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Obijetivo: Verificar, “in vitro”, o potencial antimicrobiano do Anapyon®,
da Agua Rabelo® e do Malvatricin® sobre microrganismos presentes na
cavidade oral.

Método: Para realizagdo do experimento, utilizou-se o protocolo
sequenciado durante quatro dias que avaliou, através da medida da
densidade Optica, o potencial antimicrobiano dos farmacos nos
microrganismos (Staphylococcus aureus, Candida tropicalis, Candida
parapsilosis e Candida albicans), em suas formas plancténicas, apenas o
Malvatricin® foi avaliado sobre as formas de biofilme por ser o unico
farmaco que apresentou resultados satisfatorios sobre as formas
planctdnicas. O estudo adotou como controle negativo a dgua destilada
e controle positivo a Clorexidina®. Os resultados obtidos foram
submetidos a uma andlise estatistica com os testes de Kruskal-Wallis e
Mann-Whitney.

Resultados: Observou-se, através da medida da densidade 6ptica, que
apenas o Malvatricin® apresentou bons resultados na forma
planctdnica, sendo estes semelhantes ao controle positivo (clorexidina),
considerado padrdo nos ensaios antimicrobianos em Odontologia. Os
resultados do Malvatricin® foram estatisticamente melhores quando
comparados aos demais farmacos (Anapyon®, Agua Rabelo®) e ao
controle negativo. Este resultado foi semelhante para todos os
microrganismos estudados: Staphylococcus aureus (p=0,002), Candida
tropicalis (p=0,002), Candida parapsilosis (p=0,001) e Candida albicans
(p<0,001). Desta forma, apenas o Mavatricin® foi testado para o
microrganismo arranjado em biofilme. Observou-se, entdo, que para a
C.albicans e para o S. aureus, houve diferenca significativa entre
clorexidina e Malvatricin® (p<0,05), com melhores resultados para o
clorexidina. Para C. tropicalis, o Malvatricin® diferiu significativamente
(p<0,05) da agua destilada. Em relagdo a C.parapsilosis, nenhuma
diferenca foi observada em relagdo ao controle negativo (p=0,468).
Conclusdo: Apesar de alguns farmacos alternativos serem tidos como
antimicrobianos, tais propriedades sobre células planctonicas e,
principalmente, sobre biofilme foram observadas apenas para o
Malvatricin®.

DESCRITORES

Biofilmes;  Bactérias; Fungos; Fitoterapia; PreparagGes
Farmacéuticas.

ABSTRACT

Obijective: To evaluate in vitro the antimicrobial potential of Anapyon®,
Agua Rabelo and Malvatricin® against oral microorganisms.

Method: The experiment used a four-day sequential protocol that
evaluated by optical density measurements the antimicrobial potential
of these products against Staphylococcus aureus, Candida tropicalis,
Candida parapsilosis and Candida albicans in their planktonic forms.
Only Malvatricin® was also evaluated against microbial biofilms
because it was the only one to produce satisfactory results against the
planktonic forms. Distilled water was used as negative control and
Chlorhexidine® as positive control. The data were analyzed statistically
by the Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests.

Results: According to the optical density readings, only Malvatricin®
was effective against the planktonic microorganisms and its results
were similar to those of the positive control (Chlorhexidine), which is
the gold standard antimicrobial agent in dental research. Malvatricin®
presented significantly higher efficacy than the other antiseptics
(Anapyon® and Agua Rabelo®) and the negative control, and this result
was similar for all tested microorganisms: S. aureus (p=0.002), C
tropicalis (p=0.002), C. parapsilosis (p=0.001) and C. albicans (p<0.001).
For this reason, only Malvatricin® was evaluated against the
microorganisms arranged as biofilms. Chlorhexidine presented
significantly better results (p<0.05) than Malvatricin® against C. albicans
and S. aureus. When tested against C. tropicalis, Malvatricin® differed
significantly (p<0.05) from distilled water, while against C. parapsilosis
no significant difference (p=0.468) was observed in comparison with
the negative control.

Conclusion: Although some pharmaceutical products being considered
anti-microbial, such properties against planktonic cells and especially
the biofilms were observed only for Malvatricin®.

Biofilms; Bacteria; Fungi; Phytotherapy; Pharmaceutical
Preparations.

Pesq Bras Odontoped Clin Integr, Jodao Pessoa, 13(4):309-14, out./dez., 2013 309



Sarmento et al. — Potencial Antimicrobiano dos Antissépticos de Uso Popular

INTRODUCAO

O termo biofilme é usado para descrever
comunidades de microrganismos ligados a uma
superficie, espacialmente organizadas em uma estrutura
tridimensional e incluidas em uma matriz de material
extracelular, derivada do metabolismo das células e do
meio ambiente’. A formacdo do biofilme dentario ocorre
pela fixagdo de bactérias sobre as superficies dentarias.
Inicialmente é composto por microrganismos gram-
positivos que, posteriormente, sdao sucedidos por gram-
negativos. Dentre os microrganismos iniciais, podemos
citar os Streptococcus mitis, S. sanguinis e S. oralis. Os
mais incidentes em um biofilme maduro, sobretudo em
ambiente subgengival, sdo Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia,
Campylobacter sp., Capnocytophoga sp., Eikenella
corrodens e Fusobacterium nucleatum. Em muitos
biofilmes orais pode-se ainda encontrar bactérias como
Staphylococcus aureus, bem como espécies de Candida
sp.1'3.

Pela importancia do biofilme e as dificuldades
de manter os individuos motivados para realizar uma
adequada limpeza da cavidade bucal, com o objetivo
primario em termos de saude bucal que é controlar o
acumulo de microrganismos sobre as estruturas
dentdrias, ¢é valido e necessario associar aos
procedimentos mecanicos também métodos quimicos
para o controle dos microrganismos do biofilme
dentario”.

Atualmente, nota-se aumento do interesse por
terapias alternativas. Isto se deve principalmente a
ineficacia de alguns produtos sintéticos, ao alto custo dos
medicamentos alopdaticos e a busca da populagdo por
tratamentos menos agressivos ao organismo humano,
como é o caso do uso de produtos naturais™®.
Substancias fitoterdpicas ou alternativas vém sendo
utilizadas na Odontologia e, para tanto, as mesmas
devem apresentar compatibilidade com os tecidos vivos.
Logo, ha a necessidade de estuda-las “in vitro”. O
crescimento mundial desses produtos como potenciais
agentes preventivos e curativos tem estimulado a
avaliacdo dos extratos de plantas e de farmacos
alternativos (muitos com extratos de plantas medicinais
em sua composi¢cdo) para o uso na Odontologia como
agentes que impegam a formagdo ou desalojem o
biofilme dentario e, consequentemente, possam
prevenir e tratar afec¢Ges bucais”®.

Os farmacos Anapyon®, Agua Rabelo® e
Malvatricin® sdo considerados produtos alternativos.
Alguns apresentam extratos de plantas em sua
composi¢do como é o caso da Agua Rabelo® que possui
como principio ativo o Eucaliptol, a horteld da folha
grauda e a aroeira; e o Malvatricin® que possui a malva,
o quinosol e a tirotricina como principio ativo’.

Tais agentes antimicrobianos, além de agirem
sobre os microrganismos pioneiros no processo de
formacdo do biofilme dentdrio, também deveriam agir
frente a alguns microrganismos que coabitam o meio

ambiente oral e que podem formar biofilme como
agentes Unicos. Dentre tais microrganismos destacam-se,
pelo potencial patogénico, os estafilococos, em especial
a espécie S. aureus e as leveduras do género Candida™’.

Os Staphylococcus aureus constituem um grupo
de bactérias gram-positivas, sendo uma das espécies
patogénicas mais comuns e a mais virulenta de seu
género. A capacidade do Staphylococcus aureus, em
sobreviver e replicar dentro de células eucaridticas, é
reconhecida como um fator determinante na
persisténcia e recorréncia de diversas infecgdes. O
tratamento dessas infeccbes requer o uso de
antibidticos, selecionados de acordo com propriedades
farmacocinéticas e farmacodinamicas especificas, sendo
que estas exibem grande capacidade de adquirir
resisténcia a diversos medicamentos'’.

A Candida sp. é um patdgeno oportunista muito
comum na microbiota da cavidade oral e sistema
gastrintestinal. Ela é responsavel pela candidose bucal.
Essas infeccOes sdo, na maioria das vezes, tratadas com
antifungicos, embora a clorexidina também seja utilizada
como farmaco alternativo ao seu tratamento. No
entanto, por efeitos colaterais decorrentes do seu uso
prolongado, a sua utilizagdo permanece restrita. Este
microrganismo também vem adquirindo resisténcia e sdo
validos os estudos que comprovem alternativas de
tratamento a este patégeno s

Baseado nisso, o objetivo do estudo foi verificar,
“in vitro”, o potencial antimicrobiano de farmacos
alternativos (Anapyon®, Agua Rabelo® e Malvatricin®)
utilizados pela populagdo, sobre os microrganismos
Staphylococcus aureus, Candida tropicalis, Candida
parapsilosis e Candida albicans, tanto em sua forma
plancténica como organizados em biofilme.

METODOLOGIA

Esta pesquisa constituiu-se de em estudo
experimental, através da avaliagcdo “in vitro” do potencial
antimicrobiano de farmacos de uso alternativo sobre
microrganismos integrantes do meio ambiente oral
(Quadro 1) pertencentes a Colegdao de Culturas do
Laboratdorio de Microbiologia do Departamento de
Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte.

Quadro 1. Distribui¢do dos microrganismos, fairmacos e seus
respectivos principios ativos, utilizados no experimento.

Farmacos

Microrganismos . .
(Principio Ativo)

Clorexidina

Staphylococcus aureus . .
(Digluconato de clorexidina 0,12%)

Agua Rabelo®
(Eucaliptol, Horteld da folha
grauda, Aroeira)

Candida albicans

Anapyon®

Candida parapsilosis . ) ., .
(Clorofila, Tirotricina, Acido Tédnico)

Malvatricin®

Candida tropicalis ) .
(Malva, Quinosol, Tirotricina)
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Para realizagdo do experimento utilizou-se o
protocolo sequenciado durante quatro dias. Este foi
inicialmente realizado para avaliagdo do potencial
antimicrobiano dos farmacos estudados sob as formas
planctdnicas de cada microrganismo citado no Quadro 1.
O estudo adotou como controle negativo a 4gua
destilada e controle positivo a clorexidina.

No primeiro dia, todas as amostras de
microrganismos foram semeadas em BHI, por
esgotamento, em placas separadas. No segundo dia,
apo6s verificar o crescimento das colOnias, trés foram
selecionadas de cada placa de microrganismo, sendo
removidas e repicadas em 2 mL de BHI com glicose 1%
em tubos de ensaio, devidamente rotulados com os
respectivos conteddos. Logo apds, as suspensdes (3
col6nias de cada microrganismo + 2 mL BHI com glicose
1%) foram incubadas em tubos de ensaio e agitadas na
rotagdo de 250 rpm a 37°C (overnight), observando-se ao
final um crescimento macigco para cada microrganismo
utilizado.

No terceiro dia, cada cultura foi diluida na
proporcdo de 1:100, confeccionando-se os seguintes
grupos: controle negativo - compostos por 10 uL da
cultura de cada microrganismo em BHI + 900 pL de BHI
suplementado de glicose 1% + 90 uL de 4gua destilada);
controle positivo - compostos por 10 pL da cultura de
cada microrganismo em BHI + 900 upL de BHI
suplementado de glicose 1% + 90 pL de clorexidina;
testes - constituidos de 10 pL da cultura de cada
microrganismo em BHI + 900 uL de BHI suplementado de
glicose 1% + 90 pL do farmaco a ser testado, diluidos
conforme recomenda¢do do fabricante. As diluicdes
preparadas foram homogeneizadas no  vortex.
Posteriormente, foram preenchidas trés placas de
microtitulacdo, contendo 96 pocos cada, (para cada
grupo foram utilizados 8 pocgos da placa), respeitando os
locais pré-determinados para cada mistura realizada. Em
cada pocgo adicionaram-se 200 uL da respectiva diluicdo e
a placa foi incubada por 20 h a 37°C.

No quarto dia fez-se a medida da densidade
optica (DO) a 570 nm, sendo realizada entdo a
comparacdo dos valores obtidos com os farmacos
testados com o controle positivo (clorexidina) e negativo
(dgua destilada).

ApOs a etapa descrita anteriormente, ndo foram
analisados os farmacos testados que ndo apresentaram
atividade  antimicrobiana  satisfatéria para  os
microrganismos em suas formas plancténicas, sob a
forma de biofilme, partindo do principio que se um
farmaco ndo é capaz de agir contra microrganismos
plancténicos, ele se torna inuatil contra um biofilme
formado pela complexidade estrutural que este
estabelece.

Para a analise do potencial antimicrobiano sobre
0s microrganismos arranjados em biofilme, o protocolo
descrito anteriormente permaneceu inalterado no
primeiro e segundo dia.

No terceiro dia, a Unica alteragdo foi que ambos
os grupos, controles e teste, foram compostos por 10 pL
da cultura dos respectivos microrganismos em BHI +
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990uL de BHI suplementado de glicose 1%, isso para
garantir a formacdo do biofilme.

No quarto dia apds realizar a leitura da DO
inicial, foram realizadas as seguintes etapas: os pogos
foram lavados duas vezes com agua destilada estéril e,
em seguida, as células aderentes foram fixadas, a partir
da insergdo da placa de microtitulagdo em forno a 65°C
por 1 h. Por fim, lavou-se quatro vezes cada pogo com
agua destilada estéril para o grupo controle negativo,
com clorexidina para o grupo controle positivo e com
Malvatricin® para o grupo teste. Cada um dos grupos de
microrganismos foi lavado exclusivamente com um teste
especifico (controle positivo, controle negativo e
Malvatricin®), diluidos segundo recomendagdo do
fabricante quando necessario, e de forma isolada para
evitar que o efeito de um farmaco influenciasse no efeito
do outro. A placa foi secada no forno a 65°C por 1 h e
mais uma vez realizou-se a medida da DO final dos
biofilmes a 570 nm, para efeito comparativo.

O célculo da DO para as formas de biofilme
consistiu em: DO inicial — DO final, em que DO inicial =
(leitura da absorgdo do crescimento bacteriano); DO final
= (leitura da absor¢do depois da lavagem com o
farmaco).

Os resultados obtidos foram registrados no SPSS
(Statistical package for Social Sciences, versdo 17.0) e
submetidos a uma analise estatistica com os testes de
Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. Para este ultimo, os
valores que apresentaram significancia
foram penalizados pela corre¢do de Bonferroni. O nivel
de significancia adotado foi de 5%.

RESULTADOS

Nas Figuras 1 e 2 observa-se o potencial
antimicrobiano dos farmacos sobre os microrganismos
na forma planctdnica e organizados em biofilme,
respectivamente. Este potencial foi medido através da
densidade odptica (DO) em que menores DO
representavam menor quantidade de microrganismos
aderidos nos pocgos das placas utilizadas no estudo. As
menores DO, quando comparadas aos demais grupos
foram, portanto, interpretadas como melhores
resultados.

Na Figura 1 pode-se observar através da DO
que, dos farmacos estudados, apenas o Malvatricin®
apresentou bons resultados, sendo estes semelhantes ao
controle positivo (clorexidina). Os resultados do
Malvatricin® foram estatisticamente melhores quando
comparados aos demais farmacos (Anapyon®, Agua
Rabelo®) e ao controle negativo. Este resultado foi
semelhante para todos os microrganismos estudados.

Para a segunda parte do experimento, foi
testado apenas o Malvatricin®. Os resultados mostraram
que para S. aqureus e para Candida albicans, houve
diferenca significativa entre clorexidina (controle
positivo) e Malvatricin®, com melhores resultados para a
clorexidina. Para C. tropicalis, o Malvatricin® diferiu
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significativamente da 4gua destilada (controle negativo), Em relacdo a C.parapsilosis, nenhuma diferenca foi
efeito ndo observado quando comparado a clorexidina. observada entre Malvatricin® e os controles.
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Figura 1. Box-plot mostrando a distribuigdo das densidades dpticas para os farmacos, controles positivo e negativo, de acordo com o
microrganismo em sua forma plancténica. Legenda: DO= densidade optica; KW=Kruskal-Wallis; MW=Mann-Whitney.
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Figura 2. Box-plot mostrando a distribuicao das densidades dpticas para os farmacos, controles positivo e negativo, de acordo com o
microrganismo arranjado em biofilme. Legenda: DO= densidade dptica; KW=Kruskal-Wallis; MW=Mann-Whitney.
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A producdo de estudos sobre o potencial
antimicrobiano de medicamentos, particularmente os
antissépticos, é pouco expressiva e pouco divulgada.
Consequentemente, os profissionais de saude tém a
visdo sobre eles proveniente daquela veiculada pelos
fabricantes. Nesse sentido, é de vital importancia a
realizacdo de testes “in vitro” e clinicos para confirmar a
sua efetividade, possibilitando melhor escolha do
produto a ser prescrito“. Atualmente, ha crescente
utilizacdo de agentes fitoterapicos em Odontologia. No
entanto, mais pesquisas sdao necessarias para avaliar a
sua segurancga e eficdcia para a utilizagado clinica, o que
fortalece a importancia desta pesquisals.

Os métodos de controle quimico do biofilme
dentdrio sdo amplamente aceitos, principalmente
quando utilizados em pacientes com alto risco a carie
dentdria e doenga periodontal, incluindo os usudrios de
aparelho ortododntico fixo, e aqueles com disturbios de
coordenagdo motora, impossibilitados de realizar uma
satisfatoria higiene bucal através da escovagdo
dentaria®®. 0O presente estudo buscou avaliar o
potencial antimicrobiano de antissépticos bucais de uso
popular (Anapyon®, Agua Rabelo® e Malvatricin®) sobre
os microrganismos Staphylococcus aureus, Candida
tropicalis, Candida parapsilosis e Candida albicans,
através de um estudo laboratorial “in vitro”. Neste
estudo foram utilizados produtos comerciais contendo
em suas formulagBes um Unico extrato de planta,
combinagdes de extratos, e associagdo entre extratos e
farmacos sintéticos.

Na primeira fase do experimento foi avaliado o
potencial antimicrobiano dos farmacos sobre os
microrganismos em sua forma planctbnica. Dentre os
farmacos avaliados, nesta fase do experimento, apenas o
Malvatricin®, constituido de malva, quinosol e tirotricina,
apresentou resultados satisfatdrios, de forma que se
observou diminuicdo da DO para todos os
microrganismos avaliados, quando comparado ao
controle negativo, sendo este um resultado
estatisticamente significativo. Além disso, os resultados
do Malvatricin® foram semelhantes ao padrdo-ouro
adotado que foi a clorexidina (este farmaco possui
atividade antimicrobiana comprovada ja que as
caracteristicas fisico-quimicas catibnicas dos seus
componentes levam a sua adsorcdo a parede bacteriana,
conduzindo a uma desestabilizacdo de sua membrana
celular, nos componentes lipidicos e aquosos e a um
colapso em sua permeabilidadels. Este resultado
corrobora com algumas pesquisas da literatura™**", que
compararam a acao antibacteriana deste produto com
diversos antissépticos comerciais tradicionais, em
estudos “in vitro”. E importante ressaltar que ambos os
trabalhos ndo afirmaram sobre a agdo antibacteriana de
cada componente especifico existente na composicao.

Estudo prévio18 avaliou clinicamente o
Malvatricin®, sendo possivel observar que seu emprego
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como enxaguatorio bucal resultou, ao final de sete e 14
dias, numa significante reduc¢do dos indices gengivais e
de biofilme visivel em comparagdo a outro antisséptico
(Flogoral). Sabe-se, entretanto, que os componentes
quinosol e tirotricina possuem ac¢do antibacteriana,
assim, a superioridade do Malvatricin® sobre os demais
farmacos testados na presente pesquisa pode estar
baseada na agdo desses componentes.

Tanto o Anapyon® como a Agua Rabelo®
apresentaram resultados insatisfatérios nesta pesquisa,
ndo observando atividade antimicrobiana sobre qualquer
dos microrganismos avaliados em suas formas
planctonicas. Apesar destes resultados, alguns estudos
afirmam que a aroeira (S. terenithiofolius), presente na
composicdo da  Agua Rabelo®, possui acdo
antimicrobiana, antinflamatéria e antiulcerogénica,
sendo utilizada como antisséptico e no tratamento de
estomatites. Além disso, apresenta acdo antifungica
sobre Candida albicans e Candida tropica/islg'zo, testadas
no presente estudo.

Alguns farmacos, quando testados neste
presente estudo, promoveram crescimento dos
microrganismos na forma planctonica, como foi o caso
do Anapyon® para o Staphylococcus aureus e Candida
parapsilosis, assim como a Agua Rabelo® para
Staphylococcus aureus e Candida tropicalis. Achados
semelhantes foram encontrados em outro estud021,
onde se observou que extratos vegetais (presentes nos
farmacos acima citados) apresentaram atividade
bacteriostatica limitada e muitos realmente promoveram
crescimento planctonico.

Estudos  “in  vitro” possibilitam contato
permanente entre o agente quimico e microrganismos,
de modo que a substantividade influencia os resultados
de forma pouco significativa. Por outro lado, estudos
laboratoriais podem favorecer a ag¢do de agentes
antimicrobianos, principalmente contra microrganismos
na forma planctdnica. No biofilme formado, os
microrganismos bucais sdo mais resistentes,
comparativamente a sua fase planténicazz’zg. Sendo
assim, este estudo realizou a segunda fase do
experimento (avaliagdo antimicrobiana dos farmacos
sobre os microrganismos arranjados em biofilme) apenas
para os farmacos que obtiveram resultados significativos
sobre os microrganismos na forma planctonica. No
presente estudo apenas o Malvatricin® apresentou—se
eficaz contra os microrganismos na forma plancténica.

Os resultados obtidos na segunda fase do
experimento mostraram que o Malvatricin® apresentou
resultados positivos apenas para a Candida tropicalis.
Este farmaco ndo se apresentou eficaz para os demais
microrganismos avaliados nesta pesquisa, quando estes
estavam arranjados em biofilme. E importante ainda
ressaltar que a clorexidina apresentou melhores
resultados quando comparados ao Malvatricin®, com
resultados estatisticamente significativos para os
microrganismos Staphylococcus aureus e Candida
albicans. Em relagdo a este achado, uma pesquisa13
afirmou que os microrganismos, quando organizados em
biofilme, apresentaram maior resisténcia a acdo de
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medicamentos, o que explica os resultados do presente
estudo.

Estudos que testam a efetividade de produtos
comerciais devem considerar, se possivel, além dos
constituintes farmacéuticos, as concentracdes de cada
principio ativo presente, visando, dessa forma, identificar
a acdo de cada componente, de modo a permitir a
comparagdo e analise dos resultados’, sendo esta uma
limitagdo do presente estudo. Outros tipos de estudos,
“in vivo”, sdo necessarios para ratificar os resultados ora
encontrados.

Os produtos tiveram desempenho variado e
apesar de alguns farmacos alternativos serem
comercializados como antimicrobianos, tais propriedades
sobre células plancténicas e, principalmente, sobre
biofilme ndo foram observadas, exceto para o
Malvatricin® que apresentou atividade satisfatoria para
as todos os microrganismos na forma planctonica e para
C. Tropicalis na forma de biofilme. Sugere-se que é
comprometido o uso de tais substancias na prevengdo e
tratamento de algumas doengas infecciosas que
acometem o meio ambiente oral.
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