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Atualmente, aumentaram as pesquisas com extratos de plantas buscando a acdo terapéutica no
controle de doencas da cavidade bucal, especialmente a carie dental. Diversos extratos vegetais ja sao
incorporados nos dentifricios e enxaguantes bucais. O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a acéo
antibacteriana dos extratos de Psidium guajava (goiabeira), Phalaenopsis sp. (orquidea), Syzygium
aromaticum (cravo-da-india) e Cinnamomum verum (canela-do-Ceilo). Os testes foram realizados
com a bactéria da cavidade bucal Streptococcus mutans. A atividade antibacteriana dos extratos
vegetais foi avaliada por método de disco difusdo em agar e por concentracdo inibitéria minima
(CIM). Os testes mostraram a eficécia dos extratos por meio de zonas de inibicdo do crescimento
bacteriano (de 5 a 20 mm de didmetro) e CIM de 100 mg. mL " extrato da Phalaenopsis sp. e de 50
mg. mL* extrato da P. guajava. Estudos complementares serdo necessarios para avaliar outras acoes
farmacoldgicas na finalidade de usar estes extratos vegetais nas diferentes especialidades
odontolégicas e principalmente no tratamento e profilaxia da cérie dental.

Atividade antibacteriana. Extrato vegetal. Streptococcus mutans.

Currently, an increase on research on plant extracts seeking therapeutic action in the control of
diseases of the oral cavity are observed, especially dental caries. Several plant extracts are already
incorporated into toothpastes and mouthwashes. The objective of this study was to evaluate in vitro
the antibacterial action of Psidium guajava (guava), Phalaenopsis sp. (orchid), Syzygium aromaticum
(clove) and Cinnamomum verum (Ceylon cinnamon) extracts. The tests were carried out with the oral
cavity bacteria Streptococcus mutans. The antibacterial activity of plant extracts was evaluated by the
disk diffusion method in agar and by minimal inhibitory concentration (MIC). The tests showed the
effectiveness of the extracts through inhibition zones of bacterial growth (from 5 to 20 mm in
diameter) and MIC of 100 mg. mL™* Phalaenopsis sp. extract and 50 mg. mL™ P. guajava extract.
Complementary studies will be needed to evaluate other pharmacological actions in order to use these
plant extracts in different dental specialties and mainly in the treatment and prophylaxis of dental
caries.

Antibacterial activity. Plant Extract. Streptococcus mutans.
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A cérie dental é uma doenga infecciosa autolimitante que progride lentamente até destruir
totalmente a estrutura do dente (Fejerskov & Kidd, 2005). De acordo com Lima (2007), a carie é um
processo anormal de desequilibrio fisioldgico de causa local, que necessita da interagdo de fatores
como tempo, suscetibilidade, dieta e microrganismos para ocorrer, sendo o principal microrganismo
causador do disturbio a bactéria Streptococcus mutans.

Esta bactéria fixa-se no esmalte do dente formando coldnias que produzem &cidos capazes de
corroerem as camadas do esmalte dentério, podendo causar perfuracdes. Tais colbnias causam um
desequilibrio fisico-quimico entre o substrato do dente e o biofilme presente na superficie dental,
destruindo as camadas do esmalte dentério (Carvalho et al., 2018).

Segundo Nunes e Perosa (2017), o historico de caries na populacédo brasileira, bem como na
populagdo mundial, esta relacionada a diversos fatores, dentre eles: sociodemogréficos, psicossocial
e ambiental. A doenca pode atingir toda a populacdo, mas observa-se predominio nos individuos em
estado de vulnerabilidade social, pois 0 acesso a tratamentos odontoldgicos, as condigdes de higiene
e a alimentacdo sdo mais precarios. As criancas sdo as mais atingidas, principalmente devido a méa
higiene e a preferéncia por alimentos que estimulam o desenvolvimento de microrganismos
causadores de carie (Alvarez & Fernandez, 2018).

O Ministério da Saude (2018) declara a carie como um problema que ainda afeta grande parte
da populacdo brasileira, com 53,4% das criancgas até cinco anos de idade possuindo dentes cariados
enquanto que, na adolescéncia, encontram-se no mesmo quadro 56,5% da populacgdo. Esse percentual
aumenta com a idade do individuo por causa do carater acumulativo de fatores que favorecem o
desenvolvimento da cérie, como falta de higienizacéo ao longo da vida.

A utilizacdo de produtos naturais para o tratamento de patogenias tem se intensificado. Dentre
esses, destacam-se 0s extratos vegetais e 0s Oleos essenciais, 0s quais oferecem compostos
farmacologicamente ativos capazes de combater e de inibir o desenvolvimento de muitos patdgenos.
Tanto os extratos vegetais quanto os 6leos essenciais vém sendo amplamente estudados e utilizados
de forma clinica e terapéutica, principalmente para aumentar a resisténcia imune e diminuir os efeitos
colaterais causados pelos antibidticos sintéticos (Carvalho, 2016; Azevedo, 2019).

A busca por tratamentos alternativos que utilizam plantas medicinais intensificou-se na
Odontologia nas ultimas décadas, buscando formas de minimizar graves problemas dentais, como a
carie (Pinheiro, Brito, Almeida, Cavalcanti & Padilha, 2012). Muitos estudos apontam a eficécia de
extratos naturais e tinturas contra o desenvolvimento de S. mutans, como demonstrado por Freires et
al. (2010).

Extratos vegetais e 6leos essenciais podem ser capazes de reprimir ou cessar o crescimento de
S. mutans e essa proposta se apresenta como uma alternativa para auxiliar na prevencao contra
infeccdes causadas pela bactéria. A eficacia antibacteriana desses extratos pode fornecer subsidios
para a substituicdo de componentes quimicos antibacterianos na composicdo de cremes dentais e
demais produtos de higiene bucal. O objetivo desta pesquisa, portanto, foi avaliar o potencial
antibacteriano dos extratos de P. guajava, Phalaenopsis sp., S. aromaticum e C. verum contra o S.
mutans in vitro.

A pesquisa foi realizada no Laboratdrio de Microbiologia Aplicada da Universidade do Estado
de Minas Gerais — Unidade Ibirité (LAMAP). Todas as etapas foram realizadas em Capela de Fluxo
Laminar, evitando contato e contaminag¢do do meio externo.

A cepa inicial de Streptococcus mutans (ATCC 31989) foi doada pelo Laboratério de
Microbiologia Oral e Anaerobios do Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais, sendo em seguida encaminhada para o
Laboratorio de Microbiologia Aplicada da Universidade do Estado de Minas Gerais — Ibirité. O

Pagina 2 de 8



Azevedo, Reis & Casteluber

cultivo do Streptococcus mutans foi realizado em &gar Mueller Hinton, mantido em estufa
bacterioldgica a 37° C por 48 horas em microaerofilia e submetido ao teste de Coloragdo de Gram,
segundo manual do Ministério da Saude (2001), para confirmagdo do microrganismo teste (Freire et
al., 2014; Carvalho, 2016).

Para o preparo dos extratos, foram utilizadas as folhas de Psidium guajava (goiabeira); as
flores de Phalaenopsis sp. (orquidea) com todas as estruturas; o botdo seco da flor de Syzygium
aromaticum (cravo-da-india) e as cascas de Cinnamomum verum (canela-do-Ceildo). Os
componentes vegetais de P. guajava e Phalaenopsis sp. foram obtidos na forma in natura na horta e
no pomar do Laboratdrio de Botanica da Universidade do Estado de Minas Gerais — unidade de Ibirité.
Os componentes vegetais de S. aromaticum e C. verum foram adquiridos comercialmente em uma
loja de produtos naturais do Mercado Central de Belo Horizonte.

A aquisicéo dos extratos vegetais foi feita de acordo com o protocolo para obtencao de extratos
proposto pela Farmacopeia Brasileira (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria [Anvisa], 2018).
Apos higienizacdo, as partes vegetais utilizadas, como folhas, flores e cascas, foram fracionadas em
pequenos fragmentos e maceradas em etanol (70% v/v), a cada 1g de material vegetal, foram
adicionados 5mL de alcool de cereais. O macerado foi armazenado por sete dias, em frasco ambar,
temperatura ambiente e, na auséncia de luz, apds esse periodo, filtrado em filtro de papel e
armazenado para uso posterior.

Para realizacdo dos testes que avaliaram a atividade antibacteriana dos extratos sobre S.
mutans, foi obtida uma suspensdo da bactéria de interesse pelo protocolo experimental a seguir.
Inicialmente, uma alcada desse microrganismo, retirada de uma cultura desenvolvida em placa de
Petri, foi inoculada em 50 mL de caldo Mueller Hinton. A suspensdo foi agitada e em seguida
incubada por 12 horas a 37° C em microaerofilia. Depois do crescimento do indculo, a suspenséo foi
centrifugada a 1500 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido
em 15 mL de caldo Mueller Hinton.

A concentragdo bacteriana foi ajustada de modo a obter 5x10° UFC mL para plagueamento,
conforme descrito por Veloz, Alvear e Salazar (2019). Para realizacao do teste de disco-difusdo em
agar, o S. mutans foi inoculado no agar Mueller Hinton pela técnica de espalhamento. Discos de papel
filtro de 6 mm de diametro, previamente embebidos nos extratos a serem testados, foram dispersos
sobre a placa. Os discos continham separadamente os extratos de folhas de Psidium guajava
(goiabeira) (10 ug por disco); Phalaenopsis sp. (orquidea) (10 pg por disco); Syzygium aromaticum
(cravo da india) (10 pg por disco) e Cinnamomum verum (canela do Ceildo) (10 pg por disco);
amoxicilina na concentra¢do de 10 pg por disco, consoante a Sanchez, Varona, Ortega e Ciddaro
(2015) (controle positivo) e alcool 70% (v/v) (controle negativo) (10 pg por disco). O alcool foi
utilizado como controle negativo para demonstrar que a eficacia dos extratos se devia as propriedades
antibacterianas desses e nao ao alcool presente nos extratos.

As placas foram incubadas por 12 horas em estufa bacteriol6gica a 37° C em anaerobiose.
Foram realizados sete testes em triplicata. As zonas de inibigdo do crescimento bacteriano foram
medidas ap06s o tempo de incuba¢do com o auxilio de um paquimetro e os dados conseguidos foram
analisados pelo programa Graph Pad Prism 5.0 pelo teste estatistico TwoWayANOVA.

Os testes de concentracdo inibitéria minima (CIM) foram realizados de acordo com a
metodologia descrita por Carvalho (2016) com modificacdes, utilizando 0 método de microdiluicdo
em microplacas de 96 pocos, com todos os extratos testados em duplicata. Para a diluicéo, foi
utilizado meio Mueller Hinton liquido esterilizado, adicionando 100 pL em cada pogo. As
concentracdes desejadas dos extratos eram 200 mg. mL?, 100 mg. mL?, 50 mg. mL%, 25 mg. mL™,
12,5 mg. mL?, 6,25 mg. mL?, 3,125 mg. mL? e 1,5625 mg. mL™. A fim de obté-las 100 uL do
extrato, foi depositado, no primeiro pogo, homogeneizado, sendo retirado 100 pL e colocado no poco
seguinte. O processo foi repetido até chegar a concentragdo de 1,5625 mg. mL™ no Gltimo pogo,
obtendo, assim, oito concentracdes diferentes para os extratos testados. Foi feita a dilui¢cdo do alcool
70% (v/v) (controle negativo) e da amoxicilina na concentragéo inicial de 100 mg. mL™ (controle
positivo).
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A microplaca foi incubada sob microaerofilia (método de chama de vela) em estufa
bacterioldgica a 37° C por 12 horas (Melo et al., 2006). Apds a incubacéo, foi realizada a leitura da
placa na leitora de microplacas TP — Reader NM Thermo Plate no comprimento de onda de 630 nm.
Os resultados foram registrados. O programa Excel (2013) foi utilizado para analise dos dados.

A andlise estatistica foi feita através do Programa Graph Pad Prism 5.0, ferramenta Two-
wayANOVA, realizando a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (P <
0,05).

Os extratos de Psidium guajava (goiabeira), Phalaenopsis sp. (orquidea), Syzygium
aromaticum (cravo-da-india) e Cinnamomum verum (canela-do-Ceildo) foram capazes de inibir o
crescimento de Streptococcus mutans, com CIM de 50 mg. mL™, 100 mg. mL™?, 50 mg. mL? e 50
mg. mL respectivamente (Figura 1).

Figura 1. Ensaio da Atividade Antibacteriana por método de disco- difusdo em Agar. Zonas de
inibicdo para Psidium guajava (goabeira) (G - 1) (24 mm, 16 mm, 15 mm); Phalaenopsis sp.
(orquidea) (O — 2) (6 mm, 5 mm, 14 mm); Syzygium aromaticum (cravo da india) (I — 3) (8 mm,
6 mm, 7 mm), Cinnamommum verum (canela do Ceildo) (C — 4) (7 mm, 7 mm, 10 mm),
Amoxicilina (controle positivo - +) (33 mm, 25 mm, 29 mm) e alcool 70% (controle negativo)
(sem zona de inibicao).

Fonte: Os autores.

Foram realizados sete testes de disco-difusdo, em triplicata, nos quais as zonas de inibicéo,
apos 12 horas de incubacgdo em estufa bacterioldgica, foram medidas com auxilio de um paquimetro.
A média das zonas de inibicdo em cada extrato testado esta expressa na Tabela 1.

Depois de sete (7) testes em triplicata, as zonas de inibi¢cdo do crescimento bacteriano foram
medidas e as médias descritas em mm. O extrato de P. guajava obteve média de zonas de inibicdo
entre 12 mm e 20 mm. J& o extrato de Phalaenopsis sp. teve média de zonas de inibicdo entre 6 mm
e 9 mm. Para o extrato de S. aromaticum, a média de zonas de inibi¢do ficou entre 6 mm e 10 mm.
Por sua vez, o extrato de C. verum com média de zonas de inibi¢do entre 7 mm e 8 mm.
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Tabela 1
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Distribuicdo das médias dos Diametros das Zonas de inibicdo do crescimento de S.
mutans (mm).

P.guajava Phalaenopsissp. S.aromaticum  C.verum Amoxicilina Alcool 70%

Teste 1
Teste 2
Teste 3
Teste 4
Teste 5
Teste 6
Teste 7

16 mm
19 mm
14 mm
20 mm
17 mm
12 mm
16 mm

9 mm 6 mm 8 mm 33 mm
6 mm 8 mm 8 mm 27 mm
7 mm 7 mm 8 mm 30 mm
6 mm 7 mm 8 mm 35 mm
6 mm 10 mm 8 mm 34 mm
6 mm 6 mm 7 mm 27 mm
6 mm 7 mm 8 mm 28 mm

0 mm
0 mm
0 mm
0 mm
0 mm
0 mm
0 mm

Fonte: Os autores.
Notas: A Tabela expressa as médias das zonas de inibigdo conquistadas nos sete (7) testes realizados para os extratos
de P. guajava, Phalaenopsis sp., S. aromaticum, C. verum, controle positivo e negativo.

Os dados alcangados demonstram que o extrato de P. guajava (goiabeira) com zonas de
inibicdo de 12 a 20 mm de diametro foi o0 que apresentou maior capacidade de inibicao do crescimento
de S. mutans, com diferencas estatisticas relevantes (p<0,001) quando comparado aos extratos de
Phalaenopsis sp. (orquidea) (zonas de inibicdo de 6 mm de diametro), S. aromaticum (cravo-da-india)
(p<0,01) (zonas de inibicdo de 8 mm de diametro) e C. verum (canela-do-Ceil&o) (p<0,01) (zonas de
inibicdo de 8 mm), mostrando ser mais eficaz na inibicdo da bactéria em estudo. A analise estatistica
demonstra a eficcia entre os extratos testados (Figura 2).
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Figura 2. Eficacia dos extratos testados como
inibidores de Streptococcus mutans. O grafico
mostra a diferenca estatistica da media das
zonas de inibicdo entre os extratos testados e

0s controles positivo e negativo.
Fonte: Os autores.
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O extrato de P. guajava apresentou diferenca estatistica entre todos os extratos testados e 0s
controles. P. guajava e Phalaenopsis sp.: diferenca estatistica de p<0,001. P. guajava e S.
aromaticum: diferenca estatistica de p<0,01. P. guajava e C. verum: diferenca estatistica de p<0,01.
P. guajava e Amoxicilina: diferenca estatistica de p<0,0001. P. guajava e Alcool 70 %: diferenca
estatistica de p<0,0001. Os demais extratos apresentaram auséncia de diferenca estatistica entre si ou
entre o controle negativo.

Quando comparado ao controle positivo com relacdo a inibicdo apresentada pelo extrato de
goiabeira, demonstrou ineficacia quanto a amoxicilina (p<0,0001). No estudo de Alves, Queiroz, J.
V. Pereira e Pereira (2009), o extrato de P. guajava foi capaz de inibir bactérias que colonizam a boca
com CIM de 1:4, além de alguns géneros de Candida, com CIM de 1:32. Brighenti et al. (2008)
ponderaram que outras espécies do género Psidium possuem potencial antimicrobiano contra S.
mutans. O extrato aquoso da folha de P. guajava também possui efeitos em bactérias cariogénicas,
sendo capaz de prevenir o aparecimento de caries em ratos, segundo resultados do trabalho de
Menezes, Delbem, Brighenti, Okamoto e Gaetti-Jardim (2010). No presente estudo, a CIM para P.
guajava encontrada foi de 50 mg. mL%. Ainda assim, o fato de o extrato de goiabeira ter sido capaz
de inibir a bactéria em estudo representa uma alternativa em tempos em que 0s microrganismos tém
se mostrado cada vez mais resistentes aos antibiéticos sintéticos amplamente utilizados.

No que concerne ao extrato de orquidea, Bertolino (2015) apresentou inibi¢do utilizando
extratos de espécies de orquideas diferentes de Phalaenopsis. Orquideas do género Dendrobium
apresentaram melhor inibicdo de Enterococcus faecalis e Escherichia coli na concentracdo de 50
mg/mL, sendo o extrato de orquideas do género Cymbiduim capaz de inibir Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa também na concentracdo de 50 mg/mL. Nao
foram relatadas pesquisas a respeito de atividade antibacteriana contra S. mutans com essa espécie
vegetal. Porém, na pesquisa em questdo, a CIM do extrato dessa planta foi de 100 mg. mL™.

O o6leo essencial de S. aromaticum (cravo-da-india) foi utilizado por Nogueira, Diaz, Tagami
e Lorscheide (2007) para inibir o crescimento de Streptococcus mutans e Lactobacillus casei e, no
teste de difusdo em agar com o S. mutans, foram observadas zonas de inibicdo de 9 mm. Nesta
pesquisa, foram observadas zonas de aproximadamente 8 mm e CIM de 50 mg. mL™ para o extrato
de mesma espécie vegetal. Ressalta-se que, neste estudo, foi utilizado o extrato alcodlico, tendo facil
acesso e melhor custo-beneficio.

Quanto ao extrato de C. verum, pesquisadores constataram o potencial inibitério da espécie.
Carvalho (2016) demonstrou a acdo inibitéria de C. verum contra S. mutans com zonas de inibicao
de aproximadamente 8 mm de didmetro no ensaio de atividade antimicrobiana. Neste artigo, foram
averiguadas as zonas de inibicdo de mesmo diametro nos testes realizados. Ja a CIM do estudo
relatado foi menor do que na pesquisa atual, sendo 0,156 mg. mL™* para o primeiro caso e 50 mg. mL"
! no segundo caso. Vale ressaltar que o estudo conduzido por Carvalho (2016) utilizou do 6leo
essencial de C. verum e este apresenta concentracdo maior de compostos antibacterianos quando
comparado ao extrato bruto da planta.

Todos os extratos testados como potenciais inibidores do crescimento de S. mutans
apresentaram zonas de inibigdo. Além disso, os valores de CIM dos extratos de P. guajava,
Phalaenopsis sp., S. aromaticum e C. verum estados foram satisfatorios tendo em vista que o extrato
bruto possui menos componentes antibacterianos comparados ao 6leo essencial desses vegetais. No
entanto, o extrato com melhor resultados para ambas as metodologias utilizadas (teste de disco-
difusdo em agar e ensaio da concentracdo inibitoria minima) foi o extrato de P. guajava, pois
apresentou maiores zonas de inibicao.

Os resultados indicaram que os extratos de P. guajava, Phalaenopsis sp., S. aromaticum e C.
verum possuem potencial acdo antibacteriana frente a cepas de S. mutans, verificados por meio de
zonas de inibicdo do crescimento bacteriano. Nenhum dos extratos vegetais testados foi
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estatisticamente semelhante ou superior ao potencial de inibicdo do antibidtico testado, a
Amoxicilina. Os dados encontrados neste trabalho permitem propor que novos testes utilizando o
6leo essencial de P. guajava possam ser analisados contra 0 S. mutans, uma vez que, nos testes in
vitro, esse foi 0 extrato que apresentou melhor atividade antibacteriana. Assim, esse extrato torna-se
a melhor opcéo para futuras pesquisas, com intuito de viabiliza-lo como potencial componente de
produtos de higiene bucal, podendo ser usado tanto para tratamento quanto para profilaxia da
formacdo de carie dental.
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