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Antimicrobial and Ant-adherent Activity of the Mimosa tenuiflora (Willd) Poir Extract
on Dental Biofilm Microorganisms
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Objetivo: Determinar a atividade antimicrobiana e a capacidade
de inibigdo da sintese do glucano in vitro do extrato da casca de
Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. (jurema preta) sobre linhagens
formadoras do biofilme dental.

Método: Utilizou-se as linhagens Streptococcus mitis (ATCC
9811), Streptococcus mutans (ATCC 25175), Streptococcus
sanguinis (ATCC 10557), Streptococcus sobrinus (ATCC 27609)
e Lactobacillus casei (ATCC 7469). Os ensaios foram realizados
pelas técnicas de agar-difusdo em placas para determinagdo
da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e técnica dos tubos
inclinados para determinagdo da Concentragdo Inibitdria
Minima de Aderéncia (CIMA) ao vidro, na presenga de 5% de
sacarose.

Resultados: As Concentragdes Inibitérias Minimas (mg/mL) do
extrato da Mimosa tenuiflora frente ao S. mitis, S. mutans, S.
sanguis, S. sobrinus e L. casei foram 1:64, 1:64,1:16,1:32 e 1:64
respectivamente. Para as Concentragdes Inibitérias Minimas de
Aderéncia, o extrato da Mimosa tenuiflora apresentou maior
efeito inibitério de aderéncia nas linhagens de L. casei e S.
sobrinus na diluicdo de 1:32 e S. mitis, S. mutans e S. sanguinis
na diluigdo de 1:16. Em estudo comparativo, foi determinada a
CIM e CIMA do gluconato de clorexidina a 0,12% frente a esses
microrganismos, demonstrando uma efetiva agdo inibitéria de
ambas as substancias.

Conclusdo: O extrato da Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir produziu
uma significante atividade bactericida e efeito antiaderente in
vitro sobre as bactérias formadoras do biofilme dental, o que
sugere a utilizagdo dessa substancia como meio alternativo
e economicamente vidvel para o controle de infecgbes em
Odontologia.

DESCRITORES

Fitoterapia; Microbiologia; Produtos com agdo antimicrobiana.

ABSTRACT

Obijective: To assess the in vitro antimicrobial activity and the
glucan synthesis inhibition capacity of the extract obtained from
the bark of Mimosa tenuiflora (Willd) Poir on dental biofilm-
forming microbial strains.

Method: The following microbial strains were used:
Streptococcus mitis (ATCC 9811), Streptococcus mutans (ATCC
25175), Streptococcus sanguinis (ATCC 10557), Streptococcus
sobrinus (ATCC 27609) and Lactobacillus casei (ATCC 7469).
The assays were performed by the agar diffusion technique to
determine the minimum inhibitory concentration (MIC) and
by the inclined tube technique to determine the minimum
inhibitory concentration of adherence (MICA) to glass in the
presence of 5% sucrose.

Results: The MICs (mg/mL) of the Mimosa tenuiflora (Willd)
Poir extract against S. mitis, S. mutans, S. sanguis, S. sobrinus
and L. casei were 1:64, 1:64, 1:16, 1:32 and 1:64, respectively.
Regarding the MICA, the Mimosa Tenuiflora (Willd) Poir extract
presented the highest inhibitory effect against L. casei and S.
sobrinus in the 1:32 dilution and against S. mitis, S. mutans and
S. sanguinis in the 1:16 dilution. In a comparative analysis, the
MIC and MICA of 0.12% chlorhexidine gluconate against the
test microorganisms were also determined, demonstrating an
effective inhibitory action of both substances.

Conclusion: The Mimosa tenuiflora (Willd) Poir extract had
a significant in vitro bactericidal activity and anti-adherent
effect against dental biofilm bacteria, which suggests the use
of this substance as an alternative and cost-effective means for
controlling dental infections.

Phytotherapy; Microbiology; Products with Antimicrobial
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INTRODUCAO

O termo biofilme é wusado para descrever
comunidades de microrganismos ligados a uma
superficie, espacialmente organizadas em uma estrutura
tridimensional e incluidas em uma matriz de material
extracelular, derivada do metabolismo das células e do
meio ambiente?.

A promocgdo da higiene bucal, utilizando métodos
mecanicos, reduz ou elimina o biofilme dental, prevenindo
0 aparecimento, ou diminuindo a severidade da cdrie
e doenga periodontal. No entanto, diversos autores
confirmam, que existem dificuldades quando o controle
mecanico é realizado pelo paciente?.

Frente as limitagdes dos métodos mecanicos de
higiene, agentes antimicrobianos tém sido propostos,
com a finalidade de inibir a formagdo e o crescimento
bacteriano, e consequentemente, a
microrganismos a superficie do dente, em particular

adesdo de

de bactérias cariogénicas®®. Diversas substancias, a
exemplo de enzimas, fluoretos, compostos clorados do
fenol e detergentes catidnicos, tém sido utilizados como
inibidores do mecanismo de formacdo e crescimento do
biofilme dental, porém seus efeitos colaterais ndo sdo
poucos?*.

O estudo de compostos e extratos naturais
tem sido realizado, visando a obtencdo de agentes
antimicrobianos, que possibilitem a prevencdo de
doengas bucais®. Os extratos de plantas possuem em sua
composicdo, substancias anticariogénicas, que podem
suprimir o crescimento de bactérias na cavidade bucal,
inibindo a sintese de glucano a partir da sacarose pela
glicosiltransferase®.

Ademais, o uso de antimicrobianos naturais pode
contribuir no controle do crescimento desordenado da
microbiota oral contornando transtornos proporcionados
por cepas resistentes aos antimicrobianos
convencionais’®.

Face ao exposto, a presente pesquisa teve como
objetivo avaliar a atividade antibacteriana e efeito
antiaderente do extrato vegetal da casca de Mimosa
tenuiflora (Willd.) Poir. (jurema-preta) sobre linhagens
cariogénicas e formadoras do biofilme dental.

METODOLOGIA

Preparagdo do extrato da Mimosa tenuiflora (Willd.)
Poir.

municipio de S&o José de Espinharas/PB. O espécime do
comprovante foi depositado no Herbario de Caatinga de
Centro de Salde e Tecnologia rural, sob o n2 de registro
001.

A preparagdo do extrato foi conduzida no Laboratério
de Ciéncias Quimicas e Bioldgicas do Departamento de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Campina
Grande. Para a extra¢do foi empregado o método de
lixiviagdo em fluxo continuo a temperatura ambiente. A
extragdo ocorreu através da solugdo extratora de alcool
metanol (a 70% v/v) renovado constantemente por um
periodo de 24 horas, pelo qual se obteve um concentrado
a 500 mL.

Linhagens bacterianas

Foram utilizadas amostras de Streptococcus
mitis ATCC 9811, Streptococcus mutans ATCC 25175,
Streptococcus sanguinis ATCC 10557, Streptococcus
sobrinus ATCC 27609 e Lactobacillus casei ATCC 7469,
obtidas mediante solicitagdo na Fundagdo Tropical de
Pesquisas e Tecnologia “André Tozello” (Campinas/SP) e
Instituto Adolfo Lutz/SP respectivamente.

Determinagdo da atividade antimicrobiana do extrato
Mimosa tenuiflora Willd. Poir.

A atividade
determinada pelo método de difusdo em meio sélido para
a determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)
do extrato hidroalcodlico de Mimosa tenuiflora (Willd.)

antimicrobiana em placas foi

Poir. sobre as linhagens bacterianas. As linhagens foram
cultivadas em caldo nutritivo (BHI-DIFCO), incubadas
a 379C por 18-20 horas em microaerofilia através do
método da chama da vela. Realizou-se perfuragdes
no meio de cultura (Heart Infusion Agar-DIFCO) de
aproximadamente 6 mm de diametro. Nos orificios foi
colocado um volume de 50uL do extrato bruto e diluido
em 4gua destilada (1:2 até 1:512). Foi considerada
como CIM a menor concentragdo do extrato que inibiu
completamente o crescimento bacteriano, observada
pelapresenca do halo deinibigdo. Como controle positivo,
o mesmo procedimento foi realizado para o gluconato de
clorexidina (Periogard®).

Determinagdo da CIMA

A Concentragdo Inibitéria Minima de Aderéncia
(CIMA) da bactéria ao vidro foi determinada na presenca
de sacarose a 5%, usando-se concentragdes crescentes e
dobradas da solugdo bruta e diluida do extrato, variando
de 1:2 a 1:1024. A partir do crescimento overnight as
linhagens foram subcultivadas a 372C em caldo Mueller-
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hemdlise, em seguida foi adicionado 0,2mL da solugdo
correspondente a escala dos extratos. A incubacdo foi
feita a 3792C por 24 horas em microaerofilia, com os
tubos inclinados a 3092. A leitura foi realizada através da

RESULTADOS

Os resultados da determinacdo da atividade
antimicrobiana in vitro para a determinacdo da
Concentragdo Inibitéria Minima em meio sélido em termo
de didmetro dos halos de inibi¢cdo do extrato da jurema
preta e gluconato de clorexidina sobre Streptococcus

mitis, Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis,

observagao visual da aderéncia da bactéria as paredes do
tubo apds agitagdo do mesmo. A CIMA foi definida como
a menor concentracdo do agente em meio com sacarose
que impediu a aderéncia ao tubo de vidro.

Streptococcus sobrinus e Lactobacillus casei estdo
apresentados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

Os resultados da determinacdo da atividade
antimicrobiana in vitro para a determinacdo da
Concentragdo Inibitéria Minima de Aderéncia sdo

apresentados na Tabela 3.

Tabela 1. Concentragdo Inibitéria Minima em meio sélido do extrato hidroalcodlico de Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir.

frente a microrganismos do biofilme dental.

Linhagens Bacterianas

Diametro dos halos de inibi¢gdo (mm)
Concentragdo do Extrato (EB; mg/mL)

Extrato Bruto 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64  1:128 1:256 1:512
Streptococcus mitis 20 18 17 16 14 11 10 0 0 0
Streptococcus mutans 20 18 17 15 13 11 10 0 0 0
Streptococcus sanguinis 19 18 17 15 14 0 0 0 0 0
Streptococcus sobrinus 20 17 16 15 14 11 0 0 0 0
Lactobacillus casei 19 17 16 14 13 12 11 0 0 0

Tabela 2. Concentragdo Inibitéria Minima em meio sélido do Gluconato de Clorexidina a 0,12% frente a microrganismos

do biofilme dental.

Linhagens Bacterianas

Didmetro dos halos de inibigdo (mm)
Concentragdo do Gluconato de Clorexidina a 0,12%

Sem Dilui¢do 1:2 1:4

Streptococcus mitis 18 17 16
Streptococcus mutans 18 17 16
Streptococcus sanguinis 17 16 15
Streptococcus sobrinus 17 16 15
Lactobacillus casei 17 16 15

1:8 1:16  1:32 1:64 1:128 1:256  1:512
14 0 0 0 0 0 0
15 12 10 0 0 0 0
14 12 0 0 0 0 0
14 12 0 0 0 0
14 13 0 0 0 0

Tabela 3. Concentragdo Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA)
do extrato hidroalcodlico de Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir.
frente a microrganismos do biofilme dental.

Concentragdo Inibitéria Minima de

Aderéncia

Linhagens Ext. de Mimosa Gluconato de

Bacterianas

tenuiflora (Willd.) Clorexidina
Poir. a0,12%
Streptococcus mitis 1:16 1:128
Streptococcus mutans 1:16 1:256
Streptococcus sanguinis 1:16 1:64

Streptococcus sobrinus 1:32 1:16

A Cariologia identifica algumas limitagdes dos
modelos experimentais in vitro com células planctonicas,
porém tais estudos ndo podem ser descartados pois sdo
importantesnaavaliagdoinicialdeagentesantimicrobianos
sobre determinadas espécies bacterianas®*.

Nesse estudo, verificou-se a agdo da Mimosa
tenuiflora (Willd.) Poir. sobre espécies de microrganismos
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Streptococcus sobrinus e Lactobacillus casei. Todas
as linhagens demonstraram ser sensiveis ao extrato
hidroalcodlico da Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir.

Observou-se halos de inibicdo de 10 a 20mm. A
inibicdo do crescimento apresentou-se homogénea, de
acordo com o grau de concentragao do extrato da planta
em estudo, caracterizando uma diminuigdo progressiva
do didametro dos halos a medida que a concentragdo do
extrato era também reduzida.

Apesar de todas as amostras apresentarem
sensibilidade ao extrato da jurema preta, as linhagens de
S. mitis, S. mutans e L. casei se destacaram apresentando
halos de inibicdo até a diluicdo 1:64. A escala de
sensibilidade é seguida pela linhagem de S. sobrinus que
apresentou halo de inibicdo até 1:32 e S. sanguinis até a
diluigdo 1:16.

No presente estudo, o extrato da jurema preta
apresentou eficaz atividade tanto em microrganismos
que iniciam o processo de formagdo do biofilme dental
como também nos que o consolidam, uma vez que o
S. mitis e S. sanguinis representam um alto percentual
(95%) na microbiota indigena do biofilme dental,
atuando como receptores de microrganismos que se
acumulam na superficie dentdria. O L. casei por sua vez,
aumenta a consisténcia do biofilme; e quando associado
a0 S. mutans contribui no processo de formacdo da cérie
dentéria’.

Estudo prévio verificou a atividade antimicrobiana
in vitro e avaliou o efeito bactericida do extrato
hidroalcodlico de Mimosa tenuiflora e concluiu que o
extrato apresentou potencial atividade antibacteriana
in vitro sobre linhagens hospitalares de Staphylococcus
aureus e que o extrato a 10% apresentou significativa
atividade bactericida sobre as linhagens ensaiadas®?.

Muitas atividades bioldgicas sdo relacionadas ao teor
de fendis totais, como taninos e flavondides. A atividade
antimicrobiana do extrato de M. tenuiflora pode estar
vinculada a presenca de taninos e flavondides?®2.

Com relagdo aos ensaios da atividade antimicrobiana
realizados com o gluconato de clorexidina a 0,12%, todas
as linhagens ensaiadas foram sensiveis a agdo dessa
substancia. A linhagem de S. mutans foi a mais sensivel
apresentando halo de inibigdo até a diluigdo 1:32; o
padrdo de sensibilidade é seguido por S. sanguinis, S.
sobrinus e L. casei com halo de inibicdo até a diluicdo
1:16. O S. mitis apresentou halo de inibicdo até a diluicdo
1:8.

A clorexidina tem sido utilizada no controle
de formagdo do biofilme, por alterar a composicdo
bacteriana da placa supragengival produzindo uma

liberagdo lenta na cavidade bucal, e consequentemente
a sua acgdo inibidora sobre as enzimas glicosidicas e
proteoliticas®*“.

Os dados obtidos demonstram a eficacia do extrato
da jurema preta quando comparado aos obtidos pelo
gluconato de clorexidina, mostrando a potencialidade
de ambas as substancias como agentes antimicrobianos
eficazes sobre os microrganismos do biofilme dental.

Poucos estudos relatam a influéncia dos agentes
antimicrobianos nos estagios iniciais de formagdo do
biofilme, especialmente com relagdo ao seu efeito
sobre os fatores envolvidos na aderéncia bacteriana a
pelicula adquirida. O extrato de Mimosa tenuiflora foi
efetivo na inibi¢do da aderéncia das cinco linhagens
ensaiadas, representada pela auséncia de aderéncia ao
vidro na presenca de sacarose. O maior efeito inibitério
de aderéncia foi observado na linhagem de L. casei e S.
sobrinus na concentragdo 1:32; seguido pelo S. mitis, S.
mutans e S. sanguinis 1:16.

O mecanismo de aderéncia das bactérias sobre
as superficies dos dentes envolve adesinas presentes
nas bdcterias e receptores especificos localizados na
pelicula adquirida. Varios fatores estdo associados a
esse mecanismo, dentre estes, a interagdo de proteinas,
adesinas, lecitinas e interagGes hidrofdbicas representam
um papel importante nesse processo'*.Desta forma, a
interferéncia com a adesdo bacteriana nas superficies
dos dentes pode ser um caminho para se obter o controle
da placa, e consequentemente prevenir a instalagdo de
patologias bucais?®.

A sintese de glucanos por microrganismos pode
ser inibida por compostos tais como a Clorexidina,
Triclosan e Cloreto de cetilpiridinio*'”- Baseado neste
contexto, realizou-se um estudo comparativo utilizando
o gluconato de clorexidina; observamos que a inibi¢do da
aderéncia variou entre as concentragées 1: 16 a 1 :256
sobre os microrganismos, S. sobrinus, S. sanguis, L. casei,
S. mitis e S.mutans.

Mediante os resultados obtidos observou-se uma
maior efetividade do extrato da jurema preta sobre a
inibicdo da aderéncia do S. sobrinus comparados ao
apresentado pela clorexidina. O extrato da jurema preta
foi efetivo na inibi¢do de aderéncia sobre 0 S. sobrinus na
concentragdo de 1:32 e a clorexidina 1:16.

Sdo inexistente relatos na literatura sobre a
atividade inibitéria de aderéncia da Mimosa tenuiflora
(Willd.) Poir. sobre microrganismos do biofilme dental,
0 que mostra a importancia da realizagdo deste estudo,
como também sugere a avaliagdo do efeito antiaderente
de outros extratos de plantas frente a microrganismos
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Nosso estudo observou uma alta potencialidade
da atividade antimicrobiana do extrato da jurema
preta - Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir - sobre todos os
microrganismos testados, sugerindo a possibilidade do
uso desse agente em concentragdes que atinjam a CIM
ou CIMA na cavidade bucal, visando impedir a formacgdo
e consolidagdo do biofilme. A inibicdo da sintese de
glucano e a sua agdo bactericida possibilita a este extrato
ter efeito no controle do biofilme ja estabelecido e
consequentemente na prevengdo da cdrie dentdria e da
gengivite.

1. O extrato da jurema preta (Mimosa tenuiflora (Willd.)
Poir) produziu uma significante atividade antibacteriana
in vitro sobre as linhagens de Streptococcus mitis, Strep-
tococcus mutans, Streptococcus sanguis, Streptococcus
sobrinus e Lactobacillus casei.

2. O extrato da jurema preta (Mimosa tenuiflora (Willd.)
Poir) apresentou potencial efeito na inibicdo da sintese
de glucano representada pela aderéncia ao vidro, sobre
todos os microrganismos ensaiados.

3. Os resultados obtidos indicam a importante significan-
cia clinica de se avaliar meios alternativos e economica-
mente vidveis para o controle do biofilme dental, uma
vez que um agente fitoterdpico produz menos agressoes
ao organismo, é de baixo custo e, portanto, acessivel a
populagdo.
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