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RESUMO

O surgimento de cepas multirresistentes a antibidticos tem motivado a busca de novas
formulagGes com atividade antimicrobiana, especialmente aquelas oriundas de plantas
medicinais. A Salvia officinalis L. € uma planta medicinal que desperta interesse cientifico
por estar associada a multiplos efeitos terapéuticos. O presente estudo avaliou o potencial
antimicrobiano in vitro da Salvia officinalis L. frente a patdgenos orais. O potencial
antimicrobiano do extrato etandlico da folha da Salvia officinalis L foi avaliado por meio da
microdiluicdo em caldo, com determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracdo Bactericida/Fungicida Minima (CBM/CFM), frente espécies de Streptococcus
(S. mutans, S. mitis, S. oralis, S. salivarius, S. sanguis) e de Candida (C. albicans, C.
glabrata, C. guillermond, C. krusei e C. tropicalis). O extrato apresentou moderado potencial
antifangico frente as cepas de Candida sp (CIM = 1 mg/mL). Para as cepas de Streptococcus
sp o potencial antimicrobiano foi de forte a moderado, cuja CIM variou de 0,25 a 1 mg/mL (S.
oralis: 1 mg/mL, S. salivarius: 0,5 mg/mL, e S. mutans, S. mitis e S. sanguis: 0,25 mg/mL). A
Salvia officinalis L. possui potencial antimicrobiano frente espécies de Candida e
Streptococcus encontrados na cavidade bucal, o que pode sinalizar o desenvolvimento de uma
nova formulagdo com atividade antimicrobiana de uso odontolégico.

Palavras-Chave: Plantas medicinais. Salvia officinalis L. Produtos com acdo
antimicrobiana.



ABSTRACT

The emergence of multidrug-resistant strains to antibiotics has motivated the search for new
formulations with antimicrobial activity, especially those originating from medicinal plants.
Salvia officinalis L. is a medicinal plant that arouses scientific interest because it is associated
with multiple therapeutic effects. The present study evaluated the in vitro antimicrobial
activity of Salvia officinalis L. against oral pathogens. The antimicrobial activity of ethanolic
leaf extract of Salvia officinalis L was evaluated by microdilution, with determination of
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and bactericidal concentration / Fungicide
Minimum (CBM / CFM), front Streptococcus species (S. mutans, S. mitis, S. oralis, S.
salivarius, S. sanguis) and Candida (C. albicans, C. glabrata, C. guillermond, C. krusei and
C. tropicalis). The extract showed moderate antifungal potential against the strains of
Candida species (MIC = 1 mg / mL). For Streptococcus sp antimicrobial potential was
moderate to strong whose MIC ranged, 0.25 to 1 mg / ml (S. oralis 1 mg / ml S. salivarius:
0.5 mg/ mL, and S . mutans, S. mitis and S. sanguis: 0.25 mg / mL). Salvia officinalis L. has
antimicrobial potential against Candida species and Streptococcus found in the oral cavity,
which may signal the development of a new formulation with antimicrobial activity for dental
use.

Keywords: Medicinal Plants. Salvia officinalis L. Products with antimicrobial action.



SUMARIO

LINTRODUGAO ..ottt n s 09
2 MATERIAIS E METODOS .......ooiieieeeece ettt es s sesae s see st nasnen s, 11
2.1 LOCALIZACAQO DO ESTUDO .....ooveeieeeeseeteeiesee s sesisss e sesasss s, 11
2.2 MATERIAL VEGETAL ..ottt ettt et 11
2.3 OBTENCAO DO EXTRATO ..ot teete s eses st esas s snass s s, 11
2.4 CARACTERIZACAO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO..........ccoovvvrirrrrennen, 11
2.4.1 MICIOIQANISIMOS. ...c.vveveeieiteesteeteeee e e te et e sreesteeseeste e teaseessaesaeaneesseesseenaeaneesraenseeneens 11
2.4.2 MEIOS U8 CUITUIA ... .ot bbbt 12
2.4.3 PreparaGao d INOCUIO .........couveiiiiieiiece et e 12
2.4.4 Determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) pelo Método da
ol T L U] o= T ISP SSOSRPSN 12
2.4.5 Leitura dos resultados da CIM ... 13
2.4.6 Determinacdo da Concentracdo Bactericida (CBM) e Fungicida Minima (CFM) ..13
B RESULTADOS ...ttt ettt bttt et st st e e seebe st e s e besbe s enearentens 14
B DISCUSSAD ...ttt 15
5 CONCLUSAO. ...ttt 18

REFERENCIAS ..o oo e e et e e et e et e e s et ee et e et e e s et e e s e e et e es e er e eenann 19



1 INTRODUCAO

A carie dental, a doenca periodontal e a candidose sao patologias bucais, relativamente
comuns, associadas a formacdo de biofilme oral, constituido por bactérias e leveduras
(SILVA et al. 2012). Um agente antibiofilme deve reduzir a formacao do biofilme dental, ser
indcuo aos tecidos bucais, ndo manchar os dentes, ndo alterar o paladar e ndo favorecer o
surgimento de resisténcia bacteriana (MELO et al., 2006). No entanto, ndo ha nenhum
produto com estas condi¢bes disponivel no mercado. Diante deste contexto, existe a
necessidade de pesquisas e desenvolvimento de produtos alternativos para o controle do
biofilme dental que sejam efetivos, provocando menos efeitos adversos e que contribuam no
controle do biofilme (ROCHA et al., 2013a).

O surgimento de resisténcia microbiana por parte de alguns causadores dessas
afeccGes bucais tem aumentando nos altimos anos, estabelecendo a necessidade de
desenvolvimento de novas formas terapéuticas e estratégias antimicrobianas (KUREK et al.
2012). Nesta perspectiva, surge o interesse da comunidade cientifica pela fitoterapia. As
plantas medicinais apresentam potenciais terapéuticos e econémicos, visados pela industria
farmacéutica, que tem buscado o desenvolvimento de novos medicamentos, com mais eficécia
e menos efeitos indesejaveis do que os farmacos ja existentes (ROCHA et al. 2013b). Assim,
a investigacdo quimica de grande parte das plantas medicinais utilizadas pela populacdo com
supostas propriedades medicinais tem gerado a descoberta de compostos isolados, cujo
potencial biologico tem sido valorizado na préatica da medicina moderna (SILVA et al. 2012).

A utilizagdo da fitoterapia € marcante tanto na medicina como na odontologia
(MOLINA et al. 2008), onde observa-se 0 surgimento de produtos odontoldgicos contendo
substancias naturais com maior atividade terapéutica, menor toxicidade e melhor
biocompatibilidade (LACERDA, 2011).

Dentre as plantas medicinais disponiveis, destaca-se a Salvia officinalis L. em funcéo
das suas propriedades bioldgicas, como antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatoria
analgeésica, antipirética, hemostatica, hipoglicemiante e antitumoral, associadas aos diferentes
compostos quimicos presentes na planta (SHAHNEH et al., 2013), incluindo diterpenos,
triterpenos, flavonoides (BADIEE, NASIRZADEH, MOTAFFAF, 2012) e &cidos fenolicos
(KONTOGIANNI et al., 2013).

A Salvia officinalis L. pertencente a familia das Laminaceas, é originaria da regido
mediterranea oriental e cultivada em varios paises de clima temperado e com muita luz. No

Brasil, € conhecida popularmente como salvia, salva-das-boticas, erva-santa ou salvamansa
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(GARCIA et al. 2012) e embora nédo seja originalmente brasileira, possui boa adaptacdo no
pais principalmente na regido Sul (MOSSI et al. 2011).

Constitui uma das espécies vegetais mais empregadas na medicina tradicional para o
tratamento de doencas bucais, podendo ser considerada uma fonte promissora para o
desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos para aplicagdo na Odontologia
(OLIVEIRA et al., 2007). Apesar do seu emprego ser bastante difundido e sua caracterizacdo
quimica e atividade antimicrobiana documentadas em alguns trabalhos (HORIUCHI et al.
2007; PIEROZAN, PAULETTI, ROTA, 2009; MOSSI et al. 2011; ALIZADEH,
SHAABANI, 2012; KONTOGIANNI et al. 2013; PORTE, GODOY, MAIA-PORTE, 2013),
ainda hé a necessidade de estudos cientificos que comprovem o uso desta planta sobre tais
afeccdes orais (OLIVEIRA et al., 2007). Diante desta premissa, este trabalho objetivou

avaliar in vitro o potencial antimicrobiano da Salvia officinalis L. frente a patdgenos orais.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 LOCALIZACAO DO ESTUDO

O estudo foi realizado no Laboratério de Desenvolvimento e Ensaios de
Medicamentos (LABDEM) da Universidade Estadual da Paraiba.

2.2 MATERIAL VEGETAL

A planta foi obtida dessecada da empresa Casa Cariri LTDA, especializada na venda
de produtos naturais, localizada na cidade de Uberlandia, estado de Minas Gerais.

2.3 OBTENCAO DO EXTRATO

O extrato etanolico das folhas secas e moidas da Salvia officinalis L. foi obtido pelo
processo de maceracgdo, por 48 horas em temperatura ambiente, utilizando-se a proporcao de
10 g da planta para 75 mL do solvente (&lcool 96%). A mistura resultante foi filtrada e os
residuos imersos, por mais duas vezes, em mais 75 mL de &lcool 96%. As trés fases liquidas
finais foram concentradas em evaporador rotativo a pressdo reduzida, sob temperatura de
50°C. Para os testes de suscetibilidade microbiana, o extrato foi diluido em alcool a 40%,
numa concentracdo de 8 mg/mL. O produto final foi mantido em refrigerador e protegido da

luz.

2.4 CARACTERIZACAO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO

2.4.1 Microrganismos

Os microrganismos foram selecionados considerando a composigdo microbiana dos
biofilmes orais, relacionados a céarie e a candidose. Sendo eles: Streptococcus mutans ATCC
25175, Streptococcus mitis ATCC 903, Streptococcus oralis ATCC 10557, Streptococcus
salivarius ATCC 7073, Streptococcus sanguis ATCC 10557, Candida albicans ATCC 18804,
Candida glabrata ATCC 2001, Candida guillermond ATCC 6260, Candida krusei ATCC
34135 e Candida tropicalis ATCC 13803.
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2.4.2 Meios de cultura

Para manutencao das bactérias foi utilizado o meio de cultura Brain Heart Infusion
Agar (BHI Agar) (Himedia®) e para as leveduras o Agar Sabouraud Dextrose (Himedia®).
Para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foram utilizados os meios BHI
caldo (Himedia®) para as bactérias e o Sabouraud Dextrose caldo (Himedia®) para as

leveduras.

2.4.3 Preparagéo de indculo

O preparo dos inoculos para os testes de suscetibilidade foi realizado através do
método de microdilui¢do, seguindo as recomendac¢des do protocolo M0O7-A8 para bactérias
(CLSI, 2009) e o protocolo M27-A3 para leveduras (CLSI, 2008).

Culturas de bactérias foram preparadas no periodo entre 18 e 24 horas e adicionadas
em solucdo salina estéril (5 mL), ajustando-se sua absorbancia entre 0,08 a 0,10 a 625 nm,
para obter uma concentracéo equivalente a 1,5 x 108 UFC/mL. A partir desta solucdo, foram
realizadas diluicdes seriadas obtendo-se, ao final, uma concentracéo de 1,5 x 10° UFC/mL,
sendo, desta Gltima solugdo, 8 mL adicionado em 4 mL de meio BHI caldo, estabelecendo-se
uma concentracdo de 1 x 10° UFC/mL. Nos pocos da microplaca inoculados, a solugdo
resultou em uma concentracéo do indculo de 5 x 10°> UFC/mL.

Culturas de leveduras de 24 horas foram preparadas e adicionadas em solu¢édo salina
estéril (5 mL), ajustando-se sua absorbancia entre 0,08 a 0,10 a 525 nm, originando uma
concentracdo equivalente a 5,0 x 10° UFC/mL. A partir disso, foram realizadas diluicdes
seriadas obtendo-se, ao final da mesma, uma concentracéo de 5,0 x 10* UFC/mL, sendo, desta
ultima solucdo, 1 mL adicionado em 9 mL de meio de cultura Sabouraud Dextrose caldo,
estabelecendo-se uma concentracdo de 5 x 10° UFC/mL. Nos pocos da microplaca
inoculados, a solucéo final resultou em uma concentracéo de 2,5 x 10° UFC/mL.

2.4.4 Determinacdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) pelo Método da Microdiluicéo

Em uma microplaca esterilizada de 96 pocos (8 linhas A-H / 12 colunas) foram
depositados 100 puL do meio de cultura. Em seguida, acrescentou-se 100 pL do extrato (8
mg/mL) no primeiro pogo de cada coluna, sendo realizada as diluiges seriadas, com

transferéncia de 100 puL do contetido do primeiro pogo para o seguinte, obtendo-se diluigdes
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nas concentracGes entre 0,01562 e 2 mg/mL do extrato. Os 100 pL finais foram desprezados.
Posteriormente, 100 pL. do in6culo do microrganismo a ser avaliado, de crescimento recente,
foram adicionados. Os ensaios foram realizados em triplicata. As placas foram incubadas por
24 horas a 37°C em atmosfera aerébia ou microaerofilia, dependendo da exigéncia do
microrganismo (CLSI 2008, 2009). Foram incluidos nos testes a clorexidina a 2% (FGM®) e
a nistatina 4 mg/mL (Legrand®) como controle para comparacgdo da atividade antimicrobiana
do material vegetal testado. Para verificar o controle do crescimento do microrganismo e a
esterilidade do meio de cultura, bem como, dos materiais vegetais testados, 0s mesmos foram

colocados de forma individualizada nos pogos das microplacas.

2.4.5 Leitura dos resultados da CIM

Apo6s o periodo de incubagdo, foram adicionados 10 uL da solucdo do corante
resazurina 0,01% (Sigma-Aldrich®) em cada poco. Este corante é capaz de distinguir as
amostras de microorganismos com atividade respiratéria, através da coloracdo vermelha,
daquelas sem atividade, coradas de azul. A CIM foi definida como a menor concentracdo do
extrato que inibiu o crescimento microbiano visivel, utilizando o corante resazurina.(CLSI,
2009).

2.4.6 Determinacdo da Concentracdo Bactericida (CBM) e Fungicida Minima (CFM)

Para determinar a atividade bactericida ou fungicida, uma aliquota de 50 puL de cada
poco, correspondente a CIM e anteriores a este, foram subcultivadas em meio BHI Agar
(bactérias) e Agar Sabouraud Dextrose (levedura), e incubadas a 37°C por 24 horas. As
CBM/CFM foram definidas como a menor concentra¢do que inibiu crescimento visivel no

meio utilizado.
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3 RESULTADOS

Os resultados da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentragdo
Bactericida Minima (CBM)/Concentra¢gdo Fungicida Minima (CFM) do extrato etandlico da

folha da Salvia officinalis L. encontram-se nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

Tabela 1. Concentracdo Inibitéria Minima e Concentracdo Bactericida Minima do extrato

etanolico da Salvia officinalis L. contra espécies de Streptococcus.

BACTERIAS Salvia officinalis L.
CIM (mg/mL) CBM (mg/mL)

Streptococcus mutans 0,25 1,0
ATCC 25175

Streptococcus mitis 0,25 1,0

ATCC 903

Streptococcus sanguis 0,25 >2
ATCC 10557

Streptococcus salivarius 0,5 1,0
ATCC 7073

Streptococcus oralis 1,0 2,0
ATCC 10557

Tabela 2. Concentracdo Inibitéria Minima e Concentracdo Fungicida Minima do extrato

etanolico da Salvia officinalis L. contra espécies de Candida.

LEVEDURAS Salvia officinalis L.
CIM (mg/mL) CFM (mg/mL)

Candida albicans 1,0 2,0
ATCC 18804

Candida glabrata 1,0 1,0
ATCC 2001

Candida guillermond 1,0 2,0
ATCC 6260

Candida krusei 1,0 2,0
ATCC 34135

Candida tropicalis 1,0 1,0

ATCC 13803




15

4 DISCUSSAO

O potencial antimicrobiano da Salvia officinalis L. foi anteriormente avaliado contra
algumas espécies de bactérias e leveduras, com resultados positivos principalmente sobre
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans, Escherichia coli e
Candida albicans (HORIUCHI et al., 2007; PIEROZAN, PAULETTI, ROTA, CX2009;
KHALIL, LI, 2011; ALIZADEH, SHAABANI, 2012; GARCIA et al., 2012; MOREIRA et
al., 2013; SOOKTO et al., 2013).

Este estudo identificou potencial antimicrobiano do extrato da Salvia officinalis L.
frente as espécies testadas do género Streptococcus, apresentando forte (S. mutans, S. mitis, S.
sanguis: CIM=0,25mg/mL) e moderada (S. salivarius: CIM=0,5mg/mL; S. oralis: CIM=1
mg/mL) atividade antibacteriana (ALIGIANNIS et al., 2001). Resultados similares foram
encontrados por Moreira et al. (2013), que através da técnica da microdiluicdo em caldo,
verificaram que o extrato bruto da folha da Salvia officinalis L. e sua fracdo diterpeno-manool
apresentam forte atividade antibacteriana, principalmente sobre o S. mutans, com CIM entre
0,00624 e 0,03136 mg/mL.

Sabe-se que o biofilme dental é constituido por uma variedade de comunidades
microbioldgicas contidas numa matriz de polimeros de origem salivar e bacteriana, formada
particularmente por Streptococcus orais (VIEIRA et al., 2014). O Streptococcus mutans é a
espécie mais relacionada ao desenvolvimento da carie, em funcdo da sua capacidade de aderir
a superficie dentaria, produzir acidos a partir da fermentacdo de carboidratos, propiciando a
desmineralizacdo do esmalte dentario (NOGUEIRA et al., 2007; BABPOUR, ANGAIJI,
ANGAIJI, 2009).

Destacam-se, também, os resultados encontrados para as demais espécies de
Streptococcus. Apesar do S. mutans ser a bactéria chave no processo da cérie dentaria, 0
biofilme oral € inicialmente colonizado por outras espécies, como Streptococcus mitis,
Streptococcus sanguis, Streptococcus oralis, Streptococcus salivarius, Streptococcus sobrinus
e Lactobacillus casei, sendo fundamentais neste processo de patogenicidade, que provoca
danos aos tecidos dentarios e gengival (PEREIRA et al., 2006).

Por ser uma associacdo organizada, proliferante, enzimaticamente ativa e com
capacidade de aderéncia a superficie dos dentes, podendo gerar alteracbes patologicas na
cavidade bucal, o biofilme deve ser desorganizado da forma mais rapida e eficiente possivel,
podendo-se associar as medidas de remo¢do mecénica, os métodos de controle quimico do
biofilme dental (PEREIRA et al., 2006).
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Dentre 0s agentes quimicos disponiveis no mercado para a prevencdo de doencas
relacionadas ao biofilme dental, destaca-se a clorexidina, considerada um antisséptico de
amplo espectro. Atua sobre fungos e bactérias gram-positivas e gram-negativas (DINIZ et al.,
2010) e possui boa eficacia na remocéao do biofilme cariogénico (LAWRENCE et al., 2008).
Por outro lado, esta substancia apresenta limitagbes como alteragdes do paladar, manchas nos
dentes e desequilibrio da microbiota oral (ROCHA et al., 2013a) e embora apresente grande
eficacia sobre os microrganismos, alguns ja apresentam resisténcia (MARINHO; ARAUJO,
2007). O extrato da Salvia officinalis L. apresentou perfil bacteriostatico, com inibicdo do
crescimento do microrganismo sem causar sua morte, o que pode ser positivo, se for
considerado o desequilibrio da microbiota oral produzido por substancias bactericidas.

Também foi observado neste estudo um moderado potencial antifungico frente as
espécies do género Candida (CIM=1 mg/mL) (ALIGIANNIS et al., 2001). A Salvia
officinalis L. apresentou perfil fungistatico, com valores de CFM, entre 1-2 mg/mL, inibindo
o crescimento visivel das leveduras.

Estas espécies de Candida estdo envolvidas na etiologia da candidose oral, uma
doenca oportunista que acomete mais comumente individuos imunocomprometidos, sendo a
Candida albicans a espécie mais associada & infeccio (CORREA, ANDRADE, 2006; TEN-
CATE et al., 2009). A droga de escolha inicial para o tratamento da candidose é a nistatina e
caso a terapéutica tdpica ndo seja efetiva, é indicado o tratamento sisttémico, onde o
fluconazol é a droga mais prescrita (PAIVA et al., 2009).

Apesar de amplamente utilizada, surgem relatos de resisténcia de algumas espécies de
Candida a nistatina. Perez et al (2011) verificaram a auséncia de atividade antifungica da
nistatina sobre cepa padrdo de C. albicans, através da difusdo em meio sélido, sugerindo
resisténcia dessa cepa ao controle positivo do estudo. Cavalcanti et al (2009) ao avaliar a
atividade antifungica de antissepticos bucais sobre cepas de Candida, verificaram a auséncia
de atividade antiflngica da nistatina sobre C. krusei.

Considerando o potencial antifungico apresentado pelo extrato da Salvia officinalis L.,
destaca-se a necessidade de desenvolvimento de produtos alternativos para o controle da
candidose oral (PEREZ et al., 2011) que ndo cause resisténcia. O registro de infeccdes
causadas pela Candida tem exibido uma crescente resisténcia aos antifingicos, levando a
falhas no tratamento e a infecges reicidivantes (LIMA, 2014).

Badiee, Nasirzadeh e Motaffaf (2012), através do método de microdiluicdo em caldo,
observaram a atividade do 0Oleo essencial da Salvia officinalis L sobre cepas padrdo de C.

albicans, C. parapsilosis, C. krusei e cepas clinicas de C. albicans e C. glabrata, com CIM
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igual a 0.0156, 0.0039, 0.0313, 0.0313 e 0.0019 mg/ml, respectivamente. Com esses
resultados, os autores apontaram a sélvia como alternativa natural no controle de algumas
doencas fungicas importantes. Sookto et al (2013) também avaliaram a atividade do 6leo
essencial da Salvia officinalis L. sobre C. albicans e observaram a formacdo de halos de
inibicdo de 19,5 a 40,5 mm e MIC de 2,780 g/L, confirmando a atividade antifingica contra a
levedura.

Garcia et al (2012), por sua vez, através do método de disco difusdo, analisaram o
potencial antimicrobiano do extrato da Salvia officinalis L. e verificaram que 0 mesmo nao
exibiu efetividade contra Candida albicans e Candida tropicalis, diferindo dos achados deste
trabalho, que apresentou atividade antiflngica sobre todas as cepas de Candida testadas. Esta
diferenca de resultados pode ser atribuida a diferentes fatores, relacionados a planta, ao
microrganismo, ao método utilizado, entre outros. Um importante fator a ser considerado
quando se realiza pesquisa envolvendo plantas medicinais sao as condi¢cbes ambientais, como
sazonalidade, clima, tipo de solo e temperatura do ar. A producdo de metabdlitos secundarios
pela planta ocorre em funcdo da interacdo da planta com o ambiente em resposta a fatores
quimicos e bioldgicos (LUBIAN et al., 2010).

Os resultados deste estudo sdo promissores, no entanto, novos estudos sobre a
comprovacao cientifica da eficacia desta planta para problemas bucais sdo necessarios até a
sua utilizacdo na clinica odontoldgica. Os resultados encontrados em teste in vitro podem néo
corresponder aos comportamentos reais dos produtos testados in vivo, uma vez que 0S

mesmos nao estdo expostos as mesmas condi¢Oes da cavidade oral (ALVES et al., 2010).
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5 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo mostram que o extrato etandlico da Salvia officinalis L.
apresenta forte atividade antibacteriana sobre bactérias do género Streptococcus,
principalmente o S. mutans, intimamente relacionado a etiologia da carie, além de moderada
atividade antifangica frente a espécies de Candida. Estes achados reforcam a importancia das
indicacBes terapéuticas das plantas medicinais como método alternativo e sugerem a
realizacdo dos métodos pré-clinicos, a fim de definir o mecanismo de acéo e sua possivel

eficacia no controle do biofilme oral.
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