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“...Sempre haverá uma outra montanha 
Eu sempre vou querer movê-la 

Sempre será uma batalha difícil 
Às vezes eu vou ter que perder 

Não é sobre o quão rápido chegarei lá 
Não é sobre o que está me esperando do outro lado 

É a escalada...” 
 
 
 

The Climb – Jessi Alexander e Jon Mabe 
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Albuquerque YE. Validação de um modelo de indução de cárie in vitro e avaliação de 
um enxaguatório bucal contendo óleo essencial de Croton doctoris S. Moore na 
desmineralização do esmalte e na composição do biofilme polimicrobiano 
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Resumo 

O objetivo deste trabalho foi validar um modelo de indução de cárie in vitro e 

utilizá-lo para avaliar a atividade antimicrobiana de um enxaguatório bucal contendo 

óleo essencial de Croton doctoris. Foram realizados estudos com biofilme 

polimicrobiano desenvolvido na superfície de blocos de esmalte de dentes bovinos. 

Os blocos foram submetidos a um regime semi-contínuo de exposição à sacarose, 

no qual as variáveis estabelecidas foram avaliadas de acordo com os resultados de 

concentração bacteriana nos biofilmes formados, com a acidogenicidade do biofilme 

e percentual de perda de dureza do esmalte. O óleo essencial foi obtido através da 

hidrodestilação e suas concentrações inibitória mínima (CIM) e bactericida mínima 

(CBM) foram determinadas através da técnica de microdiluição em caldo. O 

enxaguatório bucal contendo óleo essencial em concentração equivalente a CIM foi 

empregado no modelo desenvolvido. Um enxaguatório bucal sem óleo essencial e 

digluconato de clorexidina 0,12% (CHX) foram utilizados, respectivamente, como 

controle negativo e positivo. Ficou estabelecido um regime cariogênico com 0,5% de 

sacarose e exposição às soluções de tratamento por quatro dias. As CIM/CBM do 

óleo essencial e CHX foram, respectivamente, 0,625%/1,250% and 0,004%/0,008%. 

A ação do enxaguatório bucal com óleo essencial foi estatisticamente semelhante ao 

controle negativo em todas as avaliações (p>0,05), ao contrário da CHX (p<0,001). 

Conclui-se, através do modelo validado, que o óleo essencial de C. doctoris, quando 

incorporado em enxaguatório em concentração equivalente à CIM, não é eficaz no 
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controle do crescimento de biofilmes polimicrobianos e da desmineralização do 

esmalte dentário. 

 

Palavras-chave: Óleo de Croton, rodutos com ação antimicrobiana, placa dentária, 

desmineralização. 
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Albuquerque YE. Validation of an in vitro caries induction model and evaluation of a 
mouthrinse containing Croton doctoris S. Moore essential oil on enamel 
demineralization and polimcrobyal biofilm composition [Dissertação de Mestrado]. 
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2015. 
 
 
Abstract 

The aim of this work was to validate an in vitro caries induction model and use 

it to evaluate the antimicrobial activity of a mouthrinse containing Croton doctoris 

essential oil. Studies were performed with polymicrobial biofilm developed on the 

surface of enamel bovine blocks. The blocks were subjected to a semi-continuous 

regimen of sucrose exposure, in which different variables were evaluated. The 

following parameters were studied: biofilm bacterial concentration and acidogenicity 

and percentage of enamel hardness loss. The essential oil was obtained by 

hydrodistillation and its minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum 

bactericidal concentration (MBC) were determined by broth microdilution. The 

developed model was applied to test a mouthwash containing essential oil at CIM 

concentration. A mouthwash without essential oil and chlorhexidine digluconate 

0.12% (CHX) were used, respectively, as negative and positive control. It was 

established a cariogenic regimen with 0.5% sucrose and exposure to the treatment 

solutions for four days. The MIC/MBC of the essential oil and CHX were, respectively, 

0.625%/1.250% and 0.004%/0.008%. There were no significant statistically difference 

between the mouthwash with essential oil action and the negative control in all 

parameters evaluated (p> 0.05). CHX showed significant differences from control (p 

<0.001). Using the validated model, it can be concluded that the incorporation of C. 

doctoris essential oil to a mouthwash at CIM, is not effective in controlling 

polymicrobial biofilms growth and enamel desmineralization. 
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INTRODUÇÃO 
 
 

A cárie dentária é uma doença multifatorial, de origem infecciosa, resultante 

de um desequilíbrio entre os processos de desmineralização e remineralização, 

decorrente da interação de fatores determinantes (hospedeiro, microbiota 

cariogênica, dieta rica em carboidratos e tempo) (Keyes12, 1960; Newbrum21, 1988) 

e pela presença de fatores modificadores (fatores sociais, econômicos e 

comportamentais) (Manji, Ferjeskov14, 1990). 

Os estudos sobre o desenvolvimento da cárie dentária se iniciaram após a 

comprovação do envolvimento de micro-organismos, quando foi observado que a 

administração de penicilina em ratos poderia prevenir o aparecimento de lesões de 

cárie, mesmo na presença de uma dieta cariogênica (McClure, Hewitt17, 1946) e 

quando ratos “livres de germes” submetidos a uma dieta cariogênica por um período 

de tempo, não desenvolveram lesões cariosas (Orland et al.22, 1954). 

Em 1980, foi proposto que os ácidos produzidos pelos micro-organismos 

presentes na cavidade oral, através da fermentação dos carboidratos, seriam os 

responsáveis pelo aparecimento de lesões cariosas, dando origem à Teoria 

Acidogênica ou Químico-Parasitária (Miller19, 1980). Desde então, diversas outras 

teorias foram propostas para explicar a etiologia da cárie dentária. 

Marsh16, em 1994, propôs a Teoria da Placa Ecológica, na qual o 

fornecimento constante de carboidratos estabelece um ambiente ácido e favorece o 

crescimento de bactérias que se adaptam bem a esse tipo de ambiente, 

ocasionando o desenvolvimento de lesões de cárie. 
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Em 2008, Takahashi, Nyvad32 propuseram uma extensão a essa teoria, 

explicando de forma específica a relação entre a composição da placa dentária e o 

processo do desenvolvimento de lesão de cárie. Esses autores propuseram que o 

desenvolvimento da cárie se dá em três fases. Na fase de estabilidade dinâmica, 

micro-organismos não mutans e Actinomyces spp. mantém o pH do biofilme estável, 

pois os ácidos produzidos por essas bactérias são facilmente neutralizados. 

Contudo, quando açúcares são fornecidos com frequência, essas bactérias alteram 

sua acidogenicidade e aciduricidade de forma adaptativa, estabelecendo um 

ambiente ácido (fase acidogênica), ocasionando a perda mineral. A prevalência do 

ambiente ácido ocasionará a proliferação de bactérias acidúricas que por sua vez 

ajudarão a manter o ambiente ácido e aumentarão a perda mineral, acelerando 

então o desenvolvimento de lesões de cárie (fase acidúrica) (Takahashi, Nyvad32, 

2008). 

O biofilme dental é composto por micro-organismos envolvidos em uma matriz 

rica em polissacarídeos extracelulares sobre uma camada de proteína denominada 

película adquirida, que é constituída por glicoproteínas salivares, fosfoproteínas, 

lipídeos e componentes do fluído gengival. Os micro-organismos, atraídos por 

nutrientes orgânicos acumulados, se aderem a essa película através de adesinas 

presentes na superfície celular bacteriana e criam um ambiente atrativo para a 

colonização subsequente de outros micro-organismos. Em consequência, 

polissacarídeos são produzidos e depositados na superfície dentária contribuindo 

para a formação da matriz e maturação do biofilme (Ferjeskov, Kidd10, 2008). 

A presença do biofilme dentário é considerada o principal fator etiológico local 

da cárie dentária (Zanela et al.40, 2002). Apesar de seu controle mecânico ser 

considerado a primeira medida a ser tomada (Cury6, 1997), essa medida é pouco 
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eficaz, pois remove apenas 42% do biofilme presente (Slot et al.30, 2012). O uso de 

fluoretos como adjuvante no controle da cárie dentária tem se mostrado eficaz. 

Porém, ele não é capaz de controlá-la completamente (ten Cate33, 2009). Portanto, 

destaca-se a necessidade do uso de substâncias antimicrobianas com potencial 

para auxiliar na prevenção da cárie dentária.  

Entre os produtos antimicrobianos disponíveis no mercado, encontra-se a 

clorexidina, que apresenta um amplo espetro de ação, atividade bactericida em 

concentrações mais elevadas e atividade bacteriostática em concentrações mais 

baixas (Torres35, 2000). Apesar de ser comprovadamente eficaz no controle da 

microbiota salivar (Roldan et al.27, 2004; Ribeiro et al.25,2007), possui ação diminuída 

contra biofilmes maduros (Vitkov et al.34, 2005; Zanata et al.39, 2007). Ainda, quando 

utilizada por períodos prolongados causa manchamento dos dentes, descamação 

reversível da mucosa, alterações do paladar e aumento dos calcificados 

supragengivais (Torres35, 2000). Alguns autores relataram que essa substância 

possui efeito citotóxico e pode induzir a ocorrência de danos genéticos (Hidalgo, 

Dominguez11, 2001; Faria et al.9, 2009, Carlin et al.3, 2012). 

O cloreto de cetilpiridínio é uma substância tenso-ativa catiônica que possui 

atividade antimicrobiana contra um amplo espetro de bactérias (Pitten, Kramer24, 

2001) e demonstrou eficácia no controle da formação do biofilme dentário (Mankod 

et al. 15, 2005; Costa et al. 5, 2013; Van Leeuwen et al. 37, 2014). Porém, o seu efeito 

terapêutico na cavidade bucal é de apenas 90 min (Roberts, Add26, 1981) e em altas 

concentrações pode causar efeitos colaterais como manchas, ulcerações, coloração 

da língua e dos dentes, sensação de ardência e alteração do paladar (Alves et al.1, 

2012).  



19 
 

O triclosan é um composto bisfenólico não iônico que possui propriedades 

antibacterianas e anti-inflamatórias (Paraskevas23, 2005) e não causa efeitos 

colaterais. Contudo, seu potencial de ação é mais eficaz quando associado a outros 

agentes, devido a sua baixa substantividade (Schaeken et al.28, 1996; Eley8, 1999; 

Boneta et al.2, 2010).  

Todas essas substâncias podem ser encontradas em formulações de 

enxaguatórios bucais disponíveis no mercado, no qual grande parte possui álcool 

em sua composição. O álcool é utilizado para solubilizar e estabilizar os princípios 

ativos, evitar a contaminação do produto e para aumentar o prazo de validade. 

Contudo, é contra-indicado para grávidas, lactantes, diabéticos, pacientes 

imunossuprimidos ou com mucosite (Van Strydonck et al.36, 2005), pode causar 

desgaste das restaurações de resina presentes nos dentes (White38, 2005) e 

aumentar o risco de desenvolvimento de câncer bucal (Lachenmeier13, 2008; 

McCullough, Farah18, 2008). Portanto, há a necessidade de ser desenvolver 

produtos efetivos que não contenham álcool em sua formulação. 

Uma vez que plantas medicinais produzem uma variedade de substâncias 

com propriedades antimicrobianas, é esperado que várias áreas da saúde 

desenvolvam pesquisas com o objetivo de identificar essas substâncias para o 

desenvolvimento de novos produtos (Ministério da Saúde20, 2006). Desde 1978, a 

Organização Mundial de Saúde (OMS) tem relatado a importância do uso de plantas 

medicinais como recurso terapêutico e tem recomendado a difusão mundial dos 

conhecimentos necessários para o seu uso. Apesar do Brasil apresentar uma 

grande biodiversidade de plantas, seu potencial para o desenvolvimento de 

Fitoterápicos só foi reconhecido pelo Governo Federal em 2006, por meio da criação 

da “Política Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapia” (Decreto Federal nº 5.813, 
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de 22 de junho de 20067). Essa política tem o objetivo de fomentar pesquisas, 

desenvolvimento tecnológico e inovação na área de produtos naturais e atender as 

necessidades epidemiológicas do país (Ministério da Saúde20, 2006). Esse Decreto 

resultou na criação, em 2009, da Relação Nacional de Plantas Medicinais de 

Interesse ao SUS (Renisus), que apresenta uma lista de 71 plantas com potencial 

para gerar produtos de interesse para a rede pública de saúde. Apesar da criação 

dessas políticas, na área odontológica, os estudos têm se demonstrado escassos no 

país (Castro et al.4, 2014). 

Diversos estudos in vitro foram realizados para testar a atividade 

antimicrobiana de substâncias experimentais. Porém, muitos deles utilizaram 

modelos que não refletem a situação in vivo em cavidades orais (Tabenski et al.31, 

2014). Sissons, em 1997, propôs um modelo que utiliza biofilmes polimicrobianos 

provenientes da microbiota natural para mimetizar in vitro o biofilme formado in vivo. 

Esse modelo por manter a maior parte da complexidade e da heterogeneidade do 

biofilme dentário é útil para avaliar o potencial de agentes antimicrobianos para gerar 

novos produtos (Sissons29, 1997). 

As plantas listadas na Renisus precisam ser investigadas quanto ao seu 

potencial antimicrobiano. Para isso, é necessário estar disponível um modelo 

validado de indução de cárie in vitro que utiliza biofilmes polimicrobianos para que os 

estudos possam ser realizados. Plantas do gênero Croton estão inclusas nesta lisa. 

Portanto, o objetivo desse trabalho é validar um modelo experimental de indução de 

cárie in vitro (Capítulo 1) e utilizá-lo para a avaliação in vitro de um enxaguatório 

bucal contendo óleo essencial de Croton doctoris S. Moore quanto a sua capacidade 

de impedir a desmineralização do esmalte e de interferir na composição do biofilme 

polimicrobiano (Capítulo 2). 



21 
 

CAPÍTULO  1 
 

Validação de um modelo experimental de indução de cárie para testes de 
formulações farmacêuticas com atividade antimicrobiana*1 

 

Albuquerque YE1, Danelon M2, Delbem ACB2, Delbem ACB2, Salvador MJ3, 

Koga-Ito CY4, Brighenti FL1. 

1UNESP – Faculdade de Odontologia de Araraquara, Departamento de Clínica 

Infantil, Araraquara – SP, Brasil. 

2UNESP – Faculdade de Odontologia de Araçatuba, Departamento de 

Odontologia Infantil e Social, Araçatuba – SP, Brasil. 

3UNICAMP – Instituto de Biologia, Departamento de Biologia Vegetal – 

Campinas – SP, Brasil. 

4UNESP – Instituto de Ciência e Tecnologia, Departamento de Engenharia 

Ambiental - São José dos Campos – SP, Brasil. 

 

Autor correspondente: 

Fernanda Lourenção Brighenti 

Rua Humaitá, 1680 – Centro 

Araraquara – SP 

CEP: 14801 – 903 

Tel: +55 (16) 33016551 

E-mail: fbrighenti@foar.unesp.br 

                                                           
*De acordo com o manual da FOAr/UNESP, adaptadas das normas Vancouver. 
Disponínel no site: http://www.foar.unesp.br/#!/biblioteca/manual 

mailto:fbrighenti@foar.unesp.br
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Resumo 

A elaboração e validação de modelos simples de indução de cárie in vitro são 

úteis na avaliação de novos agentes antimicrobianos. O objetivo deste trabalho foi 

validar um modelo experimental de indução de cárie in vitro para realizar testes de 

atividade antimicrobiana de formulações farmacêuticas. Foram realizados seis 

estudos, no qual biofilmes polimicrobianos se desenvolveram na superfície de blocos 

de esmalte de dentes bovinos. Os blocos foram submetidos a um regime semi-

contínuo de exposição à sacarose. Foram avaliadas as seguintes variáveis: 

concentração de sacarose no meio de cultura, manutenção ou retirada da saliva 

após inoculação inicial, duração do experimento, uso de solução neutralizadora e 

quantidade de exposições às soluções de tratamento. As variáveis foram avaliadas 

de acordo com os resultados de concentração bacteriana nos biofilmes formados, de 

acidogenicidade do biofilme e de percentual de perda de dureza do esmalte (%SH). 

Nos estudos 1 e 2, o crescimento do biofilme foi, respectivamente, deficiente ou 

exagerado. O estudo 3 demonstrou uma %SH ideal e serviu de base para os 

estudos seguintes. Nos estudos 4 e 5 não observou-se diferenças entre os 

tratamentos na %SH.  O modelo estabelecido no Estudo 6 demonstrou resultados 

satisfatórios com o uso de 0,5% de sacarose, com a manutenção da saliva após a 

inoculação inicial e com a realização de dois tratamentos diários iniciados após o 

crescimento do biofilme, sem o uso da solução neutralizadora e com a duração do 

experimento de quatro dias. Considera-se que o modelo foi validado para o teste de 

atividade antimicrobiana de formulações farmacêuticas. 

Palavras-chave: placa dentária, desmineralização, microbiota, cárie dentária. 
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Introdução 

Pesquisas utilizando biofilmes formados naturalmente in vivo são difíceis de 

serem realizadas devido à presença de uma série de variáveis que não são 

possíveis de serem controladas, pela complexidade do ambiente oral ou por razões 

éticas (McBain20, 2009). Dessa maneira, modelos experimentais para a formação de 

cárie in vitro e in situ foram desenvolvidos para que os resultados obtidos possam 

ser comparáveis à realidade dos processos que ocorrem naturalmente in vivo (Zero 

et al.39, 1992; Vieira et al.32, 2005; van de Sande et al.30, 2011; Afonso et al.1, 2013).  

Dentre os modelos experimentais in vitro, os de ciclagem de pH têm sido 

utilizados para testar a eficácia de produtos fluoretados (Argenta et al.2, 2003; Vieira 

et al.32, 2005, Queiroz et al.23, 2008; Rodrigues et al.24, 2008). Nesses modelos, 

substratos dentários são expostos a ciclos de soluções ácidas e neutras com o 

objetivo de simular a dinâmica de perda e ganho de mineral envolvido na formação 

de lesões de cárie (White34, 1995; ten Cate, Mundorff-Shrestha28, 1995). Porém, 

esses modelos são limitados, pois não incluem a participação de micro-organismos 

no processo de indução de cárie.  

Modelos experimentais que envolvam a participação de micro-organismos no 

desenvolvimento das lesões são indispensáveis para o teste de produtos com 

atividade antimicrobiana. Dentre eles, o utilizado com maior frequência é o modelo 

de indução de cárie in situ. Nesse modelo, o substrato dentário é exposto a uma alta 

concentração de sacarose com grande frequência diária e o biofilme se desenvolve 

a partir da microbiota bucal natural do voluntário (Cury et al.10, 2010; Brighenti et al.8, 

2012). Porém, o número de voluntários envolvidos nos estudos é limitado devido à 

natureza do estudo, que demanda um longo tempo de execução e necessita de 
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grande cooperação e atenção dos voluntários para a utilização dos dispositivos orais 

(Zero38,1995; Tenuta et al.29, 2006). 

Modelos in vitro que utilizam micro-organismos para o desenvolvimento de 

lesões de cárie podem envolver a participação de um único micro-organismo 

(Dummer et al.11, 1982; Gilmour, Edmunds14, 1990; Hsu et al.17, 1998) ou de um 

conjunto de várias espécies (Bowden7, 1999; Shu et al. 26, 2000, Arthur et al.4, 2013). 

Alguns utilizam dentes humanos como substratos (Dummer et al.11, 1982; Hsu et 

al.17, 1998; Arnold et al.3, 2001), e outros utilizam dentes bovinos (Hayati et al.16, 

2011; Arthur et al 4, 2013). O tempo de desafio cariogênico varia de acordo com o 

objetivo do estudo e com o substrato utilizado, podendo chegar até 28 dias (Arnold 

et al.3, 2001).  

Considerando que o uso de micro-organismos isolados ou em associação não 

reflete a realidade biológica do ambiente oral (Marsh19, 1995), Sissons27, 1997, 

propôs o uso de um biofilme polimicrobiano in vitro proveniente da microbiota natural 

para mimetizar o biofilme formado in vivo. Esse modelo mantém a maior parte da 

complexidade e da heterogeneidade do biofilme dentário e é útil para realizar a 

triagem de agentes antimicrobianos. 

Mais recentemente, foi proposto o crescimento de biofilmes polimicrobianos 

utilizando blocos de esmalte bovinos e um regime semi-contínuo de exposição à 

sacarose para o teste de substâncias antimicrobianas (van de Sande et al.30, 2011). 

Porém, esse modelo utiliza o meio de cultura DMM (Wong, Sissons36, 2001), que é 

muito complexo, de alto custo e até o momento não foi validado por outros estudos. 

O meio de cultura proposto por McBain é simples, de custo mais baixo e 

amplamente utilizado para o crescimento de biofilme polimicrobiano (McBain et al.21, 
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2005; Pham et al.22, 2009; Cheng et al.9, 2011; Zhang et al.40, 2013). O objetivo 

deste trabalho foi validar um modelo experimental de indução de cárie in vitro, 

utilizando um meio de cultura acessível para a realização de testes de atividade 

antimicrobiana de formulações farmacêuticas. 

 

Materiais e método 

 As aprovações éticas foram concedidas pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

em Seres Humanos (CEP) (Parecer de Aprovação 405.841) (Anexo 1) e pela 

Comissão de Ética no Uso de Animal (CEUA) (Parecer de Aprovação 28/2013) 

(Anexo 2) da Faculdade de Odontologia de Araraquara – UNESP. 

 

Preparo dos blocos de esmalte e teste de microdureza  

  Foram utilizados incisivos centrais inferiores permanentes obtidos de bovinos 

com idade entre 2 e 3 anos e mantidos previamente em formol a 2% pH 7,0 durante 

30 dias. Blocos de esmalte bovino (4 x 4 mm) foram preparados a partir da porção 

mais plana da superfície vestibular das coroas utilizando cortadeira elétrica (Buehler, 

Lake Bluff, USA and Mitutoyo Corporation, Kanagawa, Japan). Após a obtenção dos 

blocos de esmalte, a dentina foi planificada e o esmalte foi polido com o uso de uma 

politriz (Buehler,Lake Bluff, IL, USA), lixas de granulação 320, 600, 800 e 1200 (20 s 

cada) e feltro com solução diamantada 1 µm por 2 min (Apêndice A1). 

Os blocos foram submetidos ao teste de microdureza inicial (SH1), utilizando 

microdurômetro Micromet 5114 hardness tester (Buehler, Lake Bluff, IL, EUA), com 

penetrador tipo Knoop, carga estática de 25 g e tempo de 10 s, acoplado ao 

software para análise de imagem Buehler OmniMet (Buehler, Lake Bluff, EUA) 
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(Vieira et al.32, 2005). Foram realizadas cinco impressões na região central do bloco 

de esmalte, com espaço de 100 μm entre elas (Apêndice A2). Os blocos que 

apresentaram SH1 entre 320-380 KHN foram distribuídos em grupos 

estatisticamente homogêneos, de acordo com a SH1 da população total de blocos e 

seu intervalo de confiança (α<0,05). 

 Após o término de cada estudo, foi realizado um novo teste de dureza de 

superfície (SH2), de acordo com a metodologia já descrita anteriormente. A 

porcentagem de perda de dureza de superfície (%SH) foi calculada de acordo com a 

seguinte fórmula: %SH = 100×(SH2– SH1)/SH1. 

 

Coleta de saliva 

Para cada Estudo, saliva fresca foi coletada de um voluntário saudável em 

jejum, que permaneceu por 24 horas sem escovar os dentes e que não utilizou 

antibióticos ou antifúngicos nos últimos seis meses (van de Sande et al.30, 2011). A 

saliva foi coletada na manhã do experimento e uma alíquota da mesma foi 

processada para determinação da composição microbiana inicial. A saliva coletada e 

suas respectivas diluições foram mantidas em temperatura ambiente nos Estudos 1 

e 2, e em um recipiente com gelo nos Estudos 3, 4 5 e 6. Foi quantificada a 

concentração de bactérias anaeróbias totais em ágar BHI (Brighenti et al.8, 2012), de 

estreptococos do grupo mutans em ágar Mitis Salivarius suplementado com 20% de 

sacarose e 0,2 UI/mL bacitracina (MSBS) (Gold et al.15, 1973), de lactobacilos em 

ágar Rogosa (Rogosa et al.25, 1951) e bactérias anaeróbias acidúricas em ágar BHI 

com pH 4,7 (Azevedo et al.6, 2014). As placas de ágar BHI foram incubadas em 

anaerobiose (Anaerobac - Probac do Brasil Produtos Bacteriológicos Ltda, Santa 

Cecília, SP, Brasil) a 37 ºC por 48 h, as de ágar MSBS e ágar Rogosa foram 
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incubadas em microaerofilia a 37 ºC por 48 h e as placas de ágar BHI com pH 4,7 

em anaerobiose a 37 ºC por 96 h. O número de Unidades Formadoras de Colônias 

(UFC) foi obtido com o auxílio de contador de colônias (Phoenix, Luferco CP 600 

Plus, Araraquara – SP, Brasil). Os resultados foram expressos em log (1+ UFC/mL). 

 

Condições de crescimento e tratamento do biofilme polimicrobiano 

Para crescimento do biofilme polimicrobiano, foi utilizado o meio de McBain 

suplementado com diferentes concentrações de sacarose. Esse meio é composto 

por mucina gástrica suína (2,5 g/L), peptona bacteriológica (2,0 g/L), triptona (2,0 

g/L), extrato de levedura (1,0 g/L) NaCl, (0,35 g/L), KCl (0,2 g/L), CaCl2 (0,2 g/L), 

cloridrato de cisteína (0,1 g/L), hemina, (0,001 g/L) e vitamina K1 (0,0002 g/L), pH 

7,0 (McBain et al.21, 2005). 

 Foram realizados, no total, seis estudos para a validação do modelo 

experimental, nos quais as seguintes variáveis foram analisadas: concentração de 

sacarose no meio de cultura, manutenção ou retirada da saliva após inoculação 

inicial, duração do experimento, uso de solução neutralizadora e quantidade de 

exposições às soluções de tratamento.  

 

Estudo 1  

Os biofilmes cresceram nos blocos de esmalte (n=5) utilizando o modelo 

recentemente desenvolvido por van de Sande et al.30 (2011), com a substituição do 

meio de cultura DMM para o meio McBain, conforme descrito anteriormente. O 

regime de exposição à sacarose foi semi-contínuo, no qual o biofilme foi exposto a 

1% de sacarose durante 6 h diárias, alternando com períodos em que os blocos de 

esmalte permaneceram no meio de cultura sem sacarose por 18 h.  
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Os blocos foram posicionados verticalmente para criar um modelo de adesão 

ativa (Exterkate et al.13, 2010) e esterilizados em micro-ondas (Viana et al.31, 2009), 

utilizando a potência de 410 W (Apêndice A3).  

Para simular o tratamento com as formulações farmacêuticas, os blocos 

foram imersos por 1 min em 2 mL de água destilada esterilizada e lavados por 

imersão em solução salina 0,9%, antes e após a simulação do tratamento. O 

experimento foi realizado por cinco dias, cujos tratamentos foram realizados do 2º ao 

4º dia de crescimento do biofilme, antes dos blocos serem imersos no meio de 

cultura contendo sacarose.  

 

Estudo 2  

  O procedimento foi realizado conforme descrito no Estudo 1 com 5 blocos de 

esmalte, porém a cultura semi-contínua foi realizada com meio McBain 

suplementado com 2% de sacarose por 6 h e meio McBain suplementado com 1% 

de sacarose por 18 h. 

 

Estudo 3  

O procedimento foi realizado conforme descrito no Estudo 1 com três blocos 

de esmalte, utilizando a saliva de outro doador, que foi mantida em gelo durante a 

coleta e não foi aspirada após o período de incubação.  

 

Estudo 4  

O procedimento foi realizado de acordo com o Estudo 3, utilizando três blocos 

de esmalte por grupo, de acordo com o tipo de tratamento: a) Tratamento com 1,8 
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mL de enxaguatório bucal experimental, sem a adição de princípio ativo (controle 

negativo) e b) tratamento com 1,8 mL de digluconato de clorexidina 0,12% (“CHX”, 

Periogard®). Após o tratamento os blocos foram imersos por 1 min em 1,8 mL de 

caldo Dey-Engley Neutralizante (HiMedia, Vadhani Industrial Estate, Mumbai, Índia) 

suplementado com 2,5% de polissorbato (Synth, Labsunth Produtos para 

Laboratórios Ltda, Diadema – SP, Brasil) e 0,1% de cloridrato de l-cisteína (Synth, 

Labsunth Produtos para Laboratórios Ltda, Diadema – SP, Brasil). A duração do 

experimento foi reduzida para 4 dias. 

 

Estudo 5  

O procedimento foi realizado de acordo com o Estudo 4 com três blocos de 

esmalte por grupo, porém os tratamentos foram realizados duas vezes por dia, 

durante as trocas de meio de cultura. Ainda, os tratamentos iniciaram a partir do 

primeiro dia, antes da transferência dos blocos de esmalte para o meio McBain sem 

sacarose. 

  

Estudo 6  

O procedimento foi realizado de acordo com o Estudo 5 com três blocos de 

esmalte por grupo, porém os blocos não foram submetidos a solução neutralizadora 

e, a concentração de sacarose no meio McBain foi reduzida para 0,5% (Figura 1). 
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     Figura 1- Variáveis avaliadas em cada estudo. 
ESTUDO 1 ESTUDO 2 ESTUDO 3 ESTUDO 4 ESTUDO 5 ESTUDO 6 

5 blocos 5 blocos 3 blocos 6 blocos 6 blocos 6 blocos 
Saliva – voluntário A Saliva – voluntário A Saliva – voluntário B Saliva – voluntário B Saliva – voluntário B Saliva – voluntário B 

Saliva aspirada Saliva aspirada Manutenção da saliva Manutenção da saliva Manutenção da saliva Manutenção da saliva 
Amostras de saliva e 
suspensões mantidas 

em temperatura 
ambiente 

Amostras de saliva e 
suspensões mantidas 

em temperatura 
ambiente 

Amostras de saliva e 
suspensões mantidas 

em gelo 

Amostras de saliva e 
suspensões mantidas 

em gelo 

Amostras de saliva e 
suspensões mantidas 

em gelo 

Amostras de saliva e 
suspensões mantidas 

em gelo 

Meio com 1% de 
sacarose/ meio sem 

sacarose 

Meio com 2% de 
sacarose/ meio com 

1% de sacarose 

Meio com 1% de 
sacarose/ meio sem 

sacarose 

Meio com 1% de 
sacarose/ meio sem 

sacarose 

Meio com 1% de 
sacarose/ meio sem 

sacarose 

Meio com 0,5% de 
sacarose/ meio sem 

sacarose 
Tratamento simulado 
com água destilada  

1X/dia 

Tratamento simulado 
com água destilada 

1X/dia 

Tratamento simulado 
com água destilada 

1X/dia 

Tratamento com 
CHX/Enxag. controle 

1X/dia + uso de 
solução neutralizadora 

Tratamento com 
CHX/Enxag. controle 

2X/dia + uso de 
solução neutralizadora 

Tratamento com 
CHX/Enxag. controle 

2X/dia. 

5 dias de experimento 5 dias de experimento 5 dias de experimento 4 dias de experimento 4 dias de experimento 4 dias de experimento 

 

 

Análise dos biofilmes 

A acidogenicidade dos biofilmes foi analisada através da aferição do pH após 

cada troca de meio de cultura, utilizando um eletrodo específico (2A14-JL-Analyser) 

acoplado a um analisador de íons (720A – Orion Research, EUA). 

Ao término do período experimental, os biofilmes formados na superfície de 

esmalte foram dispersos em 2 mL de solução salina 0,9% utilizando ultrassom por 10 

s (Cuba de ultrassom Cristófoli, Campo Mourão – PR, Brasil, 42 kHz). As amostras 

foram semeadas em ágar BHI (Brighenti et al.8, 2012), ágar MSBS (Gold et al.15, 

1973), ágar Rogosa (Rogosa et al.25, 1951) e ágar BHI pH 4,7 (Azevedo et al.6, 

2014), para isolamento, respectivamente, de bactérias anaeróbias totais, 

estreptococos do grupo mutans, lactobacilos e bactérias anaeróbias acidúricas, de 

acordo com a metodologia previamente descrita. O número de Unidades 

Formadoras de Colônias (UFC) foi obtido com o auxílio de contador de colônias. Os 

resultados foram expressos em log (1+ UFC/mm2). 

 

Análise dos dados 

Devido ao número reduzido de repetições em cada estudo, os dados foram 

analisados descritivamente. 
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Resultados 

Os resultados da concentração microbiana inicial da saliva doada nos seis 

estudos estão apresentados na Figura 2. A média (± dp) das concentrações de 

bactérias presentes nas amostras de saliva utilizadas para os Estudos 1 e 2 

(voluntário A) foi de 1,97107 UFC/mL (± 4,22106), 2,40106 UFC/mL (± 1,13106) 

e 1,03103 UFC/mL (± 2,26106) para, respectivamente, bactérias anaeróbias totais, 

estreptococos do grupo mutans e bactérias anaeróbias acidúricas. Não houve 

crescimento de lactobacilos nas amostras de saliva do voluntário A (Estudos 1 e 2), 

cuja saliva e suspensões do biofilme não foram mantidas em gelo. A média (±dp) 

das concentrações de bactérias presentes nas amostras de saliva utilizadas para os 

Estudos 3, 4, 5 e 6 (voluntário B) foi de 3,13107 UFC/mL (± 2,88106), 3,57105 

UFC/mL (± 1,50105), 5,99104 UFC/mL (± 6,16104) e 9,83104 UFC/mL (± 

1,62105) para, respectivamente, bactérias anaeróbias totais, estreptococos do 

grupo mutans, bactérias anaeróbias acidúricas e lactobacilos. As amostras de saliva 

do voluntário A (Estudo 1 e 2) apresentaram uma concentração homogênea de 

bactérias anaeróbias totais e estreptococos do grupo mutans ao longo das coletas e 

uma variação de 3 log na concentração de bactérias acidúricas. As amostras do 

voluntário B (Estudos 3 a 6) apresentaram uma concentração homogênea de 

bactérias anaeróbias totais, estreptococos do grupo mutans e bactérias anaeróbias 

acidúricas e uma variação de até 2 log na concentração de lactobacilos ao longo das 

coletas.  

 

 

 



32 
 

Figura 2- Concentração microbiana inicial da saliva coletada (média ± dp) para a realização de 
cada estudo. Estudos 1 e 2: voluntário A; Estudos 3 a 6: voluntário B.  
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 A Figura 3A mostra os resultados de %SH dos estudos cujo tratamento foi 

simulado com água destilada esterilizada (Estudos 1 a 3). No Estudo 1, a avaliação 

da dureza final foi realizada em dois blocos de esmalte devido à ausência de 

crescimento de biofilme na superfície de três blocos de esmalte. No Estudo 2, é 

apresentada a %SH de somente um dos cinco blocos de esmalte utilizados, pois os 

quatro blocos restantes apresentaram a superfície do esmalte erodida, o que 

impossibilitou a realização da análise de microdureza. A %SH para os blocos 

tratados com água destilada esterilizada nos estudos 1 a 3 variou entre 79,66% e 

92,79%. 

A Figura 3B mostra os resultados de %SH dos estudos que realizaram testes 

com a CHX e com o enxaguatório controle (Estudos 4 a 6). A diferença entre a %SH 

do grupo tratado com enxaguatório controle e com a CHX foi de 1,97% e 4,73% 

para, respectivamente os Estudos 4 e 5. No Estudo 6, essa diferença foi de 22,85%. 
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Figura 3- Porcentagem média ± dp de perda de dureza dos blocos de esmalte. (A) Tratamento 
com água deionizada: Estudo 1 (n=2), Estudo 2 (n=1) e Estudo 3 (n=3). (B) Tratamento com 
digluconato de clorexidina 0,12% (CHX) e enxaguatório sem princípio ativo (controle): Estudo 4 
(n=6), Estudo 5 (n=6) e Estudo 6 (n=6). 
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Na Figura 4, observa-se que houve um crescimento microbiano inadequado 

nas amostras de biofilme tanto no Estudo 1 quanto no Estudo 2. Nesses estudos, as 

amostras foram manipuladas em temperatura ambiente enquanto que nos Estudos 3 

a 6 as amostras foram mantidas em gelo durante todo o procedimento. O Estudo 3 

apresentou um crescimento microbiano adequado de todas as amostras.  

Nos Estudos 4 a 6, as amostras de biofilme do grupo CHX não apresentaram 

crescimento de estreptococos do grupo mutans. Houve uma variabilidade na 

concentração de lactobacilos de 4 log para o grupo CHX e de até 5 log no grupo 

Controle (Figura 3).  

No Estudo 6, não houve o crescimento de estreptococos do grupo mutans e 

lactobacilos no grupo CHX. Houve uma diferença de 3 log no crescimento de 

bactérias anaeróbias totais e de 4 log no crescimento de bactérias anaeróbias 

acidúricas entre os grupos controle e CHX. 
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Figura 4- Concentração de bactérias presentes no biofilme formado nos blocos de esmalte (média 
± dp) de cada Estudo. Estudo 1 (n=2), Estudo 2 (n=5), Estudo 3 (n=3), Estudo 4 (n=6), Estudo 5 
(n=6) e Estudo 6 (n=6). 
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No Estudo 1, a acidogenicidade do biofilme atingiu o nível crítico de 

desmineralização do esmalte (5,5) a partir do terceiro dia de experimento tanto para 

o meio de cultura suplementado com sacarose quanto para o meio de cultura sem a 

suplementação. No Estudo 2, a acidogenicidade do biofilme ficou abaixo do nível 

crítico a partir do primeiro dia em ambos os meios, aumentando gradualmente nos 

dias subsequentes. No Estudo 3, a acidogenicidade do biofilme em meio de cultura 

suplementado com 1% de sacarose esteve abaixo do pH crítico do esmalte a partir 

do primeiro dia de crescimento do biofilme e os valores de pH dos biofilmes em meio 

de cultura sem sacarose permaneceram próximos à neutralidade durante todo o 

experimento. Esse mesmo padrão de acidogenicidade foi observado nos Estudos 4 

e 5, tanto para o grupo controle quanto para o grupo CHX (Figura 5). 

No Estudo 6, a acidogenicidade do meio de cultura com 0,5% de sacarose 

para os biofilmes tratados com CHX ficou próxima ao valor do pH crítico do esmalte 

(5,5), permanecendo acima dos valores críticos no segundo e no quarto dia do 

experimento. Os biofilmes tratados com o enxaguatório controle apresentaram 

valores próximos ao pH 4,5. 
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Figura 5- Acidogenicidade (média ± dp) do Estudo 1 (n=5), Estudo 2 (n=5), Estudo 3 (n=3), 
Estudo 4 (n=6), Estudo 5 (n=6) e Estudo 6 (n=6). Linhas tracejadas correspondem ao meio 
suplementado com sacarose e as linhas contínuas correspondem ao meio sem sacarose. 
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Discussão 

O presente estudo procurou validar uma metodologia simples, eficaz e 

acessível de indução de cárie in vitro em um curto período de tempo, a fim de 

possibilitar a realização de testes de atividade antimicrobiana de formulações 

farmacêuticas. Procurou, ainda, adaptar a metodologia proposta por van de Sande 

et al.30 (2001) para o uso de um meio de cultura alternativo. O meio de cultura DMM, 

utilizado no estudo de van de Sande et al.30 (2011) foi elaborado por Wong e 

Sissons27 (2001) e é adequado para a cultura in vitro de biofilmes polimicrobianos, 

pois atua como um análogo da saliva natural. Porém, devido à grande variedade de 

substâncias envolvidas, esse meio de cultura possui alto custo e demanda um longo 

período de preparo. Assim, foi proposto o uso do meio McBain, que também se 

mostrou eficaz para a cultura in vitro de biofilmes polimicrobianos (McBain et al.21, 

2005). Seu modo de preparo é mais simples, e o custo de seus componentes é 

menor, o que favorece o uso desse meio em larga escala. 

Neste estudo, foi utilizado um modelo de biofilme polimicrobiano obtido a 

partir da saliva para mimetizar o biofilme formado in vivo (Sissons27, 1997), 

associado a um modelo de adesão ativa, que propicia a formação de um biofilme 

somente com células capazes de aderirem aos espécimes e não favorece a 

aderência de micro-organismos pela força da gravidade (Exterkate et al.13, 2010). 

Foram utilizados blocos de esmalte bovinos por responderem 30% mais 

rapidamente a desafios cariogênicos do que o esmalte de dentes humanos (White et 

al.35, 2010), o que auxilia na busca de um modelo que demanda pouco tempo de 

execução. 
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O Estudo 1 foi realizado baseado no modelo original proposto por van de 

Sande et al.30 (2011), com substituição do meio de cultura. Apesar de esse modelo 

ter apresentado uma %SH satisfatória nos blocos de esmalte (próximo a 80%), 

observou-se que o biofilme cresceu somente em 40% dos espécimes. Ainda, a 

média dos valores de pH do biofilme em meio com 1% de sacarose (5,17) não 

corrobora com a média (4,6) descrita no trabalho de van de Sande et al.30 (2011). 

Devido à ausência de crescimento de biofilme em 60% dos espécimes no 

Estudo 1, o Estudo 2 foi realizado com concentrações maiores de sacarose. 

Contudo, esse modelo provocou um grande desafio cariogênico, uma vez que foi 

observada erosão em 80% dos espécimes utilizados. Esses resultados corroboram 

com os valores de pH obtido para os meios de cultura suplementados com sacarose, 

que permaneceram abaixo do valor crítico do esmalte durante quase todo o 

experimento. Porém, apesar dos valores de pH terem sido baixos, houve um 

pequeno aumento ao longo dos dias de teste ao invés de permanecer estável. Isso 

ocorreu devido aos valores baixos de pH observados no primeiro dia tanto no meio 

de cultura com 1% de sacarose quanto no meio de cultura com 2% de sacarose, que 

podem ter prejudicado o metabolismo bacteriano e levado ao aumento gradual ao 

longo do experimento. 

Esses resultados levantaram a hipótese de que a saliva do voluntário A não 

tinha uma composição adequada para o desenvolvimento satisfatório de lesões de 

cárie. O uso de somente um voluntário foi proposto por van de Sande et al.30 (2011) 

com base em um estudo anterior, no qual observaram que os biofilmes dentários 

produzidos a partir de amostras de saliva de voluntários com experiências variadas 

de cárie não apresentaram uma diferença estatisticamente significante na 

desmineralização do esmalte (Azevedo et al.6, 2011). Essa constatação está 
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consistente com a Teoria Ecológica da Etiologia da Cárie Dentária (Marsh18, 1994), 

na qual lesões de cárie se desenvolvem devido a uma quebra do equilíbrio da 

microbiota provocada por uma mudança no ambiente bucal. Entretanto, o estudo de 

van de Sande et al.30 (2011) não apresentou o perfil microbiológico da saliva do 

doador utilizado e, conforme observado no presente estudo, houve uma diferença no 

padrão de crescimento de biofilme entre os dois voluntários utilizados. Ainda, a 

concentração microbiana no biofilme formado também não foi incluída no trabalho, o 

que dificultou a análise comparativa entre os biofilmes formados. 

As amostras de saliva e as suspensões de biofilme foram manipuladas em 

temperatura ambiente nos Estudos 1 e 2. Isso pode ter contribuído para o baixo 

crescimento de biofilme no Estudo 1 e pelo crescimento de somente uma parte dos 

grupos microbianos nos biofilmes no Estudo 2. Portanto, no Estudo 3 todas as 

amostras foram mantidas em gelo e foi estabelecido a não aspiração da saliva 

inoculada na tentativa de auxiliar no crescimento dos micro-organismos.  

No Estudo 3, observou-se o crescimento de todos os grupos microbianos 

avaliados (bactérias anaeróbias totais, estreptococos do grupo mutans, bactérias 

anaeróbias acidúricas e lactobacilos) em concentração suficiente tanto na amostra 

de saliva quanto nas amostras de biofilmes. Isso demonstra que a saliva do 

voluntário B possui uma concentração microbiana adequada e que a manutenção 

das amostras em gelo e a não aspiração da saliva auxiliou na formação do biofilme. 

Os valores médios de pH dos biofilmes em meio suplementado com 1 % de 

sacarose (4,06) e em meio sem sacarose (6,22) estão próximos dos encontrados no 

modelo desenvolvido por van de Sande et al.30 (2011). Ficou estabelecido o uso da 

saliva desse voluntário para a realização de testes com digluconato de clorexidina 
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0,12% (CHX) e com o controle negativo. A duração total do experimento foi reduzida 

para quatro dias devido à grande queda de pH observada no último dia do Estudo 3.  

Os resultados do Estudo 4 mostram que não houve crescimento de 

estreptococos do grupo mutans e lactobacilos no grupo CHX. Porém, a 

acidogenicidade do biofilme e a %SH foram semelhantes ao grupo controle, o que 

caracterizou a existência de um alto desafio cariogênico. Portanto, no Estudo 5, o 

tratamento dos biofilmes foi realizado a partir do primeiro dia de experimento, antes 

da transferência dos blocos para o meio McBain sem sacarose e, a partir do 2º dia, o 

tratamento foi realizado duas vezes ao dia, antes de cada troca de meio de cultura. 

Apesar das modificações propostas, a diferença de %SH entre os grupos 

CHX e controle permaneceram semelhantes, o que continua caracterizando alto 

desafio cariogênico no modelo proposto. Assim, no Estudo 6, a concentração de 

sacarose foi reduzida de 1% para 0,5% e não foi utilizada a solução neutralizadora 

após o tratamento, a exemplo do estudo original de van de Sande et al.30 (2011). A 

solução neutralizadora foi incluída como variável nos estudos devido à 

substantividade da clorexidina (Elworthy et al.12, 1996). 

Os resultados do Estudo 6 mostram que as modificações realizadas 

resultaram no alcance do objetivo proposto. A diferença entre os grupos controle e 

CHX foi da ordem de 4 log para estreptococos do grupo mutans e lactobacilos e de 3 

log para bactérias anaeróbias totais e bactérias anaeróbias acidúricas. Houve uma 

diferença de 22,9% na %SH entre os grupos. 

Com base nos resultados dos seis estudos, observa-se que foram 

necessárias diversas modificações ao longo dos estudos para conseguir uma ação 
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efetiva da clorexidina, o que pode ser atribuído à sua dificuldade de ação em 

biofilmes maduros (Vitkov et al.33, 2005; Zanata et al.37, 2007). 

Nesse trabalho, observou-se que o crescimento satisfatório do biofilme e a 

desmineralização adequada do esmalte foram afetados pelas diversas variáveis 

incluídas no estudo, além das características da saliva doada. Ainda, a eficácia da 

CHX no controle da formação de biofilme foi afetada pelo uso da solução 

neutralizadora e pelas concentrações de sacarose propostas no regime semi-

contínuo. 

 

Conclusão 

Conclui-se que resultados satisfatórios foram obtidos quanto à 

desmineralização, concentração microbiana e acidogenicidade dos biofilmes após a 

avaliação das diversas variáveis propostas. O regime cariogênico ideal para o teste 

de atividade antimicrobiana de formulações farmacêuticas experimentais com o meio 

McBain ficou estabelecido com o uso de 0,5% de sacarose, com a manutenção da 

saliva após a inoculação inicial, com a realização de uma exposição às soluções de 

tratamento no primeiro dia e de duas exposições no segundo ao quarto dia, sem o 

uso da solução neutralizadora e com a duração do experimento de quatro dias. 
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Resumo  

O objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana de um 

enxaguatório bucal a base de óleo essencial de C. doctoris sobre biofilmes 

polimicrobianos provenientes da saliva. O óleo essencial foi obtido através de 

hidrodestilação e sua concentração inibitória mínima (CIM) e bactericida mínima 

(CBM) foram determinadas através da técnica de microdiluição em caldo. Um 

enxaguatório bucal sem óleo essencial e digluconato de clorexidina 0,12% foram 

utilizados, respectivamente, como controle negativo e positivo. Os blocos de esmalte 

foram submetidos a um modelo de indução de cárie in vitro e tratados por quatro 

dias. Os biofilmes desenvolvidos foram analisados quanto a sua composição 

microbiológica e acidogenicidade. A desmineralização do esmalte (%SH) foi 

determinada através da microdureza de superfície. Os resultados de CIM e CBM 

foram analisados descritivamente. Os demais dados foram submetidos a testes não 

paramétricos utilizando o programa GraphPad Prism versão 3.02. A CIM e a CBM do 

óleo essencial e da CHX foram, respectivamente, 0,625% e 1,250%, 0,004% e 

0,008%. Observou-se que o enxaguatório com óleo essencial não apresentou 

diferença estatística com o grupo controle negativo (p>0,05) em todos os parâmetros 

analisados, exceto para a concentração de lactobacilos no biofilme. A CHX 

apresentou diferença estatisticamente significante em relação ao controle negativo 

em todas as análises (p<0,001). Conclui-se que o óleo essencial possui atividade 

antimicrobiana contra micro-organismos em suspensão provenientes da saliva, 

porém sua ação em concentração equivalente a CIM não é eficaz no controle do 

biofilme dentário. 

Palavras-chave: Óleo de Croton, produtos biológicos, produtos com ação 

antimicrobiana. 
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Introdução 

A cárie dentária constitui o maior problema de saúde bucal em muitos países 

industrializados, por afetar 60-90% das crianças em idade escolar e a grande 

maioria dos adultos (World Health Organization47, 2010). A remoção mecânica do 

biofilme da superfície dentária constitui o método mais adequado para a prevenção 

da cárie (Pinto31, 2000), uma vez que ele constitui o principal fator etiológico local 

dessa doença (Zanela et al.49, 2002). Entretanto, o uso de substâncias 

antimicrobianas pode auxiliar a reverter o risco de cárie até que bons hábitos de 

higiene bucal sejam estabelecidos, o que é particularmente útil em crianças ou 

pacientes com dificuldades motoras (Pereira et al.29, 2010). 

Entre as substâncias antimicrobianas disponíveis para uso na cavidade bucal, 

destaca-se a clorexidina, que possui amplo espectro de ação e forte adsorção às 

superfícies bucais (Zanatta et al.48, 2007). Entretanto, o uso prolongado dessa 

substância não é indicado devido aos diversos efeitos colaterais que ela apresenta, 

como o manchamento dos dentes, descamação reversível da mucosa, alterações do 

paladar e aumento de calcificados supragengivais (Torres39, 2000). Portanto, há a 

necessidade de serem desenvolvidos produtos de igual efetividade, porém com 

menos efeitos colaterais. 

Produtos naturais de origem vegetal têm sido utilizados como principal fonte 

de agentes terapêuticos inovadores e efetivos (Jeon et al.15, 2011). Considerando a 

grande biodiversidade do território brasileiro, o Governo Federal reconheceu, por 

meio da criação da “Política Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapia” (Decreto 

Federal nº 5.813, de 22 de junho de 200610) o potencial de plantas como fonte de 

moléculas bioativas para gerar produtos de interesse ao SUS. Esse Decreto resultou 
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na criação, em 2009 da Relação Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao 

SUS (Renisus). 

Croton spp., pertencente à família Euphorbiaceae, é um dos incluídos na lista 

de 71 plantas do Renisus. Croton doctoris S. Moore é uma planta encontrada no 

Pantanal brasileiro. Embora seu potencial farmacológico seja pouco explorado, há 

evidências da atividade antimicrobiana do extrato bruto contra bactérias de 

relevância cariogênica (Brighenti et al.5, 2014). 

Os óleos essenciais constituem-se de líquidos oleosos obtidos a partir de 

diversas partes da planta, como flores, folhas, frutos, sementes, gramas, raízes, 

rizomas e caules (Tisserand, Balacs38, 1999). Embora sejam normalmente utilizados 

como flavorizantes, os óleos essenciais também possuem atividade antimicrobiana 

(Mourey, Canillac25, 2002), antiviral (Bishop3, 1995), antimicótica (Mari et al.19, 2003), 

antiparasítica (Pessoa et al.30, 2002) e inseticida (Karpouhtsis et al.16, 1998). Essas 

propriedades estão diretamente relacionadas com funções necessárias à 

sobrevivência vegetal que exercem papel fundamental na defesa contra 

microrganismos (Siqui et al.35, 2000). Por esses motivos, óleos essenciais estão 

sendo cada vez mais utilizados na indústria farmacêutica, cosmética e alimentícia 

como uma alternativa aos produtos sintéticos (Montanari24, 2010).  

Apesar da existência de evidências da atividade antimicrobiana do extrato 

bruto, pesquisas com o óleo essencial de Croton doctoris S. Moore devem ser 

realizadas a fim de comprovar o seu potencial antimicrobiano e dessa forma tornar 

possível a formulação de novos produtos. As vantagens do uso do óleo essencial 

sobre o extrato bruto de plantas é que eles são mais fáceis de serem incorporados 
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em formulações farmacêuticas e apresentam aroma, palatabilidade e aparência mais 

agradável, sendo mais aceitos pela população. 

O objetivo desse trabalho foi estudar a atividade antimicrobiana e desenvolver 

um enxaguatório bucal a base de óleo essencial de C. doctoris, avaliando: 1) A 

atividade antimicrobiana do óleo essencial contra micro-organismos em suspensão 

provenientes da saliva; 2) A capacidade do enxaguatório em impedir a 

desmineralização do esmalte; 3) Sua interferência na composição microbiológica do 

biofilme utilizando um modelo para indução de cárie in vitro. 

 

Materiais e métodos 

As aprovações éticas foram concedidas pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

em Seres Humanos (CEP) (Parecer de Aprovação: 405.841) (Anexo 1) e pela 

Comissão de Ética no Uso de Animal (CEUA) (Parecer de aprovação: 28/2013) 

(Anexo 2) da Faculdade de Odontologia de Araraquara – UNESP. 

 

Obtenção do óleo essencial 

As folhas de C. doctoris foram coletadas e identificadas pelo botânico Antônio 

Arantes Sobrinho durante o período de cheia do Pantanal (entre outubro e março). O 

óleo essencial foi obtido através da hidrodestilação das folhas frescas da espécie 

vegetal por 3 h utilizando aparelho de Clevenger modificado. Na hidrodestilação, o 

vapor d´água carrega consigo o óleo contido no interior ao atravessar o material 

vegetal. A retirada da água foi realizada com sulfato de sódio anidro e seu 

rendimento em massa foi determinado (rendimento = [massa final/massa 

inicial]*100). O óleo obtido foi diluído em propilenoglicol na proporção 9:1 (v/v). 
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Obtenção do inóculo polimicrobiano da saliva e condições de crescimento 

Foi utilizado um modelo in vitro, proposto por Sissons36 (1997), que utiliza um 

inóculo polimicrobiano proveniente da microbiota natural para mimetizar o biofilme 

formado in vivo.  

Para a obtenção do inóculo polimicrobiano, na manhã do experimento, foi 

coletada saliva fresca, de um voluntário em jejum, que permaneceu por 24 h sem 

escovar os dentes e que não utilizou antibióticos ou antifúngicos nos últimos seis 

meses (van de Sande et al.40, 2011). Foi utilizado o meio de cultura proposto por 

McBain et al.23, 2005 com e sem a adição de sacarose. Esse meio é composto por 

mucina gástrica suína (2,5 g/L), peptona bacteriológica (2,0 g/L), triptona (2,0 g/L), 

extrato de levedura (1,0 g/L) NaCl, (0,35g/L), KCl (0,2 g/L), CaCl2 (0,2 g/L), cloridrato 

de cisteína (0,1 g/L), hemina, (0,001 g/L) e vitamina K1 (0,0002 g/L), pH 7,0 (McBain 

et al.23, 2005). 

Uma alíquota de saliva foi processada para determinação da concentração 

microbiana inicial. Foram quantificadas a concentração de bactérias anaeróbias 

totais em ágar BHI (Brighenti et al.4, 2012), de estreptococos do grupo mutans em 

ágar Mitis Salivarius suplementado com 20% de sacarose e 0,2 UI/mL bacitracina 

(MSBS) (Gold et al.14, 1973), de lactobacilos em ágar Rogosa (Rogosa et al.33, 1951) 

e de bactérias anaeróbias acidúricas em ágar BHI pH 4.7 (Azevedo et al.2, 2014). O 

ágar BHI foi incubado em anaerobiose (5-10% CO2; <1% O2; Anaerobac - Probac do 

Brasil Produtos Bacteriológicos Ltda, Santa Cecília, SP, Brasil), através de gerador 

de anaerobiose (Anaerobac - Probac do Brasil Produtos Bacteriológicos Ltda, Santa 

Cecília, SP, Brasil) a 37 ºC por 48 h; o ágar MSBS e ágar Rogosa foram incubados 

em microaerofilia a 37 ºC por 48 h; e o ágar BHI pH 4,7 em microaerofilia a 37 ºC por 
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96 h. O número de Unidades Formadoras de Colônias (UFC) foi obtido com o auxílio 

de contador de colônias (Phoenix Luferco CP 600 Plus, Araraquara – SP, Brasil). Os 

resultados foram expressos em log (1+UFC/mL). 

 

Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) e concentração 

bactericida mínima (CBM) 

A atividade antimicrobiana inicial do óleo essencial foi determinada através da 

técnica de microdiluição em caldo. Como substância de referência (controle positivo), 

foi utilizado digluconato de clorexidina 0,12% (“CHX”, Periogard®). Como controle 

negativo, foi utilizado o diluente do óleo essencial (propilenoglicol/meio de cultura na 

proporção 9:1v/v). 

O enxaguatório utilizado como controle positivo é constituído por: água, 

glicerina, álcool etílico, polissorbato 20, digluconato de clorexidina, sabor, sacarina 

sódica, FD&C azul nº 1 (Cl 42090) (dados apresentados na embalagem do produto). 

 No primeiro poço da placa de 96 poços, foram acrescentados 50 μL do óleo 

essencial e 50 μL de meio McBain duas vezes concentrado. Em seguida, diluições 

seriadas de razão dois foram obtidas de modo a serem testadas concentrações 

entre 0,005 e 5% (v/v) do óleo essencial e entre 0,0001 e 0,06% (w/v) do digluconato 

de clorexidina 0,12%. Da saliva coletada, 20 μL foram adicionados em cada poço. A 

placa foi incubada em anaerobiose a 37ºC por 24 h. Os poços foram submetidos a 

uma subcultura em ágar para avaliação da presença de crescimento bacteriano. A 

avaliação da presença de crescimento bacteriano foi realizada através de inspeção 

visual. Os experimentos foram realizados em duplicata. A CIM foi determinada como 

a menor concentração capaz de inibir o crescimento, porém não em 100% e a CBM 
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foi determinada como a menor concentração capaz de inibir totalmente o 

crescimento microbiano. 

 

Avaliação in vitro da formulação farmacêutica para uso oral utilizando esmalte 

de dente bovino e biofilmes polimicrobianos 

Elaboração de formulação farmacêutica para uso oral 

O enxaguatório bucal utilizado foi constituído por: água destilada, glicerina, 

metilparabeno, óleo de mamona hidrogenado, cocoamidopropilbetaína, fosfato de 

sódio, corante, sacarina, polivinilpirrolidona e o óleo essencial em concentração 

equivalente à CIM seguindo metodologia descrita por Cordeiro et. al.9, 2006 e 

Farmacopéia Brasileira13, 1996, com modificações. O enxaguatório controle foi 

preparado contendo todos os excipientes, exceto o princípio ativo (óleo essencial). 

Todos os procedimentos foram realizados em duplicata. O controle de qualidade dos 

enxaguatórios após sua manipulação foi realizado através dos testes de CIM e CBM 

(dados não mostrados). 

 

Preparo e seleção dos blocos de esmalte 

Foram utilizados incisivos centrais inferiores permanentes obtidos de bovinos 

com idade entre 2 e 3 anos e mantidos previamente em formol a 2% pH 7,0 durante 

30 dias. Blocos de esmalte bovino (4 x 4 mm) foram preparados a partir da porção 

mais plana da superfície vestibular das coroas utilizando cortadeira elétrica (Buehler, 

Lake Bluff, USA and Mitutoyo Corporation, Kanagawa, Japan). Após a obtenção dos 

blocos de esmalte, a dentina foi planificada e o esmalte foi polido com o uso de uma 
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politriz (Buehler,Lake Bluff, IL, USA), lixas de granulação 320, 600, 800 e 1200 (20 s 

cada) e feltro com solução diamantada 1µm por 2 min (Apêndice A1). 

 Os blocos foram submetidos ao teste de microdureza inicial (SH1), utilizando 

microdurômetro Micromet 5114 hardness tester (Buehler, Lake Bluff, IL, EUA), com 

penetrador tipo Knoop, carga estática de 25 g e tempo de 10 s, acoplado ao 

software para análise de imagem Buehler OmniMet (Buehler, Lake Bluff, EUA) 

(Vieira et al.43, 2005). Foram realizadas cinco impressões na região central do bloco 

de esmalte, com espaço de 100 μm entre elas (Apêndice A2). Os blocos que 

apresentaram SH1 entre 320-380 KHN foram distribuídos em grupos 

estatisticamente homogêneos de acordo com a média de SH1 da população total de 

blocos e seu intervalo de confiança (α<0,05) nas seguintes condições de tratamento 

(n=12): 1) Tratamento com enxaguatório bucal formulação controle contendo todos 

os ingredientes, exceto o óleo essencial (controle negativo); 2) Tratamento com 

enxaguatório bucal contendo óleo essencial de C. doctoris em concentração 

equivalente à CIM; e 3) Tratamento com digluconato de clorexidina 0,12% 

(Periogard®). 

Após o experimento, foi realizado um novo teste de dureza de superfície 

(SH2) de acordo com a metodologia descrita anteriormente. A porcentagem de 

perda de dureza de superfície (%SH) foi calculada de acordo com a seguinte 

fórmula: %SH = 100×(SH2– SH1)/SH1. 

 

Crescimento e tratamento do biofilme polimicrobiano 

Os blocos de esmalte foram isolados com verniz de unha, deixando apenas a 

superfície do esmalte exposta. Em seguida, foram posicionados verticalmente para 
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criar um modelo de adesão ativa (Exterkate et al.12, 2010) e esterilizados em micro-

ondas a 410 W (Viana et al.42, 2009) (Apêndice A3).   

Para o crescimento dos biofilmes, foi utilizado um modelo de fartura-miséria 

desenvolvido por van de Sande et al.40 (2011), com modificações validadas*4. Os 

blocos foram transferidos para placas de 24 poços (Techno Plastic Products AG, 

Labware, Switzerland) contendo 0,4 ml do inóculo polimicrobiano (saliva). Após 1 h a 

temperatura ambiente, 1,8 mL do meio de cultura McBain suplementado com 0,5% 

de sacarose foi adicionado. Após 6 h de incubação, os blocos foram lavados por 10 

s em NaCl 0,9% e transferidos para o meio McBain sem sacarose. Os tratamentos 

foram realizados uma vez ao dia no primeiro dia, após o período de fartura e duas 

vezes ao dia a partir do segundo dia de experimento, antes e após o período de 

fartura. Os blocos foram lavados por imersão em solução salina 0,9% antes e após a 

imersão em 1,8 mL da solução de tratamento por 1 min (Apêndice A4).  

A acidogenicidade do biofilme foi analisada através da aferição do pH, após 

cada troca de meio de cultura, utilizando um eletrodo especifico (2A14-JL- Analyser) 

acoplado a um analisador de íons (720A – Orion Research, EUA) (Apêndice A4). 

 

Análise microbiológica do biofilme 

Ao término do período experimental, os biofilmes presentes na superfície dos 

blocos foram removidos e analisados quanto a sua composição microbiológica. 

                                                           
 *Nota explicativa: Foi utilizado o modelo de indução de cárie in vitro validado no 
Capítulo 1. 
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Os biofilmes foram dispersos em 2 mL de solução salina 0,9% utilizando 

ultrassom por 10 s (Cuba de ultrassom Cristófoli, Campo Mourão – PR, Brasil, 42 

kHz). Em seguida, as amostras foram semeadas em ágar BHI (Brighenti et al.4, 

2012), ágar MSBS (Gold et al.14, 1973), ágar Rogosa (Rogosa et al.33, 1951) e ágar 

BHI pH 4,7 (Azevedo et al.2, 2014), para isolamento, respectivamente, de bactérias 

anaeróbias totais, estreptococos do grupo mutans, lactobacilos e bactérias 

anaeróbias acidúricas de acordo com a metodologia previamente descrita (Apêndice 

A5). Os resultados foram expressos em log (1+UFC/mm2). 

 

Análise dos dados 

Os resultados da análise de micro-organismos na saliva e dos testes de CIM 

e CBM foram analisados descritivamente. Os demais dados foram analisados com o 

programa GraphPad Prism versão 3.02 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, 

USA). A porcentagem de perda de dureza de superfície (%SH) e a quantidade de 

micro-organismos no biofilme foram analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido 

de teste post hoc de Dunn. Para a comparação da acidogenicidade dos biofilmes 

entre os grupos dentro de um mesmo dia de experimento e dentro da mesma 

condição do meio de cultura (com ou sem sacarose), foi aplicado o teste de Kruskal-

Wallis, seguido de teste post hoc de Dunn. As condições com e sem sacarose, 

foram comparadas utilizando uma análise global de todos os dias, dentro de um 

mesmo grupo, através do teste de Mann Whitney. O nível de significância foi 

estabelecido em 5 %. 
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Resultados 

O rendimento em massa do óleo essencial de Croton doctoris S. Moore foi de 

0,4%. 

A CIM e a CBM do óleo essencial e do CHX estão expressas na Tabela 1. 

Observa-se que óleo essencial possui atividade antimicrobiana conta micro-

organismos em suspensões provenientes da saliva, porém em uma concentração 

maior que a atividade do digluconato de clorexidina 0,12%. 

 

Tabela 1- Valores de CIM e CBM (%) das substâncias estudadas 
 CIM (%) CBM (%) 

Óleo essencial de C. doctoris 
S. Moore (v/v) 

0,625 1,250 

Digluconato de clorexidina 
0,12% (v/v) 

0,004 0,008 

 

A média (±dp) da concentração de micro-organismos anaeróbicos totais na 

saliva doada foi de 2,18 ×107 UFC/mL (± 7,66 ×106), de estreptococos do grupo 

mutans foi de 7,38 ×105 UFC/mL (± 9,55 ×105), de bactérias anaeróbicas acidúricas 

foi de 2,36 ×105 UFC/mL (± 1,78 ×105), e de lactobacilos foi de 3,98 ×104 UFC/mL (± 

3,53 ×104). 

As médias das porcentagens de perda de dureza (%SH) estão apresentadas 

na Figura 1. Não houve uma diferença estatisticamente significante na %SH entre os 

grupos enxaguatório com óleo e controle negativo (p>0,05). Somente o grupo CHX 

foi capaz de interferir na desmineralização do esmalte, apresentando uma diferença 

estatística significativa quando comparada com os demais grupos (p<0,001). 
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Figura 1- Porcentagem média ± dp de perda de dureza de 
superfície (%SH) dos blocos de esmalte de acordo com o grupo de 
tratamento. Letras distintas demonstram diferenças estatísticas 
entre os grupos (teste de Kruskal-Wallis, seguido de teste post hoc 
de Dunn, p<0,05). 
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Não houve diferença estatisticamente significante na concentração 

microbiana do biofilme entre os grupos controle negativo e enxaguatório com óleo 

essencial (p>0,05), exceto para a concentração de lactobacilos (p<0,05). A 

concentração microbiana do grupo CHX foi estatisticamente menor que o grupo 

controle negativo em todos os parâmetros analisados (p<0,001) (Figura 2). 
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Figura 2- Concentração de bactérias presentes no biofilme 
formado nos blocos de esmalte (média ± dp) (n=12). Letras 
distintas demonstram diferenças estatísticas entre os grupos 
(teste de Kruskal-Wallis, seguido de teste post hoc de Dunn, 
p<0,05). 
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Considerando todos os dias de experimento, a acidogenicidade dos biofilmes 

em meio de cultura com 0,5% de sacarose foi estatisticamente maior em todos os 

grupos do que em meio sem sacarose (p<0,0001). Dentro de um mesmo dia, a 

acidogenicidade dos biofilmes em meio de cultura sem sacarose foi estatisticamente 

semelhante entre os três grupos (p>0,05) em todos os dias analisados. A 

acidogenicidade dos biofilmes do grupo enxaguatório com óleo em meio de cultura 

com 0,5% de sacarose foi semelhante à do grupo controle negativo (p>0,05) em 

todos os dias do experimento. O grupo CHX apresentou uma acidogenicidade menor 

no segundo (p<0,001), terceiro (p<0,01) e quarto dia (p<0,01) de tratamento (Figura 

3). 

 

 



63 
 

Figura 3- Acidogenicidade (média ± dp) dos biofilmes de acordo com 
o grupo de tratamento (n=12). Linhas tracejadas correspondem ao 
meio suplementado com sacarose e as linhas contínuas 
correspondem ao meio sem sacarose. Letras distintas demonstram 
diferenças estatísticas entre os grupos para o meio com sacarose 
(teste de Kruskal-Wallis, seguido de teste post hoc de Dunn e teste 
de Mann Whitney, p<0,05). Para o meio sem sacarose, não houve 
diferença estatística entre os grupos (teste de Kruskal-Wallis, 
seguido de teste post hoc de Dunn, p>0,05). 
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Discussão 

O controle do biofilme é o fator mais importante na prevenção de lesões de 

cárie (Zanela et al.49, 2002). A utilização de plantas naturais no controle da 

microbiota oral é uma opção terapêutica promissora, já que a clorexidina, o produto 

mais eficaz da atualidade, desencadeia efeitos colaterais. Plantas do gênero Croton 

são muito utilizadas pela medicina popular para o tratamento de diversas doenças 

(Salatino et al.34, 2007), porém o seu potencial farmacológico ainda é pouco 

explorado. 

Brighenti et al.5 (2014) demonstraram que o extrato hidroalcoólico de C. 

doctoris apresentou atividade antimicrobiana contra micro-organismos de interesse 

cariogênico. No presente estudo, o óleo essencial dessa planta apresentou atividade 



64 
 

antimicrobiana contra um pool de micro-organismos em suspensão, provenientes da 

saliva.  

Vários estudos têm demonstrado a atividade antimicrobiana de óleos 

essenciais contra micro-organismos orais (Nascimento et al. 27, 2008; Cha et al.7, 

2007; Maggi et al.18, 2010; Lang, Buchbauer.17, 2012). O óleo essencial de C. 

doctoris demonstrou ser mais ativo do que os óleos essenciais de Hyptis pectinata e 

de seis espécies de Hypericum (Maggi et al.18, 2010). Entretanto, a CIM do óleo 

essencial de C. doctoris foi menor do que a observada no óleo essencial de 

Cryptomeria japonica (Cha et al.7, 2007). É importante ressaltar que os estudos 

disponíveis na literatura raramente utilizam um inóculo polimicrobiano para avaliação 

da CIM e CBM. Em comunidade, micro-organismos possuem metabolismo e 

comportamento diferenciado, podendo realizar transferência de genes e são mais 

resistentes a antimicrobianos (Marsh20, 2005). Portanto, os valores de CIM e CBM 

obtidos para o óleo essencial de C. doctoris apresenta resultados promissores. 

Há poucos estudos disponíveis avaliando o efeito de produtos naturais 

utilizando biofilmes polimicrobianos. Em um estudo in situ, Brighenti et al.4, 2012, 

demonstraram que a %SH do extrato bruto de Psidium cattleianum foi em torno de 

60%, enquanto que o grupo controle negativo foi de 80%. No presente estudo, tanto 

o produto natural em teste quanto o controle negativo tiveram %SH próximas de 

80%, o que demonstra a falta de efeito antimicrobiano do enxaguatório bucal 

contendo óleo essencial na CIM. 

O pH do biofilme exerce um papel fundamental no desenvolvimento de lesões 

de cárie. Quando se apresenta abaixo do valor crítico do esmalte (5,5), favorece a 

desmineralização do esmalte e a proliferação de bactérias com maior potencial 
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acidogênico e acidúrico (Takahashi, Nyvad37, 2008). Em meio de cultura com 

sacarose, os biofilmes dos grupos controle e enxaguatório com óleo apresentaram 

valores de pH abaixo de 5,5 durante todo o experimento, o que refletiu em uma 

maior perda mineral de superfície (%SH) em comparação ao grupo CHX. A 

acidogenicidade nos meios de cultura com sacarose dos biofilmes tratados com CHX 

aumentou após o início do tratamento e foi diminuindo gradualmente ao longo do 

experimento, ficando abaixo do valor crítico no quarto dia. Essa observação 

demonstra a dificuldade da clorexidina em agir sobre biofilmes maduros (Vitkov et 

al.44, 2005 e Zanata et al.48, 2007). Entretanto, apesar do aumento da 

acidogenicidade ao longo do experimento, os valores de pH do grupo CHX no meio 

de cultura com sacarose apresentaram uma diferença significativa em comparação 

aos demais grupos para os dias de experimento o que refletiu em uma menor %SH 

do que as apresentadas pelos outros grupos. 

Os valores de pH do biofilme em meio com sacarose e sem sacarose 

condizem com a Teoria da placa ecológica, no qual estabelece que uma mudança 

no ambiente, com a presença de sacarose, pode desencadear um desequilíbrio na 

microbiota, favorecendo o crescimento de bactérias acidúricas e acidogênicas que 

manterão o pH baixo através de produção de ácidos (Marsh21, 1994).  

 O enxaguatório com óleo apresentou ação significativa apenas na 

concentração de lactobacilos, o que não foi suficiente para diminuir a perda mineral 

da superfície do esmalte (%SH). Estreptococos do grupo mutans e lactobacilos são 

bactérias altamente acidogênicas e acidúricas, encontradas em grande quantidade 

em lesões de cárie (Munson et al.26, 2004, Chhour et al.8, 2005). O aumento da 

concentração dessas bactérias leva à produção cada vez maior de ácidos, causando 

a desmineralização do esmalte. Assim, o controle dessas bactérias e de outras 
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espécies cariogênicas, através do uso de substâncias antimicrobianas, é importante 

em pacientes com dificuldade de realizar o controle mecânico do biofilme.  

A redução da concentração de micro-organismos totais observada com o 

extrato bruto de P. cattleianum em um estudo in situ foi de, aproximadamente 6 logs, 

o que não foi observado no presente estudo. (Brighenti et al.4, 2012). O uso de 

extratos brutos apresenta a vantagem da ação sinérgica entre diferentes substâncias 

presentes (Martini, Eloff22, 1998). Entretanto, seu uso em formulações farmacêuticas 

é inviável devido ao forte odor, sabor e à sua forte coloração. A CHX foi capaz de 

diminuir o potencial cariogênico dos biofilmes formados através da inibição do 

crescimento de diversos grupos microbianos e do controle da acidogenicidade do 

biofilme.  

Os micro-organismos presentes na saliva utilizados para a realização da 

CIM/CBM se encontram em suspensão, enquanto que no biofilme estão envolvidos 

por uma matriz extracelular, cuja estrutura física e composição dificultam a 

penetração de agentes antimicrobianos. Além do mais, a interação entre os micro-

organismos leva a transferência e expressão de genes, causando redução da 

susceptibilidade a esses agentes (Wilson46, 1996; Marsh21, 2005). 

Alguns estudos obtiveram bons resultados na avaliação de extratos vegetais 

em biofilmes utilizando concentrações sub-inibitórias. Porém, esses testes foram 

realizados em culturas de espécie única (Prabu et al.32, 2006; Cardoso Sá et al.6, 

2012). Esse é o primeiro estudo que avaliou uma substância natural utilizando 

biofilmes polimicrobianos e um modelo de adesão ativa, com o objetivo de mimetizar 

in vitro as condições encontradas na cavidade bucal.   
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No presente estudo, o ponto de partida para testes preliminares com o óleo 

essencial foi a concentração equivalente à CIM. Essa escolha foi realizada com base 

na literatura disponível (Cordeiro et al.9, 2006 e Farmacopéia Brasileira13, 1996), no 

baixo rendimento em massa obtido para o óleo e na falta de informações disponíveis 

sobre a citotoxicidade do óleo essencial. Ainda, a formulação proposta não possui 

álcool em sua formulação, ao contrário de outros produtos disponíveis no mercado. 

Estudos relatam que enxaguatórios com álcool possuem maior ação antimicrobiana 

que enxaguatórios sem álcool (Ennibi et al.11, 2013; Anyanwu et a.1, 2011), fato que 

pode ter influenciado nos resultados do grupo CHX. De acordo com Palmer et al. 

(2010), o controle do biofilme, que apresenta uma comunidade diversificada de 

micro-organismos, é estabelecido com uma concentração de antimicrobiano de 10 a 

100 vezes maior que as utilizadas para inibir o crescimento de micro-organismos em 

forma planctônica. Assim, estudos futuros sobre a atividade do óleo essencial em 

concentrações mais altas contra biofilmes polimicrobianos deverão ser 

fundamentados no potencial citotóxico do óleo, para que não haja prejuízo para a 

saúde do paciente. 

 

Conclusão 

Conclui-se que o óleo essencial de C. doctoris possui atividade antimicrobiana 

contra micro-organismos provenientes da saliva, sendo um possível candidato para 

a elaboração de novos produtos, porém a sua concentração equivalente a CIM, 

quando incorporada em um enxaguatório bucal, não é suficiente para realizar o 

controle da microbiota cariogênica do biofilme e impedir a desmineralização do 

esmalte dentário. 
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CONCLUSÃO 

 

Conclui-se que o regime cariogênico com o uso de 0,5% de sacarose durante 

quatro dias, com a manutenção da saliva após a inoculação inicial e a realização de 

duas exposições diárias às soluções de tratamento, iniciando-se após o crescimento 

inicial do biofilme por 6h, sem o uso de solução neutralizadora é o ideal para ser 

utilizado em testes de atividade antimicrobiana. Através desse modelo verificou-se 

que o óleo essencial de C. doctoris possui atividade antimicrobiana contra micro-

organismos provenientes da saliva, porém sua concentração equivalente à CIM, 

quando incorporação em uma formulação de enxaguatório, não é eficaz para realizar 

o controle de biofilmes polimicrobianos e de impedir a desmineralização do esmalte 

dentário. 
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APÊNDICE A1- Preparo e polimento dos blocos de esmalte. A- Coroa de dente bovino; 
B- Separação das porções vestibular e lingual da coroa; C- Secção da face vestibular 
utilizando-se discos diamantados; D- Bloco de esmalte obtido; E- Bloco de esmalte 
encerado em base de acrílico; F- Bases inseridas na peça de encaixe da Politriz para 
planificação da dentina e posterior polimento do esmalte; G- Politriz.  
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APÊNDICE A2- Teste de dureza nos blocos de esmalte. A- microdurômetro Micromet 
5114 Hardness Tester com penetrador tipo Knoop, acoplado ao software para análise de 
imagem. B- Base com bloco de esmalte posicionado para análise da dureza através da 
realização de impressões. C- Impressões realizadas nos blocos. 
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APÊNDICE A3- Isolamento e esterilização dos blocos de esmalte. A- bloco isolado com 
esmalte de unha; B- Blocos suspensos verticalmente; C- Blocos inseridos em um 
recipiente com água destilada para a esterilização; D- Tempo e potência utilizada para 
a esterilização em micro-ondas; E- Micro-ondas.  
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APÊNDICE A4- Primeiro dia de tratamento. A- Saliva coletada em gelo; B- inoculação de 
saliva sobre a superfície de esmalte dos blocos após ser solubilizada; C- Adição do meio 
de cultura McBain com 0,5% de sacarose; D- Placa de 24 poços em jarra com gerador de 
anaerobiose; E- Lavagem dos blocos em NaCl 0,9; F- Tratamento dos blocos; G- 
Lavagem dos blocos em NaCl 0,9%; H- Blocos de esmalte em meio MacBain sem 
sacarose. I- Aferição da acidogenicidade do biofilme. 
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APÊNDICE A5- Análise microbiológica dos biofilmes. A- Remoção do biofilme formado na 
superfície de esmalte com o auxílio de uma lâmina de bisturi; B- Solubilização do biofilme 
em NaCl 0,9%; C- Submissão ao ultrassom; D- Crescimento de bactérias anaeróbias 
totais em ágar BHI, de estreptococos do grupo mutans em ágar MSBS, de bactérias 
acidúricas em ágar BHI pH 4.7 e de lactobacilos em ágar Rogosa. 
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ANEXO 1 – Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa em Seres 

Humanos 
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ANEXO 2 – Parecer da Comissão de Ética no Uso de Animais - 

CEUA 
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