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RESUMO: Neste estudo foi investigada a agdo antimicrobiana e a inibicdo de aderéncia in vitro do
extrato hidroalcoolico de Rosmarinus officinalis Linn. (alecrim) sobre cepas padrdo de Streptococcus
mitis ATCC 98811, Streptococcus sanguinis ATCC 10556, Streptococcus mutans ATCC 25175,
Streptococcus sobrinus ATCC 27609 e Lactobacillus casei ATCC 7469. Os ensaios foram realizados
pelas técnicas de agar-difusdo em placas de Petri para determinacdo da Concentragdo Inibitoria
Minima (CIM) e técnica de tubos inclinados para determinagdo da Concentragédo Inibitoria Minima
de Aderéncia (CIMA) ao vidro, na presenca de 5% de sacarose. Os mesmos procedimentos foram
realizados com a clorexidina a 0,12%. As CIMs (mg/mL) do extrato de Rosmarinus officinalis sobre
S. sanguinis ATCC 10556, S. mutans ATCC 25175, S. sobrinus ATCC 27609 e L. casei ATCC 7469
foram 1:1, 1:4, 1:1 e 1:4, respectivamente. Nao houve inibigdo de crescimento de S. mitis ATCC
98811. As CIMAs do extrato de Rosmarinus officinalis frente a S. mitis ATCC 98811, S. mutans
ATCC 25175 e S. sobrinus ATCC foram 1:8, 1:16 e 1:8, nessa ordem. Os resultados sugerem a
possibilidade de uso do extrato de alecrim como antimicrobiano oral. No entanto, modelos de
estudo que possam reproduzir situagdes mais proximas aquelas encontradas na cavidade oral sdo
requeridas para avaliacdo de agentes antimicrobianos no tratamento e prevencéo de infecgdes orais
biofilme-dependentes.

Unitermos: Rosmarinus officinalis, Labiatae, atividade antimicrobiana, efeito antiaderente,
bactérias planctonicas, Streptococcus.

ABSTRACT: “In vitro antimicrobial activity and antiadherence of Rosmarinus officinalis
Linn. against oral planktonic bacteria”. In this study was investigated the antimicrobial activity
and in vitro adherence inhibition of a hydro alcoholic Rosmarinus officinalis Linn. (alecrim)
on standard strains of Streptococcus mitis ATCC 98811, Streptococcus sanguinis ATCC 10556,
Streptococcus mutans ATCC 25175, Streptococcus sobrinus ATCC 27609 and Lactobacillus casei
ATCC 7469 extract. The test was carried out by inundation tecniques in Petri dishes to determine the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and inclined tubes techniques the Minimum Inhibitory
Concentration of Adherence to glass (MICA) at the presence of 5% sucrose. Tests with gluconate
of chlorexidine 0.12% were performed as controls. MICs of the Rosmarinus officinalis extract
dilutions (mg/mL) against S. sanguinis ATCC 10556, S. mutans ATCC 25175, S. sobrinus ATCC
27609 and L. casei ATCC 7469 were 1:1, 1:4, 1:1 e 1:4, respectively. The extract from alecrim
inhibited all the standard strains growth tested, except for S. mitis ATCC 98811. MICAs of the
Rosmarinus officinalis extract dilutions (mg/mL) against S. mitis ATCC 98811, S. mutans ATCC
25175 e S. sobrinus ATCC were 1:8, 1:16 e 1:8, respectively. The results suggest that there is a
possibility of the alecrim use as an oral antimicrobial. Nevertheless, study models which could
reproduce situations similar to those seen in bucal caries are necessary for the antimicrobial agents
evaluation in the treatment and biofilm dependant oral infections prevention.

Keywords: Rosmarinus officinalis, Labiatae, antimicrobial activity, antiadherent effect, planktonic
bacteria, Streptococcus.

INTRODUCAO o0 interesse em terapias alternativas e no uso terapéutico
de produtos naturais, especificamente aqueles derivados
No contexto da sociedade moderna, ¢ crescente  de plantas (Rates, 2001; Albuquerque & Hanazaki, 2006;
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Oliveira et al., 2007). Sendo a fitoterapia considerada
pela OMS em seu programa de saude (OMS, 1991). No
Brasil, plantas medicinais sdo popularmente utilizadas
sob diversas formas, como chd, xarope e tinturas (Matos,
1997). No entanto, o uso oficial dessas fontes terapéuticas
nos servigos de satide requer o conhecimento cientifico
para a transformacdo dessas plantas em fonte terapéutica
de uso seguro, racional e benéfico (Rates, 2001; Michilis,
2004; Torres et al., 2005; Vendruscolo et al., 2005; Silva
et al., 2006).

Na regido Nordeste do Brasil, as folhas de
Rosmarinus officinalis Linn. (alecrim) tem sido utilizada
popularmente com propriedades anti-hipertensiva e
digestiva (Agra et al., 2007). O alecrim ¢ um arbusto
aromatico de pequeno porte da familia Labiatae, cujas
folhas abrigam pequenas glandulas contendo o6leo
aromatico (Al-Sereiti et al., 1999). Seu dleo essencial ¢
constituido por hidrocarbonetos monoterpénicos, ésteres
terpénicos, linalol, verbinol, terpineol, 3- octanona e
acetato de isobornila. Os terpendides sdo representados
pelo carnosol, acidos carnosilico, oleanico, ursélico, entre
outros. Os flavonoides incluem diosmetina, diosmina,
gencuanina, luteolina, hispidulina e apigenina. Apresenta
ainda os 4acidos rosmarinico, caféico, clorogénico,
neoclorogénico e labiatico (Alonso, 1998).

Dentre as ag¢des farmacologicas de R. officinalis
tem-se observado atividade hipoglicemiante, inibidor da
enzima acetilcolinesterase e a-amilase, (Barbosa-Filho et
al., 2005; Barbosa-Filho et al., 2006; Funke et al., 2006).
Também foi encontrado atividade antimicrobiana sobre
fungos ¢ bactérias Gram- positivas ¢ Gram-negativas,
como Staphylococcus aureus, Staphylococcus albus,

Vibrio colere, Escherichia coli, Corinebacterium,
Lactobacillus  brevis,  Pseudomonas  fluorenses,
Rhodotorula  glutinis e Kluyveromyces bulgaricus

(Newall et al., 2002), Micrococcus luteus, Salmonela spp.
e Listeria monocitogens (Alonso, 1998). Porém, poucos
estudos relatam o efeito antimicrobiano do alecrim sobre
bactérias orais.

Sabe-se que a carie e a doenga periodontal
sdo infecgdes decorrentes de acimulo de bactérias na
superficie dentaria formando um biofilme, cuja remogao
mecénica constitui 0 método mais seguro para manter
niveis adequados de higiene oral (Pinto, 2000). No
entanto, a experiéncia clinica e estudos populacionais
demonstram que tal método nao tem sido empregado de
forma adequada por parte da populacdo (Barnett, 2003).
Diante das consideragdes feitas, este estudo investigou a
acdo antimicrobiana in vitro do extrato hidroalcoodlico de
alecrim sobre bactérias orais planctonicas.

MATERIAL E METODO
Obtenc¢ao do material botinico e preparo do extrato

Rosmarinus officinalis Linn. (folhas e caules)
foi obtida do canteiro de plantas do Departamento de

Antibioticos do Campus da UFPE, Recife, Pernambuco,
Brasil e identificada botanicamente no Laboratério de
fitomedicamentos do Departamento de Farmacia da
Universidade Federal de Pernambuco. Em seguida,
folhas e caules foram separados, pesados, lavados em
agua corrente ¢ submetidos ao processo de maceragdo
por um periodo de 19 dias a temperatura ambiente.
Nesta etapa, foi utilizada como solug@o extratora uma
solugdo hidroalcoolica a 80% v/v por se tratar de uma
planta aromatica, rica em Oleos essenciais, visando a
obtengdo de todos os componentes quimicos do alecrim
durante a maceragdo, segundo protocolo do Laboratorio
de Fitomedicamentos do Departamento de Farmacia
da UFPE. Assim, foram utilizados 1400 mL de solugdo
hidroalcodlica para 350,5 g de matéria prima fresca.
Decorrido o periodo de maceragdo, o material foi filtrado,
para remogao de residuos solidos, obtendo-se 1335 mL de
extrato, havendo perda por evaporagdo de 65 mL. Apos
filtragdo, o extrato foi acondicionado em frascos ambar,
previamente limpos e secos, ¢ estocados em camara fria.
Foi obtido um extrato de cor verde-oliva, odor citrico
adocicado e sabor adstringente, levemente amargo.

Linhagens bacterianas

Utilizou-se neste estudo linhagens bacterianas
padronizadas de Streptococcus mitis ATCC 9811,
Streptococcus sanguinis ATCC 10556, Streptococcus
mutans ATCC 25175, Streptococcus sobrinus ATCC
27609 e Lactobacillus casei ATCC 7469, obtidas
mediante solicitacdo na Fundagdo Tropical de Pesquisas
e Tecnologia “André Tozello” (Campinas- SP) e Instituto
Adolfo Lutz (S&o Paulo- SP), respectivamente.

Determinacio da atividade antimicrobiana do extrato
hidroalcooélico de Rosmarinus officinalis Linn.

A atividade antimicrobiana em placas foi
determinada pelo método de difusdo em meio soélido
para determinacdo da Concentragdo Inibitoéria Minima
(CIM) do extrato de Rosmarinus officinalis Linn. sobre
as linhagens bacterianas. As linhagens foram cultivadas
em caldo nutritivo BHI (Brain Hear Infusion- DIFCO).
Foram realizadas perfuragdes no meio de cultura (Agar
Miiller Hinton - DIFCO) de aproximadamente 6 mm
de diametro. Nos orificios foram colocados um volume
de 50 pL da solugdo do extrato diluida, variando da
diluigdo 1:1 a 1:512. As placas foram incubadas em
estufas bacteriologicas a 37 °C em microaerofilia,
por um periodo de 24 horas. Foram realizados estudos
comparativos com clorexidina a 0,12%. Os ensaios foram
realizados em duplicata frente a cada linhagem ensaiada.
A CIM foi considerada a menor concentragdo do extrato
que inibiu completamente o crescimento bacteriano, ou
seja, presenga do halo de inibicao.
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Determinac¢ao da Concentracao Inibitéria Minima de
Aderéncia (CIMA)

A Concentracdo Inibitoria Minima de Aderéncia
da bactéria ao vidro foi determinada na presencga de 5% de
sacarose, usando-se concentracgdes crescentes e dobradas
da solugdo 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 Miiller-Hinton (DIFCO), em
microaerofilia, por um periodo de 24 horas, obtendo-se
um indéculo de 10 UFC/mL. A incubagéo foi feitaa 37 °C
por 24 horas em microaerofilia, com os tubos inclinados a
30°. A CIMA foi definida como a menor concentragdo do
extrato em meio com sacarose que impediu a aderéncia
bacteriana ao tubo de vidro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os testes com agentes antimicrobianos sobre
bactérias orais planctonicas podem qualificar o agente
para tratamento de infec¢des orais biofilme-dependentes
ou desqualifica-lo, caso esses testes demonstrem
resultados negativos (Costerton et al., 1987).

Nas ultimas décadas, os fitofarmacos tém
assumido um importante papel como meio terapéutico
alternativo na odontologia, mediante suas propriedades
antimicrobianas frente as afecgdes bucais (Gebara et
al., 1996; Pereira, 1998; Melo et al., 2006; Pereira et al.,
2006; Silva et al., 2007; Kreuger et al., 2007; Simdes
et al., 2008). No entanto, poucos estudos na literatura
relatam sobre as propriedades bioldgicas do alecrim
sobre bactérias orais.

Takarada et al. (2004), afirmam que o Oéleo
essencial de alecrim demonstrou efeito inibitorio da
aderénciadeS. mutans e atividadeinibitoriado crescimento
de bactérias Gram-negativas (4. actinomycetemcomitans,
P. gingivalis e F. nucleatum).

Nesse estudo buscou-se verificar a ac¢do do
extrato hidroalcodlico de Rosmarinus officinalis sobre
Streptococcus mitis ATCC 9811, Streptococcus sanguinis
ATCC 10556, Streptococcus mutans ATCC 25175,
Streptococcus sobrinus ATCC 27609, espécies bacterianas
predominantes no biofilme supragengival, e Lactobacillus
casei ATCC 7469. Os resultados demonstraram a eficacia
do extrato de alecrim sobre as linhagens ensaiadas. Todas
as linhagens foram sensiveis ao extrato hidroalcoolico
de Rosmarinus officinalis, exceto Streptococcus mitis
ATCC 9811. Foram observados halos de inibicdo de
crescimento bacteriano que variaram de 11 mm a 18
mm de didmetro, sendo considerado ativo o extrato que
mostrou halos de inibigdo superior a 12 mm. A inibi¢do
do crescimento apresentou-se homogénea, de acordo
com o grau de concentragdo do extrato hidroalcoolico
de alecrim. Houve diminuigdo proporcional do didmetro
dos halos de inibig¢do, a medida que a concentracdo do
extrato foi diminuida, conforme apresentado na Tabela 1.
Esses achados sugerem que o extrato de alecrim possui
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compostos bioativos com atividade antimicrobiana in
vitro sobre as cepas de Streptococcus sanguinis ATCC
10556, Streptococcus mutans ATCC 25175, Streptococcus
sobrinus ATCC 27609 e Lactobacillus casei ATCC
7469.

Com relagdo a clorexidina foram observados
resultados semelhantes com uma proporcionalidade
entre diminui¢do do didmetro dos halos de inibigdo ¢ a
diminui¢do da concentragdo da substancia (Tabela 2).

A clorexidina, por ser um agente catidnico, ¢
adsorvida as superficies oral e bacteriana carregadas
negativamente, interferindo no equilibrio osmético
bacteriano, formagdo de pelicula adquirida e adsorgdo
bacteriana ao dente. Em adigdo, tem sido constatado in
vivo a capacidade da clorexidina de reduzir a formagdo de
biofilme (Del Bel Cury et al., 1994) e de inibir a sintese
de polissacarideos insoliiveis da matriz intermicrobiana
do biofilme dental (Cury et al., 2000).

A formagdo do Dbiofilme dental ocorre
inicialmente com a aderéncia bacteriana a superficie
da pelicula adquirida, mediada por adesinas especificas
na superficie bacteriana e por receptores no tecido do
hospedeiro. Em seguida, ocorre a agregagdo de bactérias,
incapazes de aderir dirctamente a pelicula adquirida,
aquelas ja aderidas, permitindo o desenvolvimento do
biofilme dental (Rosan & Lamont, 2000).

Dentre as interacdes adesina-receptores sao
conhecidas as ligagdes via lectinas e hidrofobicas, a
interacdo eletrostatica via Ca** salivar, via [gA-S salivar,
interagdo com glicosiltransferase (GTF) e glucanos,
interagdo com proteinas salivares acidas ricas em
prolina, com a amilase salivar, entre outras. Seja qual
for o mecanismo de adesdo utilizado, o aspecto mais
importante a ressaltar, no estudo da aderéncia, € que existe
um elevado grau de especificidade na interagdo adesinas-
receptores, formando pontes de unido, que devem ser
firmes e estaveis, para superarem todas as forgas que
tendem a desalojar a bactéria (De Lorenzo, 2004).

Estudos in vitro com tomilho, propolis e cacau
(Gebara et al., 1996), propolis e Arnica montana (Koo
et al., 2002) tém comprovado a agdo inibitoria de sintese
de polissacarideos insoliiveis da matriz intermicrobiana
do biofilme dental, abrindo a possibilidade do uso de
substancias naturais como antimicrobianos orais. Nestes
estudos, constituintes como flavondides, 1,8 cineol,
mirceno, terpenos, timol, entre outros sdo identificados
e tidos como possiveis compostos ativos. No entanto,
poucos relatos foram encontrados sobre a utilizagdo do
alecrim sobre microrganismos de relevancia clinica em
odontologia.

Nesse estudo, o extrato de Rosmarinus
officinalis Linn. foi efetivo na inibi¢@o de aderéncia de S.
mitis ATCC 98811, S. mutans ATCC 25175 e S. sobrinus
ATCC 27609. Porém, esse efeito nido foi observado sobre
S. sanguinis ATCC 10556 (Tabela 3). Corroborando os
achados deste estudo, Takarada et al. (2004) afirmam que
0 Oleo essencial de alecrim possui efeito inibitorio de
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Tabela 1. Concentragao inibitoria minima em meio sélido do extrato hidroalcodlico de Rosmarinus officinalis sobre Streptococcus
mitis, Streptococcus sanguinis, Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus e Lactobaccilus casei.

Concentragdo do Extrato (EB; mg/mL)

Linhagens Bacterianas Diametro do halo de inibi¢do (mm)

EB 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32
Streptococcus mitis ATCC 98811 0 0 0 0 0 0
Streptococcus sanguinis ATCC 10556 15 0 0 0 0 0
Streptococcus mutans ATCC 25175 18 15 11 0 0 0
Streptococcus sobrinus ATCC 27609 15 0 0 0 0 0
Lactobaccilus casei ATCC 7469 17 13 11 0 0 0

EB= extrato bruto

Tabela 2. Concentragdo inibitéria minima em meio sélido do gluconato de clorexidina a 0,12% sobre Streptococcus mitis,
Streptococcus sanguinis, Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus e Lactobaccilus casei.

Concentra¢do do Gluconato de Clorexidina a 0,12%  Diametro do halo de
Linhagens Bacterianas inibigdo (mm)

SD 122 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256
Streptococcus mitis ATCC 98811 18 16 14 12 10 0 0 0 0
Streptococcus sanguinis ATCC 10556 20 18 15 14 12 0 0 0 0
Streptococcus mutans ATCC 25175 18 18 17 14 14 0 0 0 0
Streptococcus sobrinus ATCC 27609 24 24 23 20 17 10 0 0 0
Lactobaccilus casei ATCC 7469 23 22 21 19 17 15 12 10 0

SD= sem diluig¢do

Tabela 3. Concentrag@o Inibitoria Minima de Aderéncia (CIMA) do extrato hidroalcoolico de Rosmarinus officinalis e gluconato
de clorexidina a 0,12% sobre Streptococcus mitis, Streptococcus sanguinis, Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus e

lactobaccilus casei.

Extrato hidroalcodlico de

Linhagens Bacterianas

Rosmarinus officinalis

Gluconato de clorexidina a 0,12%

(CIMA)
Streptococcus mitis ATCC 98811 1:8 1:16
Streptococcus sanguinis ATCC 10556 0 1:16
Streptococcus mutans ATCC 25175 1:16 1:16
Streptococcus sobrinus ATCC 27609 1:8 1:32

aderéncia sobre Streptococcus mutans.

O estudo comparativo da agdo do extrato de
Rosmarinus officinalis com o gluconato de clorexidina,
revelou igual atividade de inibi¢do de sintese de glucano
para o extrato e a clorexidina em relacdo a S. mutans
ATCC 25175.

CONCLUSAO

Os resultados do estudo aqui descrito sugerem
que o alecrim possui compostos bioativos com atividade
antimicrobiana in vitro sobre bactérias orais planctonicas.
Tais achados sdo promissores, visto que os microrganismos
neste estudo estdo envolvidos na formacdo do biofilme
dental. No entanto, a relevancia clinica destes achados
necessita de avalia¢do utilizando modelos de estudo
que possam reproduzir situagdes mais proximas aquelas
encontradas na cavidade oral. Ainda, ¢ oportuno ressaltar
que este estudo nao teve a pretensdo de buscar mais um
antimicrobiano oral, mas, sim, a busca de um fitoterapico
a ser utilizado em odontologia, em situacdes precisas,

onde a remocdo mecanica do biofilme dental deva ser
auxiliada, dentro de uma estratégia racional de prevengao
de infecgdes orais biofilme-dependentes, contribuindo
para utilizagdo, de modo seguro e especifico, de fontes
terapéuticas disponiveis na flora brasileira.
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