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Resumo

A maioria das doengas que acometem a cavidade bucal é de origem infecciosa. Tém sido pesquisadas vérias categorias
de agentes quimicos a fim de controlar o biofilme dental, por meio de estratégias que visem a redugdo da adesdo
bacteriana. O 6leo essencial extraido da Matricaria recutita Linn. exibe alguma atividade antimicrobiana sobre certas
espécies de bactérias, fungos e virus. Dessa forma, o objetivo desta pesquisa foi avaliar a atividade antiaderente
do extrato desta planta sobre cepas do biofilme dental. Como resultado, observou-se que a camomila demonstrou
efeito na inibi¢do da sintese do glucano - representada pela inibi¢do da aderéncia, no modelo de estudo - sobre os
principais microorganismos responsaveis pela consolidacao do biofilme dental.
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Abstract

Most of the diseases that visit the buccal cavity is of infectious origin, having been searched some categories of
chemical agents to control dental biofilm, through strategies that aim at the reduction of the bacterial adhesion.
The extracted essential oil of the Matricaria recutita Linn. shows some antimicrobial activity on certain species of
bacteria, fungus and virus, then, the objective of our research was to evaluate the antiadherent activity of the extract
of this plant on bacterias of dental biofilm. It was observed that Matricaria demonstrated effect in the inhibition
of the synthesis of glucan represented for the inhibition of the adherence, in the model of study, on the main
responsible microorganismos for the consolidation of dental biofilm.
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INTRODUCAO

E por um processo ordenado e dindmico de fixagdo,
proliferacio e aderéncia de bactérias sobre as superficies
dentarias que se d4 a formagao do biofilme dental. Em torno de
quatrocentas espécies de bactérias tém sido isoladas do mesmo,
mas somente poucas espécies induzem resposta inflamatdria.!

Qualquer processo infeccioso, obrigatoriamente, apresenta
uma primeira fase que consiste na implantagdo, ou seja, na
aderéncia e na colonizagdo do patdgeno em algum tecido do
hospedeiro. Essa aderéncia nio ocorre ao acaso, aleatoriamente,
isto é, os microorganismos ndo aderem indistintamente a
qualquer tecido. Este principio ecoldgico explica a existéncia de
tropismo, para determinados tecidos; explica por que uma espécie
microbiana infecta o homem e ndo outros animais, e por que
Streptococcus mutans se instala na superficie do esmalte dental.
Existe uma seletividade no mecanismo de aderéncia. As bactérias
contém, geralmente, em suas fimbrias e fibrilas, macromoléculas
denominadas adesinas, especializadas em sua aderéncia. Algumas
espécies bacterianas - como Streptococcus mutans - consolidam
sua aderéncia a tecidos por meio da elaborag¢io de polissacarideos
extracelulares, como os glucanos. A aderéncia ¢ tio importante
na inicia¢do do processo infeccioso que, atualmente, as fimbrias,
fibrilas e suas adesinas sdo consideradas como fatores de viruléncia.
Baseados nesse fato, inumeros pesquisadores vém tentando
desenvolver meios de anular essa primeira fase da infec¢do.?

Grande parte das doengas que acometem a cavidade bucal é
de origem infecciosa. Dependendo de fatores, tais como a dieta
e a remog¢do mecénica regular do biofilme dental, o tipo de
microbiota predominante na cavidade bucal pode variar. Quando
a remo¢do mecanica do biofilme é deficiente e a utilizagdo da
sacarose ¢ frequente, ocorre uma sele¢do para certos organismos
patogénicos e o biofilme se torna virulento, podendo resultar
tanto em lesdes de tecido duro quanto de tecido mole. Todavia,
deve-selembrar das dificuldades em se conseguir que os pacientes
mantenham um adequado controle mecénico; logo, substancias
antimicrobianas poderiam tentar compensar a desmotivagdo
para uma boa higienizagio dos dentes.’

Varias categorias de agentes quimicos tém sido utilizadas
no controle quimico de biofilme dental, por meio de estratégias
que visem: a reducdo da adesdo bacteriana e da proliferagio dos
microorganismos na superficie do dente; a inibigdo da formagéo
da matriz intercelular do biofilme, e a modificagdo da atividade
bioquimica e da ecologia do biofilme para uma microbiota menos
patogénica.*®

Entre os agentes quimicos utilizados para prevengao da cérie
dentaria, podem ser citados Clorexidina 0,12%, Oleos essenciais,
Cloreto de Cetilpiridinio, Triclosan e os produtos fluoretados,
sendo os mais empregados na odontologia.® Utilizaram-se
dentifricios contendo fluoreto estanhoso, demonstrando seu
efeito antiplaca; entretanto, o produto promoveu manchamentos
dentais, além de também ndo possuir estabilidade.’

A clorexidina atua na desorganizacdo geral da membrana
celular e na inibi¢do especifica de enzimas da membrana. Ela
inibe a incorporagio de glicose pelos Streptococcus mutans
e o seu metabolismo para dcido latico. Embora seja um
excelente antimicrobiano, devido a seus efeitos colaterais,
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ndo é recomendado seu uso prolongado. Surge, dessa forma, a
necessidade de serem desenvolvidas substincias tdo efetivas
quanto, mas sem tais efeitos colaterais adversos. Dentre estes,
podem-se citar: a colora¢ao dos dentes, a descamacdo reversivel
da mucosa, as alteragdes do paladar e o aumento dos depdsitos
calcificados supragengivais.’

Os produtos odontologicos contendo substincias naturais
apresentam boas perspectivas no mercado e poderiam ser
introduzidos desde que amplamente amparados por estudos
laboratoriais e clinicos especificos.® Vérios extratos e 6leos essen-
ciais tém sido pesquisados. Esses estudos tém demonstrado a acdo
deumasériede produtos quimicos,agentesbioldgicos e substancias
naturais antiplaca e anticarie, os quais agem principalmente sobre
a formagdo dos polissacarideos extracelulares.’

Segundo a Resolugdo RDC 48/2004, fitoterapico é todo
medicamento obtido empregando-se exclusivamente matérias-
primas ativas vegetais, ndo se considerando aquele que, na sua
composi¢do, inclua substincias ativas isoladas de qualquer
origem, nem as associa¢oes destas com extratos vegetais.'®

Substéincias fitoterdpicas vém sendo utilizadas na Odontologia
e, para tanto, as mesmas devem apresentar compatibilidade com
os tecidos vivos; logo, hd a necessidade de estuda-las in vitro. O
biofilme dental é considerado como o principal fator etiolégico da
carie e da doenga periodontal. Entre as vantagens dos fitoterdpicos
que justificam seu uso podem-se citar: efeito sinérgico, devido
aos vdrios fitoconstituintes que atuam melhor em associagdo;
menos riscos de efeitos colaterais, devido as baixas concentracdes
em que os principios ativos se apresentam nas plantas, e menores
custos de pesquisa, quando se compara ao desenvolvimento de
um novo farmaco."

A busca por recursos alternativos ja ¢ uma realidade, visto
as vantagens expostas, justifica-se, portanto, a necessidade de
se estudar a acdo de fitoterapicos sobre os microorganismos
formadores do biofilme dental. Note-se que a Matricaria
recutita Linn. (Camomila) é uma planta comumente utilizada
pela populagdo nordestina.'?

A Matricaria recutita Linn. é uma planta nativa da Europa e
do Oeste Asidtico."” Diferentes espécies vegetais de uso medicinal
sdo denominadas popularmente de camomila; porém, a camomila
verdadeira é definida como sendo constituida pelas inflorescéncias
de Matricaria recutita Linn., Asteraceae, sendo também referida
como sinonimia cientifica de Chamomilla recutita (L.) Rauschert
e Matricaria chamomilla L.'*1°

A camomila, um membro da familia da margarida, Asteraceae,
é conhecida por apresentar uma variedade de flavonoides ativos,
bem como seu 6leo volatil, que é rico em terpenoides, como o
alfa-bisabolol e o camazuleno. Esses constituintes propiciam a
atividade anti-inflamatdria, antiespasmodica e antibacteriana da

camomila.'¢8

PROPOSICAO

O actimulo de microorganismos capazes de converter
carboidratos em dcidos pode ocasionar a doenca carie. Para
que isto ocorra, ha a necessidade de que estes microorganismos
realizem aderéncia ao elemento dental. Na medida em que,
segundo referencial tedrico, as principais bactérias responsaveis



Rev Odontol UNESP. 2010; 39(1): 21-25

por esta aderéncia sdo Streptococcus mutans, Streptococcus
sanguinis e Lactobacillus casei, e a Matricaria recutita Linn. ja
vem sendo estudada e seu potencial antimicrobiano é conhecido,
o0 objetivo do estudo ¢é verificar se o extrato da mesma tem como
caracteristica o efeito antiaderente.

METODOLOGIA

A escolha pela utilizagdo da flor da Matricaria recutita Linn.
orientou-se presenca de maior concentra¢do de dleo essencial.'?

A obten¢do do extrato foi realizada no Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica do Departamento de Farmacia da
Universidade Federal de Pernambuco.

O método de extragdo empregado foi a lixiviagdo em fluxo
continuo a temperatura ambiente. Para a mesma, utilizou-se
um processo no qual existe a renovagao constante da solugdo
extratora (solugdo hidroalcoolica a 80% v/v) durante um periodo
de 24 horas. Decorrido este tempo, o marco fica completamente
esgotado (extragdo total dos marcadores ou principios ativos).
Nesta etapa, foram utilizados aproximadamente oito litros de
solu¢do hidroalcodlica para um quilograma de matéria-prima seca
e pulverizada, visando o completo esgotamento. Recuperou-se
um volume de aproximadamente 590 mL do extrato, que, apds
filtragdo para retirada das impurezas, foram acondicionados em
frascos &mbar, limpos, secos e estocados em camara fria. A etapa
seguinte foi a concentragao da solugdo em nivel de extrato fluido
1:1(p/v), o qual foi realizado em rota-vapor (Modelo lka-Werk) e
a uma temperatura de 45 °C.

Foram utilizadas, no presente trabalho, linhagens bacterianas
(ATCC25175),
Streptococcus sanguinis (ATCC10557) e Lactobacillus casei

padronizadas de  Streptococcus — mutans
(ATCC7469), obtidas mediante solicitagdo na Fundagio Tropical
de Pesquisas e Tecnologia André Tozello (Campinas - SP) e no
Instituto Adolfo Lutz (Sdo Paulo - SP), sendo remetidas em Agar
Sangue Inclinado (“slants”) e, posteriormente, reativadas no
Laboratorio de Genética de Microorganismos - Departamento de

Biologia Molecular/CCEN/UFPB.

1. Determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima
de Aderéncia do Extrato Hidroalcodlico da Matricaria
Recutita Linn

A Concentragdo Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA)
das bactérias Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis e
Lactobacillus casei (principais responsaveis pela aderéncia) foi
determinada pela ndo aderéncia do microorganismo ao modelo
criado em vidro de tubos de hemdlise na presenca de sacarose a
5%.

Para a determinacdo da CIMA, utilizou-se solugdo diluida
dos extratos isolados, deste extrato bruto até uma dilui¢do de
1:1024 (10 diluigdes).

A vpartir do crescimento overnight, as linhagens foram
subcultivadas a 37 °C em caldo Mieller-Hinton (DIFCO),
obtendo-se um indculo de 10° UFC.mL™". Em trés erlemayer
com 30 mL de caldo Miieller-Hinton com 5% de sacarose, foram
colocados 20 pL do inoculo; deixou-se crescer por uma hora
em microaerofilia a 37 °C em estufa. Apds este periodo, foram
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distribuidos 1,8 mL da cultura, que estavam nos erlemayer
em dez tubos de hemolise; em seguida, foram adicionados
0,2 mL da solugdo extrato, desde o extrato bruto até a décima
diluigdo (1:1024). A incubagio foi feita a 37 °C por 24 horas
em microaerofilia, com os tubos de hemdlise inclinados a 30°,
simulando a aderéncia do microorganismo ao elemento
dental.”” A leitura foi realizada por meio da observagio visual,
apos coloragdo com fucsina, da aderéncia ou nio da bactéria as
paredes do tubo de hemolise. A CIMA foi definida como a menor
concentragdo (diluigdo) do extrato, em meio com sacarose, que
impediu a aderéncia ao tubo de vidro de hemdlise.

Como controle positivo, utilizou-se a Clorexidina 0,12%, com
a mesma metodologia.

Os resultados foram apresentados de forma descritiva por
meio de tabela e figuras.

RESULTADO

De acordo com os resultados da Tabela 1, pode-se observar
que o extrato hidroalcodlico, em determinadas concentrac¢des,
apresenta atividade antiaderente, por inibir o crescimento
bacteriano junto as paredes do tubo de hemdlise. A atividade é
representada pela auséncia de aderéncia da bactéria a parede do
tubo de vidro, demonstrando a capacidade dos extratos de inibir
a sintese do glucano pela glicosiltransferase.

A Figura 1 mostra a representagao da CIMA da Matricaria
recutita sobre Streptococcus mutans. Observa-se, apds a coloragéo
com fucsina, a aderéncia da bactéria a parede do tubo de vidro,
a partir da concentragdo 1:8, no tubo superior, e auséncia de
aderéncia (Figura 2) a parede do tubo de vidro, quando na forma
de extrato puro, representado pelo tubo inferior.

DISCUSSAO

Este estudo objetivou verificar se o extrato da Matricaria
recutita Linn. possui efeito antiaderente segundo a metodologia
utilizada.

Neste trabalho, os extratos analisados foram efetivos na
inibicdo da aderéncia das trés linhagens ensaiadas, representada
pela auséncia de aderéncia ao vidro na presenca de sacarose.

A Matricaria recutita Linn. inibiu a aderéncia do S. sanguinis,
até a diluigao 1:8, seguido pelo S.mutans e L. casei, até a diluigdo
1:4. Estes resultados sdo bastante promissores, uma vez que esses
microorganismos sdo os maiores responsaveis pela formacao da
carie dental.

Tabela 1. Dados comparativos da CIMA do extrato da Matricaria
recutitaLinn. e do Gluconato de Clorexidina 0,12% sobre Streptococcus
mutans, Streptococcus sanguinis e Lactobacillus casei

Linhagens Matricaria recutita Clorexidina
S. mutans 1:4 1:16
S. sanguinis 1:8 1:16
L. casei 1:4 1:16
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Figura 1. Representacdo da Concentragdo Inibitéria minima de
Aderéncia (CIMA) da Matricaria recutita sobre Streptococcus mutans
(observar que hd evidenciagdo de aderéncia pela fucsina).

Na literatura, ndo ha muitos artigos que tentem simular o
elemento dental para a verificagdo da Concentragdo Inibitéria
Minima de Aderéncia.

Hé uma pesquisa que avaliou os efeitos de diferentes solu¢des
de café (Coffea ardbica) sobre a aderéncia de cepas de Streptococcus
mutans a superficie de vidro, tendo como resultado que a solugdo
de Coffea ardbica a 16% foi mais efetiva na inibi¢do da aderéncia
de Streptococcus mutans.*

Para a CIMA, o extrato da Punica granatum mostrou
resultados melhores que a Matricaria recutita Linn., pois enquanto,
respectivamente, uma apresentou efeito antiaderente até uma
diluigdo de 1: 1024 para o Lactobacillus casei, a Matricaria, para
0 mesmo microorganismo, inibiu a aderéncia até uma diluigdo
de 1:4.

Verificou-se que o extrato da Myracrodruon urundeuva All.
(aroeira do sertdo) possuia uma CIMA de 1:4 para o Streptococcus
sanguinis; este resultado, comparando-se com esta pesquisa,
faz da Matricaria recutita Linn. melhor inibidora do efeito
antiaderente (1:8).2! Também se observou o efeito antiaderente da
Psidium guajava Linn (goiabeira) sobre o Streptococcus mutans,
observando que, para este, a CIMA foi de 1:4, comparavel ao
presente estudo, no qual a Matricaria teve uma CIMA de 1:4,
também.*

O extrato da casca do caule do Anacardium occidentale Linn.
(cajueiro) apresentou atividade antiaderente de 1:16 tanto para
o Streptococcus mutans como para o Streptococcus sanguinis e o
Lactobacillus casei, o que representa sua superioridade quando
comparado a Matricaria recutita Linn. O extrato da casca do
Citrus limon Linn. (limdo) apresentou atividade antiaderente
in vitro sobre as mesmas linhagens ensaiadas em Matricaria
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