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APRESENTAÇÃO
A coleção “A Estruturação e Reconhecimento das Ciências Biológicas na 

Contemporaneidade” da Atena Editora é uma obra composta de dois volumes e refere-
se a uma série de investigações e contribuições nas áreas das Ciências Biológicas e que 
se fundamentam na discussão científica e em trabalhos categorizados e interdisciplinares 
desenvolvidos por autores de vários segmentos, potencializando discussões e abordagens 
contemporâneas em temas variados das Ciências Biológicas. Assim, a coleção é para todos 
os profissionais pertencentes às Ciências Biológicas e suas áreas afins, especialmente 
aqueles com atuação no ambiente acadêmico e/ou profissional. Cada volume foi organizado 
de modo a permitir que sua leitura seja conduzida de forma simples e com destaque por 
área da Biologia, onde os capítulos podem ser lidos na ordem que você desejar e de acordo 
com sua necessidade.

O Volume I – “Meio Ambiente e Biodiversidade”, através dos seus 16 capítulos 
aborda a heterogeneidade e aplicação de conceitos nas áreas de meio ambiente, ecologia, 
sustentabilidade, botânica, micologia e zoologia, como levantamentos/inventários e 
discussões sobre a importância da biodiversidade e do conhecimento popular sobre as 
espécies. As temáticas exploradas neste volume são de grande relevância, pois apesar 
da preocupação com a biodiversidade e com o estado do meio ambiente não ser recente, 
sabe-se que foi nas últimas décadas do século XX que essa temática entrou definitivamente 
no discurso dos cidadãos, na sociedade civil, na agenda dos governos, na imprensa e 
ganhou as ruas. No entanto, se observa que essa preocupação ainda não se transformou 
efetivamente em práticas educativas, administrativas e operacionais efetivas, o que coloca 
em risco todos os seres vivos e recursos naturais. Desta forma, o volume I procura auxiliar 
a realização de trabalhos nestas áreas e no entendimento e desenvolvimento de práticas 
que podem ser adotadas no âmbito da educação, em espaços formais e não formais de 
ensino, para o meio ambiente e manutenção da biodiversidade de forma de compreender, 
refletir, responder e/ou minimizar os graves problemas ambientais. 

O Volume II – “Saúde e Biotecnologia”, reúne 18 capítulos que apresenta de 
forma categorizada discussões e estudos desenvolvidos em diversas instituições de 
ensino e pesquisa do país, que apresentam resultados bem fundamentados de trabalhos 
de experimentos laboratoriais, de campo e de revisão de literatura realizados por diversos 
professores, pesquisadores, graduandos, e pós-graduandos, cujas pesquisas serão 
apresentadas de maneira objetiva e didática. A produção científica no campo da Saúde e 
da Biotecnologia é ampla, complexa e interdisciplinar. Portanto, os capítulos que compõem 
este volume refletem essa diversidade de olhares. 

Assim, o resultado dessa experiência, que se traduz nos dois volumes organizados, 
objetiva apresentar ao leitor a complexidade e a diversidade de questões e dimensões 
inerentes as áreas de Meio Ambiente, Biodiversidade, Saúde e Biotecnologia, como pilares 



estruturantes das Ciências Biológicas na contemporaneidade. Por fim, esperamos que 
a leitura aqui proposta possa disseminar e apoiar a construção novos estudos, saberes 
e práticas pautadas no reconhecimento da importância dos seres vivos e dos recursos 
naturais, com uma visão multidimensional para a saúde planetária e para o enriquecimento 
de novas atitudes e práticas multiprofissionais nas Ciências Biológicas.

Boa leitura!

Clécio Danilo Dias da Silva
Daniele Bezerra dos Santos
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RESUMO: A multiplicação anormal de 
bactérias bucais causa cárie e placa dentária. 
Essas doenças continuam sendo um grande 
problema de saúde pública em todo o mundo, 
principalmente nos países em desenvolvimento. 
Neste estudo, a composição química e a 
atividade antimicrobiana do óleo essencial 
das folhas de Vitex agnus-castus (OE-VAC) 
coletadas no Norte do Brasil contra um painel 
representativo de bactérias cariogênicas foram 
investigadas. A atividade antimicrobiana de OE-
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VAC foi avaliada em termos de seus valores de concentração inibitória mínima (CIM) usando 
o método de microdiluição em caldo em microplacas de 96 poços. Os constituintes químicos 
do OE-VAC foram identificados por Cromatografia Gasosa (CG-FID) e Cromatografia Gasosa 
acoplada à Espectrometria de Massas (CG-EM). OE-VAC exibiu alguma atividade contra 
todos os patógenos bucais investigados; os valores de CIM variaram de 15,6 a 200 μg/
mL. OE-VAC apresentou atividade promissora contra Streptococcus mutans (CIM = 15,6 
μg/mL), Lactobacillus casei (CIM = 15,6 μg/mL) e Streptococcus mitis (CIM = 31,2 μg/
mL). Os compostos 1,8-cineol (23,8%), (E) -β-farneseno (14,6%), (E)-cariofileno (12,5%), 
sabineno (11,4%) e acetato de α-terpinil (7,7%) foram os principais constituintes químicos do 
OE-VAC. A eficácia do OE-VAC contra S. mutans merece destaque e deve ser investigada 
posteriormente.
PALAVRAS-CHAVE: bactérias cariogênicas; 1,8-cineol; patógenos bucais; Streptococcus 
mutans

CHEMICAL COMPOSITION AND ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF THE 
ESSENTIAL OIL OF VITEX AGNUS-CASTUS L. (LAMIACEAE) 

ABSTRACT: Abnormal multiplication of oral bacteria causes dental caries and dental 
plaque. These diseases continue to be major public health concerns worldwide, mainly in 
developing countries. In this study, the chemical composition and antimicrobial activity of the 
essential oil of Vitex agnus-castus leaves (VAC‒EO) collected in the North of Brazil against a 
representative panel of cariogenic bacteria were investigated. The antimicrobial activity of OE-
VAC was evaluated in terms of its minimum inhibitory concentration (MIC) values by using the 
broth microdilution method in 96-well microplates. The chemical constituents of OE-VAC were 
identified by gas chromatography (GC‒FID) and gas chromatography‒mass spectrometry 
(GC‒MS). VAC‒EO displayed some activity against all the investigated oral pathogens; MIC 
values ranged from 15.6 to 200 μg/mL. OE-VAC had promising activity against Streptococcus 
mutans (MIC= 15.6 μg/mL), Lactobacillus casei (MIC= 15.6 μg/mL), and Streptococcus 
mitis (MIC= 31.2 μg/mL). The compounds 1,8-cineole (23.8%), (E)-β-farnesene (14.6%), 
(E)-caryophyllene (12.5%), sabinene (11.4%), and α-terpinyl acetate (7.7%) were the major 
chemical constituents of VAC‒EO. The efficacy of VAC–EO against S. mutans is noteworthy 
and should be further investigated.
KEYWORDS: cariogenic bacteria; 1-8-cineole; oral pathogens; Streptococcus mutans. 

1 |	 INTRODUÇÃO
Bactérias acidogênicas e acidúricas podem formar um biofilme organizado 

causando a formação da placa dentária (CREVELIN et al., 2015). A escovação e o uso 
do fio dental são as estratégias mais eficazes para remover micro-organismos instalados 
na superfície do dente e, assim, prevenir cáries e doenças gengivais. Devido à dificuldade 
de se controlar a formação do biofilme e remover completamente o biofilme por meios 
mecânicos, a maioria da população falha em garantir cuidados bucais adequados (MELO 
et al., 2015). Alguns produtos contendo agentes antimicrobianos têm sido utilizados como 
medida complementar para auxiliar na diminuição da formação de biofilme na superfície 
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dentária (CREVELIN et al., 2015). A clorexidina tem sido amplamente aplicada para esse 
fim por apresentar propriedades anticariogênicas. No entanto, seu uso regular em produtos 
de higiene bucal muitas vezes leva a vários efeitos colaterais e contribui para o surgimento 
de resistência microbiana (AGUIAR et al., 2013b). 

Vitex agnus-castus L. (Lamiaceae) é uma pequena árvore ou arbusto nativo de países 
europeus, mediterrâneos e da Ásia Central. No Brasil, imigrantes europeus introduziram V. 
agnus-castus na região amazônica (ZOGHBI; ANDRADE; MAIA, 1999). Esta planta possui 
um potencial biológico bastante conhecido. Seus efeitos diuréticos, antissépticos, digestivos, 
antifúngicos, ansiolíticos, afrodisíacos, emenagogos, antiespasmódicos e analgésicos têm 
sido aplicados na medicina popular. V. agnus-castus também tem sido empregada para 
tratar mastopatias, para inibir receptores dopaminérgicos D2 e receptores opioides e para 
inibir a síntese de prolactina, entre outros usos (ZAHID; RIZWANI; ISHAQE, 2016). Além 
disso, essa espécie é uma das plantas medicinais mais tradicionais e eficazes no alívio das 
cólicas uterinas e na regulação da menstruação (CHHABRAKALA; KULKARNI, 2011; MARI 
et al., 2012). O óleo essencial (OE) extraído das sementes de V. agnus-castus apresenta 
atividade antimicrobiana contra espécies de Candida  sp causadoras de infecções 
nosocomiais (ASDADI et al., 2015). O OE extraído das folhas desta espécie de planta atua 
contra alguns fitopatógenos importantes, tais como Agrobacterium tumefaciens, Erwinia 
carotovora var. carotovora, Alternaria alternata, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum e 
Fusarium solani (BADAWY; ABDELGALEIL, 2014). O OE extraído do fruto e das folhas de 
V. agnus-castus também exerce atividade contra Salmonella typhimurium e Micrococcus 
flavus (STOJKOVIĆ et al., 2011). 

Neste capítulo serão abordadas a constituição química e a atividade antimicrobiana 
do OE de Vitex agnus-castus cultivada no Norte do Brasil contra um painel representativo 
de bactérias cariogênicas.

2 |	 MATERIAL E MÉTODOS

2.1	 Material Vegetal 
Vitex agnus-castus L. (Lamiaceae) foi coletada próximo à cidade de Itacotiara 

(58°26’54.3”S 3°8’28.8”O), Amazonas, Brasil em junho de 2009 e identificada pelo Prof. Ari 
de Freitas Hidalgo (Universidade Federal do Amazonas). Uma exsicata (HUAM 8268) foi 
depositada no Herbário da Universidade Federal do Amazonas, Manaus, Brasil (Herbário 
UFAM).

2.2	 Extração do Óleo Essencial
Folhas frescas de V. agnus-castus (1500 g) foram submetidas à hidrodestilação em 

aparelho do tipo Clevenger por 3 h. Antes da extração, o material vegetal foi dividido em três 
amostras de 500 g cada e 500 mL de água destilada foram adicionados a cada amostra. O 
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óleo essencial de V. agnus-castus (OE-VAC) foi coletado manualmente e vestígios de água 
foram removidos pela adição de sulfato de sódio anidro. Após a filtração, o óleo obtido (OE-
VAC) foi armazenado a 4°C, no escuro, até o momento da análise. O rendimento (massa/
massa) de OE-VAC foi calculado a partir do peso das folhas frescas e expresso como a 
média das três análises.

2.3	 Análises por Cromatografia Gasosa (CG) e Cromatografia Gasosa 
Acoplada À Espectrometria de Massas (CG-EM) 

Os constituintes químicos do OE-VAC foram identificados com base em metodologia 
publicada anteriormente (AGUIAR et al., 2013a; MELO et al., 2015; VIEIRA et al., 2017). 
Para tanto, as amostras foram solubilizadas em éter etílico e analisadas em cromatógrafo 
a gás Shimadzu GC2010 Plus equipado com injetor automático AOC-20s, detector FID, 
coluna capilar de sílica fundida Rtx-5 (Restek Co., Bellefonte, PA, EUA) (30 m x 0,25 mm 
di; 0,25 μm de espessura de filme) e processador para tratamento de dados. A temperatura 
da coluna foi programada para aumentar de 60 para 240°C a 3°C/min e foi então mantida a 
240°C por 5 min. Hélio (99,999%) foi usado como gás de arraste a um fluxo de 1,0 mL/min. 
O volume da amostra injetada foi de 0,1 μL (razão de divisão de 1:10) e as temperaturas do 
injetor e do detector foram de 240 e 280°C, respectivamente. As concentrações relativas 
dos componentes químicos de OE-VAC foram obtidas pela normalização das áreas dos 
picos (%). As áreas relativas foram expressas como a média de três análises em CC-FID.

As análises por CG-EM foram realizadas em um sistema Shimadzu QP2010 Plus 
(Shimadzu Corporation, Kioto, Japão) equipado com um injetor automático AOC-20i, coluna 
capilar de sílica fundida Rtx-5MS (Restek Co., Bellefonte, PA, EUA) (30 m de comprimento 
x 0,25 mm d.i. x 0,25 μm de espessura de filme) e fonte de ionização por elétrons (EI-MS) 
operando a 70 eV. O gás de arraste foi o hélio (99,999%) a um fluxo de 1,0 mL/min, e o 
volume de injeção foi de 0,1 μL (razão de divisão de 1:10). As temperaturas do injetor 
e da fonte de íons foram fixadas em 240 e 280°C, respectivamente. A programação da 
temperatura do forno foi a mesmo usada para CG-FID. Os espectros de massas foram 
obtidos com intervalo de varredura de 0,5 s, de 40 a 600 Da. Os componentes químicos de 
OE-VAC foram identificados com base em seus índices de retenção aritmética obtidos em 
uma coluna capilar Rtx-5MS, sob as mesmas condições operacionais usadas para CG‒FID, 
em relação a uma série homóloga de n-alcanos (C8-C20) (VAN DEN DOOL; DEC. KRATZ, 
1963). As estruturas foram determinadas com base nos dados espectrais contidos nas 
bibliotecas Wiley 7, NIST 08 e FFNSC 1.2, bem como na comparação de seus padrões de 
fragmentação com os da literatura (ADAMS, 2007).

2.4	 Cepas Bacterias e Ensaio Antimicrobiano 
A atividade antimicrobiana in vitro do OE-VAC foi determinada pelo ensaio de 

concentração inibitória mínima (CIM) com base no método de microdiluição em caldo 
(CLSI, 2009). Streptococcus salivarius (ATCC 25975), S. sobrinus (ATCC 33478), S. 
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mutans (ATCC 25175), S. mitis (ATCC 49456), S. sanguinis (ATCC 10556), Lactobacillus 
casei (ATCC 11578) e Enterococcus faecalis (ATCC 4082) foram as cepas padrão usadas 
no ensaio. Inicialmente, as bactérias foram transferidas para meio ágar sangue (Difco 
Labs, Detroit, Mich, EUA) e as colônias individuais de 24 h foram suspensas em 10 mL de 
caldo triptona de soja (Difco). Um espectrofotômetro (Femto, São Paulo, Brasil) operando 
no comprimento de onda (λ) de 625 nm foi utilizado para padronizar as suspensões de 
cada micro-organismo, para igualar à transmitância de 81, equivalente a 0,5 na escala de 
McFarland (1,5 x 108 UFC/mL). A diluição da suspensão padronizada gerou a concentração 
final de 5 x 105 UFC/mL. O óleo essencial OE-VAC foi dissolvido em DMSO (Merck, 
Darmstadt, Alemanha) a 16,0 mg/mL. Concentrações variando de 4000 a 3,9 μg/mL foram 
obtidas após a diluição do OE-VAC em caldo triptona de soja (Difco). Após as diluições, 
as concentrações de DMSO ficaram entre 4% e 0,0039% (v/v). Controles negativos, três 
poços inoculados contendo DMSO em concentrações variando de 4% a 1%, e um poço não 
inoculado sem agente antimicrobiano foram incluídos. Um poço inoculado ajudou a avaliar 
se o caldo era adequado para o crescimento dos micro-organismos. O controle positivo foi 
o dicloridrato de clorexidina (Sigma-Aldrich, St. Louis) em concentrações variando de 5,9 
a 0,115 μg/mL, diluído em caldo triptona de soja (Difco). As microplacas (96 poços) foram 
seladas com parafilme e incubadas a 37°C por 24 h. Em seguida, 30 μL de uma solução 
aquosa de resazurina a 0,02% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foram adicionados em 
cada poço da microplaca para indicar a viabilidade do micro-organismo (PALOMINO et al., 
2002). A menor concentração da amostra que inibiu o crescimento do micro-organismo 
(CIM) foi determinada como a concentração  de OE-VAC  capaz de impedir a alteração da 
cor da solução de resazurina (SARKER; NAHAR; KUMARASAMY, 2007). Todos os ensaios 
foram realizados em triplicata.

3 |	 RESULTADOS

3.1	 Constituintes Químicos do Óleo Essencial de Vitex agnus-castus (OE-
VAC)

As folhas de Vitex agnus-castus L. (Lamiaceae) forneceram um óleo essencial 
amarelado (OE-VAC) com rendimento de 0,09 ± 0,01% (m/m). Na Tabela I estão listados 
os 29 compostos identificados neste óleo. As análises de CG-FID e CG-EM revelaram que 
monoterpenos (62,4%) foram os principais constituintes de OE-VAC, enquanto 1,8-cineol 
(2, 23,8%), (E)-β-farneseno (5, 14,6%), (E)-cariofileno (4, 12,5%), sabineno (1, 11,4%) e 
acetato de α-terpinila (3, 7,7%) foram os constituintes principais (Figura 1).
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1IRexp: Índice de retenção experimental, determinado em relação a n-alcanos (C8–C20) na coluna Rtx-
5MS; 2IRlit: índice de retenção reportado na literatura (ADAMS, 2007); 3AR: área relativa (área do pico 
relativa à área total de picos no cromatograma CG-FID), média de três triplicatas; 4RL: comparação do 
IRexp com a literatura; MS. Comparação dos espectros de massa com aqueles das bibliotecas Wiley 7, 
NIST 08 e FFNSC 12.

Tabela I. Constituintes químicos do óleo essencial de Vitex agnus-castus (OE-VAC)
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Figura 1. Estruturas químicas dos monoterpenos sabineno (1), 1,8-cineol (2), acetato de 
α-terpinila (3), (E)-cariofi leno (4) e (E)-β-farneseno (5).

3.2 Atividade Antimicrobiana do OE-VAC
A atividade antimicrobianabacteriana in vitro (valores CIM, Tabela II) de OE-VAC foi 

avaliada contra um painel representativo de bactérias cariogênicas. Os resultados foram 
comparados com aqueles obtidos com dicloridrato de clorexidina (controle positivo). De 
acordo com a literatura, valores de CIM menores que 100 μg/mL, entre 100 e 500 μg/
mL e entre 500 e 1000 μg/mL correspondem a atividades antimicrobianas promissoras, 
moderadas e fracas, respectivamente, enquanto valores de CIM maiores que 1000 μg/mL 
denotam inatividade (GIBBONS, 2004; RÍOS; RECIO, 2005; SALEEM et al., 2010). Com 
base nesses critérios, OE-VAC exibiu atividade moderada contra S. salivarus, S. sanguinis 
e E. faecalis (CIM= 200 μg/mL), e S. sobrinus (CIM= 125 μg/mL). Por outro lado, o OE-VAC 
teve atividade promissora contra S. mutans (CIM= 15,6 μg/mL), L. casei (CIM= 15,6 μg/
mL), e S. mitis (CIM= 31,25 μg/mL).

Tabela II. Concentração inibitória mínima (CIM, μg/mL) do óleo essencial de Vitex agnus castus
(OE-VAC) frente a bactérias cariogênicas selecionadas



 
A Estruturação e Reconhecimento das Ciências Biológicas na Contemporaneidade 2 Capítulo 4 40

4 |	 DISCUSSÃO
A composição química do óleo essencial extraído de Vitex agnus-castus coletado 

no Egito (BADAWY; ABDELGALEIL, 2014), Turquia (DUYMUŞ et al., 2014; SARIKURKCU 
et al., 2009), Marrocos (ASDADI et al., 2015), Sérvia (STOJKOVIĆ et al., 2011) e Brasil 
(ZOGHBI; ANDRADE; MAIA, 1999) foram investigadas previamente. Embora o conteúdo 
e a composição de um óleo essencial possam variar consideravelmente entre amostras 
coletadas em locais diferentes e em estações do ano distintas (BASER; BUCHBAUER, 
2010), poucos constituintes foram identificados nos óleos essenciais de Vitex agnus-
castus além dos monoterpenos 1,8-cineol, sabineno, a-pineno, e acetato de a-terpinil, 
e dos sesquiterpenos (E)- ou (Z)-b-farneseno e (E)-cariofileno. No presente estudo, nós 
detectamos 1,8-cineol, sabineno, acetato de a-terpinila, (E)-cariofileno, e (Z)-b-farneseno 
como os constituintes químicos majoritários de OE-VAC. A composição química de OE-
VAC apresentou-se muito semelhante à composição química do óleo essencial extraído de 
um espécime de V. agnus-castus coletado no norte do Brasil (ZOGHBI; ANDRADE; MAIA, 
1999). No entanto, o conteúdo de (E)-cariofileno mostrou-se consideravelmente maior em 
OE-VAC.

Alguns relatos explicam que a lipofilicidade dos constituintes químicos dos óleos 
essenciais está associada à sua atividade antimicrobiana. Os principais componentes 
lipofílicos desses óleos são monoterpenos e sesquiterpenos (VIEIRA et al., 2017). A 
lipofilicidade permite que os componentes dos óleos essenciais se difundam facilmente 
pelas membranas celulares e, então, afetem o correto funcionamento das vias metabólicas 
ou organelas dos micro-organismos. Os óleos essenciais também podem inibir as sínteses 
de DNA, RNA, proteínas e polissacarídeos em células bacterianas (ABAD et al., 2012). 
A correlação entre a lipofilicidade dos constituintes de um óleo essencial e sua atividade 
antimicrobiana tem nos motivado a investigar a atividade antibacteriana de alguns óleos 
essenciais contra bactérias cariogênicas (AGUIAR et al., 2013b; BARDAJÍ et al., 2016; 
CREVELIN et al., 2015). Neste estudo, verificou-se que OE-VAC exibe atividade promissora 
contra Streptococcus mutans (CIM= 15,6 μg/mL), Lactobacillus casei (CIM= 15,6 μg/mL), 
e Streptococcus mitis (CIM= 31,25 μg/mL). Esses resultados merecem ser destacados 
porque S. mutans é um dos principais agentes causadores da cárie dentária e sua inibição 
por compostos naturais é incomum (SALEEM et al., 2010).

De acordo com a literatura, óleos essenciais extraídos de diferentes partes de V. 
agnus-castus exibem atividade antibacteriana contra Escherichia coli, Pseudomonas 
aeruginosa, Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus (EKUNDAYO et al., 1990; GÖRLER; 
OEHLKE; SOICKE, 1985). Estudos anteriores associaram a atividade antibacteriana dos 
óleos essenciais de Vitex sp. com o seu conteúdo de 1,8-cineol devido ao aumento da 
atividade do óleo essencial com o aumento do conteúdo de 1,8-cineol (NYILIGIRA et 
al., 2004). Uma vez dentro da célula microbiana, 1,8-cineol pode interagir com enzimas 
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e proteínas da membrana para reverter o fluxo de prótons, o que afetaria a atividade 
celular (STOJKOVIĆ et al., 2011). No entanto, nos nossos estudos, 1,8-cineol sozinho não 
apresentou atividade antibacteriana significativa (MIC> 1000 μg/mL, dados não mostrados). 
Em resumo, a atividade antimicrobiana do OE-VAC pode estar correlacionada a outros 
componentes principais ou mesmo a componentes minoritários que podem aumentar a 
atividade dos constituintes químicos majoritários deste óleo essencial via mecanismo 
sinérgico. No entanto, embora a atividade antimicrobiana do OE-VAC possa estar 
relacionada à lipofilicidade de seus monoterpenos, o mecanismo exato pelo qual o OE-
VAC exerce sua ação antimicrobiana não está claro e deve ser investigado posteriormente.

5 |	 CONCLUSÕES
Os resultados apresentados destacam que o óleo essencial das folhas de Vitex 

agnus-castus (OE-VAC) exibe uma atividade antimicrobiana interessante e promissora 
contra algumas bactérias cariogênicas importantes, incluindo Streptococcus mutans. Nesse 
sentido, OE-VAC pode ser usado como um componente promissor de novos produtos de 
higiene bucal, já que S. mutans é um dos principais agentes causadores de distúrbios orais, 
entre eles a cárie dentária. 
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