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ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE UM ENXAGUATORIO BUCAL FRENTE A
Candida albicans

Lais Mayara Rodrigues da Silva'

Rossana Miranda Cruz Camello Pessoa’
RESUMO

Introducgdo: As infecgdes fingicas nos ultimos 30 anos vem sempre aumentando, tornando-
se um relevante problema de satde publica, ¢ dentre elas estd a candidose, que estd
relacionada com levedura do género Candida. Atualmente o estudo de substancias de origem
natural vem ganhando espago com a perspectiva de obter melhor desempenho frente a
diversos microrganismos € aumentar as possibilidades terapéuticas, em especial para a
candidose oral. Objetivo: Avaliar, in vitro, a atividade antifingica de um enxaguatorio
fitoterapico a base de Stryphnodendom adstrigens (barbatimao) e propolis produzido pela
Farmadcia Escola da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB) e utilizado na Clinica Escola
de Odontologia da UEPB.Método: A atividade antimicrobiana do enxaguatorio foi analisada
frente a Candida albicans, sendo duas cepas padrdo (MYA2376 e ATCC 10231) e dois
isolados clinicos de candidiase oral. Foi utilizada a técnica da microdilui¢do em caldo, para
determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima
(CFM), ap6s 48 horas de incubacgdo a 37°C, utilizando meio de cultura Sabouraud dextrose
(caldo e agar), indculo padronizado de 10° células/mL e Nistatina como controle positivo. O
enxagutorio foi diluido de forma seriada (v/v) no proprio meio de cultura, a partir da
concentrac¢do original do enxaguatorio (30mg/mL). Resultados: O enxaguatorio apresentou
atividade antifungica frente a Candida albicans, com CIM=7,5mg/mL ¢ CFM=15mg/mL.
Conclusdo: O enxaguatorio apresentou atividade antifungica frente a Candida albicans,
reforgando seu potencial para sua aplicabilidade clinica, como enxaguatério bucal no controle
da candidose oral e sugere-se a realizacdo de estudos ndo-clinicos e clinicos, no sentido de

constatar sua eficacia e seguranga para o tratamento ou controle da candidose oral.

Palavras-chaves: Fitoterapia. Candidose oral. Atividade antifingica
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laismaya ra@hotmail.com); > Professora Doutora do Departamento de Farmacia, da Universidade Estadual da
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1 INTRODUCAO

As infecgdes fungicas nos ultimos 30 anos vem sempre aumentando, tornando-se um
relevante problema de satde publica, e dentre elas est4 a candidiase oral (LASS- FLORL et
al, 2010). A candidiase ¢ caracterizada por ser uma doenga oportunista, com caracteristicas
clinicas que variam da mucocutanéa evolucdo aguda ou cronica (SARDI et al, 2013). A
prevaléncia da candidiase oral est4 relacionada a desequilibrios homeostéticos do individuo,
podendo evoluir para uma forma sistémica da doenca, dependendo das condigdes
imunologicas do individuo (TIRABOSCHI et al, 2007; SINGH et al, 2014).

As infecgdes causadas por leveduras do género Candida sio de extrema importancia
clinica, sendo a espécie de maior incidéncia, a Candida albicans (SILVA et al, 2012;
KLINGSPORL et al, 2015). Outras espécies de Candida, como a Candida tropicalis, Candida
glabrata e Candida parapsilosis estdo associadas também a esta infecgdo. Aliada a incidéncia
da candidose oral, estd a resisténcia aos antifingicos e a alta toxicidade sistémica dos
mesmos. O arsenal de farmacos antifingicos disponiveis para o tratamento da candidose
apresenta limitagdes, tornando-se uma preocupacdo no ambito da satde publica, despertando
a necessidade clinica de novas alternativas terapéuticas para o seu tratamento (FERREIRA et
al. 2015; BANDARA et al, 2017; LUKASZUK et al, 2017).

Diante da problematica, o estudo de substincias de origem natural vem ganhando
espago com a perspectiva de obter melhor desempenho frente a diversos microrganismos e
aumentar as possibilidades terapéuticas (KHAN et al, 2009). A utilizagdo de plantas
medicinais, devido as suas propriedades antissépticas, ¢ verificada desde a antiguidade
(ALMEIDA et al, 2011). A utilizacdo destes produtos naturais, visa a produgdo de
substancias com atividade antimicrobiana capaz de interferir no desenvolvimento do biofilme
bucal, se faz uma alternativa valida. Além disto, outras patologias bocais, como a candidose
bucal, podem receber como terapéutica o emprego de produtos naturais (CAVALCANTI et al
2011).

A utilizagdo dos fitoterapicos ¢ de abrangéncia vasta e de fins variados, incluindo
também sua aplicacdo em relacdo a saude bucal (CORDEIRO et al, 2006). Foram criadas
politicas publicas com objetivo de estimular o estudo e o uso clinico de fitoterdpicos na

odontologia, mas, apesar disto, este procedimento ainda ocorre de forma modesta pela classe.



Isto ¢ devido principalmente a falta de apoio cientifico, quando se relata que a publicagdo de
trabalhos relacionados a essa pratica na odontologia ainda ¢ escassa (CASTRO et al, 2014).
Porém, a eficcia de plantas medicinais, como componentes de enxaguatorios bucais, tem sido
investigada para o tratamento de doengas periodentais. Sugere-se que os ingredientes de
origem vegetal podem ser empregados como apoio a terapia das doengas periodontais € como

profilaxia de rotina (CORDEIRO et al, 2006).

Os enxaguatorios bucais a base de plantas medicinais tem se tornado um bom método
de ajuda no combate a prevencio da candidose oral (CASTRO et al, 2014). E neste contexto,
que os fitoterapicos utilizados neste estudo, como o Stryphnodendron adstrigens (barbatimao)
que, apresenta caracteristicas de antisséptico, cicatrizagdo de feridas, anti-inflamatorio,
antimicrobiano e antioxidante (ASPALLI et al 2014). A Propolis, substancia produzida por
abelhas tem atividades comprovadas como: antibacteriana, anestésica, anti-inflamatoria e
antiviral (HERNANDES et al, 2010). Apresenta outras propriedades farmacoldgicas como
estimulante imunoldégico e antibacteriano. Sua acdo antibacteriana abrange o espectro de

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (SIMOES et al, 2008).

O presente estudo tem como proposta a busca de uma nova alternativa para
prevencao/profilaxia da candidose oral, através do enxaguatorio bucal a base de tinturas de
Stryphnodendron adstrigens (barbatimdo) e Propolis, avaliando também suas atividades

antifungicas frente ao género Candida.
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2 FUNDAMENTAQAO TEORICA
2.1 Plantas medicinais

Desde os primordios, o homem busca a interagdo com o meio ambiente que o cerca a
fim de exercer uma interagdo e prover suas necessidades para sobrevivéncia, bem-estar ¢ cura
dos seus males, com a utilizagdo de plantas que apresentam finalidades terapéuticas (BADKE,
2008). Mesmo com todo avango da industria farmacéutica, as plantas que tem propriedades
curativas, atualmente vem sendo cada vez mais estudadas e utilizadas para fins terapéuticos.
As plantas medicinais sdo definidas como aquelas que sdo capazes de produzir principios
ativos que possam alterar o funcionamento de orgdos e sistemas, porém, que restaure o

equilibrio organico e homeostatico nos casos de patologias (DE ARAUJO, 2015).

Nos dias de hoje, o uso de fitoterapicos como recurso medicinal vem aumentando cada
vez mais e isto se deve ao alto custo de medicamentos sintéticos, a dificuldade de acesso a
assisténcia a saude e a propensdo do uso de produtos naturais resultantes da sabedoria popular
(BADKE et al, 2012). A fitoterapia limita-se ao uso interno ou externo das plantas, no
manuseio de suas partes, na forma in natura ou em forma de medicamento com finalidade
terapéutica. Devido a importancia da fitoterapia dentro das possibilidades terapéuticas para a
ciéncia médica, ¢ necessaria uma legislacdo que controle a qualidade e a seguranga dos
fitoterapicos, para que sua utilizacdo e comercializagdo seja realizada de maneira mais segura,

sob codigos civis (LOPES e BASTOS, 2011).

No Brasil, ¢ a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria (ANVISA), o o6rgado
responsavel pela regulamentagdo de plantas medicinais e derivados, que tem como objetivo
promover e proteger a saide das pessoas, certificando-se da seguranca sanitaria e servicos. A
ANVISA apresenta uma série de resolucdes para garantir a eficicia dos medicamentos
fitoterapicos. Dentre as resolugdes, destaca-se a RDC N° 67, DE 8 DE OUTUBRO DE 2007,
que dispde sobre as boas praticas de manipulagdo sejam elas de preparagdes magistrais ou
oficinais para o uso humano em farmacias. Uma prepara¢do magistral ¢ aquela preparada na
farmécia com manipulagdo para um paciente de forma individualizada, a partir de uma
prescricdo de um determinado profissional habilitado, e que forneca ao paciente
detalhadamente suas principais caracteristicas, dentre elas: composi¢do, forma farmacéutica e
informagdes ao seu modo de uso. Essa mesma resolugdo, atribui requisitos minimos exigidos

para o exercicio das atividades de manipulacdo de preparagdes magistrais e oficinais das
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farmacias, que vao desde instalagdes, equipamentos, at¢ a manipulagdo, conservacao,
dispensac¢ao, entre outros, do produto manipulado, além da atengdo farmac€utica aos usuarios

ou seus responsaveis (BRASIL, 2007).

A fitoterapia ganhou mais destaque no pais com a criacdo da Politica Nacional de
Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC), que enfatiza a comunidade a necessidade de
conhecer, apoiar e implementar praticas naturais de terapia. Houve entdo a criagdo do decreto
n°® 5.813 de 22 de junho de 2006, com a aprovacdo da Politica Nacional de Plantas Medicinais
e Fitoterapicos, que o objetivo é: “garantir a populagdo brasileira o acesso seguro e uso
racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel da
biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional” (DAMIAN
ANTONIO et al, 2014).

2.2 Enxaguatorio fitoterapico

A resisténcia a antibidticos pelas bactérias, os efeitos indesejaveis de alguns agentes
antibacterianos utilizados na odontologia ¢ das condigdes financeiras dominantes nos paises
em desenvolvimento, vem aumentando cada vez mais, resultando na necessidade de criar
opcdes de prevengdo e tratamento que sejam de qualidade, seguros e efetivos. Devido a essa
problematica, os fitoterapicos na odontologia vém sendo utilizados como agentes anti-
inflamatorios, antibidticos, sedativos e na profilaxia de rotina, como os enxaguatorios bucais a

base de plantas medicinais (PALOMBO, 2011).

Os enxaguatorios bucais a base de plantas medicinais tem se tornado um bom método
de ajuda no combate e prevencdo as doengas periodontais (ASPALLI et al, 2014). E um
fitoterapico usado como alternativa a ser utilizada, em relagdo aos enxaguatorios de
composi¢do sintética, que ja estdo no mercado como os que apresentam em sua formulagdo a
clorexidina. Os produtos naturais se caracterizam com menos efeitos colaterais (GUPTA et al,
2015). A RDC N° 7, DE 10 DE FEVEREIRO DE 2015, dispde sobre os requisitos técnicos
para regularizacdo de produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes e da outras
providéncias, que estdo elencadas no anexo II, na lista de tipos de produtos de grau 2, o

enxaguatorio bucal anti-séptico (BRASIL, 2015).

Para esta pesquisa, foi formulado o enxaguatorio bucal a base de tinturas de

Barbatimao (Stryphnodendron adstringens) e Propolis.
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2.2.1 Stryphnodendron adstringens (Barbatimao)

O Stryphnodendron adstringens Mart. ¢ uma espécie pertencente a familia Fabaceae
que ¢ distribuida em todas as regides brasileiras (LIMA, 2010). Popularmente ¢ conhecida
como barbatimao, barba-de-timdo, boraozinho-roxo, casca-da-virgindade, casca-da-mocidade,

faveiro e enche-cangalha (GOULART, 2010).

O barbatimao possui varios compostos, representado pelos metabolitos secundarios,
como: alcaloides, terpenos, flavonoides, esteroides e taninos, sendo este ultimo o seu
constituinte predominante, que agrega o valor terapéutico a espécie. Esse metabolito esta
presente em toda a planta, porém se concentra principalmente na casca, com cerca de 30% em

extrato aquoso (GOULART, 2010; MARQUES e SOUZA, 2013).

O principal uso do barbatimao pela populagao ¢ como anti-inflamatorio, antisséptico,
antibacteriano, cicatrizante e adstringente (GOULART, 2010). Devido aos diversos estudos
etnobotanicos ¢ pela confirmagao de sua eficcia terapéutica, esta espécie foi inserida na lista
da Relagao Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), em fevereiro de
2009 e recomendada, também, no formulario de fitoterdpicos da Farmacopeia Brasileira como

cicatrizante na forma farmacéutica de creme (ANVISA, 2011).

Stryphnodendron adstringens foi considerada uma das espécies farmacologicamente
mais interessantes, com grande abrangéncia de aplicacdo medicinal, tais como: cicatrizagdo de
feridas, diabetes, gastrite, doencas hepaticas, inflamagdes ¢ dor em geral (SANTANA et al,
2016). Varias atividades farmacologicas foram comprovadas, como agdo antimicrobiana,
antisséptica, anti-inflamatéria, antinociceptiva, antiulcerativa e cicatrizante (DE LIMA et al,

2017).

2.2.2 Propolis

A propolis é uma substancia resinosa produzidas por abelhas a partir de folhas ¢ outras
partes de plantas, especialmente de espécies coniferas. O produto final ¢ obtido quando as
abelhas acrescentam enzimas salivares ao extrato bruto (TORRES et al, 2010). A propolis ¢
derivada do grego Pro — “A favor ou em defesa de” e polis — “a cidade”, dai, “defensor da
cidade / colméia” ¢ conhecida assim devido suas caracteristicas antibacterianas (JAIN et al,

2013). Outras propriedades das propolis sdo: anti-inflamatorias, bactericidas, anti-
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protozodrias, antivirais, anestésicos locais, hepatoprotetoras, cicatrizantes, imuno-estimulantes

e fungicidas.

Suas propriedades tém se mostrado tdo eficazes, que estdo sendo utilizadas em escala
semelhante aos antibioticos convencionais, pois apresenta menos efeitos colaterais, combatem
patogenos causadores de doengas bucais, sendo utilizada também com outras finalidades
terapéuticas nos casos de halitose, estomatites, abcessos, sensibilidade dentindria cervical,
pericoronarites, lesdes endodonticas, xerostomia, doengas fungicas da mucosa oral e

periodontais (DODWAD e KUKREJA, 2016).

2.3 Candidose oral

A candidose ¢ definida como infec¢do flingica bucal, mais prevalente, sendo
geralmente diagnosticada por meio da descamacdo do epitélio bucal, além de seu aspecto
eritematoso com presenca de placas brancas destacaveis sobre a mucosa; sensacao de ardéncia
e prurido (NEVILLE, 2017). E a maioria destas infecgdes, ¢ responsavel por elevadas taxas de
morbidade ¢ mortalidade em pacientes com comprometimento imunologico (BITAR et al,
2014). As micoses causadas pelo fungo leveduriforme do género Candida, sao de grande

importancia e estdo presentes nos casos de maior incidéncia (SILVA et al, 2012).

Atualmente o género Candida ¢ constituido de aproximadamente 200 espécies
diferentes de leveduras, que habitam diversas partes do corpo humano, como: cavidade bucal,
orofaringe, secrecdes bronquicas e vagina (SCHULZE J ¢ SONNENBORN U, 2009). A
Candida albicans ocasiona a susceptibilidade da micose denominada candidose oral, essa
infeccdo pode ser tanto aguda ou cronica, ocasionando lesdes superficies ou profundas.
Entretanto, dependendo do estado imunologico do individuo hospedeiro, as infecgdes podem

evoluir para alteragdes sist€émicas (DE ROSSI, 2011).

Por fazer parte da microbiota humana, espécies do género Candida sao
microrganismos comensais, tornando-se patogénicas quando ocorre alteragdes nos
mecanismos de defesa do hospedeiro. Alguns fatores individuais contribuem para as infecgoes
por Candida, dentre elas pode-se destacar: o rompimento das barreiras cutdnea e mucosa,
disfuncdo dos neutrofilos, defeito na imunidade mediada por células, desordem metabolica,
exposicao direta aos fungos, extremos de idade (recém-nascidos e idosos), desnutri¢do aguda,
longo tratamento com antibidticos, quimioterapia, transplantes, resisténcia a antifungicos,

dentre outros (BARBEDO e SGARBI, 2010).
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2.4 Resisténcia antifungica

Ao se deparar com a atual realidade da resisténcia que os microrganismos vém
apresentando contra os antimicrobianos, observou-se a necessidade de novos estudos com
produtos naturais que tenha esta finalidade terapéutica, e assim estimular a utilizacdo de
fitoterapicos ja conhecidos e utilizados para outros fins, analisando-os amplamente e
descobrindo novas finalidades para estes (MARCONDES e OLIVEIRA, 2015).

Os microrganismos sao considerados resistentes, quando apresentam resisténcia a uma
ou mais classes de antimicrobianos, segundo o Centro de Controle e Preven¢ao de Doengas
(CDC) de Atlanta, Estados Unidos (MENDES, 2011). Embora exista diversas classes
terapéuticas disponiveis, a terapia para infec¢des do género Candida, tornou-se um tratamento
dificil, pois as células eucarioticas das células fingicas sdo similares as células hospedeiras
(ENDO et al, 2009; KAUR et al, 2015). Os antifingicos disponiveis para o tratamento de
infecc¢des fingicas invasivas, sdo poucos. Por exemplo, os azdis geralmente sdo fungistaticos,
em vez de fungicidas, € o seu uso prolongado, pode resultar em resisténcia (KHAN et al,
2010). Ja os polienos se caracterizam por apresentarem baixos indices de resisténcia, porém
sdo muito toxicos. A formulag¢des lipidicas de anfotericina B sdo menos toxicas que a
anfotericina B convencional, porém apresenta um custo mais elevado (CHANDRASEKAR,
2010).

O tratamento para candidiase ndo tem se mostrado abrangente em sua totalidade,
devido ao surgimento de constantes barreiras ocasionadas, principalmente, pela redugdo de
agentes antimicoticos que estdo disponiveis para tratamento sistémico, incluindo também a
alta toxicidade e o crescente numero de espécies resistentes aos antifungicos (DA SILVA et
al, 2014).

Da crescente preocupacdo com a resisténcia e toxicidade dos antifungicos, surgiu a
necessidade de novas pesquisas/estudos com atividade antifungica de produtos vegetais.
Nestas pesquisas sdo testadas compostos derivados de produtos naturais frente a diversas
espécies fungicas. De acordo com SIQUEIRA JUNIOR et al, 2016 as pesquisas estdo
voltadas para obtencdo de principios ativos presentes nos compostos vegetais para uma
possivel aplicagdo no tratamento de infecgdes causadas por varios microrganismos, entre eles,

os fungos.
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3 METODOLOGIA

3.1 Caracterizacao e sequéncia metodoldgica do estudo

Trata-se de um estudo quantitativo dividido em duas etapas, no qual a 1* etapa se
caracteriza pela manipulagdo do enxaguatorio bucal e a 2% etapa um estudo in vitro, para
determinagdo da atividade anti-candida onde a sequéncia metodologica esta representada no

fluxograma abaixo (fig. 1):

Figura 1: Fluxograma com sequéncia metodologica

Manipulagao do Caracterizacao
Enxaguatorio do potencial
bucal antifungico
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h, A ., F

3.2 Local do estudo

O estudo foi realizado na Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), em Campina
Grande, Paraiba, na Farmdcia Escola, do Departamento de Farmdcia, e no laboratorio de

Analises e Diagnostico, do Departamento de Odontologia, da mesma institui¢@o.
3.3 Obtencao dos produtos
Neste estudo, foram utilizadas duas tinturas. Uma tintura vegetal o Stryphnodendrom

adstrigens (barbatimao) e a tintura de Propolis, adquiridos pela Farmacia Escola, UEPB. Os

laudos destes produtos, se encontram no anexo A ¢ B.

3.4 Manipulacéo do enxaguatorio bucal
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= Materiais Utilizados: As matérias-primas utilizadas para a manipulacdo do
enxaguatorio bucal estdo descritos nas Ordens de Manipulagdo que se encontram no

anexo C.

= M¢étodos Utilizados: Os métodos utilizados para a manipulagdo do enxaguatorio bucal
estdo descritos nas Ordens de Manipulagdo que se encontram no anexo D, com base na

RDC n° 67, de 08 de outubro de 2007 da ANVISA.

3.5 Caracterizacao do potencial antifungico

Foi analisado o potencial antifingico do enxaguatorio bucal contendo tinturas de
Stryphnodendrom adstrigens (barbatimdo) e tintura de Propolis, produzido na farmacia
escola, da UEPB, frente a espécie Candida albicans, por meio de ensaios in vitro, utilizando a
técnica da microdiluicdo em caldo, de acordo com o protocolo M27-A3 estabelecido pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), para determinacdo da Concentracio

Inibitoria Minima (CIM) e da Concentracdo Fungicida Minima (CFM).

3.6 Microrganismos

Foram utilizadas as seguintes linhagens de Candida: Candida albicans MY A2376 ¢
Candida albicans ATCC 10231. Foram usadas também dois isolados frescos de Candida
albicans de lesdes de candidose oral, de pacientes da clinica-escola de Odontologia da
Universidade Estadual da Paraiba, sob a aprovagdo do comité de ética desta instituicdo, em 15
de dezembro de 2015, com o numero: 51779315.7.0000.5187.

3.7 Preparacao do inéculo

As espécies de Candida albicans foram reativadas em agar sabouraud dextrose
(Merck®) e incubada por 24 horas a 37°C. Em seguida, as células foram suspensas em
sabouraud dextrose caldo (Himedia®). A concentragdo da suspensdo microbiana foi
determinada na camara de Newbauer (KASVI®) com obtengdo de uma densidade celular de 5
x 10° UFC/mL. Apos a preparacio do indculo, foram realizadas as diluigdes seriadas do
enxaguatorio, no meio de cultura sabouraud dextrose caldo (Himedia®) nos pocos da

microplaca.
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.....

microdiluicao em caldo

A determinagdo da CIM do enxaguatorio bucal foi realizada através da técnica da
microdiluicdo em caldo, utilizando microplacas contendo 96 pogos (8 linhas A-H/ 12
colunas). O enxaguatorio foi diluido da seguinte forma: Foram depositados 100 pL/pogo do
meio de cultura sabouraud dextrose caldo (Himedia®). Em seguida, acrescentou-se 100 puL do
enxaguatorio no poco inicial, numa concentracao de 30 mg/mL. Procedeu-se a microdiluigdo,
com a transferéncia de 100 pL. do conteido do primeiro poco para o seguinte. Este
procedimento foi repetido até o ultimo pogo, os 100 uL finais foram desprezados, obtendo-se
as concentragdes de 15 mg/mL, 7,5 mg/mL, 3,75 mg/mL, 1,87 mg/mL, 0,93 mg/mL, 0,46
mg/mL, 0,23 mg/mL e 0,11 mg/mL.

Posteriormente, 100 pL da suspensdo de Candida de cultura de 24 horas (5 x
10°UFC/mL) foram adicionados a microplaca. As placas foram incubadas por 24 horas a
37°C (CLSI 2008).

A nistatina 0,5 mg/mL (500 pg/mL) (Sigma-Aldrich®) foi utilizada como controle
positivo. Foram analisados também a esterilidade do meio de cultura e o controle de

crescimento do microrganismo. Os ensaios foram realizados em duplicata.

3.8.1 Leitura e interpretacao da CIM

Apods o periodo de incubagdo foram adicionados 30 pL da solu¢do reveladora
resazurina, observando a mudanga de cor de azul para rosa, que ocorre como indicativo de
mudanga do potencial hidrogenionico (pH), ocasionada pelo crescimento microbiano (CLSI,
2008).

3.9 Determinacao da concentracao fungicida minima (CFM)

A atividade fungicida foi realizada a partir do teste de microdilui¢ao em caldo, onde
aliquotas de 50 pL de cada pogo, com concentragoes igual e maiores que a CIM, foram
subcultivadas em meio 4gar sabouraud dextrose (Merck®) em placas de Petri e incubadas a
37°C por 48 horas. A CFM foi definida como a menor concentracdo que inibiu o crescimento

visivel do microrganismo (CLSI, 2008).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo o Formuldrio Nacional Fitoterapico (Farmacopeia Brasileira, 2010) as
tinturas sdo usualmente obtidas utilizando uma parte da droga e dez partes do solvente de
extracdo (1:10) ou uma parte da droga e cinco partes do solvente de extragao (1:5). As tinturas
sdo normalmente limpidas. Um pequeno sedimento pode se formar por deposi¢do e ¢€
aceitavel desde que ndo haja modificagdo da composicao. Sao baseadas na acdo solubilizante
do alcool etilico ou da glicerina sobre o p6 seco da droga vegetal, ao qual se pode agregar
agua em quantidade necessaria para diminuir a concentragdo alcoolica. A graduagao alcodlica
da tintura varia de acordo com a solubilidade dos principios ativos extraidos. Neste contexto,
considerando que foram utilizadas estas dilui¢des citadas, ¢ todas as misturas com o produto

em teste, foram na extragao (1:5) equivalente a 20%.

Figura 2. Microplaca indicando a inibi¢do do crescimento dos microrganismos testados na

concentragdo de 7,5 mg/mL, controle positivo e controle negativo.

Fonte: Dados da pesquisa

Nota-se no controle positivo, os pogos aonde se depositaram a nistatina, a permanéncia
da cor azul, indicando que ndo houve mudanga do pH, pois a nistatina inibiu o crescimento
dos microrganismos. Ao contrario do controle negativo, onde ndo foi depositado agente

antimicrobiano, ocorreu a mudanga da coloragdo azul para os tons rosas, indicando a presenca
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de microrganismos pela mudanga do pH do meio. Fato este elucidativo, para determinar a
CIM do enxaguatorio, como um referencial organoléptico através da mudanca de coloragio

do meio.

As concentragdes utilizadas do enxagutorio fitoterapico manipulado a base de 10%
tintura de Stryphnodendron adstrigens (barbatimao) e 5% tintura de Propolis, apresentou

atividade frente as espécies de C.albicans, descritas nos quadro 1, a seguir:

Quadro 1. Distribui¢do dos valores das concentragdes inibitoria minima (CIM) e fungicida

inima (CFM) do enxaguatorio fitoterapico, frente a Candida albicans.

MICROORGANISMOS Concentracoes NISTATINA
Cim CFM CIM (pg/mL)
pg/mL Hg/mL
C. albicans— MYA 2876 7500 15000 -
C. albicans— ATCC 10231 7500 15000 -
C. albicans — Cepa clinica 01 7500 15000 -
C. albicans — Cepa clinica 02 7500 15000 0,9765

Fonte: Dados da pesquisa

A atividade do Stryphnodendron adstringens esta relacionado por possui constituintes
quimico como: alcaldides, flavonodides, terpenos, estilbenos, esteroides, inibidores de
proteases (como a tripsina) e taninos (VASCONCELOS et al, 2004). Os Taninos sdo os
componentes majoritarios do barbatimdo, sendo estes compostos associados aos efeitos
antimicrobianos (DOS ANJOS et al, 2002). A avaliagdo da atividade antimicrobiana do
extrato glicolico das cascas do barbatimdo (Stryphnodendron adstringens) comprova a
tendéncia atual de desenvolver e testar medicamentos produzidos a partir de plantas naturais,

principalmente para controle de microrganismo (PASSARETTI et al 2016).

Um estudo avaliou a suscetibilidade in vitro de bactérias e fungos patogénicos da
cavidade oral a extratos aquosos e etanolicos de barbatimdo. E, concluindo que o uso do
barbatimdo ¢ tecnicamente vidvel a reduzir a susceptibilidade de microrganismos orais e
sugere a potencializacdo de extratos de barbatimao para o tratamento de doengas infecciosas

da cavidade oral (GOMES, 2009).

Orlando (2005) observou atividade antimicrobiana /in vitro do extrato hidroalcoolico

bruto da casca do barbatiméo (Stryphnodendron adstringens) para Candida albicans, Candida
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krusei Enterococcus faecalis, Kocuria rhizophila, Escherichia coli, Neisseria gonorrhoeae,
Pseudomonas aeruginosa, Shigella flexneri, Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae.
Obtendo resultados positivos frente a Candida albicans, dentre outros microrganismos. Este
fato corrobora os achados encontrados nesta avaliagdo, embora se trate de uma forma

farmacéutica, no entanto, composta por barbatimdo e propolis.

A tintura de propolis por também fazer parte da formulagdo do enxaguatério, contribui
para atividade antifungica do composto teste, pois a propolis, em alguns estudos ja realizados
apresentou atividade bioldgica, podendo ser responsavel por esta atividade, principalmente, e
ndo apenas, os compostos fenolicos e os flavonoides. Também os &cidos cafeico, acido
benzoico, acido cindmico, que provavelmente atuam na membrana microbiana ou no local da
parede celular, ocasionando danos funcionais e estruturais (GONDIM et al, 2011,
HEIMBACH et al, 2016).

Dantas de Almeida et al, 2012 Constatou-se que a tintura de propolis frente a C.
albicans nao apresentou eficacia, ndo corroborando com estudo realizado por Dias e outros
(2009). O resultado controverso frente as leveduras de mesma espécie pode ser explicado pela
presenga de fatores de viruléncia distintos, j& que ndo apresentam a mesma especificagao.
outra hipodtese seria a diferenca fenotipica entre as espécies, de forma que a resposta frente ao
uso de produtos a base propolis pode ser distinta, conforme observado no presente ensaio
(DANTAS DE ALMEIDA et al, 2012).

Segundo Uzel (2005) a atividade antimicrobiana, sdo atribuidas principalmente a
flavonona pinocembrina, ao flavonol galagina e ao éster feniletil do acido caféico, com um

mecanismo de agdo baseado provavelmente na inibi¢do do RNA-polimerase bacteriano.

Estudos comprovam atividade antimicrobiana in vitro do extrato alcoolico de
propolis, produzido em diferentes regides, frente a diferentes microrganismos, tais como:
Candida albicans, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus sp., Pseudomonas
aeruginosa e Enterococcus sp. (JUNIOR et al, 2006).

Nos resultados obtidos, observou-se que houve inibigdo do crescimento de todos os
microrganismos testados a partir da concentracdo de 7,5 mg/mL, podendo-se afirmar que no
enxaguatorio formulado também vai haver inibi¢do do microrganismo, j& que a concentracao
inicial ¢ superior, vista que ainda ndo foi diluida. J& para os resultados da CFM o

enxaguatorio mostrou que ¢ capaz de “matar” o microrganismo a partir da concentragdo de 15
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mg/mL. Este estudo possibilita afirmar que o enxaguatorio fitoterapico testado, apresenta

efeitos fungiostaticos e fungicidas in vitro, frente a Candida albicans.

O enxaguatério tem potencial para o controle do crescimento de C. albicans, e na
perspectiva de indica-lo como um enxaguatorio bucal, sugere-se a ampliacdo das analise
antimicrobianas, no sentido de verificar sua atividade sobre espécies de bactérias e em

biofilme formado com multiespécies da cavidade oral.

5 CONCLUSAO

Este estudo mostrou a eficdcia da atividade antifungica, do enxaguatorio fitoterapico a
base de tinturas Stryphnodendron adstrigens (barbatimdo) e Propolis frente a espécies de
Candida albicans, para o controle da candidose oral, sugere-se que ele pode ser utilizado
como um recurso terapéutico e preventivo no controle de doencgas periodontais. Os resultados
encontrados neste trabalho reforcaram a importdncia de pesquisas com plantas medicinais
com indicagdes terapéuticas na clinica odontoldgica e em outras modalidades clinicas. Vale
salientar que as limitagdes dos testes /n vitro merecem ser referenciadas in vivo, pois estes
resultados podem nao corresponder aos reais comportamentos /1 vivo, uma vez que nao estao
expostas as mesmas condi¢cdes da cavidade oral. Sugere-se a realizagdo de outros testes

microbioldgicos e ensaios clinicos para reforcar a viabilidade do seu uso.
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ANTIFUNGAL ACTIVITY OF A MOUTHWASH FRONT Candida albicans
Lais Mayara Rodrigues da Silva'

Rossana Miranda Cruz Camelo Pessoa’

ABSTRACT

Introduction: Fungal infections in the last 30 years have been increasing, becoming a
relevant public health problem, among them is Candida, which is related to Candida yeast.
Nowadays the study of substances of natural origin is gaining space with the perspective of
obtaining better performance against different microorganisms and increase the therapeutic
possibilities, especially for oral candidosis. Objective: To evaluate, in vitro, the antifungal
activity of a phytotherapeutic spray based on Stryphnodendom adstrigens (barbatimao) and
propolis produced by the School Pharmacy of the State University of Paraiba (UEPB) and
used in the Clinical School of Dentistry of the UEPB. Method: The antimicrobial activity of
the mouthwash was analyzed against Candida albicans, with two standard strains (MY A 2376
and ATCC 10231) and two clinical isolates of oral candidiasis. The broth microdilution
technique was used to determine Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimal
Fungicide Concentration (CFM), after 48 hours of incubation at 37 ° C, using Sabouraud
dextrose culture medium (broth and agar), standardized inoculum of 103 cells / mL and
Nystatin as positive control. The rinse was serially diluted (v / v) in the culture medium itself,
from the original concentration of the mouthwash (30mg / mL). Results: The mouthwash
presented antifungal activity against Candida albicans, with MIC = 7.5mg / mL and CFM =
15mg / mL. Conclusion: The mouthwash presented an antifungal activity against Candida
albicans, reinforcing its potential for its clinical applicability, as a mouthwash in the control of
oral candidosis and it is suggested to perform non-clinical and clinical studies, in order to

verify its efficacy and safety for the treatment or control of oral candidosis.

Keywords: Phytotherapy. Oral candidosis. Antifungal activity
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ANEXO A: LAUDO DA TINTURA DO BARBATIMAO
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ANEXO B: LAUDO DA TINTURA DE PROPOLIS
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ANEXO C: MATERIAIS UTILIZADOS NA MANIPULACAO DO ENXAGUATORIO
FITOTERAPICO.
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ANEXO D: METODO UTILIZADO PARA MANIPULAGAO DO ENXAGUATORIO
FITOTERAPICO.




