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RESUMO

Introducdo: O tratamento endoddntico de deciduos e permanentes necessita de alternativa com
melhor desempenho clinico contra infec¢fes endodénticas refratarias. A Etnoboténica indica
usos terapéuticos da Musa paradisiaca (bananeira) em comunidades tradicionais. Biomoléculas
naturais do extrato glicolico de banana (EGB) apresentam atividade antimicrobiana,
flavonoides e triterpenos com potencial de imunomodulagdo, segundo nossos estudos
anteriores. Propds-se uma pasta endodontica de EGB associado ao Ca(OH). e/ou ao ZnO.
Avaliou-se a citotoxicidade e a genotoxicidade in vitro submetendo culturas de fibroblastos de
mucosa mastigatoria (FMM1) as pastas endoddnticas propostas e seus componentes isolados
para assegurar preliminarmente sua biocompatibilidade in vitro. A hipotese nula foi que as
pastas endodbnticas ndo seriam citotéxicas nem genotoxicas in vitro.

Métodos: Os grupos experimentais foram: 1)EGB; 2)ZnO; 3)Ca(OH).; 4)EGB+ZnO;
5)EGB+Ca(OH),; 6)EGB+ZnO+Ca(OH),; 7)Controle Positivo (DMEM). Cada grupo
condicionou 0 meio de cultura durante 24h. Para avaliar a citotoxicidade pelo ensaio do
tetraz6lio MTT (n=3) foram diluidos os meios condicionados a 50%, 10% e 5% e dispostos
sobre as células cultivadas. Ap6s 24h a absorbancia foi determinada em espectrofotémetro (540
nm). Para o0 ensaio da resazurina (AlamarBlue™) (n=8) a deteccdo da fluorescéncia no
espectrofotobmetro foi utilizada para a diluicdo de 10%. Para genotoxicidade (n=3) os
micronucleos foram observados por microscopia de fluorescéncia com 4’,6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI-Vectashield®). Os resultados foram avaliados pela estatistica descritiva, pelos
testes Tukey e ANOVA (p<0,05).

Resultados: As pastas endodonticas apresentaram viabilidade celular satisfatéria (p<0,0001).
MTT: a viabilidade celular aumentou proporcionalmente com a diluicdo dos grupos
experimentais. Resazurina: Ca(OH): estatisticamente semelhante ao controle. Grupos 2, 4,5 e
6 foram estatisticamente semelhantes. EGB obteve 68% de viabilidade celular. Nenhum grupo
apresentou genotoxicidade.

Conclus6es: EGB e novas pastas endoddnticas propostas a base de EGB sdo biocompativeis in
vitro.

Descritores: Teste de Materiais. Genotoxicidade. Preparagdes Farmacéuticas Odontoldgicas.
Musa. Materiais Biocompativeis.
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ABSTRACT

Introduction: Root canal treatment of permanent and deciduous teeth requires an alternative
to improve clinical performance against refractory infection. Ethnobotanical studies have
described the use of Musa paradisiaca (banana) in traditional communities. Natural
biomolecules of banana glycolic extract (BGE) show antimicrobial properties, flavonoids, and
triterpenes with immunomodulatory potential, as presented in our previous researches. New
endodontic pastes comprised of BGE associated with calcium hydroxide (Ca(OH)z) and/or zinc
oxide (ZnO) and its components alone were evaluated by cytotoxicity and genotoxicity in vitro
assay using cultured gingival fibroblasts. The null hypothesis was that the endodontic pastes
would not be cytotoxic or genotoxic in vitro.

Methods: Seven experimental groups were tested: BGE; ZnO; Ca(OH);; BGE+ZnO;
BGE+Ca(OH)2; BGE+ZnO+Ca(OH)2; and positive control (Dulbecco's modified Eagle
medium). Each group conditioned the culture medium for 24 h. Cytotoxicity (n=3) was assessed
by tetrazolium assay diluting the conditioned media at 50%, 10% and 5% and then disposing
over the cells. The absorbance (540nm) was determined after 24h. Fluorescence detection on a
spectrophotometer was used for resazurin (AlamarBlue™) assay (n=8) at 10% media dilution.
For genotoxicity (n=3), micronuclei were counted using fluorescence microscopy with a
mounting medium of 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI-Vectashield®). Results were
analyzed using descriptive statistics, Tukey’s test and ANOVA (p<0.05).

Results: All endodontic pastes presented satisfactory cell viability rates (p<0.0001). MTT: cell
viability proportionally increased with experimental groups dilution. Resazurin: Ca(OH):
showed statistically similar rates to those of the control group. The ZnO, BGE+ZnO,
BGE+Ca(OH)2, and BGE+ZnO+Ca(OH)2 groups showed statistically similar results. The BGE
group showed 68% of cell viability. None of the groups presented genotoxicity.

Conclusions: BGE and BGE-based endodontic pastes showed biocompatibility in vitro.

Keywords: Material testing. Genotoxicity. Dental pharmaceutical preparations. Musa.
Biocompatible materials.
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INTRODUCAO

Considerando a evolucdo da Biotecnologia aplicada a Endodontia, esta préximo o
advento de biomateriais que substituam as limitac6es dos produtos disponiveis para as técnicas
atualmente preconizadas. Diferentes materiais tém sido aplicados como medicagéo intracanal,
no entanto os produtos naturais provenientes de fermentacOes e dos extratos de plantas
estudados pela Etnobotadnica podem ser responsaveis ndo apenas por uma melhor
biocompatibilidade, como também por um incremento na propriedade terapéutica. Essas
caracteristicas sdo prioritarias na Endodontia, j& que materiais que permanecem no canal
radicular podem manter uma resposta inflamatoria cronica por tempo indeterminado (SILVA
et al.,, 2016). As técnicas de preenchimento dos canais radiculares, que necessitem de
intervencdes endoddnticas, podem causar a extrusdo desses materiais além do limite apical.
Ainda que ndo haja a extrusdo acidental, a eluicdo de componentes derivados dos materiais
endodénticos deve ser considerada. Portanto, o sucesso clinico esta diretamente relacionado
com a menor irritacdo tecidual dos materiais endodénticos (ELDENIZ et al., 2015).

A Musa paradisiaca (bananeira) tem varias aplicacdes ja descritas e tem sido alvo de
novas pesquisas para validar cientificamente suas propriedades curativas e antimicrobianas
(BENNETT et al.,, 2010; GIORGETTI; ROSSI; RODRIGUES, 2007; JANG et al., 2002;
JESUS et al., 2004; JONES, 1965; MARTINS et al., 2009; MATHEW; NEGI, 2017,
MONDAL et al., 2001; SWANSON et al., 2010; VIJAYAKUMAR; PRESANNAKUMAR,;
VIJAYALAKSHMI, 2008; YANG et al., 2000) podendo ter importante papel como biomaterial
inovador. Apesar das plantas serem utilizadas no tratamento de sintomas e cura de doengas que
afetam a populagédo, dentre elas a doenca carie (ALBUQUERQUE et al., 2007; COE;
ANDERSON, 1999; COELHO-FERREIRA, 2009; GOMES, 2008; KALA, 2005; MACIEL;
GUARIM NETO, 2006; MEDEIROS; FONSECA; ANDREATA, 2004), ha uma escassez de
estudos de Musa paradisiaca na Odontologia.

Nossos estudos anteriores sobre o Extrato Glicolico de Musa paradisiaca (Banana -
EGB) como veiculo em novas pastas endodénticas propostas relatam atividade antimibrobiana
e um perfil micromolecular do EGB com biomoléculas que poderiam contribuir no tratamento
endodontico (SILVA, 2018). Foram encontradas citagdes de estudos na Indonésia que relatam
o efeito cicatrizante de extrato metanolico do rizoma de Musa paradisiaca Linn melhorando o
reparo de feridas de queimaduras em ratos albinos Wistar (AMUTHA; SELVAKUMARI,
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2014). A atividade antimicrobiana sobre Porphyromonas gingivalis e Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, patégenos da doenca periodontal, foi sugerida por um estudo com o
extrato alcoolico da casca de banana, ressalta-se que os autores discutem se a atividade
antimicrobiana ndo sofreu interferéncia do alcool usado para elaborar o extrato do experimento
sobre os resultados obtidos (KAPADIA; PUDAKALKATTI; SHIVANAIKAR, 2015).

A inovacdo em bioprodutos no tratamento endoddntico demanda etapas obrigatorias
para possibilitar seu uso clinico. Nossos estudos anteriores apresentaram resultados que
sugerem atividade antimicrobiana e identificaram componentes com potencial bioatividade
imunomoduladora nas propostas de novas pastas endoddnticas (SILVA, 2011, 2018; SILVA et
al.,, 2013). Portanto, com o intuito de verificar a biocompatibilidade de novas pastas
endodénticas a base de Extrato Glicélico de Musa paradisiaca com Ca(OH). e/ou ZnO e de
seus componentes, propds-se avaliar in vitro a citotoxicidade por meio do ensaio de tetrazolio
(MTT) e do ensaio de resazurina e a genotoxicidade por meio do ensaio de microndcleos. A
hipotese nula é que tanto as pastas endoddnticas propostas, quanto 0s seus componentes

isolados EGB, Ca(OH)2 e ZnO néo apresentariam citotoxidade e genotoxicidade.

1. RETROSPECTIVA e PERSPECTIVAS DE NOSSOS ESTUDOS,
ETNOBOTANICA e a Musa paradisiaca

A prospeccao do leite de banana, ou seja, da seiva da bananeira foi inicialmente o foco
para encontrar bioativos em nossos experimentos pilotos anteriores ndao publicados, no entanto
para ter sucesso na obtencao do extrato da seiva era necessario o0 uso de alcool, ndo sendo um
extrato com propriedades fisicas que suprissem 0s objetivos que procuravamos na
bioprospecc¢éo de bioprodutos para o tratamento endodéntico. Considerando a existéncia de um
produto para fins cosméticos ja disponivel no mercado bioindustrial, nosso grupo optou pela
parceria inicial com esse setor para oportunizar a bioprospecgdo de um novo material para uso
endodéntico de origem natural, sendo agora o utilizado o fruto da bananeira para elaborar o
extrato.

O Extrato Glicdlico de Banana (EGB) proveniente do fruto da bananeira é obtido por
percolagio com propilenoglicol, obtivemos a parceria da empresa MAPRIC® que gentilmente

nos cedeu 0 EGB para nossos estudos. A parceria entre a Academia e a Industria € um avango
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para a Biotecnologia na viabilizagio de um produto comercialmente viavel a ser
bioprospectado. No Brasil, a Estratégia Nacional de Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo (ENCTI)
para o periodo de 2016 a 2022 convoca agdes de pesquisa, desenvolvimento e inovacdo (PD&I),
em especial a Biotecnologia para a satde humana, com a finalidade de reduzir os impactos das
doengas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) sobre a populacdo (BRASIL, 2016). A
Organizagdo Pan-americana de Salde considera a Saude Bucal associada com os fatores de
risco das DCNT (OPAS, 2017), as quais possuem prioridade para a prevencdo e controle no
Plano de Acéo Global entre os anos de 2013 e 2020 da Organizacdo Mundial de Saude (OMS,
2013). As patologias da polpa e tecido periapical interferem na qualidade de vida do individuo
e sua evolucdo pode ter repercussdes graves para a saude, como a celulite facial, que caso ndo
seja tratada pode resultar em trombose do seio cavernoso, obstrucdo das vias aéreas,
mediastinite aguda, supuracdo pleuropulmonar, bacteremia sistémica (NEVILLE et al., 2016;
HARGREAVES; BERMAN, 2017). A ENCT]I busca o fortalecimento de redes e infraestruturas
de pesquisa e pretende que haja articulagéo para o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico em
insumos para saude, inclusive biofarmacos e biomateriais, de forma a assegurar o dominio
tecnoldgico de sua producdo, superando os atuais desafios para os produtos provenientes da
Biotecnologia para a saude (BRASIL, 2016).

As caracteristicas do propilenoglicol usado na técnica de percolacdo podem classificar
0 EGB como um veiculo hidrossoltvel viscoso (NELSON FILHO et al., 1999). O pH do EGB
¢ acido e ele possui propriedades fisicas interessantes para compor pastas endodonticas no
tratamento de dentes permanentes como medicacdo intracanal, podendo ser considerada no caso
de dentes deciduos sua aplicacdo também como veiculo de pasta obturadora. Sua aplicacao
intracanal direta, sem associagdo com o p6 de 6xido de zinco (ZnO) e de hidréxido de célcio
(Ca(OH).) para compor pastas, com o intuito de acdo das biomoléculas presentes em técnica
endodéntica de sessdo Unica ou multipla é também uma alternativa a ser considerada.

Em meio ao exposto, pastas endodonticas a base de EGB, que substituiu os veiculos
inertes comumente utilizados no tratamento endodontico, foram avaliadas experimentalmente,
associando o0 ZnO e o Ca(OH).. Em nossa pesquisa anterior, as propriedades antimicrobianas
dessas novas pastas endodénticas a base de EGB foram avaliadas pelo método de pogos em
difusdo em &gar frente a Enterococcus faecalis, bactéria associada a infec¢fes endoddnticas
refratarias, com resultado estatisticamente significante quando se associou 0 EGB com oOxido
de zinco, enquanto as pastas que continham Ca(OH). ndo apresentaram atividade nessa

metodologia utilizada, talvez 0 ambiente alcalino ative mecanismos de defesa da biologia
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celular do Enterococcus faecalis aumentando sua resisténcia (SILVA et al., 2013). Avaliamos
também, em nossos estudos anteriores, 0 EGB por meio de Cromatografia de Camada Delgada
sugerindo a presenca de flavonoides, taninos, esteroides e terpenos (SILVA, 2018).

A Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear do EGB em nossos estudos
anteriores inferiu terpenos e indicou a presenga de grande quantidade de carboidratos. Langando
mé&o da Espectrometria de Massas com lonizagao por Electrospray foi proposta a maltose como
constituinte majoritario do EGB. Em principio os agucares deveriam servir como nutrientes
para 0s microrganismos e auxiliariam sua proliferacdo. No entanto, o efeito foi contrario na
avaliacdo antimicrobiana por meio de difusdo em agar das pastas endoddnticas contra
Enterococcus faecalis, ao ser verificada a inibicdo de crescimento em tapete sobre o meio agar
Mueller Hinton (MHA) quando avaliado apenas o EGB e atividade bactericida associando-se
EGB ao ZnO no teste de difusdo em agar (SILVA, 2018).

Na hipdtese de a grande quantidade de maltose presente no EGB ter um papel em suas
propriedades, assume-se aqui a importancia de uma possivel relacdo do sistema maltose
conforme estudado para a Escherichia coli. Este sistema persistiu como um exemplo de
regulacdo positiva de um grupo de genes e sua provavel conexao entre o metabolismo da
maltose e a suscetibilidade de E. coli pela infecgdo do virus “phage L. Descobriu-se o receptor
(LamB) responsavel pela ligagao de “A” durante o estudo para sua atividade sobre E. coli e,
ainda, foi demonstrado que essa proteina externa de sua membrana citoplasmatica constituia
um canal para a passagem de acUcares através dela. Tem sido demonstrada a participacédo direta
do carreador na regulacédo transcripcional, indicando sua influéncia na expressdo de genes de
bactérias, a qual possui alguma dependéncia das taxas de entrada de substrato e também da
prépria presenca fisica do mesmo. Portanto, presume-se que a presenca de maltose pode ter
oportunizado a acdo de moléculas que produzam o efeito bactericida, podendo estar presentes
no EGB ou na prépria bactéria, ou ainda desativando moléculas que seriam importantes para a
defesa da bactéria (SILVA, 2018). Esses achados consolidam a escolha do EGB como um
potencial veiculo alternativo adequado para uso em novos produtos endodonticos.

Além da atividade antimicrobiana, fundamental para as pastas endodénticas, é notoria a
existéncia de reagentes em potencial para novos farmacos de origem natural apresentando
diferentes propriedades medicinais. A presenca de flavonoides, taninos, esteroides e terpenos,
encontradas no EGB (SILVA, 2018), possuem potencial terapéutico a ser considerado para
agregar melhores propriedades clinicas nas pastas endodénticas. As drogas isoladas da espécie

Musa acuminata foram consideradas validas para terapéutica de inflamagdo em uma recente
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revisdo, apresentando atividade anti-inflamat6ria em células de tumores humanos e, ainda, o
potencial de imunoestimulagdo foi demonstrado em experimentos com animais, além de
ensaios clinicos conduzidos que comprovaram a sua eficacia em aliviar a inflamacao associada
com a medicina ocidental em pacientes hipertensos com angina pectoris (MATHEW,; NEGI,
2017).

O papel do sistema imunoldgico pode refletir na resolucéo das doencas da polpa dentéria
e influi diretamente sobre o sucesso do tratamento endoddntico. O uso de medicacdes intracanal
imunomoduladoras tém sido alvo para o aprimoramento das técnicas atualmente utilizadas com
a finalidade de induzir resposta imune favoravel ao reparo do tecido perirradicular, sendo tdo
relevante quanto sua atividade antimicrobiana (COTT] et al., 2014a). As medicacdes intracanal
tradicionalmente eleitas para debelar as infeccbes endodbnticas ndo possuem todas
propriedades requeridas para eliminar patdgenos resistentes e promover o reparo tecidual, sendo
que algumas pastas usadas para esse fim utilizam veiculos inertes como o soro fisiol6gico, agua
destilada, propilenoglicol, polietilenoglicol, oliva, dleo de silicone, entre outros. As
inflamacGes crénicas imuno-inflamatorias e, consequentemente, reabsorcdo Ossea local,
causadas em resposta a microrganismos responsaveis por infeccdes refratarias sdo alvo para o
desenvolvimento de novas alternativas que incluam ferramentas biomoleculares (SOARES et
al., 2015). Dentre muitas moléculas bioativas do EGB, existem flavonoides e triterpenos ja
identificados (SILVA, 2018) e que podem ser eficientes em biomodular as reagdes imunes na
area infectada das patologias 6sseas, assim como promover cicatrizacdo e neoformacéo 6ssea.

Revisando as patologias do tecido 6sseo, 0s osteoclastos séo as células responsaveis
pela reabsorcao 6ssea fisioldgica e patologica. Embora muitos hormonios sistémicos e citocinas
locais regulem a diferenciacdo dos osteoclastos, o ativador do receptor do ligante NF-xB
(RANKL) e o fator estimulante de coldnias de macrofagos sdo as moléculas mais importantes
na osteoclastogénese. Os sinais de RANKL que sdo produzidos pelas células do estroma da
medula 0ssea ou osteoblastos sdo introduzidos nos precursores dos osteoclastos, via um
receptor de RANKL (RANK) na membrana plasmatica das células da linhagem dos
osteoclastos, levando a ativagcdo de NF-kB. Em sintese, desse modo, a expressao de moléculas
relacionadas a diferenciacdo de osteoclastos € induzida (LIMA etal., 2015¢c, HARGREAVES;
BERMAN, 2017).

A periodontite apical € uma doenca inflamatdria que induz a producdo de citocinas pro-
osteoclastogénicas, inclusive RANKL, TNF-a e interleucinas, produzindo reabsorgdo dssea e

também espécies reativas de oxigénio (ERO) que podem causar dano a proteinas, lipideos e ao
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DNA circunvizinho, além disso, as ERO possuem um papel na angiogénese, miogénese e
adipogénese. Os lipopolissacarideos (LPS) provenientes de infec¢cbes microbianas podem ser
0s desencadeadores da reabsorcdo Ossea, que a seguir é sustentada pelo proprio processo
inflamatdrio do organismo (LIMA et al., 2015¢c; HARGREAVES; BERMAN, 2017).

Um estudo com flavonoide derivado de Citrus sudachi mostrou que essa molécula
bloqueou a destruicdo Ossea inflamatoria induzida por LPS por inibir diretamente a
diferenciacdo dos precursores de osteoclastos, sem qualquer efeito sobre os osteoblastos. Além
disso, o flavonoide reprimiu as vias principais de sinalizacdo para a diferenciacdo de
osteoclastos, enquanto simultaneamente diminuiu a producgédo de ERO intracelular. Portanto, o
flavonoide pode ser um agente terapéutico Gtil para o tratamento de doencas Osseas
inflamatdrias (OHYAMA et al., 2018).

Com a hipdtese que flavonoides poderiam apresentar papel no desenvolvimento 6sseo,
outro estudo foi desenvolvido com quercetina e rutina, comumente encontrados em frutas e
vegetais. Foram utilizadas células mesenquimais isoladas e caracterizadas para a diferenciaco
em osteoblastos. Os flavonoides aumentaram a taxa de diferenciacdo das células em
osteoblastos, como também aumentaram significantemente a atividade da fosfatase alcalina
comparada ao grupo controle. A expressdo de marcadores moleculares que s&o ligados a
diferenciacdo dos osteoblastos foi maior para osteopontina, osterix, RunX2, osteoprotegerina e
osteocalcina. Os autores afirmam que essa classe de flavonoides poderia ser usada para o
tratamento de desordens osteodegenerativas pela sua especificidade na atividade de
diferenciacédo de osteoblastos (SRIVASTAVA; BANKAR; ROY, 2013).

Em outro estudo de extrato natural com a hipdtese de seu uso terapéutico na osteoporose,
avaliou-se in vivo a implicagdo no metabolismo 6sseo do extrato de Chenopodium ambrosioides
L (mastruz), composto também por flavonoides e terpenos, em murinos fémeas
ovariectomizados. Na osteoporose h& a inativacdo de osteogénese e incremento da atividade
osteoclastica pelo aumento de IL-1, IL-6 e TNF (SOARES et al., 2015). Correlacionando com
a Endodontia, o infiltrado inflamatério de lesdes periapicais infecciosas contém INF-y que,
consequentemente, gera o aumento de IL-1 e TNF-a, também responsaveis por desencadear o
processo de reabsorcdo 6ssea (LIMA et al., 2015b). O estudo sugere que 0s componentes
bioativos do extrato de mastruz provavelmente atuam em nivel celular com a ativacdo de
osteoblastos e inibigdo de osteoclastos, ressaltando ainda que os flavonoides devem participar
da ativacdo de osteoblastos ao se ligarem aos receptores de estrogeno dessas células (SOARES
etal., 2015).
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A pesquisa sobre a Musa paradisiaca se torna um fator importante na tentativa de
consolidar a correlacdo com outras plantas que possuem moléculas bioativas descritas
anteriormente na literatura. Com vistas ao embasamento cientifico deste estudo, procurou-se
fazer um levantamento cronoldgico da literatura que pudesse elucidar o comportamento
bioldgico terapéutico dos constituintes de Musa paradisiaca, bem como apresentar suas

caracteristicas botanicas e seu uso medicinal em diversas comunidades.

1.1 A Bananeira

Braga (1949), em um levantamento botanico das “Plantas do Ceard”, catalogou a Musa
paradisiaca. As matrizes selvagens das bananeiras cultivadas parecem localizar-se na Asia,
desde as indias as Filipinas — incluindo a Malésia. O fruto comestivel néo era conhecido na
América pré-colombiana, foram trazidas da Africa e da Asia no inicio da colonizagéo,
entretanto Gabriel Soares em seu “Tratado Descritivo do Brasil”, no ano de 1587, cita a
“pacoba” como natural da terra, sendo conhecido naquela época como “banana” apenas
variedades exoticas originarias de Sdo Tomé. No Amazonas, “pacova” sdo consideradas as
bananas da terra, enquanto que nas Guianas conhece-se a variante “bacove”, remetendo ao
termo tupi “pac-oba” cujo significado seria “folha de enrolar” ou “que se enrola” ligado as
bananeiras ou Musaceas. Enquanto os portugueses as apelidavam de “figos”, referindo-se as
variedades comestiveis, da Guiné e arredores veio a origem do nome “banana” generalizada
para “todas as castas desta preciosa fruta”, conforme Jacques Raimundo no ano de 1933 em seu
livro: “O Elemento Afro-Negro na Lingua Portuguesa”. A bananeira ¢ da familia das Musaceas,
com muitas espécies, mas trés principais de cultivo no Brasil: Musa cavendsihii (cultivares:
banana baé, nanica, caturra, banana d"agua, and), Musa paradisiaca (cultivares: banana da terra,
comprida, chifre de boi, pacova), Musa sapientum (cultivares: banana prata, banana maca,
banana curuda, banana S&o Tomé, banana roxa, banana pirod). A composic¢ao quimica da polpa
do fruto maduro da Banana da Terra teria os teores medios de 66,8% agua, 1,6% de proteinas,
0,2 % de matérias graxas, 29,9% de agucar e amido, 0,9% de celulose, 1,1 de cinza. Destaca-se
a banana em comparacgdo a outros alimentos cultivaveis no valor energético obtido por acre
cultivado com 8.320.000 cal, bem como a sua producéo 32.000 libras por acre. Sua importancia
comercial é grande tendo em vista o grande potencial de energia alimentar e a resisténcia ao
transporte com baixo prego, universalizando-se o consumo da banana. A seguir descreve-se a

espécie de Musa paradisiaca (Figura 1.1):
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O pseudocaule mede 2,50 - 3,50 m de comprimento, esverdeado, com
manchas escuras na base do peciolo, tendo este os bordos virados. Folhas de
1,70 - 2,00 m de comprimento por 65 - 72 cm de largura. Regimes pequenos,
contendo 4 - 7 verticilos, com 20 - 35 frutos, pesando de 7 - 14 quilogramas.
Raquis muito comprido, sem restos florais. Fruto de 20 - 30 cm de
comprimento, 5 - 6 cm de didmetro, pesando 250 - 400 g, tri ou tetraquinado,
um pouco arqueado, de casca grossa, amarela quando maduro, sendo a polpa
de cor roseo salmao, dura, pouco agucarada, mas de gosto agradavel. (idem,
ibidem, p. 150-1).

e
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Figura 1.1. Bananeira; o rizoma é capaz de lancar rebentos que formam novos pseudocaules,
agrupando-se em moitas.

Fonte: Parchen <http://www.flickr.com/photos/parchen/3573751999/sizes/o/in/photostream/>. Acesso
em: 02 de maio de 2011.

Alves (1999) e Moreira (1999) descreveram a Musa paradisiaca, herbacea naturalmente
encontrada em regides tropicais Umidas e subtropicais. Apresenta seu tronco sob o solo,
denominado rizoma, de onde provém as bainhas das folhas em conjunto, que emergem
formando o pseudocaule, popularmente conhecido como o tronco da bananeira. Sua
multiplicacdo acontece por meio do lance de novos rebentos por via vegetativa (Figura 1.1). As
flores em cachos surgem do coracdo da bananeira (Figura 1.2). Curiosamente, os frutos séo
partenocarpicos e ndo desenvolvem sementes em seu interior, 0s pontos escuros correspondem

a dvulos ndo desenvolvidos. Sua fase de gestacao inicia-se com a formacg&o de um broto-rebento
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em outra bananeira. Por esse motivo, sempre ao redor de uma bananeira adulta encontrar-se-&o

outras bananeiras em diversos estagios do ciclo de vida, formando uma touceira.

Figura 1.2. Bananeira; coragdo surgindo do cacho de bananas.

Ennos et al. (2000) examinaram anatémica e morfologicamente o peciolo e a folha de
Musa textilis, utilizando também uma abordagem mecénica quantitativa. As bananeiras sdo
perenes com rebentos que emergem de rizomas ensoberbecidos substanciais. Os peciolos se
arranjam em espiral nos rebentos aéreos e suas bases sobrepostas formam um pseudocaule
robusto, atraves do centro do mesmo cresce a inflorescéncia terminal. Bem ao alto os peciolos
separam-se do pseudocaule curvando-se para suportar as enormes folhas ovaladas em um
angulo obliquo. O esquema estrutural do peciolo é altamente eficiente, mesmo sem tecido
composto por madeira e sendo muito leve, tem a capacidade de suportar as grandes folhas,
resistindo a ventos fortes, inclusive a furacdes, se curvando e voltando a posicdo anterior
praticamente ileso. Sua armacgédo oca e elementos de reforgo longitudinais produzem uma
estrutura de baixa densidade e alta flexibilidade. Essa resisténcia flexural é aprimorada pelo
formato em “U” observado no corte transversal do peciolo (Figura 1.3), de modo que quando
deformado para uma direcdo tende a reverter o movimento na dire¢cdo oposta, tendo ainda a
capacidade de ser muito complacente quando submetido & tor¢do. Enquanto isso as estruturas
internas orientadas como raios e as placas laterais de parénquima estrelado previnem
achatamento dorsoventral, permitindo uma flexao ainda maior do peciolo sem ser danificado,

preservando sua estrutura e a do caule.
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Ennos et al.

Lamina \\

Figura 1.3. Diagrama da bananeira; (A) Vista geral da bananeira, observando que os peciolos, que
formam as regides mais inferiores do pseudocaule se afastam no alto para suportar o peso das folhas.
(B) Secgao transversal do pseudocaule, mostrando seu formato em “U”, em uma estrutura aerada de
eixos longitudinais.

Fonte: Ennos et al. (2000)

1.2 Componentes quimicos da Bananeira

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

transforma a pectose em pectina que é soltivel em agua, liberando-as. A dificuldade em isolar
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as proteinas foi mencionada e também a presenca de um fendmeno de ligacéo entre os taninos
e “um tipo de gel” que seria responsavel pela perda do sabor adstringente da banana verde. A
banana é um bom suplemento alimentar para uma dieta saudavel.

Jones (1965) solucionou a interferéncia de taninos presentes na banana na extracao de
proteinas do latex. Os taninos tém forte interacdo com cadeias peptidicas formando complexos
insolUveis em agua e precisam ser separados quimicamente para isolar as proteinas enzimaticas
de interesse. Gelatinas, proteinas inertes e, também, a polivinilpirolidona fariam esse papel de
precipitar complexos sollveis em dgua com baixo peso molecular de polifendis (taninos), no
entanto poderiam ter impedimento de oxidacéo posterior levando a desativacdo enzimética. O
latex colhido foi de bananas verdes do cultivar “Valery”, fracionado em centrifugagdo de baixa
velocidade. A particdo aquosa (pH 4,5) foi submetida a dialise, cromatografia por papel, teste
de precipitacdo de taninos e analise colorimétrica. Apos dialise prolongada, trocando a agua
destilada muitas vezes, o tanino permaneceu insoltvel em agua. O polietileno glicol reagiu
espontaneamente com o tanino do latex da banana, diferente de outros solventes organicos e
agua fervente nos quais era insolavel. A cromatografia evidenciou que depois de o tanino ser
tratado com o PEG 0 mesmo néo se apresentava mais presente na particdo. A estequiometria da
reacdo entre o PEG-tanino ainda estava indeterminada, com provavel ligacdo de hidrogénio
entre o oxigénio da cadeia do PEG com grupamento hidroxila fendlico (tanino). Dopamina,
serotonina e um flavonol ndo identificado foram revelados também. O uso de PEG na extracdo
enzimatica de plantas que contém taninos mostrou-se eficaz.

Yang et al. (2000) purificaram a enzima Polifenol oxidase de Musa sapientum L. O fato
de existir dopamina na casca e polpa da banana e ela reagir fortemente com Polifenol oxidase,
leva a crer que esta reacao seria responsavel pelo escurecimento da banana. O polissacarideo
da polpa da banana foi primeiramente hidrolisado por glucoamilase para nao interferir nos
procedimentos de purificagdo na troca idnica da cromatografia e na filtragem. A molécula teve
peso estimado de 41000. A enzima rapidamente oxidou a dopamina sendo o pH 6timo de 6,5 e
temperatura 6tima de 30°C para esta reacdo. Sua atividade foi inibida por dietil-ditiocarbamato
de sddio e cianeto de potassio, assim como pelo L-acido ascorbico e cisteina. Entretanto, sob
baixa capacidade tamponante, em pH 7, sua atividade também foi marcadamente inibida pelo
acido citrico e acido acético, podendo estes ser compostos capazes de evitar 0 escurecimento
da banana.

Mondal et al. (2001) avaliaram a composi¢do quimica do gel de Musa paradisiaca na

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

Jesus et al. (2004) avaliaram a composic¢éo fisico-quimica de dez gen6tipos de bananeira
e, dentre outros resultados, encontraram nos frutos maduros: teor residual de amido entre 0,9%
e 7,1%; teor médio de agucares totais entre 18,8% e 24,9%; teor de agUcares redutores, 17,3%
e 23,6%; teor de &cido ascorbico, 5,2 mg.100g™ e 11,95 mg.100g™*; valores de acidez total
titulavel entre 0,25% e 0,54%.

Okuda (2005) em uma revisdo de literatura verificou que a presenca de taninos em
plantas medicinais tem demonstrado a atividade biol6gica dessa molécula pode contribuir com
os efeitos benéficos que as mesmas apresentam sem apresentar toxicidade. Avaliando-se o
isolamento e determinacdo da estrutura molecular de centenas destes elagicotaninos e
dehidroelagicotaninos, como tambem seus oligbmeros e derivados oxidados classificou-se
esses derivados fendlicos de acordo com o estado de transformacédo oxidativa de suas estruturas
e oligomerizacdo, verificando-se a existéncia de paralelos entre a evolucdo da planta e o estado
oxidativo. Além das atividades redutoras e de antiperoxidagdo, verificou-se a atividade
antitumoral, antiviral e o potencial antibacteriano dessas moléeculas.

Deshmukh et al. (2009) descreveram a importadncia de conhecer as diferentes
composicdes quimicas entre os cultivares de bananeiras na India para aprimorar seu valor de
mercado e apresentar as vantagens de componentes quimicos de uma sobre a outra. A presenca
de polifenol oxidase pode elucidar maior tempo de prateleira do produto, além de outros
compostos tais como flavonas, fendis e minerais que sdo essenciais para a nutricdo humana e
podem caracterizar principios bioativos para uso medicinal. A banana é um produto importante

na alimentagdo mundial com 88 milhGes de toneladas métricas por ano ocupando uma area de
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cultivo de 10 milhdes de hectares e a india possui a maior producdo mundial. Além de ser venal
in natura, pode ser feito cerveja ou vinho a partir da banana, petiscos desidratados, farinha e
suco; o pseudocaule pode ser usado para fazer sapé, tecidos, cordame e como cobertura do solo
em técnicas agricolas. Sdo encontradas nas regides tropicais e subtropicais aproximadamente
30 espécies do género Musa e, dependendo da regido que sdo cultivadas, recebem
denominacdes diversas apesar de serem muitas vezes da mesma espécie e do mesmo cultivar.
A composicdo quimica pode esclarecer melhor a correta identificacdo de cada uma,
independente da segregacéo e variacdo local. O crescimento de frutas tropicais sob luz solar
intensa lhes proporciona algumas moléculas importantes para evitar a peroxidacéo,
principalmente na casca e na polpa do fruto, entre elas algumas enzimas purificadoras

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

flavonoide). Frutos de 11 cultivares foram coletados de pomares do Sudoeste de Maharashtra e
de partes de Karnataka, na india, num estagio de amadurecimento ainda amarelo esverdeado.
Uma parte das frutas foi descascada e liquidificada com agua deionizada, depois centrifugada
a 4500 g por 15 min (4°C). O sobrenadante foi colhido e usado para o ensaio de antioxidantes.
A porcéo insoltvel foi extraida com acetona e novamente centrifugada e também usada no
ensaio de antioxidantes. Outra parte das frutas foi liofilizada e pulverizada e as amostras
armazenadas a -20°C até sua analise. As amostras de casca de banana, sem o apice e o caule,
foram imersas por 20s em &gua fervente para inativar a polifenol oxidase, em seguida picadas
e liquidificas com &gua destilada, depois centrifugadas a 8000 g, submetidas a dialise durante
12 horas e depois concentradas em evaporador para serem usadas no ensaio de antioxidante.
Foi observado que os resultados dos valores nutricionais de cada cultivar dependiam da
variacdo de solo e climética de suas regides. Claramente notou-se diferenca dos constituintes
quimicos entre os cultivares. A vitamina C tinha mais concentracdo em frutos mais compridos.
Os carotenos, fonte de vitamina A, mostraram pouca quantidade neste estudo diferindo de
outros estudos realizados. A atividade da polifenol oxidase mostrou-se menor no cultivar Jawari
e maior em Grand Naine. O cultivar Cavendish apresentou excelente atividade antioxidativa,
na andlise das cascas do fruto, atribuida a presenca de catecolaminas. Neste estudo a presenca
de acidos fenolicos foi pequena. Na analise das concentragcdes dos minerais pode ser observado
que o0 aumento da concentracdo de um eleva a concentracao de outros. Na analise multivariavel
foi verificado que Basrai e Cavendish sdo 0 mesmo cultivar. Jawari e Shrimanti se destacaram

dentre os outros cultivares por serem de maior potencial nutricional.
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Bennett et al. (2010) quantificaram diferentes classes de fenois associados as paredes
celulares da polpa de diversos cultivares de Musa acuminata Juss. Realizando analises em dias
distintos depois da colheita, avaliou-se a relacdo dos fendis com o amadurecimento da banana
mensurando sua atividade antioxidante e o seu beneficio potencial a satde. Os cultivares Terra,
Mysore, Figo, Pacovan, Nanicdo foram colhidas em Itapetinga, estado de S&o Paulo. As
bananas foram armazenadas 110 dias ap6s o florescimento controlando a temperatura de 20°C
e umidade relativa do ar 90%. Foram recolhidas as amostras baseadas na emissao de etileno e
na sua respiracdo, ao longo do pre e pos climatério e o primeiro estagio de senescéncia. As
bananas foram descascadas, fatiadas e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido a -
80°C. Foram detectados no extrato solGvel da polpa (+) catequina, galocatequina, (-)
epicatequina, bem como taninos condensados; ndo estavam presentes antocianinas ou
antocianidinas. Na fracdo sollvel da parede celular da polpa do fruto da bananeira dois
derivados de acidos hidroxicindmicos eram predominantes; na fracdo insoluvel a antocianidina
delfinidina era predominante. Essas fracGes mostraram excelente acdo antioxidante, sendo que
os cultivares Nanicdo, Figo, Pacovan e Mysore foram os de melhores resultados, mas Terra teve
o0 pior resultado. A hidrodlise acida liberou varios monossacarideos, enquanto que a hidrdlise
enzimatica liberou um pico de oligossacarideo. De um ponto de vista fisioldgico, os dados da
hidrélise enzimatica foram mais representativos do que os da acida, pois demonstram que
enzimas digestivas podem também facilitar a absorcdo de compostos fendlicos de bananas.
Esses resultados apontam a acdo antioxidante da parede celular da polpa do fruto da bananeira
que ¢ de origem natural e que a mesma estaria biodisponivel no intestino humano.

Ohla et al. (2011) determinaram por eletroforese de microchip componentes
biologicamente ativos em bananas. Técnicas de separacdo molecular miniaturizadas baseadas
em chip sdo atrativas pelo fato de serem seguras, reduzirem o consumo de reagentes, melhorar
a portabilidade e, especialmente, devido a alta velocidade proporcionada pela mesma, podendo-
se considera-la como uma eletroforese capilar miniaturizada. Uma porg¢éo de 3,69 de polpa de
banana foi amassada por um pildo e um gral, acrescentando-se, na sequéncia, 1 mL de metanol.
A lise celular foi proporcionada por ultrassom por 20 min, centrifugada a 750 X g por 15 min,
colheu-se o sobrenadante que foi centrifugado novamente a 13000 X g por 10 min, para depois
ser armazenado a -20 °C. Foi utilizada luz UV em um comprimento de onda de 266 nm.
Dopamina e serotonina foram identificadas por esta metodologia, também seus precursores
triptofano e tirosina, além de salsolinol um alcaloide isoquinolona em menos de 1 min. Depois

de 10 dias de amadurecimento das bananas também foi encontrado um metabdlito da tirosina a



27

levodopa. A andlise quantitativa do extrato por calibracdo externa revelou concentragdes de
serotonina, triptofano e tirosina de 2,7 a 7,6 pg/mL com desvios-padrédo menores que 3,5%.

Para validacao dos dados, os compostos também foram avaliados por eletroforese de microchip
acoplada ao espectrdmetro de massas onde foram obtidos os ions 177 m/z da serotonina; 154
m/z da dopamina; 180 m/z do salsolinol; 205 m/z do triptofano; 182 m/z da tirosina; 365 m/z
da maltose. A metodologia mostrou-se eficiente para a analise de misturas complexas como 0s

componentes naturais provenientes da banana.

1.3 Medicina tradicional sobre a Bananeira

Coe e Anderson (1999) observaram as plantas utilizadas pelos amerindios do nor-
sudeste da Nicaragua. Escolheram os Ulwa, uma das trés tribos remanescentes dos Sumu, que
utilizam 187 espécies de plantas para tratamento de 25 tipos de doencas. A administragdo é
normalmente realizada via oral por meio de decocg¢éo de folhas. Foi realizado um ensaio para
o reconhecimento de moléculas consideradas bioativas nas plantas, levando-se em conta 0s
alcaloides e os glicosideos, sendo que 70% mostraram apresentar tracos desses componentes, a
maioria herbacea. Comparando-se com os Miskitu do sudoeste da Nicaragua, 90% das plantas
eram as mesmas, levando-se em consideracdo que estes possuem um territorio maior e mais
plantas exclusivas da regido. Portanto as pequenas diferencas encontradas foram apenas de
abrangéncia territorial sem envolver diferengas culturais. A Musa paradisiaca L. tem a sua
seiva e seu fruto usados in natura ou como cataplasma para tratamento de picadas de cobra,
diarreia e hemorragia. A literatura pesquisada pelos autores indicou a presenca de alcaloides
em Musa paradisiaca L.

Grover et al. (2002) revisaram o uso de 45 plantas medicinais indianas contra diabetes.
Musa sapientum foi citada utilizando a administragdo 4 mL/Kg da decoccéo das flores em
coelhos hiperglicémicos com bons resultados diminuindo os picos e a area da curva de
tolerancia da glicose. Ainda foram citadas atividade antioxidante e hipolipidémica da banana.
Os autores ressaltam a importancia de uso dos conhecimentos da medicina tradicional em paises
ainda em desenvolvimento como uma alternativa econémica viavel, além de promover o
advento de novos biomateriais com significante atividade contra patdgenos endémicos.

Medeiros et al. (2004) realizaram levantamento de 36 espécies de plantas medicinais da
reserva do Rio das Pedras, estado do Rio de Janeiro, um remanescente da Floresta Ombrofila

Densa, utilizadas pelos sitiantes residentes no local e de ascendéncia dos meeiros que
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trabalhavam nas plantacdes de banana da antiga fazenda “Goiabal”. Estas espécies puderam ser
relacionadas a 28 usos medicinais, organizadas em 7 grupos. Havia 21 espécies de plantas
herbaceas, 8 arbustivas, 5 arbdreas. Por meio de entrevistas estruturadas e semiestruturadas
aplicadas a essa comunidade foi feito o levantamento dessas espécies ao redor das casas dos
mesmos. A folha era a parte mais utilizada e a manipulagédo mais comum era o decocto, sendo
na area as de maior utilizacdo a erva-de-santa-maria (Chenopodium ambrosioides L.) e a
pitanga (Eugenia uniflora L.). A banana (Musa sapientum L.) estava entre as espécies mais
citadas sendo utilizada a folha deste herbaceo in natura para cicatrizagdo. Deste modo, 0s
autores elucidaram as espécies utilizadas com fins medicinais em &reas ainda habitadas da
Floresta Atlantica.

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

Neto et al. (2006) participaram do projeto CALU implementando atividades
socioeducativas e culturais em Itamatatiua e Samucangaua, comunidades remanescentes
quilombolas no Maranhao, visando o desenvolvimento sustentavel das mesmas. Dessa maneira
procurou-se atingir algumas metas, dentre elas: identificar a referéncia em salde para as
comunidades; verificar o conhecimento das comunidades sobre salde integral e fatores que
interferem na mesma, bem como a conduta adotada quando adoecem; coletar dados dos
registros das familias de Itamatatiua de posse das Agentes Comunitérias de Saude; introduzir
nogOes de higiene pessoal e dos alimentos e educacdo alimentar; conhecer da comunidade de
Itamatatiua sobre o uso de plantas com fins terapéuticos, listando-as de acordo com a finalidade
a que se destinam e fotografando-as; recuperar conhecimentos populares sobre a producéo de
medicamentos com plantas, esclarecendo sobre os riscos da automedicagdo e introduzindo
nogdes de cuidados e preparo dos remédios caseiros bem como suas indicacdes e
contraindicagcbes com base em estudos cientificos. Foram coletados dados de registro das
agentes comunitarias somando 123 familias no local, com 141 criangas, 80 adolescentes, 225
adultos, 52 idosos e 5 de faixa etaria desconhecida. Das 120 casas 35% ndo possuem energia

elétrica, 50% ndo fazem nenhum tratamento da agua, ndo existe coleta de lixo. Dentre as 52
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plantas medicinais listadas, a bananeira foi citada para dor de dente (cérie) utilizando o leite de
banana para esse fim. Verificou-se que a maior parte dos problemas de saude da populacdo
decorre da falta de saneamento bésico, infraestrutura domiciliar e ambiental e informac6es
acerca da boa higiene e de prevencao de doencas.

Albuquerque et al. (2007) fizeram o levantamento de 21 trabalhos cientificos publicados
de pesquisas etnobotanicas sobre plantas medicinais da Caatinga, abrangendo os estados
brasileiros de Alagoas, Bahia, Paraiba, Pernambuco e Sergipe no periodo de 1985 e 2006.
Coletaram desses artigos os nomes cientificos, nomes populares, partes utilizadas da planta
quando citadas, indicagdo terapéutica. Dessa maneira caracterizaram um indice de importancia
relativa dependendo do nimero de vezes que a espécie foi levada em conta por esses trabalhos.
Houve um levantamento de 389 espécies de planta, dentre as quais apenas 48 tiveram um indice
de importancia maior do que 1,0, sendo que apenas 9 dessas espécies eram endémicas da
Caatinga. A bananeira também foi citada como planta medicinal utilizada para tosse, bronquite,
asma, gripe, inflamagdes em geral, diarreia e antiofidica e relataram o uso da raiz e das folhas
para tais fins, com indice de importancia com valor de 0,7. A analise dos autores verificou
grande nimero de espécies de plantas medicinais conhecidas da Caatinga, regido Nordeste do
Brasil, com necessidade de futuros experimentos fitoquimicos e farmacoldgicos e também de
uma visdo mais detalhada de sua disponibilidade para uso da populagéo em geral.

Giorgetti et al. (2007) fizeram um levantamento histérico de registros literarios no Brasil
gue apontassem plantas medicinais aplicadas para doencas do sistema nervoso central
consultando fontes desde o século XVI. Levando em consideracdo a ampla biodiversidade
presente na Floresta Amazonica, Mata Atlantica, Cerrado, Caatinga e Pantanal, como também
a agregacao de conhecimentos multiculturais provenientes da colonizag&o por povos da Africa,
Asia, Europa com 0s povos nativos, o conhecimento etnobotanico se enriqueceu muito. Foi
feita uma triagem de livros que apresentassem tratamentos com plantas medicinais para doengas
do sistema nervoso central nas bibliotecas da Universidade de S&o Paulo, Museu Padre
Anchieta, Instituto Botanico de So Paulo e colec¢des privadas de dois pesquisadores com mais
de 40 anos de experiéncia no uso de plantas medicinais, sendo que 6 livros foram selecionados.
A partir dai foram consultados pelos nomes cientificos os sitios eletronicos da “Pubmed”, os
Anais de 1968 a 2004 do Simpdsio Brasileiro de Plantas Medicinais e a base de dados
fitoquimica e etnobotanica “Dr Duke”. Além disso, foi verificado no Dicionario de
Especialidades Farmacéuticas e na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria o registro das

plantas medicinais, bem como a presenca de patente nos orgdos regulatorios brasileiro,
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americano e europeu. Para Musa sapientum L. houve 1 relato na literatura histdrica do uso do
fruto como inebriante e intoxicante em 1939; ainda foram encontrados 7 estudos fitoquimicos
evidenciando a presenca de 6leos essenciais, flavonoides, triterpeno cicloartanos, taninos e
esteroides; 3 estudos farmacologicos mostrando efeito antioxidante e para sanar paralisia
muscular; 1 patente com uso farmacolégico antidepressivo.

Gomes (2008) em uma revisdo da literatura procurou elucidar os fitoterapicos utilizados
em Odontologia para tratamento das diversas patologias bucais. Dentre as 150 plantas
medicinais encontradas, 60 tiveram comprovacao cientifica de sua atividade terapéutica. Com
relacdo a Musa paradisiaca L., encontrou que a seiva é adstringente e possui acdo anti-
hemorrégica indicada para aftas. A casca da banana com uso topico tem acdo cicatrizante,
evitando a formacdo de edemas e também anti-hemorragica. No caso de odontalgia o0 sumo do
talo do cacho da bananeira é utilizado. A decoccdo produz um extrato que € indicado fazer
bochecho para tratamento de gengivite.

Coelho-Ferreira (2009) demonstrou a importancia de conhecimento de plantas
medicinais em Marud4, estado do Para, na costa Amazonica. Os dados foram coletados de 1996
a 1998, por meio da observacao, entrevistas semiestruturadas e dialogos informais com os
habitantes locais e especialistas em plantas, coletando espécimes das mesmas. A biodiversidade
da Amazonia litordnea agregou importantes conhecimentos a medicina tradicional local, foram
catalogadas 229 plantas medicinais, distribuidas em 81 familias boténicas, que podem ser base
de futuras pesquisas em fitoterapia. As indicacdes terapéuticas eram para tratamento de doencas
conhecidas e patologias percebidas por uma perspectiva cultural local, ressaltando a forma de
preparo e a parte da planta utilizada. Musa foi utilizada para diarreia com Oxiurus, tomando-se
0 cha da casca da banana roxa. O conhecimento gerado pode ser utilizado como terapias
alternativas no Sistema Unico de Satde com potencial de promover a satde na populacio a

baixo custo.

1.4 Aplicagdes potenciais de Bioprodutos da Bananeira

Vega et al. (1988) procuraram determinar uma maneira de reutilizar residuos de banana
por fermentacdo de leveduras. Obtiveram fruto maduro da banana e prepararam um suco:
primeiramente lavaram, fatiaram e colocaram no vapor para branqueamento; removeram a
casca, moeram a polpa, deixando esfriar a temperatura ambiente, ajustou-se o pH para 4,0 com

3 N HCI, incubando com 0,05% de pectinase proveniente de Aspergillus niger por 2 h sob
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agitacdo em banho-maria a 25°C; o suco foi separado do residuo em centrifuga 27000 X g por
20 min a 4°C; por fim foi filtrado em papel filtro n°® 40 Whatman e armazenado a -29 °C. Para
sua utilizacdo ele era diluido a 20% em agua destilada e acertado o pH para 5,2, para depois ser
esterilizado em autoclave. O suco extraido era claro e amarelado e com aproveitamento de 82%
depois de incubado com a pectinase, com viscosidade absoluta de 3,72 P. Depois de esterilizado
se tornava mais escuro e embagado com formacao de precipitado, sendo possivel a formacéao
ou degradacdo de componentes depois do aquecimento. Apresentava 24,4% de acgucares totais,
5,2% de glucose, 3,9% de frutose e 15,3% de sucrose, sendo que houve um aumento de 15%
de acUcares totais depois da esterilizacdo. O suco também continha 0,62% de lipidios, 0,77%
de cinza e 0,087% de nitrogénio. O amido n&o foi detectado no suco, mas apenas na polpa por
meio da adicdo de iodo, uma das duas metodologias empregadas para tal fim. Para conseguir
sucesso na fermentacdo era necessario adicionar mais nutrientes, sempre respeitando a
concentracdo de 20% do suco. Nessas condi¢fes foi possivel produzir indices elevados de
biomassa, mas a producdo de lipidios ndo foi possivel necessitando outros estudos para
aprimorar a técnica.

Sharma et al. (1989) avaliaram in vitro a atividade antimicrobiana do rizoma de Musa
paradisiaca H. Kela. Relataram que seu fruto é consumido em larga escala pela populacédo da
india e que existe uso do rizoma para fins anti-helminticos e anticoncepcionais. Os rizomas,
depois de processo de secagem, foram submetidos sequencialmente a extragcdo com hexano,
benzeno e etanol para depois serem concentrados no rotaevaporador. A atividade
antimicrobiana foi feita pelo teste de difusdo em agar com discos de filtro de papel, utilizando
0s meios de cultura em caldo Sabouraud e caldo Oxoid, para atividade antifungica e
antibacteriana. O crescimento das culturas de bactérias foi durante 18h a 37°C e para os fungos
72h a 26 °C. Todos os testes foram feitos em triplicata e medidos os halos dos diametros de
inibicdo. Os controles positivos foram penicilina para bactérias e hamycin para fungos. Os

micro-organismos testados foram: Staphylococcus aureus, S. albus, Streptococcus g

haemolyticus, Bacilus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella aerogenes, Pseudomonas
aeruginosa, P. pyocyance, Aspergillus niger, A. flavus, Fusarium oxysporum, Geotrichum
candidum. O extrato benzénico teve a maior atividade antimicrobiana, exceto para P.
pyocyance. O extrato hexanico teve boa atividade contra bactérias Gram-negativas em
comparacgdo as Gram-positivas e aos fungos. O extrato etandlico apresentou boa atividade

apenas contra Streptococcus g-haemolyticus e Klebsiella aerogenes e nenhuma atividade foi

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

Orie (1997) verificou que o extrato aquoso de Musa paradisiaca teve efeito
vasodilatador na aorta e veias de ratos. O extrato foi feito de frutas maduras foram descascadas
e marteladas para solubilizar em &gua. A solucdo aquosa foi centrifugada e filtrada em papel
Whatman. O filtrado foi evaporado e o residuo foi utilizado para preparar o extrato em uma
concentracdo de 10 para 1 mg/mL. Depois de sacrificados os ratos foram obtidos anéis da
aorta e de veias para observar sua reacao ao extrato, mantido o tecido oxigenado em solucao
normal salina. Em um sistema reproduzindo estimulos adrenérgicos foi avaliada a influéncia do
extrato sob os tecidos dos vasos. Os resultados indicam que houve relaxamento inespecifico da
musculatura e inibicdo do ténus muscular dos vasos sanguineos avaliados, lembrando que esse
efeito ndo pode ser atribuido a alta concentracao de serotonina presente no extrato, ja que esta,
quando testada isoladamente, produziu contracdo muscular, no entanto ndo se exclui a
possibilidade de haver a interagdo in vivo da mesma, quando proveniente do extrato.

Lewis et al. (1999) extrairam ingrediente ativo antiulcerogénico do fruto verde de Musa
sapientum L. Esse constituinte é polar, extraido com agua morna ou alcool hidratado e se liga
firmemente ao carvao vegetal ativo. Sua atividade antiulcerogénica é perdida quando aquecido
acima de 50°C. Também conhecidos como leucoantocianidinas os compostos polifenélicos sdo
flavan-3,4-diois e sdo o segundo composto mais polar da polpa da banana. Os frutos foram
descascados e a polpa seca ao sol, para depois serem pulverizados. O fracionamento foi feito
sequencialmente utilizando etanol, cloroférmio, acetona, cloroférmio e n-butanol. Utilizando-
se 0 rota-evaporador os solventes foram removidos e a agua foi removida por congelamento
seco. Caracterizou-se do extrato aquoso por intermédio de cromatografia por papel,
cromatografia por camada delgada, anélise espectrofotométrica, cromatografia liquida de alta
eficiéncia um flavonoide: leucocianidina. Induzindo Ulceras gastricas em ratos foram
administradas a banana verde seca pulverizada, a leucocianidina extraida do vegetal e a sintética
que demonstraram efeito protetor da mucosa gastrica dos animais, evidenciando a atividade
antiulcerogénica dos flavonoides, que ja tém sido citados na literatura como redutores da
secrecdo de &cidos pelas células parietais do estbmago.

Pari e Uma-Maheswari (1999) baseados em pratica regional de uso do suco de flores de
bananeira para tratar diabetes na india avaliaram a glicemia de ratos ap6s administracio de
concentracdes de extrato de flores de Musa sapientum L. Depois de coletadas 5009 de flores

usando para a extracdo 1,5 L de cloroférmio pelo método da extracdo quente continuada, foram
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obtidos 16,5 g de extrato, sendo este dissolvido em agua estéril para ser usado no estudo. Os
ratos foram induzidos a diabetes em duas semanas com glicemia de 200-260mg/100mL. Os 36
ratos foram divididos em 6 grupos, sendo um controle com ratos sem diabetes, 0 segundo com
ratos diabéticos, diabéticos tratados com glibenclamida e o restante diabéticos tratados com o
extrato em concentracdes de 0,15, 0,20 e 0,25 g/Kg durante 30 dias. O extrato mostrou ser mais
efetivo para reduzir a glicemia de ratos com diabete induzida do que a glibenclamida, resultando
em reducoes significativas da glicose sanguinea, hemoglobulina glicosilada e 0 aumento do
numero de hemoglobulinas, especialmente em referéncia a concentracéo de 0,25 g/Kg.

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

Borges (2005) avaliaram em ensaios in vitro e in vivo o efeito inibitorio da seiva de
Musa paradisiaca L. contra o veneno de cobra. A coleta foi feita diretamente do pseudocaule
da bananeira por meio de puncéo, centrifugado por 5 min a 3000 X g e o sobrenadante filtrado
em papel Whatman, liofilizado e estocado a -20°C. O veneno de Bothrops jararacussu,
Bothrops neuwiedi e Crotalus durissus terrificus liofilizado foi dissolvido em soro fisiologico
e centrifugado por 5 min a 3000 X g, em seguida os sobrenadantes foram imediatamente
colhidos e utilizados no estudo. O extrato de Musa paradisiaca, quando misturado ao veneno

de crotalidae, inativou sua proteina, demonstrou efeito anti-hemorragico e anulou seu efeito
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letal in vitro. Quando administrados separadamente em vias diferentes in vivo em ratos néo
surtiu efeito. A presenca de polifendis e taninos no extrato pode ser responsavel pela
desnaturacdo de proteinas presentes no veneno. O perfil da eletroforese tanto do plasma
sanguineo quanto do veneno foi alterado quando adicionado o extrato da seiva de bananeira.
Os compostos formados poderiam ter dimensdes moleculares que ndo permitiram entrar no gel.
Os componentes do extrato reagem com proteinas plasmaticas e por isso ndo houve sucesso
quando utilizado in vivo, pois ndo poderiam reagir com as proteinas do veneno presentes no
organismo do roedor.

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

Park et al. (2008) estudaram a casca da banana, um residuo agricola desperdicado, usada
para reduzir o Cr(VI) a Cr(lll) diminuindo consideravelmente a toxicidade desse detrito
industrial. A incorporagéo de alginato de célcio solucionou a eliminacéo de Cr(I11) que ndo era
suficientemente realizada pela casca da banana. A reacdo que supostamente acontece em
solugdo aquosa tem relacdo com a provavel composicdo das moléculas da casca da banana
carregadas positivamente gue se ligam ao Cr(V1) anidnico, podendo ser grupamentos fendlicos,

tanino, lignina, tiol que séo relatados como doadores de elétrons em biomateriais. Esse novo
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biossorvente de Cr(VI) é 4 vezes mais eficaz do que redutores quimicos e apresenta-se como
uma solucéo ecoldgica e economicamente viavel.

Vijayakumar et al. (2008) examinaram o efeito antioxidante da presenca de flavonoides
de Musa paradisiaca na dieta normal e hipercaldrica de ratos. Flavonoides constituem um dos
grupos fenolicos mais frequentemente encontrado naturalmente e sdo ubiquos em todas as
partes de plantas verdes. O consumo de flavonoides deve ser benéfico porque ao interagir com
varios sistemas biologicos apresentam atividade anti-inflamatoria, hipolipidémica,
hipoglicémica e antioxidante. Estudos tém apontado que a peroxidacdo de lipidios esta
envolvida em vérias anormalidades fisiologicas e patoldgicas, tais como envelhecimento,
inflamagdes e doengas cardiacas. O extrato metanolico de bananas verdes foi obtido; depois de
evaporado o solvente, os componentes apolares foram sequencialmente extraidos por meio de
hexano; a particdo aquosa que continha flavonoides foi concentrada e utilizada no estudo. Os
animais foram alimentados com uma dieta hipercalérica em grupos. Em um deles foram
adicionados os flavonoides enquanto que em outro ndo, além do grupo controle com dieta
normal. A presenca de flavonoides demonstrou ter efeito antioxidante. A banana poderia ser
associada a uma dieta equilibrada e protetora contra estresses oxidativos.

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

Bankar et al. (2010) propuseram o uso de residuo de casca de Musa paradisiaca para

sintetizar nanoparticulas de ouro, que podem ser utilizadas em catalise, Optica, dptica eletronica,
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microeletrénica, biodiagndstico, imaginologia, técnicas de sensibilidade bioldgica e quimica.
Metodologias para a obtengdo de nanoparticulas de ouro como a fotolitografia e nano-impresséo
sdo complexas, envolvendo varios passos, com custo elevado. O uso do extrato da casca de
banana pulverizada é uma alternativa ecologica como material redutor. A aplicacdo
antimicrobiana das nanoparticulas de ouro também foi demonstrada. As cascas de banana foram
coletadas e lavadas, entdo fervidas em &gua destilada por 30 min, depois esmagadas em agua
destilada e filtradas através de tecido de musselina. O filtrado foi precipitado com volumes
iguais de acetona resfriada, depois centrifugado, seco e pulverizado para ser utilizado nos
experimentos. Para cada 10 mg de p6 de extrato foi utilizado 1 mm de solugdo de &cido
clorodurico. A mistura foi incubada por 3 min em banho-maria a 80°C. A influéncia de pH foi
testada nos niveis de 2, 3,4 e 5. Padronizando o pH em 3, a temperatura foi testada a 40, 60, 80,
100°C. O espectrofotdbmetro UV caracterizou as nanoparticulas formadas. Os grupos funcionais
do pd6 do extrato que poderiam estar envolvidos na sintese das nanoparticulas de ouro foram
avaliados por espectrofotdmetro de transmissdo na resolucdo 4 cm™. Duas linhagens de
Candida albicans (BX ou BH) foram utilizadas para determinar a acdo antifungica, cultivadas
no meio MGYP, enquanto que as linhagens de bactérias foram Citrobacter kosari (MTCC
1657), Escherichia coli (MTCC 728), Proteus valgaris (MTCC 426), Pseudomonas aeruginosa
(MTCC 728), Enterobacter aerogenes (MTCC 111), Shigella sp. e Klebsiella sp., cultivadas
em Agar nutriente. Pelo método de difusdo em agar, as amostras de nanoparticulas de ouro com
pH 5 foram colocadas nos po¢os, deixando difundir por 15 min a 4°C e depois incubadas de 24-
48h a 37°C. Todos os testes foram feitos em triplicata. Uma variedade de nanoparticulas se
formaram quando as condicBes reacionais foram alteradas pelo pH, concentracdo de acido
clorodurico, contetdo de extrato de casca de banana e temperatura de incubacdo. Os produtos
reacionais apresentaram cores vividas e espectro UV caracteristico de nanoparticulas de ouro,
tendo um tamanho médio de 300nm, formando microtubo e microfios na periferia das amostras
secas. Os grupamentos carboxilicos, amina, hidroxila estavam envolvidos na sua sintese. O
extrato de casca de banana ndo apresentou sozinho efeito antimicrobiano. As nanoparticulas de
ouro apresentaram efeito antifingico para Candida albicans. Houve atividade antibacteriana
contra Shigella sp., C. kosari, E. coli, P. valgaris e E. aerogenes; para Klebsiella sp. e P.
Aeruginosa ndo houve atividade bactericida, podendo as nanoparticulas de ouro atuar como
agente antibacteriano seletivo.

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

gue pode ser capaz de inibir a entrada de virus HIV-1 na célula do hospedeiro. Essa lectina,
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chamada “BanLec”, se liga a carboidratos, inclusive estruturas proteicas glicosiladas que
formam o envelope viral, tal como no virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1).
Hipoteticamente essa ligacdo poderia ocorrer entre BanLec e o envelope gp120 do HIV-1. Foi
determinada a inibicdo primaria do HIV-1 adaptado ao laboratorio e originario de varios
tropismos e subtipos. “BanLec” possui atividade antiviral potente contra HIV e 0 mecanismo
de acdo foi investigado para verificar se a lectina seria capaz de aderir ao envelope viral
glicosilado, bloqueando sua infecgéo celular. Um ensaio de ligacdo enzimatica imunossorvente
confirmou a relacdo direta entre BanLec e gp120, indicando que BanLec pode reconhecer as
estruturas de manose assim como o anticorpo monoclonal 2G12 o faz. Além disso, BanLec é
capaz de bloquear a entrada do HIV-1 na célula como foi indicado pelos estudos de
sensibilidade viral a temperatura, como também pela abrupta parada de produtos da transcricdo
reversa, na presenca de BanLec. A provavel atividade antiviral de “BanLec” foi comparada a
outras lecitinas utilizadas em antivirais atualmente disponiveis contra HIV-1 e obteve
resultados favoraveis. Assim, “BanLec” é um potencial componente de farmaco antiviral que
poderia prevenir a transmissdo sexual do HIV-1.

Amutha e Selvakumari (2014) estudaram o extrato metandlico do caule de Musa
paradisiaca Linn com andlise fitoquimica que apresentou grande quantidade de glicosideos e
taninos, quantidade moderada de alcaloides, saponinas, flavonoides e fendis. O extrato possui
propriedade antimicrobiana contra Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, sendo a
concentracdo inibitéria minima de 0,5mg/mL e 1mg/mL, respectivamente. Feridas de
gueimaduras foram realizadas com filamento metalicos incandescentes na extensdo de 8 mm
nos membros posteriores de ratos Wistar, sob anestesia com éter. O grupo controle foi tratado
com vaselina e o0 outro com o extrato, sendo aplicados uma vez por dia durante quinze dias.
Apbs esse periodo a ferida e o tecido circunvizinho era removida cirurgicamente para analise
histopatoldgica. A regeneracéo tecidual foi acelerada no grupo tratado com extrato metandélico
de Musa paradisiaca Linn em comparacdo ao controle, provavelmente devido aos seus
principios bioativos, 0 que corrobora com as indicagfes etnoboténicas da medicina tradicional.

Mathew e Negi (2017) encontraram em revisao de literatura indicagao sobre a aplicacéo
farmacoldgica de substancias fitoquimicas provenientes de diversas partes de Musa acuminata.
Estudos farmacologicos respaldam o seu uso da medicina tradicional para fins terapéuticos para
diferentes patologias, inclusive de origem infecciosa, citando ensaios em modelos animais com
resultados favoraveis para essas indicages de uso clinico. Portanto, M. acuminata possui

potencial para bioprodutos inovadores com propriedades farmacoldgicas e curativas indicadas
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pelo conhecimento popular, que pode ser usado para o desenvolvimento de agentes terapéuticos
de alta eficacia. Sendo assim, apresentamos aqui um estudo que pretende fazer uso do extrato
glicolico do fruto da bananeira, Musa paradisiaca, como veiculo de pastas endoddnticas no

tratamento das patologias periapicais de dentes deciduos e permanentes.

2. PASTAS ENDODONTICAS PARA DENTES DECIDUOS E
PERMANENTES

O uso de pastas endodénticas € parte da rotina clinica de protocolos terapéuticos na
Endodontia de dentes deciduos para preenchimento dos canais radiculares e de dentes
permanentes como medicacdo intracanal. A medicacdo intracanal aqui é apresentada
simbolicamente na tentativa de buscar sua evolucao cronoldgica de forma a permitir uma fonte
de consulta para os trabalhos cientificos que foram considerados importantes para o
desenvolvimento conceitual desse estudo.

Estrela et al. (1999) discorrem que o hidroxido de célcio é obtido por meio de reagéo de
calcinacdo do carbonato de calcio, transformando-o em 6xido de célcio para depois receber
hidrogénio. Ele pode reagir com o didxido de carbono e formar o carbonato de calcio. Trata-se
de um po6 branco com pH alto (12,5), muito pouco soldvel em agua (1,2 g/L, a 25°C). As
propriedades podem ser prejudicadas pela reacdo com o diéxido de carbono, neutralizando a
pasta endodontica que é bésica.

Nelson Filho et al. (1999) avaliaram a resposta inflamatdria induzida por pastas
endodonticas de Ca(OH): associadas ou ndo a paramonoclofenol (PMC) e /ou canfora em
diferentes periodos no subcutaneo de ratos. Os autores postularam ser digno de nota o menor
dano causado por pastas de Ca(OH). contendo o Polietilenoglicol 400 (PEG) como veiculo, ja
que apos a ionizacdo as hidroxilas ndo se mantém livres por um longo periodo de tempo, pois
logo se combinam com H* liberado da ionizacdo de PEG na agua. Houveram variacdes das
respostas teciduais, normalmente relacionadas com os componentes adicionados as pastas de
Ca(OH)., de forma que foi verificado que a adigdo de canfora ao PMC promoveu uma menor
agressividade ao tecido. Todas as pastas no final do periodo avaliado provocaram o reparo
tecidual, contudo os autores concluiram que a pasta de Ca(OH)2 com PEG foi a de melhor

biocompatibilidade.
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Estrela et al. (2001) imergiram 588 cones de papel absorvente em indculos de
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Bacillus subtilis,
durante 3 minutos, e depois os colocaram em placas de Petri a fim de avaliar a atividade
antimicrobiana de pastas de hidroxido de célcio. As placas foram preenchidas com as pastas:
Ca(OH). + soro; Ca(OH). + paramonoclorofenol canforado; Ca(OH). + clorexidina 1%;
Ca(OH), + lauril sulfato de sodio 3%; Ca(OH). + Otosporin®. Nos intervalos de 1 min, 48 h, 72
h e 7 dias os cones foram removidos e imersos em meio Letheen Broth, incubando-os a 37°C
por 48 h. O crescimento foi avaliado pela turbidez das solucGes. Sob as condigdes deste estudo
ndo houve diferenca de tempo de acdo antimicrobiana entre os diferentes veiculos testados, pois
todos obtiveram atividade apos 48 h.

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

Estrela e Holland (2003), em uma revisdo sistematica da literatura, averiguaram que o
Ca(OH), é capaz de induzir a formacdo de uma ponte mineralizada sobre o tecido pulpar.
Comprovadamente os ions hidroxila possuem uma atividade antimicrobiana por meio de
inativacdo da atividade enzimatica bacteriana, no entanto € necessario que eles estejam
disponiveis durante o tempo adequado para que isso ocorra. As enzimas da membrana
citoplasmatica de bactérias séo sitios de a¢do do Ca(OH)2, lembrando que entre os micro-
organismos a estrutura da membrana citoplasmatica é muito similar, independente das

caracteristicas tinto-morfo-respiratorias das bactérias, como também de sua capacidade
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metabolica, o que torna o espectro de agdo do Ca(OH)2 bastante amplo. O tratamento realizado
em duas consultas, com o uso de medicacédo a base de Ca(OH)., promove melhores resultados
no processo de cicatrizacao periapical do que o tratamento em sessao Unica.

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

Leonardo et al. (2006), em um experimento com caes, fizeram tratamentos endoddnticos
em elementos dentarios com lesdo periapical em quatro grupos: sessdo unica, com obturacao
dos canais radiculares usando guta-percha e o cimento AH-Plus; curativo de Ca(OH). durante
15 dias e depois obturacdo com 0s mesmos materiais; mesmo curativo por 30 dias, em seguida
obturacéo; 180 dias com o curativo de Ca(OH).. Os cées foram sacrificados passados 180 dias
e 0 exame histopatolégico foi realizado para avaliar o grau de cicatrizacdo periapical que
aconteceu nos diferentes grupos. Os grupos que tiveram uso de medicacdo intracanal de
Ca(OH)2 tiveram estatisticamente melhor reparo do que aqueles que receberam tratamento em
sessdo Unica.

Revisando sistematicamente a literatura, Lin et al. (2007) encontraram poucos estudos
randomizados e controles clinicos longitudinais comparando tratamentos endoddénticos
realizados em sessdo Unica em relacdo a terapia em maultiplas sessbes com a utilizacdo de
medicacgdes intracanal. Em casos de persisténcia de exsudato e sintomatologia estaria melhor
indicada a terapia com multiplas sessdes para existir a possibilidade de a¢do dos medicamentos
intracanal eleitos. Os autores ressaltam a indicacdo para tratamento em sessdo Unica para
periodontite apical assintomatica, justificando o uso de avangos tecnoldgicos disponiveis
atualmente, como instrumentos rotatorios e de niquel-titanio. O preparo do terco apical
radicular deve ser conduzido de forma a alarga-lo para aprimorar a acdo dos irrigantes
endodonticos e na erradicacdo de bacteérias.

Murad et al. (2008) avaliaram a invasdo bacteriana pela coroa dentaria, observando que

existe inibicdo quimico-mecénica causada por pastas & base de Ca(OH).. Foram testadas
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associacGes com Polietileno glicol (PEG) e paramonoclorofenol canforado (PMCC); agua
destilada; Polietileno glicol; Glicerina. Respectivamente, as pastas que tiveram menor
infiltracdo bacteriana foram citadas de maneira que houve diferenca estatisticamente
significante entre as pastas compostas com PEG + PMCC e a que tinha glicerina, a primeira
sendo mais eficaz.

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

Desai e Chandler (2009) fizeram um levantamento da literatura de estudos clinicos e
laboratoriais de cimentos endodénticos a base de Ca(OH). comprovando mais uma vez que sua
atividade bactericida depende da disponibilidade de ions hidroxila. Seu pH altamente alcalino
estimula o reparo e ativa a calcificacdo. Existe uma resposta degenerativa inicial em sua
adjacéncia, seguida rapidamente por mineralizacdo. O ambiente alcalino neutraliza o acido
latico proveniente de osteoclastos e previne a reabsorcdo de estruturas dentarias e, também,
ativa a enzima fosfatase alcalina que tem importante papel na deposic¢éo de tecido duro. Possui
a capacidade de desnaturar proteinas de dentro do canal, tornando-as menos toxicas. A ativacédo
da reacéo calcio-dependente da adenosina trifosfatase, associada a formacéo de tecido duro, é
dada pelo hidroxido de célcio. O fato de conseguir atravessar os tubulos dentinarios e
entrar em contato com o ligamento periodontal estimula o reparo e paralisa a reabsor¢édo
radicular.

Gomes et al. (2009) avaliaram a acdo de medicacdo intracanal na superficie externa
radicular. 312 raizes de caninos extraidos foram tratadas, esterilizadas, eliminando do estudo
aquelas com a presenca de qualquer fratura ocorrida pela manipulacdo e evidenciada em
microscopia de varredura. As medicac6es foram inseridas no canal radicular e depois 0 mesmo
foi selado. Os dentes foram dispostos sobre o &gar para que houvesse a difusdo através dos
tubulos dentinarios para o meio de cultura especifico para cada micro-organismo testado, por 2
h e, depois, incubados. Foi ainda observada a presenca e a auséncia de cemento radicular nos
dentes, havendo grupos distribuidos uniformemente para ambos. A agdo antimicrobiana, do
mais forte ao mais fraco medicamento foi, respectivamente: clorexidina 2%, clorexidina 2% +

Ca(OH)2, 6xido de zinco + clorexidina 2% + Ca(OH)a, soro fisiologico + Ca(OH)2. Ndo houve
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diferenga entre a presenca ou auséncia de cemento radicular e os testes foram feitos contra as
cepas de Enterococcus faecalis, Candida albicans, Actinomyces viscosus e Porphyromonas
gingivalis. A clorexidina mostrou ter boa difusdo através dos tubulos dentinarios sendo eficiente
na atividade antimicrobiana sobre a superficie externa radicular.

Huang et al. (2009) verificaram diferentes efeitos bioldgicos em células de linhagem de
osteossarcoma U20S de pastas endoddnticas para dentes deciduos empregadas na pratica
clinica. As pastas endodonticas avaliadas foram ZnO e eugenol, Ca(OH). e formocresol (FC),
Ca(OH)2 e iodoformio com &gua deionizada, Ca(OH)2 e iodoformio com paramonoclorofenol
canforado (PMCC), Ca(OH), e PMCC, Ca(OH)- e iodoférmio com 6leo de silicone (Vitapex®).
Seus componentes foram eluidos em meio de cultura para serem testados os diferentes
tratamentos nas células U20S, sendo o0 meio de cultura o controle. Foi avaliada a fragmentacéo
de DNA para cada material. Ainda foram determinados os niveis de expressdo de
ciclooxigenase e a expressdo génica, mitose, diferenciacdo, sobrevivéncia celular e apoptose
reguladas por proteino-quinases ativadas por mitdgenos via uma cascata de sinais
biomoleculares que podem ser desencadeados por estimulos extracelulares. A transcricdo do
fator nuclear KappaB é essencial nas respostas inflamatorias gerais e de imunidade do
organismo, regulando a expressdo de ciclooxigenase em diferentes linhagens celulares. Existe
um potencial de proteino-quinases ativadas por mitdgenos estarem envolvidas na ativagdo do
fator nuclear KappaB. Pode-se ressaltar que os materiais testados estimularam a proliferacao e
a diferenciacdo das células U20S. Os resultados mostraram que nenhum dos materiais testados
foram genotoxicos para as células U20S cultivadas. Em contrapartida todos 0s grupos, com
excecdo da pasta de ZnO e eugenol com FC, induziram p53 e a expressao de ciclooxigenase.
Esse fato pode indicar o mecanismo citotoxico seguido pela exposicao das células aos materiais
testados induzindo a apoptose.

Queiroz et al. (2009) avaliaram a atividade antimicrobiana de pastas para preenchimento
de canal em tratamento endoddntico de deciduos. Foi feito o teste contra as cepas de Kocuria
rhizophila, Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans, Escherichia coli e Staphylococcus
aureus usando a técnica de difusdo em &gar pelo método do poco. As pastas que tiveram maior
eficacia foram, respectivamente: cimento de 6xido de zinco e eugenol, Calen® (Polietileno
glicol + Ca(OH)2) espessado com oxido de zinco, Sealapex® (Ca(OH).) e EndoREZ®. Foram
utilizados como controle a pasta Calen®, clorexidina (1%) e agua destilada. Ressalta-se que

Calen® + ZnO teve a maior atividade antibacteriana contra E. faecalis (seu halo foi maior que



43

aquele obtido pela clorexidina 1%), tendo a mesma eficiéncia que o cimento de 6xido de zinco
e eugenol contra S. aureus.

Athanassiadis et al. (2010) investigaram a atividade antimicrobiana in vitro de
medicacdes intracanal contra E. faecalis, dentre elas, pasta Pulpdent®, pasta Ledermix®, mistura
1:1 de ambas anteriores, réplica de Ledermix® manipulando-se PEG 400 / 3350, agua, 3.2%
dimeclociclina HCI, 6xido de zinco, cloreto de célcio, trietanolamina, sulfito de sodio e
Germaben IIE, excluindo apenas o corticosteroide (triamcinolona); as réplicas das bases dos
veiculos das pastas também foram testadas, agua e metilcelulose no caso de Pulpdent®, dgua e
PEG 400/3350 para Ledermix®. Foram colhidas de uma placa de agar de sangue de cavalo
(HBA) 4 a 5 col6nia de E. faecalis e cultivadas em 10 mL de caldo de cérebro/coracdo (BHI),
incubadas a 35°C por 24h. O indculo foi padronizado a escala 0,5 de McFarland. 3 discos de
filtro de membrana de nitrocelulose de 0,2 um estéreis foram dispostos sobre uma placa de
HBA, com a inten¢do de averiguar a atividade antimicrobiana apds 1, 3 e 5 dias, além de outros
4 discos adicionais para servirem de controle, os quais foram colhidos conforme os filtros teste
iam sendo colhidos. Essa metodologia mantinha a viabilidade do biofilme provendo nutrientes
de sua base de agar inferior, ja que 0 mesmo tem vida util de 7 dias antes que comece a ressecar
e perca suas propriedades. Uma suspensao de 20 pL do caldo foi colocado no centro de cada
disco de filtro, depois que o indculo foi absorvido pelo meio, as placas de HBA foram incubadas
por 48h a 35°C. Sobre 3 laminulas de vidro estéreis de 22mm foi disposto 0,1g da amostra, para
depois serem invertidas sobre os discos de filtro incubados com o biofilme de maneira a permitir
gue houvesse contato direto entre a pasta e todo o biofilme, sem ultrapassar as bordas dos
discos, eliminando a chance de haver bolhas de ar entre ambos, incubando-se, por fim, as placas
por 5 dias a 35°C. Foram dispostas laminulas da mesma maneira sobre 0s filtros incubados com
biofilme sem nenhuma medica¢do, como controle e eram removidos juntamente com 0s discos
testes na mesma oportunidade para servirem de referéncia para contagem de UFC e possibilitar
a determinacdo do indice de sobrevivéncia bacteriana (ISB). Nos tempos de 1, 3 e 5 dias foram
removidos os respectivos discos teste e controle com suas laminulas, colocando cada conjunto
em um tubo com 10 mL de agua destilada estéril para entdo serem levadas ao vortex por 1 min.
Foi feita uma diluico seriada a 10 em 2 mL de caldo de triptona de soja, com aliquotas de
200 pL. Cada solucéo obtida, inclusive aquela que néo foi diluida, foi plaqueada em agar HBA
com 100 pL e incubadas por 24h a 35°C. As colbnias foram contadas para cada placa e a UFC
determinada multiplicando esse nimero pela diluicdo (107 até 10°) e por 100. O IBS foi obtido

dividindo a UFC (teste) pela UFC (controle) multiplicada por 100, sobre esse valor calculou-se
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0 log na base 10. Como comparacéo, se o0 log na base 10 fosse feito usando apenas os dados do
controle, esse seria sempre igual a 2. Cada experimento foi repetido 6 vezes. Pulpdent®
produziu a maior reducdo do ISB, seguida pela mistura 1:1 de Pulpdent® e Ledermix®.
Ledermix®, sua réplica e os veiculos individuais ndo mostraram reducao significante no I1SB
para E. faecalis. As preparagdes com hidréxido de célcio tiveram maior potencial inibitorio
para reduzir a sobrevivéncia de E. faecalis em uma reproducéo laboratorial de seu biofilme.

Jhamb et al. (2010) compararam o efeito antibacteriano do Ca(OH). e da CHX contra
E. faecalis. Existem micro-organismos que resistem ap0s o preparo biomecanico dos canais
radiculares, mesmo sendo realizado conforme os protocolos terapéuticos, dentre eles o de maior
prevaléncia € o E. faecalis. As substancias avaliadas foram CHX 0,2%, CHX 0,12%, Ca(OH):
com agua destilada, Metapaste® com agua destilada, Ca(OH)2 com CHX 0,2%, Ca(OH), com
CHX 0,12%, Metapaste® com CHX 0,2%, Metapaste® com CHX 0,12%, ampicilina como
controle positivo, utilizando-se o método de difusdo em &gar. E. faecalis € uma bactéria Gram-
positiva sem mobilidade, podendo ser observada sozinha, aos pares ou em cadeias curtas;
anaerdbia facultativa, fermenta glicose sem a producédo de gas e ndo produz uma reacdo de
catalase com perdxido de hidrogénio, podendo produzir uma reacdo de pseudocatalase quando
cresce em agar sangue (normalmente fraca), apresenta reacdo gamma para hemdlise, produz
uma reducdo do leite de tornassol, mas ndo liquefaz gelatina. Sdo suscetiveis a vancomicina,
enquanto que gentamicina e estreptomicina apresentam sinergia com efeito bactericida. A cepa
foi inoculada em caldo de tripticase de soja por 12 h a 36.5°C. Apos obtencdo do inoculo ele
foi semeado em placas de agar de tripticase de soja e, depois de colocados os cones de filtro de
papel estéril encharcados com as substancias a serem testadas, foram incubadas por 72 h a
36.5°C. Os halos de inibicdo obtidos pela CHX mostraram-se significantemente maiores que
os de Ca(OH)2 provando ser um agente antibacteriano mais eficaz contra E. Faecalis.

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

dentes, 17 tiveram reabsorcdo de material de dentro dos canais radiculares; 6 dentes tiveram
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sucesso completo quanto ao reparo de tecido duro, enquanto que 16 dentes tiveram um reparo
parcial no periodo estudado. A pasta com Hidroxido de Calcio + Oxido de zinco e eugenol +
iodoférmio teve sua reabsorcdo acompanhando a rizélise do dente deciduo. Vale ressaltar que
com o0 uso da ultima pasta houve um reparo completo das lesfes de 17 dentes (54,8%).

Sarigol et al. (2010) avaliaram em células L929 de murinos a citotoxicidade in vitro de
5 pastas endoddnticas: Kril(iodoférmio); Diapex® (iodoférmio+Ca(OH).;), Metapaste®
(Ca(OH)+agua  destilada), Dentalis®  (iodoférmio+ZOE+Ca(OH);) and  Kalsin®
(Ca(OH).+glicerina) por meio do ensaio de tetrazélio (MTT) nos intervalos de 24, 48 e 72
horas. A biocompatibilidade de um material é definida pela sua aplicabilidade na presenca de
uma resposta apropriada do organismo. Todos 0s materiais testados foram citotoxicos, sendo
gue sua citotoxicidade aumentou conforme fosse maior o intervalo avaliado. Pastas
endoddnticas compostas por agentes antimicrobianos potentes, provavelmente véo obter alta
citotoxicidade. A comparacdo entre diferentes ensaios de cultura celular € um desafio, pois
existem muitas variacGes das condicdes experimentais, como o tipo de célula, o0 método de
contato dos tratamentos com as células e o intervalo de exposicéo.

Badr et al. (2011) compararam o Ca(OH)> com uma medicagio endodontica a base de
alcaguz, avaliando sua citotoxidade e efeito antibacteriano contra E. faecalis. Para determinar
a citotoxicidade foram utilizadas culturas de fibroblastos do ligamento periodontal humano. O
alcaguz combinado ou ndo ao Ca(OH), teve sua atividade antibacteriana avaliada pelo método
da difusdo em &gar por pocos, teste de microdiluicéo e ensaios de suscetibilidade do biofilme.
Alcacuz teve sozinho ou combinado ao Ca(OH). maior efeito bactericida contra E. faecalis do
que Ca(OH)z sozinho. O uso de alcacuz teve maior biocompatibilidade do que Ca(OH)2, que
teve forte efeito letal as células. O extrato de alcaguz ou sua combinacdo com Ca(OH)2 tem
maior efeito bactericida e possui mais biocompatibilidade em comparacdo com a medicacao de
Ca(OH). normalmente usada na Endodontia.

Kayaoglu et al. (2011) testaram a atividade antimicrobiana contra E. faecalis de 2
amostras de prépolis comparadas a agentes irrigantes endodénticos. Blocos de dentina
padronizados foram contaminados com E. faecalis. O espaco do canal radicular foi preenchido
com um dos extratos etandlicos de propolis, CHX 2%, Ca(OH), etanol ou solugéo salina de
tampéo fosfato como controle. A amostra da dentina radicular foi obtida ap6s 1 ou 7
dias usando uma broca de tamanho padrdo. O aglomerado de raspas dentinarias foi centrifugado
vigorosamente em solucdo tampéo de fosfato e aliquotas foram cultivadas em placas de agar

triptona de soja. As colonias foram contadas apds dois dias de incubagdo. Todos os agentes
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reduziram significativamente o nimero de bactérias cultivaveis. A clorexidina foi o agente
antimicrobiano mais potente em ambas as vezes. Comparado com o controle de etanol, ndo
houve reducdo significativa no nimero de coldnias para os extratos de propolis ap6s um dia, no
entanto, o resultado foi significativo apos sete dias. As duas amostras de propolis foram
estatisticamente semelhantes entre si e Ca(OH)., mas uma das amostras também foi semelhante
a clorexidina apés 7 dias. Isso pode ser associado a uma maior concentragdo de flavonoides,
um grupo de compostos ativos antibacteriano, nesta amostra especifica, encontrados pela
analise realizada por cromatografia gasosa de alta resolucdo acoplada ao espectrémetro de
massas. A atividade antimicrobiana das amostras de propolis testadas neste estudo estava entre
0 Ca(OH)2 e a CHX. Ambas as amostras de prépolis foram eficazes antimicrobianos, porém, a
sua atividade ndo excedeu a da CHX.

Queiroz et al. (2011) avaliaram pastas endoddnticas em subcutaneo de rato colocadas
em implantes de tubos de polietileno por um periodo de 7, 21 e 63 dias. As pastas avaliadas
eram de ZnO e eugenol, Ca(OH), + PEG (Calen®) espessada com ZnO e um cimento
endodontico de Ca(OH), (Sealapex®). Os autores observaram as reacdes teciduais
histologicamente e a area com espessamento e o infiltrado inflamatdrio do tecido reacional
produzido pela pasta Ca(OH)2+ZnO diminuiu com o tempo e apresentando formagédo de
colageno na interface entre o tecido e o implante do material testado. Esta pasta apresentou
melhor resultado (p<0.05), seguida do cimento endodontico de Ca(OH)2 (Sealapex®) e da pasta
ZnO e eugenol.

Silva et al. (2013) é um artigo de nosso grupo em que foi publicada a atividade
antimicrobiana do extrato glicolico de Musa paradisiaca (Mp) sobre Enterococcus faecalis.
Para realizar o experimento, o extrato glicélico de Musa paradisiaca (EGB) substituiu o
Polietilenoglicol 400 (PEG), que é um veiculo que comp®&e algumas medicac¢des intracanal. Foi
utilizado o teste de difusdo em Agar, pelo método do poco, para a avaliacdo da atividade
antimicrobiana contra a cepa de Enterococcus faecalis normalmente relacionada a infec¢oes
refratarias endodonticas. Experimento “A”: G1, PEG (controle negativo); G2, PEG e Ca(OH)z;
G3, EGB; G4, EGB e Ca(OH)2; G5, gel de Clorexidina 2% (CHX — controle positivo).
Experimento “B”: G1, PEG (controle negativo); G2, PEG e ZnO; G3, PEG, Ca(OH)2 e ZnO;
G4, EGB e ZnO; G5, EGB, Ca(OH). e ZnO; G6, CHX (controle positivo). Apenas a pasta de
EGB e ZnO obteve atividade antimicrobiana estatisticamente significante, podendo ser uma

propriedade importante para a composi¢do de medicacéo intracanal.
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Pires et al. (2016) estudaram a resposta do estresse oxidativo, citotoxicidade e
genotoxicidade in vitro de quatro pastas iodoformadas e trés pastas de Ca(OH)2 em leucdcitos
e DNA purificado de timo de bezerro, nos intervalos de 24 e 72 horas. O ensaio de MTT foi
utilizado para avaliar a citotoxicidade. Ainda foram avaliados a geracao de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e a peroxidacdo de lipideos. A genotoxicidade foi verificada pelo ensaio
alcalino do cometa e checada pelo ensaio de capacidade de modificacdo genética. Os extratos
das pastas de Ca(OH). provocaram um aumento significativo da viabilidade celular em relagdo
ao grupo controle. Ao passo que todas as pastas de Ca(OH). causaram formacdo de ERO em 24
horas e, em 72 horas, ndo causaram estresse oxidativo as estruturas lipidicas celulares. Todas
as pastas de hidroxido de célcio induziram dano ao DNA. Os autores ressaltam que a
contradicdo entre os resultados obtidos com a literatura tem relagdo com as diferencas dos
procedimentos experimentais, tais como concentracdes dos extratos e métodos de cultura
celular.

Pilownic et al. (2017) avaliaram a atividade antibiofilme de cinco pastas para
preenchimento de canais radiculares de dentes deciduos: cimento de ZnO e eugenol, pasta
iodoformada de Ca(OH). (Vitapex®), pasta de Ca(OH)2 com Polietileno Glicol (Calen®)
espessada com ZnO, pasta aquosa de Ca(OH):2 e pasta aquosa de iodoférmio. Trinta e seis discos
de hidroxiapatita serviram de substrato para o crescimento do biofilme durante 3 semanas e sua
atividade antibiofilme foi avaliada em 7 e 30 dias. As bactérias foram pigmentadas com SYTO
9 e eram viaveis quando emitiam fluorescéncia verde e o pigmento iodeto de propidio
identificava as mortas com fluorescéncia vermelha, sendo avaliadas pela microscopia confocal
de varredura a laser. A pasta aquosa de Ca(OH). e Calen® espessada com ZnO demonstraram
resultados fracos contra o biofilme. O cimento de ZnO e eugenol apresentou atividade
moderada antibiofilme. A pasta aquosa de iodoférmio e Vitapex® foram os materiais mais
efetivos contra o biofilme. A resisténcia de micro-organismos em biofilmes é entre 100 a 1000
vezes maior do que no crescimento plancténico, um dos motivos seria que uma bactéria em
biofilme expressa diferentes fenotipos de seu estado planctonico. Eliminar biofilme do sistema
de canais radiculares é um desafio para as técnicas de instrumentacéo e irrigacdo da Endodontia,
ressalta-se ainda a rizolise que amplia em bisel o forame apical e canais laterais, 0s canais
acessorios na furca e a exposicgéo dos tubulos dentinério e, também, a reabsorcéo patologica das
raizes dos dentes deciduos. A resisténcia do biofilme apresentada no trabalho de Pilownic et al.

(2017) aponta a necessidade de novas alternativas para o tratamento endoddntico, por essa razao
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a bioprospecgdo de ativos encontrados em produtos naturais é justificada, pois podem ser
responsaveis por novos produtos de uso na Endodontia de deciduos e permanentes.

Silva (2018) é uma publicacdo dos nossos resultados obtidos de estudos anteriores sobre
0 EGB. Um capitulo é referente ao estudo publicado de acdo antimicrobiana (SILVA et al.,
2013). Apenas a pasta de EGB e ZnO obteve atividade antimicrobiana estatisticamente
significante com resultados similares ao controle positivo e foi submetida a macrodiluigdo para
que fosse verificada a concentracgdo inibitéria minima, mas nenhuma diluicdo da pasta foi capaz
de evitar o crescimento de E. faecalis. Esses dados foram tratados estatisticamente a 95% de
significancia usando o teste de Mann-Whitney e a Estatistica Descritiva. A composic¢ao do EGB
foi avaliada por Espectrometria de Massas com lonizac&o por Electrospray e foi verificado que
um dos componentes majoritarios poderia ser a maltose. A Cromatografia de Camada Delgada
(CCD) foi realizada nas fases de acetato de etila, diclorometano e aquosa resultantes da particéo
liquido/liquido realizada no EGB, depois de seco em capela. A CCD sugeriu a presenca de
flavonoides, terpenos, taninos e esteroides no EGB. A Espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear foi realizada com o propoésito de supor a composicdo do EGB e foi
observado grande nimero de picos de sinais na regiao referente aos glicosideos, assim como
picos referentes a estrutura molecular de terpenos e um sinal caracteristico de esteroides. O
EGB possui caracteristicas fisicas adequadas para o uso clinico como veiculo de pastas
endoddnticas, perfil micromolecular com biomoléculas que sdo potencialmente ativas na
imunomodulacdo das doencas inflamatorias dos tecidos periapicais, ja que se € verificada seu
uso em medicina tradicional pela Etnoboténica, podendo ser um componente para a

bioprospec¢do um novo produto endodontico de origem natural.



49

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a biocompatibilidade in vitro de pastas endoddnticas a base de extrato glicélico
de banana (Musa paradisiaca) (EGB).

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Verificar a citotoxicidade in vitro pelo ensaio de tetrazolio (MTT) de pastas
endoddnticas a base de extrato glicolico de Musa paradisiaca e de seus componentes isolados:
ZnO, Ca(OH)2 e EGB.

3.2.2  Verificar a citotoxicidade in vitro pelo ensaio de resazurina de pastas endodonticas a
base de extrato glicolico de Musa paradisiaca e de seus componentes isolados: ZnO, Ca(OH):
e EGB.

3.2.3  Verificar a genotoxicidade in vitro pelo ensaio de micronucleos de pastas endodénticas
a base de extrato glicélico de Musa paradisiaca e de seus componentes isolados: ZnO, Ca(OH).
e EGB.

4. MATERIAIS E METODOS

Este estudo prospectivo experimental tem como objetos de pesquisa novas pastas
endoddnticas a base de extrato glicolico de Musa paradisiaca. A pesquisa foi aprovada pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Escola Superior de Ciéncias da Sadde da
Universidade do Estado do Amazonas, protocolo numero 031797/2016 - CAAE
55232216.2.0000.5016 (ANEXO A). Em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus
regulamentos, a atividade de acesso ao Patriménio Genético com natureza de pesquisa cientifica
foi cadastrada sob n°® AIBA9CA no SISGEN (ANEXO B). Os experimentos foram realizados
no Laboratorio de Pesquisa Basica “Prof. Edmir Matson” do Departamento de Dentistica da
Faculdade de Odontologia da Universidade de Sdo Paulo (FOUSP). Todas as etapas foram
realizadas respeitando-se as normas de biosseguranca laboratorial. O cuidado com o0 manejo

das células foi essencial para o sucesso do experimento.
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4.1 Pastas Endodoénticas de Extrato Glicdlico de Musa paradisiaca

O extrato glicolico de Musa paradisiaca (banana) (EGB) foi gentilmente cedido pela
empresa MAPRIC® (S&o Paulo, SP, Brasil). Segundo o certificado de analise do fabricante
(ANEXO C), o EGB é proveniente do fruto da bananeira e possui aparéncia de um liquido
limpido amarelo claro a castanho, com odor caracteristico; densidade de 1003 g/cm?; pH de
5,37; contagem de aerobios totais, bolores, leveduras e total de bactérias menor que 10 UFC/g;
auséncia de coliformes; soltvel em etanol, propilenoglicol, glicerina, sorbitol e dgua.

O EGB substituiu o veiculo que compde algumas pastas endoddnticas usadas como
medicacdo intracanal, por exemplo o polietilenoglicol 400 (PEG). Os demais componentes das
pastas que foram avaliados neste experimento sdo os pds de éxido de zinco (Biodinamica®,
Ibipord, PR, Brasil) e de hidroxido de calcio pré-andlise (Biodinamica®), analisados
isoladamente e em conjunto. As pastas endoddnticas foram manipuladas com espatula flexivel
#24 sobre placa de vidro, de acordo com o protocolo descrito em (SILVA, 2011), com a
propor¢do de 1g de p6 com 1 mL de EGB, sendo que para a pasta endodbntica
EGB+Zn0O+Ca(OH)2, foi utilizado 500 mg de cada p6. A distribuicdo dos grupos experimentais
foi realizada de acordo com o Quadro 4.1. Ressalta-se que néo foi vista a necessidade de incluir
um grupo controle com um veiculo inerte, por exemplo o propilenoglicol ou o polietilenoglicol,
ja que o resultado esperado seria equivalente ao controle positivo que contém apenas 0 meio de

cultura.

Quadro 4.1

Grupos Experimentais

1 — Extrato Glicélico de Musa paradisiaca — banana - (EGB)
2 — oxido de zinco (ZnO)

3 — hidroxido de calcio (Ca(OH)2)

4 — pasta endododntica EGB + ZnO

5 — pasta endodéntica EGB + Ca(OH):

6 — pasta endodéntica EGB + ZnO + Ca(OH):

7 — DMEM Meio de cultura com células (controle positivo)
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4.2 Cultivo Celular

Células da linhagem celular FMM1 imortalizadas sdo fibroblastos de mucosa
mastigatoria humana previamente isolados e caracterizados e pertencem ao Biobanco de
Células do Laboratorio de Pesquisa Basica “Prof. Edmir Matson” do Departamento de
Dentistica da Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o Paulo (FOUSP), sob
responsabilidade da Profa. Dra. Marcia Martins Marques. Estas células deveriam apresentar
sinais visuais de normalidade ao microscépio de fase invertida (Nikon TMS DS-Fil, Nikon,
Melville, NY, EUA) e auséncia de contaminacdo. Além disso, deveriam estar entre a 5% e a 102
passagem/subcultura para ser evitado o risco de diferenciacdo. Foram excluidas as células
FMML1 contaminadas por microrganismos ou que apresentassem sinais de diferenciacéo
durante o tempo experimental. As células ndo foram utilizadas se estivessem com passagem
elevada (acima de 10 passagens/subculturas).

As células FMML1 estavam congeladas em tambor de nitrogénio liquido e o tubo
criogénico foi gentilmente submerso em banho-maria a 37°C com movimentos circulares
suaves para descongelamento imediato por menos de 1 minuto. Ainda com uma pegquena por¢ao
de cristais de gelo, o contetdo total de 1 mL do tubo criogénico foi prontamente colocado por
meio de uma pipeta em um tubo Falcon com 4 mL de meio de cultura pré-aquecido de Eagle
de alto teor de glucose modificado por Dulbecco (Invitrogen®, Carlsbad, CA, EUA)
suplementado com 20% de soro fetal bovino (Invitrogen®, Carlsbad, CA, EUA) e 1% de
solucéo de antibidtico (100 U mL™ de penicilina, 100 mg mL™ de estreptomicina) (Invitrogen®,
Carlsbad, CA, EUA), com o cuidado de ressuspender o conteddo pelo menos dez vezes e de
levar algumas vezes 0 meio de volta ao tubo criogénico para transportar 0 nimero maximo
possivel de células. A maior concentracdo de soro fetal bovino é importante nesta fase para
diminuir a toxicidade dos materiais crioprotetores, no caso o dimetilsulfoxido (DMSO).
Observado o pellet ap6s a centrifugacdo das células por 5 minutos a 1000 RPM, entdo o
sobrenadante foi desprezado e as células foram suspendidas em 1 mL de meio (DMEM)
(Invitrogen®, Carlsbad, CA, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Invitrogen®,
Carlsbad, CA, EUA) e 1% de solucéo de antibidtico (100 U mL* de penicilina, 100 mg mL™
de estreptomicina) (Invitrogen®, Carlsbad, CA, EUA) e, depois de acrescentados mais 9 mL do
mesmo meio, foram incubadas por 24 horas em garrafas de cultura de 75 cm? a 37°C em
atmosfera umida contendo 5% de CO.. Decorrido esse periodo, as células foram observadas em

microscopia optica com microscopio de fase invertido para checar se houve adesdo celular. Na
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sequéncia foram lavadas com tampé&o fosfato salino (PBS) para remover as células mortas e
novo meio aplicado.

As células viaveis foram cultivadas em meio DMEM, sendo este meio de cultura refeito
sempre que necessario para ser utilizado nas demais etapas do experimento. As células foram
mantidas numa incubadora a 37°C em atmosfera Umida contendo 5% de CO>. A subcultura foi
realizada antes de atingir a confluéncia das células, a cada 2 ou 3 dias dependendo do
metabolismo celular, que pode ser averiguado pela mudanca de cor do vermelho de fenol para
alaranjado, que indica alteracao de pH.

Para subcultura e padronizacdo do nimero de células, inicialmente as garrafas de cultura
eram observadas em microscopia Optica com microscopio de fase invertido, averiguando a
adesdo celular e se estdo em fase exponencial. O meio foi aspirado e as células lavadas 3 vezes
com PBS para ser acrescentada a tripsina, solucdo enzimatica que possibilita a remocao das
células da garrafa de cultura, por 5 minutos em atmosfera imida, a 37°C e a 5% de CO». Apds
esse intervalo as células encontravam-se suspensas e a tripsina era inativada com DMEM (que
ja era suplementado com soro fetal bovino) para a coleta das células e centrifugacdo a 1000
RPM por 5 minutos. Ao ser observado o pellet, 0 meio era aspirado e as células eram
suspendidas em novo meio DMEM. Uma aliquota de 10 uL era colocada na camara de
Neubauer e a contagem das células era realizada. A padronizacgdo foi feita conforme a média
do namero de células encontrado dos quatro quadrantes da cdmara de Neubauer.

O calculo da aliquota necessaria de DMEM com células foi realizado sobre o volume
total de DMEM a ser utilizado nos experimentos. O planejamento considerou o volume de meio
de cultura com células suficiente para 60 pocos de 200uL para o ensaio de tetrazélio, 56 pocos
de 200puL para o ensaio de resazurina, e 21 po¢os de 600uL para o ensaio de microntcleos, com
0 minimo de 35,8 mL acrescidos de 10%, chegando ao valor aproximado de 39,4 mL. A fim de
ser obtido um padréo de 1 x 102 células por pogo nas microplacas de 96 pogos, ou no caso do
ensaio de microntcleos, um padrdo de 3 x 10° células por pogo nas microplacas de 6 pogos,
foram necessarias 1,97 x 10° células em 39,4 mL de DMEM. Apds esses procedimentos de
padronizacdo do nimero de células, as placas eram incubadas por 24 horas em atmosfera imida,
a 37°C e a 5% de CO,. Depois de 24 horas as células das placas eram visualizadas em
microscopia Optica com microscopio de fase invertido para averiguar sua adesdo e se

permaneciam viaveis.
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4.3 Condicionamento do Meio de Cultura Celular

Para o condicionamento do meio de cultura pelos respectivos grupos (Quadro 4.1:
(1)EGB, (2)Zn0, (3)Ca(0OH)2, (4)EGB+Zn0O, (5)EGB+ Ca(0OH)2, (6)EGB+Zn0O+Ca(0OH)) foi
colocado 1 grama do componente de cada grupo, sendo 1 mL de EGB, no fundo de um tubo
Falcon (#50 mL) e 5 mL do meio de cultura DMEM foram gentilmente dispensados sobre cada
material, obedecendo a proporcao de 0,2 grama do respectivo grupo experimental para cada 1
mL de meio de cultura DMEM (ISO, 2008) — com excecdo do grupo controle (Figura 4.1A).
Os materiais de cada grupo experimental eluiram por 24 horas em estufa a 37°C sob atmosfera
Umida de CO2 a 5%. Apo0s o periodo de 24 horas, 0s tubos com os meios condicionados pelo
material de cada grupo experimental foram centrifugados a 1000 RPM durante 5 minutos e
filtrados com seringas a 0,2 um (KASVI, Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil) para a remogéo de
particulas solidas (Figura 4.1B). Os meios de cultura condicionados foram diluidos em
porcentagens de acordo com cada experimento realizado e utilizados frescos, ou seja, eram

utilizados imediatamente em cada experimento, sem serem armazenados para uso posterior.

Figura 4.1 — Preparo do meio de cultura. A: Condicionamento do meio de cultura DMEM para cada
grupo experimental. B: Filtragem com filtros de 0,2 um para remoc¢édo de particulas sélidas. C:
Diluicdes a 50%, 10% e 5% para cada grupo no ensaio de tetrazélio, nos ensaios de resazurina
e de micronucleos foi utilizada dilui¢do a 10%.

4.4 Viabilidade Celular: ensaio de tetrazolio (MTT) em varias dilui¢cdes

O ensaio de tetrazélio (MTT) foi realizado em triplicata. Decorridas 24h de incubacéo
das células (1x10% por poco) distribuidas em duas placas de 96 pocos e, apds avaliagio em

microscopia optica com microscopio de fase invertido se as células cultivadas estavam viaveis,
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0 meio de cultura foi aspirado e cada poco recebeu 100 pL do meio de cultura condicionado
com os elutos de cada grupo experimental em diferentes diluigdes: 50%, 10%, 5% (Figura
4.1C). Para obter as diluicdes os meios de cultura condicionados de cada grupo experimental
receberam proporcionalmente quantidades de meio de cultura DMEM sem células, sendo que
na diluicdo de 50% a proporcéo foi de 1 mL de DMEM condicionado para 1 mL de DMEM, na
diluicdo de 10% a proporcéo foi de 0,2 mL de DMEM condicionado para 1,8 mL de DMEM e
na a diluicdo de 5% a proporcéo foi de 0,1 mL de DMEM condicionado para 1,9 mL de DMEM,
sendo o DMEM puro para o controle positivo (0%), que sera colocado sobre as células que ndo
receberdo tratamento (Quadro 4.2). O volume de meio de cultura condicionado de 2 mL é
suficiente para 20 pocgos de 200uL, prevendo que ndo faltard o meio condicionado, j& que para
0 experimento em triplicata serdo necessarios 18 pocos com 100 pL para cada dilui¢do. Para o
parametro da absorbancia do espectrofotometro, a leitura do branco foi realizada para cada

diluicdo em pocos sem células.

Quadro 4.2

Diluigdo dos meios de cultura condicionados
Preparo dos meios de cultura condicionados antes de serem colocados sobre as células FMM1

DMEM condicionado por = DMEM Volume Final Porcentagem da concentracdo
cada grupo experimental do meio condicionado diluido
1mL 1mL 2mL 50%

0,2 mL 1,8 mL 2mL 10%

0,1 mL 1,9mL 2 mL 5%

------ 1mL 1mL 0% (para grupo controle)

Apo6s 24 horas de incubacdo a 37°C em atmosfera imida a 5% de CO», as microplacas
foram observadas em microscopia optica com microscépio de fase invertido para averiguar se
as células continuavam viaveis e depois 0s meios de cultura foram aspirados e lavados com
PBS. As células entdo receberam uma aliquota de 90 uL. de DMEM e outra de 10 uL do sal de
brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) (ThermoFisher® Scientific,
Waltham, MA, EUA), de cor amarela. As células foram incubadas, ao abrigo da luz, a 37°C
durante 3 horas em atmosfera imida a 5% de CO». Ap0s esse periodo 0s pogos foram aspirados.
O MTT é reduzido em um formazan, de cor azul purpurea, principalmente pelas enzimas
oxidoredutase em consonancia com a atividade de desidrogenase mitocondrial das células

vivas. Os cristais de formazan resultantes do ensaio foram solubilizados por meio de
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dimetilsulfoxido (DMSO) para entdo determinar a densidade Optica por meio do
espectrofotobmetro SynergyH1 (Biotek Instruments Inc., Winooski, VT, EUA) a um
comprimento de onda de 540 nm (CANDEIRO et al., 2016), permitindo verificar a viabilidade
celular pelos dados de absorbancia das diferentes diluicdes das amostras.

A viabilidade celular é indicada pela porcentagem de células vivas, que foi calculada
multiplicando por 100 os valores obtidos das céelulas tratadas e fazendo a diviséo pelos valores
do grupo controle sem tratamento. A viabilidade celular é satisfatdria a partir de 70% (ISO

10993-5, 2009). Assim sendo, o calculo segue a formula matematica abaixo (Quadro 4.3):

Quadro 4.3

Formula Matematica do Calculo da Viabilidade Celular

Valores de células tratadas x 100

=>» Porcentagem de células vivas = -
Valores das células sem tratamento

4.5 Viabilidade Celular: ensaio de resazurina (AlamarBlue™)

O ensaio de resazurina (AlamarBlue™, Carlsbad, CA, EUA, Invitrogen) foi realizado
com 8 réplicas de cada grupo. A viabilidade celular foi verificada com resazurina
(AlamarBlue™), um reagente in6cuo capaz de estabelecer a citotoxicidade relativa a diversos
agentes externos como, por exemplo, as pastas endoddnticas e seus componentes. As células
viaveis reduzem continuamente a resazurina, que possui baixa fluorescéncia e é de coloracdo
azul purpurea, para resofurina, que € de coloracdo rosa com alta fluorescéncia. Este ensaio foi
também realizado nesta pesquisa por estar descrito na literatura como sendo mais sensivel que
0 ensaio de tetrazolio (XU; MCCANNA; SIVAK, 2015). Foi estabelecida para este ensaio a
diluicdo dos meios condicionados a 10%, ja que essa diluicdo mimetiza melhor a situagéo
clinica da aplicacdo das pastas endodonticas (CANDEIRO et al., 2016; CAVALCANTI;
RODE; MARQUES, 2005).
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Decorridas 24h de incubagéo das células (1x103 por pogo) distribuidas em duas placas
de 96 pocos e, apds avaliagdo em microscopia Optica com microscopio de fase invertido (Nikon
TMS DS-Fil, Nikon, Melville, NY, EUA) se as células cultivadas estavam viaveis, 0 meio de
cultura foi aspirado e cada poco recebeu 100 puL do meio de cultura condicionado com os elutos
de cada grupo experimental na diluicdo de 10%, sendo o DMEM puro para o controle positivo
(0%), que sera colocado sobre as células que ndo receberdo tratamento (Figura 4.1C). Essa
diluicdo de 10% foi obtida conforme descrito aqui anteriormente nos métodos do ensaio de
tetrazdlio (Quadro 4.2), sendo necessario um volume de 6 mL (0,6 mL de DMEM condicionado
para 54 mL de DMEM) para 56 pogcos. Para o pardmetro da fluorescéncia do
espectrofotémetro, a leitura do branco foi realizada para cada grupo em poc¢os sem células.

Apds 24 horas de incubacdo a 37°C em atmosfera imida a 5% de CO., as microplacas
foram observadas em microscopia 6ptica com microscopio de fase invertido (Nikon TMS DS-
Fil, Nikon, Melville, NY, EUA) para averiguar se as celulas continuavam viaveis e foram
adicionados 10 pL de resazurina em cada pogo (Figura 4.2) e incubadas ao abrigo da luz por
um periodo de 4 horas a 37°C em atmosfera umida a 5% de CO.. Decorrido esse intervalo de
tempo, a leitura das microplacas foi realizada pelo espectrofotébmetro SynergyH1(Biotek
Instruments Inc., Winooski, VT, EUA) a um comprimento de onda de 550 nm para a excitacéo

do reagente e com uma leitura de emisséo de fluorescéncia de 585 nm.

Figura 4.2 — Métodos do ensaio de resazurina. A microplaca recebe a aliquota de 10uL de resazurina
de cor azul purpurea, ap6s incubada por 24 horas com os tratamentos de cada grupo, sem haver a
necessidade de lavar o meio de cultura condicionado pelos elutos de cada grupo. A direita: as
microplacas sdo incubadas por 4 horas em seguida e devem ser protegidas da luz para ndo haver
interferéncia da luminosidade do ambiente no reagente do ensaio.
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4.6 Genotoxicidade: ensaio de microntcleos (Vectashield® - DAPI)

Esse experimento foi realizado em triplicata. As células (3 x 10° por poco) foram

semeadas em laminulas de vidro dispostas em microplacas de 6 pocos (Figura 4.3).

Figura 4.3 — Ensaio de genotoxicidade. A: laminulas de vidro no fundo dos pogos de 35 mm de
diametro. B: meio de cultura DMEM sobre as laminulas semeadas com 3 x 102 células. C: As células
FMML1 devem ser visualizadas apds os periodos de incubagdo e devem se apresentar viaveis antes de
receberem o meio de montagem Vectashield® para o ensaio de microntcleos.

As ceélulas foram incubadas durante 24 h a 37 ° C em atmosfera Umida contendo 5% de
CO». Em seguida, o meio de cultura foi substituido pelo meio condicionado diluido a 10% e
incubou-se durante 24 h. Apds este periodo, 0 meio condicionado foi descartado e as células
eram lavadas duas vezes com PBS. As células foram entdo fixadas com solucdo a 4% de
formaldeido a temperatura ambiente durante 20 min. A solucéo de formaldeido foi descartada
e substituida por solugdo 100% de metanol fria (-20°C). As células foram deixadas a
temperatura ambiente durante 20 min. A solu¢do de metanol utilizada foi descartada, e as
celulas foram lavadas trés vezes com PBS. O meio de montagem das I&minas de microscopia
foi 0 Vectashield® (Vector, Burlingame, CA, EUA), que contém 4’,6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) capaz de fluorescer quando ligado ao DNA e é usado para contrastar o nucleo ou 0s
cromossomos. O Vectashield® foi colocado no topo das células e mantido durante 15 min a
temperatura ambiente. As células eram em seguida, lavadas cinco vezes com PBS. As laminulas
de vidro com as células foram visualizadas e fotografadas no microscépio de fluorescéncia
(Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha). Foi feita a contagem de microntcleos em 1000 células de
cada grupo experimental, observadas em cinco campos microscopicos pré-determinados (nos

quatro cantos e no centro da laminula) com ampliacédo de 400 vezes (CANDEIRO et al., 2016).
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4.7 Andlise Estatistica

Os dados da viabilidade celular dos grupos experimentais foram comparados utilizando
analise de variancia ANOVA e teste de Tukey, o nivel de significancia adotado foi de 95%
(p<0,05). As analises foram realizadas com software XLSTAT® (Addinsoft, Nova York, NY,
EUA) para EXCEL® (Microsoft, Nova York, NY, EUA). Os dados de genotoxicidade foram

avaliados por meio da estatistica descritiva.

5. RESULTADOS

5.1 Viabilidade Celular: ensaio de tetrazolio (MTT) em varias diluicdes

Neste experimento com tetrazolio (MTT) foram realizadas dilui¢cGes a 50%, 10% e 5%
preliminarmente a fim de averiguar o comportamento dos diferentes componentes e das pastas
endodénticas idealizadas frente ao controle positivo que possuia células sem tratamento, a
viabilidade celular pode ser observada pela intensidade da cor azul purpurea (Figura 5.1).

Os resultados estdo ilustrados por gréafico na Figura 5.2, e a significancia estatistica dos
resultados entre os grupos pode ser avaliada no Quadro 5.1. Todos os grupos tiveram um
decréscimo da absorbancia conforme a concentracdo aumentava, no entanto nao foram todos
valores com diferencas significativas estatisticamente. Nas dilui¢fes de 5%, os grupos Ca(OH):
e EGB+Ca(OH)2+Zn0O extrapolaram os limites deste ensaio para a leitura de absorbancia. O
EGB+Ca(OH). e 0 EGB néo tiveram diferenca estatisticamente significante do controle, com
viabilidade celular de 92%; os grupos do ZnO e EGB+ZnO ficaram com valores de 68% e 56%,
respectivamente, ambos estatisticamente diferentes em relagcéo ao controle.

Nas dilui¢bes de 50%, todos os grupos tiveram diferencas significativas em relacao ao
controle e sem diferenca entre eles, seus valores de citotoxicidade foram extremamente
elevados, com 0 maximo de viabilidade celular de 2% e o grupo do EGB+ZnO+Ca(OH). obteve
valor negativo provavelmente por ter eliminado todas as células, alterando as propriedades
Opticas dessa amostra e, consequentemente, a leitura da absorbancia foi comprometida. Nas
diluicbes de 10%, os grupos do Ca(OH), e EGB+Ca(OH).+ZnO ndo tiveram diferenca
estatistica significante do controle nem entre eles, apresentaram viabilidade celular de 97% e
84%, respectivamente; o grupo do EGB teve diferenca estatistica significante do controle e com

56% das células viaveis; os grupos ZnO, EGB+ZnO e EGB+Ca(OH)2 ndo tiveram diferenca
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estatistica entre eles e com diferenca significante em relagdo ao controle, sua viabilidade celular
foi baixa, apresentando 24%, 32% e 33%, respectivamente. O teste ANOVA apresentou
p<0,0001, o0 modelo de estudo é valido.
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Figura 5.1 — Resultado ensaio MTT. Meio de cultura DMEM (a esquerda) nas Microplacas de 96 pocos
e ap0s ensaio com o sal MTT convertido em um formazan de cor azul purpdrea (a direita), que indica a
viabilidade celular. Ao centro: esquemas da distribuicdo dos grupos e suas dilui¢cdes de 50%, 10% e 5%,
com a indicacdo das linhas em que foi realizada a leitura de absorbancia do branco (sem células) pelo
espectrofotdmetro. Acima: Microplaca com os grupos EGB, Controle, ZnO, Ca(OH),. Abaixo:
Microplaca com os grupos EGB+Zn0O, Controle, EGB+Ca(OH),, EGB+Zn0O+Ca(OH)..
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Figura 5.2 — Gréfico dos dados do ensaio de Viabilidade Celular com MTT. A linha de tendéncia mostra
gue guanto mais diluidas as amostras dos grupos, maior a absorbancia encontrada. Baldes indicam a
porcentagem de células vidveis em cada grupo, valores a partir de 70% (ISO 10993-5, 2009) sdo
considerados satisfatorios. Todos os grupos com diluicdo de 50% foram citotdxicos e diferentes do
controle. O simbolo * indica outros grupos considerados estatisticamente diferentes do grupo controle
(ANOVA p<0,0001, teste de Tukey).

Quadro

5.1

Ensaio de tetrazolio (MTT): Resultado do teste de Tukey
Letras distintas apresentam diferenca estatistica significante

Grupos

EGB
ZnO
Ca(OH)2
EGB+ZnO
EGB+Ca(OH):
EGB+Ca(OH)2+Zn0O
Controle

Concentrac0es dos Tratamentos

50%
[
[
[

10%

€9
h

a, d

h
b,c,d, e f

5%
a, e

f.g
a,c

9
a,c

100%
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5.2 Viabilidade Celular: ensaio de resazurina (AlamarBlue™)

O experimento com resazurina (AlamarBlue™), feito com a diluicdo dos grupos a 10%,
obteve um resultado melhor da viabilidade celular quando comparado ao ensaio de tetrazélio,
conforme pode ser observado na Figura 5.3. Os dados foram indicados pelas leituras da
fluorescéncia emitida pela resofurina de coloracdo rosa no espectrofotometro (Figura 5.4), que
foi produto da reducdo da resazurina pela atividade mitocondrial das células vivas. De acordo
com o teste de Tukey, o grupo do EGB+Zn0O apresentou-se estatisticamente similar ao EGB,
que teve a menor fluorescéncia detectada, mas com viabilidade celular proxima de 70%,
portanto satisfatoria (1ISO 10993-5, 2009). Também apresentaram semelhanca estatistica ao
grupo EGB+Zn0O os grupos ZnO, EGB+Ca(OH)2, EGB+ZnO+Ca(OH).. Contudo 0s grupos
EGB e EGB+ZnO foram diferentes estatisticamente do grupo controle e do Ca(OH).. O grupo
Ca(OH). apresentou uma leitura de fluorescéncia semelhante ao grupo controle. O teste
ANOVA apresentou p < 0,05, o que valida o modelo de estudo.

Resultados do Ensaio de Viabilidade Celular com Resazurina
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Figura 5.3 — Grafico dos dados do ensaio de Viabilidade Celular com resazurina (AlamarBlue™). Os
grupos EGB e EGB+ZnO foram semelhantes estatisticamente entre si e a todos 0s outros grupos, exceto
ao grupo controle e ao grupo do Ca(OH), (ANOVA p < 0,05; Teste de Tukey). Os valores de
fluorescéncia encontrados de todos os grupos sao considerados satisfatorios para Viabilidade Celular,
levando-se em consideracéo a barra de erros, todos os valores apresentaram valores maiores ou proximos
a 70% (1SO 10993-5, 2009).
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Figura 5.4 — Leitura de microplaca do ensaio de resazurina.

5.3 Genotoxicidade: ensaio de micronucleos (Vectashield® - DAPI)

A contagem de células que apresentavam micronucleos foi realizada para avaliar a
genotoxicidade, de forma que foram contadas mil (1000) células por grupo experimental,
conforme exposto na Tabela 5.1.



Tabela 5.1

Dados obtidos pelo ensaio de genotoxicidade. Contagem de micronucleos em células FMM1
expostas a meio de cultura DMEM condicionado por pastas endodonticas a base de Extrato

Glicdlico de Musa paradisiaca (banana) e por seus componentes isoladamente

Grupos Experimentais NUmero

micronucleos células

Grupo 1-EGB 1
Grupo 2 -2n0

Grupo 3 — Ca(OH);

Grupo 4 -EGB +ZnO

Grupo 5 - EGB + Ca(OH);
Grupo 6 — EGB + ZnO + Ca(OH);

nNnN O PN O

Grupo 7 — Controle Positivo
(DMEM com FMM1)

Os grupos do ZnO e EGB+ZnO+Ca(OH)2 nédo tiveram microndcleos. Os grupos do
EGB, EGB+Zn0O e EGB+Ca(OH); apresentaram o valor de 0,1%, enquanto os grupos Ca(OH)>

e Controle tiveram o valor de 0,2% (Figura 5.5). Nenhum dos grupos foi considerado

genotdxico.

Figura 5.5 — Fotomicrografia de micronucleo. Observacdo em microscépio (aumento de 400x) de
nucleos celulares fluorescentes corados por DAPI. Nos destaques, dois microntcleos notados no grupo

controle.
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6. DISCUSSAO

Dentro do contexto da bioprospeccéo de bioprodutos para uso endodéntico compostos
por um veiculo de origem natural e que, conforme nossos estudos anteriores (SILVA, 2018),
apresentaram acdo antimicrobiana e possuem biomoléculas com possivel acdo
imunomoduladora, tivemos nesse trabalho o principal objetivo de avaliar a biocompatibilidade
in vitro dos seus componentes individualmente e das novas pastas endododnticas a base de
Extrato Glicolico de Musa paradisiaca (banana - EGB) para serem usadas no tratamento de
dentes permanentes e de dentes deciduos. Assim, almeja-se que as propostas apresentadas
possuam propriedades semelhantes ou que superem outras alternativas disponiveis
comercialmente para o uso odontoldgico, sendo digno de nota a disponibilidade e o0 baixo custo
de seus componentes. A viabilidade celular foi determinada pelos ensaios de tetrazélio (MTT)
e de resazurina (AlamarBlue™). A genotoxicidade foi verificada pelo ensaio de microndcleos.
Os resultados encontrados seguem nessa discussao com a finalidade de trazer a projecdo de um
possivel significado clinico com seguranca sobre as metodologias aplicadas.

Os resultados do EGB isolado na dilui¢do a 10% foram 56% para o MTT e 68% para a
resazurina e ndo foi genotoxico no ensaio de micronucleos. O EGB apresentou viabilidade
celular entre 50% e 70%, fato que é esperado de biomateriais que possuem atividade
antimicrobiana, pois uma alta biocompatibilidade, como a da dilui¢do a 5% do ensaio de MTT,
poderia anular o efeito terapéutico adicional de um produto para o tratamento endodontico,
enquanto elevadas concentraces do EGB poderiam ser citotoxicas, como verificado na diluicdo
a 50% no ensaio de MTT. Portanto consideramos esse resultado satisfatério para a
biocompatibilidade in vitro do EGB, pois mantém a viabilidade celular em um patamar
mediano, considerado seguro para aplicacdo clinica (BADR et al., 2011; SARIGOL et al.,
2010).

O ZnO apresentou resultados divergentes, com baixa viabilidade celular no ensaio de
MTT e alta viabilidade celular no ensaio de resazurina na diluicdo a 10%. Esse grupo
experimental também foi citotoxico a 50% no ensaio de MTT, mas a 5% permaneceu diferente

estatisticamente do controle, com viabilidade celular de 68%. Ha descricdo de diferentes fatores
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que podem favorecer a citotoxicidade ou viabilidade do ZnO, podendo ser dependente de sua
concentracdo (LEE et al., 2016), mas também do pH do meio (ZHANG et al., 2013). Contudo
a literatura em nanotecnologia indica a biocompatibilidade do ZnO (GOPIKRISHNAN et al.,
2010; LI et al., 2008). Considerando que os resultados de viabilidade celular a 10% foram
patamares bem acima da viabilidade celular mediana, visto que o ZnO é um material com
propriedades antimicrobianas, acreditamos que o resultado indica seguranca (BADR et al.,
2011; SARIGOL et al., 2010), ainda sendo associado a auséncia de genotoxicidade, portanto
ha biocompatibilidade in vitro.

O Ca(OH). apresentou uma viabilidade celular altamente satisfatoria nas dilui¢des de
5% e 10%, sendo equivalentes estatisticamente ao grupo controle, tanto no ensaio de MTT
guanto de resazurina, ndo sendo genotoxico no ensaio de micronucleos. Baixas concentracdes
de Ca(OH)2 séo verificadas na literatura como biocompativeis (ESTRELA; HOLLAND, 2003;
NELSON FILHO et al., 1999). Ainda assim concentragdes elevadas desse material s&o
verificadas como citotdxicas (KAUR et al., 2015). Em nosso trabalho os resultados encontrados
corroboraram com a literatura ja que, nas concentracdes baixas, 0 Ca(OH) foi biocompativel,
enguanto que na diluicdo de 50% do ensaio de MTT apresentou citotoxicidade.

A composicdo de pastas endodonticas possui grande variabilidade, incluindo
antibiodticos, biocidas, compostos fendlicos, ndo-fendlicos, iodo, contudo essas diversas
associacOes ainda ndo suprem todas as necessidades do profissional e suas propriedades
dependem de qual veiculo é empregado para propiciar melhor desempenho clinico (CHEN;
KAO; HUANG, 2005; LIMA et al., 2015a; PIRES et al., 2016). O EGB é uma boa alternativa
de veiculo para uma nova pasta endodontica, j& que ha estudo que demonstra sua atividade
antimicrobiana contra Enterococcus faecalis e a existéncia de biomoléculas que podem auxiliar
na resposta celular do organismo e, consequentemente, no reparo tecidual periapical (SILVA,
2011). A combinacdo de ZnO e de Ca(OH). em pastas endodonticas possui indicacbes na
literatura de um melhor desempenho para o tratamento endodontico (ATHANASSIADIS et al.,
2010; QUEIROZ et al., 2009; SILVA, 2015). Contudo, a associacdo de ZnO e de Ca(OH):
utilizando veiculos inertes possui resultados insatisfatorios na atividade antimicrobiana in vitro
contra cepas resistentes (HEGDE et al., 2012; SILVA et al., 2013). Composic¢des diferentes
estdo disponiveis para pastas endodonticas iodoformadas com alto potencial antimicrobiano,
boa resposta bioldgica e sucesso clinico (LACATIVA; LOYOLA; SOUSA, 2012; PIRES et al.,
2016; SARIGOL et al., 2010).
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A diluicdo de 50% neste ensaio de MTT foi citotdxica e a viabilidade celular observada
na diluicdo de 5% do EGB+ZnO foi de 56% e do EGB+Ca(OH). foi de 92%, sendo que
aumentou para 110% no EGB+ZnO+Ca(OH)2, quando Zn e Ca estavam combinados; na
diluicdo de 10%, houve aumento com maior significancia de 32% e 33%, respectivamente, para
84%. Ja& no ensaio de resazurina a viabilidade do EGB+ZnO de 71% aumentou
significantemente com o acréscimo de Ca(OH). para 83% no EGB+ZnO+Ca(OH)2, ao passo
que o EGB+Ca(OH)2 apresentou também 83%. Um estudo in vivo em dentes de cdes comprova
a biocompatibilidade pela avaliagéo histopatologica da combinacdo de ZnO e Ca(OH)2 usando
o veiculo polietileno glicol 400 (PEG) (SILVA et al., 2010).

A citotoxicidade in vitro pelo ensaio de MTT da mistura de ZnO e Ca(OH). com dois
veiculos propileno glicol e PEG, ambos hidrossoluveis viscosos, foi avaliada em leucécitos nos
intervalos de 24 e 72 horas, sendo que 0s extratos possuiam elevada concentracdo, resultaram
em viabilidade celular acima de 140%, em ambos periodos (PIRES et al., 2016). Os autores
justificam esses resultados devido a uma proliferacdo celular induzida pelo Ca(OH)2 que é
capaz de promover o reparo tecidual em razdo de desencadear uma resposta inflamatoria
(NELSON FILHO etal., 1999; PIRES et al., 2016). Esses resultados divergem das diluicdes de
alta concentracdo (50%) deste ensaio de MTT e corroboram com 0s ensaios deste estudo nas
diluicdes de 5% e 10% de alguns dos grupos que tinham o Ca(OH). como componente de
pastas.

Em contrapartida, outro estudo com grupos de pastas de Ca(OH): e pastas iodoformadas
apresentou menor citotoxicidade em fibroblastos L929 de roedores para as pastas iodoformadas
(SARIGOL et al., 2010). Ainda se considerando as pastas iodoformadas, um ensaio de
avaliacdo histoldgica de implantes intradsseos em porcos guinea indicou niveis aceitaveis de
biocompatibilidade em menor tempo que 0s outros grupos, sendo que o Ca(OH). teve
biocompatibilidade aceitavel apds 12 semanas (LACATIVA; LOYOLA; SOUSA, 2012).
Nestes estudos existiam pastas avaliadas com o0 ZnO e eugenol em alguns grupos, mas nunca o
ZnO estava presente sem o eugenol, fato que pode ter colaborado com a citotoxicidade
encontrada nestes grupos. A avaliagdo da biocompatibilidade in vivo das pastas endodénticas
com EGB é um passo importante para observar sua resposta biolégica no tratamento
endodontico.

O uso do meio de cultura condicionado diluido é relevante para nossos estudos in vitro,
ja que procura simular o microambiente do periapice radicular. Clinicamente os materiais serdo

colocados dentro dos canais e as substancias eluidas diluirdo nos vasos sanguineos e linfaticos.



67

Candeiro et al. (2016) dissolveram o meio condicionado dez vezes para avaliar a citotoxicidade,
obtendo o meio condicionado a 10%, o qual prevalece com as caracteristicas apropriadas para
o0 estudo laboratorial comparativo. Cavalcanti et al. (2005) corroboram com essa afirmacéo e
utilizaram apenas a diluicao a 10% usada também neste estudo, avaliando ainda que o Ca(OH)>
permitiu elevada viabilidade celular em seu experimento. O meio de cultura DMEM possui
tamponamento pelo bicarbonato de sodio, fato a ser considerado na avaliagdo dos resultados
com alta viabilidade celular do experimento observada nos grupos experimentais com Ca(OH):.

Discorda dos resultados de Cavalcanti et al. (2005) e os deste nosso estudo uma
metanalise sobre cimentos endodbnticos em que o Ca(OH). e o ZnO e eugenol foram
considerados biotoxicos, quando comparados a cimentos resinosos (KAUR et al., 2015).
Estudos na literatura sobre a citotoxicidade de cimentos endoddnticos com Ca(OH) apresentam
resultados divergentes quanto a viabilidade celular. A comparacdo entre cimentos e pastas
endoddnticas deve ser feita com cautela, j& que é importante considerar que também os
salicinatos estdo presentes na composicdo de alguns cimentos endododnticos, podendo ser
responsaveis por colaborar nos resultados de baixa viabilidade celular encontrados na literatura,
observando-se ainda a rapida decomposicdo dos materiais a base de Ca(OH). em ambientes
imidos (PAWINSKA et al., 2015). Ainda assim, vale ressaltar que ha cimentos endodénticos
com Ca(OH). em sua composicao, Sealapex e Apexit, que foram avaliados para a citotoxicidade
de células 3T3 e apresentaram resultados favoraveis e viabilidade celular acima de 80%
(GEURTSEN et al., 1998). Chen et al. (2005) avaliaram pastas endodénticas para dentes
deciduos, dentre elas aquela a base de Ca(OH). e iodoformio obteve a melhor viabilidade
celular.

A medicacdo intracanal mais utilizada é a pasta endodontica de Ca(OH). e sua acdo
local tem relacdo com o pH elevado, solubilizacdo de tecidos organicos, estimulacdo de
neoformacéo 0Ossea, capacidade de inativar endotoxinas. Os veiculos utilizados nas pastas de
Ca(OH): interferem em suas propriedades fisicas e bioldgicas, levando em conta a dissociagao
de OH e Ca?*, podendo ser hidrossoliveis aquosos, hidrossoliveis viscosos ou oleosos,
sabendo que a velocidade de dissociagdo € maior nos aquosos, intermediaria nos viscosos e
menor nos oleosos (ESTRELA; HOLLAND, 2003), sua aplicagdo clinica tem sido vinculada
ao tipo de veiculo. O EGB é um veiculo hidrossoltvel viscoso que possui pH acido.

Em contrapartida, o grupo EGB+Ca(OH). apresentou baixa viabilidade celular na
diluicdo a 10% do ensaio de MTT, semelhante estatisticamente ao EGB+Zn0O, como também

ao ZnO quando avaliado isoladamente. Garrido et al. (2015) avaliaram a citotoxidade de um



68

cimento endoddntico a base de 6leo de copaiba (Biosealer®) que possui resinas naturais de pH
baixo, caracteristica similar ao EGB, e podem ser responsaveis pelo aumento da permeabilidade
celular e, consequentemente, da citotoxicidade. Um dos objetivos de incorporar 0 ZnO na
formula de Biosealer® foi para diminuir a citotoxicidade das resinas naturais, ja que possui
efeito citoprotetor. Este fato se contrapde com o resultado do ensaio de MTT em que a adi¢éo
de ZnO ao EGB provocou maior citotoxicidade in vitro, fato coincidente com a adi¢cdo do
Ca(OH)2 ao EGB. Todavia, a pasta EGB+Ca(OH).+ZnO que combina as trés substancias
apresentou melhor viabilidade celular na diluicdo a 10%.

O ensaio de resazurina foi realizado apés o de MTT, que apresentou resultados de
viabilidade celular razoavelmente medianos na diluicdo de 10% dos meios de cultura
condicionados por cada grupo, com excecdo dos grupos que ficaram acima de 80% (Ca(OH)2
e da pasta EGB+ZnO+Ca(OH)>), e, por conseguinte, foi usada apenas essa diluicdo de 10%
para o ensaio de resazurina, ja que materiais endodénticos com propriedades antimicrobianas
ndo podem apresentar biocompatibilidade nem muito elevada, nem muito baixa, para manter
sua acdo terapéutica com seguranca, corroborando com outros estudos (BADR et al., 2011;
CANDEIRO etal., 2016; CAVALCANTI; RODE; MARQUES, 2005; SARIGOL et al., 2010).

Os resultados obtidos pelo ensaio de resazurina foram diferentes daqueles do ensaio de
MTT. O grupo do EGB e do EGB+ZnO foram estatisticamente diferentes do controle, com
valores de viabilidade celular de 68% e 71%, respectivamente, portanto préximos de 70%, mas
contrapondo-se com 0s do ensaio de tetrazolio de 56% e 32%, na mesma dilui¢do de 10%. Esses
mesmos grupos obtiveram pouco incremento de viabilidade celular com o aumento da dilui¢éo
no ensaio do MTT, em conjunto com 0 EGB+Ca(OH)., que apresentou no ensaio de resazurina
uma viabilidade de 83%, muito distante dos 33% do ensaio de MTT.

Os resultados do ensaio de resazurina foram considerados satisfatorios para a
viabilidade celular, sendo todos os outros grupos acima de 80%, ressalta-se apenas o0 grupo
Ca(OH). com valores que extrapolaram os limites de leitura de fluorescéncia, enquanto no
ensaio de MTT o mesmo grupo na mesma dilui¢do apresentou 97% de viabilidade celular.

As pastas de Ca(OH)2 no ensaio de resazurina apresentaram maior viabilidade celular
do que a de 76% obtida pelo cimento de Ca(OH). com veiculo oleoso (L&C - Dentsply Herpo,
Petropolis, RJ, Brasil) de outro estudo em que se utilizou o ensaio de azul de Trypan e células
THP-1 em meio de cultura condicionado com dilui¢des seriadas, inclusive a 10%. Os autores

ainda apontam a discrepancia dos resultados de ensaios de citotoxicidade in vitro encontrada
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na literatura entre ensaios diferentes (CORREA et al., 2009), assim como ocorreu entre 0s
ensaios de MTT e de resazurina utilizados por este estudo.

As células de fibroblastos de mucosa mastigatoria (FMM1) foram utilizadas para o
estudo de citotoxicidade in vitro e diferencas fenotipicas com outras células ndo séo
significantes para os resultados obtidos no periodo de 24 horas, j& que s&o considerados testes
de toxicidade de curto prazo (PAWINSKA et al., 2015), fato que corrobora com a metodologia
dos ensaios realizados com este intervalo nesta pesquisa.

O uso de pastas endoddnticas dentro de canais radiculares torna sua interacéo bioldgica
especifica. A metodologia do experimento que simula o efeito dos materiais utilizados no
tratamento endodéntico deve ser criteriosa e se aproximar ao maximo do que ocorre em ensaios
clinicos com humanos (COSTA et al., 2014). Outros aspectos a serem observados sobre 0s
resultados de testes de ensaio de citotoxicidade divergentes estao relacionados com as técnicas
preparatorias e o exame das amostras de materiais, que podem ficar em contato direto ou
indireto com as células (PAWINSKA et al., 2015).

O condicionamento do meio de cultura é apropriado para analisar a dissolucdo ou
lixiviacdo de substancias provenientes da pasta endodéntica em decorréncia de sua
manipulagdo. As pastas endoddnticas sdo colocadas dentro dos canais radiculares em sua
indicacdo clinica, cujo ambiente apresenta umidade que precisa ser reproduzida
laboratorialmente para que o método de analise seja relevante. Os meios de cultura celular s&o
condicionados para mimetizar essas caracteristicas clinicas e o contato indireto entre as células
e 0s materiais avaliados, inclusive a interferéncia do microambiente intracanal sobre as
propriedades das pastas endodonticas (CAVALCANTI; RODE; MARQUES, 2005).

O uso de membranas semipermeaveis para preservacdo das células do experimento
também é uma alternativa para esta técnica (PAWINSKA et al., 2015), colocando-se 0s
materiais imediatamente manipulados sobre a membrana, embora neste caso ndo haja controle
sobre as concentragdes dos elutos provenientes dos materiais testados, o que é divergente do
método que foi realizado neste estudo com a determinacdo das diferentes diluicdes dos meios
de cultura condicionados, no caso do ensaio de MTT, ou com a dilui¢do de 10% para 0 ensaio
de resazurina.

O contato direto das pastas endodonticas com as células cultivadas é realizado para
simular o extravasamento desse material além do apice radicular (COTTI et al., 2014b).
Contudo, a aplicacdo desses materiais diretamente em células cultivadas é extremamente

agressiva e fica dificil extrapolar os resultados de citotoxicidade para sua aplicacdo clinica. A
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eluicdo dos componentes das pastas, condicionando o meio de cultura para fazer o tratamento
das células, permite conceber a reagdo a distancia dos materiais endoddnticos aplicados dentro
dos canais radiculares nas células do tecido periapical (CANDEIRO et al., 2016; SCELZA et
al., 2012), o que esta de acordo com o método eleito para esta pesquisa.

Em paralelo, deve ser considerada a interagdo com as células dos reagentes dos ensaios
de citotoxicidade selecionados para este estudo. O MTT é reduzido principalmente pelas
enzimas oxidoredutase em consonancia com a atividade de desidrogenase mitocondrial. Em
contrapartida, a resazurina participa por essas e outras vias da fosforilacdo oxidativa,
aumentando sua eficacia. Além disso, no ensaio de MTT ha formacdo de cristais pontiagudos
azul purpdreos de formazan insoltveis no meio de cultura, por esse motivo, existe a necessidade
de remocdo do meio e utilizacdo de um solvente organico para diluicdo dos cristais antes da
leitura da absorbancia. A quantidade de células mortas suspensas em razdo dos cristais
pontiagudos de formazan é imprevisivel e aumenta o desvio padrdo entre 0s pogos das placas,
diminuindo a sensibilidade dos resultados do ensaio. A resazurina e soltvel no meio de cultura,
dispensando essas etapas requeridas no ensaio de MTT, permitindo uma técnica simples e com
menor possibilidade de erros, o ensaio com resazurina torna-se superior aqueles com MTT (XU;
MCCANNA; SIVAK, 2015).

Para avaliar os dados dos ensaios, cabe notar que o EGB sem nenhuma dilui¢do tem
valor de pH entre 4,0 e 6,0, que provavelmente se alterou quando foi feito o condicionamento
do meio de cultura com esse componente, pelo tampdo do bicarbonato presente no DMEM.
Permite-se assim compreender que o ensaio com EGB isolado colaborou em reduzir o pH, no
entanto o MTT pode promover uma acidificacdo adicional, ja que é notdrio o rompimento da
membrana citoplasmatica causado pelos cristais de formazan, sendo esta uma hip6tese que
explica a diferenca entre os resultados dos ensaios de MTT e resazurina para 0 ZnO e para as
pastas de EGB+ZnO e de EGB+Ca(OH)2 a 10%, ja comentado anteriormente. Ao contrario do
ensaio do MTT, 0 ZnO no ensaio da resazurina adicionado ao EGB levou a um aumento de sua
viabilidade celular, corroborando com o efeito citoprotetor do Zn quando associado a resinas
acidas de produtos naturais, formando resinatos de zinco, diminuindo a toxicidade, de acordo
com um estudo de citotoxicidade in vitro em polimorfonucleares e em fibroblastos de mucosa
mastigatoria (SUNZEL et al., 1997).

Com o intuito de esclarecer os resultados supracitados, existe a hipdtese de o ZnO
interagir em sistema bioldgico de maneira distinta conforme o pH se altera, visto que 0 aumento

de sua solubilidade € proporcional & diminuicdo do pH de 7,2 (fisioldgico) para 5,5 (&cido).
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Considerando que 0s grupos experimentais que o0 possuiam oportunizaram a entrada desse
elemento nas células, podendo haver superexpressao de ERO, disfuncdo mitocondrial e morte
celular (WANG et al., 2014), outrossim a citotoxicidade também esta diretamente relacionada
com a queda de pH proporcionada pelos reagentes do ensaio, no caso dos cristais de formazan
produzidos no ensaio de MTT (XU; MCCANNA; SIVAK, 2015).

Um conjunto de ensaios para avaliar a biocompatibilidade é considerado ideal
(SCELZA et al., 2012), incluindo analise morfologica, funcdo enzimatica e interacdo da célula
com o biomaterial. A biocompatibilidade de materiais bioldgicos esta fortemente relacionada
com a genotoxicidade, que indica a presenca de componentes reativos com o0 DNA que podem
ser responsaveis por carcinogenicidade e/ou mutagenicidade (ELDENIZ et al., 2015). O
estresse oxidativo celular, promove maior expressdo molecular de ERO, as quais podem refletir
na alteracdo de &cidos nucléicos, provocando inclusive a quebra de cromossomos. Dentre 0s
varios ensaios in vitro sobre genotoxicidade, o ensaio de micronucleos pode ser utilizado para
detectar essa aberracdo citogenética, que se trata de diminutas estruturas celulares originadas
de alteracdes cromossomiais (perda ou fragmentacdo) ou comprometimento estrutural de fusos
mitdticos (PIZZAIA, 2013).

Os ensaios pré-clinicos sdo previstos para 0 uso de novas terapias com bioprodutos e
permitem verificar a biocompatibilidade dos materiais em pauta, neste caso por meio da
avaliacdo da citotoxicidade e da genotoxicidade. Nenhum grupo experimental foi considerado
genotoxico neste estudo, em que se empregou o ensaio de micronicleos com o meio de
montagem com DAPI.

Outro estudo que buscou dados de genotoxicidade sobre diversas pastas endoddnticas
utilizadas em deciduos verificou que ndo houve quebra de DNA em células humanas de
osteossarcoma pelas pastas com Ca(OH)., corroborando com os resultados aqui encontrados
(HUANG et al., 2009). Por outro lado, um estudo que avaliou a genotoxicidade por meio do
ensaio alcalino de cometa e o ensaio de capacidade de modificacdo genética apresentou
resultados divergentes daqueles descritos por este estudo sobre as pastas com ZnO e Ca(OH),
sendo capazes de induzir dano no DNA de leucdcitos. Ressalta-se que a concentracdo dos
extratos era 500 000 pg.mL*, bem maiores do que no primeiro estudo citado (5 pg.mL™?)
(PIRES et al., 2016) e, também, do que a deste estudo que usou meio condicionado a 10%.

Santos et al. (2016) verificaram a genotoxicidade in vivo de pastas endoddnticas para
dentes deciduos pela contagem de microndcleos em eritrocitos de medula éssea de murinos

(Mus musculus) expostos via parenteral por injecdo intraperitoneal. A pasta de ZnO e eugenol
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(IRM®, Dentsply, Petrdpolis, Brasil) foi diluida em DMSO e a de Ca(OH). P.A.® (Biodindmica
Produtos e Servicos para Laboratorios Ltda, Ibipora, Brasil) em PBS. Os resultados indicaram
genotoxicidade para o ZnO e eugenol e o Ca(OH). foi considerado biocompativel, contudo o
eugenol provavelmente contribuiu para os resultados de genotoxicidade desse estudo de Santos
et al. (2016).

O ZnO é um dos componentes principais das pastas propostas neste estudo e existe
pesquisa sobre nanoparticulas que evidencia sua genotoxicidade pela quebra de DNA causados
diretamente por meio de fons Zn?*, ndo somente pela interferéncia da expressio molecular de
ERO. No mesmo experimento citado pode ser observado aumento de células viaveis expostas
as menores concentragcdes de ZnO quando comparados ao grupo controle sem tratamento,
contudo sem relevancia estatistica. Isso sugere que niveis moderados da expressdo de ERO
estimulam vias de promocéo de crescimento celular. A dissocia¢do do ZnO depende de varios
fatores, tais como as caracteristicas das particulas do p6 e o solvente utilizado (HEIM et al.,
2015).

Nossa pesquisa utilizou o pé de ZnO com EGB, um veiculo hidrossolavel viscoso de
pH baixo, com a hipétese de média viscosidade disponibilizar lentamente 0 Zn?* para os tecidos
vivos. Haveria diferenga de caracteristicas fisico-quimicas caso fosse utilizado um veiculo
aquoso de baixa viscosidade, o qual causaria sua rapida absorcdo e sua alta concentracdo
intracelular e, consequentemente, aumentaria o risco de toxicidade (HEIM et al., 2015; ZHANG
et al., 2013), portanto é provavel que por este motivo ndo foram encontrados resultados de
genotoxicidade para 0 ZnO em nossa pesquisa.

A avaliacdo da genotoxicidade é essencial para aprovar novos farmacos para uso
comercial no Brasil, conforme salientado em uma pesquisa do extrato glicélico de B. pendula
(bétula) que também utilizou o ensaio de micronucleos com DAPI, cuja contagem ndo indicou
alteracdes significativas (JESUS, 2016). Pode-se considerar esperado que materiais com baixa
citotoxicidade apresentem baixa genotoxicidade, como observado pelos autores que avaliaram
esses aspectos em novas propostas de cimentos endoddnticos a base de C. multijuga (copaiba)
e R. communis (mamona), em que a contagem de micronucleos também ndo resultou em
genotoxicidade (SILVA et al., 2016), resultados semelhantes aos de nosso estudo. Como
contraponto, outro estudo que avaliou a citotoxicidade e a genotoxicidade in vitro de pastas
endodoénticas com ZnO e Ca(OH). como componentes, apresentaram alta viabilidade celular e
ao mesmo tempo foram constatados danos ao DNA. De acordo com os autores, esses fatos sdo

justificados pelo processo de divisao celular dos leucdcitos sem o objetivo de reparo tecidual,
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que se perpetuou no material genético daquela linhagem, provocando maior suscetibilidade aos
danos provocados pelo estresse oxidativo ao DNA (PIRES et al., 2016).

A biocompatibilidade dos materiais utilizados nos tratamentos endodénticos é essencial,
mas depende de outros fatores para o sucesso clinico. A resposta favoravel aos agentes
infecciosos e inflamatorios pode ser aprimorada pela interacdo bioldgica dos materiais
endoddnticos com o periapice dental, ligamento periodontal e osso alveolar. Os elementos
constituintes do tratamento endodontico interferem por eluicdo ou por contato direto com o0s
tecidos periapicais e promovem diferentes interacdes moleculares, benéficas ou ndo. O retardo
ou impedimento do processo de reparo biolégico dos tecidos periapicais ndo sao oportunos no
tratamento endodontico, portanto analisar isoladamente a biocompatibilidade dos materiais
utilizados é insuficiente (SILVA et al., 2016).

Os resultados destes ensaios in vitro aqui descritos sdo restritos e figuram reacfes
citoldgicas especificas elaboradas em um ambiente controlado. Ha quadros multivariados que
demandam conhecimento especifico das patologias pulpares. Cabe o entendimento de que o
desempenho clinico do tratamento endoddntico é dependente do diagndstico inicial. Quanto
maior a severidade das lesdes, maior o desafio para alcancar o sucesso clinico. As técnicas
aplicadas com exatiddo para a sanificacdo da complexa anatomia do sistema de canais
radiculares sdo essenciais para 0 bom resultado do tratamento. O extravasamento inadvertido
de material pelo &pice implica em menor chance de sucesso no tratamento. Polpas dentarias que
apresentam infeccdo deveriam ser tratadas em duas ou mais sess@es utilizando uma medicacéo
intracanal efetiva a fim de reduzir a microflora patogénica (RICUCCI et al., 2011). Novas
pesquisas devem assegurar uso de EGB isolado como medicacdo intracanal e, ainda, como
protocolo de sessdo Unica apos a instrumentacdo do sistema de canais radiculares, ja que se trata
de um potencial veiculo endoddntico ativo. As novas pastas endoddnticas podem ser da mesma
forma validadas com novos estudos para o uso clinico no tratamento endodéntico de dentes
permanentes e deciduos, além de poderem inspirar um futuro cimento endoddntico a ser

formulado para a obturagdo do sistema de canais radiculares de dentes permanentes.
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7. CONCLUSAO

A hipétese nula foi aceita, ja que considerava que tanto as pastas endodonticas
propostas, quanto os seus componentes isolados Extrato Glicolico de Musa paradisiaca (EGB),
Ca(OH). e ZnO néo apresentariam citotoxidade e genotoxicidade in vitro. A proposi¢do da acdo
isolada do EGB ou, ainda, a combinacéo de suas biomoléculas com ZnO e/ou Ca(OH). em uma
nova pasta endodontica tem a suposta acdo antimicrobiana contra os patdégenos das doencas
pulpares e periapicais e, a0 mesmo tempo, poderia modular a resposta imune exacerbada, fato
ainda a ser comprovado em outros estudos, especialmente evitando a reabsorcdo Ossea e
promovendo sua neoformacdo por meio de regeneracdo tecidual com viabilidade celular
satisfatoria. Todavia, a eficacia e a especificidade antimicrobiana para o complexo biofilme
endodéntico devem ainda ser avaliados por intermédio de diferentes parametros, como as
condices fisioldgicas in vivo, concentracbes adequadas para uso clinico, acBes sinérgicas e
antagonistas e também as caracteristicas de replicacdo microbiana. Estes parametros devem
permitir a bioprospecc¢do de um produto biotecnoldgico para o uso na Endodontia que seja
viavel economicamente e capaz de ser disponibilizado pela inddstria farmacéutica ou de
produtos odontolégicos. Portanto, possuindo o EGB e as novas pastas endodonticas propostas
potencial para uso endodéntico em dentes permanentes e dentes deciduos elas devem ser

avaliadas em novas etapas mandatdrias até viabilizar sua aplicacdo clinica.
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INCI: Musa ica Fruit Extract No CAS: NA
Planta utiizada: Musa Paradisica Parte utiizada: Fruto
Parémetros Especificado Resultados
Densidade (g/cm3) Entre 1,000 ¢ 1,100 1,003
pH (sol a 10%) Entre 4,00 & 6,00 537
Aparéncia Liquido De acordo
Bolores e Leveduras Max 100 UFC/ g <10
Coliformes Fecais Ausente De acordo
Coliformes Totais Ausente De acordo
Contagem total de bactérias Max 100 UFC /g <10
Cor Incolor a levemente amarelado De acordo
Odor Caracteristico De acordo
Solublidade Salivel em etanol, propilenoglical, glicerna, 30 De acordo
fbitol @ dgua.

Monografiac  METODOLOGIA INTERNA

Armazenamento:  ACONDICIONAR EM RECIPIENTE HERM&TICO, AO ABRIGO DE CALOR E DE LUZ SOLAR DIRETA. COM O TEMPO PODE SOFRER TURVA¢SO
elou precipRacio,

OBS: ** Podera haver alteragiio de cor por modificaciio dos companentes coloridos da planta ou de acordo com o lola/safra

utikzada,
USO: Extemo
OBS: As assinaturas somente serao validas quando da nota fiscal
Dr.Luiz Gustavo Martins Matheus Ana Carcina Massarani Ramos.
Farmaciutico Bioguimico Farmachutica
CRF - SP.14.851 CRF- SP 35,022

- s

25/04/16

Depanamento técnico Data de emissdo

Av.Dr Gentil de Moura, 194 CEP - 04278 080 Ipiranga Sao Paulo SP Tel/Fax 55(11) 5061.5282
mapric@mapric.com.br www.mapric.com.br
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