UNIVERSIDADE DE UBERABA
CURSO DE ODONTOLOGIA

AILA PEREIRA CARDOSO

ANALISE DO PH E DA EFETIVIDADE ANTIMICROBIANA DE
ANTISSEPTICOS BUCAIS A BASE DE PRODUTOS NATURAIS E
CLOREXIDINA

UBERABA-MG
2020



AILA PEREIRA CARDOSO

ANALISE DO PH E DA EFETIVIDADE ANTIMICROBIANA DE
ANTISSEPTICOS BUCAIS A BASE DE PRODUTOS NATURAIS E
CLOREXIDINA

Trabalho de Conclusdo de Curso, apresentado
ao curso de graduacdo de Odontologia da
Universidade de Uberaba, como requisito parcial
para obtencao do titulo de cirurgido- dentista.

Area de concentracdo: Materiais Dentarios

Orientadora; Profa. Dra. Denise Tornavoi de
Castro

UBERABA-MG
2020



AILA PEREIRA CARDOSO

ANALISE DO PH E DA EFETIVIDADE ANTIMICROBIANA DE
ANTISSEPTICOS BUCAIS A BASE DE PRODUTOS NATURAIS E
CLOREXIDINA

Trabalho de Conclusdo de Curso,
apresentado ao curso de graduagdo de
Odontologia da Universidade de Uberaba,
como requisito parcial para obtengdo do
titulo de cirurgido- dentista.

Area de concentragao: Materiais Dentérios

Orientadora; Profa. Dra. Denise Tornavoi de Castro

Aprovado em: 09 )/ 2020

ca Exami

Profa. Dra. Denise Tomavoi de Castro- orientadora
Uniube

& P 5

Uniube




AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar agradeco, a Deus, pela minha vida e por me permitir
ultrapassar todos os obstaculos encontrados.

A Universidade de Uberaba, ao corpo docente, diregcdo e administracdo que
oportunizaram a janela que hoje vislumbro um horizonte superior.

Aos meus pais Wesley e Soralha que me incentivaram nos momentos dificeis
e compreenderam a minha auséncia enquanto eu me dedicava para a realizacdo desse
sonho e ao meu irmao Wolrick por todo carinho e companheirismo durante esse
periodo.

Ao meu avd Alcedico e minha avé Olimpia (in memoriam), que me fizeram
descobrir minha vocacao para a area da saude e me ensinaram a ter coragem diante
das adversidades da vida.

Aos meus professores por todo ensinamento, conselhos e paciéncia que me
guiaram e contribuiram para o meu aprendizado, em especial a minha orientadora
Denise Tornavoi pelas correcdes, ensinamentos e amizade que permitiram apresentar
um melhor desempenho no meu processo de formacgao

E aos meus colegas de turma, com quem convivi intensamente durante os

tltimos anos, onde compartilhamos momentos de descobertas e aprendizado.



RESUMO

A formulacéo e uso de antissépticos bucais com produtos naturais estd em expansao
devido as mudancas nos padrbes de consumo consciente e sustentavel, bem como a
seguranca do paciente e do meio ambiente. O objetivo deste estudo foi avaliar o pH e
as atividades antibacteriana e antibiofiime de antissépticos formulados com Malva
sylvestris (Malvatricin Plus®) ou prépolis (Proporalcare®). Como controle-positivo e
controle-negativo, com e sem atividades antibacteriana e antibiofilme, empregou-se a
clorexidina (PerioGard®) e a solucéo salina a 0,85%, respectivamente. A mensuracao
do pH de uma amostra de 12 mL de cada antisséptico foi determinada por meio de
pHmetro. Ainda, a técnica de difusdo em camada dupla de agar foi utilizada para
determinar a atividade antibacteriana dos antissépticos contra as cepas padrao:
Streptococcus mutans (ATCC 25175) e Streptococcus sobrinus (ATCC 27607). Com
relacdo a atividade antibiofiime, um total de 72 espécimes de dentes bovinos
(2x5x5mm) foram utilizados para formacédo de biofilme com as cepas padréo de S.
mutans e S. sobrinus a 37°C por 24h, em microaerofilia, e sob agitacdo orbital.
Decorrido esse periodo, as amostras foram divididas de forma aleatoria em 4 grupos
(n=9) conforme os diferentes tratamentos: G1l-controle-negativo (solucdo salina a
0,85% em contato com os biofilmes por 1min); G2-Malvatricin Plus® em contato com os
biofilmes por 1min; G3-Proporalcare® em contato com os biofilmes por 1min e G4-
controle-positivo (PerioGard® em contato com os biofimes por 1min). Apds os
tratamentos, as amostras foram transferidas para microtubos contendo 1mL de caldo
Letheen e pérolas de vidro, homogeneizadas, diluidas e aliguotas semeadas na
superficie de placas de Petri com SB20. A carga bacteriana presente nos biofilmes foi
determinada apds incubacdo a 37°C por 48h de incubacdo em microaerofilia. Os
resultados da analise microbiolégica foram comparados e avaliados pelo teste de
Kruskal-Wallis seguido pelo pés-teste de Dunn (a=0,05). Os antissépticos do G2 e G4
apresentaram pH é&cido de 6,60 e 5,72, respectivamente e do G3 pH alcalino (7,6). A
atividade antibacteriana dos antissépticos com G2 e G4 foram estatisticamente
semelhantes entre si contra S. mutans (p=0,313) e S. sobrinus (p=0,310), e diferentes
entre os demais grupos (p<0,05), que ndo apresentaram atividade. Acerca da atividade
antibiofilme, houve diferenca estatisticamente significante entre 0 G1 e o antisséptico
do G4 contra S. mutans (p=0,034) e S. sobrinus (p=0,009), sendo que 0s antissépticos
formulados com M. sylvestris e propolis apresentaram resultados intermediarios
(p>0,05). Esse estudo demonstrou diferentes valores de pH e de atividades
antibacteriana e antibiofilme dos antissépticos formulados com produtos naturais,
sendo o antisséptico com M. sylvestris mais efetivo do que com proépolis, entretanto,
estes produtos ainda ndo apresentam efeito comparavel ao antisséptico sintético, o que
deve ser levado em consideragéo para a prescri¢ao.

Palavras-chaves: antissépticos bucais; produtos naturais; biofilme.



ABSTRACT

The formulation and use of oral antiseptics with natural products is expanding due to
changes in patterns of conscious and sustainable consumption, as well as the safety of
the patient and the environment. The aim of this study was to evaluate the pH and the
antibacterial and antibiofilm activities of antiseptics formulated with Malva sylvestris
(Malvatricin Plus®) or propolis (Proporalcare®).As positive and negative controls, with
and without antibacterial and antibiofilm activities, chlorhexidine (PerioGard®) and
0.85% saline solution were used, respectively. Measurement of the pH of a 12 mL
sample of each antiseptic was provided by means of a pH meter. In addition, the double
layer agar diffusion technique was used to determine the antibacterial activity of
antiseptics against the standard strains: Streptococcus mutans (ATCC 25175) and
Streptococcus sobrinus (ATCC 27607). Regarding antibiofilm activity, a total of 72
specimens of bovine teeth (2x5x5mm) were used to form a biofilm with the standard
strains of S. mutans and S. sobrinus at 37°C for 24h, in microaerophilia, and under
orbital agitation. After this period, the samples were randomly divided into 4 groups (n =
9) according to the different treatments: G1-negative control (0.85% saline in contact
with biofilms for 1min); G2-Malvatricin Plus® in contact with biofilms for 1min; G3-
Proporalcare® in contact with biofilms for 1min and G4-control-positive (PerioGard® in
contact with biofilms for 1min). After the treatments, the samples were transferred to
microtubes containing 1mL of Letheen broth and glass beads, homogenized, diluted
and aliquots sown on the surface of Petri dishes with SB20.The bacterial load present in
biofilms was determined after incubation at 37°C for 48 hours of incubation in
microaerophilia. The results of the microbiological analysis were compared and
evaluated by the Kruskal-Wallis test followed by the Dunn post-test (a = 0.05). The
antiseptics of G2 and G4 showed an acid pH of 6.60 and 5.72, respectively and of G3
alkaline pH (7.6). The antibacterial activity of antiseptics with G2 and G4 were
statistically similar against S. mutans (p = 0.313) and S. sobrinus (p = 0.310), and
different among the other groups (p <0.05), which did not show activity. Regarding
antibiofilm activity, there was a statistically significant difference between G1 and G4
antiseptic against S. mutans (p = 0.034) and S. sobrinus (p = 0.009), with antiseptics
formulated with M. sylvestris and propolis showing intermediate results (p> 0.05). This
study demonstrated different pH values and antibacterial and antibiofilm activities of the
antiseptics formulated with natural products, the antiseptic with M. sylvestris being more
effective than with propolis, however, these products still do not have an effect
comparable to the synthetic antiseptic, which should taken into account for the
prescription.

Keywords: oral antiseptics; natural products; biofilm.
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1. INTRODUCAO

Biofilmes orais sdo agregados de multiplas espécies microbianas que
podem aderir ao esmalte e aos tecidos moles da boca (ZIINGE et al., 2010).
Eliminar e prevenir o acumulo de biofilme é imperativo no combate as afeccdes
bucais (SERBIAK et al., 2018).

Os estudos tém mostrado que a escovacao sozinha pode ndo ser
completamente eficaz na prevencdo do acumulo de biofiime (VAN DER
WEIJDEN e HIOE, 2005). Frente as limitacdes dos métodos mecanicos, o uso de
solugBes antissépticas como adjuvantes da higiene bucal e na entrega de
agentes ativos aos dentes e gengivas tem sido recomendado (CHATTERJEE et
al., 2017; LYNCH et al., 2018). Ha relatos de que o beneficio terapéutico da
remocao mecanica do biofilme é melhorado quando em combinacdo com a acao
antimicrobiana dos agentes presentes nos antissépticos bucais que por sua vez,
ndo apenas fornecem efeitos antimicrobianos adicionais, mas também penetram
em é&reas da cavidade bucal menos acessiveis aos instrumentos mecanicos e
dentifricios (SHARMA et al., 2004; BECERIK et al., 2011).

Um antisséptico ideal deve possuir estabilidade, baixa tensédo superficial,
poder antimicrobiano e auséncia de toxicidade. A clorexidina (CHX) é
considerada o padrdo-ouro dos antissépticos bucais, com um histérico
significativo de uso na odontologia e eficacia documentada frente a uma ampla
variedade de bactérias, incluindo espécies gram-positivas, gram-negativas,
aerdbias e anaerdbias (ZHENG e WANG, 2011; MATHUR et al., 2011). A acéo
esta no seu potencial de se ligar a parede celular bacteriana, mostrando efeito
bactericida, quando em altas concentracfes e bacteriostatico em baixas doses.
Entretanto, apesar dos beneficios clinicos, os efeitos colaterais da CHX
preocupam ndo apenas o paciente, mas também os profissionais uma vez que o
uso prolongado pode resultar em alteragfes da sensacao gustativa, coloracao
dos dentes, lingua e restauracdes e sensacdo de queimacao e irritacdo na
mucosa oral (MCCOY et al., 2008; KOUADIO et al., 2017).

Da mesma forma, outros antissépticos bucais podem causar a alteracao
da cor do elemento dental, devido a desmineralizacdo do esmalte e
consequentemente aumento da rugosidade e alteracdo na dureza superficial

(MOREIRA et al., 2013). Esses efeitos adversos aumentam as demandas para



explorar agentes alternativos para a promog¢éo da saude bucal.

Os produtos naturais tém sido utilizados para fins de medicina popular em
todo o mundo ha milhares de anos (BERNARDINI et al., 2017; KHURSHID et al.,
2017).Uma das |justificativas, € que o produto fitoterapico se difere dos
medicamentos alopaticos, pois o principio ativo da planta ndo € isolado, agindo
em conjunto com outros componentes do vegetal, que da-se o nome de
fitocomplexo, com uma reducdo dos efeitos indesejaveis (BARBOSA e FARIA,
2014).

Muitos deles apresentam propriedades farmacologicas, com acao
antimicrobiana, anti-inflamatdria e citostatica. Além disso, alguns destes
produtos apresentam em sua composicdo substancias com atividade
anticariogénica que podem suprimir o crescimento de bactérias presentes na
cavidade bucal, além de inibir a sintese de glucano a partir da sacarose pela
glicosiltransferase (STEVANATO; GONCALVES ;YAMAGUCHI, 2013).

Desta forma, a utilizacdo de produtos naturais poderia reduzir a alta

incidéncia de doencas que afetam o elemento dental (JUIZ;ALVES;BARROS,
2009).Dentre eles, a propolis e a Malva sylvestris tém sido reconhecidas como
agentes benéficos para a saude humana, podendo ser Uteis para melhorar a
gualidade de vida da populacdo (BENSO et al. 2015; DANTAS SILVA etal. 2017).
A prépolis, substancia produzida pelas abelhas, € um potente agente
antimicrobiano e anti-inflamatério. As abelhas coletam a resina da flora, e ao
mastigarem, as enzimas salivares s&o adicionadas e o material parcialmente
digerido é misturado com cera de abelha e usado para vedar buracos em seus
favos de mel, suavizar as paredes internas e proteger contra a entrada de outras
espécies (KHURSHID et al., 2017).

Os efeitos terapéuticos da propolis tém sido objeto de pesquisas ao longo
dos anos, e diretrizes recentes sugerem seu potencial para uso no futuro. Uma
das aplicacbes mais estudadas da propolis em todo o mundo tem sido na
odontologia, onde os relatérios cientificos datam de 1952 (WIECKIEWICZ et al.,
2013; KHURSHID et al., 2017).

Um estudo demonstrou que o mecanismo de acdo da propolis seria uma
bacteritlise parcial devido a ruptura da parede celular e desorganizacdo da
membrana plasmatica bacteriana, bem como inibicdo de sintese proteica. Tendo

uma propriedade antimicrobiana significativa frente a periodontopatégenos,



sugerindo que esta substancia poderia ser usada para o controle do crescimento
da microbiota oral. Segundo Gebara et al. (2002), a propolis também mostrou
atividade antimicrobiana contra cepas de A. actinomycetemcomitans, Prevotella
intermedia, P. melaninogenica, P. gingivalis, Capnocytophaga gingivalis e
Fusobacterium nucleatum, micro-organismos envolvidos no desenvolvimento da
periodontite (JUIZ; ALVES; BARROS, 2009).

Os mecanismos da atividade antimicrobiana da propolis ainda sé&o
controversos. Alguns componentes presentes nos extratos de propolis como
flavondides (quercetina, galangina, pinocembrina) e &cido cafeico, acido
benzodico, &cido cindmico, provavelmente atuam na membrana microbiana ou no
local da parede celular, causando danos funcionais e estruturais (BURDOCK,
1998; KAMBUROGLU e OZEN. 2011). Entretanto, a composi¢cdo quimica da
prépolis parece variar segundo a época e regiao onde é coletada, com alteracao
guantitativa e qualitativa dos seus principios ativo, mas segundo Sforcin et al.,
(2000), a propolis coletada no Brasil ndo mostra variacdo (JUIZ;, ALVES;
BARROS, 2009).

O uso do cha de malva sempre foi considerado benéfico para a saude na
opinido popular contra inflamacdes e infeccbes. A Malva sylvestris, da familia
Malvaceae, € benéfica em amplos aspectos para a saude, e exerce
suspostamente atividades anti-inflamatoria, antioxidante, bacteriostatica,
antinociceptiva e anticolinesterasica. Investigacdes revelaram que Malva
sylvestris contém varios componentes quimicos biologicamente ativos que
incluem Oleos essenciais, sesquiterpenos, leucoantocianidinas, antocianinas e
cumarinas (PRUDENTE et al. 2017; BRAGA et al. 2018). Considerando o
exposto, a associacao entre estes produtos medicinais e materiais odontologicos,
incluindo os antissépticos bucais tem sido proposta (DODWAD e KUKREJA.
2011)

Um estudo realizado para avaliar a atividade antimicrobiana do
enxaguante Malvatricin e seus componentes em relacdo ao Streptococcus
mutans e Lactobacillus spp e em pool de micro-organismos da cavidade oral,
comprovou que o produto comercial teve efetiva atividade antimicrobiana devido
principalmente ao quinosol, presente em sua composi¢cao (MOREIRA, 2011).

Entretanto, ainda sdo escassos 0s estudos que avaliam as propriedades

dos antissépticos a base de propolis e Malva sylvestris, disponiveis no mercado.



Diante disso, este trabalho tem como objetivo avaliar in vitro o pH e a eficacia
antimicrobiana de um antisséptico fitoterapico e um a base de prépolis,
disponiveis no mercado, em comparacdo com um antisséptico quimico

conhecido, a base de clorexidina.



2. JUSTIFICATIVA

Apesar dos avangos na area odontolégica, a doencga céarie ainda continua
sendo um grande problema de saude publica. Este projeto justifica-se com o
intuito da promocéao da saude uma vez que a falta de controle do biofilme expde
o individuo a uma situacéo de risco da doenca cérie dentaria de forma que pode
haver o surgimento de manchas brancas ativas na superficie do esmalte
dentario, as quais consistem no primeiro sinal clinico da doenca, podendo evoluir
para situacbes mais complexas e até levar a perda do elemento dental
(STEVANATO; GONCALVES; YAMAGUCHI, 2013).

Portanto, esse estudo pode trazer resultados significativos sobre a acéo
antibiofilme e antimicrobiana da prépolis e Malva sylvestris, em relacdo a
Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus ,colaborando na promocéao de

saude do paciente.

10



3. OBJETIVOS

Avaliar o pH e as propriedades antimicrobiana de antissépticos bucais a
base de produtos naturais em comparacdo com um antisséptico quimico

conhecido, a base de clorexidina.

11
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4. MATERIAIS E METODOS

Materiais

No presente estudo foram utilizados os antissépticos a base da Malva sylvestris

(Malvatricin Plus®), da propolis (Proporalcare®) e clorexidina (PerioGard®) (Figura 1).

Figura 1. Antissépticos utilizados no estudo

P

A composicao de cada produto € detalhada na Tabela 1.

Tabela 1. Composicdo dos Antissépticos

Periogard Malvatricin Plus PropOralcare

Aqua EDTA dissddico Aqua

Glicerina Extrato de folha de Malva Complexo de
Sylvestris Clorofina

Propilenoglicol L-Mentol Glicerina

Sorbitol

Oleo de ricino
hidrogenado PEG

Oleo de ricino hidrogenado
PEG 40
Propilenoglicol

Extrato de flor
Lonicera Japonica

40
Digluconato de Copolimero de PVM / MA Mentol
clorexidina
Aroma Benzoato de Sédio Extrato de Prépolis
Cloreto de Fluoreto de Sédio (corresp.a Sucralose
cetilpiridinio 225ppm de Fltior)
Acido Citrico Hidréxido de Sédio
CL 42090 Lauril Sulfato De Sédio

Sacarina Sodica

Sorbitol

Triclosan

Xilitol

Cloreto De Zinco

Aroma

CL 15985

CL 47005

Aqua

Fluoreto

Sédio
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Métodos

Anélise do pH

O pH dos antissépticos bucais foi aferido no ato da abertura dos frascos
utilizando um pHmetro digital previamente calibrado introduzindo,
respectivamente, um tampdo neutro (7) e tampao &cido (4). Assim, apos
depurar com agua destilada para retirar os residuos indesejaveis, foram
inseridos aproximadamente 12 mL das solucdes, as quais recobriram todo

eletrodo (Figura 2).

Figura 2. Analise do pH com uso do pHmetro digital

Andlise da Atividade Antimicrobiana dos Antissépticos Bucais pelo
Método de Difusdo em Agar

Para a andlise da efetividade antimicrobiana foi empregado o teste de
disco-difusdo em agar.

Os micro-organismos foram obtidos a partir de culturas frescas e
transferidos para tubos de ensaio com solucdo de PBS. A padronizacdo do
in6culo foi realizada medindo a densidade Optica usando um

espectrofotometro, com leitura de absorbancia de 0,08 a 0,10 a 625 nm de

comprimento de onda (108 UFC / mL).

O meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion) foi preparado, esterilizado
de acordo com as instrucbes do fabricante e distribuido em placas de Petri
estéreis de 90mm?2 para obtencdo da camada base de 12 mL. Tubos de
ensaio contendo 20 mL de meio de cultura esterilizado foram mantidos em
banho-maria a 45°C. Nestes tubos foram inseridos 200 pL dos diferentes
in6bculos  microbianos  padronizados. As solugcbes obtidas foram
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homogeneizadas e 8 mL foram transferidos para a placa de Petri e
depositados sobre a camada base solidificada, formando a camada seed.
Apbs a solidificagdo desta camada, foram confeccionados pogcos com 3
mm de didmetro nas placas de Petri, com auxilio de canudos plasticos. Em
seguida, em cada poco foram adicionados 20 pL dos antissépticos e as
placas de Petri foram pré-incubadas a temperatura ambiente por 2 horas,
para permitir a difusdo do produto no meio de cultura. Decorrido o periodo, as
placas de Petri foram incubadas a 37°C durante 24 horas em uma estufa
microbiolégica. ApOs este periodo, as zonas de inibicdo formadas foram

medidas.

Obtencéo dos Espécimes

Para a realizacdo deste estudo levou-se em consideracdo os principios
éticos contidos na Declaracdo de Helsink (2000). 72 espécimes (5 x5 x 2 mm
de espessura) foram obtidos a partir de incisivos centrais bovinos higidos.
Para isso, inicialmente as raizes dentarias foram removidas 2 mm abaixo da
juncdo amelo-cementaria, utilizando-se um disco diamantado. Foi realizada a
limpeza dos dentes com curetas periodontais e pasta de pedra pomes com
agua e estes foram mantidos em solucdo de formol a temperatura de 4°C
durante 7 dias. As regifes dos dentes foram demarcadas e ap0s o corte, a fim
de padronizar o tamanho, os espécimes foram lixados em uma politriz,
utilizando lixas de carbeto de silicio na sequéncia de granulacao 320 e 600. O

tamanho foi checado por meio do uso de um paquimetro digital.

Figura 3. Obtencgé&o dos espécimes
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Padronizacdo da Rugosidade Superficial

A rugosidade superficial influencia na adesdo dos micro-organismos.
Assim, para 0s ensaios microbiolégicos envolvendo a formacdo do biofilme,
os espécimes foram lixados e foi padronizada a rugosidade através do
Rugosimetro (Surftest SJ-201P, Mitutoyo Corporation, Japan).

Esterilizacdo dos Espécimes

Os espécimes utilizados para o0s ensaios microbioldégicos foram
acondicionados em envelopes especiais e esterilizados com peroxido de

hidrogénio.

Figura 4. Espécimes esterilizados
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Formagéo do Biofilme

O experimento bacteriologico foi conduzido de acordo com 0s principios
bésicos da assepsia em Cabines de Seguranca Biologica de Classe Il (Grupo
VECO, Campinas, SP, Brasil). Streptococcus mutans (ATCC 25175) e
Streptococcus sobrinus (ATCC 27607) foram cultivados em placa de Petri
(15x60mm) com SB20-modificado e incubados em estufa bacteriolégica (Quimis,
Diadema, SP, Brasil) a 37°C por 24h, a fim de obter culturas em crescimento

exponencial. As coldnias microbianas foram diluidas em solugdo salina

tamponada com fosfato (PBS) e para alcancar um in6culo contendo ~ 108
UFC/mL, uma leitura da densidade Optica foi realizada com um
espectrofotdmetro (Spectrumlab, China) a 625 nm de comprimento de onda. Os
espécimes foram distribuidos individualmente em placas de cultura de 24
pocos (TPP, Trasadingen, Suica), manipuladas com pincas estéreis. Cada
espécime recebeu 2mL do meio de cultura inoculado. As placas foram
incubadas em um agitador orbital (Quimis, Diadema, SP, Brasil) a 37°C e

80rpm por 24 horas.

Tratamento dos espécimes

Apoés o periodo de incubacéo, os espécimes foram lavados com solugéo
salina a 0,85% trés vezes, a fim de remover as células plancténicas.
Posteriormente, forma divididos aleatoriamente em quatro grupos (n=9), de
acordo com o tratamento recebido, conforme segue: G1 — Controle (tratamento

por 1 minuto com Solucado Salina); G2- tratamento por 1 minuto com antisséptico
Malvatricin Plus ~ (Laboratério Daudt Oliveira Ltda; Rio de Janeiro; RJ; Brasil);

: L ®
G3 - tratamento por 1 minuto com antisséptico Proporalcare (Lemos e Rago
LTDA; Nova Lima; MG; Brasil) e G4 - tratamento por 1 minuto com antisséptico

PerioGard®(CoIgate-PaImoIive industrial LTDA; S.B Campo;SP; Brasil.).

Contagem das Unidades Formadoras de Coldnias

Apds os tratamentos, as amostras foram transferidas para microtubos
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contendo 1mL de Caldo Letheen e esferas de vidro (~ 0,3 mm). Os tubos foram

homogeneizados em agitador tubular (Phoenix Luferco, Araraquara, SP, Brasil)

por 2 minutos e aliquotas de 50uL foram diluidas (10'1 a 10'5) e semeadas em
placas de Petri com agar SB20-modificado. As Placas de Petri foram incubadas
a 37°C por 24h, quando entdo a contagem das col6nias foi realizada com

estereomicroscopio trinocular. Os valores de UFC/mL foram convertidos em logzo.

Figura 5. Dilui¢cBes seriadas em placa de Petri

Andlise estatistica
Os resultados da analise microbiolégica foram comparados e avaliados

pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo pés-teste de Dunn (a=0,05).
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5. RESULTADOS

Analise do pH
Os valores do pH dos antissépticos bucais sdo apresentados na Tabela 2. O
Malvatricin Plus® e o PerioGard® apresentaram pH Aacido e o antisséptico a

base de proépolis pH de basico.

Tabela 2.pH dos antissépticos
ANTISSEPTICOS pH

Malvatricin Plus 6,60
Proporalcare 7,6

PerioGard 5,72

Halo de Inibic&o

A Figura 6 mostra os resultados da zona de inibicdo. Nao foi observada
atividade inibitéria para o grupo controle e para o antisséptico a base de
propolis.

Figura 6. Zona de Inibigdo formada. A- S. mutans; B — S. sobrinus.1- Antisséptico & base de

propolis; 2- Controle (Solugao Salina); 3- Antissépticos a base de clorexidina e — Antisséptico a

base da Malva sylvestris
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A Tabela 3 mostra as zonas médias de diametro de inibicdo (em mm),
assim como o desvio padréo e as diferencas entre 0s grupos.

O efeito antimicrobiano dos antissépticos bucais a base da Malva sylvestris

e da Clorexidinafoi observado através do método do halo de inibicdo, sendo

ambos 0s grupos estatisticamente semelhantes entre si frente ao S.sobrinus

(p=0,310) eao S. mutans (p=0,313), e diferentes dos demais grupos (p<0,05).

Tabela 3. Mediana e Intervalo de Confianga [IC] dos halos formados.

Micro- Controle Proporalcare Malvatricin Clorexidina
organismo
S. mutans o* o* 11,00[10,51;11,71]° 28,00
[28,00;29,33]°
S. sobrinus 0 o 13,00 28,00
[13,04;13,85]° [27,15;27,96]°

Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos para 0 mesmo micro-

organismo

Unidades Formadoras de Colbnias

Ao avaliar a atividade antibiofilme por meio da contagem de UFC nota-se
diferenca estatisticamente significante entre o antisséptico a base de
Clorexidina e o grupo controle (Solucéo Salina), para S. sobrinus (p=0,009) e S.
mutans(p=0,034). Os antissépticos a base da Malva sylvestris e da propolis
apresentaram resultados intermediarios (p>0,05), conforme ilustram as Figuras
7e8.

Figura 7. Contagem de Unidades Formadoras de Colbnias frente a S. sobrinus
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Figura 8. Contagem de Unidades Formadoras de Coldnias frente a S. mutans
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6. DISCUSSAO

O uso a curto prazo de enxaguatorios bucais antimicrobianos tem sido
considerado uma terapia adicional para o controle da carie dentaria em
pacientes com falta de higiene ou com condi¢cdes que comprometem sua saude
bucal (VOZZA et al. 2015). Ha relatos, entretanto, da existéncia de efeitos
colaterais, quando do uso da clorexidina (CHX), por exemplo, por mais de
quatro semanas (JAMES et al. 2017). Devido a essa limitacdo, produtos
naturais tém sido introduzidos no comércio odontolégico como uma alternativa
aos agentes convencionais (FREIRES e ROSALEN,2016).

Para comparar os efeitos antibacteriano e antibiofime de enxaguatorios
bucais contendo Malva sylvestrise Propolis com a CHX, foi utilizada a técnica
de difusdo em agar e realizada a contagem de unidades formadoras de
colonias, respectivamente, do S. mutans e S. sobrinus.

Com relacdo a técnica de difusdo em agar, verificou-se que o
enxaguatorio bucal a base da Malva (embora menos potente que o CHX) foi
eficaz na inibicdo das bactérias avaliadas. Por outro lado, embora estudos
tenham demonstrado que alguns componentes presentes nos extratos de
prépolis, como os flavondides, provavelmente atuam na membrana microbiana
ou na parede celular, causando danos funcionais e estruturais (MIRZOEVA,
GRISHANIN e CALDER, 1997; OZAN et al. 2007), no presente estudo o
enxaguatorio utilizado ndo foi capaz de inibir os micro-organismos.

Sabe-se também que o pH dos enxaguatorios bucais exerce influéncia
sobre o metabolismo dos micro-organismos, sendo usualmente os colutérios
com pH &cido mais efetivos no que diz respeito a reducdo da fermentagéo e
producdo de polissacarideos extracelulares (SUN et al, 2005), o que pode ter
influenciado nos resultados visto que os antissépticos a base de Malva e CHX
apresentaram pH &cido de 6,60 e 5,72, respectivamente. Entretanto, o
antisséptico a base de propolis demonstrou pH alcalino.

No presente estudo, ambos 0s enxaguatériosa base de produtos
naturais demonstraram pequena redugcdo de log de UFC/mLem relacdo ao
grupo controle positivo (salina), com resultados intermediarios, ou seja, com
semelhanca estatistica com este, e com o grupo da CHX, com indicio de
potencial como agentes antibiofilme, embora a CHX tenha sido considerada
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mais promissora. A literatura tem demonstrado que o efeito da CHX em
comparacao com outros agentes antimicrobianos € mais pronunciado in vitro do
que in vivo (HAERIAN-ARDAKANI et al. 2015) e, conforme relatado pode
causar varios efeitos colaterais locais, incluindo coloracdo extrinseca do dente
e a colocacdo marrom da lingua, distarbios do paladar e, menos comumente,
descamacdo da mucosa oral. Esses efeitos colaterais limitam sua
aceitabilidade aos usuérios e o uso a longo prazo.

O Malvatricin Plus® contém agente natural (Malva sylvestris) combinado
com fluoreto, xilitol e outros componentes. M. sylvestris é nativa da Europa,
Norte da Africa e Sudoeste Asiatico, particularmente do Ird (ELSAGH et al.
2015). E aplicado mundialmente como um agente antisséptico, antifingico e
anti-inflamatorio alternativo. M. sylvestris também tem um efeito antimicrobiano
contra S. aureus,S. agalactiae, E. faecalis e C.albicans (RAZAVI et al. 2011).
BRAGA et al (2018) também demonstrou em seu estudo que o efeito
antimicrobiano deste enxaguatoério foi menos evidente do que o dos outros
avaliados, dentre eles o Periogard, a base de CHX, entretanto a acdo anti-carie
foi comparavel e atribui isto a presenca de fluoreto e xilitol uma vez que sabe-
se que estes sdo capazes de reduzir a desmineralizacdo (BUZALAF et al.
2011) e favorecer a remineralizacdo do esmalte, respectivamente (CARDOSO
et al. 2014).

Mais estudos serdo realizados para melhor entender o efeito dos
enxaguatorios a base de produtos naturais. Em conclusdo, existem diferencas
significativas em relacdo ao desempenho antimicrobiano e antibiofiime dos

enxaguatorios bucais testados.
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7. CONCLUSAO

Esse estudo demonstrou diferentes valores de pH e de atividades
antibacteriana e antibiofilme dos antissépticos bucais formulados com produtos

naturais.
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