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INTRODUGAO

Existe um grande interesse no uso de
plantas medicinais como fonte de agentes

RESUMO

Avaliar in vitro a atividade antibacteriana de antibidticos (AB)
amoxicilina, azitromicina e eritromicina associados aos Oéleos
essenciais de Eucalyptus globulus L. - Eucalipto (OEl), Eugenia
uniflora L. - Pitangueira (OE2) e Mentha piperita - Hortela-Pimenta
(OE3) sobre bactérias envolvidas com infecgdes da cavidade oral. Os
ensaios microbioldgicos, utilizados para determinar a interferéncia
dos 6leos essenciais sobre os antibioticos, foram realizados a partir
da utilizagdo da técnica de difusdo em meio agar, que foi semeado
com as cepas bacterianas: Streptococcus mutans (ATCC 25175) e
Streptococcus mitis (ATCC 903). Foi avaliada a formagao de halos de
inibicdo de crescimento microbiano promovida por discos de papel de
filtro impregnados com amoxicilina — AB1 (10 pg/mL), azitromicina -
AB2 (15 pg/mL) e eritromicina - AB3 (15 pg/mL) isoladamente e
associados as emulsGes dos 6leos essenciais na concentragdo de 320
pL/mL. Considerou-se efeito sinérgico na presencga de halo de inibicdo
de crescimento bacteriano = a 2 mm quando comparado com o halo
de inibicdo formado pela acdo do AB isoladamente, e antagbnico
quando inferior e indiferente quando do mesmo diametro, sempre
comparado em relagdéo ao halo do antibiético isoladamente.
Observou-se antagonismo, quando AB1 foi associado aos dleos e
sinergismo quando associados a AB2 e AB3, com excecdo do OE1,
que exerceu efeito antagdnico sobre AB3 em S. mutans e efeito
indiferente sobre AB2 em S. mitis. Os Oleos essenciais avaliados
interferem na agdo dos antibidticos, seja de forma antagbnica ou
sinérgica, sugerindo a realizagdo de mais estudos acerca da possivel
combinagdo.

PALAVRAS-CHAVE: Oleos Volateis; Agentes Antibacterianos;
Sinergismo Farmacoldgico

ABSTRACT

To evaluate the in vitro antibacterial activity of antibiotics (AB)
amoxicillin, azithromycin and erythromycin associated with essential
oils from Eucalyptus globules L. - Eucalyptus (OE1l), Eugenia uniflora
L. - Pitangueira (EO2) and Mentha piperita - Peppermint (OE3) on
bacteria involved in oral infections. The microbiological trials were
carried out by using the technique of diffusion in agar medium. The
medium was seeded with bacterial strains: Streptococcus mutans
(ATCC 25175) and Streptococcus mitis (ATCC 903). It was evaluated
the formation of halos of microbial growth inhibition promoted by
filter paper disks impregnated with amoxicillin - AB1 (10 pg/mL),
azithromycin - AB2 (15 pg/mL) and erythromycin — AB3 (15 pg/mL)
isolated and associated with the emulsions of essential oils at a
concentration of 320 pL/mL. It was considered synergistic effect in
the presence of zone of bacterial growth inhibition = 2 mm, when
compared with the inhibition zone formed by the action of AB
isolated; antagonistic effect was determined when the zone was less
than 2 mm and indifferent effect when was verified the same
diameter, always compared with the inhibition zone formed by the
action of AB isolated. There was antagonism when AB1 was
associated with the oils and there was synergism when the oils were
associated with AB2 and AB3, excepting OE1, which had antagonistic
effect on AB3 against S. mutans and indifferent effect on AB2 against
S. mitis. The essential oils evaluated interfere with the action of
antibiotics antagonistically or synergistically, suggesting further
studies on the possible combination.

KEYWORDS: Volatile Oils; Anti-Bacterial Agents; Drug Synergism

combatentes de doengas consequentes da
acdo microbiana. Para tanto, estudos
experimentais sao essenciais para confirmar
as possiveis propriedades antibidticas de um
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grande numero destas plantas e de seus
produtos derivados!.

Dentre os constituintes das plantas
medicinais, 0s seus componentes essenciais
bioativos ou oleos volateis, também
conhecidos como 6leos essenciais,
apresentam-se promissores na terapéutica
de doengas infecciosas®. Tais substancias,
geralmente, s3ao agentes que apresentam
atividade antimicrobiana contra um grande
nimero de microrganismos, incluindo
espécies resistentes a antibidticos e
antifingicos®. A abrangéncia da utilizacdo de
Oleos essenciais é vasta e engloba fins
variados, incluindo cuidados em relagdo a
salde bucal. Diversos estudos mostram a
acao antibacteriana exercida por varios
O0leos essenciais ensaiados sobre cepas
bacterianas*>*®.

A crescente procura de novos agentes
antimicrobianos levou a investigacdes para o
efeito antimicrobiano de fitoconstituintes
extraidos de uma série de plantas, muita
das quais foram utilizadas tradicionalmente
por muitos anos’. Tal procura vem sendo
impulsionada, principalmente, devido ao
aparecimento de formas bacterianas
resistentes, decorrente, sobretudo, do uso
indiscriminado dos quimioterapicos,
evidenciando, dessa forma, a necessidade
de introducdo de novos compostos bioativos
no arsenal terapéutico com efeito
antimicrobiano®.

Diante dessa perspectiva, alguns
estudos®®!° propdem a associagdo de
antibidticos sintéticos  com produtos
naturais, incluindo os o0leos essenciais, na
tentativa de ampliar seu espectro de agao e
minimizar os efeitos indesejaveis, ja que tal
associacao possibilita uma diminuicdo na
quantidade (dose) da droga
administradat'*2,

Dessa forma, este estudo objetivou
verificar a interferéncia dos 6leos essenciais
de Eucalyptus globulus L. (eucalipto),
Eugenia wuniflora L (pitanga). e Mentha
piperita (menta) associados a antibidticos
comumente utilizados para tratamento de
infeccGes orais de origem odontogénica ou
ndao, como amoxicilina, azitromicina e
eritromicina, a fim de obter os efeitos
positivos dessa associacao e, por
conseguinte, a formulacdo de novos agentes
terapéuticos com concentragées menores
dos antibidticos.

METODOS

Oleos Essenciais

Alves et al.
Os Odleos essenciais de Eucalyptus
globulus, Eugenia uniflora L. e Mentha
piperita foram obtidos na Ferquima Industria
e Comércio Ltda. (Vargem Grande Paulista,
Sao Paulo, Brasil), e atendem todas as
especificacdes exigidas concernentes ao seu
controle de qualidade conforme laudo
técnico disponibilizado pelo fornecedor
(Quadro 1).

Oleo Lote | Principio Propriedades

1cial Ativo

antiséptico,
antiséptico,
antimicrobiana,
pulmonar,
desinfetante,
expectorante e
sudorifera, tonico
geral

Eucalyptus no Cineol
globulus L. 144

Eugenia no Linalol
unifiora L. 248

adstringente,
analgésica,
antimicrobiana,
depurativa,
digestiva,
estimulante,
refrescante,
refrigerante e
vermifuga

Mentha no
piperita 167

mentol, antiespasmadica,
mentona e antiinflamatoéria,
cineol antimicrobiana,
antitlcera e
antiviral

QUADRO 1: Caracterizagdo dos éleos
esséncias utilizados no estudo.

Microrganismos

Foram utilizadas cepas de Streptococcus
mutans (ATCC 25175) e Streptococcus mitis
(ATCC 903). As suspensodes das cepas testes
foram preparadas em BHI caldo - Brain
Heart Infusion (DIFCO®, Sdo Paulo, SP,
Brasil), as quais foram padronizadas de
acordo com o tubo 0,5 da escala McFarland
correspondendo a concentragao de
aproximadamente 10® Unidades Formadoras
de Colonia - (UFC/mL). Os microrganismos
utilizados no estudo foram disponibilizados
pelo Laboratéorio de Microbiologia Oral,
localizado no Nucleo de Medicina Tropical
(NUMETROP) do Centro de Ciéncias da
Salde da Universidade Federal da Paraiba,
Paraiba, Brasil.

Antibioticos

Amoxicilina (10 pg/mL), azitromicina
(15 pg/mL) e eritromicina (15 pg /ml)
foram selecionados para inclusao no estudo
tomando como base sua ampla utilizagao
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Associagdo de dleos essenciais a antibidticos

para tratamento de infecgdes da cavidade
bucal. O estudo de observacdo de
sensibilidade das cepas bacterianas frente
aos antibidticos foi realizado através da
técnica de difusdo em agar, utilizando discos
de papel de filtro (Sensibiodisc-CECON®),
segundo metodologia descrita por Bauer'?.

Preparacao das solugboes dos oOleos
essenciais

As solugdes dos 6leos essenciais de
Eucalyptus globulus L., Eugenia uniflora L. e
Mentha piperita foram obtidas seguindo
metodologia descrita por Gayoso et al.'4,
onde em tubo de ensaio esterilizado foi
adicionado 1,6 mL do dleo essencial, 0,04
de TWEEN 80 e g.s.p. 5 mL de Aagua
destilada estéril, sendo tal mistura agitada
por cinco minutos utilizando aparelho
Vortex. Este procedimento proporcionou a
preparacdo de emulsGes dos Oleos
essenciais com concentragdo de 320 pL/mL.

Estudo da interferéncia dos Oleos
essenciais sobre o efeito de antibiéticos

Os discos contendo os antibidticos nas
suas respectivas concentragcdes foram
embebidos com 20 pL da concentracdo de
320 pyL/mL do oleo essencial, sendo em
seguida colocados em placas de Petri
estéreis (J.Prolab®) contendo agar sangue
(Tryptic Soy acrescido de 5% de sangue de
carneiro desfibrinado), inoculado com 1 mL
das suspensoes bacterianas, pelo método da
inundacgdo. Apds incubacgdo das placas a 37°
C por 24 horas em microaerofilia, foi
determinada a dimensao do halo de inibigao
de crescimento bacteriano dos dleos
essenciais associados aos antibidticos frente
as cepas bacterianas ensaiadas.

O uso do meio de cultura agar sangue
reside na verificagdo da sua capacidade
hemolitica presente da base nutritiva,
particulamente importante na escolha dos
testes complementares e diferenciais do
género Strepetococcus®®.

Cleeland e Squires'® consideram como
efeito sinérgico a ocorréncia de halo de
inibicdo do crescimento microbiano formado
pela aplicacdo combinada do 6leo essencial
(OE) mais o antibiético (AB) com didametro =
que 2 mm, quando comparado com o halo
de inibicado formado pela acdo do AB
isoladamente. Quando da formacao de halo
de inibicdo decorrente da agdo combinada
AB e OE de menor diametro daquele
desenvolvido pela acao isolada do AB

http://www.ufpe.br/ijd

considerou-se efeito antagbnico e como
efeito indiferente quando da observagao de
halo de inibicdo conseqliente a aplicagao
combinada AB e OE com diametro igual
aquele consequente da aplicacdo isolada do
AB.

Para andlise estatistica descritiva dos
dados, utilizou-se o programa estatistico
GraphPad Prism 5.0. O ensaio foi realizado
em duplicata.

RESULTADOS

Os resultados da agao dos antibiéticos
sobre as cepas bacterianas em estudo sdo
mostrados na Tabela 1. Foi observado que
0S microrganismos S. mutans e S. mitis
apresentaram-se sensiveis a amoxicilina -
AB1 (10 pg/mL), com halos de inibigao de
crescimento bacteriano de 46,5 mm e 41,5
para S. mutans e S. mitis, respectivamente.
Quanto a azitromicina (AB2), também foi
verificada  sensibilidade das bactérias
ensaiadas, sendo encontrados halos de
inibicao de crescimento de,
respectivamente, 21,5 mm e 21 mm para S.
mutans e S. mitis. AB3 apresentou halos de
29 mm e 22 mm para S. mutans e S. mitis,
nessa ordem.

Tabela 1: Diametros dos halos de inibicdo de
crescimento microbiano dos antibidticos
Amoxicilina, Eritromicina e Azitromicina,
utilizados isoladamente, frente a
Streptococcus mutans e Streptococcus mitis
(resultados expressos em milimetros).

Antibioticos
AB1 AB2 AB3

Microrganismos

S .mutans 46,5 21,5 29,0
(ATCC 25175)
S. mitis 41,5 21,0 22,0
(ATCC 903)

28 Int J Dent, Recife, 10(1):26-31, jan./mar.,2011

AB1: Amoxicilina (10 pg/mL)
AB2: Azitromicina (15 pg/mL)
AB3: Eritromicina (15 pg/mL)

No estudo da associacdo dos Odleos
essenciais sobre a acgdo dos antibidticos
frente a S. mutans, verificou-se que os dleos
essenciais de Eucalyptus globulus L. — OE1 e
Mentha piperita - OE3 exerceram efeito
antagonico sobre amoxicilina (10 pg/mL) -
AB1. Enquanto, o 6leo de Eugenia uniflora L.
- OE2 mostrou um efeito indiferente frente
a AB1. Na agdao combinada de AB1 com cada
oleo essencial frente a S. mitis, percebe-se
gue todos os Odleos essenciais exerceram



efeito antagonico. Esses resultados
evidenciam que o antibidtico amoxicilina
quando associado aos Oleos essenciais em
estudo, podem ter seu efeito antibacteriano
semelhante a sua forma isolada ou, em
grande parte, sua atividade antibacteriana
reduzida (Tabela 2).

Tabela 2: Acdo combinada dos Odleos
essenciais de Eucalyptus globulus L.,
Eugenia uniflora L. e Mentha piperita aos
antibidticos amoxicilina, azitromicina e
eritromicina. Observar interferéncia exercida
por cada oleo, entendendo-se como: 1
efeito sinérgico; |: efeito antagOnico; *
efeito indiferente.

Microrganismos

S. mutans S. mitis

Associagao

(AB + OE)

AB1 + OE1 44,5 | 40,5 |

AB1 + OE2 46,5 * 36,0 |

AB1 + OE3 44,5 | 22,5

AB2 + OE1 30,0 1 21,0 *

AB2 + OE2 32,0 1 23,0 1

AB2 + OE3 27,0 1 25,0 1

AB3 + OE1 22,5 24,0 1

AB3 + OE2 36,0 1 33,0 1

AB3 + OE3 38,0 1 46,0 1
AB1l: Amoxicilina (10  pg/mL)
OE1l: Eucalyptus globulus L. (Eucalipto)
AB2:  Azitromicina (15 pg/mL)
OE2: Eugenia uniflora L. (Pitangueira)
AB3: Eritromicina (15 pg/mL)

OE3: Mentha piperita (Hortela-pimenta)
Com relacdo a associagdo ao antibidtico
azitromicina (15 pg/mL) - AB2, a Tabela 2
mostra que Oleos essenciais exerceram um
efeito positivo sobre a agdo de AB2 em
ambas as espécies bacterianas,
estabelecendo efeito sinérgico em quase
todas as combinacbes do quimioterapico
com o produto natural, com excecao de OE1
(Eucalyptus globulus L.) que exerceu efeito
indiferente sobre AB2 frente a S. mitis.

A Tabela 2 demonstra a agcao ampliada
gue os Oleos essenciais exerceram sobre o
antibiodtico eritromicina (15 pg/mL) - AB3,
tendo apenas OE1l (Eucalyptus globulus L.)
exercido efeito antagdnico sobre AB3 em S.
mutans. Uma énfase deve ser dada a acdo
combinada do OE3 (Mentha piperita) com
AB3, indicando halos de inibicdo bastante

Alves et al.
expressivos, com diametros em torno de 38
mm para S. mutans e 46 mm para S. mitis.

DISCUSSAO

A utilizacdo de plantas medicinais de
forma apropriada vem ao encontro das
proposicdes da Organizagao Mundial de
Saude (OMS), que tem incentivado a
valorizagdo das terapias tradicionais, sendo
estas reconhecidas como recurso
terapéutico muito Uutil nos programas de
atencdo primaria a saude, podendo atender
muitas das demandas de salde da
populagdo?’.

Os oleos essenciais utilizados no estudo,
Eucalyptus globulus L., Eugenia uniflora L. e
Mentha piperita, encontram-se entre as 71
plantas medicinais lancadas na lista do
Ministério da Saude em fevereiro de 20098,
Destaca-se que estas plantas descritas no
referido documento poderdo ser utilizadas
Como  recurso terapéutico pelo Sistema
Unico de Saude (SUS), e devem ser
exploradas em estudos e pesquisas que
visem determinar sua eficacia clinica,
justificando, assim a escolha das mesmas
para realizacao deste estudo.

Ressalta-se que o0s microrganismos
utilizados nesse estudo, S. mutans e S.
mitis, estdo, normalmente, relacionados a
infeccbes odontogénicas, incluindo lesdes de
carie dentaria e infecgdes intra-radiculares
primarias, seja aguda ou cronica, tendo em
vista a habilidade desses microrganismos
em se alojar nos tubulos
dentinarios!920:21:22,

Neste estudo, o Oleo essencial de
Eucalyptus globulus L. mostrou alguma
atividade sinérgica quando associado a
azitromicina em S. mutans e eritomicina em
S. mitis. Pesquisas demonstram que o dleo
essencial de Eucalyptus globulus L. tem
atividade anti-séptica maior do que o seu
principal constituinte ativo isolado, o cineol
ou eucaliptol (representando 80% da
composicdo). Assim, um Oleo essencial
apresenta uma composigao complexa,
algumas vezes, de centenas de diferentes
compostos quimicos, onde eles apresentam
acao sinérgica ou complementar entre si,
modalizando sua atividade®.

Nas associacdes com o 6leo essencial de
Eugenia uniflora L., acbes sinérgicas
importantes foram observadas quando da
associacao com azitromicina e eritromicina.
Ogunwande et al.? em seu estudo relatam
que os Oleos esséncias obtidos a partir das
folhas e frutos de FEugenia uniflora L.
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Associagdo de dleos essenciais a antibidticos
possuem consideraveis atividades
antibacteriana e citotéxica.

Efeito sinérgico relevante foi obtido com
o Oleo essencial de Mentha Piperita, visto
gue a associagdo deste d6leo obteve grande
efeito potencializador, chegando a duplicar o
halo de inibicdo quando comparado ao do
antibidtico isoladamente. Imai® e Matos?!
também relatam expressiva atividade
antibacteriana do 6leo essencial da Mentha
piperita, descrevendo tal espécie vegetal
como produtora de dleo essencial rico em
mentol, mentona e mentofurano, sendo
estes compostos mais abundantes nas
folhas, fato de grande importancia
econOdmica na industria farmacéutica.

Amoxicilina mostrou-se o antibidtico
com os maiores halos de inibicdo de
crescimento bacteriano quando utilizado
isoladamente, ao passo que teve seu efeito
antagonizado, ou seja, reduzido, quando
associado aos 6leos essenciais. J& os outros
antibidticos, azitromicina e eritromicina,
tiveram efeitos consideraveis em seu uso
isolado, porém com halos de inibicdo
menores do que o0s exercidos pela
amoxicilina sobre os microrganismos. Efeito
antibacteriano satisfatorio de azitromicina e
eritromicina foi alcangado, em sua maioria,
pela associacdo com os 6leos esséncias.

De uma forma geral, a caracteristica da
interferéncia exercida pelo o6leo essencial
sobre a acdo dos antibidticos variou de
acordo com o tipo do antibidtico, tipo do
6leo essencial testado em associacgdo, e tipo
de cepa bacteriana ensaiada.

A escolha dos antibidticos sintéticos
ocorreu em funcdao de sua ampla utilizacdo
para tratamento de infecgdes orais, sendo,
na maioria dos casos, utilizados como opcdo
terapéutica de primeira escolha. Porém,
deve-se reconhecer que os 6leos essenciais
obtidos a partir de plantas sao considerados
fontes promissoras para elaboracao de
farmacos utilizados no tratamento de
infeccdes orais, mesmo considerando que os
microrganismos  envolvidos  apresentam
sensibilidade aos antimicrobianos sintéticos
comerciais®!.

Pode-se apontar como limitagdes deste
estudo o] restrito numero de
microrganismos, mesmo considerando que
0os mesmos estdo envolvidos com a maioria
das infeccbes odontogénicas e nao
odontogénicas da cavidade bucal, além das
dificuldades que os Odleos essenciais
apresentam para se difundirem no meio de
cultura sélido, etapa fundamental, que
possibilita o contato direto entre o produto e

http://www.ufpe.br/ijd
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as células bacterianas, promovendo a
inibicdo do crescimento microbiano ou morte
celular. Tais dificuldades sao colocadas em
fungdo de caracteristicas quimicas inerentes
ao oOleo (volatilidade e insolubilidade em
agua) e ao meio de cultura (constituicao
hidrofilica)>*%.

Destaca-se a escassez de estudos
referentes a associacdo especifica de
antibioticos a dleos essenciais frente a
bactérias envolvidas com infeccbes orais,
indicando a necessidade de realizagdo de
outros ensaios microbioldgicos pré-clinicos,
como teste de associagdo em meio de
cultura liquido, determinagao da cinética de
morte microbiana, além da elucidagdao de
mecanismos de acdo envolvidos com a
inibicdo de crescimento e/ou morte
microbiana. Tais ensaios embasardo, ainda,
a realizacdo de estudos experimentais para
determinacdao de efeitos toxicoldgicos e
clinicos.

Todos os efeitos exercidos pelos dleos
essenciais aos antibidticos em estudo
merecem atencdo. Pois, de acordo com
Oliveira et al.?, 4leos essenciais apresentam
capacidade de interferir sobre a atividade
antibacteriana dos antibidticos sintéticos,
seja através de um efeito antagbnico ou
sinérgico. Assim, o uso concomitante de
produtos naturais e medicamentos
convencionais merece uma maior atencgao,
visto ocorrer a possibilidade de atuar no
tratamento de doencas de etiologia
bacteriana.

CONCLUSAO

Baseando-se nos resultados obtidos,
conclui-se que os d6leos essenciais avaliados
interferem na atividade dos antibiéticos, em
maior ou menor grau.

Os dleos essenciais analisados
mostraram efeito inibitério sobre alguns dos
antibidticos. Visto posto, uma atencdo
especial deve ser dada a tais associagoes,
por uma possivel interferéncia de
substancias contidas nas plantas medicinais
exercerem frente a antibidticos de uso
comum na clinica odontolégica. Por outro
lado, o Oleo essencial Mentha piperita
associado ao antibidtico eritorimicina,
mostrou efeito sinérgico bastante relevante,
sugerindo a realizagdo de mais estudos
acerca da possivel combinagdo.
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