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RESUMO

O uso de produtos naturais na Odontologia constitui alternativa vidvel e eficaz na prevencéo e com-
bate de diversas patologias da cavidade oral. Inimeros produtos com agéo terapéutica tém sido rela-
tados na literatura; dentre eles, destacam-se a Aroeira e a Arnica. Foi propdsito deste estudo avaliar in
vitro as atividades antibacteriana e antiaderente das tinturas de Schinus terebinthinfolius (Aroeira) e
Solidago microglossa (Arnica) frente Streptococcus mutans e Lactobacillus casei. A atividade antibac-
teriana foi determinada pela Concentragao Inibitéria Minima (CIM) do crescimento bacteriano atra-
vés da microdiluicao. A atividade antiaderente foi estabelecida pela Concentracéo Inibitéria Minima
de Aderéncia (CIMA) da bactéria a tubos de vidro, na presenca de sacarose a 5%. As linhagens bacte-
rianas de S. mutans e L. casei mostraram-se susceptiveis a acdo das tinturas avaliadas. Em relacéo a
CIM, observaram-se valores mais expressivos dos produtos sobre o L. casei, apresentando a Aroeira a
menor CIM (1,562 mg / mL). Em relagdo a CIMA, pode-se perceber que a Aroeira apresentou resulta-
dos mais satisfatorios frente a S. mutans, pois foi capaz de inibir a aderéncia bacteriana ao vidro, es-
tando em uma menor concentragao (0,892 mg/mL). Assim, pdde-se concluir que as tinturas avaliadas
apresentaram, in vitro, atividades antibacteriana e antiaderente frente aos microrganismos testados.

ABSTRACT

The use of natural products in dentistry is a viable and effective alternative in preventing and fighting
several diseases of the oral cavity. Numerous products with therapeutic effects have been reported in the
literature, among them Aroeira and Arnica. This study aimed to evaluate the in vitro antibacterial and an-
tiadherent action of tinctures from Schinus terebinthinfolius (Aroeira) and Solidago microglossa (Arnica)
against Streptococcus mutans and Lactobacillus casei. The antibacterial action was determined by the Mi-
nimal Inhibitory Concentration (MIC) of bacterial growth, through microdilution method. The antiadherent
activity was established by the Minimum Inhibitory Concentration of Adherence (MICA) of the bacterium to
glass tubes, in presence of sucrose at 5%. The bacterial strains were shown to be susceptible to the action of
the tinctures evaluated. In relation to MIC, there were more expressive values of the products against L. ca-
sei, exposing Aroeira the lowest MIC (1.562 mg / mL). In relation to MICA, it was found that Aroeira showed
more satisfactory results on S. mutans, because it was able to inhibit bacterial adhesion to glass, even being
in a lower concentration (0.892 mg / mL). Therefore, the tinctures evaluated showed in vitro antibacterial
and antiadherent actions against tested microrganisms.
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INTRODUCAO

A formacéo do biofilme dentario ocorre a partir de pro-

mos de aderéncia dos microrganismos a pelicula adquirida
bem como de co-adesdo microbiana entre espécies seme-
Ihantes (homotipica) ou diferentes (heterotipica), mediadas
por glicoproteinas salivares e receptores de superficie celular.
Esses processos sao responsdveis pela sucessao bacteriana,

cessos complexos, que proporcionam a instalagao de uma
comunidade microbiana diversificada, cooperativa, dinamica,
de elevado potencial patogénico e, muitas vezes, resistente a
agentes antimicrobianos. Tais processos envolvem mecanis-

gerando ambientes favoraveis a colonizacdo por bactérias ca-
riogénicas, como o Streptococcus mutans e o Lactobacillus casei
8,9,24,25

O S. mutans é considerado o principal agente etiolégi-
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co da cérie dentaria em humanos e fatores de viruléncia, tais
como a composicao de sua superficie celular (sorotipo) e a pro-
ducao de bacteriocinas (mutacinas), tém sido investigados em
relacdo a sua cariogenicidade'. A capacidade de adesao desse
microrganismo estd relacionada a sua patogenicidade, sendo,
portanto, objeto de estudos que visam prevenir a formacao de
lesdes de carie, seja por meio de métodos mecanicos, com a
utilizacdo da escova dental, ou quimicos, com a utilizacdo de
agentes antimicrobianos'>?'.

Atualmente, dentre os agentes quimicos, destaca-se o
gluconato de clorexidina, que tem sido indicado pela sua efi-
cacia comprovada na remog¢ao quimica do biofilme cariogéni-
co ou periodontopatogénico®.

A clorexidina se caracteriza por ser um detergente ca-
tibnico, da classe das bisbiguanidas, disponivel nas formas
de acetato, hidrocloreto e digluconato, sendo este ultimo, o
sal mais comumente empregado em férmulas e produtos.
Devido a sua natureza cationica, ela adsorve-se a compostos
aniénicos como glicoproteinas salivares, radicais fosfatados e
carboxilicos presentes no biofilme dental como bactérias e po-
lissacarideos extracelulares, pelicula dental e macromoléculas
presentes na mucosa oral. O seu mecanismo de acdo antibac-
teriano é explicado devido a molécula cationica da clorexidina
ser rapidamente atraida pela carga negativa da superficie bac-
teriana, sendo adsorvida a membrana celular por interacdes
eletrostaticas, provavelmente por ligagoes hidrofébicas ou
por pontes de hidrogénio, sendo essa adsorcao concentragao-
dependente®.

Porém, diante das limitacdes desse agente, como: ma-
chamento, alteracdo de paladar, desequilibrio da microbiota,
outros agentes, incluindo os de origem natural, tém sido in-
vestigados™.

As plantas medicinais entram nesse processo como um
componente da biodiversidade de importancia econémica e
para a saude'. Além da agéo terapéutica comprovada de mui-
tas espécies, estas representam parte integrante da cultura de
um povo, sendo um saber utilizado e difundido pelas popula-
¢oes ao longo do tempo'.

O Brasil possui grande potencial para o desenvolvimen-
to de produtos naturais aplicados, inclusive, a Odontologia, ja
que apresenta a maior diversidade vegetal do mundo, com o
uso de plantas medicinais vinculado ao conhecimento tradi-
cional e tecnologia para validar cientificamente este conheci-
mentoZ

Dentre inimeras espécies de plantas com propriedades
medicinais’, especialmente atividade antimicrobiana, a lite-
ratura cita Schinus terebinthifolius - popularmente conhecida
como Aroeira*'#182223 e Solidago microglossa, conhecida como
Arnica>61620,

Destarte, o proposito deste estudo é o de avaliar in vi-
tro as atividades antibacteriana e antiaderente das tinturas de
Schinus terebinthinfolius (Aroeira) e Solidago microglossa (Arni-
ca) frente a bactérias da cavidade bucal, que fazem parte do
biofilme dentério, como S. mutans e L. casei.

MATERIAIS E METODO

- Produtos avaliados

As tinturas da casca de S. terebinthifolius (10%) e parte
aérea da S. microglossa (25%) foram adquiridas em farmacia
de manipulagao, sendo produtos comercializados na cidade
de Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil. As tinturas atendem a todas as
especificacoes exigidas concernentes ao seu controle de quali-
dade conforme andlises realizadas pelo fornecedor.

O Quadro 1 contém informagbes sobre espécie, nome
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popular, constituintes quimicos e agdo terapéutica de cada
produto avaliado.

- Microrganismos utilizados

Foram utilizadas cepas de S. mutans (ATCC-25175) e L.
casei (ATCC 7469). Suspensodes das cepas testes foram prepa-
radas em BHI caldo (Brain Heart Infusion Broth, DIFCO®, Sao
Paulo) e padronizadas de acordo com o tubo 0,5 da escala
McFarland, correspondendo a concentracao de aproximada-
mente 10® Unidades Formadoras de Colonia - (UFC/mL).

- Determinacao da Atividade Antibac-
teriana in vitro

A atividade antibacteriana foi determinada pela Concen-
tracdo Inibitéria Minima do crescimento bacteriano, segundo
a metodologia da microdiluicdo em caldo (microtitulagao),
proposta pelo National Committee for Clinical Laboratory
Standard' (2003).

Foram utilizadas microplacas com fundo em “U” esteri-
lizadas, contendo 96 orificios. Cada orificio recebeu 10uL da
suspensao do indculo, 100pL do meio de cultura liquido BHI
(duplamente concentrado) e 100uL das tinturas em concen-
tragdes que variaram de 50,0 a 0,39 mg/mL para Aroeira e de
125,0 a 0,975 mg/mL para Arnica, posto que foram adquiridas
ja em diferentes concentragoes iniciais.

O controle positivo foi a Clorexidina, em concentragdes
entre 1,2 e 0,009mg/mL. Também foram utilizados controle de
crescimento, no intuito de verificagao quanto a viabilidade do
inoculo e controle de esterilidade do meio.

As placas foram, entdo, conduzidas para incubador bac-
teriolégico, em microaerofilia, a 37 °C por um periodo de 24
horas.

A leitura para determinagao da CIM das tinturas sobre as
cepas avaliadas foi feita através do método visual. Foi levada
em consideracdo a formacdo ou ndo de aglomerados de cé-
lulas (“botdo”) no fundo da cavidade da placa. Desta forma,
considerou-se como CIM a menor concentracdo dos produtos
to das cepas utilizadas nos ensaios microbioldgicos.

Para confirmagao da presenca de microrganismos via-
veis nas concentragdes nao inibitorias, foi adicionado em cada
orificio da placa o corante TCC (2,3,5 trifenil cloreto de tetrazo-
lio), no volume de 10uL, que reflete a atividade das enzimas
desidrogenases, envolvidas no processo de respiracao. Pela
hidrogenacdo do 2,3,5 trifenil cloreto de tetrazélio é produzi-
da nas células vivas uma substancia vermelha, estavel e nao
difusivel, o trifenil formazan. Isto tornou possivel distinguir as
amostras vivas, coloridas de vermelho, daquelas mortas que
mantém a sua cor’.

- Determinacao da Atividade Antiade-
rente in vitro

A concentracao Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA)
da bactéria ao vidro foi determinada na presenca de sacaro-
se a 5%, usando-se concentragdes crescentes e dobradas das
solugoes diluidas das tinturas, variando de 100,0 a 1,562 mg/
mL para Aroeira e 250,0 a 3,906 mg/mL para Arnica. A partir
do crescimento “overnight’, as linhagens foram subcultivadas
a 37°C em caldo Mieller-Hinton (DIFCO), em microaerofilia,
por um periodo de 24 horas, obtendo-se um indculo de 10°
UFC/ml.

Como controle positivo, foi usada a Clorexidina a 0,12%.
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Quadro 1. Classificagbes e principais indicacfes terapéuticas da Aroeira e Arnica.

Atividades antibacteriana e antiaderente in vitro de tinturas de Schinus terebinthinfolius (Aroeira) e Solidago microglossa (Arnica) frente a bactérias
formadoras do biofilme dentério
Freires IA, et al.

Espécie Familia Nome popular Parte Constituinte(s) | Agao Terapéutica | Referéncias
utilizada quimico(s)
Aroeira-vermelha, Martinez et al.,
aroeira-mansa, 1996; Baggio,
Schinus aroeira-branca, Acgdo 1998; Branco
terebinthifolius | Anacardiaceae aroeira-da- Folhas Fenolicos antimicrobiana, rz\lgct)%-e;g:i}es ot
praia,aroeira-do- Anti- Inflamatoria, al. 2006: Ribas
parané,araguaraiba, Antiulcerogénica e | et al, 2006;
corneiba, fruto-de- hemostatica. Soares et al.,
sabia e arvore-da- 2007; Medeiros
pimenta. et al., 2007
Arnicina,
carotenoides,
arnidiol, Sancinet al.,
arnilenediol, 1981; Bucay,
arnisterina, Acéo anti- 1995; Facury
Solidago Asteraceae Arnica-do-Brasil Parte fﬂﬁxgnﬁiglﬁé inflamatéria, 20’(\)‘?% f; Seiilléiro
microglossa aérea quercetina3- an(glcgaggiiint:r’lti— et al., 2006;
monoglucosideo, o Rafael et al.,
quercetina3- reumatica 2009
glicogalcturdnico,
tatinos e lactonas
sesquiterpénticas.

Em cada tubo de vidro, foram inseridos 2,5 mL de BHI caldo
sacarosado, 0,5mL de inéculo (10°UFC/mL) e 0,5mL de cada
concentragdo das tinturas ou o controle.

A adicdo das tinturas ao meio liquido e ao in6culo gerou
uma maior diluicdo da concentracéo dos produtos. Diante dis-
so, utilizou-se a férmula quimica (c1.v1=c2.v2) para correcdo
das concentragdes das tinturas e do controle.

A incubacéo foi feita a 37°C por 24 horas em microaero-
filia, com os tubos inclinados a 30°. A leitura dos resultados foi
feita pelo método visual por dois pesquisadores, isoladamen-
te, da forma como os tubos sairam da estufa e apds a adigao
de trés gotas de evidenciador de placa na parede dos tubos
(Replak®, Dentsply), para fins de confirmacao da aderéncia ou
nao aderéncia bacteriana ao vidro.

A CIMA foi definida como a menor concentracdo das
tinturas em meio com sacarose que impediu a aderéncia bac-
teriana ao tubo de vidro. Todo o estudo foi realizado em du-
plicata.

RESULTADOS

Verificou-se que as linhagens bacterianas de S. mutans e
L. casei mostraram-se susceptiveis a acdo das tinturas de Aro-
eira e Arnica.

A tabela 1 apresenta os valores da Concentracéo Inibito-
ria Minima das tinturas e controle frente aos microrganismos
em teste. Observaram-se valores mais expressivos dos produ-
tos sobre o L. casei, apresentando a Aroeira a menor CIM (1,562
mg / mL).

Tabela 1 - Concentragoes Inibitérias Minimas (CIM) das tinturas de Schinus terebin-

thifolius (Aroeira) e Solidago microglossa (Arnica) frente a S. mutans e L. casei. JoGo
Pessoa - PB, 2009.

Tinturas Microrganismos
Streptococcus Lactobacillus
mutans casei
Shinus 3,125 mg/mL 1,562 mg/mL
terebinthifolius

Solidago 7,810 mg/mL 1,953 mg/mL
microglossa
Clorexidina

(controle positivo) 0,004mg/mL 0,004mg/mL

Os valores das Concentragdes Inibitérias de Aderéncia
da Aroeira e Arnica estdo expostos nas tabelas 2 e 3, respecti-
vamente, com destaque para a CIMA. Péde-se perceber que a
Aroeira apresentou resultados mais satisfatérios do que a Ar-

nica, pois foi capaz de inibir a aderéncia bacteriana ao vidro,
estando em uma menor concentracdo (0,892 mg/mL).

Tabela 2 - Concentragoes Inibitérias Minimas (CIM) das tinturas de Schinus terebin-
thifolius (Aroeira) e Solidago microglossa (Arnica) frente a S. mutans e L. casei. Jodo
Pessoa - PB, 2009.

(-): inibicdo visivel da aderéncia bacteriana as paredes do tubo de vidro.

(+): aderéncia bacteriana visivel nas paredes do tudo de vidro CIMA: Concentragdo
Inibitéria Minima de Aderéncia.

N - ADERENCIA BACTERIANA
REFERENCIA/CONCENTRAGCAO | (Resultados em duplicata)
C1 (14,285mg/mL) - -

C2 (7,142mg/mL) - -
C3 (3,571mg/mL) - -

C4 (1,785mg/mL) - -
C5 (0,892mg/mL) - CIMA - -
C6 (0,446mg/mL) + +
C7 (0,223mg/mL) + +

Controle Positivo (0,171mg/mL) - -

Tabela 3 - Concentragdes Inibitérias de Aderéncia de Solidago microglossa (Arnica)
sobre S. mutans aos tubos de vidro. Jodo Pessoa — PB, 2009.

(-): inibicdo visivel da aderéncia bacteriana as paredes do tubo de vidro

(+): aderéncia bacteriana visivel nas paredes do tubo de vidro

CIMA: Concentragao Inibitéria Minima de Aderéncia

R - ADERENCIA BACTERIANA
REFERENCIA/CONCENTRACAO | (Resultados em duplicata)
C1 (35,71mg/mL) - -

C2 (17,85mg/mL) — CIMA - o

C3 (8,92mg/mL) + +
C4 (4,46mg/mL) + +
C5 (2,32mg/mL) + +
C6 (1,11mg/mL) + +
C7 (0,55mg/mL) + +

Controle Positivo (0,171mg/mL) - -

DISCUSSAO

A pesquisa em prol do uso de plantas medicinais na
Odontologia, principalmente as com atividade antimicrobia-
na, é relevante ndo apenas pelo beneficio a saude e pelo custo
relativamente baixo mas também pela grande disponibilidade
com gue sao encontradas pela populagéo.

No entanto, muitos fatores geram dificuldades no que
concerne a comparagao dos resultados de diversos estudos
com produtos naturais, como os desta pesquisa, em relacéo a
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atividade antimicrobiana e antiaderente. Pode-se citar as dife-
rentes apresentagdes dos produtos a serem avaliados (tintura,
extrato etanolico, 6leo essencial, dentre outros) bem como va-
riados critérios metodoldgicos empregados para a realizacao
dos estudos.

Alves et al* (2009) avaliaram a acdo antimicrobiana in
vitro do extrato hidroalcodlico da aroeira sobre Streptococcus
mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus sobrinus, Streptococ-
cus sanguis e Lactobacillus casei, verificando atividades bacte-
riostatica e bactericida do produto sobre os microrganismos
testados. Além disso, também exerceu acao antifungica sobre
Candida albicans, Candida tropicalis e Candida krusei.

Soares et al.?? (2006) e Soares et al.??> (2007) observaram
que a tintura da casca da aroeira (20%) apresentou atividade
antibacteriana sobre o S. mutans, em uma diluicdo de 1:8, pela
técnica da CIM em meio sélido.

No nosso estudo, verificamos atividade antibacteriana
da aroeira contra o S. mutans na diluicdo de 1:4 (3,125 mg/mL),
estando a tintura em uma concentracdo inicial de 10%. Fren-
te a L. casei, bactéria também correlacionada com a etiologia
da cérie dentaria, foram obtidos resultados mais satisfatorios,
posto que a Aroeira foi capaz de inibir o crescimento bacteria-
no numa concentragao de 1,562 mg/mL (1:32).

Alves et al.* (2009) verificaram, ainda, agao antiaderente
in vitro da aroeira semelhante a clorexidina 0,12%, demons-
trando a capacidade desta planta em inibir a sintese do gluca-
no pela glicosiltransferase.

Nossos resultados mostram que a Aroeira, numa con-
centracao de 0,892 mg/mlL, foi capaz de impedir a aderéncia
de S. mutans as paredes do tubo de vidro. Esse dado é de gran-
de importancia, pois se sabe que essa espécie é encontrada
na maioria dos individuos e é uma das principais responsaveis
pela formacéao do biofilme dentario®>'°.

Uma CIMA menor que a CIM, como encontrado para
Aroeira frente a S. mutans, sugere a capacidade desse produto
em atenuar a aderéncia bacteriana, sem, no entanto, desequi-
librar a microbiota da cavidade oral, ja que néo inibe o cresci-
mento do microrganismo.

Estudo feito por Morel et al.”* (2006) propos-se a avaliar
a atividade antimicrobiana do extrato metandlico das raizes da
Arnica e do éleo essencial de suas partes aéreas. Foi verificado
que o dleo essencial exibiu atividade concentracdo-depen-
dente contra as bactérias e leveduras testadas.

Encontramos acao antibacteriana da tintura das partes
aéreas da Arnica, contra o S. mutans e L. casei, nas concentra-
¢oes de 7,810 mg/mL e 1,953 mg/mL, respectivamente. Os es-
tudos de Brasileiro et al.” (2006) indicaram CIM do extrato eta-
nélico da Arnica contra Staphylococcus aureus de 0,5 mg/mL.

Quanto a atividade antiaderente da Arnica frente a
bactérias da cavidade oral, estudos ainda sdo escassos na li-
teratura. No entanto, tem-se verificado, preponderantemente,
sua acao como anti-inflamatdria®, antiplaquetario’ e também
baixa citotoxicidade, por meio de ensaios realizados em ratos,
em que se verificou-se biocompatiilidade in vitro com fibro-
blastos da mucosa humana'',. Verificamos que a tintura da Ar-
nica apresenta atividade inibitéria da aderéncia do S. mutans
apenas em concentragdes iguais ou superiores a 17,85 mg/mL.

Estudos in vitro, principalmente avaliando atividade an-
tiaderente, apresentam-se como preliminares numa sequén-
cia desde ensaios microbioldgicos até a fase clinica. Algumas
limitacdes podem ser enumeradas, nesse caso: auséncia de
saliva/umidade e reproducao fiel das condigées bucais, tais
como estruturas anatémicas, potencial hidrogenio-idénico da
cavidade oral, microbiota residente ou adventicia e também a
utilizagdo do vidro e ndo do esmalte dentdrio como substrato
para a adesdo bacteriana. Sugere-se a realizacdo de estudos
envolvendo microscopia eletronica de varredura, a fim de ve-
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rificar a presenca de células bacterianas vidveis na superficie
do material e utilizacdo da hidroxiapatita como substrato para
aderéncia dos microrganismos.

CONCLUSAO

Nas condicdes do nosso estudo, as tinturas avaliadas
apresentaram, in vitro, atividades antibacteriana e antiaderen-
te frente aos microrganismos testados.

Esses resultados mostram a importancia das indicagdes
terapéuticas dos produtos avaliados na clinica odontoldgica,
como método alternativo e de baixo custo na prevencao da
carie dentaria. Previamente, sugere-se a realizacdo de outros
ensaios microbioldgicos e clinicos para verificar a viabilidade
de seu uso na Odontologia.
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