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Resumo

Objetivo: avaliar a atividade antibacteriana in vitro das
tinturas hidroalcodlicas das folhas de alecrim (Rosmari-
nus officinalis L.) e espinheira-santa (Maytenus ilicifolia
Mart.) contra as bactérias bucais. Materiais e método: as
bactérias utilizadas no estudo foram Streptococcus mu-
tans (ATCC 25175), Streptococcus oralis (ATCC 10557),
Streptococcus  salivarius (ATCC 9758), Enterococcus
faecalis (ATCC 29212) e Eikenella corrodens (ATCC
23834). Efetivou-se a diluicdo das tinturas desde 1:1
(forma pura) até 1:64 em alcool 70%, que esta presente
na férmula das tinturas fitoterapicas. Agua destilada e
alcool 70% foram escolhidos como controles negativos,
e clorexidina 0,12% como o positivo. As cepas foram
reativadas em agar Brain Heart Infusion (BHI) e semea-
das em agar sangue com BHI. Os testes de sensibilidade
foram realizados e as amostras foram incubadas em mi-
croaerofilia (37°C) durante 48 horas. O estudo foi reali-
zado em duplicata e os halos foram mensurados com o
auxilio de um paquimetro manual e contabilizados por
média. Resultados: o controle positivo apresentou halos
que variaram de 15 mm a 19 mm, a tintura de Maytenus
ilicifolia ndo apresentou atividade antibacteriana nos or-
ganismos testados neste estudo, e a tintura de Rosmari-
nus officinalis L. obteve halos de inibicdo até 1:16 em S.
mutans (7 mm) e 1:8 para E. faecalis (7 mm). Conclusao:
a tintura de alecrim apresentou atividade antibacteriana
para as cepas de Streptococcus mutans e Enterococcus
faecalis, ndo foi constatado esse efeito para a tintura de
espinheira-santa sobre as linhagens testadas no estudo.

Palavras-chave: Microbiologia. Fitoterapia. Antibacte-
riano.

Introducao

Nas udltimas décadas, o interesse pela fitotera-
pia aumentou consideravelmente entre usuadrios,
pesquisadores e servicos de saude!. O processo de
reconhecimento cientifico mundial da utilizacéo de
medicamentos fitoterdpicos é antigo, e desde a De-
claracdo de Alma-Ata, em 1978, tem expressado a
sua posicdo a respeito da necessidade de valorizar a
utilizacdo de plantas medicinais no 4mbito sanita-
rio e na atengdo basica a satde? Nessa declaracio,
a Organizacdo Mundial da Saude reconhece que
80% da populacido dos paises em desenvolvimento
utilizam praticas tradicionais nos seus cuidados ba-
sicos de saude, e 85% usam plantas medicinais ou
preparacgoes dessas!.

Portanto, trabalhos que visem a utilizacdo de
fitofarmacos ou produtos medicinais a base de par-
tes de plantas merecem destaque no 4mbito social
e cientifico, pela potencialidade de subsidiar trata-
mentos de diferentes agravos existentes nas mais
diversas areas da satude. Avaliar a atividade antimi-
crobiana surge como teste para verificar a hipétese
de acdo de produtos fitoterdpicos para a realizacdo
de testes posteriores mais especificos e precisos?.

Nessa perspectiva, o alecrim, Rosmarinus offici-
nalis L., pertencente a familia Lamiacez, é nativo
da regido mediterrdnea, embora cres¢a em diversos
tipos de solos, em regides de até 2.800 metros de
altitude. Trata-se de um arbusto aromatico, perene,
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que atinge até 1 metro de altura, com caule lenho-
so, folhas simples, opostas, lineares e de até 3,5 cm.
Popularmente chamado de alecrim (portugués), ro-
mero (espanhol), rosemary (inglés), romarim (fran-
cés) ou rosmarino (italiano)*, é uma planta utilizada
desde os tempos antigos para fins medicinais por
sua reconhecida acfdo antisséptica’®, antirreumati-
cab, anti-inflamatéria e suas propriedades anties-
pasmédicas’.

Extratos e tinturas de Rosmarinus officinalis
L. apresentam ainda propriedades importantes,
como acdo de protecdo hepatica®, antidiabética®,
antiulcerosal® e efeitos antidepressivos!'. Estudos
detalhados sobre a sua composicdo afirmam que os
principais compostos antioxidantes identificados
séo acido carnésico, carnosol, abietanos diterpenos,
dcido rosmarinico e éster dcido hidroxicindmico®.
E relatado que essa planta tem grande quantida-
de de compostos fendlicos e elevada atividade an-
timicrobiana contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, devido a ac¢do do acido carnésico e
do carnosol®. No entanto, as atividades antimicro-
bianas nao foram profundamente caracterizadas e
mensuradas!4.

Maytenus ilicifolia Mart. é pertencente a Celas-
tracese, uma familia pantropical nativa da regido
sul do Brasil, Paraguai, Uruguai e norte da Argen-
tina. A planta é um pequeno arbusto medicinal que
cresce a uma altura de até 5 metros, com foll}as e
frutos que se assemelham aos do azevinho. E po-
pularmente conhecida como espinheira-santa (holy
spine), cancerosa, cangorosa, maiteno e espinheira
divina (divine spine)®.

A espinheira-santa é amplamente empregada na
medicina tradicional em muitos paises da América
do Sul, suas folhas sdo comumente utilizadas como
remédio para doencas gastrointestinais, incluindo
dispepsia e tlceras gastricas!®. Remédios com essa
planta sdo encontrados no comércio local, com apre-
sentacdo em capsulas, p6s, folhas secas, ou como
preparacoes aquosas ou aquoso-alcoélicas. Ao ana-
lisar a composi¢édo quimica, a comprovada presenca
de metabdlitos fendlicos, tais como taninos conden-
sados, flavonoides e triterpenos'®, poderia justificar
o uso de algumas espécies de Maytenus como medi-
camento anti-inflamatoério e no combate a ulceras.
Essas funcgbes sdo corroboradas cientificamente e
abrem espaco para a utilizacdo dessa tintura para
esses agravos. Quanto a atividade antiulcerogénica,
destaca-se a acdo de protecdo semelhante a obser-
vada com a cimetidina, um reconhecido antagonista
do receptor da histaminal.

Portanto, devido as importantes atividades pro-
movidas pelas plantas alecrim (Rosmarinus offi-
cinalis L.) e espinheira-santa (Maytenus ilicifolia
Mart.), este estudo justifica-se por complementar a
literatura cientifica atual ao testar a acdo dessas
plantas sobre bactérias orais de diferentes grupos
nos quais a atividade antibacteriana é pouco ou
néo é relatada. Nessa perspectiva, objetivou-se ava-
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liar a atividade inibitéria em bactérias in vitro das
tinturas de alecrim (Rosmarinus officinalis L.) e
espinheira-santa (Maytenus ilicifolia Mart.) contra
as cepas comumente encontradas em meio bucal,
Streptococcus mutans (ATCC 25175), Streptococcus
oralis (ATCC 0557), Streptococcus salivarius (ATCC
9758), Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e Eike-
nella corrodens (ATCC 23834).

Materiais e método

Trata-se de um estudo com técnica de documen-
tacdo direta laboratorial e com procedimento esta-
tistico descritivo.

As tinturas hidroalcodlicas de alecrim (Rosma-
rinus officinalis L.) e espinheira-santa (Maytenus
ilicifolia Mart.) foram adquiridas em uma farma-
cia de manipulacéo fitoterapica na cidade de Joéo
Pessoa, PB. Ao analisar o laudo técnico, verificou-se
que as formulagdes se encontram comercialmente
com uma dilui¢do prévia industrial de 20% em éalco-
ol 70%. Tal concentragéo, incialmente ja diluida em
20%, foi adotada como a concentragdo pura neste
estudo. Portanto, para evitar possiveis vieses nos
resultados, optou-se por adotar o dlcool 70% como
um dos controles negativos do estudo. Efetivou-se
a diluicdo das tinturas desde 1:1 (forma pura) até
1:64 (D6 — sexta dilui¢cdo) em dlcool 70%, por estar
presente na formulacdo prévia das tinturas fitote-
rapicas.

Outro controle negativo utilizado foi a 4gua des-
tilada, que é comprovadamente ineficaz no combate
quimico as bactérias. Como controle positivo foi uti-
lizado o digluconato de clorexidina 0,12% sem alcool
(Periogard®), por ter uma concentracéo 6tima para
a cavidade bucal.

Para a etapa microbiolégica, foram utiliza-
das cepas de Streptococcus mutans (ATCC 25175),
Streptococcus oralis (ATCC 10557), Streptococ-
cus salivarius (ATCC 9758), Enterococcus faecalis
(ATCC 29212) e Eikenella corrodens (ATCC 23834),
que foram reativadas em BHI caldo — Brain Heart
Infusion (DIFCO®, Sdo Paulo, SP, Brasil). Os micro-
-organismos foram obtidos do Laboratério de Ma-
teriais de Referéncia do Instituto Nacional de Con-
trole de Qualidade em Satude (Fundagcdo Oswaldo
Cruz, Rio de Janeiro, RdJ, Brasil) e disponibilizados
pelo Laboratério de Microbiologia Oral, localizado
no Ntcleo de Medicina Tropical do Centro de Cién-
cias da Saude da Universidade Federal da Paraiba,
Jodo Pessoa, PB, Brasil.

A escala 0,5 de McFarland (1,5 x 10® micro-orga-
nismos/mL) foi adotada para a preparacdo dos iné-
culos, que foram diluidos até atingir a concentracéo
de 5 x 10% micro-organismos/mL. A semeadura de
50 pl dos micro-organismos foi realizada homoge-
neamente em cada placa de Petri com auxilio de
swabs descartaveis. O teste de susceptibilidade foi
realizado utilizando o método de difusdo em dgar e
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as placas com inéculo foram incubadas a 37°C, em
microaerofilia, por 48 horas.

Para a difusdo em 4gar, foram realizados pocos
com ponteiras estéreis e inserido em cada 50 pl da
substancia teste. O estudo foi realizado em duplica-
ta e os halos de inibi¢do foram mensurados com o
auxilio de um paquimetro manual. Os escores finais
foram obtidos pela média do didmetro (em milime-
tros) dos halos de inibi¢cdo de crescimento bacteria-
no e os dados foram analisados descritivamente.

Resultados

Rosmarinus officinalis L. foi a inica planta que
promoveu atividade antibacteriana sobre as cepas
de Streptococcus mutans e Eikenella corrodens, com
halos de inibicdo até a concentracéo de 14,0625 mg/

mL (7 mm). Em S. salivarius e E. faecalis, foi encon-
trada agdo antimicrobiana semelhante, com forma-
cdo de halos médios de 7 mm de didmetro na con-
centracdo de 14,0625 mg/mL. Em S. oralis, a acédo
realizada ocorreu até a diluicdo de 1:8 (112,5 mg/
mL), com uma média de halos de inibi¢do de 7 mm.

Os controles negativos (alcool 70% e dgua desti-
lada) ndo influenciaram no crescimento bacteriano,
e o controle positivo apresentou os maiores halos de
inibicdo, destacando-se halos de 19 mm para Strep-
tococcus oralis (Tabela 1).

Maytenus ilicifolia Mart. obteve uma atividade
mais discreta e destacou-se por impedir o cresci-
mento bacteriano até a concentracdo de 112,5 mg/
mL, com um halo médio de 7,5 mm para E. faecalis.
Para S. oralis e salivarius, a atividade encontrada
ocorreu até 225 mg/mL, promovendo a formacgédo de
halos médios de 7 mm de didmetro.

Tabela 1 — Média dos halos de inibicao do crescimento (em milimetros) das tinturas fitoterdpicas das folhas do alecrim e da espinheira-santa e

dos controles frente as cepas bacterianas testadas

Halos de inibicao (mm)

o N2 cp 900 mg/mL 450 ) 225 ) 1 12,5L 56,25L 28,1ZE 14,062L5
=0 e | e | e | W | T i
Tintura de Rosmarinus officinalis L. (alecrim)
S. mutans 0 0 16 9 8,5 8 8 7,5 7 7
S. oralis 0 0 16 8 7,5 7 7 0 0 0
S. salivarius 0 0 13 9,5 9 8,5 8 8 7,5 7
E. faecalis 0 0 15 9 8,5 8,5 8 7,5 7,5 7
E. corrodens 0 0 14 7,5 7,5 7,5 7,3 71 7 7
Tintura de Maytenus ilicifolia Mart. (espinheira-santa)
S. mutans 0 0 16 0 0 0 0 0 0 0
S. oralis 0 0 16 9 7 0 0 0 0 0
S. salivarius 0 0 13 7 7 0 0 0 0 0
E. faecalis 0 0 15 9 8,5 8 7,5 0 0 0
E. corrodens 0 0 14 0 0 0 0 0 0 0

Fonte: elaboragéo dos autores com base nos dados da pesquisa.

Nota: CN1 = controle negativo 1: agua destilada; CN2 = controle negativo 2: alcool 70%; CP = controle positivo: digluconato de clorexidina 0,12% sem alcool;

1:X grau de dilui¢do da tintura em &lcool 70%.

Discussao

Os testes com agentes antimicrobianos sobre
bactérias orais plancténicas podem qualificar o
agente para tratamento de infecgoes orais biofilme-
-dependentes ou desqualifica-lo, caso esses testes
demonstrem resultados negativos!’. Assim, este es-
tudo foi desenvolvido em razdo dos poucos estudos
existentes na literatura que avaliam a acdo antibac-
teriana das tinturas hidroalcodlicas de Rosmarinus
officinalis e de Maytenus ilicifolia sobre bactérias
bucais.

Para as analises, foi empregado o alcool 70%
como controle negativo devido a substincia estar
presente na composicédo das tinturas hidroalco6li-
cas. E importante destacar que, devido a resistén-
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cia bacteriana ao alcool, o efeito antimicrobiano
das tinturas analisadas no presente estudo néo foi
influenciado pelo veiculo utilizado na sua fabrica-
cdo. Essa constatagdo decorre da auséncia de ativi-
dade bacteriana do alcool 70%, que é corroborada
em estudo anterior3. A atividade encontrada com
a tintura de Rosmarinus officinalis L. é conside-
rada reduzida, pois apresentou didmetro maximo
dos halos de inibicdo de apenas 9 mm, 8 mm em
sua forma pura (1:1), e acdo até 1:16 e 1:8 (ambos
com 7 mm) para Streptococcus mutans e Entero-
coccus faecalis, respectivamente. Considerando o
desenho metodolégico do estudo, constatou-se que
a acdo antibacteriana da tintura mostrou-se infe-
rior a registrada para o digluconato de clorexidi-
na 0,12% (que atingiu didmetros maximos de 19
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mm em sua forma pura comercial). Esses achados
apontam que a tintura de Rosmarinus officinalis
apresenta fraca atividade bacteriana sobre as ce-
pas em teste.

Os resultados dos estudos laboratoriais podem
nao refletir o efeito real de um material quando
aplicado em uma condi¢édo in vivo®. Portanto, os
dados obtidos ndo devem ser extrapolados para
uma situacgéo clinica por varios motivos, como dilui-
cdo do composto em saliva, pH bucal, temperatura,
além do fato de que o estudo abrange bactérias iso-
ladamente, diferentemente da condi¢do bucal em
que o biofilme apresenta cadeia complexa de micro-
-organismos. Com base nos resultados obtidos, que
comprovam a fraca atividade da tintura de Mayte-
nus ilicifolia, estudos complementares e ensaios
clinicos com esse produto mostram-se pouco pro-
missores. Todavia, ressalta-se que a parte utilizada
para a tintura é a folha, sendo, portanto, arriscado
afirmar que toda a planta néo apresenta atividade
antibacteriana contra as bactérias estudadas.

Além disso, 6leos essenciais, extratos e tinturas
de alecrim apresentam elevada diferenca em suas
atividades antimicrobiana e antioxidante. Essas
disparidades sdo associadas com a composi¢do qui-
mica e com as variagdes da prépria espécie’®.

Certos fatores, como local de origem!®, ambien-
te e condi¢oes agrondmicas?’, periodo da colheita?,
estagio de desenvolvimento das plantas?? e método
de extracdo?, influenciam a eficacia dessas pro-
priedades e podem explicar a reduzida atividade
antibacteriana da tintura de Rosmarinus officina-
lis L. e da auséncia de atividade de Maytenus ili-
cifolia Mart.

Em estudo que avaliou os quimiotipos da Ros-
marinus officinalis L., a atividade antibacteriana
foi evidente contra bactérias encontradas comu-
mente em alimentos e que podem ocasionar infec-
¢oes e problemas enterais, como Staphylococcus au-
reus, Escherichia coli, Salmonella typhimurium e
Listeria monocytogenes?. Este estudo ainda indica
que o quimiotipo, que é uma variacdo biolégica de
uma planta ocasionada por fatores externos, como
luz solar, calor, temperatura ou condi¢des meteoro-
légicas, é determinante para a atividade antibac-
teriana, existindo a necessidade de definir e isolar
que quimiotipo ou ordem de abundéncia dos com-
ponentes ativos seriam responséaveis pela obtencéo
de melhores escores de atividade antimicrobiana.

Ha4 ainda evidéncia de atividade antibacteriana
do alecrim contra o Staphylococcus epidermidis, Ba-
cillus subtilis, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeru-
ginosa?® e espécies de Listeria (ivanovii, monocyto-
genes, grayi, innocua e monocytogenes, essa em oito
subtipos)!*, além dessas, hd acdo antifingica em
Candida albicans e Aspergillus niger®. Em estudo
anterior, avaliou-se uma possivel atividade diante
de outras importantes bactérias do biofilme oral:
Streptococcus mutans, Lactobaccilus casei (agdo até
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1:4 com 11 mm), S. sanguinis, S. sobrinus (halos de
15 mm, para ambas, apenas na solugdo 1:1) e S. mi-
tis (sem acgdo inibitéria)®. O atual estudo demostrou
maior efetividade residual diante de S. mutans, pois
o alecrim expressou acdo até 1:16 (7 mm).

Este estudo também avaliou a agdo contra ou-
tras importantes bactérias do biofilme dentario:
Streptococcus sanguinis, S. mitis, S. sobrinus e Lac-
tobaccilus casei (agdo apenas na ultima, 1:1 com 17
mm, até 1:4 com 11 mm)?5,

Escassos sdo os estudos cientificos na literatura
que abordam a atividade antibacteriana da tintura
de Maytenus ilicifolia sobre bactérias presentes na
cavidade oral. Em adicdo, diferentes sdo as meto-
dologias laboratoriais utilizadas, o que dificulta a
comparacdo entre os resultados obtidos, indicando
a necessidade de estudos posteriores que compro-
vem ou refutem os achados registrados no presente
trabalho. Em estudo realizado com Streptococcus
mutans, S. oralis, S. mitis e Staphylococcus aureus,
coletadas de cdes e semeadas em meios de cultu-
ra, foi encontrada acdo antimicrobiana. No entanto,
devido as consideraveis diferencas entre bactérias
orais da mesma espécie presentes em cées e em hu-
manos, torna-se temeraria a comparacgio com os re-
sultados encontrados neste estudo®.

Em complementacéo, resultados distintos, em-
bora incomuns, podem ocorrer devido a interferén-
cias externas que podem incidir sobre as plantas,
como a regido geografica de origem e o processo de
formulacéo das tinturas e estocagem. Contudo, es-
sas condi¢cdes ndo comprometem o estudo, pois os
fatores anteriormente elencados ndo sio passiveis
de controle, optando-se, no presente estudo, pela
utilizacdo de uma formulagdo pronta, acompanhada
do respectivo laudo técnico.

Diante do exposto, embora estudos in vitro
sofram criticas por apresentarem resultados po-
tencialmente superestimados devido as condig¢oes
ideais de crescimento bacteriano e de a¢édo da subs-
tdncia a ser testada (ndo ha influéncia de fatores
externos como pH, saliva, temperaturas instaveis,
dentre outras caracteristicas presentes na cavidade
oral), eles orientam o desenvolvimento de posterio-
res estudos clinicos contribuindo para a defini¢do de
quais substéncias, compostos ou formulacdes apre-
sentam potencial acdo antibacteriana.

Conclusao

A tintura fitoterapica de alecrim (Rosmarinus
officinalis L.) apresentou fraca atividade antibacte-
riana em amostras de Streptococcus mutans e Ente-
rococcus faecalis, ndo sendo constatado esse efeito
para a tintura de espinheira-santa (Maytenus ilici-
folia) sobre as linhagens testadas no estudo.
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Abstract

Objective: To assess in vitro antibacterial activity of
hydroalcoholic tinctures from leaves of rosemary (Ros-
marinus officinalis L.) and espinheira-santa (Maytenus
ilicifolia Mart.) on oral bacteria. Materials and Method:
Streptococcus mutans (ATCC 25175), Streptococcus
oralis (ATCC 10557), Streptococcus salivarius (ATCC
9758), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), and Ei-
kenella corrodens (ATCC 23834) were the bacterial
strains used in this study. The dilution of tinctures was
performed, from 1:1 (pure form) up to 1:64 in 70% al-
cohol, which is present in the formula of phytothera-
peutic tinctures. Distilled water and 70% alcohol were
selected as negative controls, and 0.12% chlorhexidi-
ne as positive control. The strains were reactivated in
Brain Heart Infusion (BHI) agar and sowed in blood
agar with BHI. Susceptibility tests were performed and
samples were incubated in microaerophilia (37°C) for
48 h. The study was performed in duplicate, the halos
were measured with the aid of a manual caliper, and
scores were recorded as mean. Results: The positive
control showed inhibition halos ranging from 15 to 19
mm, the Maytenus ilicifolia tincture did not show anti-
bacterial activity on the organisms tested in this study,
and the Rosmarinus officinalis L. tincture obtained inhi-
bition halos of up to 1:16 in S. mutans (7 mm) and 1:8
in E. faecalis (7 mm). Conclusion: Rosemary tincture
showed antibacterial activity on Streptococcus mutans
and Enterococcus faecalis strains, although the same
was not true for espinheira-santa tincture on the strains
tested in the studly.

Keywords: Microbiology. Phytotherapy. Anti-Bacterial
Agent.
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