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Efeito antimicrobiano do extrato da lippia sidoides
Cham. sobre microrganismos cariogenicos

Antimicrobial effect of the lippia sidoides Cham. extract on
cariogenic microorganisms

Ana Carolina Lyra de Albuquerque!, Maria do Socorro Vieira Pereira?, Jozinete Vieira Pereira®, Maria Regina Macedo
Costa*, Jane Sheila Higino®

RESUMO

E fato comprovado que a maior parte das doengas que acomete a cavidade bucal é de origem
infecciosa. Vdrias categorias de agentes quimicos tém sido utilizadas no controle quimico de biofilme dental,
através de estratégias que visem a reducao da adesdo bacteriana, inibi¢do do crescimento e proliferacdo dos
microrganismos na superficie do dente. A Lippia sidoides Cham. (alecrim-pimenta) ¢ uma planta do Nordeste
do Brasil, cujo 6leo essencial confere a esta planta forte acdo anti-séptica contra fungos e bactérias. A
presente pesquisa objetivou avaliar a atividade antimicrobiana in vitro do extrato da folha da Lippia sidoides
Cham. sobre microrganismos do biofilme dental. Diante dos resultados alcancados, podemos afirmar que: o
extrato da Lippia sidoides Cham. possui atividade antimicrobiana frente aos microrganismos testados.

Descritores: Lippia sidoides. Placa dentdria. Susceptibilidade antimicrobiana.

INTRODUCAO

E por um processo ordenado e dinimico de
fixacdo, proliferacdo e aderéncia de bactérias sobre
as superficies dentdrias que se dd a formagdo do
biofilme. Em torno de 400 espécies de bactérias t€ém
sido isoladas do biofilme dental, mas somente poucas
espécies sdo capazes de induzir doenga inflamatdria’'.

Os dois grupos de bactérias, principais
causadores da cdrie dentdria sdo os Streptococcus
do grupo mutans e Lactobacilus sp.*. Esses sdo os
principais responsdveis pela cdrie de superficie lisa,
uma vez que possuem a capacidade de aderir,
colonizar, crescer, sintetizar polissacarideos
extracelulares e produzir 4cidos na superficie dos
dentes”.

Quando a remog¢ao mecanica do biofilme é
deficiente e a utilizacdo da sacarose é freqiiente,
ocorre uma seleciio para certos organismos
patogénicos e o biofilme se torna virulento, podendo
resultar tanto em lesdes de tecido duro, quanto de
tecido mole.

Todavia, deve—se lembrar das dificuldades
em se conseguir que os pacientes mantenham um

adequado controle mecanico. Por conseguinte,
substancias antimicrobianas poderiam tentar
compensar a desmotivacdo para uma boa
higienizacdo dos dentes®.

Muitos trabalhos tém avaliado as
propriedades antimicrobianas de substancias
indicadas na prevencao e controle do biofilme e da
cérie. Algumas como a clorexidina e os fluoretos
sdo bastante difundidas na literatura cientifica; outras
ainda pouco exploradas, como os extratos vegetais®.

A clorexidina é uma das mais efetivas e
seguras devido a sua forte absor¢@o pelas superficies
bucais, sendo liberada gradativamente dos sitios de
acdo, podendo reduzir o crescimento e metabolismo
do biofilme dental, assim como o potencial de
aderéncia dos microorganismos®.

Embora seja um excelente antimicrobiano,
devido a seus efeitos colaterais, ndo € recomendado
seu uso prolongado. Dai a necessidade de se buscar
novas substincias que sejam eficazes no controle
da microbiota bucal, mas sem efeitos colaterais*
como observados para a clorexidina.

Doutoranda em Diagnéstico Bucal, UFPB
’Prof®. Adjunta, Dept. Biologia Molecular, UFPB
3Prof®. Titular, Dept. Odontologia, UEPB
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Os antimicrobianos naturais podem contribuir
no controle do crescimento da microbiota oral
contornando transtornos propiciados por cepas
resistentes aos antimicrobianos convencionais. Entre
as vantagens dos fitoterdpicos que justificam seu uso
podemos citar: efeito sinérgico, devido aos varios
fitoconstituintes que atuam melhor em associacio;
associacdo de mecanismos por compostos atuando
em moléculas alvos diferentes, proporcionando agdes
diversificadas em todo o organismo; menos riscos
de efeitos colaterais, devido as baixas concentragdes
em que os principios ativos se apresentam nas
plantas, sem considerar correlagdes dose-tempo;
menores custos de pesquisa, quando se compara ao
desenvolvimento de um novo farmaco’.

Devido a sua diversidade vegetal, o Brasil é
um pais conhecido mundialmente pela variedade de
produtos vegetais, despertando o interesse cientifico,
e no qual estdo localizadas cerca de 20% das 250
mil espécies medicinais catalogadas pela
Organizacao das Nag¢des Unidas para a Educagdo,
a Ciéncia e a Cultura (UNESCO), facilitando o
aproveitamento do potencial curativo dos vegetais
para o tratamento de doencas, inclusive na
Odontologia®.

Os extratos de plantas possuem em sua
composicao substincias anticariogénicas que podem
suprimir o crescimento de bactérias na cavidade
bucal inibindo a sintese de glucano a partir da
sacarose pela glicosiltransferase’.

A utilizacdo das plantas pela medicina
popular, seu uso na Odontologia e a divulgacdo dos
éxitos conduziram a exploragdo cientifica,
proporcionando um conhecimento quimico-
farmacoldgico de milhares de plantas.

No Brasil, a importancia da medicina
alternativa € extremamente relevante, principalmente
por que sua zona rural é bastante extensa e muito
rica no tocante as propriedades farmacoldgicas de
sua variada flora. Na histéria da medicina popular a
prépolis pode ser considerada como um dos mais
eficientes medicamentos naturais descobertos'’.
Estudos avaliaram o efeito clinico de solucao anti-
séptica a base de prépolis em criancas carie ativas,
onde foram coletados os indices para actimulo de
biofilme oral (IHO-S) e de doenga gengival (IG) antes
e 24 horas ap6s o uso das solucdes. Os resultados
demonstraram significante redu¢do do nimero de
Streptococcus mutans apés o uso da solucio de
propolis, ndo diferindo da solucdo de clorexidina
(p>0,05) a qual possui efeitos colaterais como
pigmentacdo dos dentes, interferéncia gustativa,

descamacgdo da mucosa e resisténcia de germes
quando de seu uso prolongado’.

O efeito antimicrobiano do extrato
hidroalcodlico da Punica granatum Linn. foi
avaliado sobre trés linhagens bacterianas
predominantes na formacdo do biofilme
supragengival (Streptococcus mitis, S.mutans e S.
sanguis), dos quais todos foram sensiveis ao extrato
da romd, mostrando a importancia e a necessidade
de se avaliar meios alternativos e economicamente
vidveis para o controle do biofilme, sugerindo a
utilizac@o da fitoterapia, dentro de programas
preventivos e curativos importantes a populagao''.

A Lippia sidoides Cham. ¢ uma planta do
nordeste do Brasil, da familia Verbenaceae. Seu 6leo
essencial contém principalmente timol e carvocrol,
que confere a esta planta forte acdo anti-séptica
contra fungos e bactérias'?. Ela foi caracterizada
como matéria prima para uso em produtos
farmacéuticos quando se realizou ensaios de perda
por dissecacdo, teor de 6leo essencial e perfil
cromatogréfico, visando a varia¢do de sua utilizagdo
e a caracterizacdo de sua identidade'.

A fitoterapia € a drea do conhecimento que
busca a cura das doencas através das plantas
medicinais e apesar de seu uso ter uma propagacao
associada ao conhecimento popular empirico,
paulatinamente vem sendo reconhecido e incorporado
ao saber cientifico'*. Dessa forma, este trabalho tem
como objetivo avaliar comparativamente a atividade
antimicrobiana in vitro do extrato da folha da Lippia
sidoides Cham. comparando a Clorexidina 0,12%
sobre os microrganismos: Streptococcus mitis,
Streptococcus mutans, Streptococcus Sanguinis,
Streptococcus sobrinus e Lactobacillus sp.,
principais agentes responsdveis pela formacdo do
biofilme dental supragengival e, conseqlientemente,
da cérie dentéria.

MATERIAIS E METODOS
Material Botanico

A matéria prima (folhas) da Lippia sidoides
Cham., no inicio da floragao, foram coletadas no Horto
de plantas medicinais do Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica (LTF) da Universidade Federal da
Paraiba e foram secas em estufa a 40° C.

Obtencao dos Extratos

A obtenc¢do dos extratos foi realizada no
Laboratério de Tecnologia Farmacéutica do
Departamento de Farmacia da Universidade Federal
de Pernambuco.
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Para a extragao foi empregado o método de
lixiviagdo em fluxo continuo a temperatura ambiente.
A extracdo ocorreu através da solucdo extratora de
alcool metanol (a 80% v/v), renovada
constantemente por um periodo de 24 horas, pela
qual se obteve um concentrado a 500 mL.

Linhagens Bacterianas

Foram utilizadas no presente trabalho
linhagens bacterianas padronizadas de Streptococcus
mitis ATCC 9811, Streptococcus mutans ATCC
25175, Streptococcus sanguinis ATCC 10557,
Streptococcus sobrinus ATCC 27609 e
Lactobacillus casei ATCC 7469.

Determinaciao da Atividade Antimicrobiana do
Extrato Hidroalcodlico da Lippia sidoides Cham.

A atividade antimicrobiana em placas foi
determinada pelo método de difusdo em meio
s6lido™!¢, para o screening e para a determinacio
da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) dos
extratos hidroalcodlicos de Lippia sidoides Cham.
sobre as linhagens bacterianas. As linhagens foram
cultivadas em caldo nutritivo BHI (Brain Heart

Infusion- DIFCO-USA), incubadas a 37°C por 18-
20 horas em microaerofilia. Placas de Agar Mueller
Hinton (DIFCO-USA) foram preparadas e apds
24 horas para controle de esterilidade, foram
inundadas com solu¢d@o salina inoculada com
microrganismos cultivados overnight, em
concentracdo de 10! e a seguir, foram abertos, no
meio de cultura, dez orificios de aproximadamente
6mm de didmetro, os quais correspondiam ao nimero
da diluicdo da substancia teste (1:1 até 1:1024). Em
cada orificio colocou-se um volume de 50 pl da
solucdo do extrato nas dilui¢des de estudo. As placas
foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37°C
por um periodo de 24 horas. Cada ensaio foi realizado
em duplicata frente a cada linhagem selecionada. O
mesmo procedimento foi utilizado para o controle
positivo, com o gluconato de clorexidina (Periogard®).
Ap6s 24 horas os halos de inibi¢ao observados foram
medidos (Figuras 1 A e B).

Foi considerada como CIM (Concentragao
Inibitéria Minima) a menor concentragdo do extrato
capaz de inibir completamente o crescimento
bacteriano.

Figura 1 - A: Halos de inibicdo do Extrato de Lippia sidoides frente ao Streptococcus mitis; B: Halos de
inibicdo da Clorexidina 0,12% frente ao Streptococcus mutans.
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RESULTADOS

Tabela 1 - Diametros dos halos de inibi¢do do Extrato de Lippia sidoides Cham. e Clorexidina 0,12%

DIAMETRO DOS HALOS (em mm)
CONCENTRACAODO EXTRATO (g/mL)

MICRORGANISMOS
Lippia sidoides Cham. Clorexidina 0,12 %
EP 12 14 1:8 1:16 SP 12 14 1:8 1:16
20 15 14 0 0 21 18 14 12 0
23 16 0 0 0 20 19 15 13 0
2 0 0 0 0 21 19 14 13 0
16 14 0 0 0 19 18 15 12 0
16 14 0 0 0 21 19 15 13 0

EP:ExtratoPuro/SP:SubstanciaPura
Rev Fac Odontol Sao José dos Campos. 2000;3(2).

DISCUSSAO

O biofilme dental é considerado como
principal fator etiolégico da carie e doenca
periodontal. A busca por recursos alternativos ja é
uma realidade, visto as vantagens expostas justifica-
se, portanto, a necessidade de se estudar a acdo de
fitoterdpicos sobre os microrganismos formadores
do biofilme dental, uma vez que a Lippia sidoides
Cham. (alecrim-pimenta) é uma planta encontrada
na regido Nordeste e comumente utilizada pela
populagdo.

Em estudos recentes foram identificados 24
constituintes quimicos no 6leo essencial de L.
sidoides, que foi extraido através de hidrodestilacdo
em aparelho tipo Clevenger e analisado em
cromatdgrafo gasoso acoplado a um espectometro
de massas. Dentre os constituintes encontrados
estavam o mirceno (11,92%), a- terpineno (5,68%),
p-cimeno (31,57%), timol (20,45%), e a-cariofileno
(15,75%). No mesmo estudo testou-se 20uL. de 6leo
essencial a uma concentracdo de 20mg/mL em
solucdo a 50% de dimetilsulfé6xido (DMSO) mais
50% de agua destilada estéril, avaliando-se sua agcdo
antimicrobiana realizada pelo método de difusao em
agar. Dentre os microorganismos ensaiados, o
Bacillus  bulgaricus, Bacillus subtilis,
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus,
Salmonella enferifidis, Escherichia coli, Serrafia
marcescens € Candida albicans foram sensiveis
ao Oleo essencial enquanto nenhuma atividade foi
observada em relagcdo a Pseudomonas
aeruginosa'’.

As atividades antibacterianas e antifingicas
da Lippia sidoides Cham. foram estudadas sobre a

microbiota cutdnea e observou-se que seus principais
principios ativos (Timol e Carvocrol) foram
fortemente anti-sépticos'®.

A atividade antimicrobiana de vdrios 6leos
essenciais de plantas nordestinas foi avaliada contra
bactérias do género Streptococcus, isoladas da
microbiota oral, e o Alecrim-pimenta, por ser o mais
ativo naquele trabalho, foi escolhido para a
preparacio do anti-séptico bucal no estudo, obtendo-
se como resultado uma redu¢do de 6% de placa
bacteriana e inibicdo de formacdo de placa dental
em 12% nos individuos submetidos a pesquisa. O
extrato hidroalcodlico das folhas da planta Alecrim-
pimenta é usado popularmente para combate a
gengivite no Nordeste brasileiro?®!.

Verificou-se a compatibilidade bioldgica do
extrato hidro-alcodlico da Lippia sidoides Cham.
frente ao tecido subcutaneo de ratos. Ao final dos
experimentos, constatou-se que o mesmo foi bem
tolerado pelo tecido subcutineo dos animais??. Lippia
sidoides Cham. também tem seu efeito sobre a
reducdo da presenca de gengivite marginal em caes
comprovado e sua eficdcia sobre o biofilme dental
jé foi avaliada em humanos?,

Estudo avaliou a efetividade do dleo essencial
da Lippia sidoides Cham. na inibi¢do do
crescimento de cepas de Staphylococcus aureus
com diferentes perfis de resisténcia antibidtica
isoladas de material clinico. Os resultados mostraram
destacavel atividade antimicrobiana do 6leo essencial
de Lippia sidoides notada por grandes halos de
inibicdo do crescimento bacteriano (15-21 mm)
suportando a possibilidade de seu uso racional como
agente antimicrobiano alternativo®.
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Neste estudo, o extrato da Lippia sidoides Cham.
formou halos de inibi¢do que variaram de 16 a 23mm. O
Streptococcus mitis foi o mais sensivel formando halos
de inibi¢ao de 23mm, em seguida vindo o S. sanguinis e o
S. mutans, fato que deve ser observado, ja que os
Streptococcus sdo o género predominante na cavidade
bucal®. (Tabela 1/ Figura 1).

A clorexidina é uma das mais efetivas e
seguras substdncias utilizadas na Odontologia,
principalmente por que reduz o crescimento e
metabolismo do biofilme dental®.

Com relagdo aos ensaios da atividade
antimicrobiana realizados com o gluconato de
Clorexidina, todas as linhagens ensaiadas foram
sensiveis, observando-se maiores halos de inibi¢ao
no S. mutans (21mm), S. sanguinis (21mm) e L.
casei (21mm). A Clorexidina € um dos mais efetivos
e seguros antimicrobianos devido a sua forte
absorcao pelas superficies bucais, sendo liberada
gradativamente dos sitios de a¢do, podendo reduzir
o crescimento € metabolismo do biofilme dental,
assim como o potencial de aderéncia dos
microorganismos®’; a substdncia atua na
desorganizacao geral da membrana celular e inibi¢ao
especifica de enzimas da membrana; inibe a
incorporagdo de glicose pelos Streptococcus mutans
e seu metabolismo para dcido latico®.

A utilizacdo das plantas pela medicina
popular, seu uso na Odontologia e a divulgacdo dos
éxitos conduziram a exploragdo cientifica, podendo
os antimicrobianos naturais estudados contribuir no
controle do crescimento da microbiota oral”!°.

CONCLUSOES

Diante dos resultados alcancados, podemos
afirmar que o extrato de Lippia sidoides Cham.,
possui atividade antimicrobiana in vitro frente aos
microrganismos do biofilme dental: Streptococcus
mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus
sanguis, Streptococcus sobrinus e Lactobacillos
casei quando comparado a Clorexidina 0,12%. Os
resultados apresentados sdo bastante promissores,
uma vez que demonstraram potencial atividade
antimicrobiana do extrato vegetal ensaiado, o que
gera perspectivas futuras na continuidade deste
estudo através de ensaios clinico-toxicoldgicos,
inclusive in vivo, contribuindo para a utilizacdo destes
agentes na clinica em Odontologia como forma
alternativa e de baixo custo na prevencdo e
tratamento de afeccdes orais na populacio.

ABSTRACT
It is a proven fact that most illnesses
involving the buccal cavity are of an infectious origin.

Many categories of chemical agents have been used
in the chemical control of biofilms, by means of
strategies aimed at the reduction of the bacterial
adhesion, the inhibition of growth, and the proliferation
of microorganisms on tooth surfaces. The Lippia
sidoides Cham. is a plant from the northeastern
regions of Brazil, whose main oil provides the plant
with a strong anti-septic action against fungi and
bacteria. This research aimed to evaluate the in vitro
antimicrobial activity of Lippia sidoides Cham.
extract on microorganisms of dental biofilm.
Considering the results achieved in this study, it can
be concluded that the Lippia sidoides Cham.
extract does in fact possess antimicrobial activity
against to the microorganisms tested.

Uniterms: Lippia sidoides. Dental plaque.
Antimicrobial susceptibility.
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