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RESUMO
Objetivo: Avaliar in vitro a atividade antimicrobiana do
citronelol, linalol, timol e D-limoneno frente

a Streptococcus mutans, S. salivarius e S. oralis. Material
e Métodos: Realizou-se um screening pela técnica de difusao
em meio solido. Discos de papel absorvente foram embebidos
com 30 pL da substancia-teste e dispostos em placas de
Petri contendo Agar Miieller Hinton previamente semeadas
com inéculo bacteriano. Apos incubagédo por 24h a 37°C, foi
realizada a mensuracao dos halos de inibigao do crescimento
bacteriano com auxilio de um paguimetro manual. A clorexidina
2% foi utilizada como controle positivo. O estudo foi realizado
em triplicata. Resultados: O citronelol obteve média do
diametro dos halos, em milimetros (mm), para S. mutans, S.
oralis e S. salivarius, respectivamente: 10.7, 10.0 e 9.8. O
timol, para a mesma sequéncia de microorganismos: 7.3, 7.3
e 8.3 mm. O D-limoneno exibiu médias de 8.0, 6.7 € 6.0 mm
para S. mutans, S. oralis e S. salivarius, respectivamente.
Mensurou-se médias dos halos de 8.0, 9.0 e 8.2 mm, para 0s
mesmos microorganismos, quando testado o linalol. A
clorexidina, por sua vez, apresentou média dos diametros
dos halos de 17 mm para S. mutans, 16.8 mm para S. oralis e
19.7 mm para S. salivarius. Conclusao: Os produtos
avaliados apresentaram atividade antibacteriana,
representando possiveis substancias com aplicabilidade na
prevencdo da carie dentaria.

DESCRITORES
Agentes Bioldgicos. Streptococcus mutans. Streptococcus
oralis.

ABSTRACT

Objective: To evaluate the in vitro antibacterial activity of
citronellol, linalool, thymol, and D-limonene against
Streptococcus mutans, S. salivarius and S. oralis. Material
and Methods: It was performed a screening by the diffusion
technique on solid medium. Absorbent paper discs were
soaked with 30 pl of the tested substance and then placed
on petri dishes containing Mueller Hinton agar previously sown
with the bacterial inoculum. After incubation for 24 h at 37 °C,
it was measured the halo of growth inhibition with the aid of
a manual caliper. Chlorhexidine (2%) was used as positive
control. Tests were performed in triplicate. Results: For
citronellol, the means of the diameters of the halos, in
millimeters (mm), were 10.7, 10.0, and 9.8 against S. mutans,
S. salivarius and S. oralis respectively. The values found
for thymol were 7.3, 7.3 and 8.3 mm, respectively. The
phytochemical D-limonene exhibited means of 8.0, 6.7 and
6.0 mm, respectively. For linalool, the means of the halos
were 8.0 mm, 9.0 mm and 8.2 mm. Chlorhexidine was found
to show means of 17, 16.8 and 19.7 mm on S. mutans, S.
oralis and S. salivarius respectively. Conclusion: The
products under test showed antibacterial activity, being
therefore potential substances to be applied for dental caries
prevention.

DESCRIPTORS
Biological Agents. Streptococcus mutans. Streptococcus
oralis.
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biofilme dental, do ponto de vista biolégico, €
O fator demaior importancianaetiologiadacarie
e das doengas periodontais, e a higiene bucal
deficiente esta diretamente rel acionada a esta condicéo.
A remocao mecanicadesse biofilmeaindaéaformamais
segura para a conservacdo de niveis adequados de
higiene oral, mas o uso de coadjuvantes quimicos é
bastantevalido (ALVESet al., 2009, SILVA et al., 2008).

M uitos microrganismos do biofilme dental estéo
associados a cérie. Entretanto, algumas bactérias séo
muito mais ativas que outras. Sreptococcus mutans é
um dos microrganismos orais mais relacionados ao
desenvolvimento da cérie. Acredita-se que S. mutans
esteja envolvido com o desenvolvimento inicial da
mesma por ser capaz de colonizar os dentes, produzir
polissacarideos intra e extracelulares, ser altamente
acidogénico e acidurico, além de metabolizar vérias
glicoproteinas salivares (NOGUEIRA et al., 2007). Os
Sreptococcusoralise Sreptococcus salivariustambém
sdo comumente encontrados nesse biofilme e
contribuem para tornar 0 meio mais adequado para
colonizacdo do S mutans, porém, ndo atuam diretamente
nadesmineralizacdo do esmalte dentério, jaque ndo sdo
acidaricos nem acidogénicos (ALVES et al., 2010). A
capacidade de adesdo do S. mutans esté relacionada a
sua patogenicidade e, portanto, métodos mecanicos e
quimicos, como autilizagéo de agentes antimicrobianos,
tém sido estudados (FREIRES et al ., 2010).

Atualmente, o gluconato de clorexidinatem sido
amplamente utilizado na clinica odontol gica, visto a
eficacia comprovada na remocéo quimica do biofilme
dental. Contudo, 0 mesmo possui limitacdes, taiscomo
manchamento dentério, alteracdo de paladar e
desequilibrio da microbiota, o que tem impulsionado
investigacOes para descoberta de outros agentes
quimicos, incluindo osde origem natural (FREIRES et
al., 2010).

Além disso, aresisténcia dos microrganismos e
0 desequilibrio dacomunidade microbiana(ANTUNES
et al., 2006) vém aumentando em fungdo do uso
indiscriminado de antimicrobianos utilizados no
tratamento de doengas infecciosas. Essa situagdo tem
impulsionado investigadores a estudarem novas
substancias antimicrobianas de variasfontes, incluindo
dasplantasmedicinais(BANSOD, RAI, 2008).

Diante desse contexto, os produtos de origem
natural, especialmente os obtidos a partir das plantas,
por apresentarem grande diversidade de atividade
bioldgica, surgem como alternativa promissora,
considerando a necessidade de prevencdo e remocéo
do biofilme dental. Além disso, esses produtos possuem
grande importancia econdmica, visto que possuem
custo relativamente baixo e representarem parte

integrante da cultura popular, facilitando sua utilizagdo
pela populagéo. Neste cendrio, o Brasil destaca-se por
possuir uma grande biodiversidade vegetal e aspectos
culturais que consideram as plantas medicinais para
tratamento e prevencdo de doencas.

Do ponto de vista da diversidade molecular,
sabe-se que os produtos naturais séo bastante
diversificados, o que representa novas possibilidades
de investigacdo e descoberta de atividades biolégicas
favoraveis ao tratamento e prevencao de doengas
(NISBET, MOORE, 1997). Os 0leos essenciais, por
exemplo, sdo produtos que apresentam destacada
diversidade em sua composi¢ao quimica. Eles sdo
produtos do metabolismo secundério das plantas e,
quimicamente, sdo derivados de fenilpropanoides ou
deterpendides, sendo este tltimo majoritario e estando
0S monoterpenos e sesquiterpenos entre 0s mais
frequentes. E importante ressaltar que variagdes nas
composic¢des dos 6leos essenciais sdo observadas
dependendo do estégio de desenvolvimento da planta,
sua origem ou ainda da parte da planta utilizada
(SIMOESet al., 2007, ANTUNES et al., 2006). Alguns
extratos de plantas e metabdlitos secundérios possuem
efeitos inibitorios e letais dose-dependentes sobre
diferentes microrganismos (SMITH-PALMER,
STEWART, FYFE, 1998). Dentre as substancias
extraidas, tomam destaque os 6leos volatels, que em
sua maioria evidencia forte atividade antibacteriana e
antifingica, atribuidas a presenca de monoterpenos
(POZZAT]I, 2007).

A partir de extratos de plantas s&o identificados
os fitoconstituintes, que sdo pequenas biomoléculas
organicas (LIMA et al., 2005) estudadas por
apresentarem perspectivas positivas, representando
possibilidades de obtencdo de novos farmacos que
sejam utilizados no tratamento contra agentes
infecciosos ou outras doengas. A literaturacitao linalol
(LUZ et al., 2009), D-limoneno (SCHUCK et al., 2001),
citronelol (CASTRO et al., 2010) etimol (BOTELHO et
al., 2007) dentre inimeras substancias obtidas de plan-
tas medicinais, como fitoconstituintes potencialmente
antimicrobianos.

O timol é um terpeno, composto fendlico mono-
ciclico, presente no 6leo essencial de Thymusvulgaris
(Lamiaceae), tomilho eaecrim-pimenta. Estudosrelatam
que o timol possui propriedades antiinflamatérias,
antioxidantes, antimicrobianas, anti-sépticas e
cicatrizante, tendo como principal aplicaco terapéutica
0 uso em preparacdes dentérias nas quais atua, portanto,
como bactericida(BOTELHO et al., 2007, PRIESTLEY
et al., 2003). E umasubstancia pouco solivel em &gua,
com pH neutro, mas muito solUvel em & cool e outros
solventes organicos. Estudos demonstram que terpenos
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possuem um amplo espectro de atividade biolégica e
sdo utilizados no tratamento de varias doencas, razéo
gue o torna uma fonte de moléculas promissoras
(SANCHEZ et al., 2009).

Olinalol, por suavez, € um monoterpeno muito
utilizado na industria de perfumaria, cosmética e
culinaria, cujo ponto de ebulicdo é de 199 °C e a
solubilidade em &gua esta em torno dos 1,5 g/L. Por
estar presente no 6leo de manjericado, tem sido usado
como composto de partida para véarias sinteses
importantes, como a do acetato de lindila. E utilizado
com sucesso como sedativo e suas propriedades
anticonvulsivas, hipnoéticas, hipotérmicas e efeito
depressor do sistema nervoso central estdo sendo
analisadas, assim como as propriedades acaricida,
bactericidaefungicida. Sendo assim, faz-se necessaria
a realizacdo de mais estudos referentes as suas
propriedades (JULIAO et al., 2003, LUZ et al., 2009).

O D-limoneno € um monoterpeno largamente
disperso na natureza, principalmente nas cascas dos
frutoscitricos(VALLILO, BUSTILLOS,AGUIAR, 2006).
Foi verificadaatividade antimicrobianado limoneno, em
estudo anterior, sobre cepas de C. albicans, E. coli e S,
aureus (SCHUCK et al.,2001).

O citronelol ou dihydrogeraniol é um
monoterpeno aciclico encontrado no 6leo essencial de
citronela, extraido abundantemente do Cymbopogon
nardus. A literatura relata atividade inseticida e
bacteriostéticadessasubstancia(CASTRO et al., 2010,
ORDONEZ et al., 2004). Isto posto, este estudo
objetivou analisar a atividade antimicrobiana dos
fitoconstituintestimol, linalol, citronelol e D-limoneno
sobre S mutans, S. oralis e S. salivarius, adotando
como referencial o método de difusdo em agar proposto
por BAUER, KIRBY, TURCK, (1966).

MATERIAL E METODOS

Utilizou-se uma abordagem indutiva, com
procedimento comparativo-descritivo e técnica de
pesquisa por documentacéo direta em laboratério
(LAKATOS, MARCONI, 2010).

Osensaios mi crobiol 6gi cos foram realizados no
Laboratério de Microbiologia Oral do Nucleo de
Medicina Tropical do Centro de Ciéncias da Salide da
Universidade Federal da Paraiba, que disponibilizou as
cepasde S mutansATCC 25175, S oralisATCC 10557
eS salivariusATCC 7073.

Otimoal, linaal, citronelol e D-limoneno foram
obtidos na Quinari®, que produz e comercializa 6leos
essenciais e seus derivados em escala industrial. A
industriaforneceu laudo com informagdes técnicas dos
produtos. Utilizou-se como controle positivo, ou droga
padrdo, a clorexidina, adquirida em farmacia de
manipulacdo do municipio de Jodo Pessoa, Paraiba,
Brasil. O Quadro 1 apresentaadensidadeem g/mL eo
lote dos fitoconstituintes em estudo.

Foi realizado um screening através datécnicade
difusdo em meio sdlido, como proposto por BAUER,
KIRBY, TURCK, (1966). Em placasdePetri (CITOTEST®)
contendo meio de culturaAgar Muller Hinton - MHA
(Himedia®) semeou-se 50 pL de indculo bacteriano
preparado em soluc&o salina de acordo com aturvacéo
0,5 daescaanefelométricade Mc Farland (1,5x108 UFC
mL-!) com cepasde S mutans, S. oralise S. salivarius.
Discos de papel absorvente de 6 milimetros (mm) de
diémetro, previamente esterilizados, foram embebidos
com 30 pL da solugdo de timol 10.000 pg/mL e do
citronelol, linalol, D-limoneno nas concentragdes de
850.000 pg/mL, 850.000 pg/mL e 840.000 pg/mL,
respectivamente. A solucdo do timol foi preparada

Quadro 1: Densidade em g/mL e lote dos fitoconstituintes timol,

linalol, citronelol e D-limoneno.

Densidade Lote
Timol 0,99 02235
Linalol 0,85 02235
Citronelol 0,85 02235 |
D- Limoneno 0,84 02235
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utilizando-se 0 & cool 70° como solvente e o mesmo foi
testado isoladamente a fim de descartar a hipotese da
interferénciado solvente naatividade antibacterianado
fitoconstituinte. A clorexidina 2% foi utilizada como
controle positivo. Em seguida, os discos foram
dispostos sobre 0 MHA. As placas foram incubadas
em estufabacterioldgicapor 24ha37°C e, nocasodo S
mutans, em microaerofilia. O estudo foi realizado em
triplicata. Os dados foram obtidos através da
mensuracao do didmetro dos halos de inibicdo de
crescimento bacteriano com auxilio de um paquimetro
manual, sendo os resultados expressos pela média dos
valores dastriplicatas.

RESULTADOS

Verificou-se que as linhagens bacterianas de S.
mutans, S. oralis e S. salivarius mostraram-se
susceptiveis a agdo dos fitoconstituintes linalol,
citronelol, D- Limoneno, nas concentracfes utilizadas.

Os resultados da atividade antibacteriana in
vitro esto expostos na Tabela 1.

DISCUSSAO

O Brasil possui grande potencial para o
desenvolvimento de produtos naturais aplicados a
prevencéo e tratamento de doengas, inclusive na area
da Odontologia, ja que apresenta a maior diversidade
vegetal do mundo, o uso de plantas medicinais
vinculado ao conhecimento tradicional etecnologiapara
validar cientificamente este conhecimento
(ALBUQUERQUE, HANAZAKI, 2006). A pesquisaem
fitoterapia aplicada a Odontologia é relevante ndo
apenas por representar umarel agdo custo-beneficio mais
vantaj osa paraapopul agdo, mastambém pelafacilidade
e disponibilidade com que elas séo encontradas.

O timol apresentou média dos halos de inibi¢ao

do crescimento bacterianode 7.3, 7.3 e8.3 mm paraS.
mutans, S. oralise S. salivarius, respectivamente, corro-
borando aliteratura(BOTELHO et al., 2007, PRISTLEY
et al., 2003) que cita a atividade antimicrobiana deste
fitoconstituinte.

HAIDA et al., (2007) sugerem que o 6leo
essencial obtido da Cymbopogon citratus, planta que
tem como um dos componentes quimicos o citronelol,
possui atividade antibacterina frente cerca de 20
espécies de bactérias. Em estudo realizado por SCHUCK
et al., (2001), os autores constataram que o 6leo de
Cymbopogon citratus apresenta atividade antimicro-
biana para diversos microorganismos, dentre os quais
pode-se citar o Staphylococcus aureus. Os resultados
alcancados neste estudo referentes a atividade anti-
bacterianado citronel ol estéo de acordo com os estudos
citados, apresentando média dos diametros dos halos
de10.7 mm paraS mutans, 10 mmparaS oralise 9.8 mm
para S salivarius.

Os resultados deste estudo concordam com 0s
obtidos por SCHUCK et al., (2001) que verificaram, a
partir do método de difusdo em meio solido, atividade
antimicrobiana do D-limoneno sobre cepas de C.
albicans, E. coli e S. aureus, considerados microrga-
nismos resistentes aos antimicrobianos sintéticos
disponiveis. O presente estudo obteve médias dos
didmetros dos hal os correspondentesa8.0, 6.7 € 6.0 mm
para S. mutans, S. oralis e S. salivarius, respecti-
vamente.

O linalol tem sido utilizado com sucesso como
sedativo e suas propriedades bactericida e fungicida
est&o sendo estudadas (JULIAOet al., 2003, LUZ et al .,
2009). Os resultados deste estudo exibiram atividade
antibacteriana, apresentando como médias dos
diéametros dos halos das triplicatas, 8.0 mm para S.
mutans, 9.0 mmparaS oralise8.2 mm paraS salivarius.

Odcool 70° ndofoi capaz deinibir o crescimento
bacteriano, comprovando que a atividade antimi-
crobiana da solugéo de timol ndo sofreu interferéncia
pela adicdo do dcool. A clorexidina 2% apresentou

Tabela 1. Média, em mm, do didmetro dos halos da inlbigdo do cresciments bacterdano dos Atoconstituintes
timol 10.000 paiml, linalol 850000 pa'mL, citronelol 850000 pa'ml & D- Limenano 840000 pgiml, cloraxidina

2% e alcool T0° frente a 5. mutans, 5. oralis & 5, salivanus.

Substincla lestada 3. muians &, oralis &5, salivanus
Timol 7.3 7.5 8.3
~ (Linalsl  BD 8.0 4.2
Citronelol 10,7 100 9.8
D= Limoneno g0 6.1 &0
Claraxidina 2% 17.0 16,8 19,7
Alcool 70° 0.0 0.0 0.0
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atividade antimicrobiana, como esperado, tendo como
médiados didmetros doshalos 17.0 mm para S. mutans,
16.8 mmparaS oralise19.7 mm paraS salivarius.
Acredita-se que, apesar do método de difusdo
em &gar ser criticado quando sefaz uso de 6leosvoléteis,
visto a natureza hidrofébica dos 6leos e a consequente
dificuldade de difusdo, a técnica é vélida na deter-
minacao da atividade antimicrobianadevido aelevada
volatilidade dos mesmaos, que contribui naformagéo do
halodeinibicdo (OLIVEIRA etal., 2011, INOUYEetal.,
2006). Ressalta-se que este estudo representa uma
avaliac8o inicial para determinacdo da atividade
antibacteriana dos 6leos essenciais, sendo, portanto,
necessario o desenvolvimento de outros ensaios pré-
clinicos, que incluem adeterminagdo de concentractes
bactericidae bacteriostética, avaliagdo dacurvade morte
microbiana, além do desenvolvimento de estudos sobre
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