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DESCRITORES: RESUMO

Testes de Sensibilidade Microbiana; Prepa- Objetivo: Avaliar a atividade antibacteriana das Tinturas (T) de Salvia officinalis - T1, Malva sylvestris-T2 e

racdes de Plantas; Biofilme dentério Placa do Anacardium occidentale - T3 sobre Streptococcus mutans (ATCC 25175) e Streptococcus oralis (ATCC

dentéria. 10557). Material e Método: Determinou-se a Concentragao Inibitéria Minima (CIM) das tinturas pela téc-
nica de microdiluicdo. Utilizaram-se microplacas com 96 pocos. Em cada poco, foram inseridos 100uL de
caldo Brain Heart Infusion duplamente concentrado, 100puL das tinturas em concentragdes que variaram
de 100 a 0,78mg/mL e 10pL de indculo bacteriano (108 UFC/mL). As microplacas foram incubadas a
37°C, por 24 horas. A CIM correspondeu a ultima diluicdo na qual se verificou auséncia de precipitado
bacteriano ou turvacdo do meio de cultura. Os testes foram realizados em triplicata, a Clorexidina 0,12%
(1,2mg/mL) serviu de controle, e os dados foram analisados descritivamente. Resultados: Sobre S. mu-
tans e S. oralis, a CIM para cada tintura foi, respectivamente, 3,12 € 0,78 (T1); 6,25 3,12(T2);e 1,56 € 0,78
(T3). Clorexidina 0,12% apresentou atividade satisfatoria frente as cepas testadas. Concluséo: As tinturas
avaliadas apresentaram atividade antibacteriana sobre as cepas de Streptococcus spp ensaiadas.

Keywords: ABSTRACT
Microbial Sensitivity Tests; Plant Prepara-  Objective: The aim was to evaluate the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of tinctures from Salvia - T1
tions; Dental Plaque. (Salvia officinalis), Malva - T2 (Malva sylvestris) and Purple Cashew - T3 (Anacardium occidentale) against

Streptococcus mutans (ATCC 25175) and Streptococcus oralis (ATCC 10557). Material and Method: The MIC of
tinctures was determined through the microdilution technique using 96-wells microplates. To each well were
placed 100mL of BHI doubly concentrated, 100uL of the tinctures in concentrations that ranged from 100 to
0.78 mg/mL and 10 mL of microbial inoculum (1.5x108 UFC/mL). The microplates were incubated at 37°C for
24 hours. The MIC corresponded to the last dilution in which there was no presence of bacterial precipitate or
turbidity in the culture medium. Chlorhexidine at 0,12% (1,2mg/mL) was used as control. Results: For S. mutans
and S. oralis the MIC for each tincture were respectively 3.12 and 0.78 (T1), 6.25 and 3.12 (T2), 1.56 and 0.78
(T3). Chlorhexidine 0.12% presented satisfactory activity against the studied strains. Conclusion: The analyzed
tinctures presented antibacterial activity against the evaluated strains of Streptococcus.
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|NTRODUCAO celulares, que permitem a producdo de acido, mesmo na
auséncia de fontes exdgenas de sacarose? O Streptococcus

oralis, além do Streptococcus mitis e Streptococcus sanguis,
tem funcdo essencial no inicio dos depdsitos microbianos
nas superficies do esmalte dentario, sendo estes os primei-
ros colonizadores na superficie do esmalte, atuando como
receptores dos microrganismos que se acumulam para for-
mar o biofilme dentario3.

A remocéo do biofilme dentario é um fator importan-
te na prevencéo da cérie dentéria e da doenca periodontal,
sendo o método mecanico de higiene mais aceito*. Castro®
acrescenta que, diante das dificuldades de manter os in-
dividuos motivados para realizar uma adequada limpeza

Grande parte das doengas que acometem a cavidade
bucal é de origem infecciosa. A carie dentéria é uma doenca
multifatorial, caracterizada pela perda mineral da estrutura
dental, que esta fundamentada em trés fatores: hospedeiro,
dieta e microrganismos, atuando sobre estes o tempo'. Os
Estreptococos, principalmente, do grupo mutans sao consi-
derados seus principais agentes etiol6gicos?.

Os Streptococcus mutans, por suas propriedades
acidogénica e acidurica, favorecem a formacédo de grande
quantidade de biofilme dentario e polissacarideos intra-
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da cavidade bucal, é valido e necessario associar métodos
quimicos aos procedimentos mecanicos para o controle da
microbiota.

Segundo Pereira et al.%, os extratos de plantas utili-
zados na pratica odontoldgica mostraram resultados efe-
tivos sobre o controle da formacao do biofilme. Este estu-
do mostrou que estas podem ter efeitos bacteriostatico,
bactericida e/ou fungicida, com possibilidade de interferir
na sintese de polissacarideos (dextrano), agindo nas enzi-
mas que produzem essas substancias ou sobre a estrutura
dentdria.

Na busca por novos fitoterapicos, destaca-se a Salvia
officinalis (Salvia), uma graminia pertencente a familia das
Laminaceas, conhecida por suas propriedades antisséptica,
cicatrizante, bactericida e antioxidante’. Outra planta que
desperta interesse é a Malva sylvestris (Malva), planta da
familia Malvaceae, muito usada pela medicina popular na
América Latina por suas propriedades anti-inflamatérias e
antissépticas®.

O Anacardium ocidentale L. (Cajueiro roxo) é uma
planta nativa do nordeste brasileiro, sendo muito encontra-
do nos tabuleiros sedimentares litoraneos. Na odontologia,
é utilizado em afecgdes, como aftas, estomatite, inflama-
¢oes bucais e ulceragbes por proteses mal adaptadas?.

Investigagdes etnobotanicas identificaram o uso
popular de Salvia officinalis, Anacardium occidentale e
Malva sylvestris®'?, o que justifica a realizacao do presente
estudo. Atividades antimicrobianas de extratos naturais
de Salvia officinalis (Salvia), Anacardium occidentale (Ca-
jueiro Roxo) e Malva sylvestris (Malva) foram descritas por
varios estudos*87611.12,

Entretanto, os relatos da literatura ainda sdo escassos
quanto a concentragdo inibitoria desses produtos, de modo
que se verifica a necessidade de aprofundar as investiga-
¢Oes sobre a atividade antibacteriana, com o objetivo de
justificar e validar o uso clinico de produtos naturais. Dessa
forma, o objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a atividade
antibacteriana das tinturas de Salvia officinalis (Salvia), Mal-
va sylvestris (Malva) e do Anacardium occidentale (Cajueiro
Roxo) sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) e
Streptococcus oralis (ATCC 10557).

MATERIAL E METODO

Realizou-se um estudo de abordagem indutiva com pro-
cedimento comparativo-estatistico e técnica de documen-
tacao direta em laboratério™.

Para avaliagcdo antibacteriana in vitro, foram utiliza-
das as tinturas a base das seguintes plantas: Salvia offi-
cinalis (Salvia), Malva sylvestris (Malva) e do Anacardium
occidentale (Cajueiro Roxo). As tinturas foram adquiridas
na Farmécia Homeopatica HOMEOVITAE Ltda (Joao Pes-
soa — PB/Brasil), sob a concentracdo de 20% (200mg/mL)
e densidade aproximada de 0,9g/mL.

As cepas de referéncia dos microrganismos Strepto-
coccus mutans (ATCC 25175) e Streptococcus oralis (ATCC
10557), utilizadas nesta pesquisa, foram obtidas do Labo-
ratério de Materiais de Referéncia do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (Fundagdo Oswaldo Cruz
- FIOCRUZ, Rio de Janeiro - RJ/Brasil). As cepas bacteria-
nas foram reativadas em Agar Sangue a 37°C e estocadas
em caldo BHI - Brain Heart Infusion (DIFCO®, Séo Paulo -
SP/Brasil) no Laboratério de Microbiologia Oral - Nucleo
de Medicina Tropical do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal da Paraiba. Para conducdo do estu-
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do, suspensdes bacterianas dos microrganismos foram
preparadas em caldo BHI, sob a concentragdo 1,5x108 mi-
crorganismos/mL, equivalente a Escala de MacFarland.

A atividade antibacteriana das tinturas foi avaliada
pela determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima
(CIM). Para tanto, foi empregada a técnica de microdilui-
cdo descrita por NCCLS™, com modificacdo de Freires et
al.’. Utilizaram-se placas de microdiluicdo com 96 pocos
(ALAMAR®, Diadema - Sao Paulo/Brasil), dispostos em 12
colunas (1 a 12) e 8 linhas (A a H). Cada uma dessas placas
destinou-se a analise de um microrganismo. As colunas
1, 2 e 3 foram destinadas a andlise antibacteriana da tin-
tura de Salvia officinalis; as colunas 4, 5 e 6, a tintura de
Anacardium occidentale e as colunas 7, 8 e 9, a tintura de
Malva sylvestris. A coluna 10 foi destinada ao Controle de
Crescimento; a coluna 11, ao Controle de Esterilidade; e a
coluna 12, ao Controle Positivo (digluconato de Clorexidi-
na 1,2mg/mL - Formulagao comercial).

Em cada um dos pocos das placas de microdiluicao,
foram inseridos 100uL de caldo BHI duplamente concen-
trado. Em seguida, inseriram-se 100uL das tinturas avalia-
das para obtencao da concentragédo inicial de 100,0mg/
mL na primeira linha da placa de microdilui¢do. As con-
centragdes subsequentes das tinturas foram obtidas apos
diluicdo seriada dos produtos naturais, na placa de micro-
diluicdo, partindo-se da concentracdo inicial de 100,0mg/
mL (Linha A) até 0,78mg/mL (Linha H), pela transferéncia
de 100uL do conteudo ao pogo subsequente. Para os po-
¢os da linha H, foram dispensados 100uL do conteudo, de
modo a igualar o volume total dos pocos.

Posteriormente, foram inseridos 10uL da suspensao
bacteriana (1,5x108 microrganismos/mL) em todos os
pogos, exceto na coluna correspondente ao controle de
esterilidade. As placas foram incubadas em estufa bacte-
riolégica a 37°, por 24h. A CIM correspondeu a menor con-
centragao das tinturas na qual se observou, apos o periodo
de incubacéo, a inibicdo da atividade de microrganismos
e a auséncia de precipitado microbiano ou turvagdo no
meio de cultura™’s,

Todos os testes foram realizados em triplicata, e os
dados foram analisados, descritivamente, pela obtengao
das médias de CIM.

RESULTADOS

A metodologia empregada neste estudo foi validada
pela auséncia de crescimento bacteriano para o controle
de esterilidade e controle positivo (Gluconato de Clorexi-
dina 1,2mg/mL - Formulagdo comercial), bem como pela
presenca de crescimento bacteriano para o controle de
crescimento.

Os valores da CIM encontrados para as tinturas ana-
lisadas frente aos microrganismos estudados estdo descritos
no Quadro 01.

Quadro 01 - Concentragéo Inibitéria Minima (CIM), em mg/mL, das tinturas
testadas sobre cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) e de

Streptococcus Oralis (ATCC 10557)

Tinturas | S. officinalis M. sylvestris A. Occidentale

Cepas (Salvia) (Malva) (Cajueiro Roxo)
S. mutans 3,12 6,25 1,56
S. oralis 0,78 3,12 0,78

22/10/2012 16:32:27



REVISTA_CRO_JUL.indd 213

Atividade antibacteriana de tinturas & base de plantas sobre microrganismos do biofilme dental

DISCUSSAO

O método de referéncia para a técnica de microdiluicao
e determinacgéo da sensibilidade de bactérias de crescimento
aerdbico a terapia antibacteriana (M7-A6), descrita por NC-
CLS™ (2003), considera para a avaliagcdo de agentes antimicro-
bianos sintéticos a utilizagdo do meio de cultura Caldo Muel-
ler-Hinton. Entretanto, o presente estudo foi desenvolvido em
condigoes diferentes das estabelecidas por NCCLS™.

Segundo Nascimento et al.””, a normatizacdo M7-A6
proposta pelo NCCLS nao pode ser seguida a risca quando da
avaliacdo antimicrobiana de produtos naturais. Considera-se
que as propriedades quimicas dos extratos vegetais diferem
daquelas apresentadas pelas substancias para a qual a norma
foi padronizada. Ou seja, a normatizagao do NCCLS nao atende
as especificidades de produtos nao sintéticos. Dessa forma, foi
reproduzido o protocolo descrito por Freires et al.” (2010), no
qual foi empregado o meio de cultura Caldo BHI e o contro-
le com Clorexidina 0,12%. Devido as tinturas utilizadas neste
estudo consistirem em solugdes hidroalcodlicas (hidrofilicas),
a incorporagao de emulsificante (Tween 80) na avaliagao anti-
fungica desses produtos é desnecessdria.

Ao comparar as técnicas de disco-difusdo e microdilui-
¢ao para avaliagdo da atividade antifungica de produtos na-
turais, Scorzoni et al.’® identificaram que a microdiluicao foi
mais sensivel para determinacdo da CIM. Dessa forma, para
minimizar a inconsisténcia dos resultados obtidos, foi empre-
gada a técnica de microdiluicdo em caldo, com o objetivo de
proporcionar maior contato entre os produtos testados e as
células bacterianas. Associado a esses fatores, a incorporacéo
do Controle Positivo, Controle de Esterilidade e Controle de
Crescimento contribuem para a reducao de viés metodoldgico
e comparagao entre os produtos naturais testados'®'.

O Controle de Esterilidade, o Controle de Crescimento
e o Controle Positivo (Digluconato de clorexidina- suspensdo
comercial - 1,2mg/mL) foram empregados de modo a validar
a técnica utilizada neste estudo. O Controle de Esterilidade e o
de Crescimento comprovaram, respectivamente, a auséncia de
contaminagao do meio de cultura e a viabilidade das cepas tes-
tadas. A auséncia de crescimento bacteriano diante da clorexidi-
na (1,2mg/mL) demonstra a susceptibilidade das amostras fren-
te a um antimicrobiano sintético. Considerando-se as diferencas
entre a natureza quimica dos produtos naturais e do Controle
Positivo, ndo é possivel comparar as concentra¢des inibitérias
minimas obtidas frente aos microrganismos testados.

Segundo Nascimento et al."?, os produtos naturais apre-
sentam maior atividade antimicrobiana quando na formula-
¢ao de dleos essenciais, justificada pela maior concentragéo
de principios ativos e natureza lipidica do dleo essencial. A na-
tureza lipossoltvel dos 6leos essenciais e de seus constituin-
tes permite a interagdo com estruturas celulares que tenham
constituicao lipidica, resultando no aumento da permeabilida-
de das membranas, o que pode provocar desequilibrio eletro-
litico e morte celular'’'®, As tinturas avaliadas nessa investiga-
cao foram utilizadas com base na concentracao inicial de 20%,
sendo resultado de processos quimicos de diluicdo em &lcool
etilico (caracteristica hidrossoluvel). Considerando a disponi-
bilidade comercial de extratos naturais para uso terapéutico,
a literatura mostra que as tinturas de produtos naturais apre-
sentam atividade antimicrobiana e concentracdo de principios
ativos inferiores aos 6leos essenciais'’.

Extratos de seis plantas, dentre os quais o extrato hidro-
alcodlico de Salvia officinalis, foram testados por Weckesser
et al.?° (2007), mostrando agao antimicrobiana da Salvia offi-
cinalis sobre 29 bactérias aerdbias, anaerdbias e leveduras.
Kermanshah et al.'? avaliaram a atividade antimicrobiana do
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extrato hidroalcodlico Salvia officinalis e Pimpinella Anisum,
VG preparados com o método da maceragao frente as bacté-
rias cariogénicas e encontraram resultado significativo para o
S.mutans, obtendo uma CIM de 6.25mg/mL, por meio do mé-
todo de microdiluicdo em caldo. Os resultados deste estudo
corroboram os achados da literatura, ao apresentar a atividade
antibacteriana da tintura da Salvia officinalis frente as cepas S.
oralis e S. mutans, estudadas em meio liquido, na concentra-
¢ao de 0,78 e 3,12 mg/mL, respectivamente.

Aradjo et al3 encontraram atividade bacteriostética e
bactericida do extrato da casca do caule do Anacardium oc-
cidentale, in vitro, nas concentragbes 25,0% e 12,5%, sobre S.
mutans, S. mitis, S. sanguis, S. sobrinus, e Lactobacillus casei. Os
resultados deste estudo superaram os achados de Araujo et al 3,
ao demonstrarem o efeito inibitério da tintura de Anacardium
occidentale em concentragoes inferiores a 1,56mg/mL.

Pereira et al.® avaliaram a atividade antimicrobiana do
extrato do caule do Anacardium occidentale sobre trés linha-
gens bacterianas cariogénicas e formadoras de placa supra-
gengival (S. mitis, S. mutans e S. sanguis). Os mesmos autores
identificaram que as cepas bacterianas foram susceptiveis na
concentragdo de 6,25mg/mL, com inibicdo do crescimento
homogéneo, de acordo com o grau de concentracdo do ex-
trato da planta. No presente trabalho, a tintura do Anacardium
occidentale demonstrou o melhor efeito inibitério e menores
valores de CIM frente as cepas S. oralis e S. mutans, em compa-
racdo as demais tinturas analisadas.

Lima et al.?' avaliaram a atividade antimicrobiana de &ci-
dos anacérdicos provenientes do 6leo da casca da castanha
do Anacardium ocidentale sobre microrganismos da cavidade
bucal (Streptococccus mutans, Staphylococcus aureus, Candida
albicans e Candida utilis) e encontraram que esses acidos apre-
sentam atividade sobre todos os microrganismos testados, com
maior acao inibitdria foi sobre o Streptococcus mutans. Segun-
do Silva et al.?!, a atividade dos extratos vegetais do Anacardium
occidentale se deve a presenca de polifenois, taninos e flavanoi-
des, que constituem esse produto natural. Esses achados po-
dem justificar o efeito antimicrobiano demonstrado pela tintura
da casca do caule do Anacardium occidentale, frente as cepas
de S.mutans, de S. oralis.

Quando comparada aos demais produtos avaliados nes-
te estudo, a tintura da Malva sylvestris apresentou menor ativi-
dade antimicrobiana frente a Streptococcus sp , obtendo CIM
nas concentracdes 3,12 e 6,25 mg/mL para cepas bacterianas.
Nao foram identificados estudos que considerassem o efeito
inibitdrio de extratos vegetais de Malva sylvestris por meio da
técnica de diluicdo em caldo e determinagao da CIM.

Ao avaliar a eficacia dos extratos de quatro plantas (Mal-
va sylvestris, Calendula officinalis, Plantago major e Curcu-
ma zedoarea) no controle da placa bacteriana, Buffon et al."
identificaram todos os extratos que inibiram o crescimento
de microrganismos, sendo os halos de inibicdo do extrato de
Malva sylvestris iguais a 11,67mm. Assim, o presente estudo
corrobora os achados de Buffon et al."" ao confirmar o efeito
antibacteriano da tintura de Malva sylvestris sobre s. mutans
e S.oralis.

Os resultados deste estudo corroboraram os achados da lite-
ratura. Entretanto, é importante destacar a dificuldade de compa-
racao entre os achados da literatura devido as diferentes técnicas
empregadas e aos aspectos concernentes a natureza dos extratos
vegetais. Asinvestigacdes sobre a atividade antimicrobiana de pro-
dutos naturais devem considerar aspectos edaficos (carateristicas
climaticas que influenciam na composicao quimica), o estagio de
desenvolvimento do vegetal quando da coleta, a parte da planta
estudada, a forma de preparo do material para estudo e os proto-
colos seguidos nos experimentos. O presente estudo buscou suprir
essas dificuldades e evitar o viés na avaliacdo dos resultados. Para
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tanto, os produtos naturais testados foram obtidos de farmacia de
manipulacéo, e as técnicas empregadas foram baseadas na litera-
tura.

Considerando-se as limitagdes deste estudo in vitro, os me-
Ihores resultados foram encontrados para a tintura de Anacardium
occidentale, a qual obteve menores valores de CIM. O prossegui-
mento dos ensaios laboratoriais devem considerar a avaliacdo da
atividade antibacteriana diante de cepas clinicas e outras linhagens
padronizadas, empregando técnicas que considerem o isolamento
de fitoconstituintes, a aderéncia celular, a formagéo de biofilme in
vitro, a influéncia da saliva humana e a toxicologia desses produtos.

CONCLUSAO

Diante dos achados laboratoriais, concluiu-se que as tin-
turas da Salvia officinalis, Malva sylvestris e Anacardium occi-
dentale apresentam atividade antibacteriana frente as cepas
de S. mutans e de S. oralis.
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