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APRESENTACAO

Acolecéo “Conhecimentos e Desenvolvimento de Pesquisas nas Ciéncias da Saude”
€ uma obra com foco na andlise cientifica e foi desenvolvida por autores de diversos ramos
da saude. A obra foi estruturada com 127 capitulos e organizada em cinco volumes.

Cada e-book foi organizado de modo a permitir que a leitura seja conduzida de
forma independente e com destaque no que seja relevante para vocé que € nosso leitor.

Com 29 capitulos, o volume 5 reine autores de diferentes instituicdes que abordam
trabalhos de pesquisas, relatos de experiéncias, ensaios teoricos e revisdes da literatura.
Neste volume vocé encontra atualidades em diversas areas da saude.

Deste modo, a colecdo Conhecimentos e Desenvolvimento de Pesquisas nas
Ciéncias da Saude apresenta trabalhos cientificos baseados nos resultados obtidos por
pesquisadores, profissionais e académicos de diversos cursos da area. Espero que as
experiéncias compartilhadas neste volume contribuam para o seu aprimoramento nas
tematicas discutidas pelos autores.

Edson da Silva
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RESUMO: Introducé@o: Evidéncias recentes
indicam alta prevaléncia para Streplococcus
mutans em biofilmes dentéarios onde a Candida
albicans reside; o que sugere que a interagio
entre estas duas espécies pode mediar
desenvolvimento cariogénico. Objetlvos: Avaliar
a atividade antimicrobiana “in vitro” de elixires
quimicos @ de dois extratos de plantas naturais

Conhecimentos e Desenvolvimento de Pesquisas nas Ciéncias da Saide 5

em Candida albicans e Streptococcus mufans.
Métodos: A atividade antimicrobiana dos
extratos e elixires foi realizada pelo método de
microdiluigBo para determinar a concentragéo
minima inibitoria {CMI). Apercentagem de inibigéo
de crescimento foi quantificada por medigéo da
densidade odtica {DO) a 595 nm. Resuliados:
Os dois extratos e os trés elixires isoladamente
apresentaram atividade antimicrobiana para
os dois microrganismos testados. Dos elixires
testados, aquele que apresenta maior atividade
antimicrobiana para o Strepltococcus mutans, é
a marca Colgate (100%), seguindo-se Eludril e
Marca Branca (=99,0). Para a Candida albicans,
dos elixires testados aquele que apresenta maior
atividade antimicrobiana & a marca Eludril (100%),
seguindo-se Colgate (99 %). A Chamomilla
recutita, para uma concentragdo de 10 mg/
ml, apresenta uma percentagem de inibigao do
Strepiococcus mutans muito semelhante a do
antibiético. Relativamente & Candida albicans,
a Chamomilla recutita tem uma percentagem de
inibigdo de crescimento superior & do fluconazol,
para a concentragéo de 10 mg/ml. O Foeniculum
vulgare Mill apresenta valores de percentagem
de inibicio de crescimento inferiores a
Chamomilla recutita para Strepfococcus mutans
e para a Candida albicans. Conclusdo: Os
extratos (Chamomilla recutita e Foeniculum
vulgare Mill) o os elixires {Colgate, Eludril e
Marca Branca), isoladamente apresentaram
atividade antimicrobiana para a Candida albicans
e o Sikeplococcus mutans. Os dois exiratos
apresentam menor atividade antimicrobiana
comparativamente com os elixires, no entanto,
estes apresentam percentagem de inibicgo de

Capitulo 26



crescimento superiores aos farmacos testados para os dois microrganismos.
PALAVRAS - CHAVE: Biofilme oral, Atividade antimicrobiana, Elixir, Foeniculum vulgare Mill
e Chamomilla recutita.

ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF NATURAL EXTRACTS AND COMERCIAL
ELIXIRS IN ORAL PATHOGENS:"IN VITRO"STUDY”

ABSTRACT: Introductlon: Recent evidence indicates high prevalence for Sirepfococcus
mutans in dental biofilms where Candida albicans resides; Suggesting that the interaction
between these two species may mediate cariogenic development. Objectives: To evaluate
the “In vitro™ antimicrobial activity of chemical elixirs and of two natural plant extracts in Candida
albicans and Streptococcus mutans. Methods: The antimicrobial activity of extracts and elixirs
was performed by the microdilution method to determine the minimum inhibitory concentration
{MIC}. Percent growth inhibition was quantified by measurement of optical density (OD) at
585 nm. Results: The two extracts and three elixirs isolated showed antimicrobial activity
for the 2 microorganisms tested. The elixirs tested, the one with the highest antimicrobial
activity for Streptococcus mutans, is the Colgate brand (100%), followed by Eludril and White
Brand (=89.0). For Candida albicans, the Elixirs brand (100%), followed by Colgate (99%),
of the tested elixirs is the one with the highest antimicrobial activity. Chamomilla recutita, at
a concentration of 10 mg / ml, shows a very similar inhibition rate of Streptococcus mutans
to that of the antibiotic. For Candida albicans, Chamomilla recutifa has a greater percentage
inhibition of growth than fluconazole, at a concentration of 10 mg / ml. Foeniculum vulgare Mill
shows lower percentage inhibition of growth rates than Chamomilla recutita for Sirepfococcus
mutans and Candida albicans.

Concluslons: The extracts (Chamomilla recutita and Foeniculum vulgare Mill) and the elixirs
{Colgate, Eludril and White Mark) isolated antimicrobial activity for Candida albicans and
Streplococcus mutans. The two extracts present less antimicrobial activity compared to the
elixirs, however, they present a percentage of inhibition of growth superior to the drugs tested
for the two microorganisms.

KEYWORDS: Oral biofilm, Antimicrobial activity, Elixir, Foenicuium vulgare Mill and
Chamomilla recutita.

11 INTRODUGAO

A carie dentaria € uma das doencgas cronicas humanas mais prevalentes, progride
lentamente e é caracterizada pela destruigao localizada e irreversivel do dente. A perda de
dentes em criangas e adultos tornou-se um fardo financeiro mundial, como tal a prevengao
de caries induzidas por biofilme, tornou-se crucial.

Os biofilmes sdo definidos como comunidades microbianas heterogéneas de células
de microrganismos que aderem a uma superiicie sdlida, abidtica ou bibtica, coberta por
uma matriz de polissacarideo extracelular, produzida a partir de espécies microbianas
muitiplas ou Gnicas. As doengas aparecem neste microambiente quando had uma falta de
equilibrio no ecossistema do biofilme bacteriano formado, e assim a remogao mecénica do
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bicfilme & um fator importante para a prevengao de céries e doengas periodontais.

QO Sireptococcus mutans é uma bactéria Gram-positivo que reside na boca humana,
mais especificamente, nos biofilmes multi-espécies sobre as superficies dos dentes. E o
principal organismo na formagéo do biofilme associado & cérie dentéria. Embora, durante
décadas se tenha responsabilizado o Streptococcus mutans como 0 agente etiolbégico da
carie dentaria, evidéncias recentes indicam alta prevaléncia para Strepfococcus mutans
em biofilmes dentérios onde a Candida albicans reside; o que sugere que a interag¢io entre
estas duas espécies pode mediar desenvolvimento cariogénico.

A Candida albicans é um fungo comensal que geralmente coloniza as superficies
mucosas humanas; no entante, & um patégeno oportunista.

Escovar os dentes e o uso do fio dental sdo importantes medidas de higiene
oral para remover ou controlar a acumulagéo de biofilmes orais e consegquentemente o
desenvolvimento de cérie dentéria, gengivite & doenga periodontal. Porém estas medidas
néc conferem fotal protegdc. Os enxaguamentos bucals com elixires antimicrobianos
podem proporcionar uma forma mais eficaz de controlar a placa bacteriana, auxiliados pela
escovagem e uso do fio dental.

Contudo, os vérios farmacos (como exemplo, cloreto de cetilpiridinio, sais metélicos,
clorhexidina, triclosano, fluoretos) utilizados em combinagfio com os elixires e pastas de
dentes causam efeitos colaterais, incluindo descamag@o das mucosas, manchas nos
dentes, alteragdes no sentido do paladar, comprometimento da cicatrizagéo das feridas
e reduciio da ades8io dos fibroblastos as superficies radiculares, perda da coloragéo
dos dentes, efeito prejudicial sobre os tecidos vitais e desenvolvimento de reagdes de
hipersensibilidade.

Devido aos farmacos anteriormente referidos, o Streptococcus mutans foi adquirindo
resistdncia; assim como a Candida albicans adquiriu resisténcia a antifingicos utilizados
topicamente (nistatina e clotrimazol) e sistemicamente (azdis e anfotericina B). Deste modo,
& importante a descoberta de novos produtos de higiene oral, para inibir o crescimento
e a capacidade de formag8o de biofilme a partir de produtos naturais com propriedades
antimicrobianas, para evitar tais efeitos e prevenir doengas orais.

Estudos publicados demonstram atividade antimicrobiana e inibigéo de biofilme oral
por diversos produtos naturais de entre os quais Chamomiila recutita e Foeniculum vulgare
Mill.

O Foeniculum vulgare Mill & uma erva resistente, altamente aromatica, que pertence
a familia Apiaceae (Umbelliferaceae) considerada nativa das dreas mediterraneas que se
fol expandido para outras partes do mundo. Para além da atividade antimicrobiana tem
demonstrado atividade antioxidante.

A Chamomilia recuiita, pode ser cultivada em quase todo o mundo e tem sido utilizada
durante séculos com vérias aplicagdes, sendo jé incluida em medicamentos & base de
plantas. Devido aos seus constituintes tem sido dada enfase & sua atividade espasmolitica,

Conhecimentos e Desenvolvimento de Pesquisas nas Ciéncias da Saide 5 Gapitulo 26 m



antioxidante e antiflogisticas.

QO objetive do presente estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana “in vitro” de
elixires quimicos e de dois extratos de plantas naturais em Candida albicans e Streplococcus
mutans.

21 MATERIAIS E METODOS

21 Tipo de estudo

O nosso estudo @ um estudo analitico experimental, tendo em conta que testamos
uma associagdo enitre as variveis independentes com as varidveis dependentes e
verificamos a existéncia de causalidade entre elas. Sendo que este foi também um estude
qualitativo e quantitativo.

2.2 Microrganismos

Os microrganismos utilizados foram: a Candida albicans isolado clinico da Unidade
Local de Sailde do Nordeste EPE (ULSNE), Braganca, Portugal, e o Streptococecus mutans,
ATCC (CultiControl ™) comprado & Liofilchem, télia.

2.3 Extratos de plantas

As plantas, Foeniculum vulgare Mill e Chamomilla recutifa foram fornecidas pelo
Centro de Investigagde da Montanha (CIMO), ESA, Instituto Politécnico de Braganga,
Braganga, Portugal.

2.4 Elixires

Foram usados trés elixires diferentes. O Colgate foi adquirido no supermercado pelo
valor de 5,69€; o Eludril adquirido na farméacia com um custo de 9,30€ e o elixir Marca
Branca-Pingo Doce com um custo de 1,29€ adquirido no supermercado Pingo Doce. A
Tabela 1 descreve a composigao quimica dos elixires, bem como a sua fungao.

2.5 Reagenies

O corante cloreto de p-iodonitrotetrazélio (INT), © os meios de cultura, Mueller
Hinton broth (MHB), Caldo Soja Tripticaseina (TSB) e Caldo de Dextrose Sabouraud, foram
fornecidos pelo Centro de Investigagdo da Montanha (CIMO), ESA, Instituto Politécnico de
Bragan¢a, Braganga, Portugal.
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Componentes Fungéo Eludrli Colgate ;‘::::;
Acesulfame de potéssio Adocante artificial
Agua Solvente x X
Alcool Solvente, Anti-séptico, conservante x
Alcool benzilico Propriedades bacteriostaticas X
Aroma D4 gosto e cheiro x x
Benzoato de sodio Conservante
Cl 16255 Corante vermelho x
el 470054'2%&8965’ al Corante amarelo, azul %
Cl 19140, Cl 42051 Corants amarslo, azul x
Cloreto de cetilpiridinio  Atividade antimict_'obiana contrat largo % "
(0,05% p/p) espseiro de bactérias da cavidade oral
Melhor desempenho da limpeza
Cocoamidopropil betaina  oral devido as suas capacidades de x
produzir espuma
Copolimero PYMMA Eficacia na th:ltilgﬁg do biofilme B
Fluoreto de s6dio Prevengéio de céries dentérias
Glicerina Atua como umectante e como solvente x
Gluconato de clorexidina Agente antimicrobiano x
Laurato de sacarose Emulsionante x
Limoneno Responsavel pelo aroma x
Mentol Desnatl:i,sz:f:iﬁ;d r:rfresca e %
Metilparabeno de sédic Aumenta a validade dos predutos x
Oleo de castor AjUd:] S:;{:;ﬂggﬁ ::;'}Len"::: por x x
Peg-40 hidrogenado Emulsionante eilgrl:i csoolubilizante néo x x
Poloxamer 407 Emulsificante, surfactante x
Propilenoglicol Hidratante x X
Sacarina de sodio Adogante x x
Sorbato de potéssio Conservante fungicida e bactericida x
Sorbitol Edulcorantaed gog;:::ndo sabor 5 =
Xilitol Adogante x

Tabela 1. Composigcdo quimica do Eludril, Colgate e Marca Branca (Pingo Doce)
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2.6 Atividade antimicrobiana

A concentragdo minima inibitéria (CMI) foi determinada utilizando o ensaio
colorimétrico rapido que utiliza o corante, INT, apos ja ter sido efetuado o método da
microdiluiciio, seguindo-se a metodologia de Kuete e seus colaboradores, mas com
algumas modificagdes.

Inicialmente foram diluidos 50 yl de cada extrato em 450 yl de MHB para todos os
microrganismos. Em seguida, foi adicionado em cada dois pogos {duplicado) 200 ul de
cada solugdo extrato e elixir preparada.

As diluigbes foram realizadas em pogos contendo 100 yl de MHB, sendo depois
adicionado a todos os pogos 10 ul de indculo (1,5 x 10° CFU mi-1).

Foram realizados dois controlos negativos (meio de cultura e extrato e meio de
cultura e inibidor de crescimentos (antibidtico ou antifingico) e um controlo positive {meio
de cultura com o microrganismo).

As microplacas (de 96 pogos) foram incubadas numa estufa a 37°C durante 48h,

O procedimento descrito anteriormente foi usado para testar elixir comercial e as
misturas em diferentes proporgtes.

A CMI das amostras foi detetada apds a adigéio de INT (0,2 mg ml-l, 40 pl) e apbs
incubagéio a 37°C durante 30 minutos. Os microrganismos vidveis reduzem o corante
amarelo para cor-de-rosa. A CMI foi definida como a menor concentragio de extrato natural/
elixir que provoca a inibigdo do crescimento microbiano. Todos os ensaios foram realizados
em duplicado.

Apercentagem de inibigéo de crescimento foi quantificada por medi¢éo da densidade
ética (DO) a 595 nm utilizando um leitor de microplacas ELX800 (Bio-Tek Instruments, Inc;
Winooski, USA). Os resultados deste teste foram dados como percentagem de inibigdo de
crescimento aplicando a seguinte fdrmula;

Percentagem de inibigéo de crescimento = 100 - (DO, .. DO__ . . o) X 100

31 RESULTADOS E DISCUSSAQ

Os elixires tdm muitas vantagens para prevengéo ou terapia auxiliar, como
por exemplo seguranga, menos efeitos colaterais do que os farmacos (clindamicina e
fluconazol), facilmente obtidos e como podemos constatar (Tabela 2 e 3), tém atividade
antimicrobiana superior ao farmaco provavelmente devido ao efeito sinérgico entre os
seus constituintes; no entanto a utilizagdo de elixires pode provocar reagbes alérgicas,
perturbagtes nas membranas celulares e séo citotoxicos.

Dos slixires testados o Eludril & o Unico de aquisicdo em farmécias e parafarmacias
€ 0 que apresenta preco mais elevado. De todos o que apresenta menor preco é o de
marca branca, sendo o prego do Colgate intermédio.

Nos elixires é possivel encontrar uma grande variedade de constituintes com
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diferentes principios ativos (Tabela 1). A agio antimicrobiana do elixir Colgate pode ser
atribufda & presenca de fluoreto de s6dio na sua composigdo. O fiGor inibe 0 metabolismo
enzimatico de Candida albicans e Streptococcus mutans, reduzindo a capacidade
destes microrganismos para decompor hidratos de carbono. Relativamente aos outros
componentes existentes nos elixires como umectantes, antimicrobianos, surfactantes,
edulcorantes e aromas estdio presenies na composigdo dos elixires. O cloreto de
cotilpiridinio, presente em todos os elixires, possui agéo bacteriostética e bactericida contra
microrganismos Gram-positivos e alguns Gram-negativos. A sua ag3o esta relacionada com
a ligag&o entre a carga elétrica positiva da substéncia e a negativa das células bacterianas,
o que vai alterar a barreira osmética da membrana celular e aumentar a permeabilidade
celular. A clorexidina, presente no Eludril, apresenta um grande espectro de agéo, atuando
sobre bactérias Gram-positivo, Gram-negativo, fungos e leveduras. Esta causa dano na
membrana citoplasmaética, o que provoca lise celular dos microrganismos, sendo assim
considerada bactericida ou bacteriostatica.

Alguns autores defendem que beber uma infusdo de Chamomilla recutita traz
beneficios notdveis em sintomas gastrointestinais, inflamages orais e de psls, dermatites,
propriedades sedativas, antibacterianas e antifingicas, assim como beber infusdo de
funcho tem beneficios aos niveis das atividades diuréticas, anti-inflamatérias, analgésicas
e antioxidantes.

Os dados disponiveis na Tabela 2 e 3 mostram que os dois extratos ¢ os trés
elixires isoladamente apresentaram atividade antimicrobiana para os dois microrganismos
testados.

Para o Streptococcus mutans (Tabela 2), dos elixires testados aquele que apresenta
maior atividade antimicrobiana & a marca Colgate (100%) com percentagem de inibig&o
superior ao antibiético clindamicina (97%). Sunitha e seus colaboradores (2015), recorrendo
a metodologia de difusfo em disco referem tal como no nosso estudo maior atividade
antimicrobiana do Colgate relativamente ao antibidtico testado contra o Sirepfococcus
mutans.. Apesar da composigio dos elixires testados ser relativamente diferente, exibem
uma percentagem de inibicdo (=99,0) sobre o Streptococcus mutans. Relativamente aos
exiratos naturais, a Chamomilla recutita para uma concentragéo de 10 mg/ml apresenta
uma percentagem de inibigo muito semelhante & do antibiético com uma percentagem
de inibigdo de crescimento do Sireptococcus mutans de 96% e 97% respectivamente.
Relativamente ao Foeniculum vulgare Mill este apresenta valores de percentagem de
inibigdo de crescimento inferiores & Chamonmilla recutita. Tal como no nosso estudo, Roby
e seus colaboradores (2012), utilizando a técnica de difusdo em disco, demonstraram que
a Chamomilla recutita apresenta maior atividade antimicrobiana comparativamente com
o Foeniculum vuigare Mill. Podemos desta forma constatar que para uma concentragéo
de 10mg/ml, apesar de os dois extratos naturais de plantas apresentarem percentagens
de inibig&o inferiores aos dos elixires, os resultados parecem ser promissores visto que a
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percentagem de inibigio de crescimento para estes dois extratos & superior a 90%. Ainda
na Tabela 2 verificamos que a diminuigéo da concentragéio para 5 mg/ml nos dois extratos
reduz significativamente a percentagem de inibigao (70%), no entanto, no caso dos slixires
esta € mantida acima dos 98%.

Streptococcus mutans

Extratos naturais de plantas Elixires comerciais Antibiotico
Chamomilla  Foeniculum
mg/mi Colgate' Eludril®> Marca branca® Clindamicina
Recutita vulgare Mill
10 96 93 100 99 99 97
5 70 80 98 99 99 73
2,5 69 73 98 99 99 72
1,25 =60 =62 297 =98 =98 =249

Tabela 2. Percontagem ds inibig8o de crescimento do Streptococcus mutans apbs exposi¢io a
extratos e elixires.

Lagenda: 1- Adquirido comercialments ho supermercado; 2- Adquirido 86 na farmécia; 3- Adquirido
comercialmente da marca Pingo doce

Olhando para a Tabela 3, relativamente a Candida albicans, dos elixires testados
aquele que apresenta maior atividade antimicrobiana é a marca Eludril (100%) com
percentagem de inibicdo superior ao antifingico fluconazol com apenas 84%. Ao Eludril,
segue-se a marca Colgate com valores de percentagem de inibigdo muito proximos (99 %).
Outros autores recorrendo & metodologia de difusdo em disco corroboram esta elevada
atividade antimicrobiana do Colgate para Candida albicans, apesar de neste estudo a
solugéo de clorhexidina e a solugdo de cloreto de cetilpiridinio apresentarem melhores
resultados que o Colgate.

Relativamente & Chamomilla recuiita tem uma percentagem de inibigdo superior
4 do fluconazol, para a concentragéo de 10 mg/ml de 87% e 84% respetivamente.
Contrariamente ac que aconteceu para o Sirepfococcus mutans, o Foeniculum vuigare Miil
apresenta percentagens de inibigdo muito baixas (27,4%) para a Candida albicans.

Também para a Candida albicans verificamos gque a diminuigdo da concentragéo
para 5 mg/ml nos dois extratos reduz significativamente a percentagem de inibigao de
crescimento.

Tendo em conta os efeitos secundarios de alguns dos elixires testados, a baixa
toxicidade celular dos extratos, a elevada atividade antimicrobiana e ainda alguns efeitos
benéficos, 0 uso de produtos naturais no combate as caries dentarias poderd no futuro
ser uma realidade. Por outro lado, o uso indiscriminado de farmacos tem impulsionado o
aparecimento de resisténcias dificeis de controlar e combater, desta forma o uso destes
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produtos naturais podera ser uma luz ao fundo do tinel.

Candida albicans

Extratos naturais de plantas Elixires comerciais Antifungico
Chamomilla  Foeniculum
mg/ml . _ Colgate' Eludril> Marca branca® Fluconazol
recutita vulgare Mill
10 87 27 99 100 929 84
5 55 10 99 100 99 81
25 14 8 29 100 99 73
1,25 26 =10 =99 222 =45 249

Tabela 3. Percentagem de inibigdo de crescimento da Candida albicans apbs exposigdo a
extratos e elixires.

Legenda: 1- Adquirido comerciaimente no supermercado; 2- Adquirido s6 na farmacia; 3- Adquirido
comercialmente da marca Pingo doce

Em suma, os extratos (Chamomilla recutita e Foeniculum vulgare Mill) e os elixires
(Colgate, Eludril & Marca Branca), isoladamente apresentaram atividade antimicrobiana
contra a Candida albicans e © Strepiococcus mufans; no entanto, os dois exiratos
apresentam menor atividade antimicrobiana comparativamente com os elixires.

Os extratos apresentam percentagem de inibigdo de crescimento para os dois
microrganismos superiores aos farmacos testados. O extrato com maior atividade é a
Chamomilla recutita, para os dois microrganismos testados. Os dois extratos testados
apresentaram uma percentagem de inibigdo superior sobre o Streplococcus mutans
comparativamente com a Candida albicans.

Futuramente terd interesse testar a atividade antimicrobiana nos dois
microrganismos de misturas concebidas a partir do melhor extrato com o melhor elixir para
cada microrganismo. Sera pertinente avaliar a atividade antimicrobiana deos diferentes
compostos presentes no extrato de Chamomilla recutita e Foeniculum vuigare Mill, mas
também avaliar a capacidade de inibigéio de biofilme destes dois extratos visto que os dois
microrganismos testados séo grandes produtores de biofilme.
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