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Efeito do extrato de roma (Punica granatum) sobre
bactérias cariogénicas: estudo in vitro e in vivo

Effect of pomegranate extract (Punica granatum) on
cariogenic bacteria: in vitro and in vivo study

Jodo Antonio Argenta!, Moacir Pasqual®, Cassio Vicente Pereira’®, Disney Ribeiro Dias®, Ricardo Augusto
Barbosa®, Luciano José Pereira’

RESUMO

Objetivo: O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito inibitorio de extratos de plantas sobre cepas
de Streptococcus mutans in vitro e avaliar in vivo o potencial inibitério de dentifricio incorporado com o
extrato de maior potencial sobre estreptococos do grupo mutans ¢ sobre o indice de biofilme. Materiais e
Métodos: Em meio de cultura inoculado com S. mutans (ATCC25175), depositaram-se extratos etanolicos
de 32 plantas. Posteriormente, avaliaram-se os halos de inibi¢do. As capacidades inibitorias foram: Ocimum
gratissimum (flor) com 08 mm; Moringa oleifera (folha) 10 mm; Copaifera langsdorffi (folha) 16 mm e Punica
granatum (pericarpo desidratado) com 18 mm. Uma vez que este tltimo extrato apresentou o maior halo de
inibi¢do, foi utilizado na fase seguinte. O extrato de roma (Punica granatum) foi incorporado em dentifricio,
nas concentragdes de 1% e 3% apos determinagdo da concentracdo inibitoria minima. Estes foram testados em
30 voluntarios divididos em 3 grupos (um para cada extrato € um grupo controle). Os voluntarios fizeram uso
dos dentifricios durante 08 dias. A atividade antimicrobiana foi avaliada através da determinac¢do do indice
de biofilme e contagem de estreptococos do grupo mutans (UFC/ml). Resultados: Houve reducdo (p < 0,05)
no indice de biofilme para o extrato a 3%, porém nao houve diferenga na contagem de microrganismos (p >
0,05). Conclusio: Conclui-se que a Punica granatum L. foi o extrato que apresentou maior atividade inibitoria
in vitro contra S. mutans. A formulacdo do dentifricio mostrou eficiéncia apos oito dias de uso diminuindo
significativamente o indice de biofilme, porém, ndo apresentou reducao do nimero de estreptococos do grupo
mutans.
Descritores: Produtos com ag@o antimicrobiana. Punica granatum. Biofilmes. Dentiftricios. Streptococcus
mutans. Carie dentaria.

INTRODUCAO

A carie dentaria decorrente da acdo de
bactérias acidogénicas e aciduricas presentes no
biofilme, sendo uma das mais relevantes e frequentes
doengas bucais nas populagdes. Pesquisas com
produtos naturais, obtidos a partir de extratos de
plantas medicinais sob a forma de enxaguatdrios
e cremes dentais, tém sido realizadas, visando o
controle de microrganismos presentes no biofilme
dentario’?, bem como em inGmeras situagdes
ligadas a odontologia®®. Varios grupos microbianos,
como Streptococcus, Actnomyces, Staphylococcus,
Neisserias, Bacteroides, Treponema e Mycoplasma
compdem a microbiota bucal. Os estreptococos
do grupo mutans, especialmente S. mutans e S.
sobrinus, destacam-se como espécies microbianas

mais importantes, pela sua intima relagdo com os
processos de inicia¢do e desenvolvimento da carie®!°,
a partir da produ¢ao de acidos e polissacarideos
extracelulares resultantes da hidrolise de sacarose!!'2.
Outras bactérias como espécies de lactobacilos,
estdo envolvidas especialmente ao processo de
desenvolvimento da carie, por ndo apresentarem o
aparato enzimatico para sintese de glucanos de alto
peso molecular que facilitam a adesdo & superficie
lisa do esmalte. Desta forma, estes microrganismos
sdo mais correlacionados a progressdo de lesdes
ja cavitarias ou regides de fossulas e fissuras que
apresentam retengdo mecanica.

A ocorréncia de carie ¢ determinada pela
relacdo microrganismo/hospedeiro que pode ser
alterada por varios fatores ambientais. A remog¢ao
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mecénica, o controle quimico e mudangas de
habitos como a redugdo da frequéncia do consumo
de aglicares podem contribuir para um equilibrio
ecoloégico do biofilme reduzindo o potencial
cariogénico do mesmo'®. As principais substancias
quimicas empregadas sdo os antibidticos, enzimas,
antissépticos ¢ fluoretos. No entanto, a aplicagdo
topica de antibioticos sobre o biofilme dentario leva
a resisténcia dos microrganismos, produzindo um
desequilibrio, o que impossibilita sua utilizagdo
continua como recurso preventivo das doencas
periodontais e carie'®. A clorexidina é o antisséptico
mais utilizado para prevenir o acimulo de biofilme.
Porém pode causar gosto metalico na boca, provocar
nauseas ¢ vomitos, dores abdominais, hipersalivacdo
e até mesmo genotoxicidade'+'6.

O problema da resisténcia de patdgenos
humanos a miltiplas drogas ¢ bem conhecido
atualmente, sendo que a procura de novos antibidticos
a partir de espécies vegetais ¢ uma das medidas
sugeridas para a busca de solugOes. Extratos e
Oleos essenciais de varias espécies de plantas
mostraram-se eficientes no controle do crescimento
de microrganismos relacionados a infec¢des da pele,
de bactérias patogénicas bucais'’, e de uma ampla
variedade de microrganismos, incluindo bactérias
gram-negativas e gram-positivas, além de biofilmes
dentais'®. O uso de extratos vegetais apresenta
como vantagem o baixo custo envolvido na sua
preparagdo'. O efeito antimicrobiano dos extratos
de plantas medicinais pode ser um campo promissor
para a utilizacdo destas substancias no tratamento
alternativo da carie dentaria e do controle do biofilme
dentario, ¢ o estudo destes fitoterapicos podera
ampliar sobremaneira os conhecimentos dessa area
de interesse.

Tendo em vista a possivel a¢ao antibacteriana
de extratos de plantas medicinais e sua incorporagao
em cremes dentais, propds-se este estudo, com o
objetivo de investigar preliminarmente o efeito de
extratos vegetais, preparados a partir de plantas
previamente selecionadas sobre o crescimento de S.
mutans, in vitro e a agao do extrato de maior halo de
inibigdo in vivo apds sua incorporagdo em dentifricio.

MATERIAIS E METODOS
Estudo in vitro

O preparo dos extratos vegetais e triagem da
acdo inibidora in vitro contra S. mutans foi realizada
utilizando-se dois gramas de materiais vegetais
(Tabela 1), provenientes de 32 espécies selecionadas
a partir de levantamento etnobotanico ¢ colhidas no
Horto Botanico do Centro Universitario de Lavras
(UNILAVRAS), fragmentadas e maceradas em 20 ml
de solu¢do hidroalcoodlica a 70%, obtendo-se extratos a
10%. Apo6s 72 horas, retiraram-se aliquotas que foram
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utilizadas nos testes com S. mutans (ATCC25175).

Posteriormente, S. mutans (ATCC 25175,
Fundagdo André Tosello) foram cultivados em
microaerofilia,a37°C, por 24 horas,em meio de cultura
liquido composto de 50 ml de dgua destilada, 1,8 g
de BHI (Brain Heart Infusion) e 0,25 g de extrato de
levedura, previamente esterilizado, por 20 minutos, a
127°C. A suspensao bacteriana foi inoculada em meio
de cultura BHI-Agar (Brain Heart Infusion-Agar).
Apos, inseriram-se nos meios de cultura cilindros
de inox de 0,5 cm de didmetro interno, esterilizados
nas mesmas condi¢des, comprimindo-os levemente
sobre a superficie do meio. Depositaram-se 100 uL.
de cada extrato vegetal em cilindros individuais. As
placas foram colocadas em jarra microaeréfila, por
24 horas, a 37°C e apos este procedimento, mediu-
se os diametros dos halos de inibigdo de crescimento
bacteriano. Os experimentos foram realizados em
duplicata, e como controles negativo e positivo
empregaram-se etanol 70% e clorexidina a 0,12%,
respectivamente.

O extrato de roma foi o que apresentou maior
halo de inibicdo e, portanto, foi escolhido para as
etapas subsequentes. Inicialmente preparou-se um
extrato glicolico concentrado, do qual foram retiradas
aliquotas para o preparo do extrato glicolico de roma
(extrato glicolico concentrado diluido com solugdo
glicolica composta de uma mistura de etanol, glicerol
e agua na proporgao 1:2:1. Para cada 100ml de extrato
glicolico concentrado, acrescentaram-se 10g do
p6 de roma. As diluigdes do extrato, de 1% a 10%,
foram calculadas em séries decimais. Os testes foram
realizados conforme descrito anteriormente.

Estudo in vivo

A elaboragdo de um dentifricio foi realizada,
em fung¢do de sua melhor estabilidade farmacotécnica,
utilizando componentes basicos e evitando-se a
inclusdo de conservantes. A Tabela 2 apresenta os
componentes e as concentragdes utilizadas para
os testes in vivo. Foram elaborados 3 dentifricios,
designados como dentifricio A (dentifricio base
adicionado de 3% de extrato de roma), dentifricio
B (dentifricio base adicionado de 1% de extrato de
roma) e dentifricio C (dentifricio base sem adi¢ao
de extrato de roma - controle). Estas concentracdes
foram definidas considerando-se que concentragdes
inferiores a 2g/Kg/dia apresentam consideravel efeito
inibitorio in vitro sem, contudo, provocarem efeitos
toxicos?.

A roma foi incorporada na formulagdo
partindo-se de extrato glicolico da casca da planta
a 20%. Apos manipulagdo, os dentifricios foram
acondicionados em bisnagas de 60 gramas e rotulados.

O presente protocolo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa em seres humanos
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Tabela 1 - Plantas utilizadas na triagem da acdo inibidora contra S. mutans

Nome cientifico

Nome vulgar

Aloe arborencens
Anchietia salutares
Calendula officinalis
Casearia sylvestris
Chaptalia nutans
Copaifera langsdorffii
Cotyledon orbiculata
Cynara scolymus
Echinacea angustifélia
Eryngium pristis
Eugenia caryophyllata
Jatropha curcas
Kalanchoe brasiliensis
Lavandula officinalis
Lippia sidoides
Malpighia glabra
Maytenus ilicifolia
Mikania hirsutissima
Mirabilis jalapa
Moringa oleifera
Morus nigra

Ocimum gratissimum
Plantago major
Plantago sp

Plantago tomentosa
Plectranthus amboinicus
Punica granatum
Rosmarinus officinalis
Salvia officinalis
Symphytum officinale
Talinum patens

Thymus vulgaris

Babosa de arbusto
Cip6 suma
Caléndula
Guagatonga
Lingua de vaca
Copaiba
Balsamo
Alcanchofra
Equinacea
Lingua de tucano
Cravo da I'ndia
Mertiolate

Saido

Alfazema
Alecrim pimenta
Acerola
Espinheira santa
Cip6 cabeludo
Maravilha
Moringa

Amora
Alfavaca-cravo
Transagem
Transagem chinesa
Tanchagem
Malvarisco
Roma

Alecrim

Salvia

Confrei

Béngao de Deus

Tomilho

Parte utilizada Observacoes

folha Em fase vegetativa; 1,10 m de altura

folha Em fase vegetativa; 1,20 m de altura

folha e flor Em fase de floragdo; 0,42 m de altura
folha Em fase vegetativa; 3,00 m de altura

folha e flor Em fase de floragdo; 0,50 m de altura
folha Em fase vegetativa; 0,50 m de altura

folha Em fase vegetativa; 0,35 m de altura

folha Em fase vegetativa; 0,50 m de altura

folhas e flor Em fase de floragdo; 1,00 m de altura
folhas e flor Em fase de floracao; 1,50 m de altura
folha Em fase vegetativa; 0,50 m de altura

folhas e flor Em fase de floracdo; 0,30 m de altura
folha Em fase vegetativa; 0,70 m de altura

folha Em fase vegetativa; 0,30 m de altura

folha Em fase vegetativa; 0,70 m de altura

folha Em fase vegetativa; 1,50 m de altura

folha Em fase vegetativa; 2,50 m de altura

folha Em fase vegetativa

folha e flor Em fase de floragdo; 1,50 m de altura
folha Em fase vegetativa; 0,50 m de altura

folha Em fase vegetativa; 4,00 m de altura

folhas e flor Em fase de floragdo; 0,40 m de altura
folha e flor Em fase de floragdo; 0,40 m de altura
folha e flor Em fase de floragdo; 0,40 m de altura
folha e flor Em fase de floragdo; 0,40 m de altura
folha Em fase vegetativa; 0,70 m de altura

folha, flor e fruto Em fase de floragdo; 3,00 m de altura
folha Em fase vegetativa; 1,80 m de altura

folha Em fase vegetativa; 0,40 m de altura

folha Em fase vegetativa; 0,50 m de altura

folha e flor Em fase de florag¢do; 1,00 m de altura
folha Em fase vegetativa; 0,40 m de altura

Todas as plantas foram colhidas apds 12 dias sem chuva

do Centro Universitario de Lavras - UNILAVRAS
sob numero de protocolo 31/01. Os voluntarios
foram examinados e informados sobre a pesquisa e
assinaram termo de consentimento livre e esclarecido,
conforme Resolugdo 196/96 do Ministério da Saude.

Para este estudo selecionaram-se 30
voluntarios, que foram divididos em 3 grupos de 10,
sendo de ambos os sexos com idade variando de 18
a 25 anos. Estes foram sorteados de forma aleatoria,
a partir de uma selecdo prévia baseada no indice
de biofilme visivel utilizando-se de fucsina basica
0,5%, com indice minimo de 40% e experiéncia
de carie similar. Utilizaram-se como critérios de
exclusdo voluntarios com comprometimento geral
de saude, pacientes fazendo uso de antibioticos,
antiinflamatdrios ou qualquer outro medicamento

que poderia interferir na microbiota bucal, uso de
proteses dentarias removiveis, fixas com mais de dois
elementos ou aparelhos ortodonticos.

Os pacientes foram submetidos a profilaxia
profissional para eliminacdo de biofilme previamente
existente e foram instruidos a fazer o uso dos
dentifricios 3 vezes ao dia: manha, apos o almocgo e
a noite e receberam informagdes sobre o tempo de
escovacao (3 minutos), técnica (Bass) € o uso de fio
dental a cada escovagdo. Foram distribuidas escovas
dentais novas e da mesma marca e modelo para
realizacdo de higiene bucal habitual. Realizou-se o
controle de biofilme e coleta da saliva para contagem
de microrganismos de cada voluntario no primeiro e
oitavo dias de uso. Os ensaios in vivo foram realizados
em delineamento duplo-cego.
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Tabela 2 - Formulagao do dentifricio de roma utilizado nos testes in vivo

Componente Dentifricio A (%) Dentifricio B (%) Dentifricio C (%)
1. Abrasivo (CaCO,) 40 40 40

2. Umectante (Glicerol ou sorbitol) 10 (glicerol) + 10 (sorbitol) 10 (glicerol) + 10 (sorbitol) 10 (glicerol) + 10 (sorbitol)
3. Espessante (Carboximetilcelulose) 0,5 0,5 0,5

4. Detergente (Lauril sulfato de s6dio) 2 2 2

5. Flavorizante (mentol) 1 1 1

6. Conservante (nipagim) Nao adicionado Naio adicionado Naio adicionado

7. Edulcorante (sacarina) 1 1 1

8. Corante gsp qsp qsp

9. Agente terapéutico (NaF)* 0,1 0,1 0,1

10.  Agente terapéutico (roma) 3 1 0

11.  Agua destilada gsp 100 gsp 100 gsp 100

Obs: * 1000 ppm = 0,1%

Os biofilmes dentarios foram evidenciados
com fucsina basica a 0,5% e cada grupo foi submetido
a contagem ¢ determinacdo do indice de biofilme
(ntimero de faces coradas x 100/numero de dentes x
4y,

Uma amostra de saliva foi coletada entre 8:30
e 10:00 horas e posteriormente diluida com solugdo
salina (NaCl0,9%) estéril em séries decimais (10" a 10-
) e armazenada em gelo!!. Para semeadura empregou-
se meio de cultura Mitis Salivarius acrescido de
bacitracina (0,0033g/10ml de agua destilada/L de
meio). Cada placa foi dividida em 4 partes, sendo que
cada uma delas foi inoculada com 0,04 ml de cada
diluicdo, em duplicata. As placas foram incubadas na
estufa por 48 horas, a 37°C, em microaerofilia. Apds,
determinou-se o niimero de unidades formadoras de
colénias (UFC/ml) em quadrantes que apresentassem
entre 30 e 300 UFC de estreptococos do grupo mutans.
O resultado final da contagem levou em consideragao
o numero de coldnias, o volume inoculado (uL) e
a diluicdo do quadrante em que as colonias foram
contadas, fazendo-se a correspondéncia para o valor
de UFC/ml de saliva.

Os resultados obtidos na quantificacdo do
biofilme e na contagem do nimero de unidades
formadoras de colonias (UFC/ml) foram submetidos
a Analise de variancia (SPSS 12.0, Chicago, USA)
seguida pelo teste de Tukey para verificagdo de

contrastes entre os grupos. Em casos onde os valores
ndo apresentavam distribui¢do normal optou-se
pelo teste Kruskal-Wallis. A avaliacdo do indice de
biofilme entre os dois momentos dentro de cada grupo
foi realizada por meio de Teste Wilcoxon, com nivel
de significancia p<0,05.

RESULTADOS

A Tabela 3 expressa a agdo in vitro dos extratos
testados sobre S. mutans. Observa-se que de todas as
espécies testadas, somente os extratos preparados
a partir de folhas de copaiba e moringa, flores de
alfavaca-cravo e pericarpo seco de roma induziram
formagdo de halos de inibigdo, sendo o didmetro
do halo produzido pelo extrato bruto de pericarpo
de roma, apenas 5% inferior aquele produzido pela
clorexidina. Comparando-se as concentracdes do
extrato de roma testado (10%) e a da clorexidina
(0,12%), nota-se que os resultados mostram a agao
de extrato cuja concentracdo ¢ aproximadamente 100
vezes superior a do padrio testado.

A partir dos testes de concentragdo inibitoria
minima contra S. mutans, mostrados na Tabela
4, verifica-se que o extrato glicolico de roma na
concentracdo de 3% promoveu o mesmo padrdo de
inibicdo que aquele verificado para a clorexidina
sobre a mesma espécie.

Tabela 3 - Resultado dos testes in vitro contra S. mutans

Nome da Planta (Cientifico)

Nome Popular

Média dos Halos de Inibicao (mm)

Copaifera langsdorffi (folha)

Moringa oleifera (folha)

Ocimum gratissimum (flor)

Punica granatun (pericarpo desidratado)
Clorexidina 0,12%

Copaiba
Moringa
Alfavaca-cravo
Roma

Controle positivo

16 (= 2)
10 (+2)
08 (£ 1)
18 (+4)
19 (+ 4)
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Tabela 4 - Dilui¢des do extrato glicélico de roma, para determinagdo da concentracdo inibitdria minima (CIM)

Dilui¢oes

Média dos Halos de Inibi¢cao (mm)

Extrato glicolico de roma a 10%
Extrato glicolico de roma a 9%
Extrato glicolico de roma a 8%
Extrato glicolico de roma a 7%
Extrato glicolico de roma a 6%
Extrato glicolico de roma a 5%
Extrato glicolico de roma a 4%
Extrato glicolico de roma a 3%
Extrato glicolico de roma a 2%
Extrato glicolico de roma a 1%
Solugdo glicolica (etanol, glicerol e agua)

Clorexidina 0,12% (padréo positivo)

30 (+ 6)
29 (+4)
29 (+3)
28 (+4)
28 (& 6)
28 (+3)
27 (&2)
19 (+3)
13 (2)
11 (=2)
0

19 (& 4)

A Tabela 5 apresenta os resultados referentes
as médias dos indices de biofilme dentario no
intervalo de tempo previamente determinado para os
grupos A, B e C correspondentes ao uso de cremes
dentais acrescidos de extratos de Roma (3%),
Roma (1%) e grupo controle, respectivamente. Os
valores médios obtidos para cada grupo, avaliados
individualmente entre o 1° e 8° dias, demonstram uma
redugdo estatisticamente significativa (p < 0,05) do

indice de biofilme dentario quando o extrato de roma
foi empregado em ambas concentragdes. Nao houve
reducdo significativa para o grupo controle.

As médias apresentadas na Tabela 5
evidenciaram maior redugdo da colonizagdo
microbiana das superficies dentarias para os grupos
A (Romi 3%) ¢ B (Roma 1%) em relagdo ao grupo
C (grupo controle) (p < 0,05), Teste Kruskal-Wallis -
entre os 3 grupos.

Tabela 5 - Médias dos indices de biofilme dentario (%) em diferentes intervalos de tempo para os grupos A,

BeC
Grupos 1° dia 8° dia Percentual de reducio
A (3%) 46,03 (£31,92)* 25,28 (£16,94)° 45,07%*
B (1%) 51,71 (£31,08)* 35,28 (£18,56)° 31,77%*
C (Controle) 45,57 (£30,37)* 40,91 (£20,43) 10.22%5®

“b etras superscritas diferentes indicam diferenga significativa (p < 0,05)

entre os tratamentos nas linhas (teste Wilcoxon).

ABLetras superscritas diferentes indicam diferenga significativa (p < 0,05) entre os tratamentos nas colunas (teste ANOVA).

Os resultados da contagem do numero
de colonias de estreptococos do grupo mutans na
saliva (UFC/ml) (Tabela 6) ndo indicaram diferenga
estatisticamente significativa (p = 0,984) entre os
grupos A (Roma 3%), B (Roma 1%) e C (grupo
controle) no primeiro dia antes do inicio do uso
dos dentifricios, indicando que os grupos estavam

equivalentes em relagcdo ao numero de UFC/ml de
estreptococos do grupo mutans. Apesar do grupo
tratado com dentifricio contendo extrato de Roma
3% ter apresentado uma maior redugdo do nimero de
UFC/ml ap6s 8 dias, esta também néo foi significativa
(p=0,912).

Tabela 6 - Médias da contagem do niumero de colonias de estreptococos do grupo mutans na saliva (UFC/ml
x 10%) em diferentes intervalos de tempo para os grupos A, Be C

Grupos 1° dia 8° dia Percentual de reducio
A (3%) 89,61 (+21,56) 74,18 (£26,23) 17,22%

B (1%) 82,74 (+23,82) 78,33 (£27,68) 5,33%

C (Controle) 91,64 (£21,68) 91,13(£33,56) 0,55%

Valor de p > 0,05 (ANOVA entre grupos e Wilcoxon entre 1
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DISCUSSAO

Devido a grande biodiversidade presente nos
diferentes biomas brasileiros, existe uma crescente
demanda por produtos naturais, por industrias
farmacéuticas nacionais e internacionais, que
impulsiona a investigacdo cientifica ¢ a busca por
fitofarmacos. A literatura relata diversas espécies,
distribuidas em diferentes familias botanicas como
uteis no tratamento de afecgdes odontologicas®.
As espécies citadas foram a Punica granatum L.,
Salvia officinalis L., Calendula officinalis L., Malva
sylvestris L., e Plantago major L.; as quais justificaram
sua investigagdo dentre outras no presente estudo.

Diversas plantas com historico popular de
utilizagdo medicinal tém sido pesquisadas com
a finalidade de prevenir e tratar doencas bucais,
especialmente a carie, a partir da inibi¢do de bactérias
acidogénicas e aciddricas como S. mutans**?%*. O
extrato da casca do fruto da roma (Punica granatum)
comprovou efeito inibitério sobre S. mutans, S.
sobrinus e Lactobacillus casei®, microrganismos
estes envolvidos na etiologia e desenvolvimento
da carie. Contudo, também foram observados que
medicamentos fitoterapicos produzidos a partir
de sementes de R. gardneriana apresentam efeito
inibitorio sobre S. mutans®. Da mesma forma, o
extrato das folhas de Piper betle apresentou atividade
antibacteriana contra S. mutans e inibiu o crescimento
de biofilmes formados pelas bactérias S. mutans e
A. viscosus®*, justificando a avaliacdo de diversos
extratos oriundos de plantas medicinais de uso
empirico no presente estudo.

A maior parte das pesquisas com extratos
vegetais refere-se a testes isolados com uma ou
poucas espécies de plantas, baseadas em informagdes
etnofarmacologicas. No presente estudo, enfocou-
se a flora de uma dada regido (sul de Minas Gerais),
onde vérias familias botanicas foram estudadas. Este
delineamento experimental permitiu uma investigacao
efetiva do potencial farmacologico de diferentes
espécies, guiado pelo uso popular para plantas do
género Bauhinia spp. contra microrganismos Gram-
positivos e Gram-negativos®.

Dentre os diversos extratos testados, o de
Roma foi o que apresentou maior halo de inibi¢ao
nos testes in vitro. Através da analise dos presentes
resultados, pode-se inferir que o extrato glicolico
apresentou maior atividade que o hidroalcoodlico,
visto que o extrato hidroalcodlico bruto foi preparado
em uma concentracdo de 10%, produzindo halo de
18 mm (Tabela 3), quando comparado ao extrato
glicolico que na concentragdo de 3% produziu halo
de inibigdo similar. A romd ¢ uma planta utilizada
pela populacdo brasileira no combate a inflamagdes
e infecgdes orofaringeas, sendo empregada na forma
de xarope ou seu cha como solugdo para gargarejo®.

10.7308/aodontol/2012.48.4.03

Estudos utilizando o extrato hidroalcodlico de roma
(Punica granatum L.) como inibidor do crescimento de
linhagens de estreptococos acidogénicos e acidlricos
também tém sido realizados demonstrando resultados
positivos, corroborando os presentes achados®.
Diversos estudos relatam a atividade antimicrobiana e
anti-inflamatoria de Punica granatum®-!, entretanto,
a relacdo entre esse efeito e a composicdo quimica
so foi estabelecida quando frutos de roma foram
submetidos a um fracionamento guiado por testes
antimicrobianos®?. O resultado foi o isolamento e a
elucidagdo da punicalagina, um tipo de elagitanino
com atividade antibacteriana.

Ja foi demonstrado que a roma apresenta
toxicidade quando em concentra¢des de 4g/Kg/dia
aplicada intragastricamente?®. Em concentragdes
de 2g/Kg/dia nao houve alteragdes nos parametros
avaliados pelo autor (mortalidade e anomalias
cromossdmicas). Desta forma, optou-se no presente
estudo pela avaliagdo da concentracdo inibitéria
minima (CIM) para os testes in vivo e obteve-se que
o extrato glicolico de roma na concentragcdo de 3%
promoveu o mesmo padrdo de inibicdo que aquele
verificado para a clorexidina sobre Streptococcus
mutans. Resultados semelhantes tém sido obtidos
por outros pesquisadores®, entretanto, o valor
da concentragdo inibitéria minima nem sempre €
apresentado no trabalho. No presente estudo, foi
utilizada como padrdo a solu¢do de clorexidina a
0,12%, e o extrato glicolico de roma a 3% produziu
halo de inibi¢do equivalente a este padrao. Mesmo a
CIM do extrato sendo cerca de 30 vezes maior que a
do padrao, os resultados sdo de grande interesse, uma
vez que o extrato utilizado estava na forma bruta.

A avalia¢do in vivo do indice de biofilme
apos 8 dias de utilizagdo de dentifricio contendo
extratos de roma indicou redugdo significativa para
ambos os grupos (1% e 3%) quando comparados
ao grupo controle. Entretanto, ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos para a contagem do
numero de UFC/ml de estreptococos do grupo mutans
na saliva dos voluntarios. Estes resultados podem
sugerir a influéncia dos extratos de roma na adesao
bacteriana e ndo na diminui¢do de microrganismos
presentes na cavidade bucal.’*** Como evidenciado
previamente em géis de romd, a concentracao
inibitoria minima de aderéncia para S. mutans
(ATCC), S. mutans (CI) and S. sanguis; foi de 1:16.%
A inibicdo da sintese de polissacarideos insoluveis
pode influenciar negativamente no processo de adesdo
bacteriana a superficie dentaria . Uma vez que a
aderéncia bacteriana tem sido mostrada como um
dos primeiros mecanismos envolvidos na iniciagao
do desenvolvimento do biofilme dentario, a inibi¢ao
desse processo, certamente, conduzira a um efetivo
controle qualitativo do mesmo.
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Algumas limitacdes do presente estudo
devem ser evidenciadas, como por exemplo, a nao
realiza¢do de um ensaio cruzado, onde os voluntarios
passariam por todas as fases experimentais. Este
fato pode acarretar em viés inerente a fatores como
variagdo individual, realizacao de escovacao e habitos
de higiene diferentes que foram minimizados pela
profilaxia inicial e instrugdes de escovagao realizadas
no inicio do experimento ixn vivo. Um controle positivo
com a inclusdo de clorexidina no dentifricio ndo foi
realizado em virtude deste antimicrobiano apresentar
sabor desagradavel, deixar um gosto metalico na
boca e manchar a pelicula adquirida. Adicionalmente,
este agente antimicrobiano ndo ¢ compativel com o
detergente empregado nesta formulagao®®.

O  desenvolvimento  de  dentifricios
incorporados com extratos vegetais tem apresentado
resultados promissores. Extratos de Calendula
officinalis L. (Asteraceae) e a Casearia sylvestris Sw.
(Flacourtiaceae) em cremes dentais, apresentaram
capacidade inibitoria in vitro contra a mesma cepa de
Streptococcus mutans (ATCC 25175) utilizada neste
estudo, corroborando a eficacia destes produtos quando
empregados em dentifricios’. Assim, novos estudos
incorporando estes extratos devem ser realizados com
a finalidade de se verificar sua aplicabilidade e perfil
comercial na producao de dentifricios.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos mostraram que a casca
da roma (Punica granatum L.) apresentou atividade
in vitro contra Streptococcus mutans (ATCC 25175)
quando macerada em solucdo hidroalcodlica (etanol
70%) e que esta atividade foi melhorada quando os
componentes da casca foram extraidos em solugdo
glicolica. A formulacdo do dentifricio com extrato de
roma mostrou eficiéncia na primeira semana de uso
diminuindo significativamente o indice de biofilme,
porém, ndao apresentou reducdo do nuamero de
estreptococos do grupo mutans.

ABSTRACT

Aim: The present study aimed to evaluate both
the inhibitory effect of plant extracts on Streptococcus
mutans in vitro as well as the inhibitory potential of
toothpastes containing an extract with a high level
impact on both mutans streptococci and biofilm
indexes in vivo. Materials and Methods: Ethanolic
extracts from 32 plants were deposited in a culture
medium inoculated with S. mutans (ATCC25175).
After this process, the inhibition halos for all tested
extracts were measured. The inhibition capacities
were: Ocimum gratissimum (flower), 08 mm; Moringa
oleifera (leaf), 10 mm; Copaifera langsdorffi (leaf),
16 mm; and Punica granatum (dehydrated pericarp),
18 mm. Since the Punica granatum extract presented
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the greatest inhibitory halo, it was used in the next
stage. The pomegranate extract (Punica granatum)
was added to toothpastes at 1% and 3% concentrations
after having determined the minimum inhibitory
concentration. These two concentrations were tested
in vivo in 30 volunteers, divided into 3 groups
(one for each extract and one control group). The
volunteers used the toothpastes for eight days. The
antibacterial activity was evaluated by determining
the biofilm index and by quantifying the mutans
streptococci colonies (UFC/ml). Results: A reduction
(p<0.05) in the biofilm index could be observed
when the toothpaste containing the pomegranate
extract at 3% was used. However, no difference in the
microbiological count after the tested period could be
identified. Conclusions: It can therefore be concluded
that the Punica granatum L. extract showed the
highest in vitro inhibitory activity against S. mutans.
The toothpaste formulation showed efficiency after
eight days of use, significantly decreasing the biofilm
rate, but with no reduction in the number of mutans

streptococci.

Uniterms: Products with antimicrobial action. Punica
granatum. Biofilms. Dentifrices. Streptococcus
mutans. Dental caries.
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