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Atividade antimicrobiana e antiaderente in vitro do
extrato de rosmarinus officinalis linn. (alecrim)
sobre microrganismos cariogénicos

Antimicrobial and antiadherent activity, in vitro, of
rosmarinus officinalis linn. (alecrim) extract tested on
cariogenic microrganisms
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RESUMO

A atividade antimicrobiana e antiaderente in vitro do extrato do alecrim (Rosmarinus officinalis
Linn.) foram avaliadas sobre Streptococcus mitis, S. mutans, S. sanguis, S. sobrinus e L. casei. O estudo
foi realizado utilizando-se técnicas bacterioldgicas. Os ensaios foram realizados pelas técnicas de dgar-
difusdo em placas para determina¢@o da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e técnica dos tubos inclinados
para a Concentracdo Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA). Os resultados mostraram a potencialidade da
Rosmarinus officinalis Linn. na inibi¢do do crescimento bacteriano e sintese de glucano, sugerindo a sua

utilizacdo, como meio alternativo, no controle de bactérias cariogénicas.
Descritores: Cariogénicos. Uso terapéutico. Rosmarinus officinalis. Biofilme.

INTRODUCAO

O biofilme dental é considerado o fator de
maior importancia dentro da etiologia das doengas
bucais, como céries, gengivites e periodontites, tendo
uma relagdo muito grande com a higiene bucal
deficiente'?.

A formacdo do biofilme dental ocorre
através de um processo ordenado e dindmico onde
ha necessidade da fixacdo e proliferacdo de
bactérias sobre as superficies dos dente®. A
aderéncia bacteriana a pelicula adquirida representa
um dos primeiros mecanismos envolvidos na
iniciagdo do desenvolvimento do biofilme dental*>.

Devido a sua conduta continua de agressao,
o biofilme dental em cada etapa do seu
desenvolvimento vai adquirindo novas espécies,
dentre estas Streptococcus mitis, Streptococcus

mutans, Streptococcus sanguis, Streptococcus
sobrinus, Lactobacillus casei, Tannerella
forsythia, Porphyromonas gingivalis e
Treponema denticola; que com sua patogenicidade
irdo provocar danos ao esmalte e tecido gengival®”.

A remocdo mecanica do biofilme dental
constitui o método mais aceito para o seu controle,
mas o uso de coadjuvantes quimicos, como
colutérios, em especial a clorexidina, é bastante
valioso®’.

Castro'® acrescenta que diante das
dificuldades de manter os individuos motivados para
realizar uma adequada limpeza da cavidade bucal,
com o objetivo primdrio, em termos de saide bucal,
de controlar o biofilme dental € valido e necessdrio
associar métodos quimicos aos procedimentos
mecanicos para o controle da microbiota.
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Indmeras substincias quimicas vém sendo
pesquisadas, com o objetivo de inibir a formagdo e a
progressdo do biofilme dental''''*. Dentre estas
substincias destacam-se, atualmente, os produtos de
origem vegetal por se mostrarem potencialmente
eficazes no que se refere a atividade antimicrobiana
sobre bactérias cariogénicas, podendo atuar
seletivamente sobre estas bactérias, além de inibir a
sintese de glucanos pela inibi¢do da
glicosiltransferase''*. Dentre estas se destaca a
Rosmarinus officinalis Linn. (alecrim).

A Rosmarinus officinalis Linn. (alecrim)
€ um arbusto aromadtico perene, pertencente a familia
Labiatae, caracterizado por apresentar cerca de 1
metro de altura, ramas jovens que se tornam lenhosas
ao maturar, e flores pequenas, agrupadas em densos
ramos terminais. Seu 6leo essencial é composto
principalmente por hidrocarbonetos monoterpénicos,
ésteres, terpendides, flavonéides, fendis, canfora e
a-cariofileno'.

O alecrim apresenta propriedade analgésica,
espasmolitica, antiinflamatdria, antifiingica e possivel
propriedade antineopldsica'>'%, bem como atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, como Staphylococcus aureus,
Staphylococcus albus, Vibrio cholerae,
Escherichia coli, Lactobacillus brevis e
Pseudomonas fluorescens'®. Porém, sdo raros ou
inexistentes os relatos da atividade antimicrobiana
do extrato do alecrim sobre microrganismos do
biofilme dental.

Assim sendo, o propésito deste estudo foi
verificar in vitro a ag¢@o antimicrobiana do extrato
da Rosmarinus officinalis Linn. contra
Streptococcus mitis, Streptococcus mutans,
Streptococcus sanguis, Streptococcus sobrinus e
Lactobacillus casei, e analisar a capacidade de
inibicdo da sintese de glucanos pelo Streptococcus
mutans, presentes no biofilme dental.

MATERIAIS E METODOS
Material Botanico e obtencao da matéria-
prima

Foi utilizada a folha do alecrim (Rosmarinus
officinalis Linn.). O material botanico foi obtido no
mercado publico de Jodo Pessoa-PB, e identificado
botanicamente no Laboratério de Toxicologia de
Ciéncias Farmacéuticas da UFPE (Universidade
Federal de Pernambuco — Recife). A partir dai, as
folhas foram lavadas com 4dgua e posteriormente
selecionadas para serem utilizadas na pesquisa. Em
seguida a material foi levado a secagem em estufa a
33°C, durante uma semana, para eliminagio de
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umidade e estabilizacdo do conteido enzimatico.
Passado este periodo o material foi triturado a p6
em moinho elétrico e entdo submetido a processo de
extragdo dos principios ativos.

Extracdao dos Marcadores Quimicos

O método de extracdo empregado foi a
lixiviagdo ou percolacdo em fluxo continuo a
temperatura ambiente. Por se tratar de uma matéria
rica em polifénois de ficil modificagdo estrutural,
ndo foi utilizada a extra¢do a quente, preservando
assim a estabilidade do material. Na lixiviagdo em
fluxo continuo utilizou-se um processo onde existe a
renovagdo constante da solucdo extratora (solugdo
hidroalcodlica a 80% v/v) durante um periodo de 24
horas. Decorrido este tempo o marcador ficou
completamente esgotado (extracdo total dos
marcadores ou principios ativos). Nesta etapa, foram
utilizados aproximadamente 8 litros de solucao
hidroalcodlica para 1 Kg de matéria prima seca e
pulverizada, visando o completo esgotamento da
droga. Recuperou-se um volume de
aproximadamente 6.600ml de cada extrato que, apds
filtracdo para retirada das impurezas, foram
acondicionados em frascos ambar, limpos, secos e
estocados em camara fria.

Concentracao da Solucao Extrativa
(Lixiviado)

A etapa seguinte foi a concentragdo da
solu¢do em nivel de extrato fluido 1:1 (p/v). O
procedimento para a concentragdo do extrato foi
realizado em rota-vapor Modelo Ika-Werk®
(EUROSTAR) a uma temperatura constante de 45°
C. O extrato obtido apresentou um pH 4cido, em
torno de 4,74.

Linhagens bacterianas

Utilizou-se no presente trabalho linhagens
bacterianas padronizadas de Streptococcus mutans
(ATCC 25175), Streptococcus mitis (ATCC 9811),
Streptococcus  sanguis (ATCC 10557),
Streptococcus sobrinus (ATCC 27609) e
Lactobacillus casei (ATCC 7469).

Determinacao da Atividade Antimi-crobiana
do Extrato da Rosmarinus officinalis Linn.

A atividade antimicrobiana em placas foi
determinada pelo método de difusdo em meio s6lido
para o screening e para a determinacdo da
Concentragado Inibitéria Minima (CIM) do extrato
da Rosmarinus officinalis Linn. sobre as linhagens
bacterianas. As linhagens foram cultivadas em caldo
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nutritivo (BHI-Brain Heart Infusion-DIFCO) e
incubadas a 37°C por 18-20 horas em microaerofilia.
Foram realizadas perfuracdes no meio de cultura
(Agar Mueller Hinton — DIFCO, acrescido de
sacarose a 5%) de aproximadamente 6mm de
diametro. Nos orificios foi colocado um volume de
50 ul da solugdo do extrato diluido, variando de 1:1 a
1:512. As placas foram incubadas em estufa
bacteriolégica a 37°C por um periodo de 24 horas.
Os mesmos procedimentos foram realizados com o
gluconato de clorexidina a 0,12% (controle positivo),
bem como com uma solucao hidroalcéolica a 80%
(controle negativo). Foi considerada como CIM a
menor concentragcdo do extrato que inibiu
completamente o crescimento bacterioldgico.

Determinacao da Concentracao Inibitéria
Minima de Aderéncia

A concentragdo Inibitéria Minima de
Aderéncia (CIMA) da bactéria ao vidro foi
determinada na presenca de sacarose a 5%, usando-
se concentragdes crescentes e dobradas da solucdo
diluida do extrato, variando de 1:1 a 1:512. A partir
do crescimento overnight as linhagens foram sub-
cultivadas a 37°C em caldo Miieller-Hinton (DIFCO),
em microaerofilia, por um periodo de 40 min obtendo-
se um indculo de 10° UFC/ml. A incubagéo foi feita
a 37°C por 24 horas em microaerofilia, com os tubos
inclinados a 30°. Os mesmos procedimentos também
foram realizados com o gluconato de clorexidina a
0,12% (controle positivo), bem como com uma
solucdo hidroalcéolica a 80% (controle negativo). A
CIMA foi definida como a menor concentragdo do
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agente antibacteriano que impediu a aderéncia
bacteriana ao tubo de vidro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas dltimas décadas, os fitofarmacos tém
assumido um papel importante como meio terapéutico
alternativo na odontologia, mediante as suas
propriedades antimicrobianas frente as afeccdes bucais,
principalmente as decorrentes do biofilme dental.
Gebara, Zardetto Mayer'? e Pereira et al.!” afirmam
que extratos de plantas t&m inibido o crescimento de
Streptococcus mutans no biofilme dental, patégeno
altamente importante na etiologia da cérie.

No presente estudo buscou-se verificar a
acdo do extrato hidrodlcoolico do Rosmarinus
officinalis Linn., sobre espécies de
microrganismos microaerdfilos predominantes no
biofilme supragengival: Streptococcus mutans, S.
sanguis, S. mitis, S. sobrinus.

Nossos resultados demonstraram que as
linhagens bacterianas de Streptococcus mutans,
S. mitis, S. sobrinus e Lactobacillus casei,
mostraram ser susceptiveis a acdo do extrato
hidroalcéolico da Rosmarinus officinalis Linn.,
observando-se halos de inibicao que variaram entre
11 e 20 mm. O extrato do alecrim ndo apresentou
atividade antimicrobiana sobre a linhagem de S.
sanguis. A inibi¢do do crescimento apresentou-se
homogénea, de acordo com o grau de concentragdo
do extrato em estudo. Houve uma diminui¢do
proporcional dos halos de inibi¢do a medida que a
concentracdo do extrato foi diminuida, conforme
dados apresentados na tabela 1.

Tabela 1- Resultados da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) em meio sélido do extrato hidroalc6olico do

alecrim sobre microrganismos cariogénicos.

Linhagens Diametro dos halos de inibi¢io (mm)
bacterianas Concentracio do extrato (mg/ml)
EP 12 14 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1512
S. mutans 20 18 15 12 0 0 0 0
S. mitis 15 0 0 0 0 0 0 0 0
S. sobrinus 16 14 12 0 0 0 0 0 0
S. sanguis 0 0 0 0 0 0 0 0 0
L. casei 17 15 14 12 11 0 0 0 0 0

EP= Extrato Puro

Em relacdo ao controle positivo (gluconato
de clorexidina a 0,12%), observa-se que também
inibiu o crescimento de todas as linhagens analisadas,
mas com halos de inibicao que variaram de 11 a 18

mm (Tabela 2). Sobre o L. casei sua CIM foi na
diluicdo de 1:8, enquanto que a CIM do alecrim sobre
o mesmo microrganismo foi de 1:16. Ou seja, o
extrato do alecrim apresentou maior capacidade de
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inibicdo em menores concentragdes sobre este
microsrganismo. Fato de grande importincia, pois
se sabe que o L. casei é o microrganismo responsavel
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pela consolidagcdo e aumento da consisténcia do
biofilme. E quando associado ao S. mutans contribui
no processo de formacdo da cérie dentéria.

Tabela 2- Resultados da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) em meio s6lido do gluconato de clorexidina

a 0,12% sobre microrganismos cariogénicos.

Linhagens Diametro dos halos de inibi¢ao (mm)
bacterianas Concentracio da clorexidina (ml/ml)
SD 12 14 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512
16 15 14 13 12 11 0 0 0 0
S. mutans
S. mitis 15 15 14 14 13 0 0 0 0 0
S. sobrinus 16 16 15 14 12 11 0 0 0 0
S. sanguis 17 16 14 13 12 11 0 0 0 0
L. casei 18 17 15 11 0 0 0 0 0 0

SD= Sem Dilui¢ao

Nao se observou nenhum resultado positivo
de indicagdo para o controle negativo.

Em estudo realizado por Sampaio'® o extrato
das folhas do alecrim (Rosmarinus officinalis Linn.)
apresentou atividade antimicrobiana sobre linhagens
de Streptococcus pyogenes e Streptococcus
faecalis. No entanto, na literatura sdo inexistentes
pesquisas quanto a atividade do alecrim sobre os
microrganismos formadores do biofilme dental.

Sabe-se que a adesdo das bactérias as
superficies dentais constitui um processo complexo
multifatorial, influenciado pelo ambiente bucal,
morfologia dental, superficie bacteriana, e héabitos
do hospedeiro e superficie do substrato'.

De acordo com Pereira et al.’ varios fatores
estdo associados a esse processo, dentre estes, a
interacdo de proteinas, adesinas, lectinas e interagcdes
hidrofdbicas. Desta forma, a interferéncia com a
adesdo bacteriana nas superficies dos dentes pode
ser um caminho para se obter o controle do biofilme
dental, e consequentemente prevenir a instalacdo de
patologias orais utilizando produtos que contenham
extrato de alecrim.

Poucos estudos relatam a influéncia dos
agentes antimicrobianos nos estdgios iniciais de

formacao do biofilme dental, especialmente com
relacdo a seu efeito sobre os fatores envolvidos na
aderéncia bacteriana a pelicula adquirida® 1%,

Neste estudo o extrato do Rosmarinus
ofiifcnalis Linn. foi efetivo na inibi¢dao da
aderéncia de quatro linhagenquatro linhagens
bacterianas, dentre as cinco analisadas, ndo
apresentando efeito antiaderente sobre o S.
sanguis, representada pela auséncia de aderéncia
ao vidro. Particularmente a maior eficdcia do
extrato foi observada sobre o S. mutans, cuja
CIMA foi de 1:32 (Tabela 3). Resultado este de
grande importancia tendo em vista que o S. mutans
€ o microrganismo do biofilme dental que apresenta
maior potencial cariogénico*'2. Estudos
comparativos utilizando o extrato do alecrim néo
foram encontrados na literatura.

O estudo comparativo da acdo do extrato
da Rosmarinus officinalis Linn. com o gluconato
de clorexidina a 0,12%, mostrou semelhantes
atividades de inibi¢@o da sintese de glucano quando
considerado o L. casei (1:16). Por outro lado, para
0 S. Mutans, o extrato de alecrim mostrou maior
atividade antiaderente (1:32), quando comparado
ao controle positivo (1:16) (Tabela 3).

Tabela 3 - Dados comparativos da Concentragio Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA) do extrato do Rosmarinus
officnalis Linn.. (alecrim) sobre Streptococcus mutans, S. mitis, S. sobrinus, S. sanguis e L. casei.

Linhagens Alecrim Clorexidina Solucdo hidroalcéolica
bacterianas (Controle Positivo) (controle negativo)
S. mutans 1:32 1:16 0

S. mitis 1:8 1:16 0

S. sobrinus 1:8 1:16 0

S. sanguis 0 1:16 0

L. casei 1:16 1:16 0
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Os resultados observados neste estudo sdo
promissores uma vez que oS microrganismos
analisados sdo importantes na etiologia da cdrie. E
mostram também a importancia das indicacdes
terapéuticas das plantas medicinais como método
alternativo e de baixo custo na clinica odontoldgica,
uma vez que o extrato hidroalcéolico do alecrim
apresentou potencial atividade antimicrobiana sobre
0s microrganismos presentes no biofilme dental, como
também demonstrou in vitro inibi¢cdo de aderéncia
bacteriana na superficie, fator predisponente para o
desenvolvimento da cdrie e doengas periodontais.

A utilizagdo da fitoterapia na odontologia é
muito mais do que uma alternativa economica, de fécil
acesso e terap€utica para a populagdo. O que se busca
atualmente, e na maioria das vezes, € validar
cientificamente o conhecimento popular no uso das
plantas, que, quando feito de maneira correta, é sem
divida menos agressivo ao homem que os
medicamentos alopdticos.

CONCLUSOES

Diante dos resultados encontrados pode-se
concluir que o Rosmarinus officinalis Linn.
apresentou potencialidade na inibi¢ao do crescimento
bacteriano, formando halos de inibi¢cdo que variaram
entre 11 e 18mm, sobre todos os microrganismos
analisados; bem como inibicao na sintese de glucano,
em concentracdes de 1:32, especificamente sobre o
S. mutans. Sugere-se assim, o desenvolvimento de
estudos farmacolégicos in vivo para que desta forma
o alecrim possa ser definitivamente utilizado, como
meio alternativo, no controle do biofilme dental.

ABSTRACT

The antibacterial and antiadherence activities,
in vitro, of Rosmarinus officinalis Linn. extract
(known as “aroeira-do-sertdao”) were tested on
Streptococcus mitis, S. mutans, S. sanguis, S.
sobrinus, and L. casei. The present study was
performed using bacteriological techniques. The tests
were carried out using inundation techniques in Petri
dishes to determine the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and inclined tube techniques to
determine the Minimum Inhibitory Concentration of
Adherence (MICA). The results showed that the
Rosmarinus officinalis Linn. extract has the potential
to inhibit oral bacterial growth and glucan synthesis
and can be used as an effective antibacterial
alternative agent against cariogenic bacteria.
Uniterms: Cariogenic agents. Therapeutic use.
Rosmarinus officinalis. Biofilm.
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