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RESUMO
Avaliar in vitro a atividade antibacteriana de extratos hidroalcoólicos obtidos a partir das folhas da Eugenia uniflora L. (Pitangueira), da casca do caule da Persea americana Mill. (Abacateiro), e das cascas dos frutos do Citrus limon L. (Limoeiro) e Sicana odorífera L. (Cruá) frente a Lactobacillus casei (ATCC 7469). A atividade antibacteriana foi determinada a partir da Concentração Inibitória Mínima (CIM) de crescimento bacteriano. Os extratos foram testados por meio do método de difusão em ágar sangue, pela técnica dos poços. Não houve formação de halos de inibição de crescimento do microrganismo avaliado para o extrato do Citrus limon L. e Sicana odorifera L.. Porém, observou-se atividade antibacteriana para Eugenia uniflora L., sendo verificada CIM de 6,25mg/mL. O extrato da Persea americana L. apresentou CIM de 25mg/mL. Diante dos resultados expostos, pode-se concluir que, dentre os produtos naturais avaliados, apenas a Eugenia uniflora L e Persea americana L apresentaram atividade antibacteriana sobre o Lactobacillus casei.
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ABSTRACT

It was aimed to evaluate, in vitro, the antibacterial activity of hydroalcoholics extracts obtained from the leaves of Eugenia uniflora L. (Pitangueira), the peel of the stem of Persea Americana Mill. (Abacateiro), and the peel of the fruits of Citrus limon L. (Limoeiro) and Sicana odorífera L. (Cruá) against Lactobacillus casei (ATCC 7469). The antibacterial action was determined by the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of bacterial growth. Hydroalcoholics extracts were tested by the diffusion method using blood agar, through wells technique. There was no formation of halos of inhibition of the bacterial growth for Citrus limon L. and Sicana odorifera hydroalcoholics extracts. However, it was verified antibacterial activity for Eugenia uniflora L., which showed a MIC of  6,25mg/mL. The Persea americana L. extract had a CIM of 25mg/mL. Among the natural products evaluated only  Eugenia uniflora L and Persea americana L showed antibacterial action against Lactobacillus casei.
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INTRODUÇÃO
Os estudos de produtos naturais têm adquirido relevância significativa quando são pautados os benefícios trazidos à população e a facilidade de acesso a várias espécies de plantas medicinais com atividade terapêutica. Os produtos naturais, então, entram nesse processo como um componente da biodiversidade de importância econômica e para a saúde1,2. Além da ação terapêutica comprovada de muitas espécies, estas representam parte integrante da cultura de um povo, sendo um saber utilizado e difundido pelas populações ao longo do tempo3,4.

Um dos principais fatores que vem engrandecendo as pesquisas e potencializando a busca de plantas medicinais com uso terapêutico na odontologia é a constatação da atividade antimicrobiana de muitos desses vegetais, tendo em vista que as principais doenças da cavidade oral, cárie dentária e doenças periodontais, apresentam natureza infecciosa5.
A avaliação da atividade antibacteriana de diferentes extratos de plantas frente a microrganismos formadores do biofilme dentário vem sendo amplamente estudada, devido, principalmente, ao fato de essas bactérias serem de grande importância nos processos iniciais e de desenvolvimento da cárie dentária e gengivite4.
A cárie dentária tem relação direta, entre outros fatores, com a microbiota presente na estrutura dentária6-10. Dentre as espécies de bactérias atuantes nesse processo, uma se mostra bastante importante devido ao fato de estar relacionada com o comprometimento da lesão, sendo bastante presente em uma etapa já de cavitação da lesão, Lactobacillus casei11.
Diante do exposto, o presente estudo tem como propósito avaliar in vitro a atividade antibacteriana de extratos hidroalcoólicos obtidos a partir das folhas da Eugenia uniflora L. (Pitangueira), da casca do caule da Persea americana Mill. (Abacateiro), e das cascas dos frutos do Citrus limon L. (Limoeiro) e Sicana odorífera L. (Cruá) frente a Lactobacillus casei.
MATERIAL E MÉTODOS
Seleção da cepa e preparação do inoculo
Foi utilizada a linhagem de Lactobacillus casei (ATCC 7469) cedida pela Fundação Carlos Chagas.
Suspensões da cepa teste foram preparadas em BHI caldo (Brain Heart Infusion Broth, DIFCO®, São Paulo, Brasil) e padronizadas de acordo com o tubo 0,5 da escala McFarland, correspondendo à concentração de aproximadamente 108 Unidades Formadoras de Colônia - (UFC.mL1).

Preparo dos extratos
Os extratos hidroalcoólicos foram preparados a partir das folhas da pitangueira (Eugenia uniflora L.; família Myrtaceae), da casca do caule do abacateiro (Persea americana Mill.; família Lauraceae), e das cascas dos frutos do limão (Citrus limon L.; família Rutaceae) e do cruá (Sicana odorifera; família Cucurbitaceae), fornecidas pelo Laboratório de Química de Produtos Naturais da Universidade Federal da Paraíba. Cada extrato foi diluído em água destilada estéril, gerando concentrações que variaram de 50 mg.mL-1 (tubo 1) até 0,78 mg.mL-1 (tubo 7), ficando distribuídos em sete tubos para cada substância. Realizou-se também a diluição da clorexidina (0,12 %), utilizada como controle positivo.
Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM)
A partir do inóculo obtido em solução salina, foi feita a semeadura das placas de Petri contendo ágar sangue (Ágar Mueller Hinton, Lansing, Acumedia, acrescido de 5% de sangue) com o auxílio de swab, de modo que toda a extensão da placa fosse semeada.

Em cada placa semeada foram confeccionados sete poços de 6 mm de diâmetro para inserção de 50 µL das diluições dos produtos avaliados, realizando-se todo o procedimento em duplicata.
 Após essa etapa, as placas foram incubadas a 37ºC por 24 horas em microaerofilia para posterior mensuração dos halos de inibição em milímetros (mm) e determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM), sendo esta entendida como a menor concentração do extrato capaz de inibir o desenvolvimento bacteriano.
RESULTADOS
Não houve formação de halos de inibição de crescimento bacteriano para o extrato hidroalcoólico do Citrus limon L. e Sicana odorífera L. Porém, observou-se atividade antibacteriana para Eugenia uniflora L. até a concentração de 6,25 mg.mL-1 , e para o extrato da Persea americana Mill. até 25 mg.mL-1. As CIMs e medida dos halos de inibição estão expostos no Quadro 1.
	Produtos avaliados
	CIM
	Medida do halo de inibição

	E. uniflora – Pitangueira
	6,25 mg.mL-1
	10 mm

	P. americana – Abacate
	25 mg.mL-1
	12 mm

	C. limon – Cruá
	SA
	SA

	S. odorífera – Limão
	SA
	SA

	Clorexidina – Controle
	0,00001875 mg.mL-1
	15 mm


SA – sem atividade antibacteriana
Quadro 1. CIM e medida dos halos de inibição dos extratos dos produtos naturais e controle positivo avaliados sobre L. casei, João Pessoa-PB,2010.
DISCUSSÃO
O Brasil possui grande potencial para o desenvolvimento de produtos naturais aplicados inclusive à odontologia, já que apresenta a maior diversidade vegetal do mundo, ampla sociodiversidade, com o uso de plantas medicinais vinculado ao conhecimento tradicional e tecnologia para validar cientificamente este conhecimento12.

A atividade terapêutica dos produtos naturais avaliados neste estudo tem sido descrita na literatura científica13-18. Porém, poucos estudos abordam a utilização desses produtos para inibição de crescimento de bactérias envolvidas com o processo de cárie, inclusive sobre o L. casei.
Nesse sentido, a escolha pela utilização desse microrganismo ocorreu em função de sua ampla participação em processos de progressão da doença, já que apresenta destacado potencial para produção de ácidos orgânicos, responsáveis pela desmineralização dos tecidos dentários7,9,11.
Em estudo realizado por Holetz et al.19 (2002), foi analisada a atividade antimicrobiana de 13 extratos de plantas sobre algumas espécies de bactérias e fungos, entre eles o Staphylococcus aureus, a Escherichia coli e a Candida albicans. Tais microrganismos apresentaram-se sensíveis ao extrato das folhas da Eugenia uniflora. Dessa forma, verificou-se que a Eugenia uniflora possui atividade antimicrobiana relativamente ampla, devido ao fato de inibir o crescimento tanto de fungos como de bactérias, sendo esta última constatação também verificada no presente trabalho, através da atividade antibacteriana dessa substância sobre o Lactobacillus casei.
A atividade antimicrobiana do extrato hidroalcoólico das folhas do abacateiro foi intensamente verificada por Reis20 (2006), quando foi observada que a substância testada, tanto pela técnica dos poços quanto pela técnica dos discos, foi capaz de provocar inibição no crescimento bacteriano em todas as 12 espécies de microrganismos testados em diferentes concentrações, se mostrando mais eficiente frente à Candida krusei.
Com o propósito de se constatar ação terapêutica de outras partes do Abacateiro, procurou-se verificar se o extrato obtido a partir da casca do caule também poderia ser capaz de inibir o crescimento bacteriano do L. casei, e tal fato pôde ser observado dentre os resultados apresentados.
No que concerne à ausência de ação antibacteriana da Sicana odorifera, estudos podem ser realizados no intuito testar essa planta contra outras espécies de bactérias, podendo também ser utilizados óleos essenciais, compostos isolados, outras partes da planta (folha, raiz, fruto), analisando se, de alguma forma, poderá haver algum efeito sobre o crescimento bacteriano.
Já em relação ao extrato da casca do limão, este não foi capaz de inibir o crescimento bacteriano, porém em pesquisa realizada por Lima et al.21 (2006) foi observado que o óleo essencial dessa planta apresentou efeito positivo diante de quase metade das cepas de Candida analisadas. 

É importante entender as limitações do teste de difusão em meio de cultura sólido22, método utilizado neste estudo, já que as propriedades químicas dos produtos naturais avaliados podem facilitar ou dificultar sua penetração no meio de cultura e, consequentemente, seu contato com o microrganismo, necessário para sua ação23. É imprescindível considerar a realização de outros ensaios para determinação da atividade antibacteriana dos produtos avaliados.
Porém, a escolha por esse método de avaliação da atividade antimicrobiana ocorreu em função do fato de que o mesmo se constitui como screening na descoberta da atividade farmacológica de novos agentes, contribuindo substancialmente no desenvolvimento do campo da saúde, na medida em que são conhecidas substâncias mais eficazes e menos tóxicas na corrida contra a resistência e o surgimento de microrganismos patogênicos24,25.
Nesse sentido, este estudo contribui para a descoberta e desenvolvimento de agentes químicos de origem natural com atividade farmacológica, que podem ser utilizados na prevenção e controle da cárie dentária, doença infecciosa e de alta prevalência em todo o mundo.
CONCLUSÃO
Os extratos hidroalcoólicos da eugenia uniflora L. e da Persea americana Mill. apresentararam atividade antibacteriana sobre Lactobacillus casei, sendo, portanto, válida a pesquisa por novas plantas que possuam atividade contra bactérias formadoras do biofilme dentário, em prevenção à cárie e à doença periodontal.
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