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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar in vitro a atividade antibacteriana das tinturas das
folhas do caja,da casca do limao e das folhas do jenipapo sobre microorganismos da
cavidade bucal. As tinturas foram preparadas pela técnica da maceracao obtendo-se
uma concentragdo de 20%. As linhagens bacterianas selecionadas foram: S. aureus
(ATCC 25923), S. mutans (ATCC 2575), S. sobrinus (ATCC 27609), e L. casei (ATCC
7469). A clorexidina 0,12% foi utilizada como controle positivo. Determinou-se a
Concentracao Inibitoria Minima (CIM) em meio de cultura Agar Mueller Hinton. As
placas de Petri foram semeadas pela técnica da inundagdo sendo em seguida
realizadas sete perfuragdes de 6mm de diametro, onde foram inoculados 50il das
tinturas na forma pura (1:0) e diluidas de 1:1 até 1:32. As placas foram incubadas a
37°C em microaerofilia por 24 horas. Os resultados mostraram que as tinturas de
limdo e caja foram efetivas sobre o S. sobrinus, até as concentragdes de 2,5% e
0,3125%, e sobre 0 S. aureus até 10% e 1,25%, respectivamente; a tintura do jenipapo
foi efetiva apenas sobre o S. sobrinus, apresentando acédo até 10%. O S. mutanse o
L. caseinao apresentaram crescimento inibido frente as tinturas avaliadas. Concluiu-
se que 0 S. sobrinus e o0 S. aureus foram os microorganismos mais susceptiveis; as
tinturas de caja e a de limao foram as que obtiveram os melhores resultados; as
tinturas ndo apresentaram atividade antibacteriana sobre o S. mutanse o L. casei.
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INTRODUQAO encontrada em abscessos periapicais e

estomatites protéticas.

A carie e a doenca periodontal sao as
doencas bucais mais prevalentes na populagéao
brasileira, sendo o biofilme dental o fator etioldgico
primario no estabelecimento destas patologias?.

A formagéo do biofilme dentario ocorre por
meio de um processo de sucessado bacteriana,
onde bactérias pioneiras se aderem a superficie
dental favorecendo o estabelecimento de bactérias
cariogénicas, como o Streptococcus mutans, o S.
sobrinus e o Lactobacillus casei*'3 4.

Outro microorganismo patogénico presente
na cavidade bucal é o Staphylococcus aureus. Esta
bactéria tem a capacidade de atuar como uma
microbiota suplementar, sendo freqlentemente

Frente as limitacdes dos métodos mecanicos
de higiene, principalmente em pacientes que usam
aparelhos ortoddnticos e para pacientes especiais
com dificuldades motoras, agentes antimicrobianos
estdo sendo cada vez mais estudados para reducao
do biofilme. Em face do exposto, diversas
substancias tém sido utilizadas, por meio de
colutérios, na reducdo da microbiota
cariogénica®78916,

A clorexidina é um potente agente
antimicrobiano, capaz de inibir o desenvolvimento
dos microorganismos presentes no biofilme, porém
apresenta efeitos adversos locais quando utilizada
por tempo prolongado2.
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Desta forma, vé-se a necessidade de se
desenvolver uma substancia com potente atividade
antimicrobiana, capaz de interferir no
desenvolvimento do biofilme e que apresente efeitos
colaterais reduzidos. Neste contexto, surgem os
agentes naturais, que séo economicamente viaveis,
e constituem alternativas eficazes para afeccoes
bucais™ 2.

No Brasil, a utilizagdo das plantas medicinais
no tratamento das diversas doencas é exercida ha
geracoes por curandeiros, mas a cerca de vinte
anos a medicina tradicional comegou a integrar
esta terapéutica em suas praticas. Este fato é
observado pelo surgimento de varios centros
cientificos nas Universidades onde se realizam
pesquisas na area da fitoterapia, como também
pela realizacédo de simpésios sobre o0 assunto'®.

A fitoterapia na odontologia vem sendo
bastante difundida, havendo diversos estudos com
os principios ativos das plantas medicinais,
avaliando a eficacia no tratamento e determinando
a melhor forma de aplicagcao®.

Desta forma, propusemo-nos a avaliar o efeito
antibacteriano in vitro de tinturas de caja, limao e
jenipapo, através da técnica da Concentracao
Inibitéria Minima (CIM), sobre as linhagens de S.
aureus, S. mutans, S. sobrinus e L. casei.

MATERIAL E METODO

1 Tinturas utilizadas

As tinturas utilizadas foram preparadas
através da maceracgao da planta seca utilizando-
se o alcool como liquido extrator, obtendo-se uma
concentracéo de 20%.

Foram avaliadas as seguintes tinturas: (A)
casca do limao (Citrus limon); (B) folhas do caja
(Spondias mombim); (C) folhas do jenipapo (Genipa
american). Como controle positivo utilizou-se a
clorexidina a 0,12% (D).

2 Selecédo das cepas
As linhagens bacterianas utilizadas foram:
Streptococcus mutans (ATCC 2575); Streptococcus
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sobrinus (ATCC 27607 ), Lactobacilus casei (ATCC
7469) e Staphilococcus aureus (ATCC 25923). Cada
linhagem bacteriana foi reativada em caldo nutritivo
Brain Heart Infusion (BHI), incubada a 37°C por 24
horas em microaerofilia. Apds a observacao da
turvagéo do meio, as linhagens foram semeadas
em placas de Petri contendo o meio de cultura Agar
Mdaller Hinton (DIFCO®) pela técnica de inundagéao.

3 Determinacao da Concentracao
Inibitoria Minima (CIM)

A atividade antibacteriana foi avaliada pelo
método de difusdo em agar em meio sélido para a
determinacdo da CIM sobre as linhagens
bacterianas. Foram confeccionados sete pocos de
6 mm de didmetro no meio de cultura. Nos pogos
foram colocados o volume de 50il das tinturas pura
(1:0) e diluidas de 1:1 até 1:32. As placas foram
incubadas em estufa bacteriologica a 37°C em
microaerofilia, obtida pela técnica da chama da
vela, por um periodo de 24 horas. Verificou-se a
presenga de atividade antibacteriana através do
aparecimento de halos de inibigdo. A CIM foi
considerada a menor concentracao capaz de inibir
o crescimento bacteriano. Com o objetivo de
controlar o estudo e assegurar a sua
reprodutibilidade, os experimentos foram realizados
em duplicata.

RESULTADO

Os resultados da atividade antibacteriana in
vitro para determinagao da CIM das tinturas e da
clorexidina estédo expostos nas Tabelas 1 a 4. As
Figuras 1 a 4 sdo representativas dos halos de
inibicdo das tinturas sobre 0os microorganismos
avaliados.

Observou-se que as tinturas de caja e limao
apresentaram agao frente ao S. sobrinuse ao S.
aureus. A tintura de jenipapo apresentou agéo
apenas sobre 0 S. sobrinus. Nenhuma das tinturas
avaliadas foi capaz de inibir o crescimento do S.
mutanse do L. casei. Aclorexidina a 0,12% foi eficaz
frente a todas as linhagens bacterianas avaliadas.

Tabela 1 — Atividade antibacteriana (em milimetros) da tintura de limao frente as linhagens bacterianas avaliadas apés 24 horas.

Diametro (em milimetros) dos halos de inibicao

Diluigao CIM
S. mutans

1:0 20% 0,0
1:1 10% 0,0
1:2 5% 0,0
1:4 2,5% 0,0
1:8 1,25% 0,0
1:16 0,625% 0,0
1:32 0,3125% 0,0

S. sobrinus L. casei S. aureus
12,0 0,0 14,0
10,0 0,0 10,0
9,0 0,0 0,0
8,0 0,0 0,0
0,0 0,0 0,0
0,0 0,0 0,0
0,0 0,0 0,0
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Tabela 2 - Atividade antibacteriana (em
milimetros) da tintura de caja frente as linhagens
bacterianas avaliadas ap6s 24 horas.

Diametro (em milimitros) dos Diluicao CIM
halos de inibicdo

S. mutans S. sobrinus L. casei S. aureus

1:020% 0,026,00,017,0

1:110%0,017,00,0 14,0

1:25%0,015,00,010,0

1:42,5% 0,0 15,0 0,0 9,0

1:81,25%0,013,00,09,0

1:16 0,625% 0,0 12,0 0,0 0,0

1:320,3125% 0,0 10,0 0,0 0,0

Diluicao CIM Diametro (em milimitros) dos
halos de inibicdo

S. mutans S. sobrinus L. casei S. aureus

1:020% 0,0 10,0 0,0 0,0

1:110%0,08,00,00,0

1:25%0,00,00,00,0
1:42,5%0,00,00,00,0

1:81,25% 0,0 0,00,00,0

1:16 0,625% 0,0 0,0 0,0 0,0

1:320,3125%0,00,00,0 0,0

Diluicao CIM Diametro (em milimitros) dos
halos de inibicdo

S. mutans S. sobrinus L. casei S. aureus

1:00,12% 16,017,015,017,0

1:10,06% 15,017,014,0 16,0

1:20,03% 14,015,014,0 15,0

1:40,015% 13,0 13,0 12,0 13,0

1:80,0075% 13,012,011,012,0

1:16 0,00375% 11,0 0,0 10,0 12,0

1:320,001875% 10,0 0,09,0 11,0

Tabela 3 - Atividade antibacteriana (em
milimetros) da tintura de jenipapo frente as linhagens
bacterianas avaliadas apés 24 horas.

Tabela 4 - Atividade antibacteriana (em
milimetros) da Clorexidina a 0,12% frente as
linhagens bacterianas avaliadas apds 24 horas.

Figura 1: Atividade antibacteriana da tintura
de caja sobre S. aureus.

Figura 2: Atividade antibacteriana da tintura
de caja sobre S. mutans.

Figura 3: Atividade antibacteriana da tintura
de caja sobre S.sobrinus.

Figura 4: Atividade antibacteriana da
clorexidina sobre S. aureus.

DISCUSSAO

O desenvolvimento da fitoterapia proporciona
para a populacdo uma diversidade de formas
alternativas e eficazes de tratamento para as
diversas enfermidades, apresentando custos
reduzidos, como também provocam menos
agressao ao organismo, desde que seu uso esteja
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embasado em estudos cientificos que comprovem
sua eficacia e a melhor forma de aplicagéo.

O uso das plantas medicinais é um recurso
Util nos programas de atengéo primaria de saude
quando sao utilizadas plantas cujas propriedades
farmacéuticas sao justificadas cientificamente. A
facilidade de acesso, o baixo custo e a
compatibilidade cultural tem tornado a fitoterapia
um recurso terapético recomendavel especialmente
para comunidades carentes, cuja assisténcia é
dificil, como é o caso da regidao Nordeste.

No presente estudo avaliou-se a atividade
antibacteriana in vitro de trés plantas tropicais
cultivadas no nordeste brasileiro. Observou-se que
atintura da casca do lim&o inibiu o crescimento do
S. sobrinus, até a concentragao de 2,5% (1:4), e
do S. aureus, até 10% (1:1), ndo apresentando acao
sobre S. mutans e L. casei. Alves® avaliou a
atividade antibacteriana e antiaderente in vitro do
extrato hidroalcoolico a 80% da casca do liméo
sobre S. mutans, S. sobrinus, e L. casei, onde
néo se observou acédo antibacteriana, o que difere
do encontrado no presente estudo, entretanto, o
extrato apresentou efeito na inibigéo da sintese do
glucano, representada pela aderéncia ao vidro, sobre
todas as linhagens ensaiadas, as quais sdo as
principais responsaveis pela instalagédo e
consolidagéo do biofilme dental.

Os resultados encontrados para a tintura do
caja demonstraram atividade antibacteriana para o
S. sobrinus até a ultima diluicdo, apresentando CIM
de 0,3125%. O S. aureus também se apresentou
susceptivel, apresentando seu crescimento inibido
até a concentragédo de 1,25% (1:8). A tintura de
Jenipapo inibiu o crescimento bacteriano apenas
do S. sobrinus até a diluicao de 1:1, com CIM de
10%.

Os ensaios referentes a clorexidina
demonstraram sensibilidade de todas as linhagens
bacterianas, apresentando agéo até a diluicao de
1:32 para S. mutans, S. aureus e L. casei, sendo
0 S. sobrinus 0 menos sensivel, apresentando acéo
sobre este microorganismo até 1:8. Este resultado
corrobora os estudos de Pereira'?, Alves® e Araujo’,
onde o digluconato de clorexidina a 0,12%
apresentou acao antibacteriana in vitro sobre S.
mutans, S. sobrinus e L. casei, pela técnica da
CIM, como também acao na inibicdo da sintese do
glucano representada pela aderéncia ao vidro sobre
todas as bactérias, apresentando elevada atividade
sobre todas as linhagens bacterianas avaliadas, o
que demonstra sua eficacia como potente
antimicrobiano e na inibicdo do desenvolvimento do
biofilme dentario por atuar agir sobre as principais
bactérias responsaveis pela instalacdo e
consolidagéo do biofilme dental.
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CONCLUSAO

De acordo com a metodologia empregada,
pode-se concluir que:

e O S. sobrinus e o S. aureus foram os
microorganismos mais susceptiveis;

e Atintura de caja e do limao foram as que
obtiveram os melhores resultados;

¢ As tinturas avaliadas ndo apresentaram
atividade antibacteriana sobre o S. mutanse o L.
casei.

ABSTRACT

The objective of this work was evaluated in
vitro the antibacterial activity of the tinctures from
the leaf of caja, rind of lemon and leaf of jenipapo
against microorganisms of the buccal socket. The
bacterial sorts selected were: S. aureus (ATCC
25923), S. mutans (ATCC 2575), S. sobrinus
(ATCC 27609), and L. casei (ATCC 7469). The
clorexidine to 0,12% it was utilized as a positive
control. It was determined the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) in culture medium Agar Mueller
Hinton. The plates of Petri were sown by the
technique of flooding being, after that, realized
seven perforations of 6mm to diameter, where had
been inoculate 50i | of the tinctures in the pure
form (1:0) and diluted by 1:1 until 1:32. The plates
of Petri were incubates to 37 °C in microaerofily by
24 hours. The results shown that the tinctures of
lemon and caja were effectiveness against the S.
sobrinus, until the concentration of 2,5% and
0,3125%, and against the S. aureus, until 10% and
1,25%, respectively; the tincture from jenipapo was
effective just against the S. sobrinus, presenting
action until 10%. The S. mutans and the L. casei
didn’t presented inhibition of growth front the
tinctures evaluated. It was concluded that the S.
sobrinus and the S. aureus were the
microorganisms most susceptible; the tinctures
from caja and limdo were the one that got the best
results; the tinctures don’t presented antibacterial
activity against the S. mutans and the L. casei.

UNITERMS: Phytotherapy; Preventive Dentistry;
Microbiology
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