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Resumo: Objetivo: analisar in vitro os efeitos do chd de tomilho (Thymus vulgaris Linn.)
sobre a aderéncia de Streptococcus mutans ao esmalte dentario e de Candida albicans a resina
acrilica. Material e Método: foram confeccionados 30 corpos de prova de esmalte dentdrio humano
e 30 corpos de prova de resina acrilica ativada quimicamente (15 do grupo Tomilho e 15 do grupo
Controle). O cha de tomilho foi preparado com 10% de folhas de Thymus vulgaris Linn. em agua
destilada. Foram preparadas suspensdes de microrganismos (10° células/mL) a partir de amostras
padrdo de S. mutans e C. albicans. O teste de aderéncia foi realizado colocando-se o corpo de
prova em contato com o meio de cultura, a suspensdo de microrganismo e o chd de tomilho ou
dgua destilada (controle) por 24 horas a 37 °C. A seguir, os microrganismos aderidos aos corpos
de prova foram dispersos, diluidos e semeados em meio de cultura para determinar o nimero de
unidades formadoras de colonias (UFC.mL™). Os resultados foram analisados pelo teste # de Student
(5%). Resultado: foi verificada significativa reducéo da aderéncia de C. albicans aresina acrilica no
grupo Tomilho em relagdo ao grupo Controle (p < 0,05). Por outro lado, a aderéncia de S. mutans
ao esmalte dentdrio foi semelhante nos grupos Tomilho e Controle (p > 0,05). Conclusdo: o chd de
tomilho foi efetivo em inibir a aderéncia de C. albicans a resina acrilica, ndo apresentando efeito
sobre a aderéncia de S. mutans ao esmalte dentdrio.
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Abstract: Objective: the purpose of this study was to analyze in vitro the effects of thyme
tea (Thymus vulgaris Linn.) on the adherence of Streptococcus mutans to enamel and Candida
albicans to acrylic resin. Material and Methods: thirty samples of human enamel and thirty samples
of acrylic resin were made (15 of Thyme group and 15 Control group). Thyme tea was prepared
with 10% leaves of Thymus vulgaris Linn. in distilled water. Standard suspensions (10°cells/mL)
from standard samples of S. mutans and C. albicans were prepared. Adherence test was performed
by putting the sample in contact with bacterial medium, the standard suspension, thyme tea or
distilled water (control) for 24 hours at 37 °C. The microorganisms adhered to the samples were
then dispersed, diluted and plated in bacterial medium to determine the number of cell forming
units (CFU.mL™"). Results were analyzed through Student’s 7 test (5%). Results: it was verified a
significant reduction of C. albicans adherence to acrylic resin in the Thyme group regarding the
Control group (p < 0.05). On the other hand, the adherence of S. mutans to enamel was similar in
both Thyme and Control group (p > 0.05). Conclusion: the thyme tea was effective in inhibiting
C. albicans adherence to acrylic resin, however it did not present effect on the adherence of
S. mutans to enamel.
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Introducao

As propriedades anti-sépticas de plantas medicinais e
aromdticas sdo reconhecidas desde a antigiiidade, sendo
utilizadas ha milhares de anos na medicina popular para
vérios propositos. Desde 1977, a Organizacdo Mundial
da Saidde (OMS) tem incentivado o estudo destas plantas,
com o objetivo de avaliar cientificamente os beneficios e
os riscos da utilizacdo de medicamentos fitoterapicos. No
entanto, faltam ainda evidéncias laboratoriais e clinicas sobre
a eficdcia e a seguranga de seu emprego’.

Thymus vulgaris Linn., popularmente conhecido como
tomilho, € uma das plantas muito utilizadas na medicina
popular. O dleo, considerado responsdvel pelas atividades
atribuidas a essa planta, apresenta ag¢des anti-séptica, ex-
pectorante, carminativa e antiespasmddica®. A atividade
bioldgica do 6leo essencial de Thymus vulgaris Linn. esta
relacionada com seus principais constituintes, denominados
timol e carvacrol. O timol tem demonstrado efeitos antibac-
terianos, antifiingicos e anti-helminticos, enquanto o carva-
crol tem sido investigado por seus efeitos bactericidas®.

Os efeitos antimicrobianos do tomilho foram observados
por vérios autores*S. O extrato hidroalcodlico de Tymus
vulgaris foi capaz de inibir o crescimento de Candida
albicans™S, Aspergillus flavus®, Pseudomonas aeruginosa,
Proteus spp.°, Streptococcus mutans e Streptococcus
sobrinus*. Além disso, Pina-Vaz et al.” verificaram que
o 6leo essencial de Tymus vulgaris apresentou atividade
antiflingica sobre vérias espécies do género Candida, in-
cluindo C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei,
C. guilhermondii e C. parapsilosis.

Embora a atividade antimicrobiana do tomilho, tanto na
forma de extrato como 6leo essencial, tenha sido testada em
vérios microrganismos patogé€nicos, poucos estudos foram
realizados para avaliar os efeitos do ché de tomilho sobre a
aderéncia de microrganismos presentes na cavidade bucal.

Streptococcus mutans e Candida albicans sdo im-
portantes patégenos relacionados com infec¢des bucais®.
C. albicans € a espécie de levedura mais patogénica da
cavidade bucal’, sendo a candidose bucal uma patologia
freqlientemente encontrada em individuos portadores de
protese total. O niimero de individuos idosos na América
Latina tem aumentado consideravelmente, mediante a me-
lhora na expectativa de vida da populagéo em geral'®. Desse
modo, patologias ligadas a individuos portadores de prétese
total, como a candidose, também devem ter um aumento
em sua prevaléncia, sendo fundamentais as pesquisas com
elas relacionadas.

Estreptococos do grupo mutans sdo considerados os
principais agentes etiolégicos da cdrie dentdria, por suas
propriedades acidogénica e acidurica. Esses microrganismos
favorecem a formacgdo de grande quantidade de biofilme
dentdrio e polissacarideos intracelulares, que permitem a
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produgdo de 4cido, mesmo na auséncia de fontes exdgenas
de sacarose!'"'2. A adesdo de células bacterianas a superficie
dos dentes € de fundamental importancia para o inicio da
lesdo de cdrie®.

O potencial anticariogé€nico de diversos alimentos e be-
bidas muitas vezes € atribuido a sua capacidade de alterar a
biossintese de polissacarideos extracelulares, impedindo ou
minimizando o potencial de adesdo dos estreptococos'*3.
Diversos estudos tém demonstrado atividade anticariogénica
de diferentes extratos naturais, como chas verde e preto, ca-
cau, prépolis e café's2!, Estes extratos estdo principalmente
focados na inibi¢@o da sintese de polimeros extracelulares,
alterando o desenvolvimento do biofilme dentdrio e, conse-
glientemente, da cérie.

Limsong et al.?? investigaram in vitro os efeitos inibi-
térios de extratos de algumas ervas sobre a aderéncia de S.
mutans a hidroxiapatita e verificaram que todos os extratos
diminuiram a atividade da enzima glicosiltransferase, sendo
o chd preto (Camellia sinensis) o maior inibidor, seguido
por Andrographis paniculata, Cassia alata e Harrisonia
perforata. Daglia et al.”® estudaram os efeitos do café sobre
as propriedades adesivas de S. mutans em corpos de prova de
hidroxiapatita cobertos por saliva e verificaram importantes
efeitos antiadesivos do café, fato comprovado por Landucci
et al.”” e Cassanho et al.?".

Assim, sabendo-se da importancia de S. mutans na
carie dentdaria e C. albicans na candidose bucal, o objetivo
deste estudo foi avaliar in vitro os efeitos do cha de tomilho
(Thymus vulgaris Linn.) sobre a aderéncia de S. mutans ao
esmalte dentdrio e de C. albicans as superficies de resina
acrilica.

Material e método

Confeccdo dos corpos de prova

Esse estudo foi realizado de acordo com as diretrizes
e normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo seres
humanos, e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Odontologia do Campus de Sdo José dos
Campos/UNESP (protocolo n° 009/2006-PH/CEP).

Foram confeccionados 30 corpos de prova de esmalte
dentdrio para o estudo da aderéncia de S. mutans (15 do
grupo Tomilho e 15 do grupo Controle) e 30 corpos de prova
de resina acrilica para avaliag@o da aderéncia de C. albicans
(15 do grupo Tomilho e 15 do grupo Controle).

Os corpos de prova de esmalte dentdrio foram confec-
cionados a partir de 15 dentes terceiros molares humanos,
recém-extraidos em clinicas odontolégicas particulares e
armazenados em solugdo fisioldgica. As coroas receberam
seccoes seriadas, utilizando-se disco diamantado montado
em cortadeira de tecido duro (Labcut 1010 - Extec). Foram
selecionados 30 corpos de prova de 6 mm X 5 mm (30 mm?).
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Para padronizar o tamanho da superficie de esmalte exposta,
os corpos de prova foram pintados com esmalte para unhas
(Colorama, Brasil) deixando uma 4rea de aproximadamente
16 mm? exposta, conforme metodologia de Cassanho
et al.?!,

Os corpos de prova de resina acrilica foram confec-
cionados com resina incolor quimicamente polimerizavel
(Classico, Produtos Odontoldgicos Ltda) com 5 mm de
diametro, utilizando-se matriz metalica. A seguir, foi reali-
zado acabamento e polimento com lixa d’agua de granulag@o
400 (3M, Campinas, Brasil).

Todos os corpos de prova (esmalte dentdrio e resina
acrilica) foram colocados em recipientes de vidro con-
tendo solucdo fisioldgica e esterilizados em autoclave
(121 °C/20 minutos), para posterior utilizacdo.

Microrganismos

Foram utilizadas amostras de S. mutans (ATCC 35688)
e C. albicans (F-72), provenientes do Laboratério de Mi-
crobiologia da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos
Campos/UNESP.

A amostra de S. mutans foi reativada em caldo infusio
cérebro e coracdo (BHI, Difco, Sdo Paulo) em microaerofilia
a 37 °C, sendo repicada a cada 48 horas. Para utiliza¢ao
nos testes, essa amostra foi semeada em placas de BHI e
incubada em microaerofilia a 37 °C por 48 horas. A amostra
de C. albicans foi mantida em 4gar-Sabouraud dextrose
inclinado e repicada em placas de dgar Sabouraud dextrose,
sendo incubada a 37 °C por 48 horas.

Para realizac@o dos testes, foram preparadas suspensdes
de S. mutans e de C. albicans contendo 10° células/mL em
solucio salina fisioldgica. As suspensdes foram padronizadas
por andlise em espectrofotometro (Shimadzu modelo UV-
1203, Kyoto, Japdo), considerando comprimento de onda e
densidade Optica, respectivamente, de 398 nm e 0,620 para
S. mutans e 530 nm e 0,284 para C. albicans.

Preparo do chd de tomilho (Thymus vulgaris Linn.)

Foi preparado o cha de tomilho, por infusio, a partir das
folhas secas de Thymus vulgaris Linn. (Santo Cha Produtos
Naturais) em dgua destilada fervente (10 g de folhas para
100 mL de dgua). Ap6s 15 minutos, o cha foi filtrado em
papel de filtro quantitativo (0,00009 g, FRAMEX) e esterili-
zado por filtragdo em membrana de éster celulose de 0,22 um
(Millipore), sendo utilizado nos testes imediatamente apos
ter atingido a temperatura ambiente.

Avaliacdo da inibicdo da aderéncia
de S. mutans e C. albicans
O teste de aderéncia foi realizado em ambiente estéril

(cAmara de fluxo laminar), utilizando-se placas de cultura de
células de 24 pocos (Costar Corning, New York, EUA).
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Para avaliagdo da aderéncia de S. mutans foram coloca-
dos em cada poco da placa: um corpo de prova de esmalte
dentario, 1 mL de caldo infusdo cérebro e coragdo (BHI),
0,1 mL da suspensdo de S. mutans e 1 mL do cha de tomilho
ou 4gua destilada (controle). Para avaliagdo da aderéncia de
C. albicans foram colocados em cada pogo: um corpo de
prova de resina acrilica, 1 mL de caldo Sabouraud, 0,1 mL
da suspensdo de C. albicans e 1 mL do cha de tomilho ou
dgua destilada (controle).

As placas foram tampadas e incubadas a 37 °C por
24 horas, sendo as placas com S. mutans mantidas em
microaerofilia.

A seguir, os corpos de prova foram removidos, lavados
e colocados em tubos de ensaio contendo 1 mL de solu-
¢ao fisioldgica (NaCl 0,85%) e pérolas de vidro, sendo o
conjunto agitado em um agitador de tubos (Vortex) por
60 segundos. Microrganismos que aderiram aos corpos de
prova foram dispersos, diluidos 10 e 100 vezes e transfe-
ridos, em duplicata, para placas com dgar infusdo cérebro
e coragdo (BHI) acrescido de 10% de sacarose (S. mutans)
ou placas de dgar Sabouraud dextrose (C. albicans). Apés
48 horas de incubagdo a 37°C (microaerofilia apenas para
S. mutans), o nimero de unidades formadoras de col6nias
(UFC/mL) foi determinado para cada espécime. As placas
escolhidas para contagem foram aquelas que apresentavam
entre 30 e 300 colonias.

Andlise estatistica

Os resultados da contagem de UFC.mL! foram trans-
formados em logaritmo (Log) e analisados estatisticamente
através do teste ¢ de Student com nivel de significancia de
5%, utilizando-se o software Minitab Inc. PA, USA.

Resultado

As médias de UFC.mL™" (Log) de S. mutans foram se-
melhantes entre os grupos Tomilho e Controle, ndo havendo
diferenca estatisticamente significante entre eles (p > 0,05)
(Tabela 1).

Em relacéo a C. albicans, a média de UFC.mL"" (Log)
do grupo Tomilho foi menor do que o grupo Controle, sendo
observada diferenca estatisticamente significante entre eles
(Tabela 2).

Os dados da estatistica descritiva para os testes de
aderéncia de S. mutans e C. albicans estdo apresentados
na Tabela 3.

Discussao

O estudo de produtos fitoterdpicos com capacidade de
inibir o crescimento de microrganismos bucais tem sido
alvo de estudos®?. Alguns produtos de origem vegetal,
como malva, prépolis e horteld, t€m sido incorporados com
sucesso em dentifricios e enxaguatdrios bucais em muitos
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Tabela 1. Nimeros de UFC.mL™! (Log) de S. mutans que se ade-
riram ao esmalte dentdrio nos grupos Tomilho e Controle
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Tabela 3. Estatistica descritiva dos dados de UFC.mL™! (Log)
obtidos na andlise de aderéncia de S. mutans e C. albicans

Corpos de prova Tomilho Controle
1 4,79 5,90
2 5,79 5,76
3 5,93 5,93
4 5,91 5,45
5 5,74 4,30
6 4,92 4,07
7 5,59 4,74
8 5,61 6,19
9 5,85 4,41
10 5,89 4,43
11 5,83 5,93
12 4,75 5,65
13 6,10 5,97
14 5,99 5,10
15 5,77 5,00
Média + desvio padrdio 5,63 + 0,44 5,25+£0,71

Nao foi verificada diferenga estatisticamente significante entre os
grupos p = 0,096

Tabela 2. Nimeros de UFC.mL"' (Log) de C. albicans que se
aderiram a resina acrilica nos grupos Tomilho e Controle

Corpos de prova Tomilho Controle
1 3,74 3,96
2 3,78 4,23
3 3,73 3,66
4 4,04 3,85
5 3,95 5,41
6 3,27 4,06
7 3,46 4,05
8 3,64 4,13
9 3,24 4,39
10 3,94 4,61
11 3,60 3,46
12 3,38 4,23
13 3,54 4,17
14 4,08 3,89
15 3,61 4,03
Média £ desvio padrao 3,67 + 0,26 4,14 £ 0,46

Diferenca estatisticamente significante, p = 0,002

paises?. A grande vantagem do uso desses produtos € a
escassez de efeitos colaterais, sendo relatada apenas uma
pequena ardéncia na mucosa, quando comparados aos pro-
dutos sintéticos®.

S. mutans C. albicans

Tomilho Controle Tomilho Controle

Médias 5,63 5,25 3,67 4,14
Desvio padrao 0,44 0,71 0,26 0,46
Mediana 5,79 5,45 3,64 4,06

Valor minimo 4,75 6,10 3,24 3,47
Valor maximo 4,07 6,19 4,08 5,41

Neste trabalho, optou-se por estudar a agdo de infusio de
tomilho sobre a aderéncia de S. mutans ao esmalte dentario
devido aos vérios estudos que comprovaram a atividade ini-
bitéria do extrato hidroalcodlico do tomilho sobre bactérias,
incluindo S. mutans e S. sobrinus*, Pseudomonas aeruginosa
e Proteus spp.>. Dorman, Deans? também verificaram
efeitos bactericidas do 6leo essencial de Thymus vulgaris
Linn. sobre Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis
e Bacillus subtilis. Além disso, Inouye et al.” encontraram
maior atividade antibacteriana do 6leo essencial de tomilho
para Haemophilus influenzae, seguido por Streptococcus
(S. pneumonie e S. pyogenes), Staphylococcus aureus
e Escherichia coli. Por outro lado, Carvalho et al.?® ndo
encontraram atividade inibitéria do extrato hidroalcodlico
submetido a destilacdo fracionada em rotavapor com reidra-
tacdo posterior de Thymus vulgaris Linn. sobre Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Salmonella enteritidis e
Enterococcus faecalis.

Embora a atividade antibacteriana do tomilho sobre
Streptococcus tenha sido demonstrada em varios trabalhos,
no presente estudo o tomilho ndo foi capaz de inibir a ade-
réncia de S. mutans sobre o esmalte dentério, indicando que
o tomilho pode ter acdo sobre o crescimento do microrga-
nismo, mas nio sobre seus mecanismos de aderéncia aos
tecidos bucais.

Poucos estudos relacionados com os efeitos do tomilho
sobre a capacidade de aderéncia de Streptococcus foram
desenvolvidos até o momento. Gebara et al.* observaram
que a tintura de Thymus vulgaris Linn. inibiu a aderéncia de
S. mutans e S. sobrinus ao vidro. Provavelmente a diferenca
entre os resultados do estudo de Gebara et al.*e os resultados
do presente trabalho possam ser atribuidas as metodologias
realizadas, pois neste estudo foi utilizado cha de tomilho e a
aderéncia de S. mutans foi verificada ao esmalte dentério.

Candida albicans € um patégeno oportunista que pode
causar infeccdes locais ou sist€émicas em individuos com
fatores predisponentes, como portadores de préteses denta-
rias, diabetes e comprometimentos do sistema imunolégico.
A alta incidéncia de infec¢des fungicas em pacientes com
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) e o desen-
volvimento de resisténcia aos antifiingicos devido ao trata-
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mento prolongado com esses medicamentos tém estimulado
os pesquisadores a buscarem terapias alternativas como a
fitoterapia para o tratamento da candidose®-.

Virias plantas medicinais t€m sido estudadas para o
tratamento da candidose, incluindo o tomilho. O extrato
hidroalcodlico de Thymus vulgaris Linn. mostrou-se eficien-
te na inibigdo de C. albicans nos trabalhos de Nascimento
et al.’ e Bonjar®.

A atividade do 6leo essencial de tomilho sobre leveduras
do género Candida também tem sido muito estudada, entre-
tanto, faltam trabalhos na literatura relacionados a atividade
antifiingica da infusdo ou extratos hidroalcodlicos de tomi-
lho. Giordani et al.* avaliaram os efeitos do dleo essencial
de diversas plantas sobre C. albicans, incluindo Thymus
vulgaris Linn., Satureja Montana, Lavandula angustifolia,
Lavandula hybrida, Syzygium aromaticum, Origanum
vulgare e Rosmarinus officinallis. O 6leo essencial mais
eficiente na inibi¢do de C. albicans foi o de Thymus vulgaris
Linn. Pina-Vaz et al.” também encontraram forte efeito fun-
gicida do 6leo essencial de tomilho sobre todas as espécies
de Candida estudadas, como C. albicans, C. tropicalis, C.
glabrata, C. krusei, C. guillermondii e C. parapsilosis.

Por outro lado, a atividade anti-Candida do 6leo essen-
cial de tomilho foi considerada fraca em estudo de Duarte
et al.*®, com Concentragio Inibitéria Minima (CIM) de
2,0 mg.mL"". De acordo com a classificagdo proposta por
Aligiannis et al.’! para plantas, a atividade anti-Candida
é considerada forte para CIM até 0,5 mg.mL!, moderada
para CIM entre 0,6 a 1,5 mg.mL™" e fraca para CIM acima
de 1,6 mg.mL™".

Em relacdo aos efeitos antimicrobianos das plantas
medicinais, € dificil comparar os resultados da literatura
devido aos varios métodos de extracao adotados e colheitas
em épocas diferentes. Além disso, € importante considerar os
diferentes testes microbioldgicos utilizados e as diferentes
sensibilidades das cepas®.

No presente estudo foi demonstrado que o chd de tomilho
inibiu a aderéncia de Candida albicans a resina acrilica.
A aderéncia de C. albicans ao acrilico e aos tecidos do
hospedeiro € um importante fator de viruléncia desse mi-
crorganismo. A capacidade de aderéncia de C. albicans esta
intimamente relacionada com o grau de infec¢@o que esse
microrganismo pode causar®.

Raros trabalhos na literatura foram desenvolvidos para
investigar os efeitos do tomilho ou outras plantas medicinais
nos mecanismos de patogenicidade de C. albicans. Pina-Vaz
et al.” demonstraram que o 6leo de Thymus vulgaris Linn.
inibiu a formag@o de tubo germinativo de C. albicans, um
importante fator de viruléncia desse microrganismo. A for-
magdo de tubos germinativos e hifas por C. albicans tem
sido associada ao aumento da aderéncia as células epiteliais
da mucosa® e a resisténcia aos fagdcitos, devido as suas
dimensdoes fisicas®.
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Conclusao

Concluiu-se que o cha de tomilho inibiu a aderéncia de
C. albicans aresina acrilica, mas ndo apresentou efeito sobre
a aderéncia de S. mutans ao esmalte dentario.
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