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RESUMO ABSTRACT

Objetivo: Avaliar, in vitro, a atividade antibacteriana das
tinturas de Hamamélis (Hamamelis virginiana L.) e
Barbatiméo (Stryphnodendron rotundifolium Mart.) sob as
bactérias Streptococcus mutans (ATCC 25175),
Streptococcus oralis (ATCC 10557) e Streptococcus
salivarius (ATCC 9758). Materiais e Metodos: Utilizou-se a
clorexidina 0,12% como controle positivo. Agua destilada e
alcool 70% foram escolhidos como controles negativos.
Efetivou-se a diluicdo das tinturas desde 1:1 (forma pura)
até 1:64 (D6) em alcool 70%, o qual esta presente na férmula
das tinturas fitoterapicas. O meio de cultura bacteriana
utilizado foi o Brain Heart Infusion (BHI), havendo a
semeadura em placas de petri com auxilio de swabs.
Realizou-se o teste de suscetibilidade e, em seguida, foram
incubadas a 37°C, em microaerofilia, por 48 horas. O estudo
foi realizado em duplicata e os halos foram mensurados com
0 auxilio de um paquimetro manual. Resultados: O controle
positivo apresentou halos de inibicdo de 16, 15, e 16 mm
para S. mutans, S. oralis e S. salivarius, respectivamente.
Nenhuma das tinturas avaliadas, em quaisquer formas,
diluidas ou puras, obteve halos de inibicao para estas
bactérias bucais. A agua destilada e o alcool também nédo
promoveram atividade. Conclusao: As tinturas da Hamamélis
e Barbatimdo néo apresentam atividade antibacteriana sobre
S. mutans, S. oralis e S. salivarius.
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Objective: To evaluate the in vitro the antibacterial activity of
the Hamamelis (Hamamelis virginiana L.) and Barbatimao
(Stryphnodendron rotundifolium Mart.) tinctures against
Streptococcus mutans (ATCC 25175), Streptococcus oralis
(ATCC 10557) and Streptococcus salivarius (ATCC 9758).
Material and Methods: Chlorhexidine (0.12%) was used as
positive control. Distilled water and 70% alcohol were chosen
as negative controls. The dilution of the tinctures was carried
out from 1:1 (pure form) to 1:64 (D6) in 70% alcohol, which is
found in the tinctures formula. The culture medium Brain Heart
Infusion (BHI) was used, and microorganisms were inoculated
on petri plates using swabs. Plates were incubated at 37 °C,
in microaerophilia, for 48 hours. Tests were performed in
duplicate and halos were measured using a manual caliper.
Results: The positive control showed inhibition halos of 16,
15, and 16 mm on S. mutans, S. oralis and S. salivarius,
respectively. None of the tinctures evaluated, in any form
(diluted or pure), were found to show inhibition halos on
these oral bacteria. Distilled water and 70% alcohol did not
exhibit activity. Conclusion: The tinctures of Hamamelis and
Barbatim&o did not demonstrated antibacterial activity on S.
mutans, S. oralis and S. salivarius.
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carie dentaria é uma dissolucéo quimica
Alocal izada da superficie dentéria, resultante de
atividades metabolicas de bactérias organizadas
em comunidades microbioldgicas dispostas sobre o
dente, comunidades estas denominadas de biofilmes
dentérios (FEJERSKOV, KIDD, 2011), sendo relatadaa
presenca de umavasta biodiversidade com maisde 700
espéciesde bactérias (AASet al ., 2005). Sabe-sequeas
doencas mais prevalentes da cavidade bucal, a cérie
dentéria e doencas periodontais possuem origem
microbianae que, haum relativo aumento, atual mente,
na quantidade de microorganismos resistentes aos
anti ssépticos e antibi éticos convencionais. Diante deste
fato, constata-se um crescente interesse na utilizagcéo
de antimi-crobianos de origem natural .

O tipo de microbiota oral predominante e sua
harmonia com o hospedeiro pode sofrer alteragdes por
fatores como dietaalimentar e adesorganizagéo regular
do biofilme. O frequente consumo de sacarose e a
promoc&o de umahigiene bucal deficienteresultam em
uma mudanca ecol 6gicado biofilme, podendo originar
aformagéo deleso cariosa(FEJERSKOV, KIDD, 2011).

Frente as limitacGes dos métodos mecanicos de
higiene, agentes antimicrobianos sdo propostos, com a
finalidade de reduzir a ades8o bacteriana, inibir o
crescimento e proliferagdo dos microorganismos na
superficie do dente e modificar aatividade bioquimicae
a ecologia do biofilme dentério para uma microbiota
menos patogénica(IGNACIO et al., 1999). Dentre esses
agentes, destaca-se principalmente aclorexidina, porém
0s seus efeitos colaterais ndo sdo poucos, podendo
causar pigmentacdo dosdentes, interferénciagustativa,
descamacdo damucosa e resisténciade microrganismos
com o uso didrio prolongado, além de possuir sabor
amargo (BARROS, FIORINI, 2000).

Diversostipos de colutdrios, de origem integral
ou parcial de extratos de plantas medicinais, sdo
atual mente empregados para complementar a higiene
oral. Entretanto, constata-se pouca informagdo na
literatura sobre as propriedades antibacterianas dos
extratos vegetais contra 0s agentes responsaveis por
periodontopatias (IAUK et al., 2003) e, portanto, haa
necessidade de estudos adicionais sobre plantas
medicinais paraconfirmar tal atividade antibacteriana.

A demandade novosinsumos (fitofarmacos) ou
medi camentos (fitomedicamentos) oriundos de vegetais
superiores € vasta e visa atender a triplice: eficacia,
seguranca e qualidade (LOPES et al., 2006). Nesta
perspectiva, em geral, autilizacio dosrecursos naturais
e, em particular, de plantas medicinais, torna-se um
caminho viavel, importante e necessario para pesqui sar
novos produtos antibacterianos mais eficazes e menos
toxicol dgicos.

Evidencia-se um maior nimero de pesquisascom
produtos naturais em odontologia nos ultimos anos, o
que pode ser atribuido a busca por novos produtos
com maior atividade farmacolégica, com menor
toxicidade e maishiocompativel's, além de apresentarem
custos, mais acessiveisapopulacdo (CASTILHO et al .,
2007).

Dentre as plantas naturais que poderiam ser
analisadas com tal propésito tem-se Hamamelis
virginiana L. (Hamamélis) e Stryphnodendron
rotundifolium Mart. (Barbatim&o), que sdo utilizadas
namedicinapopular por apresentar, dentre outras agoes,
as propriedades anti-inflamatoria, antiflogistica,
adstringéncia, atividade antimicrobiana e antioxidante
(FAIVREetal., 2009, COSTA et al., 2012).

A espécie Hamamelisvirginiana L. possui como
alguns de seus efeitos farmacol 6gicos ja estudados as
propriedades de adstringéncia, limpeza de feridas
purulentas, acdo hemostética, efeitos da vitamina D,
vasoconstritora, com consequente reducdo da
permeabilidade vascular, efeito antiflogistico, antiviral,
anti-herpético, antioxidante, é fortemente anti-
inflamatoria e antibacteriana. Apresenta em grande
quantidade os principios ativos: flavondides e taninos
(FAIVRE et al., 2009).

IAUK et al. (2003) constataram que o extrato de
metanol das folhas de Hamamelis virginiana promove
atividade antibacteriana frente a algumas das bactérias
causadoras de periodontopatias, entre elas,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella spp.,
Actinomyces spp., Peptostreptococcus spp. e
Eikenella corrodens. Este fato induz a promocgédo de
estudos complementares para verificar sua possivel
atividade sobre outras bactérias bucais.

Barbatimé&o, como é conhecido popularmente, é
uma planta medicinal rica em taninos que cresce no
cerrado brasileiro, desde o Par4 na regido Amazonica
até o Planalto Central alcangando o Sudeste (Minas
Geraise S0 Paulo) (FELFILI et al., 1999). Na cascada
Stryphnodendron rotundifolium Mart., a partir da
andlisefitoquimicado extrato etandlico foi detectado a
presenca de taninos, flavonoides e alcal6ides
(RODRIGUES et al., 2008). Vérios espécimes deste
género vém sendo utilizados namedicina popular para
cicatrizacao de feridas, leucorréia, atividade
antibacteriana, problemas ginecolégicos, bactericida,
anti-hipertensiva, anti-ul cerogénicae como agente anti-
inflamatorio (COSTA et al., 2012) que pode ser explicado
por meio da elevada concentragdo de taninos na sua
casca(LOPESet al., 2005).

Por apresentar importantes principios ativos
(Quadro 1), estas tinturas merecem umamaior atencéo
para a realizacdo de estudos complementares que
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Quadre 1. Informacdes relativas is plantas Hamamells virginlana L. (Hamamélis) & Stryphnodendron rofundifolfivm Ma,
{Barbatimao).

, o Y : Principals Propriedades
Oleo Essencial Familia Taxanomica hame Papular Principos Alivos Pt
Farmacoltgicas

B 'rffgli ) . I l

Siryphnodendron

rodunalfelium Mart

comprovem suas propriedades na busca pela cura de
doencas, e que verifiquem a sua agdo em contato com
bactériasdomeiooral.

Em se tratando da composic¢&o microbiana nos
biofilmes maduros, evidencia-se uma variedade de
bactérias gram-positivas e gram-negativas, sendo
relevante na etiopatogenia da cérie a presenca no
biofilme de um nimero expressivo de coccos gram-
positivos produtores de acidos, como o estreptococos
mutans (S. mutans e S. sobrinus), outros estreptococos
(estreptococos ndo-mutans) e bacilos gram-positivo
(lactobacilose Actinomyces spp.) (FEJERSKOV, KIDD,
2011).

Quanto ao Streptococcus mutans, é considerado
o principal agente etiol6gico da cérie dentéaria,
pertencendo ao grupo de bactérias com maior
cariogenicidade. Para tanto ele causa uma alteracéo
microestrutural no esmalte dentério, desmineralizando-
o por produzir &cidosfinaisresultantes do metabolismo
de carboidratos, e secreta polissacarideos que conferem

Adstringenie
Bactericida
Antimicrobiano
Antiulcerogénico
Cicatrizanie
Anti-inflamatorio
Anti-carcinogénico
Antimutagénico
Hipotensivo

Taninos

a propriedade de adesdo a estruturas duras
(FEJERSKOQV, KIDD, 2011)..

O Streptococcus salivarius é o agente mais
prevalente do biofilme presente nalingua, promovendo,
dentre outros efeitos, a putrefacéo de mucina presente
na saliva, contribuindo de forma significativa com o
prognastico de halitose (STERER, ROSENBERG, 2002).
Coloniza também o epitélio bucal e epitélio dorsal,
podendo compreender amaioriadaflorabacterianatotal
cultivavel nostecidos molesdaboca(TAMURA etal.,
2009). E a primeira bactéria comensal que aparece na
cavidade oral de recém-nascidosem que colonizao trato
respiratorio superior (AASet al., 2005).

O Streptococcus oralis, juntamente com S.
sanguis e mitis, compreendem cerca de 95% dos
estreptococos da fase inicial de formag&o do biofilme
(FEJERSKOV, KIDD, 2011), devendo merecer, portanto,
atencdo especial.

Neste ambito, diante do interesse em se
desenvolver novos medicamentos a base de plantas
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naturais naOdontol ogia e daescassez de estudos acerca
daatividade antibacteriana dastinturas hidroal cdolicas
de Hamamelis virginiana L. (Hamamélis) e
Stryphnodendron rotundifolium Mart. (barbatiméo),
sob as bactérias do biofilme, o presente trabalho
objetivou avaliar a atividade antibacteriana in vitro
destas tinturas frente a Sreptococcus mutans (ATCC
25175), Streptococcus oralis (ATCC 10557) e
Sreptococcus salivarius (ATCC 9758).

METODOLOGIA

O estudo adotou uma abordagem indutiva, com
procedimento estatistico descritivo e técnica de
documentaco direta em laboratério. Foram utilizadas
cepas de Sreptococcus mutans (ATCC 25175),
Sreptococcus salivarius (ATCC 7073) e Sreptococcus
oralis(ATCC 10557), queforamrestivadasem BHI caldo
—BrainHeart Infusion (DIFCO®, S&o Paulo, SR, Brasil).
Os microrganismos foram obtidos do Laboratério de
Materiais de Referéncia do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (Fundacdo Oswaldo
Cruz — FIOCRUZ, Rio de Janeiro - RJ, Brasil), e
disponibilizados pelo Laboratério de Microbiologia
Oral, localizado no Nucleo de Medicina Tropical
(NUMETROP) do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal daParaiba(UFPB), Brasil.

Astinturas hidroalcéolicasforam fornecidas pela
VitaFloraFarméaciade Manipul agdo de Jodo Pessoa-PB
(CNPJ24.113.045/0001-30) em outubro de 2011.

A clorexidina0,12% foi utilizadacomo controle
positivo por sua ja comprovada eficicia em atuacdo
antibacteriana sobre bactériasbucais, e como controles
negativos se empregaram aaguadestiladae & cool 70%.
Efetivou-seadiluicéo dastinturasdesde 1:1 (formapura)
até 1:64 (D6 - sextadiluicdo) em & cool 70%, o qual esta
presente na férmula das tinturas fitotergpicas.

Houve a realizacdo da semeadura de forma
homogéneaem placasde petri com auxilio de swabs. O
teste de susceptibilidade foi realizado utilizando o
meétodo de diluicéo em agar e, foram incubadas a37°C,
em microaerofilia, por 48 horas. O estudo foi realizado
em duplicata e os halos de inibi¢do foram mensurados
com o auxilio de um paguimetro manual .

Os dados foram analisados descritivamente,
considerando-se a média do diametro (em milimetros)
dos halos de inibi¢&o de crescimento.

RESULTADOS

Nenhumadastinturas de Hamamelisvirginiana
L. e Sryphnodendron rotundifolium Mart., na forma
pura, proporcionaram halos de inibigcdo frente ao
Streptococcus mutans, oralis e salivarius (Quadro 2).

Cuadre 2. Midia dos halos de inibigio do crescimento [em milimetros) das tinturas em andlize & dos controles

frente &s cepas bacterlanas

Hamamelis Wirginfana L

Stryphnodendron rofundifolium

L LET

Confrole Negativo

Contrale Positivo

Halos de Inibigao (mm)|

74
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DISCUSSAO

O consumo de plantas medicinais in natura ou
devidamente preparadas vem apresentando um
crescimento consideravel em diversos paises. Essa
tendéncia pode ser explicada por diferentes fatores,
destacando-se entre eles o custo elevado e os efeitos
indesegjaveis dos farmacos sintéticos, preferéncia dos
consumidores por “produtos naturais’, a certificacéo
cientifica das propriedades farmacol 6gicas de espécies
vegetais, o desenvolvimento de novos métodos
analiticos colocados a disposi¢do do Controle de
Qualidade, o desenvolvimento de novas formas de
preparacao e administracdo de produtos fitoterdpicos e
um melhor conhecimento quimico, farmacol6gico e
clinico dasdrogas vegetais e seusderivados (DI STASI,
1996).

O método de difusdo em agar foi empregado,
sendo comum a adogdo desta técnica em estudos
(NASCIMENTO et al., 2007), seja com materiais
artificiaisou naturais.

A clorexidina 0,12% (controle positivo) foi o
unico composto que apresentou a formagdo de halos
de inibicdo. Estudos demonstraram a eficacia do
digluconato de clorexidina 0,12% na reducéo da
formag&o do biofilmeoral (SOUZA, 2007). Suanatureza
catidnica promove conexao com compostos a base de
amoniadasuperficie bacteriana (gruposfosfato do acido
teicoico debactérias Gram positivas e lipopolissacarideo
nas Gram-negativas), sendo capaz de alterar a
integridade bacteriana. A ateracéo da permeabilidade
damembrana citoplasmaética promove precipitacdo das
proteinas citoplasméticas, altera o balangco osmatico
celular, interfere no metabolismo, crescimento e divisdo
celular, inibe a ATP-ase da membrana e inibe os
processos anaerobios (ROLLA, MELSEN, 1975),
atuando de forma comprovadamente eficiente como um
agente antibacteriano.

Osbeneficios do digluconato de clorexidinanado
se limitam apenas a seus efeitos bactericidas iniciais
Sua substantividade e o fato da clorexidina reter seu
efeito antimicrobiano ainda quando adsorvida as
superficies, tornam sua agdo antimicrobiana e
antibiofilme superior a outros agentes possuidores, in
vitro, de eficécia antimicrobiana similar ou superior a
da(FEJERSKOV, KIDD, 2011).

O écool 70%, como descrito anteriormente, esta
presente na composi¢ao das tinturas hidroalcoolicas e
foi empregado como controle negativo, tornando-se
importanteressaltar que, devido aresisténciabacteriana
ao dcool, o efeito antimicrobiano das tinturas parece
ndo sofrer influéncia do veiculo utilizado na sua

fabricagéo.

Conforme apontado no Quadro 1, os taninos
estdo presentes nas plantas Hamamelisvirginiana L. e
Sryphnodendron rotundifolium Mart.. Taninos sao
substéncias fendlicas sollveis em agua com massa
molecular entre 300 e 3000 Dalton e apresentam a
habilidade deformar complexosinsoliveisem dguacom
alcaldides, gelatina e outras proteinas (FONSECA,
LIBRANDI, 2008). Amplamente encontrados em
produtos vegetai's, sdo consumidos pelanutricéo didria
e ocorrem também em uma variedade de ervas
medicinais. A ingestdo didria global de taninos é
estimada em 400-1000 mg. Vérios relatorios sobre as
propriedades anticancerigenas e agéo de protecdo do
DNA, além da falta de efeitos adversos destes
compostos, mesmo em doses el evadas, os designacomo
promi ssores agentes qui miopreventivos (DESPHANDE
etal., 1984).

O efeito inibitorio dos taninos sobre bactérias
pode ser explicado por inibi¢do de enzimas microbianas
e/ou complexagdo com os substratos enzimaticos, agdo
sobre as membranas cel ul ares dos microorganismos ou
complexagdo com ions metdlicos diminuindo, assim, a
disponibilidade desses elementos essenciais para o
metabolismo dos microorganismos (OLIVEIRA,
GUIMARAES,ARAUJO, 2010).

Outro principio ativo das plantas medicinais sao
os compostos fendlicos. Quanto aeles, estudo realizado
por COSTA et al., (2012) constatou que o total de
compostos fendlicos do extrato aquoso de folhas,
extrato aquoso da casca e extrato hidroalcoolico da
Stryphnodendron rotundifolium Mart. ndo foram
estatisticamentediferentes. O &cido gélicofoi o principal
componente dos extratos desta planta e se concentra
principalmente na casca. Rutina, &cido caféico e
catequinas também foram detectados. Todas estas
substéancias sdo compostos fendlicos que compreendem
um dos maiores grupos de metabdlitos, sendo grande o
interesse na sua atividade anticarcinogénica, anti-
inflamatdria, antioxidante e antimutagéni ca.

A espécie Sryphnodendron adstringens (Mart.)
€ a mais estudada do género e acredita-se que sgja o
“barbatim&o verdadeiro” (COSTA et al., 2012), o que
implicaem poucos pesquisas realizadas com a espécie
Stryphnodendron rotundifolium Mart. do género
Fabaceae (Leguminosae), sendo esta analisada na
presente pesquisa.

Ainda quanto aos principios ativos, as plantas
pertencentes afamilia L eguminosae sdo abundantesem
flavondides, alguns dos quais atuam no processo de
defesa contra microorganismos patogénicos (EBEL,
GRISEBACH, 1988). Estas substancias promovem uma
enorme gamafarmacol 6gicade agBes bioquimicas, entre
as quais atividade anti-inflamatoria, antialérgica,
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antimicrobiana, anti-helmintica, hepatoprotetora,
antitrombica, antiviral e poupador de ascorbato (BORS,
MICHEL, SCHIKORA, 1995).

Terpendides, na sua maioria, apresentam uma
capacidade citoprotetora, podendo ter efeito
antiulcerogénico. Paratanto eles promovem o aumento
da producéo de muco no estdbmago, melhorando assim
o fluxo sanguineo da mucosa géstrica e acelera a
cicatrizacdo de Ulceras (OHTA et al., 2005), atua ainda
como antioxidante, aumentando as enzimas
antioxidantes, tais como superoxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT) namucosagastrica(RODRIGUEZ et al .,
2006).

A maior ou menor atividade bioldgica de 6leos
essenciais e extratos hidroal coolicos tem se mostrado
dependente da composicéo de seus constituintes
quimicoscomo citral, pineno, cineol, cariofileno, mentol,
elemeno, furanodieno, imoneno, linalol, eugenol,
eucaliptol, carvacrol e outros. Estes constituintes séo
responsaveis pelas propriedades antissépticas,
antibacterianas, antifngicas e antiparasiticas (SOUZA
etal., 2005).

NASCIMENTO et al., (2007) observaram que as
propriedades fisico-quimicas dos produtos podem
influenciar na difusdo dos mesmos no meio de cultura
e, dessa forma, interferir nos resultados da avaliacéo
antimicrobiana. Estefato poderiajustificar, napresente
pesquisa, a ndo comprovacdo da acdo antibacteriana
das tinturas de Hamamelis virginiana L. e
Stryphnodendron rotundifolium Mart.

Com relacdo a qualidade dos insumos vegetais,
durante a producdo/armazenagem, alguns fatores que
podem interferir s8o com maior frequénciaaadulteracéo,
a ndo uniformidade da composi¢cdo quimica e as
contaminacdes como poeira, metais pesados, entre
outros. A adulteragdo pode ser devido a substituigdo
da parte usada do vegetal, contaminagdo com outras
espécies vegetais ou total substituicdo do vegetal
(OLIVEIRA,AKISUE, 2000).

Além disto, o contetido de taninos pode variar
de forma significativa dependendo do método de
extracgo empregado (FONSECA, LIBRANDI, 2008). Com
relacdo ao barbatiméo, observa-se que solos com baixa
fertilidade quimicae periodo chuvoso estdo associados
com maiores niveis de fendis totais e taninos
(JACOBSON et al., 2005).

Nesta linha de raciocinio, tais fatores poderiam
ter influenciado na producéo dastinturas de Hamamelis
virginiana L. e Stryphnodendron rotundifolium Mart.,
que foram obtidas em farmacia de manipulagéo,

evidenciando-se, desta forma, a necessidade de
informacdes detalhadas sobre a forma de obtencéo e
formulag&o dos compostos ativos.

Existem ainda outros fatores queinterferem nas
propriedades farmacol 6gicas dos fitoterdpicos e que
devem ser considerados, tais como a idade da planta,
local e época da colheita, qualidade do solvente
empregado, e outros correlatos como a embalagem
utilizada (herméticaou n&o) bem como aevaporacéo do
produto durante a estocagem o que pode acarretar na
concentragdo de seus componentes. Além disto, o
contetido de taninos pode variar de formasignificativa
dependendo do método de extracdo empregado
(FONSECA, LIBRANDI, 2008).

Portanto, devido a indisponibilidade destas
informacdes, e a auséncia de estudos que analisem a
acdo antimicrobiana destas tinturas sobre bactérias
formadoras do biofilme dentario, torna-se dificil a
comparagdo com pesquisas prévias. Entretanto, €
possivel inferir que estes fatores podem explicar a
auséncia de atividade antibacteriana sobre as cepas de
referénciaem teste.

Torna-seimportanteressaltar algumaslimitaces
dos modelos experimentais in vitro com células
planctonicas. Porém tais estudos nao podem ser
descartados, pois sdo importantes na avaliagdo inicial
de agentes antimi crobianos sobre determi nadas espécies
bacterianas (GUGGENHEIM et al ., 2004).

As tinturas de Hamamelis virginiana L. e
Stryphnodendron rotundifolium Mart. né&o
apresentaram atividade antibacterianafrente abactérias
bucais, embora a partir dos principios ativos seja
possivel deduzir que estas tinturas poderiam ser
possuidoras detal propriedade. Segundo ESTRELA et
al., (2005) o tamanho da zona de inibi¢cdo néo
necessariamente determinao poder antimicrobiano. Em
complementacdo, este estudo pode ndo corresponder
ao real comportamento das tinturas in vivo, uma vez
gue ndo estdo expostas as mesmas condicdes da
cavidadeoral (GEBARA, LIMA, MAYER, 2002).

CONCLUSAO

Nas condicbes experimentais do presente
estudo, as tinturas de Hamamelis virginiana L.
(Hamamélis) e Stryphnodendron rotundifolium Mart.
(Barbatim&o) ndo apresentaram atividade antibacteriana
frenteao S mutans, S salivariuse S oralis.
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