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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
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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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RESUMO
Objetivo

Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro do dentifricio a base do extrato
alcoodlico de Rosmarinus officinalis Linn. (Alecrim) sobre bactérias orais.
Métodos

Foram utilizadas cepas padrao de Streptococcus mutans (ATCC 25175),
Staphylococcus aureus (ATCC 9811) e Lactobacillus casei (ATCC 7469),
dentifricio a base de alecrim (CDA), dentifricio a base de propolis (CDB),
dentifricio com triclosan (controle positivo) (CDC*) e dentifricio sem flGor
(controle negativo) (CDC"). Apés a manipulacdo do CDA, todos foram pesados e
centrifugados para obtencao de sobrenadante, que foi diluido para a realizacéo
do teste antimicrobiano. Placas de Petri foram semeadas com as bactérias, e
discos de papel embebidos com o sobrenadante e suas diluicbes colocados
sobre as placas, sendo entdo incubadas de acordo com as exigéncias de
crescimento das bactérias. Analisaram-se os halos de inibigcdo estatisticamente
através de suas média e desvio padrao. Utilizou-se o teste t de Student para
amostras independentes, a fim de comparar o diametro médio do halo.
Resultados

Observou-se que o CDA nao apresentou diferenca estatistica em relacdo ao
CDB para inibicdo de S.mutans (CDA:média 14.0; CDB:média 15.1; p= 0,420) e
S. aureus (CDA:média 17,3; CDB: média 18,5; p=0,463). Em relacdo ao L. casei
(CDA:média 16.5; CDB:média 23.8; p<0,001), verificou-se diferenca
estatisticamente significante para o CDB.

Conclusoes
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O dentifricio a base do extrato de alecrim apresentou capacidade de inibir o
crescimento de S. mutans, S. aureus e L. casei, revelando um potencial
antimicrobiano semelhante ao do creme dental disponivel comercialmente para a
inibicdo de S. mutans e S. aureus.

PALAVRAS-CHAVE: Fitoterapia; Dentifricio; Alecrim; Rosmarinus officinalis
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ABSTRACT
Purpose
Assess the antimicrobial activity in vitro of a dentifrice with an alcohol base
extracted from Rosmarinus officinalis Linn. (rosemary) on oral bacteria.
Methods
Standard strains of Streptococcus mutans (ATCC 25175), Staphylococcus
aureus (ATCC 9811) and Lactobacillus casei (ATCC 7469), a rosemary-based
dentifrice (CDA), a propolis-based dentifrice (CDB), a dentifrice with triclosan
(positive control) (CDC*) and a dentifrice without fluoride (negative control)
(CDC") were used. Following the mixing of the CDA, the dentifrices were weighed
and centrifuged to obtain the supernatant, which was then diluted for the
antimicrobial test. Petri dishes were sown with the bacteria and paper disks
soaked in the supernatant and its dilutions were placed on the dishes and
incubated in accordance with the growth requirements of the bacteria. Inhibition
halos were statistically analyzed using means and standard deviations. The
Student’s t-test for independent samples was employed to compare mean halo
diameters.
Results
CDA revealed no statistical difference in relation to CDB for the inhibiton of
S.mutans (CDA: mean 14.0; CDB: mean 15.1; p=0.420) and S. aureus (CDA:
mean 17.3; CDB: mean 18.5; p=0.463). There was a statistically significant
difference favoring CDB with regard to L. casei (CDA: mean16.5; CDB: mean
23.8; p<0.001).

Conclusions
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The rosemary extract-based dentifrice exhibited a capacity of inhibiting the
growth of S. mutans, S. aureus and L. casei, exhibiting an antimicrobial potential
similar to commercially available toothpastes for the inhibition of S. mutans and

S. aureus.

KEY WORDS: Phytotherapy; Dentifrice; Rosemary; Rosmarinus officinalis
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INTRODUCAO

Por um longo periodo de tempo, as plantas tém sido uma valiosa fonte
de produtos naturais para a manutencao da saude humana, especialmente na
ultima década, quando as pesquisas sobre este tema foram intensificadas
(Nascimento et al, 2000). A titulo de exemplo, o mercado mundial de
fitoterdpicos movimenta anualmente um montante de 20 a 40 bilhdes de
dolares (Perecin, 2001). De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude
(Santos et al, 1995), as plantas medicinais seriam as melhores fontes para a
obtencdo de varias drogas. Nos paises desenvolvidos, cerca de 80% da
populacdo faz uso de componentes de plantas medicinais na medicina
tradicional. Assim, cada uma deveria ser investigada para a melhor
compreensao de suas propriedades, seguranca de seu uso clinico e sua
eficiéncia (Ellof, 1998).

Apesar do grande desempenho alcancado pela sintese quimica, as
plantas medicinais sdao arsenais valiosos de substancias e principios ativos,
constituindo uma forma de medicamento vegetal e de matéria prima para a
industria farmacéutica. E o caso do alecrim (Rosmarinus officinalis Linn.),
conhecido por varias nomenclaturas em todo o mundo (Martin et al, 2004),
como por exemplo, alecrim-de-jardim, alecrim-rosmarinho, libanotis,
alecrinzeiro, dentre outros (Matos, 1998).

O alecrim é um arbusto perene, muito comum na vegetacdo da regido
mediterrAnea e apresenta crescimento frente a diversidade de condigdes
ecolégicas. E bastante ramoso e densamente foliado, e seu caule pode atingir

1 a 2 metros de altura. As folhas sao sésseis, lineares, inteiras, coriaceas e
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persistentes, verdes e pontuagudo — rugosas (Herrera, 2005; Johnson et al,
2001; Matos, 1998).

A abrangéncia da utilizacao de fitoterapicos e de plantas medicinais é
vasta e engloba fins variados, também em relacao a saude bucal (Monteiro et
al, 2002). Dentro dessa perspectiva, volta-se atencdo para um mal a ser
combatido incessantemente: a carie dentaria, doenca infecciosa crbnica que
para o seu desenvolvimento necessita de alguns fatores interagindo
conjuntamente, como a presenca de microrganismos, de substrato (sacarose) e
do hospedeiro (dente) (Hofling et al, 1999). Ela se mostra como uma das
patologias mais freqlientes nos seres humanos, caracterizando-se como uma
alteracao de grande importancia epidemiolégica para a Odontologia, atingindo
todas as faixas etarias (Cardoso et al, 2000).

Patologias bucais, como a carie dentaria e doenca periodontal, resultam
diretamente da colonizagdo bacteriana, seguida de infeccdes, embora outros
fatores possam influenciar no curso desses males. O agente etiolégico
predominante, no entanto, € a presenca de microrganismos depositados na
superficie dentaria, que formam uma massa aderente conhecida como biofilme
dentario ou placa bacteriana. A presenca do S. mutans € prevalente nas etapas
iniciais da carie, ao passo que o L. casei € encontrado na evolucao da
cavitacao (Buisch, 2000). O S. aureus, considerado um microrganismo
patogénico oportunista relevante na cavidade bucal, tem a capacidade de atuar
como um microrganismo suplementar, freqientemente encontrado em
abscessos periapicais e estomatites protéticas (Martins et al, 2002). A remocgéao
mecanica desta placa representa o meio mais difundido, comprovado e de

maior efetividade na prevencdo da carie e doenca periodontal (Lascala,
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Moussalli, 1999; Addy et al, 1987). Existem, porém, dificuldades na remocéao
feita pelo préprio paciente (Addy et al, 1987). Ao se reconhecerem as
limitacobes dos métodos mecanicos de higiene, realizaram-se pesquisas com
agentes quimicos visando o controle da placa (Addy et al, 1992).

O uso de escova com um dentifricio é a forma de higiene bucal mais
amplamente praticada e reconhecida na maioria das regides para o controle de
placa supragengival. Como conseqliiéncia, o creme dental proporciona um
veiculo ideal de agentes quimicos. Dessa forma, a associagdo da escova com o
dentifricio facilita a remocao de placa e promove a aplicagdo de agentes
quimicos nas superficies dentarias com fins terapéuticos e preventivos da carie e
doenca periodontal (Pannuti et al, 2003).

Recentemente, extratos de plantas tém sido incorporados nas férmulas
dos dentifricios, os quais além de apresentarem funcdes cosméticas, tém o
objetivo principal de melhorar a acdo antimicrobiana, atuando como agentes
terapéuticos. Essa acao nao esta relacionada unicamente a presenca do flior na
composicao, que visa a prevencao e a reversao de caries incipientes, mas
também a de outras substancias incorporadas nas férmulas (Fernandes,
Assuncao, 1997).

Baseado no exposto, o objetivo do presente trabalho foi produzir um
dentifricio experimental a base do extrato de Rosmarinus officinalis Linn.
(alecrim) e avaliar sua atividade antimicrobiana in vitro sobre bactérias
envolvidas na etiologia de processos patolégicos bucais, como S. mutans, S.
aureus e L. casei, comparando-o com outros dentifricios disponiveis

comercialmente.
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MATERIAIS E METODOS

Preparacao do Dentifricio

A manipulagcdo do dentifricio foi realizada obedecendo a tecnologia
especifica, conforme dados da Tabela 1, e a dose terapéutica definida por uma
concentracao eficaz e a 1/6 da DLsodo Rosmarinus officinalis Linn. publicada por
Sena et al, (1993). A eficacia foi determinada pelos estudos laboratoriais de
padronizacdo da atividade antimicrobiana do extrato sobre bactérias bucais,
como S. mutans, L. casei e S. aureus. No desenvolvimento tecnoldgico do
dentifricio, foram avaliados grau de abrasividade, pH, capacidade espumante e
caracteristicas organolépticas.

Tabela 1: Composicao , fungéo e quantidade da formulagao do dentifricio a base do

extrato de Rosmarinus officinalis Linn. (p/100g do produto)

CRD CRD CRD CRD CRD CRD CRD CRD CRD CRD
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Constituintes

Carbonato de
) 350 350 40,0 40,0 40,0 450 450 450 50,0 40,0
Calcio (Abrasivo)

Sorbitol (Umectante) | 15,0 20,0 20,0 50 250 30,0 350 40,0 40,0 20,0

C.M.C (Aglutinante/
espessante)
Carbopol940
(Aglutinante/ 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
espessante)

0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

Laurilsulfato de
o 1,0 1,5 2,0 2,0 2,5 3,0 3,5 3,5 4,0 4,0
Sédio (Espumante)

Sacarina
0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0 1,5 1,5 1,5 1,0
(Edulcorante)

Benzoato de sodio
0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1
(Conservante)

Mentol
1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

(Aromatizante)
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Extrato vegetal

953 953 953 953 953 953 953 953 953 9,583
(Antimicrobiano)

H,O dest.q.s.p
(Diluente)

100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Misturou-se o aglutinante/espessante mais o umectante e o edulcorante
em agua destilada. Agitou-se vigorosamente até formagdo de uma mucilagem
homogénea, a qual acrescentou-se o corpo polidor ou abrasivo, devidamente
peneirado, e o espumante. Adicionou-se o restante da agua, agitando-se
lentamente para evitar a formacao de espumas e, apés a obtencdo da pasta
homogénea, o extrato foi colocado e agitou-se vigorosamente até a consisténcia
de um creme macio e brilhante. O creme dental obtido, que tem coloracéao

castanho -esverdeada, foi envasado rapidamente para evitar ressecamento.

Linhagens bacterianas

Para o estudo, foram utilizadas cepas padrao de Streptococcus mutans
(ATCC 25175), Staphylococcus aureus (ATCC 9811) e Lactobacillus casei
(ATCC 7469), obtidas mediante solicitacdo no Laboratério de Materiais de
Referéncias do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS)
da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). As cepas foram reativadas no

Laboratério de Colecao de Culturas do Departamento de Antibiéticos da UFPE.

Selecao dos dentifricios

Para este teste, foram utilizados os seguintes dentifricios:
e Creme dental A (CDA): dentifricio a base do extrato de alecrim;
e Creme dental B (CDB): dentifricio a base de prépolis (Sorriso Herbal com

Propolis®);
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e Creme dental C* (CDC"): dentifricio com triclosan (Colgate Total 12®) como
controle positivo;
e Creme dental C (CDC’): dentifricio sem flior ou outro antimicrobiano

(Philips®) como controle negativo;

Inicialmente, foram pesados 10g de cada dentifricio e diluidos em 10ml de
solvente (etanol). As misturas agitadas em vortex por 3 minutos para obtencao
de solucao homogénea foram, em seguida, centrifugadas durante 10 minutos a
1000rpm, com o objetivo de precipitar as particulas sélidas dos dentifricios.

Diluiram-se os sobrenadantes resultantes nas proporcoes de 1:2, 1:4 e 1:8.

Teste antimicrobiano dos dentifricios

Adotou-se a técnica de Difusdo em Agar, segundo Bauer et al, (1966),
para verificacdo da atividade antimicrobiana do dentifricio de alecrim sobre
cepas padrao de S.mutans, S. aureus e L.casei. Inicialmente, placas de Petri,
contendo 10ml de meio BHI (Brain Heart Infusion — DIFCO®) estéreis, foram
inoculadas com suspensdes das bactérias S. mutans, S. aureus e L. casei.
Discos estéreis foram embebidos com 60 pl de cada solugdo obtida e diluida
dos sobrenadantes dos dentifricios e colocados nas placas, obedecendo a uma
disposicdo que evitasse a sobreposicao dos halos de inibicdo. Realizou-se o
mesmo procedimento para os controles positivo e negativo do estudo. As placas
foram adequadamente identificadas e colocadas na estufa a 37°C por 48 horas,
e o S. mutans colocado em condigdes de microaerofilia. Os demais foram
postos em condicdes de aerobiose. Com a finalidade de reduzir a variabilidade,
controlar o estudo e obter resultados fidedignos, optou-se por fazer o teste em

duplicata para cada cultura utilizada.
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Analise estatistica

Os dados foram resumidos através de média e desvio padrao. Os
dentifricios foram comparados dois a dois, em duas ocasides: controlando-se o
tipo de bactéria e controlando-se o tipo de bactéria e diluicdo. Em cada uma
delas, utilizou-se o teste t de Student para amostras independentes, a fim de
comparar o diametro médio do halo. Em cada teste, adotou—se o nivel de
significancia de 0,05. A andlise estatistica foi realizada com o “software” Stata

9.2.

RESULTADOS
Os resultados da atividade antimicrobiana in vitro do CDA sobre as
bactérias S. mutans, S. aureus e L.casei, bem como os resultados da sua

comparagédo com os CDB, CDC" e CDC’ estdo expostos nas tabelas 2 e 3.
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Tabela 2: Comparagao entre as médias dos halos de inibicao (mm) dos CDA, CDB,

CDC" e CDC’ controlando o tipo de bactéria

BACTERIA COMPARACAO MEDIA + DP VALORDEP (%)
A140+24
CDA x CDB 0,420
B 15.1 +3.0
A140+24
S. mutans CDA x CDC* 1,000
C"14.0zx2.2
A140+24
CDA x CDC 0,005
C 6.8%+48
A17.3+2.8
CDA x CDB 0,463
B18.5+3.7
A17.3+2.8
S. aureus CDA x CDC* < 0,001
C*29.3+ 3.6
A17.3+2.8
CDA x CDC < 0,006
C 85+%6.2
A16.5+3.0
CDA x CDB < 0,001
B23.8+3.5
A16.5+3.0
L.casei CDA x CDC* 0,891
C*16.8+2.8
A16.5+3.0
CDA x CDC 0,052
C10.3+7.1

(*) Foram realizadas oito observagées com o CDA; oito com o CDB; quatro com o

CDC" e quatro com o CDC
P< ou =0,05 (significancia estatistica)

44



Considerando o S. mutans, patégeno responsavel pela iniciacdo da
carie, nao houve diferenca significante quando se comparou o CDA com o CDB
e o CDC", o que mostra atividade antimicrobiana semelhante entre os cremes
dentais. Ao comparar o CDA com o CDC, verificou-se diferenca significante,

mostrando atividade melhor para o CDA.

Considerando o S. aureus, patégeno relacionado com a génese dos
abscessos, ndo se identificou diferenca significante quando da comparacéao do
CDA com o CDB, mostrando atividade antimicrobiana semelhante. Ao fazé-lo,
no entanto, CDA com o CDC" e CDA com o CDC’, houve diferenca significante,
comprovando atividade superior para o CDC" e inferior para o CDC™ em relagéo

ao CDA.

Considerando o L. casei, patdgeno responsavel pela progressdao da
carie, constatou-se diferenca significante quando da comparacao do CDA com
o CDB, mostrando atividade antimicrobiana superior para o CDB. No entanto,
ao comparar o CDA com o CDC", essa diferenca significante nao foi verificada.

O mesmo ocorrendo, ao comparar o CDA com o CDC'.
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Tabela 3: Comparagao entre as médias do halo de inibicdo (mm) dos CDA e CDB

controlando o tipo de bactéria e a diluicdo do sobrenadante

BACTERIA DILUICAO CREME DENTAL VALOR DE P
A B
SP 17+ 2.8 19+0.0 0,423
S. mutans 1:2 14+ 1.4 16 +1.4 0,293
1:4 13+ 1.4 14+ 0.0 0,493
1:8 12+0 11.5+0.7 0,423
SP 20.5+2.1 22+1.4 0,493
1:2 17.5+2.1 20.5+0.7 0,198
S. aureus
1:4 17+1.4 1840.0 0,423
1:8 14+1.4 13.5+3.5 0,870
SP 20.5+2.1 28.5+0.7 0,037
1:2 17+1.4 2510.0 0,015
L. casei
1:4 1540.0 21.5+0.7 0,006
1:8 13.5+0.7 20+0.0 0,006

P< ou = 0,05 (significancia estatistica)

Nao houve diferenca significante entre CDA e CDB ao observar as
diferentes diluicdes realizadas e os patdégenos utilizados, com exceg¢do da
comparagao ao considerar o L. casei, para o qual o CDB se mostrou mais ativo

em todas as dilui¢cdes realizadas.

DISCUSSAO
De acordo com este estudo, observou-se que o dentifricio a base do

extrato de alecrim apresentou uma relevante capacidade de inibir o
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crescimento bacteriano de S. mutans, S. aureus e L. casei, demonstrando
potencial antimicrobiano semelhante ao do creme dental Sorriso Herbal com
Propolis® para a inibicdo de S. mutans e S. aureus.

Barreto et al, (2005) analisaram o potencial antimicrobiano in vitro de 7
dentifricios contendo fitoterapicos sobre bactérias orais tanto recuperadas da
saliva, quanto sob a forma de cepas padrao. Corroborando o presente estudo,
os autores obtiveram solugcdes concentradas dos dentifricios através de
centrifugagdo. Os sobrenadantes foram diluidos e embebidos em discos de
papel e realizado o teste de difusdio em Agar. Todos os dentifricios
apresentaram atividade antimicrobiana contra as cepas padrao e bactérias
recuperadas da saliva, exceto os dentifricios Gessy Cristal® e Parodontax®,
respectivamente.

A eficacia de plantas medicinais, como componentes tanto nos géis
dentifricios, como nos enxaguatérios bucais, tem sido investigada para o
tratamento de gengivites. Os resultados sugerem que os ingredientes de
origem vegetal podem ser empregados como apoio a terapia das doencas
periodontais e como profilaxia de rotina (Willershausen et al,1994).

Os dentifricios compostos por extratos de plantas, também chamados
de herbarios, vém sendo investigados e aplicados hd muitos anos em varios
paises (Gusmao et al, 2004). Nunes et al, (2006) produziram e avaliaram um
creme dental e um colutério a base do extrato hidroalcoodlico de Lippia sidoides
Cham. Os autores incorporaram o extrato em prepara¢cdes odontolégicas para
uso diario em escovacdo e bochechos, com vistas a avaliar parametros
tecnoldgicos e os efeitos dessas preparagdes. Isso objetivava determinar a

viabilidade dessa planta como coadjuvante eficiente no controle do biofilme
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dentario. Apdés um periodo de 28 dias de uso, o creme dental e o colutério
demonstraram ser eficientes como coadjuvantes na higiene bucal, por
reduzirem de forma significativa o indice de Biofilme Dentario.

Este estudo buscou comparar um dentifricio a base de alecrim com um
de marca comercial contendo propolis. Os resultados obtidos mostraram que,
em relacdo ao S. mutans e ao S. aureus, houve atividade antimicrobiana
semelhante entre os dentifricios citados, o que ndo ocorreu com L. casei, pois 0
dentifricio a base de prépolis se mostrou com atividade antimicrobiana superior
a de alecrim.

Estudos com propolis incorporado em dentifricios sdo encontrados na
literatura como o de Panzeri et al, (1999), que desenvolveram um dentifricio na
forma de gel com 3% de propolis verificando caracteristicas de pH,
abrasividade, densidade, viscosidade e indice de espuma. O dentifricio foi
clinicamente testado e comparado a um semelhante, porém sem propolis, em
um ensaio duplo-cego. O primeiro mostrou-se mais efetivo do que aquele
destituido do agente terapéutico no controle do indice gengival, sendo uma
alternativa viavel como agente preventivo ou terapéutico da doenca
periodontal.

Avaliar o efeito de dentifricio Parodontax® na redugdo de placa e
gengivite constituiu-se o objetivo do ensaio clinico realizado por Pannuti et al,
(2003). Apds afericdo dos indices de Placa e Gengival, os participantes foram
orientados a escovar os dentes com o dentifricio 3 vezes ao dia por 21 dias.
Nao houve reducao significativa dos indices nos grupos teste e controle, ndo
havendo assim diferenca entre os dentifricios Parodontax® e controle.

Contrariamente a estes achados, Gusméao et al (2004) concluiram em seus
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estudos que o dentifricio Parodontax® apresentou melhor comportamento em
relacdo aos demais testados. Os autores tinham como objetivo analisar dois
diferentes dentifricios disponiveis no mercado (Parodontax® e Colgate Herbal®)
cujos componentes ativos sao produtos naturais, na reducdo dos graus de
gengivite e da condicdo gengival, comparativamente a um dentifricio
convencional (Colgate®). Independente dos dentifricios utilizados para o
tratamento da gengivite, houve reducao significativa do indice gengival inicial
para o final e o dentifricio Parodontax® se mostrou mais efetivo.

Komiyama et al, (2004) avaliaram in vitro o efeito de dentifricios
comercialmente disponiveis no Brasil sobre o crescimento de S. mutans
utilizando metodologia semelhante ao presente estudo. Com base nos
resultados obtidos, os autores concluiram serem os dentifricios contendo
triclosan ou combinacdo de extratos herbais os mais eficazes na inibicao do
crescimento de S. mutans em relagdo aos demais testados. No entanto, Fisher,
(1999), afirmou que os dentifricios compostos de ervas medicinais nao
demonstraram efeitos clinicos satisfatorios a curto e longo prazo no controle de
placa. E importante a existéncia de novas pesquisas sobre o tema para que
haja mais evidéncias cientificas acerca do poder dos dentifricios a base de

fitoterapicos.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesta pesquisa mostram que o dentifricio a base
do extrato de alecrim apresenta capacidade de inibir o crescimento de
bactérias bucais estudadas, demonstrando que a eficacia de plantas medicinais

nesse contexto € um ideal alcancado e que pode ser aprimorado a cada
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estudo. Criar produtos de higiene bucal com ingredientes naturais se mostra
como uma alternativa viavel para o controle da placa bacteriana e da carie,
além de promover o uso dos beneficios proporcionados pela natureza e a
disposicao no proprio habitat. Os melhores resultados com o dentifricio a base
do extrato alcodlico de Rosmarinus officinalis Linn. foram com os patdégenos S.
mutans e S. aureus, onde a atividade antimicrobiana do dentifricio a base de
alecrim se mostrou semelhante a atividade do dentifricio Sorriso Herbal com
Prépolis®. Para a inibicido do L. casei, este Ultimo dentifricio se mostrou mais

eficaz do que o a base de alecrim.
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ANEXOS

Normas da Revista Microbiological Research

1. Microbiological Research is devoted to publishing reports on prokaryotic
and eukaryotic microorganisms such as yeasts, fungi, bacteria, archaea and
protozoa. Research on interactions between pathogenic microorganisms and
their environment or hosts are also covered. The research should be original
and include molecular aspects to generate a significant contribution of broad
interest. Papers of very specialised or of preliminary and descriptive content will
normally not be considered. Studies in the following sections are included:

* Reviews/Minireviews on all aspects

* Microbiology and Genetics

* Molecular and Cell Biology

» Metabolism and Physiology

» Signal transduction and Development

* Biotechnology

» Phytopathology

» Environmental Microbiology and Ecology

2. Copyright Once a paper is accepted, authors will be asked to transfer
copyright (for more information on copyright,
seehttp://www.elsevier.com/authorsrights). A form facilitating transfer of
copyright will be provided after acceptance. If material from other copyrighted
works is included, the author(s) must obtain written permission from the

copyright owners and credit the source(s) in the article.
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3. Electronic submission: All manuscripts should be submitted electronically
through Elsevier Editorial System (EES) which can be accessed at
http://ees.elsevier.com/micres.

4. Each manuscript submitted to Microbiological Research will be reviewed
independently by two members of the editorial board or by experts covering the
field of the article. Authors may suggest up to five colleagues with expertise in
the scientific field of the contribution, which do not and did not belong to the
authors’ institution. These might be considered as referees. The corresponding
authors are informed on the editorial procedure. Papers may be returned for
modification or revision within 90 days or shall be treated as new submissions.
5. Papers should be written in English (double spaced throughout with wide
margins and aligned to the left). Lines should be numbered.

6. It is expected that all microbial strains, mutants and plasmids described in an
accepted paper will be made available to the non-profit orientated scientific
community.

7. Manuscripts should include:

Title page. It should contain in this order: title, names of authors, affiliations of
authors, an abstract of 200 words maximum, 3-5 key words, and, on the bottom
of the first page, the corresponding author ideally together with an e-mail
address.

Introduction. It should provide sufficient information on the topic to allow the
reader to understand and evaluate the research of the presented study.
Previous work should be cited correctly without providing a lengthy review on
the topic. The introduction should clearly outline the scientific hypothesis that

was analyzed and the rationale for the study and the experiments undertaken.
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Materials and methods. This section must be detailed enough to allow
reproduction of the experiments described. Novel methods and relevant modifi-
cations as well as genuine technical innovations have to be described
completely, but there is no need for repeating methods that are published in
detail elsewhere. Basic principle of this section is to allow reproducibility of the
experimental work.

Results. This section should present the data as clearly as possible. Authors
are encouraged to describe the rationale for the experimental design, but
extensive interpretations must be reserved for the Discussion. Please avoid
redundancy in the presentation of data. Results in the form of a figure may not
be presented additionally as a table or vice versa.

Discussion. It should give the main conclusions from the experimental data
without repeating them in length, and should interpret them with respect to
relevant literature. The discussion may be followed by Acknowledgements of
personal, institutional and financial assistance.

References. Citations in the text are given by author and year (Cavalier-Smith,
1998). In case of two authors both are named (Wendland and Walther, 2005).
Publications by three or more authors are cited by the first author’'s name plus
et. al. (Neumann et al., 1998). In taxonomic papers complete species citations
including authors and year of description are required. Please list the
publications in alphabetical order in the References section according to the
following examples.

Journals:

Wendland J and Walther A. Ashbya gossypii: a model for fungal developmental

biology. Nat Rev Microbiol 2005;3:421—-429. Wendland J, Vaillancourt LJ,

57



Hegner J, Lengeler KB, Laddison KJ, Specht CA, Raper CA, Kothe E. The
mating-type locus B alpha 1 of Schizophyllum commune contains a pheromone
receptor gene and putative pheromone genes. EMBO J
1995;14(21):5271-5278.

Books:

Banuett F. Life cycle determinants of the plant pathogen Ustilago maydis. In:
Bennett JW, Lasure LL, editors. More gene manipulations in fungi. London:
Academic Press; 1991. p. 217-233.

Endnote users: A template for download is available under
www.elsevier.de/micres at the Instructions to authors’ page.

8. Figures and Tables are justified only if they are needed to understand the
data; mere illustrations are not acceptable. Redundancy of figures and tables
must be avoided. Figures must be submitted ready for reproduction.
Microphotographs need to contain space bars. Figures must be supplied in
digital format (EPS or TIFF format, resolution for final size of figure 300 dpi for
halftones, 600—-1200 dpi for black/white line drawings). Legends are provided
separately from the figures and should provide a short title followed by suffi-
cient information to avoid frequent reference to the text.

Free colour reproduction. If, together with your accepted article, you submit
usable colour figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that
these figures will appear in colour on the web (e.g., Science Direct and other
sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in colour in
the printed version. For colour reproduction in print, you will receive information
regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Be

aware, quality and information could be lost if colour figures will be print in black
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and white. For further information on the preparation of electronic artwork,

please see www.elsevier.com/locate/ authorartwork.

9. Gene symbols (/lexA), scientific names of organisms of all taxonomic ranks
(Parasitella parasitica, Mucorales, Zygomycota) as well as non-English words
(in situ, in vitro, sensu stricto) are printed in italics. The extensive use of
abbreviations is discouraged. Abbreviations should be used only if they help to
improve clarity of the text. Please refer to a recent issue of the journal with
respect to details of journal style. A sample manuscript in PDF-format can be
seen on Science Direct. Authors are requested to use English spelling and to
seek help of a native speaker with respect to English style, grammar and
expression.

10. There are no page charges. The corresponding author, at no cost, will be
provided with a PDF file of the article via e-mail or, alternatively, 30 free paper
off prints. The PDF file is a watermarked version of the published article and
includes a cover sheet with the journal cover image and a disclaimer outlining
the terms and conditions of use. Additional reprints may be ordered. Until
publication of the print edition, corrected proofs will be available at online first
(www.sciencedirect.com).

11. Funding body agreements and policies

Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors
who publish in Elsevier journals to comply with potential manuscript archiving
requirements as specified as conditions of their grant awards. To learn more
about existing agreements and policies please visit

http://www.elsevier.com/fundingbodies.
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