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RESUMO

A doenca periodontal é a afeccdo mais comum em cdes e gatos. Atualmente, a substancia mais
eficaz para realizar a limpeza oral em animais de companhia é a Clorexidina muito eficiente no
controle das placas bacterianas, mas seu uso prolongado causa muitos efeitos colaterais. O uso
de plantas medicinais vem ganhando espaco na veterindria. Curcuma longa L., por exemplo,
apresenta grande potencial terapéutico. A curcuma despertou interesse no campo da
periodontia, pois atinge tanto as bactérias, com sua acdo antimicrobiana, como as células
inflamatdrias do hospedeiro por sua acdo anti-inflamatéria. Buscando uma alternativa com
menos efeito colateral, o presente estudo teve como objetivo avaliar a agdo antibacteriana de
Curcuma longa L. e do digluconato de clorexidina sobre alguns micro-organismos causadores
dessa doenca. O extrato seco de Curcuma longa L. e o digluconato de clorexidina foram
adquiridos comercialmente de uma farmécia de manipulacéo, onde, posteriormente, obteve-se
0s extratos aquosos nas concentragoes 1%; 2,5%; 5%; 10% e 20% e solugéo de clorexidina 2%.
Realizou-se o preparo do in6culo, na escala de 0,5 de MacFarland, das cepas de E. coli e S.
aureus. Todas as concentracfes foram testadas em triplicata. Utilizou-se digluconato de
clorexidina 2% como controle positivo e solucdo de agua destilada com polissorbato 20 como
controle negativo. Staphylococcus aureus mostrou-se sensivel ao extrato aquoso de Curcuma
longa L. em contrapartida Escherichia coli apresentou resisténcia. Por este estudo ter como
objetivo o tratamento de doengas periodontais, ndo descarta-se a eficacia do extrato aquoso de
curcuma longa sobre a bactéria Gram positiva que esta presente na fase inicial dessa doenca
em cées e gatos, ja que demonstrou sensibilidade, tornando necessario novas pesquisas para
corroborar este estudo.

Palavras chaves: Doenca periodontal, circuma, clorexidina, caes e gatos.

ANALYSIS OF THE ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF THE AQUEOUS EXTRACT
OF Curcuma longa L. IN THE TREATMENT OF PERIODONTAL DISEASES IN
DOGS AND CATS

ABSTRACT

Periodontal disease is the most common condition in dogs and cats. Currently, the most
effective substance in the control of bacterial plaques to carry out oral cleaning in pets is
Chlorhexidine, but its prolonged use causes many side effects. As an alternative, the use of
medicinal plants has been gaining ground in veterinary medicine, Curcuma longa L., for
example, has great therapeutic potential. Curcumin has aroused interest in the field of
periodontics due to its antimicrobial and anti-inflammatory action. Seeking an alternative with
fewer or no side effects, the present study aimed to evaluate the antibacterial action of Curcuma
longa L. on some microorganisms that cause this disease. The dry extract of turmeric and the
chlorhexidine digluconate were purchased commercially from a compounding pharmacy,
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where, subsequently, the aqueous extracts were obtained in concentrations of 1%; 2.5%; 5%;
10% and 20% and 2% chlorhexidine solution. The inoculum was prepared, on a MacFarland
scale of 0.5, for the strains of E. coli and S. aureus. All concentrations were tested in triplicate.
2% chlorhexidine digluconate was used as a positive control and a solution of distilled water
with polysorbate 20 as a negative control. Staphylococcus aureus was sensitive to the aqueous
extract of Curcuma longa, while Escherichia coli showed resistance. Because this study aims
to prevent periodontal diseases, the effectiveness of the aqueous extract of curcuma longa on
the Gram positive bacteria that is present in the initial phase of this disease in dogs and cats it
demonstrate sensitivity, and further research is necessary to corroborate this study.

Keywords: Periodontal disease, turmeric, chlorhexidine, dogs and cats.

ANALISIS DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO ACUOSO
DE Curcuma longa L. EN EL TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES
PERIODONTALES EN PERROS Y GATOS

RESUMEN

La enfermedad periodontal es la condicion mas comun en perros y gatos. Actualmente, la
sustancia més eficazes en el control de las placas bacterianas para realizar la limpieza bucal en
las mascotas es la Clorhexidina, pero su uso prolongado provoca muchos efectos secundarios.
Como alternativa, en la medicina veterinaria ha ido ganando terreno el uso de plantas
medicinales, por ejemplo, la Curcuma longa L. tiene un gran potencial terapéutico. La
curcumina ha despertado interés en el campo de la periodoncia debido a su accién
antimicrobiana y antiinflamatoria. Buscando una alternativa con menos o ningln efecto
secundario, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar la accion antibacteriana de Curcuma
longa L. sobre algunos microorganismos que causan esta enfermedad. El extracto seco de
Curcuma longa L. y el digluconato de clorhexidina fueron adquiridos comercialmente en una
farmacia de compuestos, donde posteriormente se obtuvieron los extractos acuosos a
concentraciones del 1%; 2,5%; 5%; al 10% y al 20% Solucion de clorhexidina y al 2%. El
indculo se preparo, en una escala de MacFarland de 0,5, para las cepas de Escherichia coli y
Staphylococcus aureus. Todas las concentraciones se ensayaron por triplicado. Se utiliz6
digluconato de clorhexidina al 2% como control positivo y como control negativo una solucion
de agua destilada con polisorbato 20. Staphylococcus aureus fue sensible al extracto acuoso de
Curcuma longa, mientras que Escherichia coli mostrd resistencia. Debido a que este estudio
tiene como objetivo prevenir las enfermedades periodontales, no se puede descartar la
efectividad del extracto acuoso de Curcuma longa sobre la bacteria Gram positiva que esta
presente en la fase inicial de esta enfermedad en perros y gatos, ya que demostro sensibilidad,
lo que hace que se realicen més investigaciones necesario para corroborar este estidio.

Palabras clave: Enfermedad periodontal, circuma, clorhexidina, perros y gatos.
INTRODUCAO

A doenca periodontal é a afec¢cdo mais comum em cées e gatos. Ela acomete os tecidos
de sustentacdo do dente que incluem a gengiva, 0 0sso alveolar, o cemento e o ligamento
periodontal. Dentre os fatores predisponentes a esta doenca, destacam-se raca, idade, dieta,
mastigacao e a salide do animal. E responsavel por diversos graus de inflamacao e infeccio dos
tecidos da boca, causando dor até fratura de mandibula (1). Micro-organismos aerobios, como
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Staphylococcus aureus, unem-se com restos alimentares e aderem a camada da placa madura,
podendo acarretar retracdo ou hiperplasia gengival. Com a evolugéo do processo, a microbiota
passa a ser anaerdbia e, geralmente, Gram negativa como E. coli. As bactérias, por meio de seu
metabolismo, produzem enzimas e toxinas que lesam as estruturas periodontais e iniciam uma
resposta inflamatdria, podendo contribuir para a proliferacdo bacteriana (2). Também, s&o
responsaveis pela halitose que ndo deve ser negligenciada, pois é o primeiro sinal de indicio de
doenca periodontal. A presenca do céalculo dentario também é considerada um fator
predisponente, pois funciona como facilitador do acimulo de placa bacteriana, especialmente
por ter superficie rugosa e irregular, tendo indicacdo de sua remoc¢do por completo nos
procedimentos de limpeza dos dentes (1). Micro lesdes gengivais geradas durante a mastigacéo
associadas a vasta vascularizagdo local, resultam em um processo de bacteremia transitoria,
propiciando a invasdo bacteriana e de seus subprodutos nos vasos sanguineos e linfaticos,
provocando reagdes inflamatorias, com graves disturbios sistémicos, pois as bactérias presentes
na corrente sanguinea podem se acumular e causar lesdes em outros 0rgaos, tais como figado,
rim e coragéo (3). A doenca periodontal pode ser manifestada clinicamente por gengivite e
periodontite.

A odontologia veterinaria tem se desenvolvido muito no Brasil nos ultimos anos, pela
prépria importancia e gravidade que as doencas odontoldgicas veterinarias podem causar aos
cées e gatos, muitas vezes interferindo na qualidade de vida do animal (4).

Atualmente, a substdncia mais eficaz para realizar a limpeza oral em animais de
companhia é o detergente catidnico, digluconato de Clorexidina em solucéo de 0,12% a 2%,
muito eficiente no controle das placas bacterianas (5), entretanto seus efeitos adversos como
alteracéo do paladar e resisténcia ou diminuicdo de susceptibilidade a esse composto limitam
Seu uso a curtos periodos (3 - 6).

O uso de plantas medicinais vem ganhando espaco na veterinaria, com alto potencial de
sucesso nos tratamentos e com menos efeitos colaterais comparados aos produtos existentes no
mercado. Curcuma longa L., vem apresentando grande potencial terapéutico, conhecida
popularmente como acafrdo da Terra, € uma espécie da familia Zingiberaceae com propriedades
quimicas de interesse para industria de alimentos e medicamentos (7). Dentre as atividades,
destaca-se a sua popular acdo antimicrobiana, anti-inflamatdria e antioxidante (8).

Buscando uma alternativa com menos efeito colateral, o presente estudo teve como
objetivo avaliar a acdo antibacteriana de Curcuma longa L. sobre alguns micro-organismos
causadores de doencas periodontais em cées e gatos como Staphylococcus aureus e Escherichia
coli, bem como comparar os resultados obtidos.

MATERIAL E METODOS

O extrato seco de curcuma longa L. (95% curcumindides — curcumina 70 a 80%,
desmetoxicurcumina 15 a 25% e bisdesmetoxicurcumina 2,5 a 6,5 %) e o digluconato de
clorexidina 20%, foram adquiridos comercialmente de uma farmécia de manipulagdo da cidade
de Bento Gongalves. As amostras foram conduzidas para o laboratorio da Universidade de
Caxias do Sul, Campus Vinhedos, onde procedeu-se a preparacdo dos extratos aquosos nas
concentragdes de 1%; 2,5%; 5%; 10% e 20%. Foram pesados 0,2g; 0,5g; 1,0 g; 2,0 g e 4g do
extrato seco de Curcuma longa L. de acordo com as respectivas concentragfes e apos foram
diluidas cada concentracdo em quantidade necesséaria de agua destilada para completar 20 ml.
Para melhor solubilizacdo foi necessario adicionar a cada solugcdo em torno de 1ml de
polissorbato 20, pois a molécula de curcumina é lipossoltuvel. Os mesmos foram armazenados
em refrigeracdo até o uso. O digluconato de clorexidina adquirido na concentracdo 20%, foi
preparado uma solucdo de 20ml na concentragdo de 2% com agua destilada.
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As cepas de micro-organismos utilizadas para avaliacdo da atividade antibacteriana foram
repiques com crescimento de 24 horas de Staphylococcus aureus cepa ATCC® 25923 e
Escherichia coli cepa ATCC® 25922.

Inicialmente foi realizado o preparo do inoculo, na escala de 0,5 de MacFarland, da cepa
de Staphylococcus aureus. Foram pipetadas 100pl da cepa ATCC em placas de Petri contendo
agar triptona de soja (TSA) e semeado em trés direcGes diferentes com o auxilio de um swab.
O mesmo processo foi realizado com a cepa de Escherichia coli.

Apdbs a semeadura do indculo, foi retirado um orificio central do meio de cultura com
auxilio de um canudo de vidro, previamente esterilizado. Neste poco foi adicionado 90ul de
extrato aquoso de Curcuma longa L. As concentracdes utilizadas do extrato aquoso de Curcuma
longa L. foram 1%, 2,5%; 5%; 10% e 20%, testadas em triplicata. O controle positivo utilizado
foi o digluconato de clorexidina 2% e o controle negativo uma solucéo de 20 ml contendo agua
destilada e polissorbato 20, todos em triplicata.

Posteriormente, as placas foram incubadas a 35 + 2°C durante 48 horas e 0s didmetros do
halo de inibi¢cdo medidos com auxilio de uma régua em 24h e 48h e expressos em milimetros.
Todo o experimento foi realizado trés vezes em dias diferentes.

RESULTADOS

Cada experimento foi realizado em triplicata e os resultados foram apresentados pela
média entre as placas. Os experimentos foram validados pelo controle negativo, que atendeu ao
esperado ndo formando halo de inibicdo tanto para Staphylococcus aureus como para
Escherichia coli e pelo controle positivo que apresentou halos de inibicdo para as duas
bactérias.

Na tabela 1, estdo descritas as médias dos diametros dos halos de inibi¢do obtidas no
experimento com Staphylococcus aureus e as diferentes concentragdes do extrato de Curcuma
longa L. Observou-se nos experimentos que houve inibicdo em todas as concentracdes de
Curcuma longa L. sobre a bactéria Staphylococcus aureus. Os halos de inibi¢do variaram de 8
mm a 15 mm.

Na tabela 2, observamos que o experimento da Escherichia coli ndo apresentou halos de
inibicdo frente as diferentes concentracdes do extrato aquoso de Curcuma longa L.

A tabela 3, apresenta os resultados do controle positivo que apresentou halo de inibicdo
para a solucdo de clorexidina 2% entre 23 mm a 25 mm para Staphylococcus aureus e
Escherichia coli de 18 mm a 20 mm.

Tabela 1. Média dos didametros dos halos de inibicdo para Staphylococcus aureus
Staphyloccus aureus ATCC® 25923

Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3
Curcuma longa 1% 9 mm 10 mm 8 mm
Curoma longa a5% 10 12 mm 12mm
Curoma longa g0 12 13 mm 13 mn
Curouma longa d0% 120 13 mm 14mm
Extrato aquoso 13 mm 15mm 15mm

Curcuma longa 20%
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Figura 1. Staphylococcus aureus versus Curcuma longa nas concentracdes de 1%; 2,5%; 5%;
10% e 20%, respectivamente.

Tabela 2. Média dos diametros dos halos de inibicdo para Escherichia coli.

Escherichia coli ATCC® 25922

Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3
Extrato aquoso omm omm -
Curcuma longa 1%
Extrato aquoso
Curcuma longa 2,5 % Omm Omm Omm
Extrato aquoso
Curcuma longa 5% Omm Omm Omm
Extrato aquoso
Curcuma longa 10% Omm Omm omm
Extrato aquoso omm omm omm

Curcuma longa 20%

Figura 2. E. coli concentragdes 1%; 2,5%; 5%; 10% e 20%.

Tabela 3. Média dos diametros do halo de inibicdo controle positivo (Clorexidina 2%)

Clorexidina 2%

Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3
Staphylococcus aureus 23mm 25mm 25mm
Escherichia coli 18mm 20mm 20mm
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Figura 3. E. coli versus Clorexidina 2% Fgua . S. aureus versus clorexidina 2%

DISCUSSAO

A medicina veterindria avangou muito nos ultimos anos, ramificando-se em vérias
especialidades, dentre as quais destaca-se a odontologia (9). A prevencdo de doencas
periodontais em animais de companhia vem sendo cada vez mais indicada pelos medicos
veterinarios, devido as graves consequéncias que interferem na qualidade de vida do animal.

Vaérios produtos estdo sendo langados no mercado com a finalidade de prevenir a placa
bacteriana. Aliado a isso, a manipulacao veterinaria esta em expansdo no Brasil, tornando o
farmacéutico magistral o profissional fundamental no desenvolvimento de produtos
manipulados atendendo as necessidades de médicos veterinarios e seus clientes (10).

Curcuma longa L., da familia Zingiberaceae, possui compostos curcumindides como a
curcumina, desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcumina. Atualmente, a curcumina vem
gerando muito interesse no campo da periodontia, pois pode atingir tanto as bactérias, com sua
acao antimicrobiana, assim como, as células inflamatérias do hospedeiro por sua acdo anti-
inflamatoria. Essas propriedades, associadas a acdo antioxidante, a torna uma substancia
favoravel para o tratamento de doencas periodontais (6) viabilizando sua aplicacdo eficiente,
tanto no combate da carie, como no tratamento de processos inflamatérios e infecciosos
relacionados a presenca do biofilme dental (11).

A fitoterapia consiste em um campo promissor a ser estudado. Para elevar os indices
produtivos, a validacdo cientifica dos fitoterapicos € uma etapa inicial obrigatéria para a
utilizacdo correta de plantas medicinais ou de seus compostos ativos (12).Sendo assim, elegeu-
se, entre as analises que podiam ser realizadas, o teste in vitro com cepas ATCC de
Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Este teste é caracterizado por ser uma metodologia
que permite avaliar a existéncia de propriedades antibacterianas de extratos vegetais de maneira
a comprovar sua eficacia (13).

Para a conducéo deste teste procedeu-se a obtencao dos extratos aquosos de circuma nas
concentragdes 1%; 2,5%; 5%; 10% e 20%, as concentrag¢des foram escolhidas de acordo com o
estudo de Ozaki et al. (14), e da solucdo de clorexidina 2%, descritas anteriormente. Apds
obtencgéo dos extratos e solucdo de clorexidina passaram a ser testados para a verificagéo da
eficiéncia de sua acdo antibacteriana frente as cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia
coli.

Neste estudo, verificou-se que Escherichia coli apresentou resisténcia a todas as
concentracdes do extrato aquoso de curcuma, constatando que nao possuiria efetiva acdo em
infeccdes causadas por bacilos Gram negativos. Segundo Franco et al. (15), a falta de atividade
antibacteriana da curcumina em Escherichia coli, pode estar relacionada a atividade especifica
sobre bactérias Gram positivas, cogitando-se, assim, que o extrato aquoso de cdrcuma nao é
eficaz frente Escherichia coli, mas o dleo essencial em seu estudo demonstrou eficacia. Esta
observacdo é relatada também por Fedes e Gongalves (16) que averiguaram que o 6leo essencial
do rizoma de cdrcuma foi eficaz para inibicdo do crescimento de quatro bactérias, entre elas
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Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Em contrapartida, Oliveira (17) mencionando 0s
autores Singh et al. (18) e Tonnesen e Karlsen (19), descreve uma fraca atividade antibacteriana
para Curcuma longa em relagdo a Staphylococcus aureus e Escherichia coli quando expostos
ao Oleo essencial. Cabe ressaltar que infeccBes por Escherichia coli estdo presentes em casos
de gengivite e periodontite em cées e gatos , fases mais evoluidas da doenca (20).

Menezes (21) explica que a formacdo da placa dentéria inicia imediatamente apds a

erupcéo do dente, os quais ficam banhados naturalmente no fluido bioldgico da cavidade bucal,
que contém mais de 400 espécies de bactérias, sendo Staphylococcus aureus uma delas. Este
estudo, verificou a presenca de halos de inibicdo na bactéria Staphylococcus aureus frente a
todas as concentragdes do extrato aquoso de Curcuma longa L., podendo assim inferir que 0s
extratos aquosos de cUrcuma seriam eficientes para diminuir a presenca de bactérias Gram
positivas se incorporados em alguma formulacdo para uso profilatico prevenindo assim
infecgBes periodontais. Péret-Almeida et al. (22) acreditam que a atividade inibitoria tanto em
bactérias Gram positivas quanto em Gram negativas é gerada em funcdo da concentracdo de
curcumina utilizada. Fato que pode ser observado neste estudo, visto que houve inibicdo da
atividade de Staphylococcus aureus, com um aumento em torno de 5mm do halo de inibicéo,
da concentracdo 1% para a de 20%, o0 que ndo ocorreu no caso de E. coli. Mais estudos sdo
necessarios para confirmar tais hipoteses.

CONCLUSAO

Staphylococcus aureus revelou-se sensivel ao extrato aquoso de Curcuma longa, porém,
em contrapartida, Escherichia coli apresentou resisténcia. Por este estudo ter como objetivo o
tratamento de doencas periodontais, ndo descarta-se a eficacia do extrato aquoso de Curcuma
longa sobre a bactéria Gram positiva que esta presente na fase inicial dessa doenga em cées e
gatos ja que demonstrou sensibilidade. Novas pesquisas devem ser realizadas para corroborar
este estudo.
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