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ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE ANTISSEPTICOS BUCAIS E
EXTRATOS DE PLANTAS SOBRE STREPTOCOCCUS MUTANS

MOUTHWASH SOLUTIONS AND PLANT EXTRACT ANTIBACTERIAL
ACTIVITY AGAINST STREPTOCOCCUS MUTANS

RESUMO

Objetivou-se neste estudo avaliar a eficdcia de antissépticos bucais utilizados
rotineiramente e extratos etandlicos de plantas do Cerrado no controle in vitro de
Streptococcus mutans. A eficiéncia foi avaliada frente a cepa padrdo Streptococcus
mutans ATCC 25175. Para obtencdo dos extratos etanélicos foram empregadas folhas
de  Schinus terebinthifolius, Hymenaea  stigonocarpa,  Stryphnodendron
adstringens,Dipteryx alata, Tabebuia chrysotricha, Tabebuia roseo-alba, Genipa
americana e Caryocar brasiliense. Os indculos foram preparados em meio BHI,
incubados a 37° por 24 horas, em condi¢des microerofila. Os testes de eficiéncia foram
realizados pelo método de microdiluicdo. Suspensdes bacterianas foram preparadas em
solucdo de NaCl (0,5%) e ajustadas para 10® UFC mL*. A concentracdo inibitéria
minima (CIM) foi considerada como a menor concentracéo do extrato ou do antisséptico
capaz de inibir o desenvolvimento bacteriano. Para determinacdo da concentracéo
bactericida minima (CBM) foram transferidos 100pL de cada poco e se inocularam em
meio TSA, incubados a 37° C por 24h. Verificou-se atividade antibacteriana da maioria
dos extratos nas concentracfes entre 25 e 50%, exceto o de ipé amarelo que apresentou
CIM e CBM de 12,5%. Os antissepticos das marcas 2, 3, 5 e 6 apresentaram CIM e CBM
de 100%, a marca 4 de 50% e a marca 1 de 25%. A sobrevivéncia de S. mutans em
contato com a marca 1 (25%) foi de 20 minutos, com 0s extratos e 0s demais
antissépticos foi de entre 12 e 24 horas. Os extratos de plantas medicinais apresentaram
eficiéncia semelhante aos antissépticos no controle de Streptococcus mutans,
evidenciando a possibilidade de sua utilizagdo no controle e tratamento dessas bactérias,
porém ainda ndo é uma pratica adotada rotineiramente na odontologia.

Descritores: Streptococcus mutans. Plantas medicinais. enxaguatorios bucais.

ABSTRACT

This paper aims at evaluating the regular use of mouthwash solutions and ethanol extract
from Cerrado plants efficacy in vitro control of Streptococcus mutans. Efficiency was
evaluated against the standard strain of Streptococcus mutans ATCC 25175. In order to
obtain the ethanolic extracts, leaves of Schinus terebinthifolius, Hymenaea stigonocarpa,
Stryphnodendron adstringens,Dipteryx alata, Tabebuia chrysotricha, Tabebuia roseo-
alba, Genipa americana and Caryocar brasiliense were used. The inoculants were
prepared in BHI medium, incubated at 370C for 24 hours, under microerophyll
conditions. The efficiency tests were performed using the microdilution method.
Bacterial suspensions were prepared in NaCl solution (0.5%) and adjusted to 106 CFU
mL-1. The minimum inhibitory concentration (MIC) was considered to be the lowest
concentration of the extract or antiseptic capable of inhibiting bacterial growth. As to
determine the minimum bactericidal concentration (CBM), 100uL of each well was
inoculated in TSA medium, incubated at 370C for 24h. Antibacterial activity of most
extracts was found at concentrations between 25 and 50%, except for Tabebuia
chrysotricha which showed MIC and CBM of 12.5%. Mouthwash solutions from brands
2, 3, 5 and 6 showed MIC and CBM of 100%, brand 4 of 50% and brand 1 of 25%. The
survival of S. mutans in contact with brand 1 (25%) was 20 minutes, with the extracts
and other mouthwashes between 12 and 24 hours. The extracts of medicinal plants
showed efficiency similar to antiseptics in the control of Streptococcus mutans, showing
the possibility of their use for controlling and for the treatment of those bacteria,
however, it is not yet a routine practice in dentistry.

Descriptors: Streptococcus mutans, medicinal plants, mouthwash.
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1 INTRODUCAO

A microbiota oral de humanos é composta por diversos de micro-organismos que
convivem de forma equilibrada na cavidade bucal, frequentemente constituidos por bactérias e
fungos. Esses micro-organismos podem ser responsaveis por diversas enfermidades na prépria
cavidade oral e também por envolvimentos sistémicos. O Streptococcus mutans, bactéria gram-
positiva, € um patégeno encontrado na saliva, esta relacionado com a prevaléncia de cérie
dentaria e tem caracteristicas de transmissibilidade 1?4, S. mutans esta associado também ao
desenvolvimento de vérias doencas sistémicas, como a endocardite, glomerulonefrite, entre
outras®

No tratamento de doencas causadas por S. mutans, sdo utilizados antibi6ticos, em
especial, os Beta lactamicos. A antibioticoterapia, empregada frequentemente, ocasionou o
surgimento de cepas resistentes, como uma resposta ao uso excessivo destes antimicrobianos 5.
O aumento da taxa de resisténcia a antibidticos nos isolados clinicos de S. mutans sugere a
necessidade de maior prudéncia ao prescrever antibioticos®.

A obtencdo de novos agentes antifungicos e antibacterianos se tornou um desafio nos
ultimos tempos devido ao surgimento de micro-organismos com multipla resisténcia aos
antimicrobianos convencionais. Nesse contexto, inUmeras pesquisas foram desenvolvidas
objetivando a utilizagéo de diferentes partes de plantas (caule, folhas, raiz, semente, fruto, etc.)
ou derivados vegetais (extratos brutos, sucos, 6leos, ceras, etc.) com fins terapéuticos &9,

Extratos e 6leos essenciais de diversas plantas evidenciam ser potencialmente eficazes
no controle de micro-organismos, sugerindo a utilizacdo dessas plantas como meio alternativo
na terapéutica odontoldgica *'2. Santos et al.!® e Oliveira et al.**utilizaram extratos de
barbatimao no controle in vitro de micro-organismos patogénicos da cavidade oral e concluiram
que eles apresentam atividade antimicrobiana e que tais extratos poderiam ser considerados uma
possivel alternativa terapéutica para condicdes infecciosas da cavidade oral. Outra planta do
cerrado muito estudada quanto a atividade antimicrobiana é a aroeira. Diversos estudos com
extratos brutos e hidroalcodlicos evidenciaram a capacidade de inibir o crescimento bacteriano
e flngico 11617,

Frente ao exposto, objetivou-se, no presente trabalho, avaliar a eficacia de antissépticos
bucais utilizados, rotineiramente, e extratos etandlicos de plantas do Cerrado no controle in vitro

de Streptococcus mutans.
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2 MATERIAL E METODO
2.1 Linhagens e meios de cultivo

Para avaliar a atividade antimicrobiana dos antissépticos bucais e dos extratos de plantas
medicinais, utilizou-se a linhagem padrdo de Streptococcus mutans ATCC 25175 (American
Type Culture Collection), a qual foi reativada em meio agarizado de SB20 e incubada em
condigdes microaerofilia por 24 horas a 37°C.

Na preparacdo da suspensdo bacteriana para avaliagcdo da atividade antibacteriana, a
linhagem foi cultivada em meio BHI (Brain Heart Infusion) por 24 horas a 37° C em condicdes

de microaerofilia.
2.2 Preparagao dos extratos de plantas

Para obtencdo dos extratos vegetais, serdo empregadas folhas das seguintes espécies
vegetais do cerrado: Aroeira-vermelha (Schinus terebinthifolius Raddi), Jatoba-do-Cerrado
(Hymenaea stigonocarpa Mart.), Barbatimédo (Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville),
Baru (Dipteryx alata Vog), Ipé-amarelo (Tabebuia serratifolia (Vahl.) G. Nicholson), Ipé-
branco (Tabebuia roseo-alba (Ridley) Sandwith), Jenipapo (Genipa americana L.), Pequizeiro
(Caryocar brasiliense St-Hill). A colheita das folhas foi realizada no periodo da manha, as
amostras foram acondicionadas em embalagens de papel pardo, identificadas, acondicionadas
em caixas isotérmicas e transportadas ao laboratdrio. O material vegetal foi obtido no Municipio
de Fernanddpolis, SP.

Para extracdo etanolica, empregaram-se as metodologias descritas por Soares et al.'® e
Araujo et al.*® com algumas modificagdes. As folhas de cada planta foram lavadas com é&gua
destilada, secas em temperatura ambiente por vinte e quatro horas e, posteriormente, trituradas.
Desse material, foram retirados 10 g, que foram misturados em 100 mL de etanol 70% (v/v) e
submetidos a maceracdo por 24 horas, em temperatura ambiente, com agitacdo orbital a 150
rpm. Apds esse procedimento, o macerado foi centrifugado a 15000 x g por 10 minutos, para
separacdo do material solido (pellet) e do extrato (sobrenadante). O extrato obtido
(sobrenadante) apos filtracdo foi incubado a 45° C, por um periodo de uma semana, para
evaporacdo do solvente. O extrato seco foi ressuspendido em DMSO a 5% (dimethyl

sulphoxide) para uma concentragio final de 100 mg mL* e, em seguida, filtrado em membrana
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de acetato de celulose de 0,45 um (Milipore), e conservados em frascos &mbar sob refrigeracéo
(5° C).

2.3 Antissépticos bucais

Foram utilizados os antissépticos: clorexidina (marca 1), 0leos essenciais (marca 2 e

marca 3) e cloreto de cetilperidinio (marca 4, marca5 e marca 6).
2.4 Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Para avaliar a atividade antimicrobiana, foram preparadas suspensdes em solucéo
fisiologica (NaCl a 0,85%) de S. mutans contendo 108 células viaveis mL™ do micro-organismo,
padronizadas pela escala 0,5 de McFarland.

Para determinacdo da Concentracdo Inibitdria Minima (CIM) dos extratos e antissepticos
bucais, utilizou-se 0o método de microdiluicio em BHI, de acordo com a metodologia
preconizada pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)?°. Diluicdes seriadas dos
antissépticos e dos extratos foram preparadas em placas de microdiluicdo com 96 pocos, foram
distribuidos, em todos os poc¢os, 0,05 mL de BHI, sendo que nos primeiros po¢os de cada fileira
foi adicionado mais 0,05 mL do extrato ou antisséptico a ser avaliado. Foram realizadas
diluicBes seriadas nos pogos seguintes, obtendo-se as concentracdes de 100%, 50%, 25%,
12,5%, 6,25%, 3,13%, 1,57%, 0,78%, 0,39%, 0,20%, 0,10%, 0,05% e 0,025% (Vv/v). A seguir,
foram acrescentados 0,05 L da suspensdo padronizada (10° células viaveis mL™?) da linhagem
de S. mutans.

O grupo controle positivo foi constituido por BHI acrescido do in6culo microbiano e 0s
grupos controle negativo constituidos apenas de BHI e de DMSO, a fim de avaliar possivel
contaminacdo durante a fase experimental. Os testes foram realizados em triplicata. Apds
incubacdo por 24 horas, a 37° C, foi determinada a concentracao inibitéria minima (CIM),
seguindo os protocolos do CLSI ?°. A concentragéo inibitoria minima foi considerada como a
menor concentragdo de antisséptico ou de extrato capaz de inibir o desenvolvimento bacteriano.

Apbs determinacdo da CIM, aliquotas de 0,1 mL foram semeadas em triplicata, em
placas de Agar SB20, para determinacdo da concentracdo bactericida minima (CBM). Apds o

periodo de incubacdo de 24 horas, a 37° C, verificou-se auséncia ou presenca de crescimento
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microbiano (unidades formadoras de colbnias - UFC). Para determinacdo da CBM, foram
consideradas as placas que apresentaram auséncia de crescimento bacteriano.

Uma vez determinada a concentracdo inibitéria minima e a concentracdo bactericida
minima, estas foram utilizadas para avaliar o crescimento S.mutans na presenca dos extratos de
antissépticos em fungdo do tempo, determinando-se a sobrevivéncia de acordo com a

metodologia descrita por Sforcin et al ?1. Os ensaios foram desenvolvidos em quadruplicata.

2.5 Analise dos dados

Os dados obtidos foram agrupados pela semelhanca e, posteriormente, analisados,
interpretados e tabulados a luz do método estatistico, sendo utilizado o programa Excel para a

formulacéo de tabelas.

3 RESULTADOS

Os resultados da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e da Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) dos extratos hidroalcodlicos das folhas das plantas do cerrado analisadas
encontram-se descritos na Tabela 1. Verificou-se que todos os extratos apresentaram atividade
antibacteriana em concentracdes diferentes. Maior eficiéncia antibacteriana foi verificada para
0 extrato de ipé-amarelo (CIM e CBM, 12,5%). Os resultados do teste de sobrevivéncia de
Streptococcus mutans ATCC 25175, quando submetido a CBM de cada extrato, variaram entre

doze e vinte e quatro horas.

Tabela 1 - Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e
sobrevivéncia em extratos etandlicos de plantas do Cerrado sobre Streptococcus mutans

ATCC 25175.
Plantas Extratos Etan6licos (%)
Nome Cientifico Nome Popular CIM CBM Sobrevivéncia (h)
Schinus terebinthifolius Aroeira-vermelha 25* 25 12
Hymenaea stigonocarpa Jatoba do-Cerrado 50 50 12
Stryphnodendron adstringens Barbatimo 50 50 12
Dipteryx alata Baru 50 100 24
Tabebuia serratifolia Ipé-amarelo 12,5 12,5 12
Tabebuia roseo-alba Ipé-branco 50 50 24
Genipa americana Jenipapo 50 100 24
Caryocar brasiliense Pequizeiro 25 25 12
Dos préprios autores. *Concentragio (%) do extrato etandlico de planta.
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Na tabela 2, sdo apresentados os resultados Concentracdo Inibitéria Minima (CIM),
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e sobrevivéncia em antissépticos bucais sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175. Verificou-se maior eficacia do antisseptico da marca 1,
cuja composicdo é Clorexidina. A CIM e a CBM foram de 25% e foram necessérios vinte
minutos para destruir todas as células e de 6 horas, quando foi empregada a marca 4 na
concentracdo de 50%. Os demais antissepticos foram eficazes quando foram empregados sem
diluicdo (100%) e o tempo de sobrevivéncia variou entre doze horas (marcas 2 e 6) e vinte e

quatro horas (marcas 3 e 5).

Tabela 2 - Concentracéo inibitéria minima (CIM), concentracdo bactericida minima (CBM) e
sobrevivéncia em antissépticos bucais sobre Streptococcus mutans ATCC 25175
Antisséptico Bucal

Nome Comercial Composicdo CIM CBM Sobrevivéncia
Marca 1 Clorexidina 25* 25 20 minutos
Marca 2 Oleos essenciais 100 100 12 horas
Marca 3 Oleos essenciais 100 100 24 horas
Marca 4 cloreto de cetilperidinio 50 50 6 horas
Marca 5 cloreto de cetilperidinio 100 100 24 horas
Marca 6 cloreto de cetilperidinio 100 100 12 horas
Dos proprios autores. * Concentragéo (%) do antisséptico bucal.
4 DISCUSSAO

A terapéutica de doencas infecciosas provocadas por bactérias patogénicas €
caracterizada pelo uso frequente de antibidticos. Esta pratica tem sido uma das causas do
surgimento de cepas bacterianas multirresistentes aos antimicrobianos, tornando-se uma questao
de satde pablica®’.

Na odontologia, a utilizacdo de antissépticos bucais tornou-se um metodo muito
utilizado para o controle de bactérias, da formagcéo biofilmes e prevencdo de afec¢Bes bucais?.
Alguns efeitos colaterais sdo atribuidos a clorexidina que deve ser administrada somente sob

supervisdo profissional 22

, esses cuidados devem ser considerados quando se utilizam
antimicrobianos potentes e com efeitos colaterais para o paciente*. Antissépticos a base de

clorexidina sdo extensamente utilizados, principalmente, pela comprovada eficacia
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antimicrobiana?. No presente trabalho o antisséptico da Marca 1, a base de clorexidina,
apresentou maior eficacia, CIM e CBM de 25%, quando comparado com a Marca 2 (CIM e
CBM de 50%), e as Marcas 2, 3, 5e 6 (CIM e CBM de 100%, Tabela 2).

Na area da salde, observa-se uma tendéncia para o desenvolvimento de métodos
alternativos produzidos a partir de partes de plantas (folhas, casca, sementes, raizes, 6leos
essenciais, entre outros) para o tratamento de doencgas infecciosas, devido a ineficacia em alguns
casos ou ao alto custo dos medicamentos sintéticos?*. Assim, o presente trabalho verificou que
todos os extratos obtidos de folhas de diferentes espécies vegetais apresentaram atividade
antibacteriana (Tabela 1).

A aroeira (Schinus terebinthifolius) é uma espécie vegetal amplamente utilizada na
medicina popular como agente antipirético, antinflamatorio, analgésico e depurativo e também
é empregada no tratamento de doencas sexualmente transmissiveis, infeccao urinaria, afec¢oes
do sistema gastrointestinal, entre outros®. Lins et al.'®, em pesquisa realizada in vivo, utilizando
bochechos a base de extrato de Aroeira, verificaram a eficacia no controle da placa bacteriana,
bem como no tratamento da gengivite cronica. No presente trabalho, o extrato de aroeira
apresentou atividade antibacteriana na concentracdo de 25%, sendo necessarias doze horas para
o controle total de S. mutans (Tabela 1).

O barbatimao (Stryphnodendron adstringens) é uma espécie nativa do cerrado brasileiro.
Os extratos produzidos a partir de partes dessa planta apresentam diversas atividades bioldgicas,
incluindo efeitos antimicrobianos e cicatrizantes’®!4, Soares et al.!® avaliaram a atividade
antibacteriana do extrato hidroalcodlico bruto do barbatiméo contra micro-organismos da cérie
dental, sobre as cepas padrédo Enterococcus faecalis, Streptococcus salivarius, Streptococcus
sanguinis, Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus. Estes autores sugerem o uso do
extrato de Stryphnodendron adstringens como auxiliar no controle da carie dental devido a acao
antibacteriana observada na pesquisa. Os resultados obtidos (Tabela 1) evidenciaram atividade
antibacteriana do extrato etandlico de barbatiméo frente a S. mutans (CIM e CBM de 50%),
sendo que a sobrevivéncia no extrato foi de doze horas.
Em relacdo ao uso do género Tabebuia no controle de S. mutans, escassas pesquisas tém sido
realizadas. Rocha et al.?® verificaram que o extrato hidroalcodlico de ipé-rosa apresentou
atividade antimicrobiana frente a bactérias cariogénicas, do género Streptococcus. Resultados
semelhantes foram obtidos com os extratos de ipé-amarelo e ipé-branco (Tabela 1).

Os extratos vegetais avaliados na presente pesquisa apresentaram potencial

antimicrobiano e podem fazer frente & S. mutans, evidenciando a possibilidade de ser
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empregados como fonte de novos antissépticos. No entanto, novos estudos s&o necessarios para
verificacdo da sua eficacia em testes in vivo, considerando, principalmente, que resultados
obtidos in vitro nem sempre sdo iguais quando empregados na cavidade bucal.

Os resultados obtidos nesta pesquisa com os extratos ndo foram comparados diretamente
com os antissépticos sintéticos, pois, de acordo com Soares et al.!® ndo se podem comparar
substancias compostas por moléculas puras e 0s extratos brutos que sdo misturas complexas.

No cerrado brasileiro, ha grande variedade de espécies de plantas, ndo entanto, uma
pequena parte foi objeto de pesquisas com o objetivo de serem utilizadas para o tratamento de
doencas. Nos ultimos anos, foi observado aumento da utilizacdo de produtos naturais pela
sociedade e as plantas medicinais tém sido estudadas para avaliagdo de compostos bioativos
8,9,10,11,12,15,16,17.

As plantas utilizadas na medicina tradicional apresentam uma fonte natural e renovavel
de metabdlitos secundarios que podem ser utilizados na producdo de novos medicamentos e,
portanto, no tratamento de varios distdrbios humanos. Além disso, nos paises em
desenvolvimento, os medicamentos fitoterapicos sdo considerados alternativas seguras e
eficazes em comparacdo aos quimicos sintéticos. Uma grande variedade de metabdlitos
secundéarios em plantas medicinais com diferentes atividades bioldgicas in vitro fornece novos
compostos de drogas 2627,

No Brasil, por meio do Decreto n° 5.813, de 22 de junho de 2006, foi aprovada a Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, tendo como objetivo geral garantir a populacéo
brasileira o acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o
uso sustentavel da biodiversidade, o topico 10 das diretrizes diz que devem se promover e

reconhecer as praticas populares de uso de plantas medicinais e remédios caseiros?®.

5 CONCLUSAO

Todos os extratos etandlicos de plantas do Cerrado e o0s antissépticos apresentaram
atividade antibacteriana frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.
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