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RESUMO

Rosmarinus officinalis, pertencente a familia Lamiaceae, € um exemplar da flora medicinal
que possui propriedades terapéuticas atribuidas ao sinergismo de seus constituintes quimicos.
Destacam-se as atividades anti-hipertensiva, digestiva, hipoglicemiante, inibidor das enzimas
acetilcolinesterase e a-amilase e antimicrobiana contra fungos e bactérias. As caracteristicas
bioldgicas do extrato de R. officinalis tém sido amplamente estudadas, resultando na
comprovacao da eficacia inibitoria em relagdo a microbiota bucal. Neste trabalho objetivou-se
desenvolver um fitoterapico de solucdo enxaguatéria bucal contendo o extrato da planta,
avaliando sua eficacia antimicrobiana. Foram realizados os testes de determinacdo de teor de
fenois e flavondides nos extratos de R. officinalis por métodos espectrofotométricos. A acéo
antiaderente foi avaliada através da Concentracdo Inibitéria Minima de Aderéncia.
Formularam-se solugdes contendo Benzoato de Sddio, Sacarina, Propilenoglicol, EDTA
dissédico e Oleo essencial de menta. As concentracdes dos extratos testadas foram 0,1; 5 e
10% de extrato etandlico de R. officinalis e 0,05; 5 e 10% da fracdo hexanica de R. officinalis.
Para avaliar o sinergismo, o extrato etanolico e a fragdo hexanica também foram adicionados
a formulacGes que continham Fluoreto de Sodio 0,05% e Digluconato de Clorexidina 0,12%.
Como branco foi utilizada a formulacdo do enxaguatério sem adicdo do extrato e como
controle a Clorexidina a 0,12%. Nestas formulacdes avaliou-se a capacidade inibitdria frente a
S. mutans (ATCC 25175) e C. albicans (ATCC 10231), empregando o método de difusdo em
agar. Os resultados mostraram presenca da atividade antimicrobiana contra S. mutans e C.
albicans em todas as concentracGes de extrato da planta. A menor concentracdo que impediu a
aderéncia do S. mutans foi 6,25 mg/mL. Dentre as solucdes testadas, apresentou maior
sensibilidade o S. mutans frente a solugdo enxaguatéria com extrato etanélico 5% e fluoreto
de sodio 0,05% e a solugdo enxaguatéria com fracdo hexanica a 10% frente a C. albicans.
Portanto, a formulacdo do enxaguatdrio bucal proposta neste trabalho mostrou ter potencial
antimicrobiano.

Palavras-chave: Rosmarinus officinalis. Atividade antimicrobiana. Atividade antiaderente.
Enxaguatorio bucal. Saude bucal.



ABSTRACT

Rosmarinus officinalis, which belongs to the Lamiaceae family, is a pattern of medicinal flora
that has therapeutic properties attributed to the synergism of its chemical constituents. It is
highlighted its activities in antihypertensive, digestive, hypoglycemic, enzyme
acetylcholinesterase inhibitor and a-amylase and antimicrobial against fungi and bacteria. The
biological characteristics of the extract of R. officinalis have been extensively researched,
resulting in the confirmation of its inhibitory efficacy compared to oral microbiota. The
objective of this research was to develop an herbal mouthwash solution containing the plant
extract, evaluating its antimicrobial efficacy. Tests were performed to determine total phenol
and flavonoid in extracts of R. officinalis, by spectrophotometric methods. The nonstick
action was evaluated by Minimum Inhibitory Concentration of Adherence. Solutions
containing sodium benzoate, saccharine, propylene glycol, disodium EDTA and mint
essential oil were formulated. Concentrations for the extracts tested were 0.1, 5 and 10% of
the ethanol extract of R. officinalis; and 0.05, 5 and 10% of the hexane fraction of R.
officinalis. In order to evaluate the synergism, ethanol extract and hexane fraction were also
added to formulations containing 0.05% Sodium Fluoride and 0.12% Chlorhexidine
Diguclonato. As a white control was used mouthwash formulation without the addition of the
R. officinalis extract, and as positive control the 0.12% Chlorhexidine. In these formulations
was assessed the inhibitory effect against S. mutans (ATCC 25175) and C. albicans (ATCC
10231), using the agar diffusion method. Results revealed the presence of antimicrobial
activity against S. Mutans and C. albicans in all concentrations of plant extract. The lowest
concentration that prevented the adherence of S. mutans was 6.25 mg/mL. Among the
solutions tested, it was observed a higher sensitivity of S. mutans in the presence of
mouthwash solution with 5% ethanol extract and 0.05% sodium fluoride, and in the presence
of the mouthwash solution with hexane fraction at 10% tested wuth to C. albicans. Therefore,
the formulation of the mouthwash proposed in this research has shown antimicrobial activity.

Keywords: Rosmarinus officinalis. Antimicrobial Activity. Adherent activity. Mouthwash

solution. Oral health.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais constituem importante recurso terapéutico no tratamento de
doencas que afetam a salde humana, principalmente em paises emergentes ou em
desenvolvimento, sendo parte da sua cultura popular. Constituem fonte de matéria-prima para
elaboracdo de medicamentos fitoterapicos ou, de extracdo de compostos quimicos,
farmacologicamente ativos (FREITAS, 2000; JUNIOR, et al., 2005).

Fitoterapico, de acordo com a defini¢do constante na legislacdo sanitéria brasileira, é o
medicamento obtido empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas de origem
vegetal. Deve apresentar, caracteristicas como eficacia e conhecimento dos riscos de seu uso,
assim como reprodutibilidade e constancia de sua qualidade (BRASIL, 2004). No entanto,
muitos fatores como a grande variedade de espécies vegetais, a desinformacdo sobre o uso
terapéutico das plantas e o limitado desenvolvimento tecnoldgico para a producdo de
fitoterapicos, podem comprometer a eficacia e a seguranca dos produtos.

A partir do final da década de 1990 ocorreu um aumento significativo de trabalhos de
pesquisa relacionados ao estudo da atividade biolégica com extratos de plantas
(NASCIMENTO et al., 2005; ALVARENGA et al, 2007; ZANIN et al., 2007,
ALBUQUERQUE et al., 2010; BARBOSA et al., 2012). A maioria dos estudos sao testes
isolados com uma ou poucas espécies, geralmente baseados em informacdes
etnofarmacoldgicas (PEREIRA et al., 2004; LOGUERCIO et al., 2005).

A propriedade antimicrobiana de substancias e 6leos essenciais contidas em plantas
como produtos de seu metabolismo especial tem sido reconhecida empiricamente até o
momento presente, sendo confirmada cientificamente. Varios grupos de pesquisadores
estudam a atividade biolégica de plantas medicinais originarias de diversas regides do mundo,
orientados pelo uso popular das espécies nativas (NEWALL et al., 2002; SOUSA et al., 2007;
ALVES et al., 2009; ROSA et al., 2010).

Um amplo estudo pode ser mais efetivo se a investigacdo abranger o potencial
farmacoldgico de varias espécies de um determinado género guiado pelo uso medicinal
popular. Em virtude da biodiversidade presente nos diferentes biomas brasileiros, existe uma
crescente demanda para produtos naturais por industrias farmacéuticas nacionais e
internacionais, que impulsiona as investigacGes cientificas e a busca por drogas naturais
(DUARTE, 2006; SHAN et al., 2007).

Muitas espécies microbianas apresentam resisténcia a maioria das substancias

antimicrobianas, podendo causar sérios prejuizos a saude humana. Incentivo para o
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desenvolvimento de moléculas inéditas a partir de fontes naturais, para obter novos
antibioticos constitui grande avanco para terapias anti-infecciosas (SOUZA e CONCEICAO,
2007).

Rosmarinus officinalis, conhecido popularmente como alecrim, pertence a familia
Lamiaceae, e por possuir potentes propriedades farmacoldgicas tem sido utilizado como
digestivo, anti-hipertensivo, hipoglicemiante, inibidor das enzimas acetilcolinesterase e a-
amilase, além de possuir atividade antimicrobiana contra fungos e bactérias (PORTE e
GODOQY, 2001). Estudos realizados confirmam a presenca da agdo antimicrobiana e
corroboram o uso dessa planta no tratamento e prevencdo de afec¢des causadas por bactérias
(CORDEIRO et al., 2006; SOUZA e CONCEICAO, 2007; TRESSINO e GABRIEL, 2009;
SILVA et al., 2008).

A eficécia de plantas medicinais, como componentes tanto nos géis dentifricios, como
nos enxaguatorios bucais, tem sido investigada para o tratamento de doengas periodontais. Os
resultados sugerem que os ingredientes de origem vegetal podem ser empregados como apoio
a terapia das doencas periodontais e como profilaxia de rotina (FIGUEREDO et al., 2002).

Nesse contexto, este trabalho propde a formulacdo de um enxaguatério bucal com
extrato de Rosmarinus officinalis, corroborando que a utilizacdo de produtos fitoterapicos é
economicamente viavel, mostrando-se como uma alternativa interessante e contribuindo para
melhorar o acesso da populacdo aos cuidados com a prevencdo e tratamento de doencas
periodontais (CORDEIRO et al., 2006).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CARACTERIZACAO DA IMPORTANCIA DOS FITOTERAPICOS

Comparada a diversos paises no mundo, a flora brasileira ainda pouco explorada,
apresenta uma imensa diversidade de espécies vegetais em funcdo dos seus diferentes
ecossistemas. Esta biodiversidade fornece um recurso precioso a ciéncia da saude,
possibilitando o desenvolvimento de novos recursos terapéuticos a populagdo. Muitas plantas
conhecidas popularmente sdo usadas na medicina popular, dentre as quais, espécies com
atividade terapéutica comprovada para o tratamento das infec¢bes bacterianas. No entanto,
devido ao desconhecimento da possivel existéncia da acdo tdxica, bem como de sua indicacédo
adequada, as plantas medicinais sdo muitas vezes usadas de forma incorreta, ndo produzindo o
efeito desejado (PEREIRA et al.,2004).

Para avaliar a seguranca de um medicamento fitoterapico, deve-se considerar o tempo
de uso deste medicamento. Ndo havendo estudos toxicologicos detalhados, € recomendéavel
considerar o uso tradicional como base na avaliacdo de risco, desde que ndo haja evidéncias
de problemas de seguranca. Por isto, faz-se necessaria uma revisdo da literatura a fim de se
verificar se as informacOes de seguranca estdo bem estabelecidas (TUROLLA;
NASCIMENTO, 2006).

E importante ressaltar que, mesmo que uma planta medicinal venha sendo utilizada ha
muito tempo, problemas toxicol6gicos cronicos podem ter ocorrido sem que tenham sido
documentados. Caso ndo existam dados bem esclarecidos, tornam-se necessarios 0s estudos
clinicos, que irdo avaliar as toxicidades agudas oral, dérmica, inalatoria e por doses repetidas
(WHO, 2000).

No inicio da década de 90, a Organizacdo Mundial de Satide (OMS) divulgou que 65 a
80% da populacdo dos paises em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais como
unica forma de acesso aos cuidados basicos de salde. Entretanto, pesquisas realizadas para
avaliacdo do uso seguro de plantas medicinais e fitoterapicos no Brasil ainda séo incipientes,
assim como o controle da comercializacdo pelos orgaos fiscalizadores em feiras livres,
mercados pUblicos ou lojas de produtos naturais (SOUZA e CONCEICAO, 2007; SOUZA,
2010).

Muitas plantas dos biomas brasileiros, tais como o cerrado, a floresta amazénica e a
Mata Atlantica tém sido utilizadas como farmacos naturais pelas populacfes locais no

tratamento de varias doencas tropicais, incluindo esquistossomose, leishmaniose, malaria e



17

infeccbes flngicas e bacterianas (GABRIEL & TRESSINO, 2009). Além disso, muitas
plantas exdticas foram introduzidas no Brasil desde a colonizagéo e incorporadas na medicina
popular (DUARTE, 2006).

Segundo Yunes e Calixto (2001) a industria farmacéutica busca novos farmacos com
potencial agente terapéutico. A sintese de novas substancias a serem bioensaiadas, na busca
por farmacos novos, passou a ser dispendiosa, visto 0 pequeno nimero de novos compostos
que venciam as etapas pré-clinicas e clinicas, chegando ao mercado como medicamentos.
Neste novo cendrio, a industria farmacéutica passou a investir pesadamente em novos
métodos de pesquisa de novas entidades quimicas bioativas, com efetiva poténcia terapéutica.
A biologia molecular e as novas técnicas genéticas permitiram o isolamento e a purificacdo de
muitas enzimas, receptores diretamente associados a processos patoldgicos, representando
auténticos alvos-moleculares para novos farmacos (VIEGAS JR. et al.,, 2006). Estes
progressos permitiram a adogédo de sistemas de testes em batelada, possibilitando que milhares
de novas substancias obtidas, geralmente, por quimica combinatoria, pudessem ser avaliados
in vitro (SHU et al., 1998). Esta nova abordagem promoveu uma auténtica revolucdo na forma
de concepcdo da sintese organica praticada, até entdo, na industria farmacéutica (BARREIRO;
BOLZANI, 2009).

Neste contexto, os produtos naturais vém recuperando espaco e importancia na
industria farmacéutica, como fonte inspiradora de novos padrdes moleculares bioativos. Na
Europa, a fitoterapia j4 é parte da medicina tradicional, sendo que extratos de plantas e
componentes ativos, além de produtos medicinais acabados, estdo descritos em muitas
farmacopeias. Exemplos marcantes da importancia da fitoterapia de origem oriental sdo os
extratos de ginseng e de Hypericum, o fitoterdpico TMPZ-2 obtido do extrato de Ligusticum
chuanxiong, utilizado no tratamento da angina (YUNES et al.,, 2001). O Ginkgo biloba
utilizado no controle de problemas vasculares cerebrais, de memdria e com propriedades
neuroprotetoras ilustra um exemplo de fitoterapico de sucesso (GOLD et al., 2002). Do
extrato da erva-de-Sdo-Jodo (Hypericum perforatum), foi isolada a hipericina, utilizada como
antidepressivo (KATHAWALA, 1984; ROTH et al., 1989).

Na literatura s@o descritas diversas plantas com propriedades medicinais, dentre as
quais, espécies pertencentes a familia Lamiaceae, composta por aproximadamente 252
géneros incluindo Melissa officinalis (erva-cidreira), Ocimum basilicum L. (alfavaca),
Rosmarinus  officinalis L. (alecrim) apresentando  propriedades estimulantes,

antiespasmadicas, anti-sépticas, antifungicas e antibacterianas (PORTE e GODQY, 2001).
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No Brasil, o 6rgao responsavel pela regulamentacdo de plantas medicinais e seus
derivados é a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), autarquia do Ministério
da Saude que tem como papel proteger e promover a saude da populacdo garantindo a
segurancga sanitaria de produtos e servigcos e participando da construcdo de seu acesso
(BRASIL, 1999). Uma das ac¢des realizadas pela ANVISA para garantir a seguranca da salde
da populacgéo € o registro de medicamentos, etapa na qual os mesmos sdo avaliados quanto a
sua seguranca, eficacia e qualidade antes de serem expostos a venda para utilizacdo pela
populagéo.

O registro de fitoterapicos segue o disposto na Lei n° 6.360/73 regulamentado pelo
Decreto n° 79.094/77. Tem como regulamentos especificos a Resolugdo - RDC (Resolucéo da
Diretoria Colegiada) n° 48/04, complementada pelas seguintes: Resolucdo - RE n° 88/04
(Lista de referéncias bibliogréaficas para avaliacdo de seguranca e eficacia), Resolucao - RE n°
89 (Lista de registro simplificado), Resolucdo - RE n° 90/04 (Guia para a realizacdo de
estudos de toxicidade pre-clinica) e Resolugdo - RE n° 91/04 (Guia para realizacdo de
alteracdes, inclusdes, notificacdes e cancelamentos pds-registro) (BRASIL, 2013).

A RDC n°48/2004 determina 0s aspectos essenciais ao registro, como identificacdo
botanica das espécies vegetais utilizadas, padrdo de qualidade e identidade e provas de
eficacia e seguranca que validem as indicacdes terapéuticas propostas (BRASIL, 2004). E
ainda, que todos os testes referentes ao controle de qualidade de fitoterapicos deverdo ser
realizados em redes credenciadas no sistema REBLAS (Rede Brasileira de Laboratorio em
Saude) ou por empresas que possuam certificado de Boas Praticas de Fabricacdo e Controle.
Dentre as exigéncias da Resolucédo, esta a necessidade de controle de qualidade do produto
acabado, com métodos analiticos que incluam perfis cromatograficos e comprovacdo de
seguranca de uso e estudos de toxicidade.

Esta preocupacdo das autoridades regulatérias com a normatizacdo dos medicamentos
fitoterapicos propicia a avaliacdo de aspectos importantes, como a eficacia e seguranca do uso
destes medicamentos. O uso tradicional de diversas plantas medicinais baseado em
conhecimentos populares, aliado a crenca de que, por ser natural, ndo causa reagdes adversas,
fez com que poucas plantas medicinais fossem avaliadas através de estudos pré-clinicos e
clinicos, a fim de comprovar sua eficacia e seguranca (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).
Além disto, sabe-se que muitas plantas medicinais apresentam substancias que podem
desencadear reagOes adversas, seja por seus proprios componentes, seja pela presenga de

contaminantes ou adulterantes presentes nas preparacdes fitoterapicas, exigindo um rigoroso
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controle de qualidade desde o cultivo, coleta da planta, extracdo de seus constituintes, até a
elaboracdo do medicamento final.

Encontra-se aberta a Consulta Publica de n° 14, de 14 de maio de 2013, com o titulo:
Proposta de Instrugcdo Normativa que determina a publicacdo da "Lista de medicamentos
fitoterapicos de registro simplificado" e a “Lista de produtos tradicionais fitoterdpicos de
registro simplificado”, que visa definir a lista de fitoterapicos de registro simplificado. A lista
inclui as espécies que poderdo ser registradas como medicamentos fitoterapicos ou como
produtos tradicionais fitoterapicos, sem a apresentacdo de dados adicionais de seguranca e
eficacia.

As espécies serdo divididas de duas maneiras, entre as que possuem seguranca e
eficacia comprovada por estudos clinicos das que comprovam por historico de uso pela
populacéo, as quais poderdo ser enquadradas como produto tradicional fitoterapico. A lista de
fitoterapicos de registro simplificado existe na ANVISA desde 2000. Essa é a quarta
atualizacao.

A consulta trata da lista de espécies vegetais que serdo enquadrados em uma das duas
categorias, incluindo produtos originados da arnica, caléndula, camomila e boldo, entre outros
vegetais. A norma para o registro ou notificacdo de medicamentos fitoterapicos e produtos
tradicionais fitoterapicos ainda esta em discussao interna na ANVISA e também sera colocada
em consulta publica em breve. A expectativa é que as normas de registro ou notificacdo e a
lista final de produtos de registro simplificado sejam publicadas ao mesmo tempo, apos a
ANVISA finalizar a discussé&o.

2.2 BIoCOMPOSTOS DO METABOLISMO SECUNDARIO DE PLANTAS

Os vegetais produzem uma grande variedade de compostos organicos, conhecidos
como metabdlitos secundarios, que ndo apresentam efeitos diretos sobre processos celulares
primarios como fotossintese, respiracdo, translocacéo de solutos e agua, sintese de proteinas e
assimilacdo de nutrientes. Eles diferem dos metabolitos primarios (aminoacidos, nucleotideos,
acucares e lipidios) por sua distribuicdo especifica no reino vegetal, sendo caracteristicos de
uma familia de espécies relacionadas, enquanto os metabdlitos primarios sdo de ocorréncia
universal (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).


http://portal.anvisa.gov.br/wps/wcm/connect/a5beee004fa126df932cf79a71dcc661/Consulta+P%C3%BAblica+n+14+SECOL.pdf?MOD=AJPERES
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Os metabdlitos secundarios, também chamado de especiais, protegem o0s vegetais
contra herbivoros e patdgenos. Sendo divididos em trés grupos quimicos principais: terpenos,
compostos fenélicos e compostos nitrogenados (SIMOES et al., 2007). Os terpenos (ou
terpendides) constituem o maior grupo, suas diversas classes sdo, em geral, insollveis em
agua e sintetizadas a partir da acetil-CoA. Exemplos de terpendides incluem as giberelinas, 0s
carotenoides e os piretroides (ROBINSON, 1991).

Os compostos fenolicos sdo moléculas que contém um grupo fenol em sua estrutura.
Constituem em vegetais um grupo muito heterogéneo com mais de 10.000 compostos. A
solubilidade é variavel, conforme sua estrutura quimica. Duas vias metabolicas estdo
envolvidas na sua sintese: a via do 4cido chiquimico e do acetato. Dentre 0s compostos
fenolicos, destacam-se as ligninas, cumarinas, flavondides e taninos (ROBINSON, 1991).

Os compostos nitrogenados sdo constituidos por uma grande variedade de metabolitos
especiais contendo nitrogénio na sua estrutura. Eles incluem algumas moléculas relacionadas
a defesa vegetal contra herbivoria, como os alcaldides e os glicosideos cianogénicos. Algumas
dessas moléculas sdo toxicas aos humanos, sendo outras utilizadas no tratamento de doencas
em funcdo das suas propriedades medicinais. Os metabdlitos secundarios nitrogenados séo
sintetizados a partir de aminoacidos do metabolismo proteico (COSTA, 1994).

2.2.1 CONSTITUINTES FENOLICOS

Constituintes fendlicos de origem natural sdo representados por substancias que
apresentam desde peso molecular baixo aqueles mais elevados, com estruturas mais
complexas, como taninos condensados e hidrolisaveis e ligninas (CARVALHO et al., 2000).
Substéancias fendlicas podem ser biossintetisadas pelas vias do &cido chiquimico, acetato, ou
por ambas (via mista). Dependendo da via, 0 padrdo de substituicdo na substancia fendlica
pode ser determinado. A via do 4cido chiquimico produz substancias com grupos hidroxilas
na posicao orto, que se formam a partir do &cido cindmico, enquanto a via do acetato origina
moléculas com hidroxilas dispostas em meta. O timol constitui um terpendide fenolico
sintetizado pela via acetato (ANDERSEN; MARKHAM, 2005; DEWICK, 2009).

A eles sdo atribuidas as propriedades de odor, sabor e coloragdo. Em decorréncia
dessas propriedades, as substancias fendlicas, como o aldeido cindmico e a vanilina, sdo
empregadas nas industrias de alimentos e bebidas como flavorizantes e corantes. Além disso,

outras substancias, tais como hidroquinona, acido elagico e ésteres do &cido galico, possuem
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propriedades de defesa das plantas, além de participarem na interrelacdo entre animais e
vegetais, com atividades de inibicdo da germinacdo de sementes, do crescimento de fungos e
de plantas em geral. Alguns arilpropanoides também tém importante papel na supressdo do
apetite de insetos (VERMERRIS; NICHOLSON, 2007).

Os vegetais sdo ricos em substancias antioxidantes como os constituintes fendlicos que
sdo produtos do metabolismo secundario. Esta caracteristica € resultado do processo evolutivo
das especies como protecdo natural aos radicais livres formados pela radiacdo ultravioleta
(UV) necesséria a fotossintese. Tais substancias séo antioxidantes primarios, pois neutralizam
a reatividade radicalar através da doacdo de um 4tomo de hidrogénio, bloqueando as reagdes em
cadeia (F’GUYER et al., 2003; NIKOLIC, 2006).

Entre os constituintes fenolicos, destacam-se os flavondides que serdo descritos no

item seguinte.

2.2.2 FLAVONOIDES

Os flavondides séo substancias fendlicas de baixo peso molecular e representam uma
ampla classe de constituintes encontrada nos vegetais (ANDERSEN; MARKHAM, 2005;
BUER et al., 2010). Sdo encontrados em frutas, vegetais, sementes, cascas de arvores, raizes,
talos, flores e em seus produtos, como os chas e os vinhos (NIJVELDT et al., 2001). Esses
constituintes sdo conhecidos como pigmentos amarelos, sendo responsaveis pela maioria dos
corantes amarelos, vermelhos e azuis presentes nas plantas (WINKEL-SHIRLEY, 2001). Por
atuarem em diferentes sistemas organicos, diversas propriedades bioldgicas e farmacoldgicas
sdo atribuidas a essas substancias (NIJVELDT et al., 2001; TAPAS et al., 2008). Sabe-se que
a ingestdo de flavondides interfere em diversos processos fisioldgicos, e auxilia na absor¢édo e
na acdo de vitaminas, por atuar nos processos de cicatrizacdo, como antioxidantes, além de
apresentarem atividade antimicrobiana (MENEZES, 2005).

Do ponto de vista quimico, os flavondides sdo substancias aromaticas que contém 15
atomos de carbono no seu ndcleo fundamental (Figura 1). Este nicleo comum ¢é caracterizado
por dois anéis aromaticos (A e B) e um heterociclo oxigenado (anel C) (ANDERSEN;
MARKHAM, 2005; WINKEL-SHIRLEY, 2001).
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Figura 1: Estrutura basica dos flavondides.
Fonte: ARAUJO et al., 2005.

A diversidade de grupos substituintes, combinada a varios padrfes de hidroxilacao,
metilacdo e glicolisacdo que podem ocorrer nos anéis aromaticos, gera uma grande
diversidade de flavonoides, compreendendo mais de 9.000 estruturas identificadas (BUER et
al., 2010). A biossintese dessas substancias ocorre a partir da via mista do acetil-CoA e 4cido
chiquimico (ANDERSEN; MARKHAM, 2005; PIETTA, 2000; BUER et al., 2010). Dentre as
subclasses de flavondides destacam-se as antocianinas, antocianidinas, flavondis, flavononas,
flavonas, catequinas, flavanodis e as chalconas (ANDERSEN; MARKHAM, 2005; PIETTA,
2000; WINKEL-SHIRLEY, 2001). Como funcdo bioldgica, os flavonodides protegem as
plantas dos raios UV, insetos, fungos, virus e bactérias. Também ajudam a atrair
polinizadores, regulam a acdo de horménios e inibem enzimas (ANDERSEN; MARKHAM,
2005; BUER et al., 2010).

Para o organismo humano, os flavondides possuem uma série de propriedades
benéficas ao metabolismo devido a sua acdo antioxidante. Devido a isso, apresenta agdo na
prevencdo da peroxidacdo lipidica da membrana celular e na protecdo de substancias de
importante papel fisiolégico, como a vitamina C e adrenalina, do dano oxidativo (TAPAS et
al., 2008). Atuam como antialérgicos, por inibirem a liberacdo de histamina e como anti-
inflamatdrios por inibirem a enzima lipoxigenase, que converte o &cido araquid6énico nos
mediadores da inflamacdo (ONWUKAEME, 1995; NIJVELDT et al., 2001; NIJVELDT et
al., 2001; BUER et al., 2010). A atividade antioxidante destas substancias pode proteger o
corpo de efeitos cancerigenos e prevenir doencas cronico-degenerativas. Sao capazes de
prevenir doencas cardiovasculares, seja pela inibicdo da agregacao plaquetaria, pela reducéo
dos altos niveis de lipidios no sangue (triglicerideos; colesterol), ou pela prevencdo da
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oxidagdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL). Possuem também atividades
tripanomicida e leishmanicida e atividade antibacteriana e antiviral (FRANKEL et al., 1993;
ARAUJO, 2005; SULSEN et al., 2007; HERNANDEZ; TERESCHUK; ABDALA, 2000).

2.3 ASPECTOS GERAIS DAS PLANTAS DA FAMILIA LAMIACEAE

A familia Lamiaceae apresenta cerca de 252 géneros, nos quais se distribuem 6700
espécies. A presenca de dois labios nas suas flores € o que mais caracteriza essa familia
botéanica, além das folhas e do caule serem cobertos por pélos glandulares que produzem 6leo
essencial (BISSET, 1994). Segundo Schardong & Cervi (2000), esta familia apresenta
diversos representantes tradicionalmente cultivados e originarios da Europa, com finalidades
medicinais, trazidos ao Brasil, provavelmente, junto a colonizacdo e incorporados a cultura
popular.

Muitas das espécies introduzidas no Brasil sdo plantas medicinais e produtoras de
6leos essenciais, sendo utilizadas também como condimentos ou como flores ornamentais
(BARROSO, 1986). Dentre os géneros cultivados destacam-se varias espécies usadas como
condimentos, entre os quais, erva-cravo (Hypttis), alfavaca (Ocimum), alecrim (Rosmarinus
officinalis), horteld-pimenta (Mentha), orégano (Origanum) e erva-cidreira (Melissa). Outras
sdo cultivadas como flores ornamentais ou para producdo de 6leo essencial, como: salvia
(Salvia) e alfazema (Lavandula) (JOLY, 1993; DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002).

Trotter e Logan (1986) comentaram que as espécies de plantas ricas em 6leo essencial,
como as da familia Lamiaceae, sdo culturalmente muito importantes quanto ao seu uso,
destacando-se o Rosmarinus officinalis (alecrim), que é uma planta originaria da regido
mediterranea da Europa. E cultivada em quase todo o territorio brasileiro, e também
importada como condimento para 0 consumo interno. Estudos tém sido realizados sobre esta
importante planta medicinal (PORTE & GODOQY, 2001; FUNDACAO ZOOBOTANICA DO
RIO GRANDE DO SUL, 2005).

2.4 Rosmarinus officinalis

O alecrim é um arbusto aromatico de pequeno porte (Figura 2) cujas folhas abrigam
pequenas glandulas contendo 6leo aromatico (PORTE & GODOY, 2001).
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Dentre as principais caracteristicas, citam-se folhas lineares coridceas, de cor verde,
forma tubular de aroma forte e caracteristico, sendo arbusto perene de porte (1,5 metros)
(JOLY, 1993; SOUZA e CONCEICAO, 2007).

O seu nome, Rosmarinus, estd ligado ao seu habitat: ros marinus - roécio do mar,
(orvalho do mar) (GIUGNOLININI, 1985; PINTORE et al., 2002).

Figura 2: Fotografia da planta Rosmarinus officinalis (alecrim), cultivada no Horto de Plantas
Medicinais da Faculdade de Farmécia — UFJF.

Seu Oleo essencial é constituido por hidrocarbonetos monoterpénicos, ésteres
terpénicos, linalol, verbinol, terpineol, 3-octanona e acetato de isobornila, dentre outros
compostos (ALONSO JUNIOR, 1998). Sua composicdo quimica pode apresentar variacdes
devido a fatores ambientais e do manejo das plantas, bem como da forma de extracéo e
armazenamento, interferindo em sua atividade antimicrobiana (NASCIMENTO et al., 2007).

Em estudo realizado por Ribeiro et al. (2012), o rendimento do 6leo essencial obtido
por hidrodestilacdo das folhas frescas de Rosmarinus officinalis foi de aproximadamente 1,0

% em relacdo ao peso do material fresco. Através de analise em CG-EM, dos 25 picos
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encontrados, foi possivel identificar 23 componentes presentes no 6leo essencial de alecrim
analisado. Os constituintes majoritarios foram o a-pineno (19,8 %), p-mirceno (24,2 %), 1,8
cineol (22,2%) e verbenona (9,3 %), correspondendo a 75,5 % do total do 6leo.

Resultados encontrados por Bauer, Garbe e Surburg (1997) e Tebaldi (2008) apontam
o a-pineno, 1,8 cineol e a canfora como constituintes majoritarios no 6leo essencial de
Rosmarinus officinalis. Boix et al. (2010), encontraram como principais componentes, dos 25
compostos identificados, B-pineno (7,0%), mirceno (9,52%), 1,8 cineol (14,02%), canfora
(33,17%) e verbenona (8,6%). Trabalho realizado por Prins, Kaatz e Gibbons (2006) traz a
canfora, 1,8 cineol, a-pineno e -mirceno, nessa ordem, COmo compostos em maior proporgéo
no oleo.

Segundo Dellacassa et al. (1999) e Carvalho Junior (2004) , variac@es significantes na
composicdo quimica do 6leo essencial de alecrim, dependem da regido de cultivo, do método
de extracdo, do método de analise, da parte da planta utilizada (folha ou planta inteira) e do
preparo da matéria prima (in natura ou seca) para obtencdo de seus extratos. O que explica 0s
diferentes teores dos constituintes e a variacdo da composicdo, relatados em diversos estudos
(PRINS et al., 2006; NASCIMENTO et al., 2007; BOIX et al., 2010).

2.4.1 CLASSIFICACAO BOTANICA DE R. officinalis

A classificagdo botanica de Rosmarinus officinalis encontra-se na tabela 1.
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Tabela 1: Classificacdo botanica de Rosmarinus officinalis (USDA, 2012).

NOME CIENTIFICO Rosmarinus officinalis L.
DIVISAO Angiospermae
CLASSE Dicotyledoneae (Magndliopsida)
SUB-CLASSE Asteridae
ORDEM Solanales (Tubiflorae)
SUB-ORDEM Verbeninae
FAMILIA Lamiaceae
GENERO Rosmarinus
NOME POPULAR Alecrim
Alecrim-comum, alecrim-de-jardim, alecrim-
. de-horta, rosmarinho, erva-da-graca, flor-de-
SINONIMIAPOPULAR olimpo, rosa-marinha.

2.4.2 HABITAT E CULTIVO

O alecrim vegeta espontaneamente em terrenos rochosos e arenosos do litoral de
paises em volta do Mar Mediterraneo (Espanha, Italia, Grécia e Norte da Africa), e
eventualmente, em outras como no centro e no sul de Portugal, llhas Canarias, llha dos
Acores e da Madeira. Também cresce nativa em regides da Turquia, Libano e Egito (BISSET,
1994).

E plantado em escala comercial principalmente na Espanha, Sul da Franca, Tunisia,
Marrocos, lugoslavia e Sul da Italia. Alguns autores consideram o alecrim da Espanha como o
de melhor qualidade do mundo (BISSET, 1994; HERTWING, 1991; BLUMENTHAL et al.,
1998).

A boa qualidade do alecrim esta diretamente relacionada com a latitude, condic¢des do
solo, clima, altitude, boa exposicao a luz solar, e época de colheita (verdo ou inverno). O teor
de oleo essencial é bem maior no verdo do que no inverno (CORREA JR. et al., 1994;
SIMOES et al., 1995; MARTINS et al., 2000).
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Pode ser propagado na primavera ou verdo brando, por sementes, ou entdo por
estaquia (metodo de reproducdo assexuada em plantas), antes ou depois da floracdo mais
intensa. A propagacdo por sementes € demorada, pois a planta leva de 2 a 3 anos para se
tornar adulta, pode resultar em individuos com caracteristicas diferentes e consequentes
variagbes das concentracdes dos principios ativos. As plantas originadas por estaquia
alcancam a maturidade mais rapidamente, e reproduzem sempre as caracteristicas da planta
mae (MARCHIORI et al., 2004).

Para o cultivo, sementeiras e viveiros devem ser localizados em lugares que recebam
bastante luz solar, mas protegido dos ventos (BLUMENTHAL et al., 1998).

O rendimento da producdo do alecrim é melhor quando cultivado em climas
temperados quentes, e em regides de dias longos com bastante luminosidade, porém néo se
adapta muito bem com invernos rigorosos e ventos fortes. As plantas tendem a aumentar sua
altura quando as temperaturas noturnas ndo sdo muito baixas. As altas umidades atmosféricas
e climas muito frios reduzem a qualidade aromatica do alecrim (HERTWING, 1991).

A colheita do alecrim deve ser iniciada antes que se inicie o periodo de floracdo, no
periodo da manhd, com tempo encoberto, a partir do segundo ou terceiro ano de vida da
planta. Deve-se sempre fazer a colheita preferencialmente entre 6 e 10 horas da manh&. Mas
de cada planta sé devera ser colhido metade dos ramos com folhas, deixando os restantes para
a manutengdo da mesma. Na secagem ndo devem ser empregadas temperaturas superiores a
35°C. Na armazenagem, utilizar recipientes herméticos, pois as folhas de alecrim perdem o
aroma em poucos meses se conservadas em embalagens que possibilitem a entrada e saida de
ar (MARCHIORI et al., 2004).

2.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE PLANTAS E DE DERIVADOS DE ROSMARINUS OFFICINALIS

A resisténcia de patdgenos humanos e animais a antibioticos ocorre em funcédo da
evolucdo biologica, sendo um sério problema tanto em paises desenvolvidos como em
desenvolvimento. O consumo de mais de uma tonelada diéria de antibioticos em alguns paises
da Europa tem resultado na resisténcia de populagdes bacterianas, causando assim um sério
problema de salde puablica. Duarte (2006) relatou o perigo do retorno a uma era pré-
antibidtico. Em vista do presente cenario, a busca por novas substancias antimicrobianas a
partir de fontes naturais, incluindo plantas, tem ganhado importancia nas industrias

farmacéuticas.
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Tendo em vista que bactérias e fungos resistentes a mdltiplos antimicrobianos e
antifangicos representam um desafio no tratamento de infeccGes, € necessario encontrar novas
substancias com propriedades antimicrobianas para serem utilizadas no combate a esses
micro-organismos (PEREIRA et al.,2004). Diversos autores (GALLI et al., 1985; NEWALL
et al., 2002; PORTE e GODOQY, 2001) tém estudado a atividade antimicrobiana de plantas
medicinais, dos condimentos e/ou especiarias, assim como de seus 6leos essenciais, que
progressivamente tém sido adicionados aos alimentos como aromatizantes.

Estudos sobre as atividades antimicrobianas de extratos e 6leos essenciais de plantas
nativas tém sido relatados em muitos paises tais como Brasil, Cuba, india, México e Jordania,
gue possuem uma flora diversificada e uma rica tradicdo na utilizacdo de plantas medicinais
para uso como antibacteriano ou antifangico (DUARTE, 2006).

Os 06leos essenciais sdo liquidos oleosos volateis dotados de aroma forte e quase
sempre agradavel, provenientes do metabolismo secundério de plantas. S&o definidos como
misturas complexas de substancias lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas (TRESSINO e
GABRIEL, 2009).

De acordo com SIMOES (2007) os 6leos essenciais s&o extraidos das plantas frescas
ou secas devendo ser conservados em recipientes bem fechados, pois sdo muito instaveis na
presenca de ar, luz, calor e umidade.

Dados sobre a atividade antimicrobiana de Oleos essenciais, extratos vegetais e
fitofarmacos, avaliados frente a micro-organismos sensiveis e resistentes a antibiéticos, bem
como o possivel efeito sinérgico da associagdo entre antibidticos e extratos, sdo relevantes,
permitindo concluir que estudos mais detalhados sobre o uso terapéutico das plantas devem
ser intensificados (ALVARENGA et al , 2007).

Grupos de pesquisadores de diferentes paises tém estudado a inibicdo de Candida
albicans por extratos, 6leos essenciais e substancias isoladas de plantas (DUARTE, 2006;
GALLI et al., 1985; FARAG et al., 1989). Em muitos paises tais como india, Africa e paises
da América Latina, a maioria dos trabalhos se inicia a partir de um levantamento
etnofarmacoldgico, que identifica as espécies mais usadas pela populacdo. Alguns paises da
Ameérica Latina mantém programas de triagem de produtos naturais para atividade
antimicrobiana, como é o caso de Cuba, Honduras, México e Brasil. Nos estudos realizados, a
atividade antimicrobiana tem sido atribuida a pequenos terpendides e compostos fenolicos
como timol, carvona, carvacrol e mentol, que também na forma pura exibem atividade
antibacteriana ou antifungica (DUARTE, 2006). Mesmo com a elucidagdo insuficiente do

mecanismo de acdo dos ativos, a acdo antimicrobiana parece estar associada ao carater
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lipofilico dos compostos, havendo um acimulo em membranas e perda de energia pelas
celulas.

Galli et al. (1985) testaram Gleos e extratos obtidos pela destilacdo e concentracdo a
vacuo de infusdes alcoodlicas e aquosas, respectivamente, de condimentos contra treze micro-
organismos Gram-negativos e Gram-positivos e treze leveduras e fungos filamentosos em
meio de cultura sélido. Com as bactérias Gram-negativas e Gram-positivas foi relatada
resisténcia, sendo os bacilos e os clostridios as linhagens mais sensiveis. Os fungos
filamentosos foram mais sensiveis ao efeito inibitdrio do que as leveduras.

Farag et al. (1989) testaram seis 6leos essenciais de condimentos (salvia, alecrim,
cominho, cravo e tomilho) e seus ingredientes basicos foram avaliados quanto ao seu efeito
inibidor empregando trés espécies de bactérias Gram-negativas, quatro espécies de bactérias
Gram-positivas, uma bactéria produtora de acido e uma cepa de levedura. No estudo, 0s
autores determinaram a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais pelo método de difuséo
em agar, medindo a concentracdo minima inibidora para cada Oleo essencial. As
concentracdes menores de varios dleos essenciais foram suficientes para evitar o crescimento
microbiano. Os dados mostraram que as bactérias Gram-positivas sdo mais sensiveis aos
componentes antimicrobianos dos condimentos do que as Gram-negativas.

Além da atividade antimicrobiana, as propriedades antioxidantes do extrato e 6leo de
alecrim tém recebido consideravel atencdo nos Gltimos anos, sendo reconhecidas desde a
antiguidade.  Estudos tém sido realizados para determinar a estrutura quimica dos
constituintes ativos do vegetal, sendo que, rosmanol e os diterpenos rosmaridifenol e
rosmariquinona ja foram identificados (PRINS et al., 2006; NEWALL et al., 2002; SILVA,
2008). A folha de Rosmarinus officinalis Linn. (alecrim) tem sido utilizada popularmente por
suas propriedades anti-hipertensiva e digestiva (SILVA, 2008). Seu 0&leo essencial é
constituido por hidrocarbonetos monoterpénicos, ésteres terpénicos, linalol, verbinol,
terpineol, 3- octanona e acetato de isobornila. Os terpendides sdo representados pelo carnosol,
acidos carnosilico, oleénico, ursolico, entre outros. Os flavondides incluem diosmetina,
diosmina, gencuanina, luteolina, hispidulina e apigenina. Apresenta ainda o0s acidos
rosmarinico, cafeico, clorogénico, neoclorogénico e labiatico (SILVA, 2008). Dentre as a¢des
farmacoldgicas de R. officinalis tem-se observado atividade hipoglicemiante, inibidor da
enzima acetilcolinesterase e a-amilase, (BARBOSA-FILHO et al., 2006). Também foi
encontrada atividade antimicrobiana sobre fungos e bactérias Gram- positivas e Gram-
negativas, como Staphylococcus aureus, Staphylococcus albus, Vibrio colere, Escherichia

coli, Corinebacterium, Lactobacillus brevis, Pseudomonas fluorenses, Rhodotorula glutinis e
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Kluyveromyces bulgaricus (NEWALL et al., 2002), Micrococcus luteus, Salmonela spp.e
Listeria monocitogens (SILVA, 2008).

Alvarenga et al. (2007) relataram a acdo antimicrobiana de extratos de alecrim frente a
bactérias sensiveis e resistentes a antibidticos sintéticos, verificando sinergismo entre
antibioticos e os extratos usados, possibilitando que antibidticos ineficazes apresentassem

acao sobre bactérias resistentes.

2.6 CARIE DENTARIA

A cavidade oral é constantemente colonizada por micro-organismos, cujas espécies se
inter-relacionam constantemente e também com o hospedeiro, competindo pela sua
sobrevivéncia. As bactérias colonizam toda a superficie de um animal, mas estdo
particularmente concentradas na cavidade bucal e no trato gastrointestinal inferior. A
cavidade bucal humana hospeda mais de 400 espécies de bactérias, que ja foram isoladas e
identificadas. Fazem parte da microbiota oral micro-organismos anaerobios, aerdbios,
facultativos e microaerdfilos, sendo que os estreptococos constituem parte essencial da
mesma (NEWMAN et al., 2007). O fato de os estreptococos, principalmente 0s do grupo
mutans, colonizarem as superficies da cavidade oral em grande nimero tem chamado a
atencdo de muitos pesquisadores nesta area. Nas superficies dos dentes ndo ocorre nenhuma
renovacdo epitelial, o que contribui para que esses micro-organismos possam colonizar e
desenvolver nessas superficies (HOFLING et al., 1999).

O Streptococcus mutans é um micro-organismo gram-positivo que esta intimamente
associado a céarie dentéria, apresentando a capacidade de sintetizar polissacarideos
extracelulares aderentes, a partir da sacarose, e polissacarideos intracelulares a partir de
carboidratos fermentaveis. Pode ser identificado em meios de cultura sélidos (com altas
concentracdes de sacarose), onde forma coldnias elevadas e irregulares (LOESCHE, 1993).
Esta espécie geralmente coloniza a superficie dental, sendo que a area de maior frequéncia de
localizagdo € a regido mais apical dos pontos de contato entre os dentes (AHAMADY et al.,
1993).

Alguns micro-organismos tidos como patdgenos periodontais, possuem a capacidade
de implantar-se no sulco gengival, invadindo o tecido periodontal, por mecanismos que lhes

permitem resistir aos fatores de defesa do hospedeiro (RUBIRA, 1993).
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Sabe-se que o aumento da incidéncia da céarie € determinado pelo aumento dos
Streptococcus do grupo mutans e/ou por alteracbes na homeostasia salivar (SPOLIDORIO et
al., 2001).

A dieta cariogénica (alta ingestdo de aguUcares, ex: sacarose), também é um fator
importante no desenvolvimento da infeccdo (FREIRE et al., 2002).

O controle das espécies de Streptococcus, reconhecido como uma das principais
bactérias responsaveis pela carie dentaria tem sido realizada com o uso de produtos
antimicrobianos, como forma preventiva de inibir o crescimento destas espécies de bactérias.
A forma de aquisi¢do desta bactéria é por contato direto entre os hospedeiros com objetos
inanimados (chupetas e brinquedos) ou através da saliva (principal via de transmissdo) ou
ainda pela mée (a mais importante fonte de infeccdo). Embora estas bactérias apresentem vias
de transmissdo, sintomatologia e mecanismos de infec¢do diferentes, as doencas bucais
causadas por micro-organismos sdo consideradas grandes problemas de salde publica
(ALVARENGA et al., 2007).

2.6.1 BIOFILME DENTAL

Biofilme dental é o acumulo de bactérias colonizadoras da cavidade oral na superficie
dos dentes. E formado por bactérias, substancias provenientes da saliva, sangue, fluido
gengival e restos alimentares. Essa colonizacdo bacteriana se d& normalmente em poucas
horas, mesmo que os procedimentos de higiene sejam realizados regularmente (SILVA et al.,
2011).

A formacdo do biofilme dentario ocorre a partir de processos complexos, que
proporcionam a instalacio de uma comunidade microbiana diversificada, cooperativa,
dindmica, de elevado potencial patogénico e, muitas vezes, resistente a agentes
antimicrobianos. Tais processos envolvem mecanismos de aderéncia dos microrganismos a
pelicula adquirida bem como de co-adesdo microbiana entre espécies semelhantes
(homotipica) ou diferentes (heterotipica), mediadas por glicoproteinas salivares e receptores
de superficie celular. Esses processos sdo responsaveis pela sucessdo bacteriana, gerando
ambientes favoraveis a colonizacéo por bactérias cariogénicas, como o Streptococcus mutans
e 0 Lactobacillus casei (FREIRES et al., 2010; PINTO, 2008).

E considerado o agente etioldgico primario das doencas periodontais inflamatorias se
ndo removido adequadamente (LINDHE, 1992; DITTERICH et al., 2007).
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A remocdo ativa do biofilme dental realizada pelo préprio individuo atraves de
métodos mecanicos tem por objetivo a desestruturacdo dos micro-organismos aderidos e a
prevencdo da sua recorréncia e é denominada de controle mecénico individual do biofilme
dental. O controle mecénico é realizado através de escovagdes, o correto uso do fio dental e
de outros agentes de limpeza interproximal, como por exemplo, 0s enxaguatorios bucais.
(DIAS et al., 2006; DITTERICH et al., 2007).

O controle mais eficaz do biofilme dental € a correta higienizacdo através de
escovacdo e uso do fio dental. A escovacdo € o recurso mais utilizado, com a funcdo de
desagregar e remover os dep6sitos microbianos aderidos, através da agdo mecanica das cerdas
da escova. O fio dental por sua vez, tem como fungdo remover o biofilme dental dos espacos

interproximais dos dentes, contribuindo para a prevencao de caries, gengivite e halitose.

2.6.2 PLACA DENTARIA

A literatura define a placa dentaria como uma substancia estruturada, amarelo-
acinzentada, que adere firmemente as superficies duras intra-orais, incluindo as restauracGes
removiveis e fixas. E composta por bactérias (aproximadamente 10 bactérias/g de placa) em
uma matriz de glicoproteinas salivares e polissacarideos extracelulares. Esta matriz torna-se
possivel remové-la pelo bochecho ou pelo uso de sprays. Mais de 500 espécies microbianas
podem ser encontradas na placa dentaria. Os micro-organismos ndo bacterianos encontrados
na placa incluem espécies de Mycoplasma, leveduras, protozoarios e virus (FIGUEIREDO,
2009).

A placa é classificada como supragengival encontrada na margem gengival ou acima
desta e subgengival encontrada abaixo da margem gengival, entre os dentes e o epitélio da
bolsa gengival (ETO et al., 2003).

A composicdo microbiana da placa supragengival apresenta uma organizacao
estratificada de acumulacdo em diversas camadas de morfotipos bacterianos. Cocos e
bastonetes curtos gram-positivos sao predominantes na superficie dos dentes, ja na lateral da
massa da placa madura predominam os bastonetes, espiroquetas e filamentos gram-negativos.
A placa subgengival apresenta composicdo diferente, devido a disponibilidade local de
produtos sanguineos e ao ambiente anaerébio, sdo encontrados micro-organismos
filamentosos, cocos gram-positivos e bastonetes, incluindo Streptococcus mitis, S. sanguis e
especies de Eubacterium (NEWMAN et al., 2007).
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O processo de formacdo da placa é dividido em trés etapas: formacdo da pelicula na
superficie dentaria; aderéncia inicial e fixacéo bacteriana; e colonizacéo e maturagéo da placa.

O controle de placa bacteriana pode ser mecanico, quimico ou a associagdo de ambos.
Hoje o método mais utilizado, atuando na sua prevengdo e remocdo, € o controle mecanico,
que é uma técnica simples constituida por varios dispositivos de limpeza dos dentes, porém
suas armas mais poderosas, por serem mais eficientes, sdo as escovas dentais e 0s meios de
limpeza interproximal (GEBRAN et al., 2002; SWERTS et al., 2005).

Um dos agentes quimicos mais utilizados no combate a placa é a Clorexidina, que é
considerado o0 agente antigengivite e antiplaca mais efetivo. Sua atividade pode ser explicada
pela interrupcdo da membrana celular bacterina pelas moléculas de clorexidina, aumentando
sua permeabilidade e resultando em lise e morte celulares (GARIB et al., 1997; BARROS et
al., 2000).

2.7 ENXAGUATORIOS BUCAIS E PLANTAS MEDICINAIS

A eficdcia de plantas medicinais, empregadas tanto em dentifricios como em
enxaguatorios bucais tem sido investigada para o tratamento de gengivites. Os resultados
sugerem que tais principios ativos podem ser utilizados como apoio a terapia das doencas
periodontais e como profilaxia de rotina (ZANIN et al., 2007).

A abrangéncia da utilizacdo de fitoterapicos e de plantas medicinais é vasta e engloba
fins variados, sobretudo em relacdo a saude bucal. Considerando as doencas periodontais,
podemos defini-las como processos infecciosos que resultam em potente resposta inflamatéria
(MONTEIRO et al., 2002).

O uso dos enxaguatorios bucais remonta a meados de 1800 e foi se consolidando com
0 tempo devido as dificuldades com os métodos de higiene oral mecéanica, pois sdo de uso
facil, refrescante, possuem acesso as bactérias mesmo em areas de maior dificuldade e
palatabilidade (ZANIN et al., 2007; JARDIM e JARDIM, 1998).

Geralmente a eficicia dos anti-septicos orais € atribuida a sua atividade bactericida,
preferencialmente em produtos de efeito intra-oral prolongado, definido como substantividade
ou habilidade de um agente ativo de colar na superficie do tecido a ser tratado e de ser
liberado com o tempo, provendo atividade antibacteriana sustentada (ASADOORIAN, 2006).

Com a finalidade de auxiliar os métodos convencionais de higiene bucal, muitos

agentes quimicos vém sendo estudados, entre eles os antibidticos, compostos quaternarios de
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amonio, acetato e gluconato de clorexidina e outros (OLIVEIRA et al., 1998). No entanto, o
uso freqiiente e por longo prazo da clorexidina, apresenta alguns efeitos indesejaveis como:
ardéncia bucal, alteracdo do paladar e pigmentacdo dos dentes (REY, 1999). Outros ativos,
como anti-inflamatdrios e antissépticos, também vém sendo utilizados amplamente para
afeccdes da mucosa bucal.

Inimeras substancias quimicas vém sendo pesquisadas, com o objetivo de inibir a
formacéo do biofilme dental, crescimento bacteriano, e consequentemente a adeséo de micro-
organismos a superficie dentaria (RODRIGUES JUNIOR, 1998). Dentre estas substancias,
atualmente se destacam o0s produtos de origem vegetal por se mostrarem potencialmente
eficazes no que se refere a sua atividade antimicrobiana sobre varias espécies de micro-
organismos (GEBARA; ZARDETTO; MAYER, 1996).

Uma pesquisa realizada por Trevizani (2002), com o extrato hidroalcodlico de
Rosmarinus officinalis (alecrim), contendo em associacdo, extrato hidroalcodlico das plantas
Plantago major (tanchagem), Tabebuia impetiginosa (ipé roxo), Achillea millefollium (mil-
folhas) e Nasturtium officinale (agrido), observou a reducdo do indice de sangramento
gengival em individuos do grupo de estudo que fizeram uso de gel dentifricio, sugerindo
potente efeito antigengivite, através de possivel efeito antiinflamatério de seus componentes
ativos e/ou por alteracdo da qualidade do biofilme dento-bacteriano.

A formacéo do biofilme ocorre através de um processo ordenado e dindAmico onde ha
necessidade da fixacdo e proliferacdo de bactérias sobre as superficies dos dentes (PEREIRA
et al., 2006); a aderéncia bacteriana a pelicula adquirida representa um dos primeiros
mecanismos envolvidos na iniciacdo do desenvolvimento do biofilme dental (ALMEIDA,
2002).

A remocdo mecanica do biofilme é um fator importante na prevencdo da cérie e
doenga periodontal. No entanto, existem dificuldades na remogé&o feita pelo proprio paciente
(PEREIRA et al., 2006; STEFANI; LIMA, 1996). Por se tratar de uma associacao organizada,
proliferante, enzimaticamente ativa, capaz de se aderir a superficie dos dentes, ocasionando
alteracbes patoldgicas na cavidade bucal, é indicada sua desorganizacdo tdo logo quanto
possivel (PEREIRA et al., 2006). Considerando a importancia dessa desorganizacdo e as
dificuldades de manter os individuos motivados para realizar uma adequada limpeza da
cavidade bucal, com o objetivo primario em termos de saude bucal, que é controlar o acimulo
das bactérias sobre as estruturas dentarias, é necessario associar aos procedimentos mecanicos

tambeém métodos quimicos para o controle do biofilme dental (CURY, 1997).
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Devido a agressdo continua, o biofilme dental em cada etapa do seu desenvolvimento
vai adquirindo novas espécies microbianas, dentre estas Streptococcus mitis, Streptococcus
mutans, Streptococcus sanguis, Streptococcus sobrinus e Lactobacillus casei; que apresentam
capacidade de provocar danos ao esmalte e tecido gengival (PEREIRA et al., 2006; PERES,
2003).

A incidéncia de Candida sp. na cavidade bucal e as razdes para o estabelecimento da
candidose sdo decorrentes de fatores precipitadores tais como: queda de imunidade do
hospedeiro, desordens enddcrinas, lesdes em mucosas, higiene oral deficiente, tratamento
prolongado com antibidticos e corticosterdides (RAMIREZ et al., 1997).

Para o controle destas patologias bucais sdo utilizados farmacos que, na maioria sao
sintetizados em laboratdrio, e para 0s quais, muito tempo e recursos econdmicos sao gastos
em pesquisas até sua utilizacdo (ZANIN et al., 2007).

Embora a fitoterapia seja muito usada nos cuidados da salde, no que se refere a satde
bucal, ainda € um pouco negligenciada. Entretanto, os produtos de higiene oral com ativos de
origem vegetal estdo sendo cada vez mais estudados com protocolos mais modernos que
comprovem a eficacia da utilizacdo de determinadas plantas no tratamento das doencas bucais
com beneficios a populagdo. As indicacBes usuais até entdo mencionadas foram o tratamento
de inflamac6es, odontalgias e processos cicatriciais, destacando-se a decocc¢do, a maceragao e
a infusdo como formas de utilizacdo (ZANIN et al., 2007).

A investigagdo de materiais naturais como fontes de novos agentes antibacterianos tém
aumentado potencialmente nos altimos vinte anos, em que diferentes extratos de plantas
medicinais, condimentares e aromaticas tém sido testados (ALVARENGA et al., 2007).

Alguns componentes de 6leos essenciais tais como timol, eucaliptol, mentol, e outros,
tém sido empregados nos tratamentos de afeccOes bucais. Em relacdo ao produto
industrializado como enxaguatorio bucal, o produto Listerine® (Warner-Lambert) ¢
amplamente conhecido e comercializado. Este € uma mistura de timol, mentol, eucaliptol e
salicilato de metila. Estudos de curta dura¢do demonstram que ocorreu a reducdo do biofilme
e da gengivite, em média, de 35% e os estudos de longa duracdo tém mostrado uma reducéo
de 25% na formacéo de biofilme e de 29% na gengivite. O mecanismo de acao parece estar
relacionado & alteragdo da parede celular bacteriana. Como efeitos adversos foram citados a
sensacdo de queimacao e ardéncia na boca (BUGNO et al., 2006).

O enxaguatério bucal Sorriso Herbal® (Kolynos do Brasil) contém ervas medicinais

como: camomila, sélvia, mirra, melaleuca e eucalipto. Ja o produto, Sorriso Herbal® com
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calcio possui associacdo de erva doce, melissa e horteld e o Parodontax® (GSK) é uma
associacdo de tintura de equinacea, mirra, ratania, salvia e camomila (BUGNO et al., 2006).

Estudos clinicos confirmam a eficacia do dentifricio Parodontax® na reducdo do
biofilme bacteriano, do sangramento gengival e de gengivites. Outros produtos sdo
comercializados pela Indastria Weleda, entre eles géis dentifricios e enxaguatérios bucais,
contendo extratos vegetais (ratdnia e caléndula). No mercado europeu, encontram-se
disponiveis dentifricios contendo em associacdo extratos vegetais contendo Plantago major,
Cochlearia armoracia, Calendula officinalis e Hamamelis virginiana, como 0 Homeodent®,
e 0 Homeodent 2® (contendo Plantago major, Cochlearia armoracia, Calendula officinalis,
Hamamelis virginiana e Phytolaca decandra), ambos produzidos pelo Laboratério Francés
Boiron (BUGNO et al., 2006).

Atualmente, estudos (ZANIN et al., 2007; TREVIZANI, 2002; ALMEIDA et al.,
2010; SILVA, 2010) tém demonstrado a eficicia destas plantas, cuja utilizacdo ja esta
difundida entre a populacdo. Tal fato reforca a necessidade de intensificacdo dos estudos
destas plantas em relacdo as atividades anti-inflamatorias, antissépticas, cicatrizantes e
analgésicas, quando usadas isoladamente, ou em associagao.

Desta forma a utilizacdo de produtos fitoterapicos parece ser economicamente viavel,
mostrando-se como uma alternativa interessante contribuindo para melhorar o acesso da

populacéo aos cuidados com a prevencao e tratamentos de doencas periodontais.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a acéo antimicrobiana do extrato etandlico e fragdes de Rosmarinus officinalis
frente & bactéria Streptococcus mutans ATCC 25175 e o fungo Candida albicans ATCC
10231.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Coletar e preparar extrato etanélico e fragdes de Rosmarinus officinalis.

Quantificar fendis totais e flavonoides do extrato etandlico e suas fragdes.

Avaliar a acdo antimicrobiana do extrato de R. officinalis e suas fracdes sobre a cepa
de Streptococcus mutans ATCC 25175 e Candida albicans ATCC 10231, empregando
método de difusdo em &gar.

Realizar os testes CIM (Concentracdo Inibitéria Minima) e CIMA (Concentracao
Inibitéria Minima de Aderéncia) com o extrato de R. officinalis e suas fragdes .

Desenvolver formulacdo de um enxaguatério bucal com a fracdo do extrato mais
eficaz.

Realizar associacdo entre principios ativos de enxaguatorios bucais, clorexidina e

fluoreto de sddio e o extrato de R. officinalis verificando o sinergismo entre eles.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 COLETA DE FOLHAS DE ROSMARINUS OFFICINALIS

As folhas de Rosmarinus officinalis utilizadas no presente trabalho foram coletadas no
Horto de Plantas Medicinais da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Juiz de
Fora, no periodo de 07 a 14 de Fevereiro de 2012, no horario da manha. Uma exsicata
encontra-se depositada no Herbario do Departamento de Boténica da Universidade Federal de
Juiz de Fora (CESJ n° 48253). Apos a coleta, 0 material vegetal foi submetido a secagem em
estufa sob ventilacdo forcada por 48 horas a = 37 a 40°C e triturado em liquidificador
industrial, pesado e armazenado em local seco e com auséncia de luz para o preparo dos

extratos.

4.2 PROCESSOS DE EXTRACAO E FRACIONAMENTO

O material pulverizado foi submetido a extracdo por maceracao estatica em etanol
P.A.. Apoés a retirada do solvente por rota-evaporagdo no equipamento Rotavapor ® RII-
Buchi, parte do extrato etandlico seco foi suspenso em uma solugdo de Agua: Etanol (9:1)
seguido de particdo liquido/liquido com solventes organicos de polaridades crescentes:
hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol (Figura 3). A suspensdo formada foi
novamente submetida ao Rotavapor ® RI1I-Buchi para retirada dos solventes, dando origem as

fragdes secas de R. officinalis.
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Maceracdo em Etanol P.A.

—

Suspensdo em Etanol/Agua (1:9)

E —

Extracao liquido-liquido com solventes
de polaridades crescentes.

—%
w——

Figura 3: Esquema de extracéo e fracionamento da amostra de Rosmarinus officinalis.

4.3 DETERMINACAO DOS TEORES DE FENOIS E FLAVONOIDES TOTAIS

4.3.1. DETERMINAGCAO QUANTITATIVA DE FENOIS

Realizou-se a determinacdo do teor de fenois totais presentes nas amostras de extrato
etandlico e das fracdes por meio de espectrofotometria de absorcdo na regido do visivel
utilizando o método de Folin—Ciocalteu (SOUSA et al., 2007).

Utilizou-se, na andlise, o acido galico foi utilizado como substancia padrdo de
referéncia na analise. Primeiramente, para a construcdo da curva de calibragdo, preparou-se
uma solucao-estoque aquosa de 1 mg/mL e depois uma solucdo aquosa diluida do reagente de
Folin-Ciocalteu com 10 mL do reagente em baldo de 100 mL.
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Transferiu-se para uma bateria de cinco tubos em triplicata, 0,01mL (tubol), 0,02 mL
(tubo 2) , 0,03 mL (tubo 3), 0,04 mL (tubo 4) e 0,05 mL (tubo 5) da solucéo-estoque de &cido
galico. Em cada tubo foram adicionados 5 mL do reagente diluido de Folin-Ciocalteau, 4 mL
de carbonato de sddio e &gua em quantidade suficiente para completar o volume em 10 mL. O
padrdo permanece uma hora em temperatura ambiente.

Efetuou-se varredura espectrofotométrica com a solugdo numero trés de 420 a 900 nm,
obtendo-se pico do espectro de absor¢do em 765 nm (SOUSA et al., 2007). A partir deste
comprimento de onda (765 nm), as absorbancias das solugdes de &cido galico foram
determinadas para montagem da reta de calibragdo. Para isto, foi usada a analise de regressao
linear pelo método dos minimos quadrados e determinacdo do coeficiente de correlacao (r).

A quantificacdo dos fenois totais do extrato etanolico e das fracbes foi realizada
seguindo 0 mesmo procedimento analitico descrito. O extrato etandlico e as fragdes foram
avaliados para determinacdo de suas absorbancias. A absorbancia obtida de cada solugdo foi
substituida na equacdo da reta do padrdo e a concentracdo obtida foi ajustada em teor de

fendis totais.

4.3.2 DETERMINACAO DE FLAVONOIDES

Realizou-se a quantificagdo do teor de flavonGides totais por método
espectrofotométrico (VENNAT et al.,, 1992; SOBRINHO et al., 2008). Na reacdo para
quantificacdo, foram utilizados os reagentes acido acético glacial, solucdo de piridina a 20%
em etanol e solucdo a 8% de cloreto de aluminio. Empregou-se a rutina como substancia
padrdo de referéncia para a obtencdo da curva de calibracdo, em que os dados foram
submetidos a analise de regressdo linear, pelo método dos minimos quadrados, sendo
calculada a equacdo da reta e o coeficiente de correlacdo (r). O comprimento de onda
empregado nas leituras das absorbancias das solugdes teste foi de 418 nm. As amostras foram

analisadas em triplicata.
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4.4 CEPA DE MICRO-ORGANISMO PADRAO EMPREGADO NA AVALIACAO DA ATIVIDADE

ANTIMICROBIANA

As cepas padrdes utilizadas nos testes foram: Streptococcus mutans ATCC 25175, lote
0307015 e Candida albicans ATCC 10231, lote 030640006; ambas doadas pelo Laboratério
de Microrganismos de Referéncia da Fundag¢do Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro,
Janeiro de 2012,

4.5 PREPARO DA SUSPENSAO PADRONIZADA DAS CEPAS DOS MICRO-ORGANISMOS PADROES

Para cada cepa foram realizados repiques em triplicata contendo meio de cultura
correspondente, inclinado. Os tubos foram incubados em estufa (FANEN®), cerca de 24
horas.

Preparou-se uma suspensdo microbiana diluida em solucéo fisiologica esterilizada,
para obtencao de transmitancia 25% a 580 nm medida em espectrofotobmetro modelo SP 432
(FENTO®). A partir desta suspenséo foram realizadas diluicbes decimais seriadas utilizando
solucéo fisiolégica esterilizada como diluente, até a diluicdo 10”. Das trés Gltimas diluicdes,
isto 6,10 °, 10 ®, 10 7, transferiu-se 1 mL para placa de Petri e em seguida adicionado 20mL
do meio de cultura correspondente (procedimento realizado em duplicata). As placas foram
incubadas por cerca de 24 horas. Apos este periodo foi realizada a contagem das coldnias em
cada placa, sendo determinado o nimero de unidades formadoras de colénia (UFC) por mL da
suspensdo microbiana.

Para o crescimento da bactéria Streptococcus mutans o meio de cultura utilizado foi
Tryptic Soy Agar (TSA) (Difco®), e a temperatura de incubacdo foi de 35 + 2°C, por cerca de
24 horas. Para o fungo Candida albicans o meio de cultura foi 0 Agar Sabouraud Dextrose, e
a temperatura de incubacéo foi de 25 + 2°C, por cerca de 48 horas.
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4.6 DETERMINAGCAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA EM MEIO DE CULTURA SOLIDO POR

TECNICA DE DIFUSAO EM AGAR

Utilizou-se 15 mL de meio de cultura fundido em placas de Petri esterilizadas. Sobre a
superficie do meio solidificado adicionou-se 5 mL de meio de cultura fundido e com
temperatura média de 45°C inoculado com 1% da suspensao microbiana de Streptococus
mutans ATCC 25175 ou Candida albicans ATCC 10231 padronizada a 25 % transmitancia
(580 nm).

Em seguida, 200 pL das solucdes testes e da substancia padrao foram introduzidos em
cilindros de ago inox de 5 mm de diametro, previamente colocados sobre 0 meio de cultura ja
solidificado. Apds cinco minutos as placas foram incubadas a 35 £ 2 °C ou 25 £ 2 °C por
cerca de 24 horas. Ap0s esse periodo os halos de inibi¢do de crescimento microbiano foram
medidos com o auxilio de um paquimetro. Este ensaio foi realizado em triplicata e em trés

dias diferentes.

4.7 DETERMINAGCAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA (CIM) DO EXTRATO ETANOLICO E

FRACOES DE Rosmarinus officinalis

O ensaio de susceptibilidade pelo método de microdiluicdo em caldo foi realizado
usando o método descrito pela Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) para
determinacdo da CIM (CLSI, 2009). Os testes foram realizados utilizando caldo Brain Heart
Infusion (BHI). A cepa bacteriana foi cultivada “overnight” a 35 + 2 °C de 18 a 24h em agar
Tryptic Soy Agar (TSA) (Difco®). Para a cepa de C. albicans foi utilizado o caldo dextrose
Sabouraud (SDB) para a determinagéo da CIM e meio Sabouraud Dextrose Agar (SDA) para
o cultivo. Diluigbes sucessivas a partir da solucdo estoque de 12,5 mg/mL foram testadas em
microplacas de 96 pocos variando nas concentracdes de 5,0 a 0,0025 mg/mL. Para isso, foram
utilizadas solucdes estoque de cada uma das amostras de 12,5 mg/mL em DMSO 1%. Foram
transferidos 180 pL dessa solucao para as microplacas que ja continham 200 uL. de meio de
cultura (pocos Al a A9). Depois de homogeneizada, passou-se da fila A para a fila B 180 uL,
e assim sucessivamente, até a fila H (Figura 4). A partir da fila B, todos os pocos ja

continham 180 uL de BHI. Para completar o volume final de 20 pL, foram adicionados 20 pL
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de suspensdo microbiana a 25% de transmitancia & 580 nm. As placas foram incubadas por
cercade 24 horasa 35+ 2 °C.

O mesmo procedimento foi executado para o controle positivo (BHI + microrganismo)
e o controle negativo (BHI + extrato). A clorexidina foi usada como substancia de referéncia
no ensaio com S. mutans nas concentragdes de 5 a 0,039 ug/mL; sendo o nitrato de miconazol
empregado para avaliar a inibicdo da C. albicans nas concentracdes de 5 a 0,039 mg/mL,
respectivamente. A CIM foi calculada como a menor diluicdo que apresentou completa
inibicdo da cepa testada. Todos os testes foram realizados em duplicatas, em trés dias
diferentes.

A leitura deu-se pela observacdo da presenca de turbidez indicativa de crescimento
microbiano. Para melhor visualizacdo dos resultados utilizou-se solucdo de Cloreto de
Trifeniltetrazolio, na concentracdo de 100 pg/mL, sendo 10 pL dessa solucdo aplicados em
cada poco das placas. ApoOs incubacdo por 30 minutos, foram observados pogos com
alteracdo da coloracdo para vermelho, indicativo de crescimento bacteriano. Pocos em néo

houve alteracdo da cor correspondeu a auséncia de crescimento microbiano.
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A 1804l Crnz A=5,0mg/ml

B 180 pl Ceng B=2,5mg/ml

C 1800l Crna C=1,25mg/ml
0 180l Csnu D=0,625mg/ml
E 180l Cner E=0,312mg/ml
F 180l Cing F=0,156mg/ml
G 180 pl Crna G=0,078mg/ml
H 180 pl descarta Crra H=0,039mg/ml

7

Figura 4. Esquema de diluigBes sucessivas nos pocos no teste de microdiluicdo em placas
empregando suspensdo microbiana de S. mutans ATCC 25175 e C. albicans ATCC 10231, segundo
método descrito na CLSI (2009).

4.8 DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA DE ADERENCIA (CIMA) DO

Streptococcus mutans ATCC 25175 A UMA SUPERFICIE

A concentracdo inibitéria minima de aderéncia (CIMA) da bactéria ao vidro foi
determinada empregando sacarose na concentracdo de 5% no meio de cultura, usando
diluicdes seriadas decimais das concentracGes do extrato etandlico e fracdes de Rosmarinus
officinalis. Foram distribuidos 1,8 mL de meio de cultura Brain Heart Infusion (Difco®)
inoculados com 10° UFC/ mL da suspensdo de Streptococcus mutans ATCC 25175, em tubos
de ensaio pequenos. Em seguida foi adicionado 0,2 mL da solugdo correspondente a cada

diluicdo das solugdes dos extratos e das substancias padrdes. As concentragdes das amostras,



45

variaram de 25mg/mL a 3,12 mg/mL. A clorexidina foi usada como substancia de referéncia e
foi preparada nas concentra¢cdes de 100 pg/mL a 12,5 pg/mL em agua destilada.

Os tubos de ensaio foram incubados em estufa (FANEN®) a 35 + 2°C por cerca de 24
horas, com os tubos inclinados a 30° em relacdo ao plano. Foi realizada a observagéo visual
da aderéncia das células bacterianas na parede do tubo de ensaio apds sua agitacao.

A CIMA foi definida como a menor concentracdo do agente em meio com sacarose

que impediu a aderéncia ao tubo de vidro.

4.9 PREPARACAO DO ENXAGUATORIO BUCAL CONTENDO EXTRATO DE Rosmarinus officinalis

Conforme os resultados dos testes: atividade antimicrobiana, CIM e CIMA, foram
desenvolvidas 18 formulagfes de enxaguatdrio bucal. Os lotes e fornecedores das matérias
primas utilizadas nas formulagdes desenvolvidas encontram-se na tabela 2.

As formulacbes dos enxaguatorios bucais com extrato etandlico de Rosmarinus
officinalis encontram-se na tabela 3 denominadas em ordem alfabética de A a I, e as
formulacdes desenvolvidas com a fragdo hexanica encontram-se na tabela 4 denominadas de J
aR.

Tabela 2 — Lotes e fornecedores das matérias primas das formulacBes de enxaguat6rios

bucais.
Componentes Lotes
Benzoato de Sodio 020137 — Valdequimica
Sacarina ALL 35070 — All Chemistry
Propilenoglicol A955CCKL11 - Pharma Nostra
EDTA dissodico 120705#4 — Fagron
Oleo essencial de menta ALL 47841 — All Chemistry

Hidroxido de Sodio 20% ALL 43317 - All Chemistry




Tabela 3: Composi¢do do enxaguatorio bucal com diferentes concentracdes do extrato

etanolico de R. officinalis, fluoreto de sddio e digluconato de clorexidina.
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Formulagdes de Enxaguatorio Bucal

Componentes A B C D E F G H I
Benzoato de
S6dio 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1%
Sacarina 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1%
Propilenoglicol 15% 15% 15% 15% 15% 15% 15% 15% 15%
EDTA dissédico  0,05% 0,05% 0,05% 0,05% 0,05% 0,05% 0,05% 0,05% 0,05%
Extrato Etandlico
de Rosmarinus 0,1% 5% 10% 0,1% 5% 10% 0,1% 5% 10%
officinalis
—  005% 005% 005% -
Fluoreto de Sédio
Digluconatode —— 012% 012% 0,12%
Clorexidina
Oleo essencial de s . . s S S q S .
et gsp.  gsp. gsp.  gSp.  GSp.  gsp. gSp.  gSp.  GSp.
) . q.s.p. q.s.p. q.s.p. g.s.p. q.s.p. g.s.p.  g.s.p. q.s.p. q.s.p.
Aguadestilada o0 J0omL 10omL 100mL  100mL  100mL  100mL  100mL  100mL

pH final das formulages — 6,3
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Tabela 4 — Composicdo do enxaguatério bucal com diferentes concentracbes da fragéo

hexanica de R. officinalis, fluoreto de sodio e digluconato de clorexidina.

Formulagdes de Enxaguatorio Bucal

Componentes J K L M N @) P Q R
Benzoato de
Sédio 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1%
Sacarina 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1%
Propilenoglicol 15% 15% 15% 15% 15% 15% 15% 15% 15%
EDTA diss6dico 0,05% 0,05% 0,05% 0,05% 0,05% 0,05% 0,05% 0,05% 0,05%
Fracdo Hexanica
de Rosmarinus 0,05% 5% 10% 0,05% 5% 10% 0,05% 5% 10%
officinalis
Fluoreto de - - - 0,05% 0,05% 0,05% - - -
Sédio
Diglconatode . 012% 012% 012%
Clorexidina
Oleo essencial de s s . . S S q q .
menta g.s.p. g.s.p. g.s.p. g.s.p. g.s.p. g.s.p. g.s.p. g.s.p. g.s.p.
) . q.5.p. gs.p.  g.s.p. q.5.p. q.s.p. g.s.p.  QgsS.p. q.s.p. q.s.p.
Aguadestilada 00 100mL 1oomL  100mL  100mL  100mL  100mL 100mL  100mL

pH final das formulagdes — 6,3



48

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DETERMINAGCAO DOS TEORES DE FENOIS E FLAVONOIDES TOTAIS

Para a determinacdo do teor de fenlis totais, realizou-se uma varredura
espectrofotométrica entre 420 e 900 nm. O espectro de absor¢do da solucdo padrédo de acido
gélico (Figura 5) foi obtido e o comprimento de onda de maior absorcdo foi em 765 nm que
foi empregado no método de quantificacdo dos fendis totais (SOUSA et al., 2007).

0,27
0,26
0,25
0,24

0,23

Absorbancia

0,22

0,21

0,2

450 550 650 750 850 950
A (nm)

) Figura 5: Varredura espectrofotométrica obtida com a solugdo da substancia padrao
Acido Galico na concentracdo de 10 pg/mL.
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Ap0s definicdo do comprimento de ondas com maior absor¢éo, a reta de calibragéo do

acido galico foi obtida para determinacéo dos teores de fenois totais (Figura 6).

Curva de Calibragao do Acido Galico
0,6
y =0,0106x+ 0,0148
0,5 RZ =1
& 04
&
20,3
2
2 0,2
0,1
0
0 10 20 30 40 50 60
Concentragdo (pg/mL)

Figura 6: Curva espectrofotométrica obtida com a solucio da substancia padrao Acido
Galico nas concentragbes 10 pg/mL, 20 pg/mL, 30 pg/mL, 40 pg/mL e 50 pg/mL. Para
obtencdo da equacéo da reta.

Para estabelecer o método de quantificacdo do teor de flavondides totais, foi realizada
uma varredura espectrofotométrica entre 350 e 550 nm com uma solucdo de rutina na
concentracdo de 5 pg/mL para obter o espectro de absorcao (Figura 7). Conforme a figura 7, o
comprimento de onda em 418 nm apresentou maximo de absorcdo e foi usado para obtencédo
da reta de calibragdo e determinacdo dos flavondides totais. A curva espectrofotométrica
obtida foi semelhante & obtida no trabalho de Sobrinho et al., (2008).
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Figura 7: Varredura espectrofotométrica obtida com a solucdo da substancia padréo

Rutina na concentragao de 5 pg/mL.

A partir das leituras da solucdo padrdo de rutina em diferentes concentracbes (5
pg/mL, 10 pg/mL, 15 pg/mL, 20 pg/mL, 25 pg/mL, 30 pg/mL, 35 pg/mL e 40 pg/mL), foi
obtida a reta de calibragdo mostrada na figura 8. Os dados obtidos foram submetidos a analise

de regresséo linear para determinacdo da equacdo da reta e do coeficiente de determinacdo

(R?), resultando na equagéo da reta de calibracdo y = 0,0248x + 0,0047.

. ~ .
Curva de Calibra¢ao da Rutina
1
0,9 y =0,0248x+ 0,0047
08 R? =0,9966
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Figura 8: Curva espectrofotométrica obtida com a solucéo da substancia padrédo Rutina
nas concentragfes 5 pg/mL, 10 pg/mL, 15 pg/mL, 20 pg/mL, 25 pg/mL, 30 pg/mL, 35

pg/mL e 40 pg/mL. Para obtencdo da equacéo da reta.
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Os teores de fendis totais variaram de 2,28 a 21,13 ¢/100g nas amostras de
Rosmarinus officinalis (extrato etandlico, fragdes em hexano, diclorometano, acetato de etila e
butanol) testadas (Tabela 5). As fracdes hexanica e em acetato de etila apresentaram maiores
teores de fendis totais quando comparadas com as demais amostras testadas. A tabela 5
também mostra que os teores de flavondides totais variaram de 0,43 a 3,11 g/100g no extrato
etanolico e nas fragdes testadas. O extrato etanolico (3,11 £ 0,1 g/100g) contém maior teor de
flavonoides totais equivalentes a rutina. Devido aos teores de fendis totais e flavonodides, a
fracdo hexanica e o extrato etanolico, respectivamente, foram escolhidos para desenvolver as

formulagdes de enxaguatorio bucal.

Tabela 5 — Resultados de Teores de fendis e flavondides totais nos extratos e fracdes de

Rosmarinus officinalis através de método espectrofotométrico.

Amostras Fenois totais (g/1009) Flavondides totais (g/100g)
Extrato Etandlico 10,35+0,2 3,11+0,1
Fracdo Hexanica 15,94 £0,2 0,77 £0,03
Fracdo Diclorometanica 745+0,1 0,43 +£0,07
Fracdo em Acetato de Etila 21,13 £ 0,09 2,55 + 0,06
Fracdo Butandlica 2,28 +0,03 0,43 +0,02

O conteudo de fendis totais e flavonoides foram determinados, destacando-se uma
maior concentracdo de fendis nas fraces de polaridades intermediarias (hexanica e em
acetato de etila); ja em relacdo aos flavonoides, o extrato etandlico, de maior polaridade,
apresentou melhor resultado. A variacdo dos teores de flavonodides nas amostras testadas pode
estar relacionada a uma maior quantidade de flavondides nao glicosilados que séo extraidos
em solventes menos polares (DEL BANO et al., 2004; ALMEIDA et al., 2010).

Os compostos fendlicos presentes na planta Rosmarinus officinalis (LIU et al., 2009;
LIN et al., 2010) possuem diferentes propriedades farmacoldgicas estudas como, atividade
antimicrobiana, antiviral, anti-hipertensiva, anti-inflamatdria, antiplaquetaria e
antiulcerogénica. Também possuem acdo no aumento na permeabilidade capilar, migracdo de
leucdcitos e inibicdo da exudacdo protéica (PELZER et al., 1998). Estes efeitos podem estar
relacionados as propriedades inibitorias que os flavonoides apresentam nos varios sistemas

enzimaticos incluindo hidrolases, isomerases, oxigenases, oxidoredutases, polimerases,



52

fosfatases, proteinas fosfoquinases e aminoacido oxidases (FERGUSON, 2001; OKAMURA
etal., 1994; FRANCO et al., 2005; SOUSA et al., 2007).

5.2 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA EM MEIO DE CULTURA SOLIDO POR

TECNICA DE DIFUSAO EM AGAR

A substancia padrdo de ampicilina foi testada na concentragdo de 1,0ug/mL para a
cepa de S. mutans ATCC 25175 (tabela 6), e para a cepa de C. albicans ATCC 10231 a
substancia padrdo utilizada foi o Nitrato de Miconazol na concentracdo de 1,0pug/mL, (tabela
7).

Tanto o extrato etanolico de R. officinalis quanto suas fracGes apresentaram atividade
antimicrobiana, como pode ser observado nas figuras 9 e 10 para S. mutans ATCC 25175, e
nas figuras 11 e 12 para C. albicans ATCC 10231.

Tabela 6 — Resultados das medidas dos tamanhos de halos de inibicdo de crescimento (mm),
obtidos em ensaios com extratos de Rosmarinus officinalis; nas concentracfes de 5 e 10 %
testados frente ao S. mutans ATCC 25175.

Medida dos halos de inibicdo (mm) £ DP

Amostras 5% 10%

Extrato Etandlico 25+0,2 28+0,1
Fracdo em Hexano 29 + 0,06 29+0,1
Fracdo em Diclorometano 20+0,4 21+0,4
Fracdo em Acetato de Etila 20+0,3 20+0,2
Fracdo em Butanol 14+0,3 15+0,2
Ampicilina 1,0pg/mL 30+£0,1 30+£0,1

DMSO (Dimetilsulféxido) Sh Sh

(Sh) Auséncia do halo de inibicdo de crescimento.
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Figura 9 — Halo formado pela inibi¢do do crescimento do Streptococcus mutans ATCC 25175,
pelo extrato etandlico de Rosmarinus officinalis a 10%, empregando técnica de difusdo em agar.

Figura 10: Halo formado pela inibicdo do crescimento do Streptococcus mutans ATCC 25175, pela
fracdo em diclorometano de Rosmarinus officinalis a 10%, empregando técnica de difusdo em &gar.
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Tabela 7 — Resultados das medidas dos tamanhos de halos de inibigcdo de crescimento (mm),
obtidos em ensaios com extratos de Rosmarinus officinalis; nas concentracfes de 5 e 10 %
testados frente a C. albicans ATCC.

Medida dos halos de inibicdo (mm) £ DP

Amostras 5% 10%
Extrato Etandlico 7+£0,2 9,9+0,08
Fracdo em Hexano 12+0,2 15+0,2
Fracdo em Diclorometano 9,3+0,1 95104
Fracdo em Acetato de Etila 5+0,03 7+£0,2
Fracdo em Butanol 6+£0,1 10
Nitrato de Miconazol 18+0,1 18+0,1
1,0pg/mL

DMSO (Dimetilsulfoxido) 3+0,1 3+0,1




55

Figura 11 - Halo formado pela inibigdo do crescimento da Candida albicans ATCC 10231, pela fracdo
em diclorometano de Rosmarinus officinalis a 5%, empregando técnica de difusdo em &gar.

Figura 12 — Halo formado pela inibicdo do crescimento da Candida albicans ATCC 10231, pela
fracdo hexanica de Rosmarinus officinalis a 5%, empregando técnica de difusdo em agar.
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Os resultados indicaram que as todas as fracOes de R. officinalis foram efetivas em
inibir o crescimento de S. mutans e C. albicans pelo método de difusdo, demonstrando
atividade antimicrobiana. Esta atividade pode ser atribuida a presenca de diversas substancias
nesses produtos, especialmente os constituintes fendlicos (NASCIMENTO et al., 2000;
MELENDEZ & CAPRILES, 2006).

Foram observados halos de inibicdo de crescimento bacteriano de 14 a 29 mm de
diametro; e antifungico de 5 a 15 mm de didmetro. A inibicdo do crescimento apresentou-se
homogénea, de acordo com o grau de concentracdo das amostras de R. officinalis (SILVA et
al., 2008). Os resultados mostraram que o0 extrato de alecrim e as suas fragcbes possuem
compostos bioativos com atividade antimicrobiana.

Meléndez & Capriles (2006), testaram o extrato metandlico das folhas de R. officinalis
contra 17 cepas de bactérias Gram positivas e Gram negativas, foi relatada atividade para 10
cepas e os halos de inibicdo variaram entre 12 e 18 mm. Condizendo com os resultados
obtidos neste trabalho. A diferenca entre o diametro dos halos de inibicdo pode ser atribuida
as diferentes polaridades do liquido extrator utilizado.

Nascimento et al. (2000), testaram o extrato hidro-alcéolico de R. officinalis contra a
cepa de Candida albicans pelo método de difusdo em agar e relataram a suscetibilidade do
micro-organismo ao extrato, portanto seus resultados encontram-se de acordo com o presente
estudo.

H& estudos na literatura, que relatam atividade antimicrobiana de Rosmarinus
officinalis para fungos e diversas bactérias como, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
albus, Escherichia coli, Corinebacterium e Pseudomonass fluorescens (NEWALL et al.,
2002; ALONSO, 1998; SILVA et al, 2008; EL OMRI et al.,, 2010). As atividades
antibacteriana e antifingica foram comprovadas nesta pesquisa com as cepas: S. mutans e C.

albicans, respectivamente.

5.3 DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA (CIM) DO EXTRATO E FRAGOES
DE R. officinalis FRENTE A S. mutans ATCC 25175 E C. albicans ATCC 10231.

Para o extrato etandlico e fracGes de R. officinalis foram obtidas as Concentracdes
Inibitérias Minimas. Os resultados foram promissores quando comparados a trabalhos ja
publicados, visto que para a cepa de S. mutans, as CIM variaram de 0,312 mg/mL a 1,25

mg/mL e para a cepa de C. albicans de 1,25 mg/mL a 2,5 mg/mL.
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A CIM para as diluigdes de Clorexidina-padrdo foi de 12,5 pg/mL e para o Nitrato de
Miconazol foi de 0,313 mg/mL. A determinacdo da CIM do extrato etandlico e fracbes de
Rosmarinus officinalis e das sustancias padrdes Clorexidina e Miconazol estdo expressos na
tabela 8.

Tabela 8 - Resultado do teste CIM para extrato etandlico e fracbes de Rosmarinus officinalis,
Clorexidina e Nitrato de Miconazol, frente a S. mutans ATCC 25175 e C. albicans ATCC
10231.

Amostras Streptococcus mutans Candida albicans
Extrato Etandlico 0,625 mg/mL 1,25 mg/Ml
Fragdo Hexanica 0,312 mg/mL 1,25 mg/mL
Fracao do Diclorometano 0,625 mg/mL 2,5 mg/mL
Fracdo do Acetato de Etila 0,625 mg/mL 1,25 mg/mL
Fracdo Butandlica 1,25 mg/mL 1,25 mg/mL
Clorexidina 12,5 pg/mL
Nitrato de Miconazol 0,312mg/mL

(---) Néo se aplica

A presenca da atividade antimicrobiana do extrato de R. officinalis corrobora o uso
popular da planta no tratamento de infeccdes.

Ao visar uma possivel aplicabilidade clinica dos extratos de R. officinalis e S. Cumini
como enxaguatorios bucais ou irrigantes do canal radicular, Costa et al. (2009), utilizaram
extratos glicdlicos (livres de etanol), os quais se mostraram satisfatorios para atividade
antifngica sobre cepas de Candida albicans, Candida glabrata e Candida tropicalis, com
CIM de 20 £ 7 mg/mL para C. albicans. No entanto o resultado da CIM com o extrato
etandlico, testado neste trabalho, apresentou valor de 1,25 mg/mL.

A avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato metanolico de alecrim realizada
por Celiktas et al. (2007), testando S. aureus, P. vulgaris, P. aeruginosa, K. pneumonia, E.
faecalis, E. coli, S. epidermidis, B. subtilis e C. albicans, apresentou concentracgdes inibitorias
minimas para C. albicans variando de 2,5 a 10 mg/mL. No presente trabalho, obteve-se
melhores resultados, a CIM para C. albicans encontrada variou de 1,25 mg/mL a 2,5 mg/mL.

Em trabalho realizado por Bernardes em 2010, patdégenos orais E. faecalis, S.

salivarius, S. sanguinis, S. mitis, S. mutans e S. sobrinus, foram testados frente a substancias
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isoladas do extrato de R. officinalis, e a concentracdo inibitoria minima para S. mutans variou
de 50 a 400 pg/mL. Em relacdo a CIM encontrada neste trabalho foram observadas
diferencas que podem ser atribuidas as substancias isoladas do extrato testadas por Bernardes
(2010), por isso mais concentradas, logo, as CIM menores.

Ha estudos como os de Pintore et al., 2002 e Oluwatuyi et al., 2004 que confirmam as
propriedades antimicrobianas de Rosmarinus officinalis. Pintore et al., testaram bactérias
Gram positivas (Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis) e Gram negativas
(Escherichia coli; Pseudomonas aeruginosa), e obtiveram resultados de concentracéo
inibitéria minima que variaram de 2,5 a 4,0 mg/mL; ja Oluwatuyi et al., testaram o extrato de
R. officinalis contra a cepa de Staphylococcus aureus (MRSA), e as concentracdes inibitdrias
minimas variaram de 16 a 64ug/mL. Por se tratar de cepas bacterianas diferentes das testadas
neste trabalho, os valores das CIM foram diferentes, mas vale ressaltar os bons resultados
encontrados por Oluwatuyi et al., que relatou concentra¢des inibitrias minimas menores que
100pg/mL.

Angioni et al. (2004), testaram o 6leo essencial de Rosmarinus officinalis contra as
seguintes cepas: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, e Candida albicans. Para todas as cepas testadas a CIM foi maior
gue 900 pg/mL. Comparando os resultados apresentados por Angioni et al., com os obtidos
neste trabalho, pode-se observar que o 6leo essencial de R. officinalis foi mais eficaz ao inibir
0 crescimento microbiano, mesmo com concentra¢fes inibitérias minimas acima de 900

pg/mL.

5.4 DETERMINAGCAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA DE ADERENCIA (CIMA) Do S.

mutans ATCC 25175 A UMA SUPERFICIE.

Foi realizado o ensaio de CIMA para o extrato etanolico de Rosmarinus officinalis e
suas fracOes, e como substancia padrdo foi usada a clorexidina. O teste de aderéncia é
definido como a concentragdo minima de extrato da planta capaz de inibir a aderéncia da
bactéria ao vidro apo6s determinado periodo de incubag&o.

Os resultados de CIMA referentes as diluicBes das amostras e clorexidina, estdo

expressos na tabela 9.
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O resultado do teste controle mostrou a adeséo da massa bacteriana formada aderida
ao vidro (Figura 13). No controle negativo, tanto com solucdo fisioldgica (diluente da
Clorexidina) quanto com DMSO (diluente dos extratos), ndo ocorreu aderéncia.

Para o extrato etandlico de R. officinalis a menor concentragdo que impediu a adréncia
da bactéria S. mutans ATCC 25175 ao vidro foi a de 12,5mg/mL. J& para suas fracdes o
resultado foi semelhante, isto €, CIMA de 6,25mg/mL (Figura 14).

Para a Clorexidina a CIMA foi 25 pg/mL, pois na concentracdo 12,5 pug/mL ocorreu

aderéncia da bactéria ao vidro (Figura 15).

Tabela 9: Resultado da Concentracdo Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA) do S. mutans

ATCC 25175 a uma superficie para extrato etandlico e fracbes de Rosmarinus officinalis e

clorexidina.
Amostras CIMA
Extrato Etandlico 12,5 mg/mL
Fracdo Hexanica 6,25 mg/mL
Fracao do Diclorometano 6,25 mg/mL
Fracdo do Acetato de Etila 6,25 mg/mL
Fracdo Butandlica 6,25 mg/mL

Clorexidina 25 pg/mL
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Figura 13: Controle positivo (C+) do teste de CIMA para o Streptococcus mutans ATCC 25175. No
(C+) observa-se a aderéncia da massa bacteriana ao vidro.

Figura 14 - Teste de CIMA frente a S. mutans ATCC 25175, para a fracdo em Butanol de Rosmarinus
officinalis. Concentragbes 6,25 mg/mL (lado direito ) e 3,12 mg/mL (lado esquerdo). A concentracéo
de 3,12mg/mL apresentou aderéncia ao vidro.
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Figura 15- Teste de CIMA frente a S. mutans ATCC 25175, para a Clorexidina. Concentragdes 25
pg/mL (lado direito) e 12,5 pg/mL (lado esquerdo). A concentracdo de 12,5 pg/mL apresentou
aderéncia ao vidro.

Algumas plantas tém sido pesquisadas com o intuito de combater as infec¢bes que
acometem a cavidade bucal, principalmente as originadas pela presenca do biofilme
bacteriano (ALVES et al., 2009; SOARES et al., 2007; FREIRES et al., 2010; SILVA et al.,
2012).

Takarada et al. (2010), afirmaram que o 6leo essencial de alecrim demonstrou efeito
inibitorio da aderéncia de S. mutans e atividade inibitoria do crescimento de bactérias Gram
negativas (A. actinommycetemcomitans, P. gengivalis e F. nucleatum). Foram obtidos
resultados para CIMA abaixo de 0,05 mg/mL, resultado melhor do que os encontrados pelo
presente trabalho, diferenca que pode ser explicada pelo uso do Oleo essencial de R.
officinalis, que apresenta maior concentra¢do de produtos do metabolismo secundario.

Em outro estudo, foi testada a concentracdo inibitéria minima de aderéncia do café
(Coffea arabica) para S. mutans, a solucdo de café fervido a 16% foi a mais efetiva, inibindo
91% da aderéncia da cepa em relagdo ao branco (LANDUCCI et al., 2003). Neste trabalho foi
observada uma inibicdo da aderéncia de 99,6% da clorexidina em relagdo aos resultados

obtidos pelas fracdes do extrato de R. officinalis.
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O extrato da casca do caule de Anacardium occidentale L., que possui atividade
antimicrobiana relatada na literatura (LAURENS et al., 1997), foi testado frente a S. mitis, S.
mutans e S. sanguis. O extrato apresentou atividade antibacteriana e o resultado da
concentragdo inibitéria minima de aderéncia para a cepa de S. mutans foi de 0,31 mg/mL,
demonstrando maior atividade antiaderente que R. officinalis (CIMA 6,25 mg/mL), devido a
maior concentracdo de fenois em sua composic¢édo (MELO et al., 2006).

Alves et al. (2009), testaram trés plantas: malva (Malva sylvestris), aroeira-do-sertao
(Myracrodruon urundeuva All) e goiabeira (Psidium guajava Linn) contra as cepas de
bactérias orais patogénicas: Streptococcus mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus
sobrinus, Streptococcus sanguis e Lactobacillus casei. Todos 0s extratos apresentaram
atividade antiaderente, as amostras de malva e aroeira-do-sertdo, tiveram atividade
semelhante a da clorexidina, CIMA de 0,25 mg/mL. Os extratos testados por Alves et al.,
possuem boa atividade antiaderente, mas a concentracdo inibitéria minima de aderéncia
diverge com a encontrada pelo presente trabalho para a clorexidina, que foi de 25 pg/mL.

As plantas Aroeira-vermelha (Schinus terebinthifolius) e Arnica (Solidago
microglossa), foram testadas por Freires et al. (2010), frente as cepas de Streptococcus
mutans e Lactobacillus casei. Os resultados encontrados foram, Aroeira, CIMA de 0,892
mg/mL e Arnica de 17,85 mg/mL. A Aroeira apresentou resultados mais satisfatorios, visto
gue a CIMA do controle positivo (clorexidina) foi de 0,171 mg/mL. Os resultados publicados
por Freires et al., mostram que a Aroeira-vermelha (Schinus terebinthifolius) possui maior
atividade antiaderente do que Rosmarinus officinalis (CIMA 12,5 mg/mL), mas os resultados

para a clorexidina foram diferentes dos encontrados por este trabalho.

5.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO ENXAGUATORIO BUCAL CONTENDO

ROSMARINUS OFFICINALIS PELO METODO DE DIFUSAO EM AGAR.

S&o caracteristicas importantes dos agentes ativos dos enxaguatorios bucais: reducao
da adesividade das bactérias a superficie dental, inibicdo do crescimento e proliferacdo dos
microrganismos, inibicdo da formagdo da matriz intercelular da placa, modificacdo da
bioquimica bacteriana, com a finalidade de reduzir a formacdo de produtos citotdxicos e
modificacdo da ecologia do biofilme para desenvolvimento de uma flora menos patogénica
(MOREIRA et al., 2001).
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Atualmente, ha uma preocupacgéo para a remocdo do etanol dos enxaguatdrios bucais,
de modo que muitas empresas estdo produzindo enxaguatorios livres desta substancia
(CARRETERO et al., 2006).

O extrato de R. officinalis possui atividade antimicrobiana, sendo viavel sua utilizacéo
para preparacdo de antissepticos orais (CORDEIRO et al., 2006).

O conservante benzoato de sddio foi utilizado na concentracdo de 0,1%. Este apresenta
propriedades tanto bacteriostaticas como antifungicas. A agdo conservante pode ser
aumentada pela adicdo de propilenoglicol a 15%, cuja concentracdo possui, além de acgdo
antimicrobiana, propriedades umectantes, estabilizantes, e de co-solvente miscivel na agua.
Constitui também num carreador para emulsificantes e veiculo para flavorizantes,
preferencialmente ao etanol, pois impede a volatilizacdo e fornece um aroma mais estavel. O
6leo essencial de menta foi adicionado para conferir sabor e aroma a formulagdo (ZANIN et
al., 2007).

O sal sodico do acido edeético (EDTA) foi usado como quelante e sequestrante de ions
alcalinos. Uma pequena quantidade de sacarina sodica foi adicionada (0,1%), pois apresenta
boa solubilidade na &gua, fornecendo gosto agradavel ao enxaguatoério bucal. O hidréxido de
sodio foi utilizado como agente alcalinizante e tamponante com a finalidade de estabilizar o
pH da formulacdo (ROWE, SHESKEY e WELLER, 2003).

O extrato etandlico de R. officinalis e sua fracdo hexanica, foram as amostras que
apresentaram maior atividade antimicrobiana no teste de difusdo em &gar, definindo as
formulagdes de enxaguatorios bucais a serem avaliadas.

Foram testadas formulaces com a Concentracdo Inibitéria Minima do extrato
etanolico (0,1%) e da fracdo hexanica (0,05%) e a 5 e 10% (ZANIN et al., 2007; PRISTA et
al, 2003), tanto para a cepa de S. mutans ATCC 25175, quanto para C. albicans ATCC 10231.

Os testes foram realizados em triplicata tendo em cada placa uma Unica solucao-teste.

A base foi utilizada como controle do teste, com auséncia do extrato R. officinalis. Os
resultados das medidas dos halos de inibicdo de crescimento microbiano para as formulag6es
contendo extrato etandlico de R. officinalis (amostras de A a 1), encontram-se na tabela 10 e
para as formulagdes contendo a fracdo hexanica (amostras de J a R), encontram-se na tabela
11.

Foi observado que todas as amostras de enxaguatorios bucais que continham extrato
de R. officinalis, aumentaram a atividade antimicrobiana quando comparadas aos brancos
(enxaguatorio base sem extrato). Em destaque para a amostra E (extrato etanolico de R.
officinalis 5% + fluoreto de sddio 0,05%), testada frente a S. mutans, que apresentou um
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aumento em relacdo ao branco de 16 mm (59,3%) no didametro do halo de inibi¢do. Para os
enxaguatorios contendo a fracdo hexanica, a amostra N (fracdo hexanica de R. officinalis 5%
+ fluoreto de sodio 0,05%) apresentou um aumento de 50% no didmetro do halo de inibicéo
(10 mm).

Para a cepa de C. albicans a amostra C (extrato etandlico de R. officinalis 10%)
apresentou um aumento em relacdo ao branco de 10 mm no didmetro do halo de inibicéo
(100%). E para as amostras que continham a fracdo hexanica, L (fracdo hexanica de R.
officinalis 10%) apresentou um aumento de 130% no didametro do halo de inibi¢do (13 mm).

Para melhor visualizagdo dos resultados, as figuras 16 e 17 sdo referentes as
formulacBGes que contém extrato etandlico em sua composicdo; ja as figuras 18 e 19 se
referem as que contém a fracao hexanica.

As formulagbes com 5 e 10% de extrato de R. officinalis, apresentaram melhores
resultados em relacdo ao branco, porém a incorporacao da amostra ao enxaguatorio nao foi de
facil realizacdo. Como ndo foi empregado etanol para solubilizacdo do extrato, somente
propilenoglicol, o que dificultou a incorporacao de grande quantidade de extrato.

Em relacdo a fracdo hexanica, além de seu rendimento ser menor, sua incorporagdo
também ¢é deficiente, visto que ndo foi utilizado hexano para solubilizacdo e que essa fracao
ndo é facilmente dissolvida em propilenoglicol. Por isso a formulacdo escolhida para ser
desenvolvida foi a amostra A (Figura 20), que é composta pela Concentracdo Inibitoria
Minima do extrato etandlico de R. officinalis, que apresentou alto rendimento, com facil
incorporacdo a formulagdo e resultados satisfatorios frente a S. mutans e C. albicans.
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Tabela 10: Resultados das medidas dos tamanhos de halos de inibi¢do de crescimento (mm),
obtidos em ensaios com enxaguatorios bucais com extrato etanolico de Rosmarinus
officinalis; nas concentracdes de 0,1, 5 e 10 % testados frente ao S. mutans ATCC 25175e C.
albicans ATCC 10231.

Medida dos halos de inibi¢do (mm) £ DP

Enxaguatdrio S. mutans C. albicans
A 29+0,2 15+0,1
B 30+£0,2 17+0,2
C 31+0,1 20+£0,2
D 30+04 20+£0,1
E 43+0,2 18+0,2
F 36+0,4 19 + 0,05
G 29+0,5 16+0,1
H 38+0,3 15+ 0,05
I 40+0,1 20+ 0,08
BRANCO A, B, C 20+£0,3 10+0,1
BRANCOD, E, F 27+£0,5 16 + 0,05

BRANCO G, H, | 28+0,4 1,4+0,3
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Figura 16 - Halo formado pela inibicdo do crescimento do Streptococcus mutans ATCC 25175, pelo
enxaguatorio bucal com extrato etandlico de Rosmarinus officinalis a 0,1% e Clorexidina a 0,12%,
empregando técnica de difusdo em agar.

Figura 17 - Halo formado pela inibicdo do crescimento da Candida albicans ATCC 10231, pelo
enxaguatdrio bucal com extrato etandlico de Rosmarinus officinalis a 0,1% e Fluoreto de Sddio a
0,05%, empregando técnica de difusdo em agar.
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Tabela 11: Resultados das medidas dos tamanhos de halos de inibi¢do de crescimento (mm),
obtidos em ensaios com enxaguatérios bucais com a fracdo hexanica de Rosmarinus
officinalis; nas concentracdes de 0,1, 5 e 10 % testados frente ao S. mutans ATCC 25175e C.
albicans ATCC 10231.

Medida dos halos de inibicdo (mm) £ DP

Enxaguatdrio S. mutans C. albicans
J 25+0,5 14 + 0,08
K 27+0,2 18+0,2
L 28+0,3 23+0,5
M 29+0,2 19+0,1
N 30+£0,5 21 £ 0,08
O 28+0,4 24+0,4
P 26+0,6 15+0,1
Q 25+0,2 19+ 0,09
R 24+0,3 22+04
BRANCO J, K, L 20+0,2 10+0,1
BRANCO M, N, O 20+ 0,2 16 + 0,05
BRANCOP, Q,R 22+0,2 14+0,3
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Figura 18 - Halo formado pela inibicdo do crescimento da Streptococcus mutans ATCC 25175, pelo
enxaguatdrio bucal com a fragdo hexanica de Rosmarinus officinalis a 0,05%, empregando técnica de
difusdo em &gar.

Figura 19 - Halo formado pela inibicdo do crescimento da Candida albicans ATCC 10231, pelo
enxaguatorio bucal com a fracdo hexanica de Rosmarinus officinalis a 0,05% e Fluoreto de Sodio a
0,05%, empregando técnica de difusdo em agar.
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Figura 20: Fotografia do enxaguatorio bucal com 0,1% do extrato etanolico de Rosmarinus officinalis.

Cordeiro et al., (2006), desenvolveram uma formulacdo de enxaguatorio bucal,
contendo, em associacdo extratos hidroalcodlicos de Rosmarinus officinalis (Alecrim),
Plantago major (Tanchagem), Tebebuia impetignosa (Ipé-roxo), Achillea millefollium (Mil-
folhas) e Nasturtium officinale (Agrido). A formulacéo (contendo ou néo extratos vegetais) foi
testada frente as seguintes cepas: S. aureus, B. subtilis, P. aeruginosa, E. coli e E. fecalis. Os
enxaguatdrios apresentaram atividade, porém ndo foi observada diferenca significativa entre
as formulacBes que continham ou ndo extratos vegetais. Resultado diferente do encontrado
por este trabalho, onde as formulagdes que continham os extratos apresentaram sinergismo
com a base do enxaguatorio.

Nascimento et al., (2000) propuseram a associacdo entre antibidticos e extratos

vegetais, sobre bactérias resistentes, indicando a ocorréncia de sinergismo, possibilitando que
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antibidticos ineficazes apresentassem acdo contra bactérias. Confirmando os resultados
obtidos, em que a associacao entre extratos de R. officinalis e fluoreto de sodio ou clorexidina
aumentou a acdo do enxaguatorio proposto.

O estudo realizado por Maekawa et al., (2010) avaliou a atividade antimicrobiana de
enxaguatdrios bucais, a base de clorexidina, sem alcool na sua composi¢do, sobre Candida
albicans. Dois enxaguatdrios bucais sem etanol em sua composicdo foram analisados:
Cariax®, formulado com digluconato de clorexidina 0,12% e fluoreto de soédio 0,05% e
Orthokin®, composto por digluconato de clorexidina 0,06% e fluoreto de sédio 0,05% e
acetato de zinco 0,34%, em comparagdo a um enxaguatorio com etanol, o Periogard®, a base
de digluconato de clorexidina 0,12%, que foi utilizado como controle positivo. Como
resultados obtiveram que o Cariax® apresentou atividade fungicida sobre C. albicans
semelhante a do Periogard®, mas menor agdo fungistatica em comparagdo ao controle; notou-
se, também que o Orthokin® apresentou apenas agdo fungistatica semelhante ao Periogard®
sobre os isolados avaliados. Tanto as formulagbes que continham somente extrato de R.
officinalis; extrato e fluoreto de sddio; e extrato e clorexidina, testadas no presente trabalho
apresentaram atividades bactericida e fungicida.

De-Carli et al., (2010) em um ensaio clinico duplo cego randomizado, testaram o
sinergismo entre o extrato etandlico de Prépolis (Apis mellifera) a 5% e o fluoreto de sodio
sobre 0 acimulo do biofilme dental. Onde a associacdo da propolis ao fluoreto aumentou as
propriedades anticarie do fldor através de sinergismo quimico, reduzindo a formacdo do
biofilme e a viruléncia de Streptococcus mutans, sem alterar a microflora residente. O
sinergismo quimico pode ser justificado pela interacdo com os flavondides presentes na
amostra. O mesmo efeito sinérgico foi observado com o extrato etandlico e fracbes de R.
officinalis com o fluoreto de sddio e clorexidina.

Corroborando com os trabalhos citados, nossos resultados demonstraram atividades

antimicrobiana, antiaderente e sinérgica para o extrato e fracdes de R. officinalis testados.
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6 CONCLUSAO

A planta medicinal Rosmarinus officinalis possui atividade antimicrobiana frente as
cepas padrfes de S. mutans ATCC 25175 e C. albicans ATCC 10231, nas concentragdes de 5
e 10%.

O extrato etandlico de Rosmarinus officinalis e suas fracdes apresentaram atividade
antiaderente contra a cepa padrdo de S. mutans ATCC 25175, nas concentracdes de 12,5 e
6,25 mg/mL.

A formulacdo do enxaguatorio bucal contendo extrato etanodlico de R. officinalis
proposta neste trabalho mostrou ter potencial antimicrobiano frente a cepa padrdo de S.
mutans ATCC 25175 e C. albicans ATCC 10231.

A presenca de fluoreto de sodio na concentracdo de 0,05% e de clorexidina a 0,12%
indicou sinergismo quando em associacdo com o extrato e fracbes de R. officinalis nas

concentragdes de 0,01, 5 e 10%.

Mais estudos precisam ser desenvolvidos para aperfeicoar a formulacédo e sua relacéo

com a sua eficacia e estabilidade.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados obtidos permitiram abrir novas propostas de trabalho, tais como:

Executar os ensaios de atividade antimicrobiana e aderéncia microbiana para
micro-organismos isolados de pacientes. Essa proposta ja se encontra aprovada pelo

Comité de Etica em Pesquisa em Humanos, sobre o nimero 09143813.0.0000.5147.

Executar ensaios de atividade e eficacia com a formulacdo do enxaguatério bucal

em pacientes acometidos por cérie e biofilme dental.

Melhorar a aparéncia visual da formulagdo, acrescentando ativos que confiram

transparéncia ao produto, sem afetar sua atividade.

Testar a estabilidade do enxaguatorio bucal proposto.
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