bactérias S. mutans, E. coli, S.

aureus e E. faecalis e contra a levedura C. albicans, pelo teste de Difusdo em agar.

Cultivo dos micro-organismos

As 5 cepas (bacterianas e fungica) relacionadas com a etiologia da contaminagao

dos canais radiculares utilizadas neste estudo foram: Escherichia coli (ATCC 8739),
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Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Streptococcus mutans (ATCC 25175), Enterococcus
faecalis (ATCC 4683) e Candida albicans (ATCC 1023), adquiridas da ATCC (American
Type Culture Collection, Rockville, MD, EUA).

As cepas de E. coli, S. aureus, S. mutans e C. albicans foram semeadas em 5 mL de
caldo Mueler Hinton (MH) (Difco, B.D., Le Pont de Claix, Franga) e a E. faecalis, em 5 mL do
caldo tioglicolato (Difco, B.D., Le Pont de Claix, Franca), em tubos de ensaios de 15x125 mm de
volume. Em seguida, foram vedados e incubados em estufa (Modelo Ultra Safe HF 212 UV) a
37°C por 24 horas. Apos esse periodo, semeou-se com alga bacteriolégica em outro tubo de
ensaio contendo MH agar na posic¢ao inclinada. Posteriormente, os tubos foram incubados em
estufa a 37°C por 24 horas. O procedimento de semeadura foi realizado em capela de fluxo
laminar (Veco, Campinas, SP, Brasil), mantendo-se a cadeia asséptica.

Determinacao do crescimento microbiano

ApoGs 24 horas de incubagédo dos micro-organismos nas condigbes e meios de cultura
especificos, determinou-se a curva de crescimento microbiano utilizando-se o espectrofotdmetro
(Femto 432; Marconi, Piracicaba, SP, Brasil) com absorbancia de 600 nm. Inicialmente,
determinou-se a curva de absorbancia padrao de uma aliquota de 1,0 mL de cada meio de cultura
(“branco do método” para calibragio), correspondente ao tempo zero de incubagéo.

Em seguida, verificou-se a absorbancia de cada cultura microbiana testada. Os
inéculos foram preparados baseando-se na escala de McFarland para bactérias e adaptada
para leveduras. Assim, utilizou-se o valor 0,5 da escala McFarland (1,5 x 10® UFC/mL) para
as bactérias e 2,0 da escala McFarland (6,0 x 10° UFC/mL) para a levedura. O
plagueamento das cepas microbianas foi realizado para confirmagdo da viabilidade das

bactérias e levedura (Figura 2).

Figura 2. llustracdo das cepas bacterianas/levedura, respectivamente: A) E. Coli, B) E. faecalis, S.
mutans, S. aureus e C. albicans
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Método da difusdo em agar

No primeiro momento, realizou-se o teste do pogo para selecionar o solvente
(controle negativo) com menor atividade antimicrobiana a ser utilizados na extragao dos
componentes da roma e optou-se pela confecgao de um meio de cultura com camada dupla.

No fluxo laminar (Veco, Campinas, SP, Brasil), a camada base foi obtida vertendo-se
10 mL de meio de cultura agar MH a 50°C (depois de autoclavado), em placas de petri de 20
x 100mm. Apods a solidificacdo da camada base, adicionou-se a sobrecamada composta de
1 mL de MH dos inéculos microbianos (10® células/mL). Apés solidificagdo, foram realizadas
3 perfuragdes (pogos), equidistantes, de 15 mm de didmetro, de modo a atingir a camada
base e sobrecamada, utilizando-se um tubo de ensaio estéril. Em seguida, dispensou-se nos
pocos 250 uL de cada extrato, utilizando-se pipeta automatica.

As placas foram incubadas em estufa a 37£1°C por 24 horas e, na Figura 3, tem-se a
ilustragédo da sequéncia do Teste de Difusdo em agar. Os testes com as solugbes hidro
alcodlicas foram realizados duplicata, e em dias diferentes. A seguir, com o auxilio de um
paquimetro digital (Mitutoyo 500-196-30B, Sao Paulo, SP, Brasil), mediu-se o didametro dos
halos inibitérios de cada pogo (HAJIFATTAHI et al., 2016).

Figura 3. llustracdo do método de difusdo em &agar para andlise do potencial antimicrobiano: A)
Extratos semente, casca e folha; B) Perfuragcdo dos pogcos de 15 mm de didmetro; C) Retirada do
agar do pocgo; E) Preenchimento dos pogos com os extratos e controles e D) Aspecto final placa
semeada.
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Preparo das solugdes de Punica granatum L.

Ap6s definida a concentragdo do solvente com menor atividade antimicrobiana, as
solugdes de P. granatum foram preparadas a partir de frutas e folhas da roma obtidas de
uma mesma plantagdo. Foram colhidas aproximadamente 10 frutas maduras, que foram
higienizadas com agua filtrada corrente e escova. Cada fruto foi cortado ao meio sendo
separadas casca e polpa (semente e suco). A seguir, a polpa foi peneirada até que se
extraisse todo o suco da semente. O extrato do suco nado foi utilizado, devido ao seu alto
teor de agucar, o que poderia alterar o resultado (KIM & LEE, 2002; SANTIAGO, 2014).

As amostras obtidas foram pesadas em balanca analitica (Shimadzu, AUW, Baureri,
Sao Paulo, Brasil) e secas pelo método da liofilizagdo (Nova analitica, Sdo Paulo, Brasil) a -
80°C, por 48 h para cada parte da fruta e folha. O método de liofilizagao foi utilizado a fim de
melhor conservar os extratos, para manter suas propriedades fitoterapicas por tempo
prolongado, permitindo manipular de forma adequada as concentragdes necessarias para o
experimento. Dessa maneira, os extratos em pé foram identificados e armazenados
separadamente, sob refrigeracdo, a 4°C (SANTIAGO, 2014). Essa etapa foi realizada no
Laboratério de Farmacognosia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdao Preto
da Universidade de Sao Paulo e, na Tabela 1, encontram-se os rendimentos das partes do

fruto utilizadas no estudo.

Tabela 1. Rendimento das partes do fruto da roma, em gramas (g).

Peso inicial Peso apos liofilizagao

Casca 640 163
Semente 500 144
Folha 46 21
Suco* 100 52

*O p6 obtido do suco néo foi utilizado.

A extragao e o preparo final das solu¢des foram realizadas no LAGRO, da Faculdade
de Odontologia de Ribeirdo Preto. A etapa de extragao foi feita segundo a adaptagao da
metodologia descrita por Kim & Lee (2002). Os extratos foram obtidos a partir de 0,1 g do p6
da casca, folha ou semente da roma, diluidos em 1 mL de solugéo hidroalcoolica de etanol
(Merck KGaA, Darmstadt, Germany) em agua, a 50%, conforme descrito previamente. Em
seguida, as amostras foram submetidas a sonicagao por ultrasson (Cientec, Belho
Horizonte, Minas Gerais, Brasil) por 60 min e posterior centrifugacao (Odontobras, ATX,
Ribeirdao Preto, Sdo Paulo, Brasil) por 5 min, em rotacdo de 1500 rpm, a temperatura

ambiente e esse processo foi repetido por 3 vezes até obtencao de extratos limpidos.
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O controle positivo selecionado foi hipoclorito de sédio (NaOCI) a 1% (Cloro Rio,
Rioquimica, Sao José do Rio Preto, SP, Brasil), por ter atividade antimicrobiana comprovada
contra os micro-organismos das infe¢ées dos canais radiculares.

A seguir, utilizou-se os extratos da casca, folha ou semente da roma em solugéo
hidro alcodlica a 50% para a retificagcdo da atividade antimicrobiana pelo teste de difusdo em
agar Para tal finalidade, cada um dos micro-organismos indicadores (S. mutans, E. coli, S.
aureus e E. faecalis e C. albicans), foi avaliado individualmente. Dessa maneira, em cada
uma das placas de petri foram confeccionados 3 orificios para cada um dos extratos. Esse
procedimento foi repetido por 8 vezes e em dias diferentes. A seguir, as placas foram
incubadas em estufa a 37°C por 24 horas e o diametro dos halos inibitérios de cada poco
foram mensurados com o auxilio de um paquimetro digital (Mitutoyo 500-196-30B, Sao
Paulo, SP, Brasil).

Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

A determinacdo da concentracao inibitéria minima foi realizada em microplacas de 96
pocos de fundo plano. As solugdes derivadas da P. granatum foram transferidas para
eppendorfs e sequencialmente diluidas em agua deionizada, partindo-se da concentragéo
de 100 mg/mL para concentragdes de 75 mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL, 12,5 mg/mL, 6,25
mg/mL, 3,12 mg/mL e 1,56 mg/mL (Figura 4).

Primeiramente, pipetou-se em cada um dos pogos da microplaca 90 uL de caldo BHI
(Brain Heart Infusion) (Difco, B.D., Le Pont de Claix, Franca) duplamente concentrado. A
seguir, adicionou-se 10 uL do inéculo padronizado (108 UFC/mL) e, finalmente, pipetou-se
100uL de cada uma das diluigbes dos extratos. Desse modo, o volume final em cada
cavidade foi de 200 uL. Depois de preparadas, as microplacas foram incubadas a 37°C
durante 24 horas. Os testes foram realizados em ftriplicata (Figura 5). Apds esse periodo,
adicionou-se a cada cavidade da microplaca, foi adicionado 50 pL de 0,125% (p / v) de
solucdo de Alamar Blue® (sal de resazurina), como indicador de crescimento celular
(OSTROSKY et al., 2008).

A menor concentragdo dos extratos de P. granatum onde ndo mais se observou
crescimento microbiano visivel (auséncia de coloragdo) foi estabelecida como a
concentracao inibitéria minima (ABDOLLAHZADEH et al., 2011; ASADISHAD et al., 2012;
BAKKIYARAJ et al., 2013; MEHTA et al., 2014; HAJIFATTAHI et al., 2016).
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Figura 4. Demonstrativo da diluicdo em série utilizada para as preparagdes das concentragbes de
extratos e suas fragdes, em mg/mL.

Figura 5. llustragdo da sequéncia do método da CIM: A) Extratos utilizados; B) Diluicdes em série; C)
Adi¢ao do micro-organismo e seu respectivo meio na placa; D) Placa pronta para ir a estufa.

Concentragao bactericida/fungicida minima (CBM/CFM)

A concentragdo bactericida minima foi estabelecida como a menor concentragao da
solugao derivada da P. granatum que impossibilitou o crescimento microbiano sobre o agar.
Uma algcada de cada cavidade da placa de 96 pocgos (CIM) foi semeada em placa de
Petri contendo agar MH (HAJIFATTAHI et al., 2016). Para a determinagcao da CBM e CFM,
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as placas foram incubadas a 37°C durante 24h em atmosfera de microaerofilia (S. mutans)
ou aerobiose para os demais microrganismos.
Todo o material empregado nos ensaios microbiolégicos foi devidamente esterilizado

e os procedimentos foram executados assepticamente em capela de fluxo laminar.

Analise dos dados

A analise estatistica foi realizada com auxilio do software Statistical Package for
Social Science para Windows (SPSS 19, SPSS Inc, Chicago, IL, EUA). Os dados referentes
ao halo de inibicao em mm (extratos de P. granatum e micro-organismos) foram submetidos
ao teste de Kolmogorov-Smirnov (p<0,05), com o objetivo de verificar a distribuicao
amostral. Considerando-se a distribuicdo normal dos dados, aplicou-se Analise de Variancia,
e apos o teste complementar de Tukey, com nivel de significancia estabelecido em 5%
(p<0,05).

A CIM e CMB/CFM foram determinadas para cada extrato de P. granatum e micro-

organismos, e expressas em mg/mL.
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1. Selegdo da concentracdo do solvente a ser utilizada nos extratos de P.

granatum

Com o intuito de verificar a atividade antimicrobiana dos solventes hidroalcoolicos,
utilizou-se o método da difusdo em agar para analisar a menor capacidade antimicrobiana
do etanol nas concentragdes 100%, 80%, 50% ou 30%.

Observou-se que todas as cepas apresentaram sensibilidade ao etanol 99% (PA),
que somente a bactéria S. mutans nao apresentou halo de inibigdo frente ao etanol 80%.
Todos os micro-organismos testados apresentaram halo de inibicdo ao etanol concentrado a

50%, confirmando crescimento microbiano (Tabela 2).

Tabela 2. Valores médios do diametro do halo de inibicdo do crescimento microbiano, em mm, para
as diferentes concentragdes de etanol*

Etanol 99% Etanol 80% Etanol 50%
S. aureus 23,69 22,37 0,0
S. mutans 19,42 0,0 0,0
E. faecalis 23,97 20,36 0,0
E. coli 20,60 22,21 0,0
C. albicans 27,02 17,23 0,0

* Valores iguais a 0,0 indicam auséncia de halo/zona de inibigdo microbiana,
ou seja, confirmam o crescimento microbiano

Dessa maneira, utilizou-se o etanol 50% para os testes subsequentes e como
controle positivo nesse estudo.

2. Andlise dos halos de inibicado dos micro-organismos pelos extratos de P.
granatum

Foram preparados extratos hidro alcodlicos da casca, folha e semente de roméa
com as concentragbes de alcool com menor crescimento microbiano (50% e 30%).
Observou-se que o extrato de 30%, ao ser preparado, deixou residuos do p¢ liofilizado
no fundo do recipiente, mesmo apos centrifugagao da amostra, proporcionando solugao
nao completamente homogénea. Dessa forma, selecionou-se a concentragcao de etanol
a 50% para a extracdo dos compostos fendlicos deste estudo.

A Analise de Variancia e teste de Tukey aplicados aos valores obtidos no halo de
inibicdo mostraram haver diferenga estatisticamente significante entre os extratos
testados e o controle positivo (NaCIO 1%) (p<0,05), sendo que todos os extratos hidro

alcodlicos a 50% de P. granatum (casca, folha e semente) mostraram atividade
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antimicrobiana os micro-organismos testados. A Figura 6 ilustra os valores das zonas

de inibicdo dos extratos comparados ao controle positivo (NaOCIl 1%).

35

30,76+4,73a*
30

23,3243,65b*

25
. 21,08+2,28b*

20 17,831‘6,92(:*

15

10

CASCA FOLHA SEMENTE CONTROLE POSITIVO

Figura 6. Média e desvio padrdo (mm) dos halos de inibicdo dos extratos hidro alcéolicos de P.
granatum, pela técnica de difusdo em agar. *Letras iguais representam valores estatisticamente
semelhantes (p<0,05)

Independentemente do micro-organismo, verificou-se que a maior zona de
inibicao foi encontrada para o controle positivo (p<0,05), seguido da casca e folha, que
nao apresentaram diferenca estatisticamente significante entre si (p>0,05). A semente
apresentou o menor halo de inibicdo microbiana (p<0,05).

Na comparacgao isolada para cada micro-organismo (Tabela 3), os extratos da
casca e folha apresentaram atividade antimicrobiana estatisticamente semelhante ao NaOCI
para a bactéria S. mutans (p=0,0000), além de exercerem bom efeito antimicrobiano sobre
os demais micro-organismos indicadores. Semente e folha apresentaram resultados
semelhantes entre si, exceto apenas para a bactéria S. mutans, no qual a semente
apresentou o menor efeito antimicrobiano. Para as bactérias E. faecalis e E. coli, os
extratos (casca, folha e semente) apresentaram halos de inibicdo estatisticamente
semelhantes (p>0,05), porém inferiores aos obtidos pelo controle positivo. A Figura 7 ilustra

as zonas de inibigdo para os diferentes micro-organismos.
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Figura 7. llustragdo do teste de difusdo em agar para os diferentes extratos e micro-organismos.

Tabela 3. Média e desvio padrao (mm) do diametro dos halos de inibigao dos diferentes extratos
hidroalcoolicos de P. granatum contra os micro-organismos testados, pela técnica de difusdo em
agar (n=8).

Casca Folha Semente Controle positivo valor de p
(NaOCl)
S. aureus (25,23 + 4,07) b* (21,11 £2,59) c* (18,46 £2,51) c* (32,89 +1,62)a* p=0,0000*

S. mutans (20,13 £1,91)a* (20,03 £1,11)a* (6,67 +1,17)b* (24,93 £1,99)a*  p=0,0000*

E. faecalis (21,56 £2,89)b* (19,09 £0,65)b* (19,24 +1,50)b* (29,01 +1,67)a*  p=0,0003*

E. coli (24,53 £3,37)b* (22,73 £2,85)b* (22,02 +3,54)b* (29,13 £2,04)a*  p=0,0004*

C.albicans (25,19 +2,97)b* (22,44 +1,15)¢c* (22,76 +1,23)c* (37,81 +1,90)a*  p=0,0000*

*Letras iguais nas linhas representam valores estatisticamente semelhantes (p<0,05). Controle
positivo = NaOCI, Controle negativo = Etanol 50%

3. Determinagao da concentragao inibitéria minima (CIM)

Prepararam-se solugdes homogéneas de roma (casca, folha e semente) na
mesma concentragdo (100 mg/mL) para os testes iniciais contra todos os micro-
organismos. O crescimento microbiano nas placas de 96 pogos foi indicado pela
coloracao rosa produzida pela metabolizacdo do sal de resazurina, que ilustra a menor
concentracdo dos extratos onde ndo mais se observou crescimento microbiano visivel
(coloragéo azul escura).

A Figura 8 ilustra a placa de 96 pogos durante a determinagdo da CIM e o Quadro
1 exemplifica a mesma configuragdo da placa, e contém os valores para todos os

microrganismos correspondentes a cada pogo.
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Quadro 1. Representagdo esquematica da placa de 96 pogos com os valores em mg/mL para a
determinagéo da CIM.

100% | 75% | 50% | 25% | 12,5% | 6,25% | 3,125% | 1,56%
CASCA 100 75 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56 Extrato
CASCA 100 75 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56 Extrato
FOLHA 100 75 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56
FOLHA 100 75 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56
SEMENTE | 100 75 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56 Controle +
SEMENTE | 100 75 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56 Controle -

”

-
.

NGIGIBO

Figura 8. Imagem digitalizada da microplaca de cultura para a determinagdo da CIM para o micro-
organismo S. aureus. Até marcada representa CIM igual a 12,5 mg/mL de acordo com o quadro de
valores.

Verificou-se que a CIM dos extratos da casca, semente e folha para a bactéria S.
aureus foi de 12,5 mg/mL.

Esse teste foi repetido para os demais micro-organismos e extratos. A CIM
encontrada para as bactérias E. faecalis e S. mutans foi 50 mg/mL para a casca e folha,
e 75 mg/mL para a semente. Ja para a bactéria E. coli, os valores encontrados foram 25
mg/mL para casca, folha e semente. Por fim, os extratos de P. granatum contra a
levedura C. albicans apresentaram CIM de apenas 6,25 mg/mL para casca e semente, e
12,5 mg/mL para a folha. Na Tabela 4 abaixo, encontram-se os valores finais de CIM e
CBM/CFM para extratos e micro-organismos.

4, Determinacao da Concentragao Bactericida e Fungicida Minima (CBM/CFM)

A determinagdo da CBM e CFM foi realizada da mesma maneira para todos os
micro-organismos, apos a determinagao da CIM.
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A CBM para a bactéria S. aureus foi 12,5 mg/mL para o extrato da casca, e para os
extratos da semente e folha, 50 mg/mL. Para o S. mutans e E. faecalis, a CBM encontrada foi
semelhante para a casca e semente, sendo, respectivamente, 75 mg/mL e 100 mg/mL. No
extrato da folha, valores de 75 mg/mL de CBM foram encontrados para a S. mutans e 50
mg/mL, para o E. faecalis. Ja para a E. coli, a CBM para todos os extratos foi a mesma, 50
mg/mL. E no tocante a levedura C. albicans, a CFM foi 12,5 mg/mL para a casca, € 25 mg/mL
para semente e folha. A figura 9 ilustra e exemplifica as divisbes de cada diluicdo nas placas de
petri e o crescimento microbiano. Na Tabela 4, encontram-se os valores finais (CIM e
CBM/CFM) de cada extrato para os diferentes micro-organismos.

Figura 9. Imagens digitalizadas das placas de cultura de C. albicans para a determinacéo da
CFM. Valores iguais a 25 mg/ml para o extrato da semente e folha e 12,5 mg/mL para o extrato
da casca.

Tabela 4. Valores de Concentracao Inibitéria minima e Concentragdo Bactericida/Funficida
Minima, em mg/mL, para os extratos da casca, folha e semente da P. granatum, contra os
micro-organismos.

Extrato de P. granatum

Micro-organismo Casca Semente Folha
CIM CBM/CFM CIM CBM/CFM CIM CBM/CFM
S. aureus 12,5 12,5 12,5 50 12,5 50
S. mutans 50 75 75 100 50 75
E. faecalis 50 75 75 100 50 50
E. coli 25 50 25 50 25 50
C. albicans 6,25 12,5 6,25 25 12,5 25

De modo geral, a atividade antimicrobiana (CIM, CBM/CFM) foi verificada para
todos os extratos hidroalcoolicos de Punica granatum L. contra todos os
microrganismos testados. Pode-se sugerir que o melhor extrato foi o da casca, contra a
levedura C. albicans, com atividade bacteriostatica de 6,25 mg/mL e bactericida de 12,5
mg/mL, seguida da bactéria S. aureus, com atividade bactericida e bacteriostatica de
6,25 mg/mL.






DISCUSSAO
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Nos ultimos anos, a procura de produtos naturais derivados de plantas para a
utilizacdo em terapias odontolégicas alternativas tem aumentado consideravelmente
(NASCIMENTO et al., 2000; OSTROSKY et al., 2008; KATO et al., 2009; TRINDADE et al.,
2009; ABDOLLAHZADEH et al., 2011; MEHTA et al., 2014; BHARATH et al., 2015; ZIOTTI
et al., 2016). Dentre os fitoterapicos, os extratos derivados da roma (Punica granatum L.)
merecem destaque por possuirem propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias,
antiarcinogénicas (BAKKIYARAJ et al., 2013; ZARFESHANY et al., 2014; HAJIFATTAHI et
al., 2016) e principalmente consideravel efeito antimicrobiano (Zandiswa & Mrudula et al.,
2011; HAJIFATTAHI et al., 2016; PAGLIARULO et al., 2016; MADUGULA et al., 2017).

Considerando que as infecgdes dos canais radiculares sdo de origem polimicrobiana,
com predominancia de espécies anaerébicas, (micro-organismos gram-positivos € gram-
negativos) (ESTRELA et al., 2003; GHONMODE et al., 2013; DIKMEN et al., 2015), torna-se
interessante o desenvolvimento de substancias irrigantes derivadas da Punica granatum,
com amplo espectro antimicrobiano para tratamento dos canais radiculares.

Este estudo foi o primeiro a avaliar o efeito antimicrobiano de extratos hidroalcodlicos
da casca, folha e semente de P. granatum contra diversos microganismos relacionados as
infecgbes endoddbnticas (S. mutans, S. aureus, E. coli, E. faecalis e C. albicans), utilizando
os métodos do halo de inibicdo, CIM e CBM/CFM. A metodologia foi um procedimento
laborioso, que exigiu manutencdo adequada da temperatura e necessidade de empreender
controle de esterilizacdo apropriado, pois havia chances de contaminacgao.

O teste de difusdo em agar, também chamado de difusdo em placas ou teste do
poco, € um método fisico, no qual um micro-organismo é desafiado contra substancia
biologicamente ativa em meio de cultura solido e relaciona o tamanho do halo de inibicdo
com a concentragdo da substancia testada (NASCIMENTO et al., 2000; DUMAN et al.,
2009; HAJIFATTAHI et al, 2016). Esse método fornece resultados qualitativos e ndo é
influenciado pela velocidade de crescimento dos micro-organismos, diferentemente de
outros métodos que podem interferir na difusdo da solugdo antimicrobiana
(VORAVUTHIKUNCHAI et al., 2005; OSTROSKY et al., 2008, HAJIFATTAHI et al, 2016).

Outros testes utilizados neste estudo foram o da Concentragdo Inibitéria Minima
(CIM) e a Concentragdo Bactericida e Fungicida Minima (CBM/CFM). Para os extratos
ativos de plantas tem-se utilizado o método de microdiluicdo da solugdo em virtude da
simplicidade e rapidez de execugdo, uma vez que, varias concentragcées do produto podem
ser testadas em ensaio Unico (BERBER et al., 2006; HAJIFATTAHI et al., 2016). No entanto,
a CIM e a CBM/CFM podem ser influenciadas por varios fatores como a técnica aplicada, a
cepa microbiana, a origem da planta, a época da coleta e se os extratos foram preparados a
partir de plantas frescas ou secas (NASCIMENTO et al., 2000; BERBER et al., 2006;
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HAJIFATTAHI et al.,, 2016). Assim, para esse estudo tomou-se o cuidado de selecionar
frutas frescas e maduras, colhidas de uma mesma plantagao e na mesma época.

Para se obter a extracdo ideal dos compostos fendlicos dessa planta precisa-se de
solvente alcodlico, com mistura proporcional de extrato bruto. A litertura demonstra
propriedades antimicrobianas favoraveis de extratos metandlicos etandlicos de P. Granatum
contra micro-organismos orais gram-positivos e gram-negativos (DUMAN et al., 2009;
VAHABI et al, 2011; VAHID-DASTJERDI et al., 2014; MAHBOUBI et al., 2015;
HAJIFATTAHI et al, 2016). Apesar do metanol possuir a capacidade de dissolver ampla
gama de fenodis (ALOTHMAN et al., 2009), no presente estudo, optou-se por utilizar o etanol,
pois as misturas etanométricas sdo mais apropriadas para o consumo humano (ALOTHMAN
et al., 2009). Utilizou-se o etanol 50% atuou como controle positivo, pois ndo apresentou
atividade antibacteriana ou antifungica, como também relatado por outros autores (AL-
HUSSAINI et al., 2010, DEY et al., 2015; HAJIFATTAHI et al., 2016).

Os resultados deste estudo, para o teste de difusdo em agar, mostraram que os
extratos de roma apresentaram atividade antimicrobiana contra todas as cepas avaliadas.
No entanto, o maior halo de inibicdo foi encontrado para o controle positivo (NaOCI),
seguido da casca e folha de roma. O extrato da semente apresentou o menor halo de
inibicdo microbiana.

A explicagdo para os bons resultados do NaOCI foi devido as suas reconhecidas
propriedades antimicrobianas. O hipoclorito de sédio funciona como agente degradante de
acidos graxos, que neutraliza aminoacidos e diminui o pH. O cloro presente em sua
composig¢ao forma cloraminas, que interferem na agao antimicrobiana, levando a quebra de
enzimas bacterianas essenciais (ESTRELA et al., 2003; SIQUEIRA et al., 2009). No entanto,
o NaOCI apresenta efeitos adversos, como toxicidade elevada, gosto desagradavel, efeito
prejudicial na elasticidade dentinaria, o que predispde o dente a fratura (BARNHART et al.,
2005; BERBER et al., 2006; GHONMODE et al.; DIKMEN et al., 2015).

As solucdes da casca e folha da roma obtiveram efeito antimicrobiano semelhante ao
NaOCI para o micro-organismo S. mutans, que corrobora com a maior atividade encontrada
no extrato da casca. Essa semelhanga se deve a menor sensibilidade que o S. mutans
apresenta ao NaOCI (BARNABE et al., 2004; ORSI et al., 2011), além da resposta diferente
das solu¢des as metodologias empregadas (SIQUEIRA et al., 2004). A esse respeito,
Zandiswa & Mrudula (2011) verificaram, que apdés 6 e 24 h, o dentifricio a base de P.
granatum inibiu a formacao de biofilme com S. mutans, o que sugere que a planta pode
proporcionar longo prazo de protegéo.

Apesar do NaOCI ter se destacado neste estudo, a literatura demonstra que os
resultados encontrados para o extrato da casca foram numericamente semelhantes aos

encontrados para Clorexidina 0,12%, com halo de inibicdo em torno de 20mm (PEREIRA et
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al., 2005; BHADBHADE et al., 2011). Assim, os dados deste estudo confirmam o potencial
antimicrobiano dos fitoconstituintes presentes na Punica granatum L.

Dessa maneira, com relagdo aos extratos de P. granatum, a atividade antimicrobiana
dessa planta medicinal esta associada a a¢do dos taninos, principalmente a punicalagina
(VORAVUTHIKUNCHAI et al., 2005; ORAK et al.,, 2012; MAHBOUBI et al., 2014). A
punicalagina isolada da casca da roma pode precipitar as proteinas na superficie celular do
micro-organismo e inibir as enzimas metabdlicas que causam lise celular, enquanto os
demais polifendis (acido elagico, acido galico) inibem a co-agregacdo e o crescimento,
exibindo atividade antibacteriana/antifungica por privacdo de substratos e agao direta sobre
0 metabolismo microbiano atraves da fosforilase oxidativa (SINGH et al., 2002;
VASCONCELOS et al., 2003; ZANDISWA & MRUDULA, 2016). Portanto, extratos de
diferentes partes dessa planta possuem niveis variaveis de atividade antimicrobiana, assim
como as bactérias tém sensibilidade variavel a diferentes extratos, sendo que os
componentes  da roma isolados mostram melhor  efeito  antimicrobiano
(VORAVUTHIKUNCHAI et al., 2005).

Neste estudo, os extratos da casca e folha tiveram maior atividade antimicrobiana do
que o extrato da semente. A elevada atividade antimicrobiana da casca se deve ao teor de
fendlicos e flavondides 20 a 110 vezes maior do que no suco ou semente, além de sua
capacidade oxidante (DEY et al., 2012; DEY et al., 2015). As menores concentragdes destes
compostos estdo nas sementes, que apresentam de 12 a 20% de seu peso total composto
de lipideos (ORAK et al., 2012). Diante disto, estudo recente avaliou o efeito antimicrobiano
do extrato etandlico a 50%, pelo teste de difusdo em disco, de sementes, cascas e suco de
roma contra S. aureus e E. coli e relataram que os extratos da casca, independente da
concentracdo, demonstraram atividade antibacteriana, com halo de inibigcdo de 15 — 30 mm
(PAGLIARULO et al., 2016).

Ainda assim, apesar do extrato da semente ter demonstrado a menor atividade
antimicrobiana, ele foi efetivo para os micro-organismos testados. HAYOUNI et al. (2011)
constataram que o extrato de sementes de roméa apresentou atividade antimicrobiana contra
diversas espécies de micro-organismos, como S. aureus, E. coli, C. albicans, o que
corrobora os resultados do presente estudo.

Os valores de CIM e CBM/CFM encontrados nesta pesquisa para a levedura C.
albicans de foram de 6,25 mg/mL (6%) e 12,5 mg/mL (12%) , seguida das bactérias S.
aureus e E. Coli, sendo 12,5mg/mL (12%), com o extrato da casca. Dessa maneira, 0s
resultados deste estudo revelam maior poder inibitério para o extrato da casca do que para
os valores encontrados no estudo de Pagliarulo et al. (2016), onde a menor concentragao
encontrada foi 20 mg/mL para a bactéria E. Coli. Ja CATAO et al. (2003), avaliaram a

atividade antimicrobiana in vitro do extrato etandlico da Punica granatum, e concluiram que
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as cepas apresentaram sensibilidade ao extrato na concentracao de 10% para a bactéria S.
aureus, vindo de encontro a este estudo.

Foram selecionadas nesta pesquisa duas bactérias gram-positivas (E. faecalis e S.
aureus), que estao geralmente associadas aos casos de insucesso do tratamento
endodontico. A prevaléncia delas é maior em infecgdes secundarias do que em infecgdes
primarias. (SIQUEIRA JR.; GOMES et al., 2004; ROCAS et al., 2004; STUART et al., 2006;
GOMES-FILHO et al.,, 2008; ZEYUN et al., 2011) e oferecem grande resisténcia ao
tratamento endoddntico. Em estudo prévio, a CIM mais elevada do extrato da casca foi de
50 mg/ml contra E. Faecalis (VAHID-DASTJERDI et al., 2014), similar numericamente a
concentracao inibitéria minima encontrada neste estudo para esta bactéria, com os extratos
da casca e folha.

Quanto ao potencial antifungico da roma, neste estudo, o extrato da casca teve acéo
antifungica comprovada, e ainda superior as cepas bacterianas. Estes resultados também
sdo apoiados pelos estudos realizados por DEY et al. (2012), onde a mesma levedura foi
sensivel ao extrato etandlico de casca. Porém, o mecanismo de agado dos taninos sobre os
micro-organismos do género Candida é desconhecido (VASCONCELOS et al., 2003), e
estudo in vitro identificou que as leveduras tém sua morfologia alterada quando expostas a
acao do extrato bruto ou de elagitaninos isolados da casca do fruto da Punica granatum
(ENDO et al., 2010).

Em ultima analise, os resultados dos testes microbioldgicos realizados indicam que a
poténcia antimicrobiana dos extratos brutos é superior ao dos extratos purificados e, em
particular, da casca. A atividade antimicrobiana claramente maior de extratos brutos pode
apoiar o conceito de possiveis componentes hidrofilicos, removidos durante a etapa de
purificacdo, o que pode contribuir sinergicamente para as propriedades antibacterianas
(PAGLIARULO et al., 2016). No entanto, a inibicdo dos micro-organismos envolvidos na
infeccao dos canais radiculares nao justifica o emprego desses extratos na pratica clinica.

Contudo, o efeito inibitério sobre biofilmes, a biocompatibilidade e a citotoxicidade
sdo aspectos que devem ser considerados quando da perspectiva de uso clinico dos
produtos naturais. Assim, considera-se importante a realizagcdo de estudos in vivo para
comprovar a eficacia dos extratos derivados da Punica granatum L. como possibilidade de

irrigante alternativo na terapia endodéntica.
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Dentro das limitagbes deste estudo, as seguintes conclusdes foram obtidas:

(1) Os extratos hidroalcodlicos de P. Granatum L., produziram atividade antimicrobiana
contra cepas microbiolégicas relacionadas as infecgdes dos canais radiculares: S. aureus,

S. mutans, E. coli, C. albicans, e E. faecalis;

(2) Os extratos da casca e folha da P. Granatum tiveram efeito antimicrobiano semelhante

ao hipoclorito de sodio a 1% para a bactéria S. mutans;

(3) A menor concentracao inibitéria minima foi encontrada para extrato da casca da rom3,

contra a levedura C. albicans, seguida das bactérias S. aureus e E. Coli.
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| PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP |

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pecquica: Ansise do extrato de Punica granatum L. para © tratamento do sistema de canals
radiculares: Atividade antmicrobiana da solugo e efeito na resisténcis de unilo do

material ocbturador 8 denting
Pecquicador: JULIA ADORNES GALLAS
Area Tematioa:
Vercdo: 1
CAAE: £17427156.0.0000.541%
Inctitulgdo Proponente: Univerzidade de S0 Paulo
Patrooinador Principal: Financamento Proprio

NOmero do Parecer: 1.845.145

Aprecentazso do Projeto:

O3 pesquisadores tem POr ODJEIVO avalar, In Vitro, 3 efetvidade do extrato de romd - Pumica granatum L.
(P. granatum) - como sokuzo Imgadora

antimicroblana, e como agente diomodificador da dentina 3 fim de sumentar 3 resisténcla adesiva do
cimento endoddntico 30 canal radicular.SerSo

preparadas duas solugles de P. granatum com dliuigles em meio aquozo e etandiico e reailzade ©
rastreamento fitoterapico dos componentes dos

extratos pela tecnica de cromatografa liquida de aits eficiénci (CLAE). Amdas a3 solugles serSo testadas
contra a3 bacteérias presentes em lesles

persistentes 0oz canals radiculares, Enterccoccus faecalls (ATCC £46812) e Staphyiococcus aureus (ATCC
6538), ¢ 3 mais efethva serd empregada

nos demais testes SerSo selecionados 100 Incisives Inferiores humanos, 33 coroas serfo seccionadas, o3
canals radicuares Instrumentados,

esterizados & Contaminados com 33 bacténas. O espécimes serfo diztrbuidos em S Qrupos de acordo com
3 sokzio utizads para 3

Instrumentag8o 9oz canals e Imigagio Nnal. Ao %nal, 33 seguintes varidvels de rezposy serfo analzadas: 3
Wvicade antmicrobiana (ne=10) da

b
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soluzo de P. granatum (teste de dfusSo em 3gor, concentragio inbitdria minima, concentragio bactericida

minima e contage™ Oe
microrganizsmos), 3 resisténcia adesiva (n=10) da xou;‘o 8 dentind radicular (teste de push-out) e 3

mOroiogla da Interface adesiva (nes) (MEV). Oz
cacos zerSo submetidos & andise estatizica Mals APFOPMAda Para Cada teste (p<D 0%).

Cotiruachs 35 Pwwce” 1 145 140

Objetivo ca Pecquica:

O presente estudo tem como objetive geral analisar In VYo O efelo de uma sokdo rica em poilfendis,
cbtida 3 partr do extrato de P. granatum no

ratamento do sistema de canais radiculares.

Avaliag3o doc Ricoot o Benenoioc:

Foreto n vitro.

Comentarioc e Concideragdec codre a Pecquica:

O projeto ests apresentado de forma correts, cumpre 20333 33 Normativas estabelecidas peio CEF da
FORPCP ¢ CONEP. Pezquisy reievante para 3 dred da odonioiogla, apresents referéncias bidlogratcas
MuNIZIEas € 03 pesqusadores s40 plenaments habiltados Para © desenvoivimento do projeto em tela.

Conciceragdec cobre oc Termoc Ce aprecentagdo obrigatoria:

Adequados. TCLE, declaragSo de infraesirutura, cronograma detalhado, deciaragles do Bicbanco e projeto
em™ wora.

Recomendaglec:

Aprovade.

Conclucdec ou Pendénolac o Licta de Inadequagdec:

Aprovdco.

Conciceragdec Finalc a orttério do CEP:

Aprovado conforme deliderado na 138% Reunifo do CEP/FORPIUSP, em 30/11/2016.

Ecte parecer fol elaborado baceado noc dooumentos abalxo relacionados:

rml ArQuive |lu-a-| Amor |m|

Erderwgo.  Awersde 3 Ca'e wr

Balrro: Morms Asgrs CEP: 14040004

. o Menkigto  FOBLRAD MLTO

Tefone (1N SOMs Fax: (1ESNS4102 Cmal: cesQlop usp tr



