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Resumo — Nos Ultimos anos tém-se observado um aumento na prevaléncia das doencas periodontais no Brasil. O
controle do biofilme bacteriano é de grande importancia tanto para o tratamento como para a prevenc¢ao da carie e
de doencas periodontais. Neste sentido, muitos agentes quimicos vém sendo estudados, dentre eles os produtos
naturais, visando seu possivel emprego como adjuvante e na terapia de doencas da cavidade oral assim como na
profilaxia de rotina. Assim, este estudo teve por objetivo avaliar o efeito do dleo essencial de Thymus vulgaris
(Tomilho) incorporado em uma formulacdo farmacéutica de uso oral, frente ao Streptococcus mutans (ATCC
25175), determinando-se sua concentracao inibitéria minima e o efeito na formacao da placa bacteriana. A CIM
obtida para o 6leo de tomilho foi de 100 pg/mL. Os ensaios de formacdo da placa bacteriana (ensaios microbianos
e analise macroscépica de aderéncia) confirmaram a eficacia destes produtos naturais, com possivel emprego na
odontologia preventiva.

Palavras-chave: Tomilho, Thymus vulgaris, formulacdo de enxaguatério bucal, atividade antiplaca bacteriana.
Area do Conhecimento: Farmécia.
Introducéo
bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas

Durante um longo periodo de tempo as plantas
tém sido avaliadas como fonte de produtos
naturais para preservar a saude humana, sendo
fonte de drogas, farmacos e medicamentos. O
uso de componentes de plantas na area
farmacéutica tem gradualmente aumentado no
Brasil (MACIEL et al., 2002).

As substancias naturais produzidas pelas
espécies vegetais tém atraido pesquisadores de
diversas areas. Nos paises em desenvolvimento,
cerca de dois tercos da populacdo utilizam
determinadas plantas como fonte de farmacos
sem nenhum embasamento cientifico, pratica
esta que pode dar origem a intoxicacGes agudas
ou crdnicas (HARVEY, 2000). Portanto, estudos
que possibilitem tracar o perfil quimico,
toxicolégico e farmacologico dessa riqueza
biolégica sdo cada vez mais necessarios
(BALANDRIN et al., 1985).

Este fato tem encorajado  diversas
investigagbes cientificas, com vistas, por
exemplo, a confirmacdo da  atividade
antimicrobiana de produtos naturais como o0s
oleos essenciais (NASCIMENTO et al., 2007).

Oleos essenciais geralmente sdo agentes que
apresentam atividade antimicrobiana contra um
grande numero de microrganismos incluindo
espécies resistentes a antibiéticos e antifingicos
(CARSON et al., 1995). A composicdo quimica de
Oleos essenciais pode depender do clima, da
estacdo do ano, condi¢cdes geogréficas, periodo
de colheita e da técnica empregada na extragédo
(maceracéo, destilagédo, dentre outras). Os 0Oleos
essenciais podem apresentar acdo tanto contra

e ainda frente a leveduras e fungos filamentosos
(SIMOES et al., 2004).

Produtos oriundos de plantas utilizadas na
pratica odontolégica mostraram  resultados
efetivos sobre o controle da formacao da placa
bacteriana, podendo interferir na sintese de
polissacarideos (dextrano) agindo nas enzimas
gue produzem estas substancias ou sobre a
estrutura dentaria (PAOLINO et al., 1985). O
Streptococcus mutans é o principal organismo
relacionado a formacdo da placa dentaria e
conseqgiientemente no surgimento da carie,
devido a sua capacidade de adesdo a estrutura
dentaria. Dependendo de fatores tais como a
dieta e a remocdo mecanica regular da placa, o
tipo de microbiota predominante na cavidade
bucal pode variar. Todavia, quando a remocéao
mecanica da placa é deficiente e a ingestdo de
carboidratos em geral é freqliente, ocorre uma
selecdo para certos organismos patogénicos e a
placa se torna mais virulenta, podendo resultar
tanto em lesbes de tecido duro (céries), quanto de
tecido mole (doencas periodontais) (GEBARA et
al., 1996).

A utilizacdo destes produtos fitoterapicos,
economicamente mais viaveis, mostra-se como
uma alternativa interessante, podendo contribuir
para melhorar o acesso da populacdo aos
cuidados com a prevencdo e tratamento de
doencas periodontais. Assim, no presente estudo,
buscou-se avaliar a atividade antibacteriana do
oleo essencial de tomilho visando a obtencgédo de
produtos farmacéuticos com possivel aplicacéo
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tanto para o tratamento como para a prevengao
da carie e de doencas periodontais.

Material e Métodos

O éleo essencial de T. vulgaris (Tomilho) foi
adquirido comercialmente da empresa Ferquima
Industria e Comércio Ltda. Este 6leo esséncial foi
submetido a caracterizagdo quimica utilizando a
Cromatografia Gasosa com deteccdo por
espectrometria de massas (CG/MS),
determinando-se a porcentagem dos constituintes
majoritarios presentes na amostra. Esta analise
foi realizada na central analitica do Instituto de
Quimica da Universidade de Séo Paulo (IQ/USP)
pelo Prof. Dr. Marcos José Salvador.

» Elaboracdo das Formulag6es

No desenvolvimento das formulacdes
farmacéuticas para uso oral contendo o 0Oleo
essencial de tomilho foram empregados os
seguintes materiais: agua destilada, glicerina,
metilparabeno, 6leo de mamona hidrogenado,
cocoamidopropilbetaina, fosfato de sédio, fluoreto
de sédio, corante, sacarina, polivinilpirrolidona e o
ativo (6leo essencial de Tomilho) na concentragcédo
inibitéria. minima e concentragdo sub-inibitoria,
seguindo metodologia descrita por CORDEIRO
et. al., 2006; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1996,
com modificagdes. Foram preparadas também
formulacbes controles (Branco) contendo todos
0S excipientes, exceto 0 principio ativo, uma
contendo o conservante e outra sem conservante.
Todos o0s procedimentos foram realizados em
triplicata.

*  Microrganismo Indicador

Foi utilizada como microrganismo indicador a
cepa padrdo de Streptococcus mutans (ATCC
25175), mantida como cultura pura no Laboratério
de Microbiologia da UNIVAP.

e Determinacgéo da
Minima Inibit6ria (CIM)
Para determinacdo da CIM utilizou-se a
técnica do pogco (SALVADOR et al., 2004;
NCCLS, 2003) empregando-se meios de cultura
Tripsina de Soja (TSB) produzidas pela DIFCO®.
Em placas de petri de vidro com 15cm de
diametro, colocou-se 1mL do inéculo (0,5 da
escala de Mc Farland, correspondendo a
3x10°UFC/mL), preparado em solucéo fisioldgica
a 0,9% a partir de cultura fresca da cepa
indicadora (24h a 37°C), e em seguida colocou-
se 0 meio agar Tripsina de soja a cerca de 40 °C.
Apés a geleificacdo do agar, utilizou-se canudos
de plastico estéreis para fazer pogos de 5mm de
didmetro.
Em seguida, pipetou-se 20uL das solucdes
teste e controles nos pocgos. O 6leo essencial foi
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avaliado nas concentracfes de 1/1, 1/2, 1/4, 1/8 e
1/16, tendo como diluente propilenoglicol/agua
destilada esterilizada (5:95, v/v). Como controle
positivo utilizou-se Gluconato de Clorexidina a
0,12% (Periogard®) e como controle negativo o
diluente propilenoglicol/agua destilada esterilizada
(5:95). O tempo de pré-difusdao foi de
aproximadamente 5 horas dentro do fluxo
laminar. Apos a difusdo das solugbes no meio de
cultura, as placas foram incubadas a 37°C por
24/48h. Dado o periodo de incubacéo, a leitura
dos halos formados foi feita e o diametro do halo
de inibicao registrado em milimetros. Procedeu-se
também a determinacdo da Concentracdo
Inibitéria minima (CIM) do 6leo essencial bioativo.
Todos o0s experimentos foram realizados pelo
menos em duplicata.

» Verificacdo da presenca de formacéo
de placa bacteriana

Foram utilizados cerca de 3mL de caldo
sacarosado e juntamente com uma bengala de
vidro esterilizada (superficie sélida). Neste meio
foi preparado o in6culo da cepa padrdo de
Streptococcus mutans - ATCC25175 de acordo
com a turbidez 0,5 da escala de Mac Farland.
Em seguida foi adicionado, separadamente, cerca
de 1mL dos produtos naturais e dos controles nos
tubos de caldos sacarosados. Para o controle
negativo foi adicionado cerca de 1mL de agua
destilada estéril e para o controle positivo cerca
de 1mL de Clorexidina aquosa a 0,2%. Logo apds
a preparacao em duplicata dos tubos, estes foram
incubados em microaerofilia a 37°C por 24 e 48
horas.

e Avaliacdo da Atividade Bactericida
el/ou Bacteriostatica

ApOs o periodo de incubacdo dos caldos
sacarosados, os tubos foram agitados e cerca de
0,15mL foram semeados em placas de &agar
Sangue e incubadas nas mesmas condicfes
acima descritas. Para verificagdo da acéo
bactericida ou bacteriostéatica, apds 24 e 48h de
incubacéo foi avaliada a formacédo ou auséncia de
unidades formadoras de coldénias por mL
(UFC/mL) do caldo sacarosado.

Resultados

Empregando-se  ensaios  microbiolégicos
verificou-se que o O6leo essencial de tomilho
apresentou consideravel atividade frente o S.
mutans (ATCC 25175) com halos de inibicdo que
variaram de 30 a 2 mm respectivamente entre a
maior € menor concentracao avaliado (Tabela 1).
A concentracdo inibitoria minima (CIM) obtida
para este 6leo essencial foi de 1% (100ug/mL).
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TABELA 1- Concentracao inibitéria minima (CIM)
do 6leo essencial de Tomilho.

Microrganismo Diadmetro dos halos de inibigéo

(mm) nas diferentes concentracdes

1.1 1.2 1:4 1.8 1:16 C+
Streptococcus
mutans 30 28 26 4 2 22
(ATCC 25175)

C+: controle positivo (Periogard®)

Como controle  negativo  empregou-se
propilenoglicol/agua deionizada esterilizada (5:95)
para o qual nao observou-se inibicdo do
desenvolvimento microbiano.

Os resultados da caracterizagdo quimica do
oleo bioativo esta apresentada na figura 1, onde
pode-se verificar a presenca de carvacrol, m-
cimeno e a-pimeno como  constituintes
majoritarios.
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e/ou bacteriostatica da formulagéo contendo 6leo

Produtos Avaliacdo Plagueamento
Macroscépica da do caldo
formacao de (Agar sangue)

placa (aderéncia)

Interpretacéo

Formulacédo TM -

> 10° Col6énias Viavel
0,25%

Formulacédo TM -

0 Colbnia Bactericida

1%

Formulacéo - 132 Colbnias Bacteriostatico
Controle -
Branco com

conservante

Formulacdo - > 10° Col6nias Viavel
Controle -
Branco sem

conservante

Controle + >10° Colonias Viavel
negativo -Agua
destilada

esterilizada

Controle - 0 Colbnias Bactericida
positivo -
Clorexidina

0,05%
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FIGURA 1: Constituintes majoritarios do o6leo
essencial de tomilho empregando a cromatografia
gasosa (CG/MS).

Procedeu-se o desenvolvimento de
formulac6es de enxaguatério bucal contendo 6leo
de tomilho a 0,25 (TM 0,25%) e 1% (TM 1%) e
formulagcbes controle com e sem conservante e
sem o0 Oleo de tomilho os quais foram submetidos
a atividade antiplaca e antibacteriana (Tabela 1).

No estudo para verificacdo da formacdo de
placa constatou-se que na presenca das duas
formulagcbées contendo 6leo de tomilho (0,25 e
1%), ndo observou-se macroscopicamente
aderéncia de bactérias as bengalas de vidro
(Figura 2). Estes resultados estdo sendo
confirmados por microscopia eletrdnica de
varredura (MEV).

TABELA 2- Avaliacdo do efeito na formacdo de
placa bacteriana e da atividade antibacteriana

de Tomilho.

FIGURA 2: Avaliagdo do efeito na formacéo de
placa bacteriana da formulacdo contendo 6leo de
Tomilho.

Discussao

O interesse por drogas ndo-convencionais,
como o0s agentes antibacterianos de origem
natural, tém aumentado com o proposito de
combater doencas infecciosas mostrando que
possuem espectro de acdo com eficacia frente a
diferentes agentes microbianos (STEFANELLO et
al., 2008; MARTINEZ et al., 2005).

O ¢leo essencial de T. vulgaris (tomilho) tem
sido usado em fitoterapicos, em cosméticos e em
industrias de alimento. Na medicina ocidental, a
aplicagédo principal esta no tratamento de queixas
digestivas, de problemas respiratérios e na
prevencdo e no tratamento de infeccbes. A
atividade biolégica do produto de tomilho esta
relacionada a seus principais constituintes, timol e
carvacrol. Além disso, dado a presenca de
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substancias fendlicas, significativa atividade
antioxidante tem sido relatada para o 6leo
essencial de tomilho (DAPHEVICIUS et al., 1998).
Martinez et al. (2005), avaliaram a acédo de 6leos
essencial dentre os quais 0 6leo essencial de T.
vulgaris, cujos principais componentes eram
39,7% timol, 30% L-cimeno e 1,7% limoneno,
apresentou ampla atividade antibacteriana sobre
as cepas estudadas com halo médio de inibicao
de 20.1mm.

No presente estudo, observou-se que o
6leo de tomilho exerceu consideravel atividade
antibacteriana obtendo-se CIM de 100ug/mL para
S.mutans. Nas formulacbes preparadas com TM
0,25% observou-se que macroscopicamente nao
houve aderéncia a superficie sodlida e no
plagueamento do caldo verificou-se que o0s
microrganismos estavam integros, porém na
formulagdo TM 1% também nado houve aderéncia
a superficie sdélida, mas verificamos que o nao
houve crescimento dos microrganismos no
plagueamento do caldo, o que indica que nesta
concentracao o produto é bactericida. Ja para as
formulagcées controle (Branco) indicam que o
conservante pode estar agindo como coadjuvante
frente a cepa indicadora estudada, pois mesmo
na auséncia do Oleo essencial de tomilho
(principio ativo) o produto com conservante
reduziu as colénias passando de 100 mil
(formulacdo controle sem conservante) para 132
colénias (formulagédo controle com conservante).
Assim, os resultados mostraram atividade
antiplaca bacteriana para as formulagBes
contendo 6leo essencial de T.vulgaris (tomilho)
frente a S. mutans, que é um agente importante
de doencas da cavidade oral, sendo uma
formulacdo com aplicacdo profilatica e/ou
terapéutica potencial.

Concluséao

Os resultados obtidos comprovam a acéo
antibacteriana do produto tendo como base T.
vulgaris (Tomilho) frente a S. mutans (ATCC
25175). Os constituintes majoritarios detectados
por CG/MS no ¢6leo bioativo sdo carvacrol, m-
cimeno e a-pimeno. Os resultados obtidos
indicam acédo antiplaca das formulacdes (TM 0,25
e TM 1%) contendo 6leo essencial de T. vulgaris
(Tomilho) frente a cepa de S. mutans (ATCC
25175). Verificou-se também que o conservante
utiizado nas formulagBes pode agir como um
coadjuvante, visto que as formula¢des branco
(sem 6leo de tomilho) inibiu macroscopicamente a
aderéncia de bactérias a superficie sélida.
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