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RESUMO

O Brasil dispde de uma diversidade de substancias naturais com propriedades terapéuti-
cas bastante difundidas dentro da Odontologia Preventiva. Neste trabalho, objetivou-se avaliar
a atividade antibacteriana das tinturas de juca, aroeira, gengibre, alfa vaca, propolis, roma e
hortela da folha graiida, sobre as linhagens de S. aureus (ATCC 25923), S. mutans (ATCC
2575), S. sobrinus (ATCC 27609), S. mitis (ATCC 9811), S. sanguis (ATCC 10557) e L. casei
(ATCC 7469), utilizando-se a clorexidina 0,12% como controle positivo. Determinou-se a dilui-
¢ao inibitéria maxima (DIM) em meio de cultura Agar Mueller Hinton, das tinturas nas formas
pura (1:0) e diluidas de 1:1 até 1:32. Observou-se susceptibilidade variada das bactérias, sen-
do o S. aureus o microorganismo mais sensivel. Dentre as tinturas, o juc4, a aroeira e a propolis
apresentaram uma significativa atividade antibacteriana sobre S. mutans, S. sobrinus, S. mitis,
S. sanguis e L.casei, sendo que o gengibre e a alfavaca apresentaram os menores espectros de
acao frente as linhagens bacterianas avaliadas.

UNITERMOS: microbiologia; odontologia preventiva; fitoterapia.

SUMMARY

Brazil has a diversity of naturals substances with therapeutic proprieties which are very
difunded in the Preventive Dentistry. In this paper, the aim was evaluate the antibacterial
activity in vitro of the phytotherapics tinctures_from jucd, aroeira, gengibre, alfa vaca, prépolis,
romd and horteléd da folha gratida, against the bacterias sorts of S. aureus (ATCC 25923),
S. mutans (ATCC 2575), S. sobrinus (ATCC 27609), S. mitis (ATCC 9811), S. sanguis (ATCC
10557) and L. casei (ATCC 7469), using the chlorexidine 0,12% as positive control. Was
determinated the Maximum Inhibitory Dilution (MID) in medium culture Agar Mueller Hinton,
of the tictures in the pures forms (1:0) and in the dilutions froms from 1:1 to 1:32. Was observed
a variated susceptibility of the bacterias, being the S. aureus the microorganism most
sensible. The tinctures of jucd, aroeira and propolis presented a significative activity against
S. mutans, S. sobrinus, S. mitis, S. sanguis and L.casei; the gengibre and the alfavaca
showed the lowests actions toward the bacterias sorts tested.

UNITERMS: microbiology; preventive dentistry; phytoterapy.
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INTRODUCAO

Biofilme dentario é o termo utilizado para des-
crever comunidades de microorganismos ligados
a superficie do dente, tendo o Streptococcus mitis
e o S. sanguis como bactérias pioneiras. A
presenca do S. mutans e do S. sobrinus, é
mais prevalente nas etapas iniciais da carie. O
Lactobacillus casei é encontrado na evolucao da
cavitacao (Buisch?, 2000).

Como microorganismo patogénico oportu-
nista relevante na cavidade bucal, cita-se o
Staphylococcus aureus. Esta bactéria tem a capa-
cidade de atuar como uma microbiota suplemen-
tar, sendo freqiientemente encontrada em absces-
sos periapicais e estomatites protéticas (Martins
et al.16, 2002).

O controle quimico do biofilme auxilia a remo-
cdo mecanica, prevenindo a instalacao da carie e
doencas gengivais, que estdao intimamente relacio-
nadas a sua presenca. A clorexidina é um potente
agente antimicrobiano, capaz de inibir o desen-
volvimento dos microorganismos presentes no
biofilme, porém apresenta efeitos adversos locais
quando utilizada por tempo prolongado (Moran et
al.'7, 1992).

Desta forma, vé-se a necessidade de se de-
senvolver uma substancia com potente atividade
antimicrobiana, capaz de interferir no desenvolvi-
mento do biofilme, que apresente efeitos colaterais
reduzidos. Neste contexto, surgem os agentes na-
turais, que sdo economicamente viaveis, e consti-
tuem alternativas eficazes para afeccoes bucais
(Moran et al.'?, 1992; Pereira23, 2002).

Dentre as substancias naturais com uso na
Odontologia, destacam-se o juca, a aroeira, o gen-
gibre, a alfavaca, a prépolis, a roma e a hortela
da folha gratida, que devido as suas propriedades
terapéuticas, possuem uso bastante difundido
dentro da medicina popular no tratamento de di-
versas afeccoes bucais.

O juca (Caesalpinia férrea) e a aroeira
(Schinus terebinthifolius) apresentam atividade
analgésica, antiinflamatéria, antiulcerogénica e
antibacteriana (Carvalho et al.3, 1996; Diniz et al.f,
1997). Os estudos realizados por Martinez et al.!®
(1996) e Guerra et al.? (2000), revelaram a signifi-
cativa atividade antibacteriana do extrato etandélico
da aroeira sobre S. aureus, como também sobre
outros microorganismos, comprovando a eficacia
desta planta como potente antimicrobiano.

O gengibre (Zingiber officinale) possui com-
provada atividade antibacteriana e antioxidante
(Leal et al.'!, 2003). Sua atividade antibacteriana
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frente ao S. aureus foi estudada por Alzoreky et
al.! (2003) e Nguefack et al.'® (2004), porém
observou-se a baixa atividade frente a este mi-
croorganismo.

A alfavaca (Ocimum basilicum) possui ativida-
de antibacteriana sobre bactérias gram positivas e
gram negativas (Suppakul et al.2?, 2003). Os estu-
dos antibacterianos do 6leo essencial desta planta
frente as diferentes linhagens de S. aureus, apre-
sentaram resultados contraditérios entre os auto-
res. Opalchenova et al.2°(2003), mostram ativida-
de antimicrobiana significativa, enquanto que
Sartoratto et al.2¢ (2004) e Nguefack et al.'9(2004),
relataram sua baixa atividade.

A proépolis apresenta a¢ao cicatrizante, analgé-
sica, antiinflamatoéria e antimicrobiana (Manara et
al.14, 1999). Ao avaliar a acao antibacteriana da
tintura de prépolis sobre S. mutans e S. sobrinus,
Gebara et al.® (1996) observaram inibicao signi-
ficativa do crescimento bacteriano, sendo S.
sobrinus o mais sensivel, indicando o uso desta
substancia sob a forma de bochechos ou incorpo-
rado a dentifricios. De acordo com Uzel et al.?®
(2005), os flavondides, sao os constituintes res-
ponsaveis pela atividade antimicrobiana da prépo-
lis sobre microorganismos como o S. mutans e
S. sobrinus.

Em estudos realizados por Park et al.2! (1998),
Fernandes Junior et al.” (2001), Lu et al.!2 (2005)
e Uzel et al.2® (2005), foi verificada a atividade
antibacteriana do extrato etanélico da prépolis
sobre o crescimento de S. aureus.

A casca do fruto da roma (Punica granatum),
é rica em taninos, sendo utilizada como agente
cicatrizante, antinflamatério, antimicrobiano e
anti-séptico (Diniz et al.?, 1997). A avaliacao da
atividade antimicrobiana do extrato hidroalcoolico
da roma foi realizada em estudos como o de Perei-
ra2? (1998) e o de Pereira?® (2002), onde foi
verificada sua acao frente ao S. mutans, S.
sobrinus, S.mitis, S. sanguis e L. casei, compro-
vando-se a eficacia do extrato da casca da roma
quando comparada a clorexidina, mostrando a
potencialidade de ambas as substancias como
agentes antimicrobianos sobre os microorganis-
mos do biofilme.

Os testes antimicrobianos in vitro realizados
por Prashanth et al.2# (2001), com os extratos da
roma, mostraram a susceptibilidade do S. aureus,
pela técnica da concentracao inibitéria minima.
Com a utilizacao da mesma técnica, Machado
et al.’® (2003) observaram o potencial antimicro-
biano dos constituintes da roma, justificando sua
acao antibacteriana pela presenca dos taninos.
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Holetz et al.!° (2002) sugere sua utilizacdo no
tratamento de infeccoes estafilocdccicas, preco-
nizando sua utilizagao dentro da medicina tradi-
cional.

A hortela da folha grauda (Coleus amboinicus)
¢é utilizada como antitussigeno, antimicrobiano e
antioxidante, sendo este ultimo atribuido aos
flavonéides presentes na sua constituicdo quimi-
ca. O carvacrol é um dos seus principais consti-
tuintes, ao qual atribui-se sua atividade anti-
microbiana (Salman et al.?®, 1996; Castillo et al.*
1999). Suas folhas sao conhecidas popularmente
como expectorante, para o tratamento de inflama-
coes da boca e da garganta, para rouquidao e mau
halito (Diniz et al.®, 1997).

Desta forma, propusemo-nos a avaliar o efeito
antibacteriano in vitro de tinturas de juca, aroeira,
gengibre, alfavaca, prépolis, roma e hortela da fo-
lha gratida através da técnica da diluicao inibit6-
ria maxima (DIM) sobre as linhagens de S. aureus,
S. mutans, S. sobrinus, S. sanguis, S. mitis e
L. casei.

MATERIAIS E METODO

1. Tinturas utilizadas

As tinturas utilizadas foram adquiridas em
farmacia de manipulacao sendo preparadas atra-
vés da maceragao da planta seca utilizando-se
o alcool como liquido extrator. Foram avalia-
das as seguintes tinturas: (A) aroeira (Schinus
terebinthifolius); (B) juca (Caesalpina ferrea);
(C) roma (Punica granatum); (D) hortela da folha
grauda (Coleus amboinicus); (E) gengibre (Zingiber
officinalis); (F) prépolis (Apis mellifera); (G) alfa
vaca (Ocinum basilicum). Como controle positi-
vo, utilizou-se a clorexidina a 0,12% (H).

2. Selecao das cepas

As linhagens bacterianas utilizadas foram:
Streptococcus mutans (ATCC 2575); Streptococcus
sobrinus (ATCC 27607); Streptococcus mitis (ATCC
9811) e Streptococcus sanguis (ATCC 10557);
Staphilococcus aureus (ATCC 25923) e Lacto-
bacilus casei (ATCC 7469). Cada linhagem bacte-
riana foi reativada em caldo nutritivo Brain Heart
Infusion (BHI), incubada a 37°C por 24 horas
em microaerofilia. Apés a observagao da turva-
cao do meio, as linhagens foram semeadas em
placas de petri contendo o meio de cultura
Agar Miiller Hinton (DIFCO®) pela técnica de inun-
dacao.
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3. Determinacao da diluicao

inibitéria maxima

A atividade antibacteriana foi avaliada pelo
método de difusdo em agar em meio sélido pa-
ra a determinacdo da DIM sobre as linhagens
bacterianas. Foram confeccionados sete pocos no
meio de cultura Agar Miiller Hinton de 6 mm de
diametro. Nos pocos foram colocados o volume de
50 ml das tinturas pura (1:0) e diluidas de 1:1 até
1:32. As placas foram incubadas em estufa
bacteriolégica a 37°C em microaerofilia, obtida
pela técnica da chama da vela, por um periodo de
24 horas. Verificou-se a presenca de atividade
antibacteriana através do aparecimento de halos
de inibicao. A DIM foi considerada a maior dilui-
cao capaz de inibir o crescimento bacteriano. Com
o objetivo de controlar o estudo e assegurar a sua
reprodutibilidade, os experimentos foram realiza-
dos em duplicata.

RESULTADOS

Os resultados da atividade antibacteriana in
vitro para determinacao da DIM das tinturas e da
clorexidina estao expostos nos Quadros 1 e 2.
As Figuras 1 a 4 sao representativas da agao anti-
bacteriana das tinturas de aroeira, juca e roma e da
clorexidina, respectivamente, sobre S. aureus.

QUADRO 1 - Média dos halos de inibicio em mm, das
tinturas e da clorexidina, através do Teste de Difusao
em Agar, ap6s 24 horas

Substincias
A B C D | E F G H

Bactérias

S. aureus 10,8 | 14,2 | 18,0 9,1 | 7,1 | 15,4 | 13,7 | 17,1

S. mutans 7.8 | 9,7 | 34 |8,0|2,5|12,8| 1,1 | 16,2

S. sobrinus | 8,0 | 9,7 | 3,1 {3,040 94 | 1,4 | 14,0

S. sanguis 75 1102 62 | 1,734 6,2 | 51 | 94

S. mitis 70 | 12,0 | 42 |45|3,1| 6,5 | 2,0 | 140

L. casei 9,5 | 10,8 | 3,1 |57 28| 85| 0,0 | 148

QUADRO 2 - Diluicao Inibitéria Maxima (DIM) em
mg/ml das substancias sobre as linhagens bacterianas
apoés 24 horas

Substancias
A B C D E F G H

Bactérias

S. aureus 1:32 1 1:32 1:32 | 1:32 | 1:32| 1:32 | 1:32 | 1:32

S. mutans 1:8 | 1:8 | 1:1 | 1:16| 1:1 |1:16| 1:0 | 1:32

S. sobrinus | 1:8 | 1:16| 1:1 | 1:1 | 1:1 | 1:16| 1:0 | 1:32

S. sanguis | 1:8 | 1:16 | 1:4 | 1:0 | 1:1 | 1:4 | 1:4 | 1:8

S. mitis 1:8 [ 1:32) 1:2 | 1:1 | 1:1 | 1:4 | 1:0 | 1:32

L. casei 1:16 | 1:16| 1:1 | 1:8 | 1:1 | 1:8 - [ 1:32
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Figura 1 -
Atividade
antibacteriana
de A sobre

S. aureus

Figura 3 -
Atividade
antibacteriana
de C sobre

S. aureus

DISCUSSAO

De acordo com este estudo, observou-se que o
juca e a aroeira apresentaram uma significativa
capacidade de inibir o crescimento bacteriano de
S. aureus, S. mutans, S. sobrinus, S. sanguis e
S. mitis, sendo o S. aureus a bactéria mais sensi-
vel, quando comparada a clorexidina (Figuras 1 e 2).

Frente ao S. aureus, os achados relacionados
a aroeira corroboram os estudos de Guerra et al.®
(2000) onde foi utilizado um extrado etandlico a
80% verificando-se inibicao bacteriana até a ulti-
ma diluicdo, bem como com aquele realizado por
Martinez et al.!'® (1996) que encontrou atividade
antibacteriana até a diluicao de 1:1 mesmo em um
extrato etandlico a 30%.

Neste estudo, o gengibre apresentou atividade
antibacteriana para a diluicao de 1:1 sobre as bac-
térias cariogénicas. Sobre o S.aureus, observou-
se atividade até a ultima dilui¢ao, porém nos estu-
dos realizados por Nguefack et al.'® (2004), com o
6leo essencial, e por Alzoreky et al.! (2003), com o
extrato metanélico, observou-se que esta substan-
cia apresentava-se como um fraco inibidor do cres-
cimento sobre o microorganismo em questao. Os
autores afirmam que a forma de apresentacao da
substancia, bem como a forma de extracao dos
principios ativos, podem influenciar a atividade
antibacteriana.

Os dados encontrados da atividade antibacte-
riana da alfavaca evidenciam atividade na sua for-
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Figura 2 -
Atividade
antibacteriana
de B sobre

S. aureus

Figura 4 -
Atividade
antibacteriana
de H sobre

S. aureus

ma pura para o S. mutans, S. sobrinus e S. mitis,
e auséncia de atividade sobre o L. casei. Com re-
lacao ao S. sanguis, nota-se que este microorga-
nismo apresentou-se mais sensivel, com inibicao
do crescimento até a diluicao de 1:8. O S. aureus
foi o mais susceptivel, sugerindo a acao desta plan-
ta sobre este microorganismo.

Diversos estudos foram realizados com o ex-
trato e o 6leo essencial desta planta objetivando
demonstrar sua atividade antibacteriana sobre o
S. aureus, havendo divergéncia entre os resulta-
dos. Sobre a forma de extrato, Alzoreky et al.!
(2003) e Nascimento et al.'® (2000) consideraram-
na inativa sobre esta bactéria; Diaz et al.’ (2001)
ratificam a atividade antibacteriana do extrato ao
observarem que este apresentou elevada capaci-
dade de inibir o crescimento de bactérias gram
positivas, inclusive o S. aureus.

Estudos com o 6leo essencial da alfavaca de
realizados por Sartoratto?® (2004) e Nguefack
et al.!® (2004), demonstraram o baixo desempe-
nho antibacteriano desta planta sobre diversos
microorganismos, inclusive o S. aureus. Entretan-
to, Opalchenova et al.?2° (2003), observaram ele-
vada atividade do 6leo essencial sobre cepas de
S. aureus resistentes a diversos antibiéticos.
Estes estudos explicam a diversidade dos resul-
tados devido aos variados paises de coleta das
amostras, bem como pelas diferentes técnicas uti-
lizadas.
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As linhagens bacterianas testadas apresenta-
ram susceptibilidade a tintura da prépolis, sendo
0 S. aureus o microorganismo mais sensivel, se-
guido do S. mutans e do S. sobrinus. Estes resul-
tados corroboram as pesquisas de diversos auto-
res, como Gebara et al.8 (1996), onde a tintura da
proépolis mostrou potente inibicao do crescimento
de S. mutans e S. sobrinus, como também no es-
tudo de Uzel et al.2® (2005), no qual o extrato
etanélico foi eficaz sobre cepas de S. sobrinus,
S. mutans e S. aureus.

No estudo de Park et al.2! (1998), pode-se veri-
ficar a atividade antibacteriana variada da proépolis
sobre S. mutans e S. aureus de acordo com a re-
giao de coleta. O mesmo foi relatado por Fernandes
Juanior et al.”(2001) e Lu et al.'2 (2005) para o S.
aureus. Estes autores concluiram que a atividade
antibacteriana da proépolis esta relacionada a es-
pécie de abelha e a regido de coleta da amostra, o
que pdde influenciar os resultados obtidos.

Com relacao a roma, observou-se que S.
mutans, S. sobrinus e L. casei tiveram seu cresci-
mento inibido até a diluicdo de 1:1. Sobre S.
sanguis e S. mitis, as DIMs observadas foram 1:4
e 1:2, respectivamente. O S. aureus foi o mais
sensivel, com DIM de 1:32, comparando-se a
clorexidina (Figuras 3 e 4).

Segundo Pereira?? (1998) o extrato da casca da
roma possui elevada atividade antibacteriana so-
bre S. mutans, S. mitis e S. sanguis; posterior-
mente Pereira?® (2002) verificou ainda elevada sus-
ceptibilidade do L. casei € do S. sobrinus, sendo
este altimo o mais sensivel. Varios estudos mos-
tram a potente atividade antibacteriana do extrato
da roma sobre o S. aureus, como os de Prashanth
et al.2¢ (2001), Holetz et al.1° (2002) e Machado et
al.1® (2003). Estes autores afirmam que estudos
in vivo devem ser realizados para comprovar a efi-
cacia antibacteriana desta substancia.

Com relacéo a hortela da folha grauda, obser-
vou-se que as bactérias apresentaram susceptibi-
lidade variada, sendo o S. aureus o mais sensivel,
seguido do S. mutans e S. sanguis. O L. casei foi
inibido até a diluicao de 1:2, o S. mitis até 1:1 e o
S. sobrinus apenas na sua forma pura.

CONCLUSOES

De acordo com as condicoes do estudo po-
de-se concluir que:

a) as bactérias obtiveram susceptibilidade va-
riada frente as tinturas avaliadas;

b) 0 S. aureus foi o microorganismo mais sus-
ceptivel diante dos fitoterapicos testados;
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c) ojuca, a aroeira e a prépolis apresentaram
significativa atividade antibacteriana sobre
S. mutans, S. sobrinus, S. mitis, S. sanguis
e L. casei;

d) a hortela da folha graida demonstrou po-
tencialidade em inibir o crescimento de
S. mutans e L. casei;

e) o gengibre e a alfavaca apresentaram os
menores espectros de acao frente as linha-
gens bacterianas avaliadas.
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