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RESUMO

Objetivo: Avaliar a atividade antibacteriana in vitro dos 6leos
essenciais de Eucalyptus globulus - Eucalipto (OE1), Eugenia
uniflora L. - Pitangueira (OE2) e Mentha piperita - Hortela-
Pimenta (OE3) sobre bactérias cariogénicas. Material e
Métodos: Determinou-se a Concentragdo Inibitéria Minima
(CIM) dos 6leos essenciais pela técnica da microdiluicdo
sobre Streptococcus mutans (ATCC-25175), S. salivarius
(ATCC-7073) e S. mitis (ATCC 903). Utilizou-se placa com 96
orificios, onde foram inseridos em cada um 10 iL do in6culo
(108 UFC/mL), 100 iL de caldo Brain Heart Infusion (HIMEDIA,
Sao Paulo, Brasil) duplamente concentrado e 100 iL dos 6leos
essenciais em concentragfes que variaram de 5 a 0,039
mg.mL-t. Como controle positivo foi utilizada Clorexidina a 60
ig.mL. Ainda foram realizados os controles de crescimento
bacteriano e de esterilidade do meio de cultura utilizado. A
leitura foi feita ap6s 24 horas pelo método visual, sendo
observada a formagdo ou ndo de aglomerados de células
(“boté@o”) no fundo da cavidade da placa. Resultados: O OE1
inibiu crescimento bacteriano visivel na concentracdo de 5
mg.mL* sobre as trés bactérias; OE2 mostrou CIM de 0,625
mg.mL*e 3,75 mg.mL* sobre S. mitis e S. salivarius,
respectivamente. OE3 exibiu CIM de 0,625 mg.mL*, 0,312 mg
mL*e 1,25 mg mL* sobre Streptococcus.mutans, S. mitis e
S. salivarius, respectivamente. Conclusdo: Os 6leos
essenciais avaliados apresentaram atividade antibacteriana
sobre as espécies cariogénicas ensaiadas.

DESCRITORES )
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SUMMARY

Objective: To evaluate the in vitro antibacterial activity of
essential oils of Eucalyptus globulus - Eucalyptus (EO1),
Eugenia uniflora L. - Surinam cherry (EO2) and Mentha
piperita - Peppermint (EO3) on cariogenic bacteria. Material
and Methods: Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of the
EOs was determined through the microdilution technique on
Streptococcus mutans (ATCC-25175), S. salivarius (ATCC-
7073) and S. mitis (ATCC903). It was used a plate containing
96 wells. Into each well were inserted 10iL of inoculum
(108CFU/mL), 100iL of Brain Heart Infusion Broth (HIMEDIA,
Sao Paulo, Brazil) doubly concentrated and 100iL of the
essential oils in concentrations ranging from 5 to 0.039mg.mL-
. Chlorhexidine (60ig.mL™) was used as a positive control.
Besides that, were also conducted controls regarding
bacterial growth and sterility of the culture medium. The results
were read after 24 hours by visual method, and it was
observed the formation or non-formation of cellular clusters
(“button”) at the bottom of the plate’s wells. Results: EO1
inhibited visible bacterial growth at a concentration of 5mg.mL-
* on the three bacteria under study. MIC of 0.625mg.mL"* and
3.75mg.mL* were showed by EO2 against S. mitis and S.
salivarius, respectively. EO3 exhibited MIC of 0.625mg.mL™,
0.312mg.mL* and 1.25mg.mL™* respectively on S. mutans, S.
mitis and S. salivarius. Conclusion: The essential oils
evaluated showed antibacterial activity against the cariogenic
strains tested.
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onsiderando que as doengas mais prevalentes
‘ da cavidade bucal, céarie dentaria e doencas

periodontais, sdo de origem microbiana e que,
atualmente, observa-se considerével aumento do nimero
de microrganismos resistentes aos anti-sépticos e
antibidticos convencionais, a atengdo expressiva tem
sido dada autilizac&o de compostos antimicrobianos de
origem natural (FILOCHE, SOMA, SISSONS, 2005;
AKINNIBOSUN et al., 2008; DARWISH, ABURJAI,
2010). Essa crescente procura por novos compostos
bi oativos parte do conhecimento de que algumas plantas
medicinais apresentam, com fregiiéncia, atividade
antimicrobiana (LIMA et al., 2003; LUPI et al., 2009).
Para tanto, estudos experimentais sd0 essenciais para
confirmar as possiveis propriedades antibi6ticas de um
grande nimero destas plantas e de seus produtos
derivados (LIMA etal., 2003).

A crescente procura de novos agentes
antimicrobianoslevou vériasinvestigagdes parao efeito
antimicrobiano defitocondtituintesextraidos deumasérie
de plantas, muitas das quais foram utilizadas por muitos
anos (FILOCHE, SOMA, SISSONS, 2005). Sendo assim,
pesquisas voltadas para o estudo e avaliacdo de pro-
dutos naturais como agentes terapéuticos e principal-
mente com atividade antimicrobiana devem ser
estimulados, com o intuito de descobrir novas drogas
(COUTINHO et al., 2003; LUPI et al., 2009).

As plantas produzem compostos secundérios
gue podem ser separados de acordo com as estruturas
guimicas em varios grupos, dentre eles os 0leos essen-
cials, 0s quais apresentam atividades farmacoldgicas
como anti-sépticas, antiinflamatorias, antimicrobianas,
dentre outras, que sdo muito utilizadas na medicina
popular e para a fabricacdo de medicamentos
(CARDOSO et al., 2000).

Os componentes essenciais bioativos das plantas
medicinaisou 6leosvolétei's, também conhecidos como
Oleos essenciais, apresentam-se promissores na
terapéutica de doencas infecciosas (OGUNWANDE et
al., 2005). Tais substancias, geralmente, sdo agentes que
apresentam atividade antimicrobiana contraum grande
namero de microrganismos, incluindo espécies
resistentes a antibidticos e antifungicos (CARSON et
al., 1995). A abrangénciadautilizacdo de 6leosessenciais
€ vasta e englobafins variados, incluindo cuidados em
relacdo asalide bucal. Diversos estudos mostram aagéo
antibacteriana exercida por varios 6leos essenciais
ensaiados sobre cepas bacterianas (IMAI, 2001;
FERRONATTO et al., 2007; ROSATO et al., 2007) e
eficacia clinica quando comparados a controles
(ALBERTSON etal., 2010).
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Os 0leos essenciais sdo quase sempre bacterios-
taticos e, frequentemente, bactericida (RISSATO et al.,
2004). O EucalyptusglobulusL. éumadasérvoresmais
altas que se conhece, e das suas folhas extrai-se 0 6leo
essencial, onde se encontra seu principio ativo, cineol
ou eucaliptol, responsavel pela agdo anti-séptica
(CARDOSO et al., 2000). AsfolhasdaEugenia uniflora
L. sdo ricas em 06leos essenciais contendo citronelol,
geraniol, cineol, linalol e sesquiterpenos os quais tém
demonstrado possuir atividade antimicrobiana
(AURICCHIO, BACCHI, 2003). O 6leo essencia de
Mentha piperita, ou popularmente hortel & pimenta,
compreende espécies com acédo medicinal, sendo
conhecidas, principalmente, pelo sabor caracteristico e
aroma refrescante (HABER et al., 2005). E, dentre os
Seus principals componentes, destacam-se o mentol,
mentonae cineol (WATANABE et al., 2006).

Nessa perspectiva, 0 presente estudo objetivou
avaliar atividade antibacteriana in vitro dos 6leos
essenciais de Eucalyptus globulus L. (Eucalipto),
Eugenia uniflora L.(Pitanga) e Mentha piperita
(Hortel&-pimenta) frente a cepas de Streptococcus
mutans, S mitise S salivarius.

MATERIAL E METODOS
Microrganismos

Foram utilizadas cepas de Streptococcus mutans
(ATCC 25175), Sreptococcussalivarius (ATCC 7073) e
Sreptococcus mitis (ATCC 903). As suspensdes das
cepastestesforam preparadasem BHI caldo - Brain Heart
Infusion (DIFCO®, Sao Paulo, SP, Brasil), asquaisforam
padronizadas de acordo com o tubo 0,5 da escala
M cFarland correspondendo aconcentraco de aproxima-
damente 108 Unidades Formadoras de Colénia- (UFC/
mL). Os microrganismos utilizados no estudo foram
disponibilizados pelo L aboratdrio de MicrobiologiaOral,
localizado no Nuacleo de Medicina Tropical
(NUMETROP) do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal da Paraiba, Paraiba, Brasil.

Oleos essenciais

Os dleos essenciais de Eucalyptus globulus L.,
Eugeniauniflora L. e Mentha piperita foram fornecidos
pelaFerquimalndistriae Comércio Ltda. (Vargem Grande
Paulista, Sdo Paulo, Brasil) e atendem todas as
especificagbes exigidas concernentes ao seu controle
de qualidade conforme laudo técnico disponibilizado
pelo fornecedor (Quadro 1).
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Quadro 1: Caracterizagcao dos 6leos essenciais sob estudo. Jodo Pessoa-PB, 2010.

Oleo Essencial  Familia

Nome Popular  Principio Ativo Propriedades Lote

Eucalyptus

globulus L. Myrtaceae  Eucalipto Cineol

Antiséptico,

antimicrobiana, n°144
pulmonar, desinfetante,
expectorante e

sudorifera, ténico geral

Eugenia

unifloralL. Myrtaceae  Pitanga Linalol

Adstringente,

analgésica, ne 248
antimicrobiana,

depurativa, digestiva,

estimulante, refrescante,
refrigerante e vermifuga

Mentha Lamiaceae Hortela-

Mentol, mentona Antiespasmaodica,
piperita (Labiatae) pimenta e cineol

antiinflamatoria, n°167
antimicrobiana, antitlcera
e antiviral

Preparacao da emulsdo dos 6leos essenciais

As solugdes dos 0leos essenciais foram obtidas
da seguinte forma: em tudo de ensaio esterilizado foi
adicionado 1,6 mL de &gua destilada estéril, 400 uL do
Oleo essencia €0,04 mL do agenteemulsificante, TWEEN
80, sendo tal misturaagitadapor cinco minutos utilizando
aparelho Vortex. (ALLEGRINI et al., 1973 adaptado). A
partir de tal procedimento, obtiveram solugdes com
concentragdo final de 10.000 ig.mL™* para cada 6leo
essencial.

A inclusdo de um agente emul sificante € um passo
imprescindivel para que hagja uma mistura estavel e
homogénea, propiciando a difusdo do 6leo essencia no
meio de cultura.

Determinacéo da CIM (Concentragao Inibitéria
Minima)

A atividade antibacterianafoi determinada pela
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos 6leos
essenciais, segundo a metodologia da microdiluicéo
(microtécnica) proposta pelo NCCLS, (2003). Foram
utilizadas microplacas estéreis com fundo em “U”
contendo 96 orificios. Cada orificio recebeu 10iL do
indculo bacteriano, 100iL do meio de culturaliquido BHI
(duplamente concentrado) e 100iL dos 6leos essenciais
em concentragBesfinaisquevariaram de5.000a39ig.mL-
! sendo o volumefinal de 100 iL.

O controle positivo foi a Clorexidina, variando
naconcentracdo de60ig.mL*a0,4 ig.mL, adicionada
aos orificios, juntamente com o inéculo € o meio de
cultura liguido BHI (duplamente concentrado). O
controlede crescimento foi constituido peloinéculo eo
meio liquido BHI (duplamente concentrado) eo controle
deesterilidadefoi determinado apenas pelapresencado
meio de culturaliquido BHI (duplamente concentrado).

A leitura para determinacdo da CIM dos 6leos
essenciais sobreas cepas avaliadasfoi realizadaatravés
do método visual. Levou-se em consideracdo aformagdo
ou ndo de aglomerados de células (“botdo”) no fundo
dacavidadedaplaca. Destaforma, foi consideradacomo
CIM, amenor concentracdo dos produtos em teste capaz
de produzir inibicdo visivel sobre o crescimento das
cepas utilizadas nos ensai os microbiol 6gicos (NCCLS,
2003).

O ensaio foi realizado em duplicata e foi
empregada andlise descritiva dos dados.

RESULTADOS

Todos os 6leos essenciais apresentam atividade
bacteriostéticasobre aslinhagens bacterianas estudadas,
com excecéo do 6leo essencia de Eugenia unifloralL.,
gue naconcentracdo estudadando apresentou atividade
bacteriostética sobre S. mutans (Quadro 2).

R bras ci Sadde 14(2):57-62, 2010
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Quadro 2: Concentragdo Inibitéria Minima dos 6leos essenciais em estudo frente a
Streptococcus mutans, S. mitis e S. salivarius. Valores expressos em pg.mL . Jodo Pessoa

- PB, 2010.
CIM
Produtos Avaliados S.mutans S. mitis S. salivarius
Eucalyptus globulus L. 5.000 5.000 5.000
Eugenia uniflora L. _ 468 3.750
Mentha piperita 625 312 1.250
Clorexidina (Controle) 0,4 0,4 0,4
DISCUSSAO gue pode ser evidenciado pelos resultados do presente

A pesquisa de produtos a partir de espécies
naturais(OLIVEIRA, KFFURI, CASALI, 2010) temsido
considerada uma das fontes mais promissoras de
obtencdo de novos principios bioativos. Um grande
nimero de plantas, inclusive as pouco conhecidas, é
utilizado hamuito tempo namedicinapopular, quer sgja
nos paises em desenvolvimento quanto nos paises
desenvolvidos (SILVEIRA et al., 2007). Dentre os
constituintes das plantas medicinais, 0s 6leos essenciais
tornar-se-&o promissores como fontes de medicamentos
naturais (OGUNWANDE et al., 2005). E consensual a
necessidade de introdugdo de novos compostos bioati-
vos no arsenal terapéutico com efeito antimicrobiano,
devido principalmente ao aparecimento de formas
bacterianas resistentes, decorrente, sobretudo, do uso
indiscriminado dos quimiotergpicos antimicrobianos
(SILVEIRA et al., 2007).

A maior ou menor atividade biol 6gicados 6leos
essenciais tem se mostrado dependente da composicéo
de seus constituintes quimicos como citral, pineno,
cineol, cariofileno, mentol, elemeno, furanodieno,
imoneno, linalol, eugenoal, eucaliptol, carvacrol eoutros.
Estes constituintes sdo responsaveis pel as propriedades
antissépticas, antibacteiranas, antifingicas e antipa-
rasiticas (SOUZA et al., 2005).

O dleo essencial apresenta, algumas vezes, uma
composicdo complexa de centenas de diferentes
compostos quimicos, os quais apresentam acdo sinérgica
ou complementar entre si, modalizando suaatividade.

ParaVITTI, BRITO, (2009), o 6leo essencial de
EucalyptusglobulusL . tem atividade anti-sépticamaior
do queo seu principal constituinteativo isolado, o cineol
ou eucdiptol (representando 80% da composicdo). O

estudo, no qual o dleo essencial de Eucalyptus globulus
L. apresentou atividade antibacteriana na concentracéo
de 5 mg.mL* sobre as trés cepas avaliadas.

Os 6leos essenciais obtidos a partir das folhas e
frutos de Eugenia uniflora L. possuem consideraveis
atividades antibacteriana e citotoxica (OGUNWANDE
et al., 2005). No estudo deAURICCHIO et al ., (2006), a
atividade antimicrobianadaEugenia uniflora L. parece
depender de substancias ndo voléteis, ja que estas ndo
estdo presentes no extrato. Componentes do extrato
responsaveis pela atividade antimicrobiana podem ser
ospolifendis, particularmente ostaninos. Devido ao fato
do 6leo essencial ser composto por substancias bastante
voléteis, este resultado pode sugerir a auséncia de
atividade antibacteriana do 6leo essencial de Eugenia
uniflora L. naconcentraco utilizadano presente estudo
sobre S. mutans.

No estudode JOVITO et al., (2009), avaliando-se
a atividade antimicrobiana in vitro de um dentifricio
contendo o extrato hidroalcodlico da Eugenia uniflora
L. (pitanga) foi observado através da Concentragéo
[nibitoriaMinima(CIM) hal osdeinibicéo de crescimento
de Streptococcus mutans até a concentragéo de 1,25%.

Analisando a eficécia da descontaminacdo de
escovas dentérias pelo uso do spray de 6leo essencial
daEugeniaunifloral. (Pitanga) observou-sediferencas
significativasao nivel de 1% (p=0,01) ao se comparar as
médias de UFCS/mL entre o spray teste (Pitanga) e o
controle positivo, spray teste e controle negativo
(OLIVEIRA etal., 2009)

A espécie vegetal produtora do éleo essencial
de Mentha piperita elabora uma substancia rica em
mentol, mentonae mentofurano, sendo estes compostos
mai s abundantes nas fol has, fato de grande importancia

R bras ci Sadde 14(2):57-62, 2010
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econdmica na inddstria farmacéutica, por possuir uma
elevadaatividade antibacteriana (IMAI, 1998; MATOS,
2000).

O extrato de Mentha piperita, seja na forma de
0leo essencia ou na de extrato alcodlico, segundo a
literatura, apresenta propriedades antimicrobianas. O
mentol é um importante componente presente nesses
extratos e contribui parao potencial antimicrobiano dessa
planta (MATOS et al., 2009). Este potencial do 6leo
essencial de Mentha piperita foi comprovado neste
estudo pelos resultados apresentados, mostrando
atividade antibacteriana sobre Smutans, S mitise S
salivarius com CIM de 0,625; 0,312 e 1,25 mg.mL ™,
respectivamente.

No estudo de RASOOL | et al., (2008), aMentha
piperita apresentou acentuada atividade inibitoriafrente
ao biofilmeformado por S mutans, sendo essaatividade
superior aclorexiding, tanto invitro quanto in vivo. Além
disso, apresentou também Concentracdo Bactericida
Minima (6000 ppm) inferior aclorexidina (8000 ppm), sobre
0 Mesmo microrganismo.

Os resultados desta pesquisa propiciam a
continuidade dos estudos sobre Eucalyptus globulus
L., Eugenia uniflora L. e Mentha piperita, levando-se
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