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RESUMO: O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana do extrato da folha de
Mpyrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg., Myrtaceae (jabuticabeira) sobre: Streptococcus mitis (ATCC
903), Streptococcus mutans (ATCC 25175), Streptococcus sanguinis (ATCC 15300), Streptococcus
oralis (ATCC 10557), Streptococcus salivarius (ATCC 7073) e Lactobacillus casei (ATCC 9595).
A pesquisa foi realizada através de técnicas bacteriologicas laboriosas. Os ensaios foram realizados
pelo método da dilui¢do em meio soélido para a determinagao da Concentragdo Inibitoria Minima
(CIM). Os resultados obtidos foram transferidos para um banco de dados informatizado e calculados
0s parametros estatisticos mediante o emprego do programa SPSS versdo 13.0. Utilizou-se, ao
nivel de 5% de significancia, o teste t-Student. Em estudo comparativo, foi determinada a CIM do
digluconato de clorexidina a 0,12%. O extrato de jabuticabeira formou halos de inibi¢ao variando
de 10 a 18 mm de diametro e apresentou desempenho médio significativamente inferior em relagao
a clorexidina, na comparag@o do extrato bruto vs substancia pura e nas concentragdes 1:2 e 1:4.
Conclui-se, que o extrato de Myrciaria cauliflora produziu uma significante atividade bacteriostatica
in vitro sobre as bactérias do biofilme dental, o que sugere a utilizagdo dessa substancia como meio
alternativo e economicamente viavel para o controle de afec¢des em Odontologia.

Unitermos: Biofilme dental, fitoterapia, Lactobacillus, Streptococcus, Myrciaria cauliflora,
Myrtaceae.

ABSTRACT: “Effectiveness of the Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg. extract on oral
bacteria”. The aim of'this study was to evaluate in vitro antimicrobial activity of Myrciaria cauliflora
(Mart.) O. Berg., Myrtaceae leaves extract on: Streptococcus mitis (ATCC 903), Streptococcus
mutans (ATCC 25175), Streptococcus sanguinis (ATCC 15300), Streptococcus oralis (ATCC
10557), Streptococcus salivarius (ATCC 7073) and Lactobacillus casei (ATCC 9595). The study
was done using laborious bacteriological techniques. The assays were made through dilution in agar
diffusion method in order to reach the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) determination.
The results obtained were transferred for database and had the statistics parameter calculated by
SPSS program 13.0 version. The t-Student test was used with 5% of significance. In comparative
study, the digluconate of chlorexidine (0,12%) was determinated. The leaf extract of Myrciaria
cauliflora Berg. formed halos of inhibition oscillating between 10-18 mm of diameter and it showed
middle performance significantly inferior in respect to digluconate of chlorexidine (0,12%), on the
pure extract and in the concentrations 1:2 and 1:4. It follows that, the Myrciaria cauliflora Berg.
extract produced a significative in vitro bactericidal activity on the former oral biofilm bacterias,
that suggests the use of these substances as an economic and viable kind of alternative to the control
of odontological diseases.

Keywords: Dental biofilm, Lactobacillus, phytotherapy, Streptococcus, Myrciaria cauliflora,
Myrtaceae.
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INTRODUCAO

A carie dentaria é reconhecida como uma doenca
infectocontagiosa, resultado de uma perda mineral
localizada que reflete a atividade metabdlica no interior do
biofilme dentario. Dependendo de fatores tais como a dieta
e a desorganizacdo regular do biofilme, o tipo de microbiota
predominante e sua harmonia com o hospedeiro pode
variar. Quando a higiene bucal ¢ deficiente e a utilizacdo
da sacarose ¢ frequente, ocorre uma mudanca ecologica do
biofilme, podendo resultar na formagdo da lesdo cariosa
(Torres, 2000; Fejerskov & Kidd, 2005).

Frente as limitacdes dos métodos mecanicos
de higiene, agentes antimicrobianos sdo propostos,
com a finalidade de reduzir a adesdo bacteriana, inibir
o crescimento e proliferagdo dos microrganismos na
superficie do dente e modificar a atividade bioquimica e a
ecologia do biofilme dentario para uma microbiota menos
patogénica (Ignacio et al., 1999). Dentre esses agentes,
destaca-se a clorexidina, porém os seus efeitos colaterais
nao sdo poucos, podendo causar pigmentacao dos dentes,
interferéncia gustativa, descamag¢ao da mucosa e resisténcia
de microrganismos quando do uso diario prolongado, além
de possuir sabor amargo (Barros & Fiorini, 2000; Cury et
al., 2000; Almeida et al., 2006).

Como alternativa, o estudo de compostos e
extratos naturais tem sido realizado, visando a obtengao
de agentes antimicrobianos que possibilitem a prevencao
e tratamento de doencas bucais, com poucos efeitos
colaterais indesejaveis e facil acesso a populacao (Pereira,
2005; Botelho et al., 2007; Oliveira et al., 2007; Lustosa
et al., 2008; Silva et al., 2008; Vasconcelos et al., 2008;
Santos et al., 2009).

Nessa perspectiva, estudos in vitro sobre a acio
anticariogénica de componentes extraidos de plantas tém
sido relatados nas Ultimas décadas (Paolino & Kashket,
1985; Hattori et al., 1986; Sakanaka et al., 1989; Ooshima
etal., 1993; Haslam, 1996, Kakiuchi et al., 1986; Yanagida
et al., 2000; Pereira et al., 2005; Melo et al., 2006; Conde,
2006; Albuquerque, 2007).

A espécie Myrciaria cauliflora Berg., conhecida,
popularmente, como jabuticaba paulista, jabuticaba asst
(Ascheri et al., 2006) ou jabuticaba ponhem (Brunini et al.,
2004), ¢ uma planta nativa do Brasil, da Mata Atlantica,
que vegeta diversos solos, podendo ser encontrada desde
o Pard ao Rio Grande do Sul (Agra et al., 2007; 2008).
Os estudos fitoquimicos da jabuticaba encontrados na
literatura sdo poucos, estando reportada a presenga de
acido ascorbico, taninos e glicosideos cianidinicos e
peonidinicos (Reynertson, 2006). Macedo-Costa (2008)
observou resultados positivos do extrato do caule de
Mpyrciaria cauliflora Berg.sobre cepas de Streptococcus
mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus sanguinis,
Streptococcus  oralis,  Streptococcus  salivarius e
Lactobacillus casei.

Baseado neste contexto, torna-se de grande
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valia a realizacdo deste estudo, para a avaliacdo da
atividade antibacteriana do extrato vegetal de Myrciaria
cauliflora (Mart.) O. Berg. (jabuticabeira) no controle
de microrganismos do biofilme dental, uma vez que um
agente fitoterapico produz menos agressoes ao organismo,
¢ de baixo custo e, portanto, acessivel a toda populagao.

MATERIAL E METODOS

Foi estudada a folha da jabuticaba (Myrciaria
cauliflora Berg.). O material botanico foi adquirido no
Municipio de Arcoverde, Recife-PE. O extrato em questao
foi preparado e identificado botanicamente no laboratorio
de Fitomedicamentos e Fitocosméticos na CECINE(
Coordenadoria de Ensino de Ciéncias do Nordeste) ligada
a PROEXT-UFPE. As folhas foram lavadas com agua para
separacdo da matéria-prima a ser utilizada na pesquisa
que, em seguida, foi levada a secagem permanecendo,
durante uma semana, em estufa a 33 °C para climinag@o
da umidade e estabilizacdo do contetido enzimatico.
Posteriormente, o material foi retirado da estufa, triturado
a p6 em moinho elétrico. A extracdo ocorreu através da
solugdo extratora de alcool metanol (a 80% v/v) renovado,
constantemente, por um periodo de 24 horas, pelo qual
se obteve um concentrado de 500 mL acondicionado em
frasco ambar, limpo, seco e estocado em camara fria. A
concentracdo da solu¢do em nivel de extrato fluido 1:1
(p/v) foi realizada em rotaevaporador (Modelo Ika-Werk)
a uma temperatura constante de 45 °C.

As linhagens bacterianas de Streptococcus
mitis ATCC 903, Streptococcus mutans ATCC 25175,
Streptococcus sanguinis ATCC 15300, Streptococcus
oralis ATCC 10557, Streptococcus salivarius ATCC
7073 e Lactobacillus casei ATCC 9595 utilizadas neste
estudo foram obtidas mediante solicitagdo na Fundagdo
Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro-RJ), remetidas em
Agar Sangue Inclinado (“slants”), e posteriormente
reativadas no Laboratério de Genética de Microrganismos
-Departamento de Biologia Molecular/CCEN/UFPB.

Para determinagdo, in vitro, da atividade
antimicrobiana em placas ¢ da Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM) do extrato, foi utilizado o método de
difusdo em meio so6lido. O experimento foi realizado em
duplicata para cada cepa ensaiada, sendo considerada
como CIM a menor concentra¢do do extrato capaz de
ocasionar inibi¢do completa de crescimento bacteriano. As
linhagens bacterianas foram cultivadas em caldo nutritivo
(BHI - Brain Heart Infusion - DIFCO) e incubadas a 37 °C,
sob condig¢des de microaerofilia, pela técnica da chama da
vela por 18 a 20 horas. Perfuragdes de, aproximadamente,
6 mm de diametro foram realizadas no meio de cultura
(Agar Mueller Hinton - DIFCO), com numeragdes que
variavam de 1 a 10 onde foi depositado 50 uL das solugdes
do extrato diluido em agua destilada (Extrato Bruto até
1:512). Posteriormente, as placas foram incubadas, em
estufa bacteriologica a 37 °C, por um periodo de 24 horas.
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Decorrido o periodo de incubagdo, os didmetros dos
halos de inibi¢do do desenvolvimento bacteriano foram
mensurados, em milimetros, da borda do pogo ao inicio
do desenvolvimento. O mesmo procedimento foi utilizado
para o controle positivo, o digluconato de clorexidina a
0,12% (Periogard®, Colgate-Palmolive Company, Nova
York, EUA.).

Os resultados obtidos no teste da Concentracdo
Inibitéria Minima, foram coletados, organizados ¢
apresentados em forma de tabelas com os seus respectivos
valores das médias dos halos, indicando a inibi¢do do
crescimento bacteriano. Posteriormente, os resultados
obtidos foram transferidos para um banco de dados
informatizado e calculado os parametros estatisticos que
incluiram valores das respectivas medidas descritivas
minimo, maximo, média e desvio padrio mediante o
emprego do programa SPSS (Statistical Package for Social
Sciences), versdo 13.0. O nivel de confianca utilizado
para a obtencdo dos intervalos foi de 95%. Utilizou-
se, ao nivel de 5% de significancia, o teste t-Student
(para duas amostras independentes) na comparagdo da
inibi¢do bacteriana minima de cada extrato em relagdo
ao digluconato de clorexidina a 0,12%. Para o seu uso,
verificou-se inicialmente as premissas de normalidade
¢ igualdade de variancias, através dos seguintes testes:
Kolmogorov-Smirnov (uma amostra) para normalidade e
Levene para verificagdo da homogeneidade dos dados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, o extrato hidroalcodlico das folhas
de Myrciaria cauliflora Berg. obteve agdo antimicrobiana
positiva sobre linhagens de S. mitis, S. mutans, S. sanguinis,
S. oralis, S. salivarius ¢ L. casel.

Pode-se observar, que a acdo antimicrobiana
foi homogénea para as linhagens ensaiadas e a inibig¢do
do crescimento bacteriano diminuiu, conforme ocorreu
a redugdo na concentragdo do extrato, sendo possivel
observar a formagao de halos de inibig@o a partir do extrato
bruto até a segunda dilui¢do do extrato (1:4) (Tabela 1 e
Figura 1).

Posteriormente aplicou-se o Teste t-Student
(Tabela S) comparando o extrato de folha dajabuticabeirae o
digluconato de clorexidinaa0,12% (grupos independentes).
Admitiu-se normalidade para a Concentragdo Inibitoria
Minima do extrato considerado (verificada através do teste
ndo-paramétrico de normalidade de Kolmogorov-Smirnov)
¢ igualdade de variancias populacionais (verificado através
do teste de Levene) (Tabelas 3 ¢ 4)

O extrato da folha de Myrciaria cauliflora formou
halos de inibi¢do que variaram de 10 a 18 mm. Todas as
amostras apresentaram sensibilidade ao extrato da folha
da jabuticabeira, mas as linhagens de S. mitis, S. mutans,
S. sanguinis, S. salivarius ¢ L. casei, apresentaram halos
de inibigdo até a diluigdo 1:4, enquanto S. oralis até 1:2
(Tabela 1 e 2).

No presente estudo, os extratos ensaiados
apresentaram atividade eficaz tanto em microrganismos
que iniciam o processo de formagao do biofilme dental
como também nos que o consolidam, uma vez que os
colonizadores iniciais constituem uma parte altamente
seletiva da microbiota oral, que sdao os S. sanguinis, S.
oralis ¢ S. mitis, correspondendo a 95% da microbiota
de Streptococcus. O L. casei por sua vez, aumenta a
consisténcia do biofilme; e associado ao S. mutans contribui
no processo de formagdo da carie dentaria (Fejerskov &
Kidd, 2005).

Com relagdo aos ensaios da atividade
antimicrobianarealizados com o digluconato de clorexidina
a 0,12% (Tabela 2), todas as linhagens ensaiadas foram
inibididas pela ag@o dessa substancia, como esperado. As
linhagens de S. oralis, S. salivarius ¢ L. casei foram as
mais sensiveis apresentando halo de inibigdo até a dilui¢do
1:128; o padrdo de sensibilidade é seguido por S. mutans e
S. sanguinis, com halo de inibi¢do até a dilui¢do 1:32. O S.
mitis, apresentou halo de inibicdo até a dilui¢ao 1:16.

Esses resultados divergem de Conde (2006)
e Albuquerque (2007) que relataram a atividade
antimicrobiana do gluconato de clorexidina a 0,12%
apenas até a diluicao 1:8 frente a Streptococcus mutans, S.
mitis, S. sanguinis ¢ L. casei. Ha de se considerar que os
resultados de ensaios microbioldgicos podem apresentar
diferengas a depender do tipo de cepa microbiana utilizada
no estudo bem como das substancias testadas (Haraldson,
2005).

Apesar de todas as linhagens demonstrarem ser
susceptiveis ao extrato da folha da jabuticabeira, conforme
resultados do Teste t-Student aplicado o digluconato de
clorexidina a 0,12% obteve desempenho médio superior
¢ estatisticamente significante ao extrato hidroalcodlico
da folha de Myrciaria cauliflora, quanto a Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM), na comparagdo do EB vs SP e
nas concentragdes 1: 2 ¢ 1: 4 (Tabelas 3, 4 ¢ 5).

Souza (2007), avaliou a atividade antimicrobiana
do extrato de folhas de Myrciaria cauliflora pela
determina¢do da Concentragdo Inibitéria Minima e
Concentra¢do Bactericida Minima. Os extratos polares
das folhas de M. cauliflora demonstraram atividade leve,
e o extrato cloroformico das folhas de M. cauliflora,
auséncia de atividade. Os extratos polares de M. cauliflora
mostraram-se fungistaticos contra Candida albicans e
C. parapsilosis e fungicidas para C. tropicalis, porém o
extrato cloroformico ndo mostrou atividade contra as
espécies de Candida ensaiadas.

Macedo-Costa (2008) avaliou a CIM do extrato
do caule de Myrciaria cauliflora frente a bactérias do
biofilme dentario. Verificou-se a formagdo de halos de
inibi¢do que também variaram de 10 a 18 mm, no entanto
a atividade inibitoria foi constatada até a terceira diluicdo
do extrato (1:8). Foi observado resultado destacado frente
a S. mitis, S. oralis e S. salivarius. O caule da jabuticabeira
apresentou adesempenho médio significativamente inferior

Rev. Bras. Farmacogn.
Braz. J. Pharmacogn.
19(2B): Abr./Jun. 2009

567



Maria R. Macedo-Costa, Denise N. Diniz, Carine M. Carvalho, Maria do Socorro V. Pereira, Jozinete V. Pereira, Jane S. Higino

em relagdo gluconato de clorexidina a 0,12% no EB vs SP
e nas concentracdes 1:2, 1:4 e 1:8.

Diniz (2008) avaliou a CIM em meio soélido da
folha da Jabuticabeira frente a Candida albicans, C. krusei
e C. guillermondii. Foram observados halos de inibi¢ao
com variacdo de 14 a 17 mm. Para C. guilliermondii nao
foi verificado a formacdo de halos de inibi¢do e atividade
inibitéria em nenhuma concentra¢do considerada. Os
resultados do teste t-Student mostraram que o digluconato
de clorexidina a 0,12% apresentou desempenho superior
e estatisticamente significante em relagdo ao extrato da
folha da jabuticabeira, na concentragdo 1:2. Comparando a
inibi¢@o entre o extrato bruto (jabuticabeira) e a substancia
pura (clorexidina), a clorexidina apresentou desempenho
superior, porém ndo foi significante.

Os estudos fitoquimicos da jabuticabeira
encontrados na literatura relatam a presenga de
acido ascorbico, taninos e glicosideos cianidinicos e

peonidinicos (Reynertson et al., 2006). Estudo prévio,
ainda ndo publicado, indicou que as folhas de Myrciaria
cauliflora apresentam um alto teor de compostos fenodlicos
orientando a avaliacdo da atividade antimicrobiana desta
droga vegetal, visto, inclusive, sua ampla disponibilidade
pelo territorio nacional (Souza, 2007).

Sao raros relatos na literatura sobre a atividade
inibitoria de Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg. sobre
microrganismos do biofilme dental, o que mostra a
importancia da realizagdo deste estudo, como também
sugere a avaliacdo da atividade antimicrobiana de outros
extratos de plantas.

Os dados obtidos demonstram a eficacia do extrato
estudado quando comparado aos obtidos pela clorexidina,
mostrando a potencialidade dessas substancias como
agentes antimicrobianos eficazes sobre os microrganismos
do biofilme dental, sugerindo a possibilidade do uso do
extrato em concentragdes que atinjam a CIM na cavidade
bucal.

Figura 1. Atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico das folhas de Myrciaria cauliflora Berg. sobre o crescimento de
Streptococcus. mutans nas concentragdes de (1) extrato bruto; (2) diluicdo 1:2; (3) diluicdo 1:4; (4) diluigdo 1:8; (5) diluigdo 1:16.

Tabela 1. Concentragdo Inibitoria Minima (halos de inibigdo em mm) em meio sélido do extrato hidroalcodlico da folha de Myrciaria
cauliflora Berg sobre Streptococcus mitis, Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis, Streptococcus oralis, Streptococcus salivarius

e Lactobacillus casei.

Linhagens bacterianas Concentragdo do extrato (1g/mL)
EB 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128  1:256  1:512

Streptococcus mitis 15 13 10 0 0 0 0 0 0 0
Streptococcus mutans 15 12 11 0 0 0 0 0 0 0
Streptococcus sanguis 17 15 11 0 0 0 0 0 0 0
Streptococcus oralis 18 15 0 0 0 0 0 0 0 0
Streptococcus salivarius 17 14 11 0 0 0 0 0 0 0
Lactobacillus casei 16 13 12 0 0 0 0 0 0 0

EB = Extrato bruto
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Tabela 2. Medidas descritivas dos resultados da Concentragao Inibitéria Minima do extrato hidroalcodlico da folha de Myrciaria

cauliflora Berg e do digluconato de clorexidina a 0,12%.

Linhagens bacterianas

Extrato hidroalcoodlico da folha de Myrciaria cauliflora Berg.

EB 1:2 1:4 1:8 1:16  1:32 1:64 1:128 1:256 1:512
Streptococcus mitis 15 13 10 0 0 0 0 0 0 0
Streptococcus mutans 15 12 11 0 0 0 0 0 0 0
Streptococcus sanguis 17 15 11 0 0 0 0 0 0 0
Streptococcus oralis 18 15 0 0 0 0 0 0 0 0
Streptococcus salivarius | 17 14 11 0 0 0 0 0 0 0
Lactobacillus casei 16 13 12 0 0 0 0 0 0 0
Medidas descritivas EB 1:2 1:4 1:8 ;16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512
Minimo 15 12 0 0 0 0 0 0 0 0
Méximo 18 15 12 0 0 0 0 0 0 0
Média 16,3 13,7 9,2 0 0 0 0 0 0 0
Desvio Padrao 1,21 1,21 4,54 0 0 0 0 0 0 0
Linhagens bacterianas Digluconato de clorexidina a 0,12%
SP 1:2 1:4 1:8 ;16 1:32  1:64 1:128 1:256 1:512
Streptococcus mitis 18 17 16 14 10 0 0 0 0
Streptococcus mutans 18 17 16 15 12 10 0 0 0
Streptococcus sanguis 20 18 15 14 12 10 0 0 0
Streptococcus oralis 22 20 18 17 16 14 11 10 0 0
Streptococcus salivarius | 25 22 21 20 19 17 15 10 0 0
Lactobacillus casei 23 22 21 19 17 15 12 10 0 0
Medidas descritivas SP 1:2 1:4 1:8 ;16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512
Minimo 18 17 15 14 10 0 0 0 0 0
Méximo 25 22 21 20 19 17 15 10 0 0
Média 21,0 193 17,8 16,5 14,3 11,0 6,3 5,0 0 0
Desvio Padrao 2,83 234 264 259 350 6,07 706 548 0 0
EB: Extrato bruto, SP: Substancia pura.
Tabela 3. Teste ndo-paramétrico de Kolmogorov-Smirnov do extrato de folha da jabuticabeira.
Teste de Normalidade K-S EB 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 | 1:128 | 1:256 | 1:512
Z (de Kolmogorov-Smirnov) 0,51 0,51 1,00 - - - - - - -
Sig. p-valor (bicaudal) 0,96 0,96 0,28 - - - - - - -
Resultado: E Normal? Sim Sim Sim - - - - - - -
Tabela 4. Teste ndo-paramétrico de Kolmogorov-Smirnov do digluconato de clorexidina a 0,12%.
Teste de normalidade K-S SP 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 | 1:128 | 1:256 | 1:512
Z (de Kolmogorov-Smirnov) 046 | 0,53 | 0,63 | 0,54 | 0,61 | 0,66 | 0,77 | 0,78 - -
Sig. p-valor (bicaudal) 098 | 0,94 | 0,83 | 094 | 0,86 | 0,78 | 0,59 | 0,57 - -
Resultado: E Normal? Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim - -
Tabela 5. Resultados do teste t-Student (CIM: extrato da folha da jabuticabeira versus clorexidina).
Concentracgao do Extrato (gmL) CIM - Média Estatistica t (calculada) | Graus de Liberdade (g.1) | Significancia
Extrato | Clorexidina (p-valor)
EB vs. SP 16,3 21,0 -3,715 6,774" 0,008*
1:2 13,7 19,3 -5,271 7,503* 0,001*
1: 4 9,2 17,8 -4,046 10 0,002*

+ Nao se verifica a igualdade de variancias; * Sig. p-valor < 0,05 (resultados significativos).
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