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APRESENTACAO

Esta dissertacdo foi estruturada sob a forma de artigos cientificos para
serem enviados a revistas especializadas na area de Odontologia. Para tal,
foram utilizados e explorados bancos de dados disponiveis em rede (on line),
além de revistas impressas e livros didaticos. Foram escritos dois artigos o
primeiro constitui uma pesquisa intitulada AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA DO EXTRATO ALCOOLICO DE Rosmarinus officinalis
Linn. (ALECRIM) SOBRE BACTERIAS DA CAVIDADE ORAL (S. mutans,
S. aureus e L. casei), a ser encaminhado para a Revista Microbiological
Research. Nesse artigo, abordou-se a atividade do extrato de alecrim sobre
bactérias importantes na etiologia de afec¢des bucais através da realizacao de
teste laboratorial antimicrobiano. A relevancia do estudo evidencia-se na
possibilidade da criacdo de terapia natural para o combate de tais doencas.

O segundo artigo, também de pesquisa, é intitulado AVALIACAO DA
ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO DO DENTIFRICIO A BASE DO
EXTRATO ALCOOLICO DE Rosmarinus officinalis Linn. (ALECRIM)
SOBRE CEPAS PADRAO DE S. mutans, S. aureus e L. casei. O mesmo
extrato, anteriormente testado, foi incorporado a um dentifricio e avaliado em
laboratério para verificar se existem propriedades antimicrobianas sobre as
bactérias testadas. Este artigo serd encaminhado para a Revista Oral Health &
Preventive Dentistry. Este estudo torna-se relevante, pois sabe-se da
importancia da utilizacao de plantas com propriedades medicinais nas ciéncias
médicas e odontologicas, vez que alguns extratos e derivados desses vegetais,
ao serem incorporados aos dentifricios, apresentam efeito inibitério sobre a

formagéao do biofilme dentério e, conseqiientemente, da carie.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana do extrato
alcodlico de Rosmarinus officinallis Linn. (Alecrim) sobre bactérias da cavidade
oral, causadoras de patologias desta regido. Para o estudo, utilizaram-se cepas
padrdao de Streptococcus mutans (ATCC 25175), Lactobacillus casei (ATCC
7469) e Staphylococcus aureus (ATCC 9811), tendo como controle positivo a
clorhexidina 0,12%. Folhas de alecrim foram tratadas com etanol, obtendo-se
um extrato, e esse, rotaevaporado até a secura e diluido até 1:8 para a
realizagdo do Teste de Difusdo em Agar. Neste teste, placas de Petri foram
semeadas com as bactérias e discos de papel embebidos com o extrato e suas
diluicdes colocados sobre as placas. Em seguida, tais placas foram incubadas
de acordo com as exigéncias de crescimento das bactérias, sendo os halos de
inibicdo analisados. Observaram-se halos para S. mutans e S. aureus similares
ao controle positivo clorhexidina, enquanto a CIM foi 30ug/ml para S. aureus e
50ug/ml para S. mutans e L. casei, resultados esses melhores do que os da
literatura para o extrato de Rosmarinus officinalis Linn. Assim, o extrato
alcodlico de alecrim apresenta atividade antimicrobiana sobre bactérias da
cavidade bucal e pode ser empregado como apoio a prevencao e terapia das
doencas carie e periodontal.

PALAVRAS-CHAVE: Fitoterapia; Alecrim; Rosmarinus officinalis
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ABSTRACT

The aim of the present study was to assess the antimicrobial activity of a
rosemary alcohol extract on pathology-causing bacteria in the oral cavity.
Standard strains of Streptococcus mutans (ATCC 25175), Lactobacillus casei
(ATCC 7469) and Staphylococcus aureus (ATCC 9811) were used, with 0.12%
chlorhexidine as the positive control. Rosemary leaves were treated with
ethanol, thereby obtaining an extract, which was rotaevaporated until safe and
diluted to 1:8 for the diffusion test in agar. Petri dishes were sown with the
bacteria and paper disks soaked in the extract and its dilutions were placed on
the dishes. The dishes were then incubated in accordance with the growth
requirements of the bacteria and inhibition halos were analyzed. Halos for S.
mutans and S. aureus were similar to the chlorhexidine positive control. Minimal
inhibitory concentration was 30ug/ml for S. aureus and 50ug/ml for S. mutans
and L. casei. These results are better than those reported in the literature for
Rosmarinus officinalis extracts. Thus, the rosemary alcohol extract exhibits anti-
microbial activity on oral cavity bacteria and can be employed as support to
therapy in caries and periodontal disease.

KEY WORDS: Phytotherapy; Rosemary; Rosmarinus officinalis

17



INTRODUCAO

Etimologicamente, Fitoterapia vem do grego phytos, que significa plantas
e terapia, “cuidado” ou “tratamento”. Segundo Sarti e Carvalho (2004), ela é um
ramo da ciéncia médica alopatica, que utiliza plantas, drogas vegetais e
emulsdes para o tratamento de enfermidades. As plantas medicinais possuem
metabdlitos secundarios bioativos utilizados para prevenir, mitigar ou curar
doencas (Sallé, 1996).

Os fitoterapicos encontrados no mercado farmacéutico nas formas
liquidas (tinturas, extratos, xaropes, emulsdes); semi-sélidas (pomada, cremes
e géis) e solidas (capsulas, comprimidos e drageas) devem conter marcadores
fitoquimicos e farmacoldgicos, como referéncia para atender a Resolucao-RDC
(Resolucdo de Diretoria Colegiada) n°17 (fevereiro/2000) de medicamentos
fitoterapicos (Carvalho, 2004).

Durante o processamento, verifica-se que os extratos brutos de plantas
contém uma mistura complexa de compostos e altas concentracées de
componentes especificos extraidos da planta (Johnson et al., 2001).

O uso de extrato de plantas e fitoquimicos, com propriedades
antimicrobianas, tém um grande significado no tratamento terapéutico. Nos
ultimos anos, varias pesquisas tém comprovado a eficiéncia desses extratos,
em decorréncia principalmente da acdo antimicrobiana de seus metabdlitos
secundarios (Artizzu et al., 1995; 1zzo et al., 1995; Shapoval et al., 1994; Kubo

et al., 1993; Sousa et al.,, 1991). Entre essas plantas, Rosmarinus officinallis
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Linn.,, popularmente conhecida como “alecrim” exibe propriedades
antioxidantes, antimicrobianas e anticarie (Aruoma et al.,, 1997; Kikuzari e
Nikatani, 1993). Dietas que incluem tal antioxidante natural sdo reconhecidas
pela redugcao do risco de certas doencgas crbnicas, como cancer e doencga
cardiovascular (Priyadarsini, 1997). Essas propriedades ocorrem naturalmente,
nao s6 no processamento de alimentos, mas também, em misturas funcionais
formuladas para uso farmacéutico e para a industria cosmética.

O extrato de alecrim apresenta um 6timo potencial antimicrobiano,
indicativo da sua utilizagdo no tratamento de doencgas infecciosas causadas por
microrganismos resistentes. O efeito sinérgico da associacdo de antibidticos
com extratos de plantas contra bactérias resistentes induz a novas chances de
tratamento de doencas infecciosas (Del-Campo et al., 2000; Nascimento et al.,
2000).

Na Odontologia, vém sendo utilizadas substancias naturais com
propriedades terapéuticas com o objetivo de controlar o biofilme dentario
composto por predominantemente Streptococcus mutans, Streptococcus
sanguis, Streptococcus mitis, Streptococcus sobrinus e Lactobacilus casei,
além de Staphylococcus aureus, patégeno oportunista da cavidade bucal. O S.
mutans e o L. casei estdao envolvidos no processo de formacdo e progressao
da carie dentaria, respectivamente, e o S. aureus, com a génese de abscessos
periapicais (Martins et al., 2002; Buischi, 2000).

Dessa forma, substancias com potente atividade antimicrobiana,
capazes de interferir no desenvolvimento do biofilme, e que apresentem efeitos
colaterais reduzidos, sao importantes para a Odontologia. Nesse contexto,

surgem o0s agentes naturais, tais como os extratos vegetais, que sdo
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economicamente vidveis e constituem alternativas eficazes para afeccgdes
bucais (Pereira, 2002; Moran et al., 1992).

Assim, baseado nas consideracbes acima, o presente estudo teve a
proposta de avaliar a atividade antimicrobiana do extrato alcodlico do alecrim

sobre bactérias bucais, como S. mutans, S. aureus e L.casei.
MATERIAIS E METODOS
Preparo do extrato de Rosmarinus officinalis Linn. (Alecrim)

O material botanico foi adquirido no Mercado Central de Sao José
(Recife-PE) e identificado através de comparacdo com material ja depositado
por Bento Pickel n°1641 no Herbario do Instituto de Pesquisas Agricolas de
Pernambuco (IPA).

Apos serem lavados e secados a temperatura ambiente, folhas e caules
foram pesados (320g) e macerados em 1L de etanol durante 30 dias, sob
refrigeracdo. Em seguida, o extrato foi filtrado e rotaevaporado até a secura, sob
uma temperatura de 40°C, obtendo-se um extrato seco, o qual foi dividido para
testes microbioldgicos, toxicoldgicos e fitoquimicos e mantido sob refrigeracao
durante os intervalos dos testes.

Avaliacao microbiologica do extrato de Rosmarinus officinalis Linn
(Alecrim)

A atividade antimicrobiana do extrato etandlico de Rosmarinus officinalis
Linn. foi determinada através do método de Difusdo em Agar, seguida da
determinacao da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) utilizando as bactérias

Streptococcus mutans ATCC 25175, Staphylococcus aureus ATCC 9811 e
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Lactobacillus casei ATCC 7469 da Colecao do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude (INCQS) da Fundacao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).
Teste antimicrobiano do extrato

Para o teste antimicrobiano, adotou-se a técnica de Difusdo em Agar
segundo Bauer et al., (1966). Foram utilizadas placas de Petri contendo 10ml de
meio BHI (Brain Heart Infusion — DIFCO®), inoculadas com suspensdes das
bactérias S. mutans, S. aureus e L. casei. Solugédo do extrato alcodlico da planta
na concentragdao de 3000mg/ml foi diluida (1:2, 1:4 e 1:8) e adicionados 60ul aos
discos de antibiograma estéreis. Em seguida, colocaram-se os discos nas
placas ja inoculadas com as bactérias-testes. Como controle, utilizou-se
gluconato de clorhexidina (Periogard®). Em seguida, as placas foram cultivadas
na estufa a 37°C por 48 horas, o S. mutans colocado em condigbes de
microaerofilia e os demais, em condi¢cdes de aerobiose. O teste foi realizado em
duplicata para cada cultura utilizada, seguido da leitura do halo de inibic&o.
Determinacao da Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

Determinou-se a quantificacdo da atividade antimicrobiana do extrato
alcodlico da planta através da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) sobre as
mesmas bactérias utilizadas e concentracdes variadas adicionadas em Placas
de Petri. Em seguida, foi realizada a inoculagédo, por estria, das bactérias
padrées. O cultivo realizado nas mesmas condicdes do experimento anterior.
RESULTADOS

Os resultados da atividade antimicrobiana do extrato alcodlico de alecrim
e da clorhexidina sobre bactérias bucais podem ser observados nas tabelas 1 e
2. As figuras 1 e 2 sao representativas da acdo antimicrobiana do extrato e da

clorhexidina sobre S. aureus e S. mutans, respectivamente.
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Tabela 1: Halo de inibicado (mm) do extrato alcodlico de Rosmarinus Officinalis Linn.

(alecrim) para Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus e Lactobacillus casei

LINHAGENS DILUICOES CLORHEXIDINA
DE DO 0,12%
BACTERIAS EXTRATO
EP’ 1:2 1:4 1:8
S.mutans 16° 16 15 14 14
S. aureus 16 15 15 13 17
L. casei 17 16 14 12 25

' Extrato puro
2 Halo de inibigdo em mm

Os resultados obtidos com o extrato alcodlico de Rosmarinus officinalis
Linn. mostram ser ele tao eficiente quanto o controle positivo. Como pode ser
observado pelo halo de inibicao, apresentado para S. mutans e S. aureus, que
foram de 16mm, e até a diluicdo de 1:8 ainda foram observados halo de 14 e
13mm, respectivamente. Para clorhexidina estes halos foram, respectivamente,

14 e 17mm para S. mutans e S. aureus.
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Figura 1: Halo de inibicdo do extrato alcodlico
de Rosmarinus officinalis Linn.(Alecrim)
para S. aureus

Figura 2: Halo de inibicdo do extrato alcodlico
de Rosmarinus officinalis Linn.(Alecrim)
para S. mutans
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Os resultados da CIM do extrato alcodlico de Rosmarinus officinalis Linn.

para as bactérias estdo expressos na tabela 2.

Tabela 2: Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) (ug/ml), em meio
solido, do extrato alcodlico de Rosmarinus Officinalis Linn (alecrim) para Streptococcus

mutans, Staphylococcus aureus e Lactobacillus casei.

LINHAGENS CONCENTRACAO DO EXTRATO (pg/ml)
BACTERIANAS

20 30 50 100 200
S. mutans + +
S. aureus +
L. casei + +
(+) Crescimento (-) Auséncia de crescimento

A CIM do extrato alcodlico mostrou uma boa atividade para S. aureus,
com uma CIM de 30pg/ml, enquanto para S. mutans e L. casei a CIM foi de

50ug/ml.

DISCUSSAO

O extrato alcodlico de Rosmarinus officinalis Linn. se mostrou tao
eficiente quanto o controle positivo, pois os halos de inibicdo, apresentado para
S. mutans e S. aureus foram de 16mm, e até a diluicao de 1:8 ainda foram
observados halo de 14 e 13mm, respectivamente. Para clorhexidina estes
halos foram, respectivamente, 14 e 17mm para S. mutans e S. aureus.

A CIM do extrato alcodlico mostrou uma boa atividade para S. aureus,

com uma CIM de 30ug/ml, enquanto para S. mutans e L. casei a CIM foi de
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50ug/ml. Comparando tal resultado com o estudo de Del-Campo, Amiot,
Nguyen-The (2000), que avaliaram a CIM de extrato semelhante para varias
bactérias gram-positivas, verifica-se a CIM de 0,25% e 0,5% para S. mutans e
S. aureus, respectivamente, ou seja, 2,5mg/ml e 5mg/ml. Os autores utilizaram
um extrato de alecrim disponivel comercialmente para tal estudo.

O efeito antimicrobiano ocorrido no estudo de Del-Campo, Amiot,
Nguyen-The (2000), evidenciou-se mais em baixa temperatura. Um total de
0,5% do extrato foi necessario para inibir S. aureus em 30°C, ao passo que
0,13% inibiu bactérias em 10°C.

Observou-se que o extrato de alecrim apresenta significativa capacidade
de inibir o crescimento de bactérias bucais, como S. mutans, S. aureus e L.
casei, sendo S. aureus a mais sensivel quando comparada a clorhexidina.
Essa afirmacdo torna o alecrim um agente natural com potente atividade
antimicrobiana, capaz de constituir uma alternativa eficaz para as afeccdes
bucais. Soares et al., (2006) realizaram estudos semelhantes utilizando tinturas
fitoterapicas (propolis, juca, aroeira, gengibre, alfavaca e horteld) contra
bactérias bucais e obtiveram uma maior susceptibilidade do S. aureus a esses
fitoterdpicos de uma maneira geral. O S. mutans e o L. casei foram inibidos
pelas tinturas de juca, aroeira, propolis e hortela.

De acordo com Matos (1998), o alecrim é composto por
flavondides, fendis, 6leos volateis e terpendides. Cada componente apresenta
uma funcdo, o que caracteriza o vegetal em foco como planta medicinal. Seu
extrato apresenta alta atividade antimicrobiana e antioxidante provavelmente
devido a presenca de compostos fendlicos em sua composicao (Del-Campo et

al., 2000; Zhu et al., 1998; Basaga et al., 1997; Frankel et al., 1996; Mouijir et
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al., 1993; Colins e Charles, 1987). Os 6leos volateis apresentam atividades
antibacterianas, antifungicas e espasmoliticas, o0s terpendides sao
antibacterianos e os flavonéides tém acao antioxidante. Cowan (1999), por sua
vez, também mostrou a atividade antimicrobiana do alecrim através de um
trabalho de revisdo. Ele demonstrou a atividade antimicrobiana de varias
espécies vegetais, relacionando as classes de substancias quimicas presentes
em extratos obtidos com diferentes solventes. Esse considera ainda relevante o
6leo essencial do alecrim e sua atividade sobre bactérias gram-positivas e
negativas, virus, fungos e protozoarios e, atribui tal atividade principalmente
aos terpendides.

Entre todos os microrganismos testados por Del-Campo et al., (2000), as
bactérias gram-positivas revelaram-se as mais sensiveis ao extrato de alecrim,
corroborando com o presente estudo. Farbood et al., (1976) e Shelef (1983)
também verificaram que esse extrato e o de outras plantas da familia Labiatae
foram inativos sobre bactérias gram-negativas. De acordo com Davidson
(1993), as Gram-positivas sdao geralmente mais susceptiveis a compostos
fendlicos apolares existentes nestas plantas do que as gram-negativas.

Nascimento et al., (2000) avaliaram a atividade do extrato alcodlico de
alecrim associado a antibiéticos sobre diversos microrganismos resistentes,
dentre eles, S. aureus. Observaram eles que apresentou atividade quando
utilizado isoladamente e quando associado a pequenas concentracdes aos

antibiéticos inativos.
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CONCLUSAO

O extrato alcodlico de alecrim apresentou atividade antimicrobiana
satisfatoria sobre as bactérias da cavidade bucal, S. mutans, S. aureus e L.
casei, envolvidas na génese e progressao de patologias como a carie e
abscessos periapicais. Esse achado demonstra a eficacia do alecrim contra
bactérias bucais, sugerindo que os ingredientes de origem vegetal podem ser
empregados como apoio a terapia das doencas carie e periodontal, por serem
economicamente viaveis e redutores dos efeitos colaterais das substancias

administradas na cavidade bucal.
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