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VENANCIO GN. Formulacdo de enxaguatério bucal a base de extrato de Libidibia
ferrea [Dissertacdo de Mestrado]. Manaus: Universidade Federal do Amazonas; 2014.

RESUMO

A utilizacdo da Fitoterapia constitui um método terapéutico que pode ser utilizado para
a prevencao e tratamento de doencas bucais, tais como cérie e doenca periodontal.
Dentre as plantas utilizadas, a Libidibia ferrea (L. ferrea), conhecida como jucé ou pau
ferro, € bastante utilizada na medicina popular por apresentar propriedades
terapéuticas anti-inflamatoria, analgésica, antimicrobiana e antitérmica. O objetivo
deste estudo foi avaliar, in vitro, a estabilidade farmacolégica de um enxaguatério
bucal fitoterapico a base do extrato de L. ferrea (228.022- INPA). Para tanto, analisou-
se a atividade antimicrobiana da formulagdo frente a micro-organismos presentes no
biofilme dental - Streptococcus mutans (ATCC25175), Streptococcus oralis
(ATCC10557), Streptococcus salivarius (ATCC7073), Lactobacillus casei (ATCC7469)
e Candida albicans — (DPUA 1706) pela técnica de microdiluicdo em caldo,
determinando-se a concentracdo inibitéria minima da formulacéo; foi realizado o
controle de contaminantes do enxaguatério através da determinacdo do nimero total
de micro-organismos e pesquisa de Salmonella sp., Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus; foram analisadas as caracteristicas de
estabilidade (cor, odor, brilho e consisténcia), a afericdo do pH, sedimentacdo e
densidade; avaliou-se a citotoxicidade através do teste de hemodlise e cultura de
células; foi testado o potencial erosivo através do teste de microdureza (dureza Knoop)
e verificou-se a capacidade de manchamento dentario do enxaguatdrio
(espectrofotdmetro/ CIE lab). Os resultados obtidos foram tabulados e descritos pela
estatistica descritiva e quando indicado, através de regressdo nao-linear, calculo da
média e desvio-padrdo (DP), teste de Kolmogorov — Smirnov, teste de Bartlett's,
Andlise de Variancia (ANOVA) e Tukey. O enxaguatério apresentou atividade
bactericida frente a todos os micro-organismos testados nas concentracdes em 0,55
mg/ mL; 0,6 mg/ mL; 0,65 mg/ mL e 0,25 mg/ mL para o S. mutans, S. oralis, S.
salivarius e L. casei, respectivamente, e atividade fungicida em 0,25 mg/ mL para a C.
albicans. Nao foram observadas alteracbes das caracteristicas organolépticas,
sedimentacdo e microdureza do esmalte dentario. O teste de avaliacdo de
contaminantes mostrou-se ausente para todos 0s micro-organismos pesquisados. Os
valores médios de pH foram de 6,21, 6,15 e 5,85 nos tempos de armazenamento de 0O,
30 e 60 dias, respectivamente e de densidade 1,029, 1,035 e 1,033, havendo
diferenca estatisticamente significante ao longo do tempo, porém sem interferir na
caracteristica final da formulacdo. O enxaguatério de L. ferrea n&o apresentou
atividade hemolitica, porém o veiculo causou hemdlise com CEs, de 300,5 pg/ mL. O
teste de Alamar Blue™ mostrou que o enxaguatério ndo causou efeito citotoxico
guando em contato com fibroblastos (MRC-5), apresentando valores de Cls, acima de
50 pg/ mL, porém causou significativa alteracdo de cor dos dentes bovinos. Portanto,
pode-se concluir que o enxaguatoério de L. ferrea apresentou condi¢Bes de estabilidade
e qualidade sem contaminantes no produto; atividade bactericida e fungicida frente
aos micro-organismos do biofilme dental; ndo foi citotéxico frente ao teste de hemdlise
e de cultura de células; ndo alterou a microdureza do esmalte dentario, porém causou
alteracdo de cor apds uso prolongado. Estudos complementares necessitam ser
realizados para melhorar as caracteristicas do enxaguatério quanto a capacidade de
alteracdo de cor e torna-lo viavel para uso na clinica diéria.

PALAVRAS-CHAVES: Libidibia ferrea; enxaguatorio bucal; fitoterapicos.



ABSTRACT

The use of Phytotherapy is a therapeutic method which can be used for the prevention
and treatment of dental diseases such as caries and periodontal disease. Among the
plants used, Libidibia ferrea (L. ferrea), known as jucé or iron wood, is widely used in
folk medicine by presenting anti-inflammatory, analgesic, antimicrobial and antipyretic
therapeutic properties. The aim of this study was to evaluate in vitro pharmacological
stability of a mouthwash of L. ferrea extract (INPA - 228 022), therefore, analyzed the
antimicrobial activity of the formulation against microorganisms present in the biofilm -
Streptococcus mutans (ATCC 25175), Streptococcus oralis (ATCC 10557),
Streptococcus salivarius (ATCC 7073), Lactobacillus casei (ATCC 7469) and Candida
albicans (DPUA 1706) by microdilution technique, determining the minimum inhibitory
concentration of the formulation; it was held the mouthwash contaminants control by
determining the total number of microorganisms and Salmonella sp, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus; stability characteristics ( color,
odor, brightness and consistency) were analyzed, the pH measurement, sedimentation
test and density evaluation; cytotoxicity was assessed by hemolysis and cell culture
test; it was tested the erosive potential by microhardness test (Knoop hardness) and
verified the ability of the mouthwash to induce dental stain (spectrophotometer / CIE
lab). The results were tabulated and described by descriptive statistics and when
indicated, through non-linear regression, calculating the mean and standard deviation
(SD), Kolmogorov-Smirnov, Bartlett and Tukey’s tests and Analysis of Variance
(ANOVA). The mouthwash presented bactericidal activity against all the organisms
tested in the concentrations of 0.55 mg/ mL, 0.6 mg/ mL, 0.65 mg/ mL and 0.25 mg/ mL
for S. mutans, S. oralis, S. salivarius and L. casei, and fungicidal activity of 0.25 mg/
mL for C. albicans. No changes were observed in the organoleptics and sedimentation
characteristics such as microhardness of dental enamel. The contaminants test
evaluation showed to be absent for all organisms studied. The average pH values were
6.21, 6.15 and 5.85 at 0, 30 and 60 days, respectively, and 1.029, 1.035 and 1.033 g/ L
density values, with statistical difference over time, but without interfering with the final
characteristic of the formulation. The L. ferrea mouthwash showed no hemolytic
activity, but the vehicle caused hemolysis with ECs, of 300.5 mg / mL. The test showed
that the Alamar Blue™ mouthwash induced no cytotoxic effect when in fibroblasts
(MRC-5) contact, with I1Cso values above 50 mg / mL, but induced significant color
change of bovine teeth. Therefore, it can be concluded that the L. ferrea mouthwash
presented conditions of stability and quality without contaminants; bactericidal and
fungicidal activity against microorganisms of the biofilm; it was not cytotoxic by
hemolysis and cell culture tests; it did not change the enamel microhardness, however
caused color change after prolonged use. Additional studies are needed to improve the
mouthwash characteristics in its ability to change color and make it feasible for use in
everyday practice.

KEYWORDS: Libidibia ferrea, mouthwash, phitotherapics.



LISTA DE FIGURAS

10

Figura 1 - A — Arvore de L. ferrea; B — Frutos (vagens) de L. ferrea .............cc.ccceevneen... 50
Figura 2 - A — Vagem seca de L. ferrea; B — Pesagem; C — Decoccéo; D — Filtragem;

E — Baldo volumétrico de 1000 mL; F — Aparelho Spray Dryer; G — Extrato da vagem

Lo = I (=T == U 51
Figura 3 - Enxaguatorio de L. fEITE@ .........ccouiiiiiiiiiiiiieee e 52
Figura 4 - Distribuicdo das substancias testes na placa...........ccccceeeeiiiiii, 56
FIQUra 5 - PEAGAMETIO. ..o 57
Figura 6 - Centrifuga (Centrifuge 5804R/Eppendorf/AG/Alemanha)..............cccccevvennnnee 58
Figura 7 - PICNOMELIO VAZIO ......ccoeiiieeeeeeeeeeeeeeee e 59
Figura 8 - Picndmetro com enxaguatorio de L. ferrea..........cccccovivieiiiiiiciiiicc e 59
Figura 9 - Esquema para a contagem total de micro-organismos ............ccccceeeeeeeeeeennnnn. 61
Figura 10 - Esquema para a pesquisa de Salmonella Sp...........cccoovveeiiiiii, 62
Figura 11 - Esquema para a pesquisa de E. COli ... 62
Figura 12 - Esquema para a pesquiSa de S. QUIEUS...........ccevvvieiiieeiiieieieeeeeeeeee e 63
Figura 13 - Esquema para a pesquisa de P. aeruginosa .............cccevvvvviiiiiieeeveeenivienn. 63
FIgura 14 - CentrifUga......cuuueiiiii e e e e e e e 64
Figura 15 - SOIUCAO0 ENtrOCIHANIA @ 290 .....cc.cceeeeeeiiiiie e s 64
Figura 16 - Diluicao das SUDSIANCIAS tESLES ........vuiiiiiiiiiiiiic e 65
Figura 17 - Prepar0 da Placa ...........cuuuiiiiii i 66
Figura 18 - Esquema para o ensaio de Alamar Blue / Ahmed (1994) ............ccovvvvvvvnnnnnnn. 68
Figura 19 - Esquema do teste de MICTOAUIEZA .........ccceeeviiviiiiiiiie e e 71
Figura 20 - Dentes preparados para colocacao na maquina de corte.............ccceevvvvvnnnnn.. 72
Figura 21 - Dente bovino posicionado na cortadeira para o seccionamento dentario....... 73
Figura 22 - Dente bovino posicionado na cortadeira para o seccionamento dentario....... 73
Figura 23 - Selamento coronario com resina COMPOSEA.........cceeeieeeieiiiiiiiiiiie e 73
Figura 24 - Aparelho Vita EasyShade® COMPACL ...........ccoeeueeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 74
Figura 25 - Grupos |, II, llI, IV e V posicionados no agitador Certomat® MO.................... 75
Figura 26 - CIM bactericida do enxaguatoério de L. ferrea no pogo A5 e CIM

bacteriostatica no pogo A10 frente @0 S. MULANS ........ccvvviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 81
Figura 27 - Plagueamento das linhas Al a A6 da microdiluicdo do enxaguatorio de L.
ferrea frente @0 S. MULANS. .......uuuiiiiiiiiiiiiiiiii e 81
Figura 28 - CIM bactericida do enxaguatoério de L. ferrea no pogo A4 e CIM

bacteriostatica no pogo A10 frente @0 S. OraliS ..........covvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee 81
Figura 29 - Plagueamento das linhas Al a A6 da microdiluicdo do enxaguatério de L.
ferreafrente A0 S. OFaliS ... e 82



11

Figura 30 - CIM bactericida do enxaguatério de L. ferrea no pogo A3 e CIM

bacteriostatica no pogo A10 frente a0 S. SAlIVATUS .........coooiiiiiiiiiiiiiee e 82
Figura 31 - Plagueamento das linhas A1 a A6 da microdiluicdo do enxaguatorio de L.
ferreafrente a0 S. SAlIVANIUS. .......iii i e e e e e e eaenee 82
Figura 32 - CIM bactericida do enxaguatério de L. ferrea no poco All frente ao L.

o= 1= =T [ 83
Figura 33 - Plagueamento das linhas A1 a A12 da microdiluicdo do enxaguatorio de L.
fErrea frenNte @0 L. CASEI ..oviiieeiiiiiiii et e e e e e e e e e e e e e e earraa 83
Figura 34 - CIM fungicida do enxaguatério de L. ferrea no pogo Al1l frente a

L= o To7= 0 83
Figura 35 - Plagueamento das linhas A1 a A12 da microdiluicdo do enxaguatorio de L.
ferrea frente @ C. @lDICANS.........uuuiiiiiiiiiiiii e 84
Figura 36 - Tubos falcon contendo o enxaguatorio de L. ferrea apos teste de
sedimentacéo nos tempos experimentais de 0,30 € 60 diaS ...........ccceevvvieeiriiiiiiiiniieeeeeen, 88
Figura 37 - Avaliagdo microbiolégica para a contagem total de micro-organismos ......... 92
Figura 38 - Avaliagdo microbiolégica para a pesquisa de Salmonella Sp................c........ 92
Figura 39 - Pesquisa de E. COli....ccooiiiiieieeeeeeeeeeeeeeee 93
Figura 40 - PeSQUISA UE S. AUIBUS ......cooeiieeeeeeeee e 93
Figura 41 - Pesquisa de P. @eruginOSa ............cuvuiiiiiiiiciiiiiie e 93
Figura 42 - Teste de hemMOIISE..........ouuiiiiii e 95
Figura 43 - Grupos I, II, lll, IV e V apdés teste de alteracdo de cor .......ccceeevveevvveeviinnnnnnn.. 99

Figura 44 - Visado aproximada dos corpos de prova 11 (Glll - enxaguatorio) e 16 (GIV -
extrato) apds 24 horas de imersao Nas SOIUGCOES .........cuvvviiiieeiiiiiiiiie e e 99

Figura 45 - Visao aproximada dos corpos de prova 11 (Glll - enxaguatorio) e 16 (GIV -
extrato) apds 24 horas de imersao Nas SOIUGOES .........ovvviiieiieeiiiiiiiiie e e 99



12

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Componentes utilizados para a formulacédo de 20 mL do enxaguatério de
I (=T =T T 52

Tabela 2 - Valores referentes ao volume em pL da placa de microdiluigao ..................... 55

Tabela 3 - Valores referentes a Concentracao Final em mg/mL em cada poco da placa
(o L 0 g1 {od foTo 111N ] (o= Lo PP P PP PPPPPPPPPPPPPP 55

Tabela 4 - Valores da CIM (mg/mL) bactericida das substancias testadas frente aos
MICTO-OFQANISITIOS ....eiiiiiiee ettt ettt ettt ettt ettt ettt e et et e et e e e eeeeeeeeeeees 80

Tabela 5 - Valores da CIM (mg/mL) bacteriostatica das substancias testadas frente
= Lo TSR g a1 Te o ko] o F=T T 1= 1T F T 80

Tabela 6 - Distribuicdo segundo a média do pH e da densidade do enxaguatoério de L.
ferrea NOS temMpPOS (0, 30 € B0 dIAS). ....uvururuuruiniiiiiiiiiiiiiiiiiii e 89

Tabela 7 - Resultados do Teste de hemdlise apds andlise estatistica da CEsg (ug/ mL)...95
Tabela 8 - Resultados do Teste de citotoxicidade pelo Alamar Blue™ .............ccccoeeve... 96

Tabela 9 - Distribuicdo segundo a média da dureza inicial, final e % PDS (Perda de

Dureza Superficial) em relac@o aos diferentes grupos...........eeevviieeieeviiiiiiinieeeeeeeeiienn 98
Tabela 10 - Distribuicdo segundo a média do AL dOS grupoS........cceeevvvvvvviiiiiiieeeeeeennnnns 100
Tabela 11 - Distribuicdo segundo a média do Aa doS grupos ........ccceevvvvvvviiiiiieeeeeeennnnns 101

Tabela 12 - Distribuicdo segundo a média do Ab doS gruposS.........cecevvvvvvviiiiiiieeeeeeniinnns 102



13

LISTA DE GRAFICOS

Gréfico 1 - Distribuicdo segundo a média do pH do enxaguatério de L. ferrea nos

tE€MPOS (0, 30 € 60 IBS) ..vvvvvvvtrrtiiiiiiintiiiietb i 89
Gréfico 2 - Distribuicdo segundo a média da Densidade (g/ L) do enxaguatorio de L.
ferrea NOS temMpPOS (0, 30 € B0 dIAS) ....vvvvrrruurriiiiiiiiiiiiiiiiii e 91

Gréfico 3 - Distribuicdo segundo a média do AE (Variagao de cor) dos diferentes
[0 | (U] 00 1= PP 102



LISTA DE SIGLAS, SIMBOLOS E ABREVIATURAS

°C: graus Celsius

%: Porcentagem

@: Diametro

Kg: quilogramas

g: gramas

g: forcag

h: horas

min: minutos

s: segundos

H: Hidrogénio

ML: microlitros

pm: micrémetros

ATCC: American Type Culture Collection

PVM/MA: Polivinil de metila e éter copolimero de anidrido maleico
EP: extrato puro

et al: e outros (abrev. de “ et alli”)

mg: miligramas

mL: mililitros

mm: milimetros

rpm: rotacéo por minuto

UFC: unidade formadora de colénias

ATP: Adenosina trifosfato

CIM: Concentracgéo inibitéria minima

CBM: Concentracao bactericida minima

CIMA: Concentracao inibitéria minima de aderéncia
NaOH: Hidréxido de sodio

DMSO: Dimetilsulfoxido

IC: indice de citotoxicidade

CLAE: Cromatografia Liquida de Alta Especificidade
INPA: Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia

DPUA: Departamento de Parasitologia da Universidade Federal do Amazonas

CEEA: Comité de Etica em Experimentacdo Animal
MVE: Microscopia eletronica de varredura
OMS: Organizacdo Mundial da Saude
PAE: Pelicula adquirida de esmalte

PIC: Polissacarideos intracelulares

PEC: Polissacarideos extracelulares
RDC: Resolucéo Diretiva Colegiada

rpm: rotagdo por minuto

. aureus: Staphylococcus aureus

. aeruginosa: Pseudomonas aeruginosa
. coli: Escherichia coli

. faecallis: Enterococcus faecallis

. albicans: Candida albicans

. casei: Lactobacillus casei

. mutans: Streptococcus mutans

. oralis: Streptococcus oralis

. salivarius: Streptococcus salivarius

. mitis: Streptococcus mitis

nuununnrommun

14



15

SUMARIO
1. INTRODUGAO. ...ttt 16
2. REVISAO DE LITERATURA ......ootiit ittt ettt 20
2.1 Carie, Doencga PeriodONtal............uuuiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiieeieteeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 20
2.2 Plantas medicinais € FItOTErapial .........uvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieeeeeeieeeeeee e 24
2.3 LiDIdIDIA FEITEA. .evveiiiiiiiiiiiiiieiet ettt e e e e eeeeeees 31
2.4 ENXAQUALOIIOS DUCAIS. ... ..uiiiiiiiiie ettt 36
2.5 Erosa@o dentaria € AIEragaio de COI ........uuueiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 44
3. OBUIETIVOS . ..t 49
4. MATERIAIS E METODOS ..ottt ettt sre e 50
4.1 Obtencao da matéria-prima vegetal ............ueeeiiiieiiiiiiiiiiiieeeee e 50
4.2 PreparaGao O ©XITAL0. ... ....uuuuuueetiiiiiiiiiiiieaiiiiieei bbb 50
4.3 Formulacdo do enxaguatlrio BUCal .............ueeviiiiiiiiiiiiiiiee e 52
4.4 Avaliagdo da CIM do enxaguatério de Libidibia ferrea............cccooocvviviviiniinniinnnne. 53
4.4.1 Micro-organismos testes e prepara¢ao dos iNOCUIOS............ceevvviiviiiiiieeennnnns 53
4.4.2 Determinacdo da atividade antimicrobiana do enxaguatorio de Libidibia ferra
................................................................................................................................... 54
4.5 Caracterizacao da formulagao ............uuuiiiiiiiiiiiic e 57
4.5.1 ATEriCA0 dO PH ... 57
4.5.2 Teste de SEdIMENTACAD ...........ceeuiiiiiii e eee e e 57
4.5.3 Determinacdo da densidade do enxaguatério de L. ferrea ...........cccceeeeee 58
4.5.4 Estudo da estabilidade do enxaguatdrio..........cccceeeevviiiiiiiiiiii e, 59
4.5.5 Avaliacdo microbiol6gica para a pesquisa de contaminantes do enxaguatério
de LibidiDia fEITE@. ....... e 60
4.6 Teste de NEMOIISE.........cooiiiiiie e 64
4.7 CURUIA A€ CEIUIAS .....eeeiieeiiieee ettt 67
4.8 Avaliacdo da microdureza do esmalte dentario............cccccuummnmmimimmininininnnns 68
4.9 Avaliacdo da alteracdo de cor do esmalte dentario...........cccccevvvmmememinnninnnnnnnnns 72
4.10 ANAIISE ESTALISTICA. .. . eeeeiiiiiiieeiie ettt 76
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....coeieiiteeieceeeeee ettt ane s 78
B. CONCLUSAD ...ttt ettt 106

REFERENCIAS ..ottt ettt ettt ettt ettt sa et ete bt nseneanis 107



16

1. INTRODUCAO

A cérie e a doenca periodontal sdo os dois maiores problemas de saude
em Odontologia, tendo como principal fator etiologico o acumulo de biofilme
dental (BORGHI, MOIMAZ e SALIBA, 2005).

O biofilme dental pode ser definido como uma massa densa, nédo
calcificada, constituida por micro-organismos envolvidos numa matriz rica em
polissacarideos extracelulares bacterianos e glicoproteinas salivares,
firmemente aderida aos dentes, calculos e outras superficies da cavidade bucal
(LASCALA, 1997; MARINHO e ARAUJO, 2007).

Aléem da frequéncia de ingestdo de carboidratos, a concentracdo de
bactérias, a presenca de saliva, a capacidade tampéao e a duracéo dos efeitos
sdo, em associacao, fatores determinantes para o0 estabelecimento e a
formacé&o do biofilme (THYLSTRUP e FEJERSKOV, 2001).

A cérie dentaria € uma doenca infecciosa que evolui de forma lenta na
maioria dos individuos e, na auséncia de tratamento, progride até destruir
totalmente a estrutura dentaria, sendo resultante do desequilibrio nos
processos de desmineralizacdo e remineralizacdo (FEJERSKOV e KIDD,
2005).

A doenca periodontal € uma infeccdo crénica caracterizada por processo
inflamatorio destrutivo do tecido de suporte dos dentes (BENSO e OTUKI,
2012), sendo a gengivite a de maior prevaléncia dentre os brasileiros, atingindo
mais de 90% da populacédo, caracterizando-se por uma inflamacéo reversivel
da gengiva marginal decorrente do acumulo do biofilme dental (RODRIGUES et

al, 20009).
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O controle do biofilme e das patologias decorrentes da sua presenca
pode ser realizado através de procedimentos mecanicos, quimicos ou através
da dieta. O controle mecéanico representa o método mais valioso para a
prevencdo e remocgdo do biofilme, mas nem sempre € realizado
adequadamente. Desse modo, substancias antimicrobianas vém sendo
utiizadas para o controle quimico do biofiime dental, como forma
complementar aos procedimentos mecanicos ou para afeccbes especificas
(BUGNO et al, 2006; MOREIRA et al, 2008).

Existem varios veiculos para a liberagdo dos agentes antimicrobianos na
cavidade bucal. O veiculo ideal deve reunir caracteristicas como a sua
compatibilidade com o agente ativo, uma adequada biodisponibilidade no local
de acao, aléem de uma boa aceitacdo por parte do paciente (THYLSTRUP e
FEJERSKOV, 1995). Um dos veiculos sao os dentifricios e os colutérios, sendo
este ultimo uma mistura de componentes ativos, agua, alcool, surfactantes,
umectantes e flavorizantes (TORRES et al, 2000).

Varios sdo os produtos vendidos como antissépticos bucais, geralmente
apresentando associacfes de substancias ativas em sua formulagcdo como
cloreto de cetilperidinio e fluoreto de sdédio; triclosan, copolimero PVM/MA
(Polivinil de metila e éter copolimero de anidrido maleico) e fluoreto de sodio;
triclosan, copolimero PVM/MA, cloreto de cetilperidinio e fluoreto de sodio;
digluconato de clorexidina e fluoreto de sédio (ZANIN et al, 2007).

A clorexidina esta entre os antissépticos bucais mais utilizados, sendo
uma bisguanidina catibnica que apresenta alta substantividade e amplo
espectro de acdo sobre bactérias Gram positivas, leveduras e dermatofitos

(BUGNO et al, 2006; MARINHO e ARAUJO, 2007). Porém apresenta efeitos
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adversos locais quando utilizada por tempo prolongado (MORAN et al, 1992),
tais como manchas nos dentes, alteracdo no paladar e aumento da formacéo
de biofilme supragengival (FLOTRA et al, 1971). Desta forma, seu uso limita-se
a situacbes onde a higiene bucal mecanica esteja comprometida (ADDY,
1986).

A busca por medidas cada vez mais simples, de menor custo para a
higienizagdo bucal e que possam minimizar o aparecimento de efeitos
colaterais locais, levou ao uso de enxaguatdrios bucais a base de substancias
guimicas naturais, como os fitoterapicos, que possuem efeitos satisfatorios,
mostrando-se como uma alternativa interessante, contribuindo para melhorar o
acesso da populacdo aos cuidados com a prevencéo e tratamento de doencas
bucais (BORGHI, MOIMAZ e SALIBA, 2005; MARINHO e ARAUJO, 2007;
MORAN, ADDY e ROBERTS, 1992).

A Fitoterapia insere-se como uma pratica terapéutica com possibilidade
de atuar no controle do biofilme dental e, consequentemente, como agente
preventivo no desenvolvimento de patologias bucais como estabelecido na
portaria 971 de 3 de Maio de 2006, na qual o Ministério da Saude aprovou a
Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (Acupuntura,
Fitoterapia, Hipnose, Homeopatia e Laserterapia) no Sistema Unico de Saude,
tornando a Fitoterapia um incentivo ao desenvolvimento comunitario, a
solidariedade e a participacdo social, favorecendo a recomendacédo da adocéo
pelas Secretarias de Saude dos Estados, do Distrito Federal e dos Municipios
da implantacdo e implementacdo das acdes e servicos relativos as praticas
integrativas e complementares. Com base nessa portaria 0 Conselho Federal

de Odontologia, na Resolucdo Colegiada Diretiva (RDC) 82/2008, reconheceu
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e regulamentou o uso pelo cirurgido-dentista de tais praticas integrativas e
complementares a saude bucal.

Dentre as plantas utilizadas em Odontologia, a Libidibia ferrea (L.
ferrea), conhecida como juca ou pau de ferro, é bastante utilizada na medicina
popular por apresentar propriedades terapéuticas anti-inflamatoria, analgésica
e antimicrobiana, o que justifica o grande interesse de pesquisadores por esta
planta (CAVALHEIRO et al, 2009; PEREIRA et al, 2012; SAMPAIO et al, 2009).

A L. ferrea tem demonstrado grande potencial, havendo uma perspectiva
do seu uso como enxaguatorio bucal para o controle do biofilme dental, por
possuir atividade antibacteriana frente a diversos micro-organismos presentes
na cavidade bucal (MARREIRO, 2011; MARREIRO et al, 2014).

No entanto, para o aprimoramento de novos produtos utilizados em
Odontologia e para a comprovacao de sua eficacia, 0s mesmos necessitam ser
submetidos a diversos testes, procurando visualizar o seu desempenho clinico
guando da utilizacdo na cavidade bucal, para viabilizar o uso do produto na
clinica diaria (DONASSOLO et al, 2007; EVANGELISTA et al, 2013), pois
compostos das plantas podem ser toxicos, alterar a rugosidade da superficie
dentaria, bem como causar manchamentos.

Desta forma, o presente trabalho justifica-se como forma de utilizar a
Fitoterapia como pratica terapéutica em Odontologia através do aprimoramento
de uma formulacdo de um enxaguatério bucal a base de extrato de Libidibia
ferrea, pois as solucdes fitoterapicas sdo mais acessiveis e com amplo

beneficio farmacologico quando bem empregadas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cérie e Doenca Periodontal

Os biofilmes que colonizam as superficies dentarias e os tecidos orais
podem provocar céries, gengivites e periodontites, que estdo entre as infec¢des
bucais mais comuns dentre os problemas de salde publica em Odontologia
(NUNES et al, 2007).

A atividade do biofilme é articulada por fatores tais como a dieta, a saliva,
a presenca de fluoreto, a higiene oral, a superficie dental e o tempo de contato
entre esta e o biofilme (MARSH, 1995; KIDD e FEJERSKOV, 2011).

A céarie dentaria é considerada como manifestacdo clinica de uma
infeccdo bacteriana, cuja atividade metabodlica das bactérias resulta em um
continuo processo de desmineralizacdo e remineralizacéo do tecido dentario. O
desequilibrio nesse processo pode causar uma progressao da
desmineralizacdo do dente com consequente formacdo da lesdo cariosa
(MARSH, 1995; THYLSTRUP e FEJERSKOV, 2001).

No Brasil, dados epidemiolégicos oficiais mostrados nos documentos SB
Brasil — Condicdo de Saude Bucal na Populacdo Brasileira (BRASIL, 2003;
BRASIL, 2011) revelaram que as metas da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) nao foram alcancadas em nenhuma das macrorregides brasileiras no
inicio das duas décadas referidas, refletindo a necessidade de melhorar os
programas de atencdo basica e as investigacbes sobre prevencdo e controle

da carie dentéria.
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O carater multifatorial da doenca carie possibilita a atuacdo de modo a
prevenir ou retardar a velocidade do processo carioso. Além dos fatores
condicionantes, tais como socioeconOmicos e culturais, tém-se os fatores
moduladores, tais como: composic¢do salivar, nivel de higiene bucal, espessura
do biofilme e presenca ou auséncia do flior no ecossistema deste biofilme, que
se somam a presenca de micro-organismos cariogénicos e dieta rica em
carboidratos fermentaveis (ANDREOLLI e LARA, 2004).

Em condicbes de saude, apls a ingestdo de sacarose, o pH do biofilme
dental cai, mas a saliva é capaz de tamponar o meio. Em pH menor que 5,5, a
saliva fica subsaturada em relacdo aos componentes da hidroxiapatita (ions
célcio e fosfato) e, entdo, o esmalte comeca a ceder ions para o meio a fim de
restabelecer o equilibrio. Assim que o pH se restabelece, a saliva fica
novamente supersaturada desses ions e passa a fornecé-los para o esmalte.
Esse processo de alternancia equilibrada entre perda e ganho de mineral pela
estrutura dentaria é chamado processo de desmineralizacdo/ remineralizacao
(processo des-re) (FEJERSKOV e KIDD, 2005; SILVA et al, 2008).

Quanto a doenca periodontal, esta ocorre devido a um desequilibrio
entre as acles de agressdo e defesa sobre os tecidos de sustentacdo e
protecdo do dente, que tem como principal determinante o biofilme dental, a
partir das diferentes respostas dadas pelo hospedeiro. E entendida como uma
doenca infecciosa, onde as alteracbes de forma e funcdo sdo consideradas
sinais. A normalidade do periodonto é definida por variaveis bioldgicas, que séo
mais coerentes com a etiopatogenia da doenca e permitem que usuarios que
em algum momento foram portadores da doenca e apresentem sequelas (como

recessao e mobilidade), retornem ao estado de salude (BRASIL, 2008).
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Inicialmente ocorre um desequilibrio entre bactérias e defesas do
hospedeiro que leva a alteragfes vasculares e a formacdo de exsudado
inflamatoério. Esta fase manifesta-se clinicamente com alteracdo da cor da
gengiva, hemorragia e edema, sendo uma situacéo reversivel se a causa for
eliminada. Esta situacéo, definida como Gengivite, promove a fragilizacao das
estruturas, o que possibilita um maior acesso dos agentes bacterianos
agressores e/ou seus produtos as areas subjacentes, podendo resultar na
formacdo de bolsas periodontais, com perda 6ssea e uma continua migracao
apical do epitélio, oferecendo menos resisténcia aos agentes agressores, 0 que
perpetua o processo inflamatério, culminando com a destruicdo dos
componentes do periodonto, ou seja, cemento radicular, ligamento periodontal
e 0sso alveolar (KALDAHAL et al, 1996; ALMEIDA et al, 2006).

O controle do biofilme pode ser realizado através de procedimentos
mecanicos, quimicos ou através da dieta. O controle mecéanico representa o
método mais eficaz, mas nem sempre € realizado adequadamente. Desse
modo, substancias antimicrobianas vém sendo utilizadas para o controle
guimico do biofilme dental, como auxiliares aos procedimentos mecanicos ou
para afeccOes especificas (BUGNO et al, 2006; FEJERSKOV e KIDD, 2005;
MOREIRA et al, 2008).

Teixeira, Bueno e Cortés (2010) realizaram um estudo com o objetivo
de escrever os fendmenos fisico-quimicos no interior do biofilme que envolvem
a formacao e o desenvolvimento do biofilme dental e como este pode interferir
na formacdo da carie dentaria, concluindo que o processo de formacdo do
biofiime bacteriano oral é complexo devido ao grande numero de fatores

fisicos, quimicos e biolégicos interagindo de forma continua e organizada. Em
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funcao disso, a atividade dos antimicrobianos usados como agente antibiofilme
€ limitada as fases iniciais de sua formacéo, quando o nivel de complexidade
desse sistema ainda é baixo.

Medidas terapéuticas capazes de combater o biofilme dental, tanto
curativamente, como preventivamente tém um impacto bastante positivo sobre
a prevencao de carie e doenga periodontal. Neste contexto, como as bactérias
presentes no biofilme dental exibem cada vez maior resisténcia e tolerancia
aos agentes antimicrobianos, decorrente do uso indiscriminado de antibidticos,
incluindo os utilizados em dentifricios e enxaguatoérios bucais, observa-se um
interesse global no aproveitamento da biodiversidade, particularmente das
espécies vegetais, que vém sendo utilizadas em varias areas da saude.
Portanto, a procura pela descoberta de agentes antimicrobianos, oriundos de
substancias naturais pode levar ao desenvolvimento de novos farmacos
importantes na Odontologia (ANIBAL, 2007; CORDEIRO et al, 2006; MARSH,
MOTER e DEVINE, 2011).

Diante do desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos, existe
uma grande preocupacao relacionada a qual tipo de tratamento utilizar no
combate as infeccbes provocadas por micro-organismos. O emprego de
extratos brutos de plantas tem merecido a atencdo de pesquisadores de varios
paises, jA que podem inibir o crescimento bacteriano e fungico por diferentes

mecanismos quando comparados aos antimicrobianos (ANIBAL, 2007).
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2.2 Plantas medicinais e Fitoterapia

O Brasil é considerado o0 mais rico entre os paises de megadiversidade,
detendo aproximadamente 20% do numero total de espécies do planeta, a
grande maioria delas ainda n&o estudada convenientemente. Estima-se que no
maximo 15% das espécies vegetais existentes no mundo tenham sido
sistematicamente estudadas com relacdo ao aproveitamento delas como
recurso terapéutico e este percentual € menor ainda se considerarmos
espécies nativas brasileiras (TAKEMURA, 2008).

Embora varios produtos antimicrobianos estejam comercialmente
disponiveis, esses agentes quimicos podem alterar a microbiota bucal além de
terem efeitos colaterais indesejaveis, tais como diarreia, vomitos e manchas
nos dentes. Assim, a utilizacdo de produtos naturais a partir de plantas
medicinais, torna-se uma opcéao importante (PALOMBO, 2011).

A utilizacdo da Fitoterapia € um método complementar para a prevencao
e tratamento de doencas bucais, através do uso de plantas medicinais, tendo
um vasto aproveitamento pela populacdo local e amplo uso na medicina
moderna, atraindo pesquisadores de diversas areas. Os fitoterapicos utilizados
na pratica Odontolégica tém mostrado resultados efetivos sobre o controle da
formacdo do biofilme dental, podendo interferir na sintese de polissacarideos
(ROSA, MAIA e GALLO, 2010; SANTOS et al, 2010).

Em 2005, a Secretaria de Ciéncia Tecnologia e Insumos Estratégicos,
por meio do Departamento de Assisténcia Farmacéutica e Insumos
Estratégicos (DAF/SCTIE/MS) construiu em parceria com outros ministérios e

com a colaboragdo de consultores e pesquisadores, uma lista com espécies
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vegetais considerando as ja utilizadas nos servicos de saude estaduais e
municipais, o conhecimento tradicional e popular e os estudos quimicos e
farmacoldgicos disponiveis. Esse documento subsidiou, em 2008, a construcao
da RENISUS, que é constituida por plantas medicinais que interessam ao SUS
por serem nativas ou exOticas adaptadas, amplamente utilizadas pela
populacdo brasileira, e ja terem algumas evidéncias para indicacdo de uso na
atencdo basica de saude. No entanto, precisam de estudos para: confirmar
seguranca e eficacia, definicdo da indicacdo de uso e da forma farmacéutica
mais adequada, a possibilidade de cultivo e producéo (BRASIL, 2006; BRASIL,
2008).

Sao inumeros os trabalhos desenvolvidos sobre plantas, que
comprovam suas ac¢Oes terapéuticas e descobertas de novos compostos que
podem dar origem a novos medicamentos fitoterapicos (BANDEIRA et al, 1999;
COWAN, 1999; FARIA JUNIOR, 2005; CONDE, 2006; SOARES et al, 2006;
SAMPAIO et al, 2009; FREIRES et al, 2010; PALOMBO, 2011; PIERI et al,
2012; GODOI, 2013; MARREIRO et al, 2014), porém existem critérios para o
registro de novos medicamentos fitoterapicos. Isto é realizado pela ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), que faz este controle através da
RDC 13/2013 de 15 de marco de 2013. Com essa medida, a portaria visa a
aprovacdo de regulamento técnico sobre registro de medicamentos
fitoterapicos junto ao sistema de vigilancia sanitaria.

No intuito de estabelecer as diretrizes para a atuacdo do governo na
area de plantas medicinais e fitoterapicos, elaborou-se a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos, que se constitui parte essencial das

politicas publicas de saude, meio ambiente, desenvolvimento econdémico e
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social como um dos elementos fundamentais de transversalidade na
implementacéo de acdes capazes de promover melhorias na qualidade de vida
da populacgéo brasileira (BRASIL, 2006).

Soares et al (2006) afirmaram que o Brasil dispde de uma diversidade de
substancias naturais com propriedades terapéuticas bastante difundidas dentro
da Odontologia Preventiva. Dentre as substancias naturais com uso na
Odontologia, destacam-se o juca, a aroeira, o0 gengibre, a alfavaca, a roma e a
horteld da folha gradda, que devido as suas propriedades terapéuticas,
possuem uso bastante difundido dentro da medicina popular no tratamento de
diversas afecgdes bucais.

Desta maneira, pode-se conceituar fitoterapico como sendo um produto
obtido a partir de planta medicinal, ou de seus derivados, exceto substancias
isoladas, com finalidade profilatica, curativa ou paliativa. A grande maioria dos
medicamentos, hoje disponiveis no mundo, € ou foi originado de estudos
desenvolvidos a partir da cultura popular que fazem da rica biodiversidade
brasileira um vasto campo de pesquisa cientifica (BRASIL, 2011).

As substancias quimicas consideradas como principios ativos
encontrados nos vegetais sdo, na maioria, provenientes do metabolismo
secundario tendo uma funcédo ligada ao relacionamento da planta com o
ambiente que a envolve (MAIA, 2008).

Os compostos oriundos do metabolismo secundario sdo 0s responsaveis
pelos efeitos medicinais ou téxicos das plantas e apresentam grande
importancia ecoldgica, pois representam uma defesa quimica contra insetos e
micro-organismos ou podem interferir em processos simbiéticos (MAZID et al,

2011).
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A utlizacdo de plantas medicinais ocorre devido a presenca desses
metabdlitos especiais e, devido a sua ampla utilizacdo terapéutica, tém sido
pesquisados para comprovacdo cientifica de seguranca e eficacia. A analise
primaria para verificacdo do uso terapéutico de uma planta se faz através da
triagem dos compostos quimicos com potencial efeito no ser humano (VIANA,
SANTANA e MOURA, 2012).

Esta bem estabelecido que muitos metabdlitos produzidos pelas plantas,
tais como taninos, terpendides, alcaldides e flavonoides, proporcionam nova
fonte de substéncias antimicrobianas, possibilitando o desenvolvimento de
novas drogas com efeito sobre patdgenos resistentes (AGRWALA e YADAYV,
2011; AHMAD e BEG, 2001; COWAN, 1999).

Os medicamentos fitoterapicos devem ser considerados com 0 mesmo
rigor que os medicamentos sintéticos. A fiscalizacdo e a obediéncia as
instrucbes normativas devem ocorrer nas etapas de extracdo, de
processamento, de conservacdo e do armazenamento, de modo, a evitar
contaminacdo microbiana com consequente perda das suas propriedades,
diminuindo com isso 0s riscos a pacientes ou consumidores desses produtos
(EVANGELISTA et al, 2013; SOUZA e MACIEL, 2010).

O controle de gqualidade engloba uma série de ensaios e testes que vao
desde a identificacdo botanica da planta até o doseamento dos principios
ativos, passando por andlises microbiolégicas, onde se analisa a contaminacao
por micro-organismos (bactérias e fungos) que podem provocar diversos
prejuizos a saude do consumidor. Esses ensaios estdo descritos no documento
da OMS (Organizacdo Mundial de Saude), como relevantes e imprescindiveis

na analise da qualidade das plantas medicinais, sendo assim, exigidos para a
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certificacdo de matérias-primas vegetais e registro de produtos derivados
(BRASIL, 2010).

A necessidade do controle microbioldgico é importante para garantir a
seguranca, eficacia e aceitabilidade desses produtos. A falha nas medidas
preventivas e de controle do processo de fabricacdo pode levar ao
comprometimento do desempenho do produto devido a quebra da estabilidade
da formulagcdo, a alteracdo das caracteristicas fisicas (cor, viscosidade) e
quimicas (inativacdo do principio ativo), podendo resultar em graves
consequéncias a satde do consumidor (NASCIMENTO et al, 2005; SIMOES et
al, 2004; YAMAMOTO et al, 2004).

No processo de avaliacdo e validacdo de um produto é necessario
comprovar os beneficios de seu uso, sua efetividade como medicamento e
seus riscos a saude humana, dos animais e do ambiente. Portanto, é
fundamental a realizacdo de ensaios toxicologicos para avaliar a seguranca e o
risco/beneficio do possivel uso terapéutico deste novo produto (EVANS, 2009;
NOBREGA et al, 2008).

Soares et al (2006) avaliaram a atividade antibacteriana das tinturas de
juca, aroeira, gengibre, alfavaca, propolis, roma e horteld da folha grauda,
sobre as cepas de S. aureus (ATCC 25923), S. mutans (ATCC 2575), S.
sobrinus (ATCC 27609), S. mitis (ATCC 9811), S. sanguis (ATCC 10557) e L.
casei (ATCC 7469), utilizando-se a clorexidina 0,12% como controle positivo.
Determinou-se a diluicdo inibitéria maxima (DIM) em meio de cultura Agar
Mueller Hinton, das tinturas nas formas pura (1:0) e diluidas de 1:1 até 1:32.
Observou-se susceptibilidade variada das bactérias, sendo o S. aureus o

micro-organismo mais sensivel. Dentre as tinturas, o jucd, a aroeira e a propolis
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apresentaram uma significativa atividade antibacteriana sobre S. mutans, S.
sobrinus, S. mitis, S. sanguis e L.casei, sendo que o gengibre e a alfavaca
apresentaram 0s menores espectros de acdo frente as cepas bacterianas
avaliadas.

Freires et al (2010) avaliaram, in vitro, as atividades antibacteriana e
antiaderente das tinturas de Schinus terebinthinfolius (Aroeira) e Solidago
microglossa (Arnica) frente a S. mutans e L. casei. A atividade antibacteriana
foi determinada pela CIM do crescimento bacteriano através da microdiluicdo e
a atividade antiaderente foi estabelecida pela CIMA (Concentracdo Inibitéria
Minima de Aderéncia) da bactéria a tubos de vidro, na presenca de sacarose a
5%. As linhagens bacterianas mostraram-se susceptiveis a acao das tinturas
avaliadas. Em relacdo a CIM, observaram-se valores mais expressivos dos
produtos sobre o L. casei, apresentando a Aroeira a menor CIM (1,562 mg/mL).
Em relacdo a CIMA, pbde-se perceber que a Aroeira apresentou resultados
mais satisfatérios frente a S. mutans, pois foi capaz de inibir a aderéncia
bacteriana ao vidro, estando em uma menor concentracao (0,892 mg/mL).

Pieri et al (2012) realizaram um estudo para avaliar a atividade do 6leo
de copaiba (Copaifera officinalis) contra o S. mutans, através da determinacgéo
da CIM pela técnica de diluicdo em caldo, tendo-se um controle negativo, um
controle positivo (clorexidina a 0,12%) e uma solucdo a 10% de dleo de
copaiba como teste, onde os resultados mostraram que o Oleo de copaiba
mostrou uma atividade bacteriostatica contra o S. mutans em todas as
concentragdes testadas até 0,78 pyL/mL, podendo ser utilizado contra bactérias

cariogénicas na prevencao da carie.



30

Smullen et al (2012) afirmaram que h& comprovacao cientifica de que
extratos de plantas podem inibir a formagéo de biofilme dental. Desta forma,
realizaram uma pesquisa para avaliar a capacidade de extratos de Rosmarinus
officianalis L., Salvia officianalis L., cacau fermentado, de semente de uva
vermelha e ch& verde para inibir o biofime bacteriano, a atividade da
glicosiltransferase, a producédo de glucano e a formacédo do biofilme em um
modelo in vitro utilizando dentes bovinos. A atividade antimicrobiana de
extratos vegetais contra bactérias orais foi determinada utilizando o método de
difusdo em agar. Investigou-se a inibicdo de crescimento e producéo de acido a
partir de glicose e sacarose pelo S. mutans em cultura liquida. Os extratos das
plantas inibiram o crescimento de bactérias bucais e impediram a producéao de
acido por S. mutans. Os extratos inibiram a atividade da glicosiltransferase e a
producdo de glucano, além de inibir a adesdo ao vidro, reduzindo o
crescimento do biofilme bacteriano em mais de 80% a uma concentracao de
0,25 mg/mL™. O extrato de cha verde inibiu completamente a formacdo do
biofilme, mas resultou em uma mancha esverdeada dos dentes que néo pode
ser removido por lavagem. Os resultados sugerem que 0s extratos Rosmarinus
officianalis L. e Salvia officianalis L. podem ser Uteis como agentes antibiofilme,
em alimentos e preparacdes dentais. Dentes bovinos podem ser usados como
uma alternativa a hidroxiapatita para estudos de formac&do do biofilme, mas
eles precisam ser cuidadosamente esterilizados antes da utilizacao.

Os produtos a base de plantas medicinais sdo meios complementares
muitos interessantes do ponto de vista econdémico, facilitando o acesso da
populacdo a terapias alternativas que possam efetivamente controlar o

crescimento do biofilme bacteriano e, consequentemente, auxiliar no combate a
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carie, a doenca periodontal ou ainda como desinfetantes de proteses

(BUSSADORI, 2013; GODOI, 2013).

2.3. Libidibia ferrea

Dentre as plantas utilizadas em Odontologia, a Libidibia ferrea, ex
Caesalpinia ferrea L., conhecida como juca ou pau de ferro, € uma espécie da
familia Leguminosae que pode ser encontrada nas regides Norte e Nordeste e
também no estado do Rio de Janeiro. E bastante utilizada na medicina popular
por apresentar propriedades terapéuticas anti-inflamatdria, analgésica,
antimicrobiana e antitérmica, o0 que justifica o grande interesse de
pesquisadores por esta planta (CAVALHEIRO et al, 2009; PEREIRA et al,
2012; SAMPAIO et al, 2009).

O nome Caesalpinia € em homenagem ao botéanico italiano, Andréa
Caesalpinio e juca vem da palavra indigena yuca, que significa matar, pois com
ela os indios karirishoko faziam seus tacapes (MAIA, 2004; SANTOS, 2011,
VIANA et al, 2011).

L. ferrea é uma espécie arborea distribuida por toda a regido tropical do
Brasil. E popularmente conhecida como pau-ferro ou juca e tem importancia
econdmica, principalmente na industria de farmacos e na construcéo civil. Sua
casca € muito usada na medicina popular, tendo propriedades anti-
inflamatérias e analgésicas, anticancerigenas e antitlceras (GALDINO,
MESQUITA e FERRAZ, 2007). O extrato hidroalcodlico dos frutos de L. ferrea
tem acdo anti-inflamatéria, imuno estimulante, hiperglicemiante e inibitéria de

tumores (LORENZI, 2008; SANTOS, 2011).
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Com relagdo ao perfil fitoquimico, estudos preliminares do extrato
hidroetandlico das folhas e da casca do caule do jucd demonstraram a
presenca de flavondides, saponinas, taninos, cumarinas, esterdides e
substancias fendlicas (GONZALES et al, 2004). Enquanto o extrato aquoso dos
frutos do juca foi caracterizado contendo alcaléides, antraquinonas, acucares,
flavonodides, taninos, saponinas, sesquiterpenos, lactonas e triterpenos. Destes,
0s taninos sdo 0s compostos majoritarios do extrato (BALBACH, 1992;
CARVALHO, 1993). Dentre os constituintes quimicos destacam-se a presenca
de polifendis, onde o acido galico e o acido elagico podem ser as possiveis
substancias responsaveis por parte da atividade biologica e terapéutica dos
frutos da planta (UEDA et al, 2004).

Os taninos sdo comumente divididos em hidrolisaveis e condensados,
em funcdo da sua estrutura quimica (BEELEN et al, 2008). Os taninos
hidrolisaveis sao polimeros de &cido galico (galotaninos) ou acido
hexahidroxidifénico (elargitaninos). O acido galico esta amplamente distribuido
em varias plantas, frutas e comidas, possuindo atividades farmacoldgicas, tais
como: antibacteriana, antimelanogénica, antiviral e anti-inflamatoria além da
atividade anticancer contra varios tipos de células (MAURYA, NANDAKUMAR
e DEVASAGAYAM, 2011). O &cido elagico € um composto com propriedades
antioxidantes, antiproliferativas, quimiopreventivas e antiaterogénicas,
exercendo efeito através da ativacdo da varias vias de sinalizacéo, incluindo a
apoptose, protecdo contra dano oxidativo ao DNA, ou oxidagcdo-LDL e a
alteracao da expressao do fator de crescimento (PAPOUTSI et al, 2005).

Muitos representantes dos taninos apresentaram propriedades antivirais,

antibacterianas e antitumorais, sendo capazes inclusive, de inibir seletivamente
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a replicacdo do HIV (KHANBABAEE e REE, 2001). Além disso, os taninos
possuem atividade antisséptica que pode ser explicada por sua capacidade de
precipitar as proteinas das células superficiais das mucosas e dos tecidos,
formando uma camada protetora (complexo tanino-proteina e/ou
polissacarideo) sobre a pele ou mucosa danificada, impedindo, assim, o
desenvolvimento de micro-organismos (HASLAM, 1996).

Carvalho et al (1996) realizaram um estudo preliminar com o extrato
aquoso bruto dos frutos da planta L. ferrea para a avaliacdo de propriedades
anti-inflamatodrias e analgésicas. O edema induzido por carragenina na pata
traseira de ratos foi significativamente inibido por administracdo oral de
300mg/kg deste extrato. Um efeito analgésico mediado centralmente nao foi
observado, no entanto, houve uma reducao dependente da dose no niumero de
contor¢cbes totais induzidas por acido aceético. Estas experiéncias
demonstraram que o juca possui propriedades analgésicas e anti-inflamatorias
em comparacdo com as substancias que sao consideradas padrées para tais
atividades, corroborando para o uso popular desta planta no tratamento de
algumas doencas.

Conde (2006) avaliou a atividade antimicrobiana in vitro de plantas da
Amazobnia, entre elas a L. ferrea, sobre micro-organismos do biofiime dental.
Os resultados demonstraram uma perspectiva positiva para a formulacdo de
um enxaguatoério a partir do extrato dessa planta, atrelado ao desenvolvimento
tecnoldgico, seguindo as normatizacdes vigentes pela ANVISA (BRASIL,
2010), a qual, em RDC 014/10, prevé a necessidade da utilizacdo de produtos

gue atendam aos itens de seguranca, eficacia e qualidade do medicamento.



34

Marinho et al (2008) analisaram as propriedades fisico-quimicas da
matéria-prima vegetal de L. ferrea, coletada em diferentes localidades na
regido de Manaus/AM. Os autores observaram haver diferencas significativas
entre elas, principalmente, em relagcédo ao teor extrativo que variou de 28,7 g%
a 40,5 g%. O estudo comprovou haver influéncia de fatores tecnolégicos no
processo extrativo de substancias quimicas a partir da matéria-prima vegetal
da planta, concluindo que a agua parece ser o melhor liquido extrator, sendo a
decoccao o melhor método de extracao.

Peters et al (2008) avaliaram a toxicidade do extrato aquoso do fruto da
L. ferrea, administrado a ratas fémeas Wistar durante o periodo de implantacao
do blastocisto (5° ao 7° dia de gestacdo). A toxicidade materna foi avaliada
indiretamente por meio de fatores como peso corporal, consumo de alimentos,
agua, atividade locomotora, sangramento vaginal, figado e mortes, dentre
outros. Nenhuma das variaveis analisadas apresentou diferencas significativas,
portanto, os autores concluiram que, nesse modelo, a L. ferrea ndo parece ser
toxica e nem interfere na implantacao do blastocisto.

Com base nas propriedades terapéuticas e atividades ja descritas para
essa espécie, Cavalheiro et al (2009) estudaram as atividades biolégicas no
extrato de frutos de L. ferrea na busca por compostos de interesse industrial e
farmacoldgico. Os resultados indicaram a presenca das atividades celulasica,
amilasica, anticoagulante e larvicida contra Aedes aegypti no extrato aquoso
das sementes de L. ferrea, entretanto, ndo foram observadas as atividades
toxica aguda, hemolitica, heparinasica, antibacteriana e antifungica.

Sampaio et al (2009) avaliaram a atividade antimicrobiana in vitro do

extrato da fruta de Libidibia ferrea frente aos patégenos bucais (C. albicans,
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S.mutans, S.salivarius, S.oralis e L.casei), através da técnica de microdiluicdo
concluindo que o extrato foi efetivo contra os micro-organismos testados nas
concentragdes de 25, 40, 66, 100 e 66 pug/mL, respectivamente.

Barakat (2011) concluiu que os polifendis sdo as provaveis substancias
responsaveis pela atividade terapéutica da L. ferrea, o que levou ao
desenvolvimento de uma forma farmacéutica plastica contendo extrato dessa
espécie vegetal. Foi realizada a validacdo de método analitico por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e comprovada a presenca de
acido galico e acido elagico, os quais foram selecionados como marcadores
guimicos obtendo boa reprodutibilidade para a analise da solugcéo extrativa. A
atividade antimicrobiana do extrato seco e de todas as formulac¢des obtidas foi
demonstrada frente as cepas de E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, S.
epidermidis e C. albicans empregando-se o método de difusdo em Agar e
medicdo do halo de inibicdo. Os resultados obtidos demonstraram que tanto o
extrato seco como todas as formulacdes do gel contendo o extrato apresentam
atividade antimicrobiana e a melhor atividade foi frente a C. albicans. Entre as
trés formulacdes obtidas, a que apresentou melhor viabilidade foi o gel com 5%
de extrato, pelo perfil reolégico e antimicrobiano.

Pereira et al (2012) avaliaram fracdes polissacaridicas e os extratos das
vagens de L. ferrea (Caesalpinioideae), quanto a atividade anti-inflamatoria. As
analises cromatograficas foram realizadas identificando-se os polissacarideos
totais. O método utilizado para avaliacdo do edema inflamatorio em pata de
ratos foi o da pletismografia. A toxicidade foi avaliada apos o tratamento de
sete dias com a fracdo de polissacarideo mais ativo. Os resultados mostraram

que os extratos e fracdes polissacaridicos de vagens de L. ferrea exibem
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potente atividade anti-inflamatéria através da modulacao negativa de histamina,
serotonina, bradicinina, prostaglandina E, e oOxido nitrico libertado no edema
induzido por carragenina, demonstrando o envolvimento na degranulacdo dos
mastécitos. As fragBes polissacaridicas da planta apresentaram efeito anti-
inflamatdrio, inibindo a migragdo celular, atuando diretamente ou indiretamente
nos neutréfilos, havendo boa tolerancia por parte dos animais nos testes de
toxicidade em comparacdo ao controle de salina. Dessa forma, o0s
polissacarideos isolados de L. ferrea sdo candidatos ideais na construcdo de
medicamentos anti-inflamatérios alternativos.

Costa (2012) desenvolveu e validou um método analitico de CLAE para
a quantificacéo de polifendis na matéria-prima vegetal de L. ferrea. O método
desenvolvido e validado mostrou-se eficiente para a quantificacdo de acido
galico, contemplando todos os critérios preconizados. O estudo demonstrou
gue os adjuvantes adicionados a solucdo extrativa ndo contribuiram para um
rendimento superior quando comparado ao extrato seco sem adjuvante, por
outro lado, o produto seco contendo apenas Aerosil® apresentou as melhores
caracteristicas reoldgicas e teve resultado satisfatorio nas analises envolvendo

rendimento, umidade residual e teor de taninos totais.

2.4 Enxaguatorios Bucais

Bochecho € a agitacdo de infuso, decocto ou maceracdo na boca
realizados com movimentos da bochecha, ndo devendo ser engolido o liquido
ao final (BRASIL, 2011). A composicdo basica de um enxaguatério bucal

compreende a harmonizacdo do veiculo (agua, Aalcool, glicerina) com
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flavorizante (mentol, eucaliptol, 6leo de horteld, etc.), além de um tensoativo e
corante (ANDREOLLI e LARA, 2004).

As caracteristicas ideais para um antisséptico sdo: ser um germicida
potente e letal em baixas concentracfes. Ter acado rapida ou lenta e possuir um
espectro bacteriano amplo ou pequeno. Deve ser estavel e nao ser inativado
pelas células do organismo, liquidos organicos ou exsudados das infec¢des. E
desejavel uma baixa tensdo superficial para penetrar quando for aplicado
topicamente, porém, ndo deve ser suficientemente absorvido pelos tecidos a
ponto de causar toxicidade sistémica. Deve possuir também um bom indice
terapéutico e ndo deve induzir a hipersensibilidade quando for repetidamente
aplicado (BURNET et al, 1978).

Agentes antimicrobianos sdo considerados meios de sucesso para a
liberacdo de substancias bactericidas ou bacteriostaticas, tais como compostos
guaternarios de amonio, bisbiguanindas, enzimas, sais metalicos, Oleos
essenciais e extratos de plantas (MARSH e MARTIN, 2005).

Existem duas razdes que justificam a utilizacdo deste método, a primeira
diz respeito que tanto a céarie quanto a doenca periodontal sdo de origem
bacteriana, e deste modo substancias antibacterianas poderiam ser utilizadas
para combaté-las; e a segunda é pela existéncia de individuos que possuem
dificuldades no controle mecénico do biofilme, e assim as substancias
antibacterianas poderiam tentar compensar a desmotivacdo para uma boa
limpeza dos dentes (GEBRAN e GEBERT, 2002; GUNSOLLEY, 2010; MARSH,
2010).

Além da carie e da doenca periodontal, a candidiase é uma patologia

importante, causada pela levedura do género Candida, pois aproximadamente
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metade da populacdo adulta saudavel abriga essas espécies na cavidade
bucal, sendo a Candida albicans o micro-organismo comensal evidenciado com
maior frequéncia, atingindo até 70% do total de isolamentos, tendo um papel
relevante no desencadeamento de infeccbes bucais. Essas leveduras séo
micro-organismos oportunistas que, na dependéncia de fatores predisponentes,
gque alteram a integridade organica, modificam a sua conformacéo
leveduriforme para uma forma filamentosa, tornando-se patogénicas (JORGE
et al, 1997; PEREIRA et al, 2009; RAMOS et al, 1999).

Ao selecionarmos e indicarmos substancias antimicrobianas para o0s
pacientes, devemos levar em conta fatores como: a) toxicidade — A maioria dos
agentes antimicrobianos, por serem inespecificos, podem provocar efeitos
colaterais. Portanto, sua interacdo com os tecidos bucais deve ser bem
conhecida, e sua seguranca comprovada; b) permeabilidade aos tecidos —
Deve ser baixa, considerando os efeitos sistémicos das substancias para a
saude; c) microbiota residente — N&o deve provocar desequilibrios, pois isto
levaria a outras doencas decorrentes da proliferacdo de micro-organismos
oportunistas; d) substantividade — Para que tenha o efeito desejado, a
substancia deve ser retida no local de acdo (superficie dental, gengiva e
mucosa bucal) e ser liberada lentamente, evitando que seu efeito seja
rapidamente neutralizado pelo fluxo salivar. A substancia selecionada deve
reunir o maior niumero possivel das caracteristicas citadas, e sua efetividade
ser comprovada por estudos tanto laboratoriais quanto clinicos (TORRES et al,
2000).

O desenvolvimento de um enxaguatério a base de plantas vem ao

encontro dessas necessidades, uma vez que o uso de plantas ja esta difundido
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entre a populacgdo, necessitando intensificar as pesquisas sobre as atividades
antibacterianas, antifingicas, antissépticas, cicatrizantes e imunodepressoras
dessas plantas medicinais, visando facilitar o acesso da populagdo a uma
higiene bucal satisfatéria e efetiva (BUSSADORI, 2013).

Varios sé@o os produtos comercializados como antissépticos para higiene
bucal, geralmente apresentando associacfes de substancias ativas em sua
formulagdo como cloreto de cetilperidinio e fluoreto de sodio; triclosan,
copolimero PVM/MA e fluoreto de sddio; triclosan, copolimero PVM/MA, cloreto
de cetilperidinio e fluoreto de sodio; digluconato de clorexidina e fluoreto de
sodio (ZANIN et al, 2007).

A clorexidina esta entre os antissépticos bucais mais utilizados, sendo
uma bisguanidina catibnica que apresenta alta substantividade e amplo
espectro de acdo sobre bactérias Gram positivas, leveduras e dermatofitos
(BUGNO et al, 2006; MARINHO e ARAUJO, 2007).

Apesar da grande eficacia, a clorexidina pode trazer efeitos colaterais
gue limitam o uso prolongado desse antisséptico, como, por exemplo,
manchamento de dentes, restauragbes, proteses e lingua, descamacédo da
mucosa bucal, além de alteracdo do paladar (ALBANDAR et al, 1994; NOIRI et
al, 2003).

Borghi, Moimaz e Saliba (2005) realizaram uma revisdo de literatura
sobre os métodos complementares para higienizacdo bucal quanto a sua
utilizacdo na terapéutica medicamentosa odontolégica (instrumentos
mecanicos, cremes dentais e enxaguatérios associados a substancias
guimicas naturais) concluindo que estes mostraram-se tdo eficazes quanto os

métodos convencionais, porém oferecem menor custo e maior facilidade de
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aquisicdo, podendo ser recomendados em medidas de controle caseiro e
programas coletivos de promocéo de saude.

Marinho e Araujo (2007) analisaram o uso dos enxaguatorios bucais
sobre a gengivite e o biofilme dental através de uma revisao da literatura, onde
foi possivel observar que o controle quimico do biofilme bacteriano constitui um
método eficaz no auxilio do controle mecénico, no entanto sem substitui-lo. Os
resultados dos estudos com enxaguatérios bucais fitoterdpicos mostram a
importancia e a necessidade de se avaliar meios alternativos e
economicamente viaveis para o controle do biofilme bacteriano, facilitando o
acesso das populagdes mais carentes aos enxaguatérios bucais.

Um levantamento de quatorze enxaguatérios de venda livre ao
consumidor, realizado por Zanin et al (2007) e desenvolveu um enxaguatorio
bucal com os ativos triclosan, fluoreto de sodio e extrato hidroalcodlico de
salvia, conforme caracteristicas desejadas para esses produtos, como
auséncia de turbidez e palatabilidade agradavel. A salvia possui atividade
antimicrobiana e por sua acao antisséptica, foi utilizada como ativo adjuvante
ao triclosan.

Santos et al (2010) avaliaram in vitro o efeito do 6leo essencial de
Thymus vulgaris (tomilho) puro ou incorporado em enxaguatério bucal, frente
ao Streptococcus mutans (ATCC 25175), determinando-se sua CIM e o efeito
na formacao do biofilme dental. A CIM obtida para o 6leo essencial de tomilho
foi de 100 pg/mL (1%). As analises da formacdo do biofilme (ensaios
microbiolégicos), andlise macroscépica de aderéncia e analises por
microscopia eletrbnica de varredura confirmaram a eficacia destas novas

formulacbes de enxaguatérios, sem &lcool, contendo 6leo essencial de T.
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vulgaris como agentes antibiofilme, com possivel emprego na Odontologia
preventiva. A caracterizacdo quimica do 6leo essencial bioativo foi realizada
por cromatografia gasosa com deteccdo por espectrometria de massas (CG-
MS), verificando-se a presenca de carvacrol, p-cimeno e a-pineno como
constituintes majoritarios. Verificou-se também que o conservante utilizado nas
formulacdes pode agir como um coadjuvante, visto que a formulacdo controle
(branco, sem o Oleo essencial de tomilho) e com conservante inibiu
macroscopicamente a aderéncia de bactérias a superficie sélida e apresentou
efeito bacteriostatico.

Simdes et al (2011), analisaram o potencial antimicrobiano in vitro dos
enxaguatérios bucais: Periogard®, Plax®, Oral-B®, Flogoral® e Listerine®, frente
as cepas: P. aeruginosa, E. coli, C. albicans, S. aureus, S. epidermidis e E.
faecallis, por meio do método de difusdo em Agar. Cinco discos de papel filtro
foram colocados em pontos equidistantes e foram embebidos com 20 pyL dos
enxaguatorios testados. As leituras dos halos foram realizadas apos 48 horas.
O Periogard®, cujo principal componente é o digluconato de clorexidina a
0,12%, e o Plax®, cujo triclosan-gantrez é o principal componente,
apresentaram atividade antimicrobiana sobre todas as cepas testadas. O
enxaguatorio da Oral-B® apresentou atividade antibacteriana intermediaria e o
Listerine® e Flogoral® ndo apresentaram nenhuma inibicdo nos micro-
organismos testados.

Vinagre et al (2011) avaliaram clinicamente o desempenho de um
enxaguatorio bucal fitoterapico contendo tintura padronizada de Calendula
officinalis, na melhora da saude periodontal de 40 individuos, comparando ao

desempenho de um colutério de clorexidina a 0,12%. Os parametros clinicos
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utilizados foram nivel clinico de inser¢do, sangramento marginal, indice de
Placa de O’Leary e indice Gengival. Os resultados mostraram similaridade no
desempenho de ambos o0s enxaguatérios na maioria dos parametros
analisados, sendo a diferenca significativa apenas quanto ao indice Gengival,
no qual a clorexidina superou o fitoterapico. Portanto, o enxaguatoério contendo
C. officinalis pode ser sugerido como uma solugdo inovadora que atua
promovendo beneficios adicionais & melhoria da saude periodontal.

Borges et al (2010) realizaram um estudo in vitro para avaliar a agao
antimicrobiana de enxaguatérios bucais com e sem alcool (Periogard®, o
CEPACOL®, Plax Classic® e o ORAL-B®, antisséptico sem &lcool) para os
seguintes micro-organismos: S. aureus, C. albicans, E. faecalis, P. aeruginosa.
Os resultados do estudo mostraram que o Periogard® com &lcool e o sem
alcool apresentaram os melhores resultados. O Plax® sem &lcool obteve os
piores resultados. O Plax® com &lcool foi melhor substancia em relacdo ao S.
aureus, concluindo que os enxaguatoérios sem alcool ndo tém a mesma eficacia
antimicrobiana comparada aos enxaguatérios com alcool em relacdo aos
micro-organismos testados.

Pithon et al (2011) estudaram a atividade in vitro da citotoxicidade de
enxaguatorios bucais com e sem alcool, com o objetivo de verificar a hipotese
de que os sem alcool apresentam menor citotoxicidade quando comparado aos
com alcool. Foram avaliados os enxaguatorios Plax: Convencional (com e sem
alcool) em diferentes tempos: 1, 15, 30, 45, 60 e 120 segundos. O ensaio de
citotoxicidade foi realizado utilizando cultura celular de fibroblasto de
camundongo (L929). Ap6s contato do enxaguatério com as células, as mesmas

foram colocadas em contato com o corante vital vermelho neutro utilizando-se
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a técnica ("dye uptake"). Apos andlise estatistica, os resultados demonstraram
qgue a hipétese foi confirmada em parte, haja vista que os enxaguatorios sem
alcool apresentaram menor citotoxicidade que os com 4&lcool, mas ainda
apresentaram citotoxicidade quando comparados aos grupos controle de célula
e negativo.

Moreira, Ferreira e Hashizumi (2012) analisaram a atividade
antimicrobiana in vitro dos componentes (tirotricina, quinosol e tintura de malva)
de um enxaguatério bucal contendo malva (Malvatricin®) sobre S. mutans,
Lactobacillus spp. e um pool de micro-organismos da cavidade bucal através
do método da difusédo em agar-cilindro em placas. Foram utilizadas dez placas
com agar Brain Heart Infusion (Infusdo cérebro e coragédo) para cada micro-
organismo e foram testadas as seguintes solucdes: Malvatricin®, tirotricina,
qguinosol e tintura de malva, tendo como controle positivo a clorexidina a 0,12%.
As placas foram incubadas (24 h/ 37°C) em anaerobiose. ApOs 24 horas,
mensuraram-se 0s diametros das zonas de inibicdo. Os resultados sugerem
gue, dentre os componentes presentes na composicao do produto comercial
Malvatricin®, a substancia quinosol, apresenta a maior atividade antimicrobiana
frente aos micro-organismos testados e que a atividade antimicrobiana
verificada para o produto comercial provavelmente deva-se a acdo desta
substancia presente na sua composicao.

Bussadori (2013) avaliou comparativamente dois enxaguatorios bucais,
um de natureza comercial (Cepacol®) e outro ndo comercial, elaborado com
extratos hidroalcodlicos das plantas Nasturtium officinale (agrido), Rosmarinus
officinalis (alecrim), Tabebuia impetiginosa (ipé-roxo), Achillea millefolium (mil

folhas) e Plantago major (tanchagem), desenvolvidos na Faculdade de
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Ciéncias Farmacéuticas/UNESP Araraquara. Foram selecionados 40 pacientes
entre 18 e 45 anos, usuarios de aparelho ortodéntico fixo, divididos em dois
grupos, o grupo do Cepacol® e o grupo do enxaguatério & base de plantas.
Foram coletadas amostras nos periodos de 0, 7, 15 e 21 dias e analisadas
observando-se as UFC de cada amostra. Houve uma queda significativa da
guantidade de bactérias ap6s o uso do enxaguatério a base de plantas,
concluindo-se que este pode ser um produto de extrema utilidade no auxilio do

controle do acumulo de biofilme bacteriano sobre as superficies dentais.

2.5 Erosédo dentaria e Alteracao de cor

O esmalte dental pode sofrer perda mineral sem que para iSSO seja
necessaria a presenca de bactérias que compde o biofilme dental. A acdo de
acidos provenientes de fontes extrinsecas (dieta), de fontes intrinsecas (refluxo
gastrico, anorexia nervosa, dentre outros) ou de fontes desconhecidas
(idiopéticas), também é capaz de causar este processo, denominado erosao
(AMAECHI et al, 2005; BURRATO et al, 2002; THYSTRUP e FEJERSKOV,
1998).

Segundo Barbour e Rees (2004), a erosao dental é a perda de tecido
duro, acido induzida, que néo envolve bactérias e, é, portanto, ndo associada
ao biofilme dental. Os fatores etiologicos da erosédo dental sédo frequentemente
classificados em dois grupos: fatores intrinsecos e extrinsecos. Agentes
extrinsecos incluem: substancias &cidas, bebidas, alimentos, medicacdo e

exposicdo a ambientes com agentes acidos. Causas intrinsecas incluem
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vOmitos recorrentes como parte de desordens alimentares (anorexia ou bulimia
nervosa) ou a regurgitacao do contetdo géstrico (refluxo gastro-esofagico).

A erosdo dental tem inicio com a desmineralizacdo das camadas
superficiais do esmalte, podendo evoluir para perda importante de estrutura.
Qualquer substancia acida com pH inferior ao critico para o esmalte (5,5) e
dentina (4,5) pode dissolver os cristais de hidroxiapatita (GRIPPO, SIMRING e
SCHREINER, 2004), inclusive enxaguatdrios bucais que sdo vendidos
livremente e tém potencial erosivo (ZERO, 1996).

Fatores biologicos estao relacionados com a erosédo dentéria, onde as
suas propriedades e caracteristicas influenciam este processo, como: a saliva,
pelicula adquirida, tipo de estrutura dentaria, anatomia dentaria e ocluséo,
anatomia dos tecidos moles em relacdo aos dentes e movimentos fisiologicos
dos tecidos (ALVES et al, 2012; HARA et al, 2006; KELLEHER et al, 2012).

Diversas técnicas para determinar a perda mineral dos tecidos duros
podem ser realizadas através da perfilometria (SCHLUETER, KLIMEK e
GANSS, 2011), microscopia eletrbnica de varredura (KATO et al, 2010) e
testes de nano ou microdureza (MAGALHAES et al, 2008), entre outras.

A durometria € um ensaio laboratorial amplamente utilizado. Essa
técnica analisa a dureza do espécime, com pontas Knoop ou Vickers, antes e
apos a exposicao a substancia que se esta testando (XAVIER et al, 2010).

Santos, Aguiar e Cavalcanti (2013) afirmaram que o estudo da erosdo
dentaria, principalmente em pesquisas in situ, devido as diversas variaveis que
interferem no desenvolvimento da lesdo, pode ter seus resultados afetados
direta ou indiretamente. A falta de padronizacdo das metodologias adotadas

leva & producgéo de um conhecimento cientifico que dificulta comparacdes entre
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os diferentes estudos. De acordo com Shellis et al (2011) o teste da
microdureza é o mais eficiente, sendo o penetrador Knoop um método mais
indicado.

Miranda et al (2011) realizaram um estudo in vitro para avaliar o efeito
de diferentes enxaguatorios bucais na rugosidade superficial e dureza Knoop
de duas resinas compostas. Oitenta espécimes (6 mm @ e 2 mm de altura)
foram preparados e divididos em oito grupos experimentais (n = 10) de acordo
com as resinas compostas (4 Seasons e Esthet X) e solugcbes de
armazenamento (G1 - agua destilada; G2 - Colgate Plax Overnight; G3 -
Colgate Plax Sem Alcool e G4 - Colgate Plax Whitening). A dureza inicial e
leituras de rugosidade (T1) foram medidos e, em seguida, as amostras foram
armazenadas em 2 mL de bochechos durante 12 h (T2) e 24 h (T3), os
resultados mostraram que 0s enxaguatorios bucais que continham peroxido de
hidrogénio e/ou alcool diminuiram a dureza das resinas testadas, contudo o
enxaguatorio bucal contendo peréxido de hidrogénio apresentou maior efeito
deletério sobre a rugosidade.

O aumento das exigéncias estéticas dos pacientes levanta questdes
sobre as alteracdes de cor dos dentes. Fatores como dieta e produtos quimicos
podem causar alteracdes na cor do dente de acordo com a frequéncia e
periodo de exposicdo (MOREIRA et al, 2013).

As alteracbes de cor dos dentes podem ocorrer no intimo da estrutura
dental (mancha intrinseca) ou sobre o dente, na superficie do esmalte (mancha
extrinseca) (GUEDES et al, 2009; LAGO, 2009).

A relativa permeabilidade do esmalte, agravada pela ocorréncia de

poros, se configura como elemento facilitador do surgimento das manchas
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externas, favorecendo a agregacédo e deposi¢cédo das mais diversas substancias
de baixo peso molecular, como as presentes no café, cha preto, tabaco e vinho
tinto, dentre outras. Essa condicdo acelera o processo de impregnacao de
pigmentos e corantes no dente (ARAUJO et al, 2007).

As manchas extrinsecas originadas por pigmentacao direta sdo aquelas
causadas pelo cha, café e outros alimentos, cigarro e higiene oral insatisfatéria
(acumulo de biofilme); e as manchas extrinsecas indiretas sdo aquelas
causadas por sais metalicos polivalentes e antissépticos catidnicos, por
exemplo, a clorexidina (SULIEMAN, 2008).

O manchamento dental acomete entre 30-50% dos usuarios de
clorexidina sendo que sua maior ocorréncia se da no terco cervical da coroa
dentaria e nas areas proximais, sendo o principal fator limitante da sua
utilizacdo por longos periodos (ALBANDAR et al, 1994; AL-TANNIR e
GOODMAN, 1994; FLOTRA, 1971; ZANATTA e ROSING, 2007).

Dentre os fatores que interferem na prevaléncia e severidade do
manchamento, estdo a concentracdo e o volume utilizados da clorexidina.
Assim, concentracbes menores, em volumes maiores, a despeito de
apresentarem eficacia e efetividade semelhantes, mostraram causar menor
manchamento dentario (CUMMING e LOE, 1973; ZANATTA e ROSING, 2007).

Moreira et al (2013) estudaram a alteracdo de cor de dentes expostos a
diferentes enxaguatérios bucais, utilizando dentes bovinos que foram
distribuidos em quatro grupos: controle (saliva artificial), enxaguatério bucal
contendo &lcool (Listerine®), enxaguatério bucal sem &lcool (Oral-B®) e
clorexidina (Periogard®). Os dentes foram submetidos a dois ciclos de

coloracéo e envelhecimento artificial. A avaliacdo da cor foi realizada com um
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espectrofotdbmetro digital no inicio da experiéncia e depois de cada ciclo. As
mudancgas de cor foram caracterizadas utilizando o sistema definido pela
Comission Internationale de L'Eclairage (CIE L* a* b*). Os resultados
mostraram que o Listerine® apresentou mudanca de cor visualmente
perceptivel, enquanto que ndo houve alteracdo de cor clinicamente perceptivel

nos demais grupos.
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3. OBJETIVOS

Objetivo Geral
Avaliar in vitro a estabilidade farmacolégica de um enxaguatério bucal

fitoterapico a base do extrato de Libidibia ferrea.

Objetivos Especificos

e Realizar a caracterizagdo fisico-quimica, organoléptica e
microbiolégica do enxaguatorio de L. ferrea;

e Determinar a atividade antimicrobiana do enxaguatorio de L. ferrea
frente a micro-organismos presentes no biofilme bucal,

e Avaliar a citotoxicidade do enxaguatério de L. ferrea;

e Mensurar o potencial erosivo do enxaguatorio de L. ferrea sobre o
esmalte de dentes bovinos;

e Avaliar o efeito do enxaguatdrio bucal a base do extrato de L. ferrea

sobre a alteracdo de cor em dentes bovinos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencédo da matéria-prima vegetal

A espécie botanica Libidibia ferrea (228.022 - INPA) (Figura 1) foi
coletada no Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia (INPA) e processada

na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF/UFAM).

Figura 1: A — Arvore de L. ferrea; B — Frutos (vagens) de L. ferrea.
Fonte: INPA/MARREIRO (2011)

4.2 Preparacédo do extrato

O fruto da espécie L. ferrea foi colocado para secar em estufa (Solab, SL
102/210, Piracicaba, Sado Paulo), seguindo-se a preparacdo do extrato de
acordo com os principios de assepsia para preservar a qualidade do material.

A solucdo extrativa do juca foi preparada da seguinte forma: foram
pesadas 75 g da vagem de jucd com balanca analitica (Shimadzu, AY 220,

precisdo de 0,01 mg), acrescentado em 500 mL de agua destilada e 500 mL de
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alcool a 96%. Em seguida, colocou-se todo o conjunto para decocgdo por um
periodo de 15 min em manta térmica e sob refluxo.

Apbs esse periodo, o material foi retirado, esfriado e filtrado. O mesmo
foi colocado em um bal&o volumétrico de 1000 mL, completando o volume com
agua destilada. A solucdo extrativa de jucé foi levada para o aparelho Spray
Dryer (MSD 1.0, Labmaq, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil) para que fosse
obtido o extrato seco por aspersdo visando reduzir a p6 e para manter a

estabilidade (Figura 2).

Figura 2: A — Vagem seca de L. ferrea; B — Pesagem; C — Decoc¢éo; D —
Filtragem; E — Bal&do volumétrico de 1000 mL; F — Aparelho Spray Dryer; G
— Extrato da vagem de L. ferrea
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4.3 Formulagcdo do enxaguatério bucal

A solucdo do extrato seco da planta foi preparada baseada na
concentracao inibitéria minima determinada na pesquisa de Marreiro (2011). A
composicdo da formulacdo seguiu aos mesmos padrdes das formulacdes
atualmente utilizadas no mercado, porém com o principio ativo da L. ferrea.

A formulacdo do enxaguatério de L. ferrea seguiu a metodologia
adaptada de Zanin et al (2007). Os componentes foram: benzoato de sédio,
sacarina, glicerina, extrato de L.ferrea, Tween 80%, Tween 20%, &agua

destilada, esséncia da menta e hidroxido de sédio 10% (Tabela 1) (Figura 3).

Extrato 0,29
Sacarina 0,03 ¢
Benzoato de sodio 0,06 g
Glicerina 0,8mL
Tween 80% 0,8 mL
Tween 20% 0,8 mL
Agua destilada 20 mL
Esséncia de menta 0,08 mL
Hidroxido de Sodio 10% | g.s.p. pH = 6,3 (1 gota/ mL)

Tabela 1 — Componentes utilizados para a formulagdo de
20 mL do enxaguatério de L. ferrea

Figura 3 — Enxaguatério de L. ferrea
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4.4 Avaliacdo da concentracgéo inibitéria minima (CIM) do enxaguatorio de

Libidibia ferrea
4.4.1. Micro-organismos testes e preparacao dos inéculos

Os micro-organismos utilizados: Streptococcus mutans (ATCC 25175),
Streptococcus oralis (ATCC 10557), Streptococcus salivarius (ATCC 7073),
Lactobacillus casei (ATCC 7469) e Candida albicans (DPUA 1706).

As cepas bacterianas foram fornecidas pelo laboratério de Biologia Bucal
da Universidade Federal da Paraiba e Instituto Nacional de Controle de
Qualidade de Saude da Fundacdo Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro). A levedura
foi fornecida pelo Departamento de Parasitologia da UFAM (DPUA). Para o
desenvolvimento da pesquisa foram utilizados os equipamentos do laboratério
de Microbiologia da Faculdade de Odontologia, do laboratério de Tecnologia
Farmacéutica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e do Laboratério de
Micologia da UFAM.

Para a obtencao do in6culo os micro-organismos foram reativados em
caldo nutritivo BHI (Brain Heart Infusion — DIFCO™), em tubos de ensaio
10x150 mm, incubados (37 °C/ 24 h) em aerofilia, para S. oralis, S. salivarius,
L. casei, e em microaerofilia para S. mutans. Para a C. albicans, a reativacao
foi feita em caldo nutritvo Sabouraud em tubos de ensaio 10x150 mm,
incubados (37 °C/ 48 h) em aerofilia e posteriormente realizou-se o subcultivo
da levedura em agar Sabouraud nas mesmas condi¢des de incubacéo.

O in6culo dos micro-organismos foi preparado em condicfes assépticas:
para as bactérias foram retiradas aliquotas do cultivo em caldo BHI que em
seguida foram inoculadas em 5 mL de solucdo salina estéril. Para a C.

albicans, o inéculo foi preparado a partir de colénias jovens com o auxilio de
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uma alca de platina esterilizada (5 mm de diametro) em tubos de ensaio
contendo solucao salina estéril. As suspensfes foram vigorosamente agitadas
em Vortex até se tornarem homogéneas. A padronizacdo do in6culo foi feita
pela escala 0.5 de McFarland de modo a fornecer um padréo de 10° UFC/mL

para bactérias e 10° células / mL para a levedura.

4.4.2. Determinacédo da atividade antimicrobiana do enxaguatoério de Libidibia

ferrea.

A atividade antimicrobiana do enxaguatorio de L. ferrea foi determinada
segundo metodologia da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) em
microdiluicdo em caldo proposta por NCCLS (2003), Andrews et al (2001),
adaptado de Sampaio (2009). O digluconato de clorexidina a 0,12% foi utilizado
como controle.

Todo o procedimento foi realizado em capela de fluxo laminar e com
vidrarias, ponteiras e meios de cultura previamente esterilizados. Foram
utilizadas microplacas de 96 orificios (em formato de “U”), de forma que em
cada poco houvesse um volume final de 100 pyL. Na placa, as colunas foram
distribuidas nos niameros de 1 a 12 e as linhas nas letras “A” até “F”. Nos pogos
foram distribuidos os produtos testes de forma a conter diferentes
concentragfes. O sistema de diluicdo foi controlado pelo volume dos produtos
testes, ocupando os poc¢os 2 a 11. Nos mesmos pocos, foi acrescentado um
volume padrdo de inéculo (20 pL) e completado o volume final com meio

(Tabelas 2 e 3).



55

1]2]3] 4] 5] 6| 7 [8]9]1]11]12
Enxaguatoério de L. ferrea
Enxaguatoério de L. ferrea
Enxaguatorio de L. ferrea
Clorexidina a 0,12%
Veiculo
NaOH a 10%

ITOmMMmMOO|m >

MEIO (uL) 20|10 | 15| 20 25 30 35 [40 | 45|50 | 55| 80
SOLUGAO (uL) | 80 | 70 | 65 | 60 55 50 45 403530 (25| O
INOCULO (uL) | O |20 | 20| 20 20 20 20 (20|20 |20 |20 | 20

Tabela 2: Valores referentes ao volume em pL da placa de microdiluicdo.

0,8 0,7 0,65 0,6 055 | 05| 0,45 04 | 0,35 0,3 0,25
0,8 0,7 0,65 0,6 055 | 05| 0,45 04 | 0,35 0,3 0,25
0,8 0,7 0,65 0,6 0,55 | 0,5 | 0,45 04 | 0,35 0,3 0,25
0,096 | 0,084 | 0,078 | 0,072 | 0,066 | 0,06 | 0,054 | 0,048 | 0,042 | 0,036 | 0,03
79,2 | 69,3 | 64,35 | 59,4 | 54,45 | 49,5 | 4455 | 39,6 | 34,65 | 29,7 | 24,75

I|O|MMmMOO|w| >

EXTRATO | 0,06 | 0,052 | 0,048 | 0,045 | 0,041 | 0,037 | 0,033 | 0,003 | 0,026 | 0,022 | 0,018

Tabela 3: Valores referentes a Concentragdo Final em mg/mL em cada poc¢o da placa de
microdiluicdo, onde: A, B e C — Enxaguatorio de L. ferrea, D — Clorexidina a 0,12%, E —
Veiculo; F — NaOH a 10% e do Extrato.

A coluna 01 representou a esterilidade da substancia teste (enxaguatério
+ meio sem indculo). A coluna 12 representou a viabilidade dos micro-
organismos (meio + inoculo sem produto teste). As linhas A, B e C
representaram o enxaguatorio de L. ferrea em triplicata. A linha D o digluconato
de clorexidina a 0,12% (controle positivo), a linha E representou o veiculo
(controle negativo) e a linha F o componente Hidréxido de sédio (NaOH) a 10%

(Figura 4).
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Apds o preenchimento de todos 0s poc¢os, as microplacas foram seladas
com parafiime e incubadas (37 °C/ 24 h), em aerofilia para o S. oralis, S.
salivarius, L. casei e C. albicans e, em microaerofilia para o S. mutans.

Terminado o periodo de incubacéo, foram adicionados em cada orificio
das placas 30 yL de resazurina a 0,01% em solucdo aquosa esterilizada onde,

apos 1 h de reincubacéo, a leitura foi realizada.

Figura 4: Distribuicdo das substancias testes na placa

A auséncia da mudanca de cor nos orificios foi interpretada como micro-
organismo sensivel a solucdo testada. Para a confirmacdo da CIM foram
retiradas aliquotas de todos os pogos para indculo em meio Agar BHI (S.
mutans, S. oralis, S. salivarius e L. casei) e, em meio Agar Sabouraud (C.
albicans). Os cultivos das bactérias foram incubados a 37 °C por 24 h e da
levedura a 37 °C por 48 h, determinando assim a menor concentracdo capaz

de inibir o crescimento dos micro-organismos.
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4.5 Caracterizacao da formulacao

4.5.1 Afericao do pH

O pH do enxaguatério de L. ferrea foi aferido através do uso do
peagametro (pHmeter TEC-2/ Tecnal/Piracicaba/Sao Paulo), previamente
calibrado (Figura 5). A determinagédo do pH foi realizada em triplicata, nos
tempos 0, 30 e 60 dias, pela média de potencial entres as afericbes de

aproximadamente 10 mL da solugdo (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Figura 5: Peagametro

4.5.2 Teste de sedimentacéo

Foi baseado na velocidade rotativa de tubos falcon (Kasvi, K19-0050,
Curitiba, Paranda, Brasil) contendo 35 mL do enxaguatorio, em triplicata, nos
tempos de 0, 30 e 60 dias, utilizando-se uma centrifuga (Centrifuge 5804R,
Eppendorf, AG, Alemanha) em 900 g durante 5 minutos, para a verificacdo de

uma possivel separacao das fases da solucéo (Figura 6).
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Figura 6: Centrifuga (Centrifuge 5804R/Eppendorf/AG/Alemanha)

4.5.3 Determinacao da densidade do enxaguatério de Libidibia ferrea

A densidade do enxaguatério foi determinada seguindo a Farmacopéia
Brasileira (2010). Foram definidas as densidades no picnémetro de 25 mL
(vazio, com agua destilada e com o enxaguatoério), em triplicata, nos tempos de
0, 30 e 60 dias, utilizando-se uma balanca analitica (Shimadzu AY220/China)
(Figuras 7 e 8).

A densidade foi calculada segundo a equacéo:

Densidade = m (Solucéo)

m (Agua)

Onde: m(Solucé&o) = Picndmetro com solucéo — Picndmetro vazio;
m(adgua) = Picndmetro com 4gua — Picndmetro vazio.
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Figura 8: Picnbmetro com enxaguatoério de L. ferrea

4.5.4 Estudo da estabilidade do enxaguatorio

Foram avaliadas as caracteristicas organolépticas (cor, odor, brilho e
consisténcia) para cada periodo experimental (0, 30 e 60 dias), segundo RDC

211/05 (BRASIL, 2005).
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4.5.5. Avaliacdo microbioldgica para a pesquisa de contaminantes - Controle

microbiologico do enxaguatorio de Libidibia ferrea

O controle microbioldégico do enxaguatério de L. ferrea consistiu na
determinacdo do namero total de micro-organismos e pesquisa de Salmonella
sp., Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus,
conforme preconizados na Farmacopéia Brasileira (2010), British
Pharmacopeia (2001) e USP (UNITED, 2003), para analise microbioldgica de

produtos n&o-estéreis, como se segue:

- Contagem total de micro-organismos

Foram transferidos, assepticamente, 1 mL do enxaguatério de L. ferrea
para 9 mL de solucdo tampao fosfato pH 7,2, para a contagem dos micro-
organismos totais.

Amostras nas propor¢des (1:10; 1:100; 1:1000 e 1:10.000) foram
submetidas a agitacdo durante 10 min. Apos a homogeneizacao, foi pipetado
1,0 mL de cada amostra e adicionados 20,0 mL de &gar tioglicolato (DIFCO™)
para bactérias e agar Sabouraud (DIFCO™) para leveduras, em placas de
Petri, que foram colocadas em estufa a 35 °C por 24 h e 25 °C por 7 dias para
a pesquisa de bactérias e fungos, respectivamente (Figura 9). Apos este
periodo, caso houvesse colbnias suspeitas, seria realizada a contagem do
namero de colénias com o auxilio de contador de coldnias, calculando o

numero de unidades formadoras de colénia (UFC/mL).
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Figura 9: Esquema para a contagem total de micro-organismos

- Pesquisa de Salmonella sp e Escherichia coli

Foram transferidos 1 mL do enxaguatorio de L. ferrea para 9 mL de
caldo lactosado, para pesquisa de Salmonella sp e E. coli, incubados a 35°C
durante 24 a 48h. Ap6s este periodo, 1 mL do caldo lactosado (DIFCO™) foi
transferido para dois tubos contendo caldo tetrationato (DIFCO™) e caldo
selenito cistina (DIFCO™), que foram incubados a 35°C por 24h. Apos este
periodo, a amostra foi semeada do caldo tetrationato para um tubo contendo
agar verde brilhante (DIFCO™) e duas placas de Petri contendo &gar xilose-
lisina-desoxicolato (XLD) (DIFCO™) e &gar bismuto sulfito (DIFCO™). Foi
realizado da mesma forma com a amostra inoculada no caldo selenito cistina,
transferindo para os trés meios ja citados, os quais foram incubados a 35°C por
24h (Figura 10). As caracteristicas e o crescimento das colénias foram
observados. Caso houvesse colonias suspeitas, as mesmas seriam semeadas
com agulha bacteriolégica em tubo contendo &gar triplice acgucar-ferro (TSI)

(DIFCO™) e incubadas a 35°C por 24h.
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Figura 10: Esquema para a pesquisa de Salmonella sp

Na pesquisa de E. coli, 1 mL do caldo lactosado foi transferido para
placa contendo agar Mac Conkey (DIFCO™) e incubado a 35°C por 24h. Caso
houvesse colbnias suspeitas, estas seriam semeadas em agar eosina azul de

metileno (DIFCO™) e incubadas a 35°C por 24h (Figura 11).

1 mL
)
1 mL do
Enxasuatono .
& Agar
Macconkey
S
e
9 mL de Caldo 36°C/
lactozado 1\\-./; 24h
36RCS
24 a 48h

Figura 11: Esquema para a pesquisa de E. coli
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- Pesquisa de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa

Foram transferidos, assepticamente, 1 mL do enxaguatorio de L. ferrea
para 9 mL de caldo soja caseina, para a pesquisa de S. aureus e P. aeruginosa
e incubados a 35 °C por 24 a 48h. Apds este periodo, foi semeado em agar
Vogel Johnson (DIFCO™), para a pesquisa de S. aureus (Figura 12) e agar
Cetrimida (DIFCO™), para a pesquisa de P. aeruginosa (Figura 13) a 35°C por

24 h.

I mL do
Enxaguatono
AgarVogel
Johnson
9 mlL de Caldo
s0ja caseina

u 36°C

24h
36°C
242 48h

Figura 12: Esquema para a pesquisa de S. aureus
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Enxaguatdrio
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24h

36°C
24 a43h

Figura 13: Esquema para a pesquisa de P. aeruginosa
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4.6. Teste de hembolise

A metodologia foi realizada de acordo com o descrito por Parnham e
Wetzig (1993), com adaptacOes de Fisher et al (2002), permitindo avaliar o
potencial das substancias (extrato da vagem de jucd, enxaguatorio de juca nos
tempos 0, 30 e 60 dias, veiculo do enxaguatério e clorexidina a 0,12%) em
causar les6es na membrana plasmatica da célula, seja pela formacgéo de poros

ou pela ruptura total.

- Preparo da Solucéao Eritrocitaria a 2%

Apoés a coleta de sangue de camundongos Mus musculus (CEEA-UFAM
116/2012) em tubo heparinizado, 1 mL deste foi adicionado a 10 mL de
Solucao salina (cloreto de sédio 0,85% e cloreto de calcio 10 mM), este foi
centrifugado a 700 g durante 5 minutos (Centrifuga
5804R/Eppendorf/AG/Alemanha) (Figura 14). O sobrenadante foi retirado,
ressuspendido em 10 mL de solucéo salina e centrifugado a cada ciclo. Ao final
dos 3 ciclos, o plasma foi retirado em seguida e 2 mL do concentrado de
hemécias foi transferido (infranadante) para uma proveta contendo 98 mL de
solucdo tampao fosfato, obtendo-se entdo uma solucdo de eritrocitos a 2%

(Figura 15).

eppendovf,_ b

Centrifuge 5804 R

Figura 14: Centrifuga Figura 15: Solugao Eritrocitéria a 2%
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As substancias foram pesadas e acondicionadas em microtubos,
obtendo-se: 1 mL de extrato de L. ferrea a 0,6%; 1 mL de enxaguatorio de L.
ferrea a 1% nos tempos 0, 30 e 60 dias; 1 mL de veiculo do enxaguatério a 1%

e 1 mL de clorexidina a 0,12%.

- Diluicdo das substancias testes

As substancias foram diluidas a fim de obter-se uma concentracdo Unica
de 4 mg/mL em 500 pL de solucéo salina (Figura 16).

- Extrato de L. ferrea (6 mg/mL) — Pesou-se a uma amostra de 334 L
em 166 pL de solucéo salina

- Enxaguatorio de L. ferrea nos tempos 0, 30 e 60 dias (10 mg/mL) — 200
pL em 300 pL de solucéo salina.

- Veiculo do enxaguatério (100 mg/mL) — 20 pL em 480 pL de solucdo
salina.

- Clorexidina a 0,12% (12 mg/mL) - 167 uL em 333 pL de solucao salina.

Figura 16: Diluicao das substancias testes
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- Preparo da placa

Os ensaios foram realizados em placas de 96 pocos, nas quais em cada
poco foi adicionado 100 uL da substancia teste diluida e 100 yL de suspensao
de eritrocitos a 2%, obtendo-se um volume final de 200 pL em cada pocgo. A
linha A correspondeu a Clorexidina a 0,12%, na linha B testou-se o
Enxaguatdério de L. ferrea no tempo 0, na linha C, o Enxaguatorio de L. ferrea
no tempo de 30 dias, na linha D, o enxaguatorio de L. ferrea no tempo de 60
dias, na linha E, o Extrato de L. ferrea e na linha F, testou-se o Veiculo do
enxaguatorio. Para controle positivo foi utilizado o Triton X a 0,2%, na linha G
(que corresponde a inducédo de 100% de hemdlise) e para controle negativo
utilizou-se o DMSO, na linha H (Figura 17). A placa foi “equilibrada” com agua

destilada e as substancias foram testadas em triplicata.

Clorexidina a 0,12%

Enxag. L. ferrea (tempo 0)
Enxag. L. ferrea (30 dias)
Enxag. L. ferrea (60 dias)
Extrato de L. ferrea
Veiculo do Enxaguatério

Triton-X a 0,2%

DMSO

Figura 17: Preparo da placa

Como o juca apresenta cor, necessitou-se realizar a leitura do branco
em espectrofotdmetro a 540 nm. Em seguida, a placa foi incubada (1 h/ 25°C)

sob agitacdo constante e, posteriormente, centrifugada (900 g/ 10 min). Apos a
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leitura visual, transferiu-se o sobrenadante para outra placa e realizou-se a
leitura em espectrofotbmetro a 540 nm (Multimode Detector DTX 800 —
Beckman Coulter). A completa hemdlise foi obtida utilizando Triton X-100 a
0,2%. Menos de 10% de hemdlise foi considerado como nivel de efeito ndo

toxico.

4.7. Cultura de células

- Ensaios em células

Foram utilizados fibroblastos MRC-5 (ensaio realizado na Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da UFAM).

As células MRC-5 foram cultivadas em meio DMEM suplementado (10%
de soro fetal bovino, 2 mM de glutamina, 100 pg/mL de estreptomicina e 100
U/ml de penicilina). Todas as células foram incubadas a 37 °C e atmosfera

umida com 5% CO,, cultivadas em garrafas e manipuladas em fluxo laminar.

- Teste de citotoxicidade

A citotoxicidade dos produtos (enxaguatério de L. ferrea a 1% nos
tempos 0, 30 e 60 dias, extrato de L. ferrea a 0,6%, veiculo do enxaguatorio a
1% e clorexidina a 0,12%) foi testada em fibroblastos murinos MRC-5, através
do ensaio de Alamar Blue™ (AHMED et al, 1994).

Para os experimentos, as células foram semeadas em placas de 96
pocos (2,5 x 10* células/ 100 pL/ poco) durante 24h, periodo necesséario para
gue ocorresse a adesado das células a placa, incubadas a 37°C, com uma

atmosfera de 5% de CO,. Em seguida, 100 pyL dos produtos diluidos em meio
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foram adicionados a cada poco, na concentracdo de 5 pyL/ mL, e as células
incubadas durante 72 h, nas mesmas condicbes ambientes. Os pocos
controles negativos receberam somente meio de cultura. O experimento foi
realizado em triplicata. Trés horas antes do final da incubagao, 10 yuL de Alamar
Blue™ 0,02% foi adicionado a cada poco. O sinal de fluorescéncia foi
monitorado através de um leitor multiplaca usando comprimento de onda de
excitagdo 530-560 nm e 590 nm de comprimento de onda de emisséo (Figura
18). O sinal fluorescente gerado a partir do ensaio foi ser proporcional ao

ndmero de células vivas na amostra, de acordo com o ensaio.

; . Transferéncia

Células

1 )
0.5. 10* células/ pogo Plaqueamento das amostras
24h/ 37°C/ 5% CO,

E 10uL Incubada
( & Alaéﬂ;;ilue {3 720 37°C/ 5% CO,
- o

Leitura no espectrofotémetro de
placas nos comprimentos de
onda de excitacdo de 530 nme
emissdo de 590 nm.

Figura 18: Esquema com o ensaio de Alamar Blue/ Ahmed et al (1994).

4.8 Avaliacdo da microdureza do esmalte dentario

A avaliacdo quanto ao potencial erosivo da nova solucao fitoterapica

com a planta L. ferrea foi realizada por meio de um estudo experimental in vitro,
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utilizando a metodologia de abordagem indutiva comparativa, adaptada de
Moreira et al (2012), considerando as possiveis alteracdes qualitativas do
esmalte dentario bovino exposto ao enxaguatorio teste (Figura 19).

Foram selecionados 30 incisivos bovinos, os quais foram aleatoriamente
divididos em 3 grupos (n=10): Grupo 1- controle negativo com agua destilada;
Grupo 2 - enxaguatorio de Jucd; Grupo 3 - veiculo do enxaguatorio.

Os dentes foram limpos com curetas periodontais para a remocgao de
qualquer residuo de tecido periodontal aderido a superficie dentéria e foram
armazenados em solucdo fisiologica (NUNES et al, 2012).

O seccionamento dos elementos dentérios foi realizado por meio de uma
maquina de corte (Mecatome/Presi/Grenoble-Franca) separando-se a porgéo
coronaria e radicular, sendo esta ultima desprezada. A coroa dentaria foi
seccionada paralelamente ao longo eixo, nos sentidos meésio-distal e vestibulo-
lingual, de maneira tal que foram obtidos espécimes padronizados (4mm x
4mm x 2mm) (SCARAMUCCI et al, 2011).

Apés obtencdo dos blocos de esmalte, a superficie dentaria foi
planificada objetivando faces paralelas. Para isso, os blocos foram incluidos em
resina acrilica autopolimerizavel Vipi Flash (Vipi Ind. Com. Prod. Odontol. Ltda.,
Pirassununga, Sao Paulo, Brasil) com o lado do esmalte exposta e em seguida
levados para uma politriz (AROTEC APL-4®), com lixa de granulacdo 240 em
baixa rotacdo, sob refrigeracdo a agua, num tempo de 10 segundos. Para
lixamento e polimento da porcdo do esmalte, os blocos foram reposicionados
com a area de esmalte voltada para cima e levados a politriz, com lixa de
granulacdo de 600 por 5 segundos, em baixa velocidade e seguida por discos

de feltro e solugcéo diamantada para o acabamento final. Entre uma lixa e outra,
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os blocos foram lavados em ultrassom, durante 2 minutos, utilizando agua
destilada e deionizada e, ao final, com solucdo detergente (BUEHLER®). Estes
foram conservados posteriormente em ambiente umido (MATUMOTO, 2008).

Os blocos foram numerados e a microdureza de superficie inicial foi
mensurada com 3 endentagcbes com 100 um de distancia entre elas realizadas
proximas a regido central de cada bloco, utilizando o microdurémetro Shimadzu
HMV-2000, com um diamante Knoop que empregou um peso de 50g por 15
segundos (SCARAMUCCI et al, 2011).

Para a realizacdo dos desafios erosivos cada grupo foi armazenado em
recipiente individual, mantendo-se os corpos de prova totalmente submersos
nas solucdes pelo periodo de um minuto, seguido por trés minutos em saliva
artificial. O ciclo de imersao foi repetido duas vezes na tentativa de simular o
habito de utilizacdo de enxaguatoérios bucais, e ao final de cada ciclo os corpos
de prova foram lavados com agua destilada (adaptado de LINAN-DURAN et al,
2007).

Foram realizados dois ciclos de imersédo, dois desafios diarios, durante
trés dias consecutivos com intervalo de 12 horas entre eles, totalizando 24
minutos de exposicdo ao enxaguatorio de Juca. Todos os corpos de prova
permaneceram em repouso entre o0s desafios, totalmente imersos em
recipiente contendo agua destilada. Ao final da dltima imersédo, foi realizado o

teste de microdureza (adaptado de MATUMOTO, 2008).
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Figura 19: Esquema do teste de microdureza

A alteracdo de dureza foi obtida através da diferenca entre as medidas
iniciais e finais dos corpos de prova, em porcentagem de perda de dureza de
superficie (%PDS) e a distribuicdo dos dados foi avaliada quanto a normalidade

e homogeneidade, calculada pela férmula:

%PDS = Dureza inicial - Dureza pds-experimento X 100
Dureza inicial
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4.9 Avaliacéo da alteracdo de cor do esmalte dentério

- Confeccao dos corpos de prova

A confeccédo dos corpos de prova seguiu a metodologia proposta por
Fushida e Cury (1999), adaptada para dentes bovinos.

Foram utilizadas 25 coroas de dentes bovinos higidos. Ap6s a extracéo,
os dentes foram armazenados em timol a 2% por 24 horas para descontamina-
los (ARAUJO et al, 1998). Em seguida, estes foram limpos com curetas
periodontais para a remocao de qualquer residuo de tecido periodontal aderido
a superficie dentaria e foram armazenados em solugéo fisiolégica (Nunes et al,
2012).

Para a confeccdo dos corpos de prova, os dentes bovinos foram
seccionados ao nivel da juncdo amelo-cementaria, separando-se a coroa da
raiz, utilizando-se uma cortadeira (PRESI Mecatome, Grenoble-France, p100,
1992), ajustada com disco de diamante dupla face (Figuras 20, 21 e 22). Os
corpos de prova foram armazenados em recipientes individuais contendo agua

deionizada e mantidos a temperatura de + 37°C.

Figura 20: Dentes preparados para colocacdo na maquina de corte
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Figuras 21 e 22: Dente bovino posicionado na cortadeira (PRESI Mecatome, Grenoble-
France, p100, 1992, para o seccionamento dentario

A camara pulpar foi limpa e preenchida por resina composta (Figura 23).

Os espécimes foram armazenados em agua deionizada a 37°C por 24 horas.

Figura 23: Selamento coronario com resina composta

Os corpos de prova foram distribuidos de acordo com os seguintes
grupos experimentais:
e Grupo | (controle positivo) — 05 corpos de prova imersos em 3 mL de
clorexidina a 0,12%, por 24 horas, divididos em 2 imersfes de 12 horas
cada.
e Grupo Il — 05 corpos de prova imersos em 3 mL de veiculo de L. ferrea

por 24 horas, divididos em 2 imersdes de 12 horas cada.
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eGrupo Il - 05 corpos de prova imersos em 3 mL de enxaguatério de L.
ferrea por 24 horas, divididos em 2 imersodes de 12 horas cada.

eGrupo IV - 05 corpos de prova imersos em 3 mL de extrato de L. ferrea
por 24 horas, divididos em 2 imersdes de 12 horas cada.

e Grupo V (controle negativo) - 05 corpos de prova imersos em 3 mL de

agua destilada por 24 horas, divididos em 2 imersdes de 12 horas cada.

Anteriormente a imersdo nas solucfes testes foi realizada a leitura da
cor dos dentes no tempo inicial (T1) de cada corpo de prova. A cor foi
determinada através dos parametros do sistema CIE lab (Comissao
Internacional da lluminacgéo - L* a* b*), no qual L* indica a luminancia, expressa
em percentagem (de O para o preto a 100 para o branco) a* e b* duas gamas
de cor que vao respectivamente do verde ao vermelho e do azul ao amarelo
com valores que vao de -120 a +120.

A mensuracdo objetiva da cor foi realizada através da utilizacdo do
aparelho espectrofotdmetro VITAEasyshade (Easyshade®, Vivadente, Brea,

CA, EUA) (Figura 24).

n—

Figura 24: Aparelho Vita EasyShade® Compact
Fonte: VITA Shade Assist 2.0
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- Imersao dos corpos de prova nas solucdes testes

Os corpos de prova foram imersos em 3 mL das substancias testes por
um periodo de 12 horas, tempo equivalente a 1 ano de uso diario (2 min/ dia)
de enxaguatorio bucal (GURGAN, ONEN e KOPRULU, 1997).

As amostras foram mantidas a temperatura de + 37°C e foram agitadas
em uma mesa rotacional orbital (MA 140 CFT — Marconi Equipamentos,
Piracicaba, Sédo Paulo, Brasil) a cada 3 horas para que haja a homogeneizacao
das solucbes a 100rpm/ 10minutos (Figura 25). ApOs esse periodo 0s
espécimes foram lavados abundantemente com agua e submetidos a leitura da
cor utilizando-se para a mensuragcdo no espectrofotdmetro (T2). Em seguida,
0s corpos de prova foram reimersos nas solucdes por um periodo de 12 horas,
totalizando 24 horas de imersdo. Os espécimes foram entdo lavados

abundantemente com agua e submetidos a nova leitura da cor com o

espectrofotdmetro (T3), sob as mesmas condi¢cdes experimentais.

Figura 25: Grupos |, II, I, IV e V posicionados no agitador Certomat® MO
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Os grupos controle positivo e negativo foram igualmente testados apés
imersdo em agua destilada. A comparacdo da alteracdo da cor dos dentes
antes e ap0Os as substancias testes foi dada pela diferenca de cor e foi
representada pela equacéo:

AE = [(AL)? + (Aa)? + (Ab) ] *, onde:
Parcial (T2 -T1)
DAL* parcia= L** - L*! > leitura apds o uso da solugéo (T2) menos a leitura prévia (T1)
Da* paca= a*- a** > leitura apos o uso da solugdo (T2) menos a leitura prévia (T1)
Ab* parcia= b* - b*! > leitura apds o uso da solugéo (T2) menos a leitura prévia (T1)
Final (T3 -T1)
AL*ina= L*3- L*? > leitura apds o uso da solucéo (T3) menos a leitura prévia (T1)
Aa* jna = @*- a*? > leitura ap6s o uso da solucdo (T3) menos a leitura prévia (T1)

Ab* oo = b*® - b*? > leitura apds o uso da solucdo (T3) menos a leitura prévia (T1)

4.10 Analise Estatistica

Os resultados obtidos através da CIM, avaliacdo de contaminantes,
estabilidade, sedimentacdo e teste de hemdlise foram tabulados e descritos
pela estatistica descritiva.

Para o teste de cultura de células os resultados foram obtidos por
regressao nao-linear com valores de ICsp e intervalos de confianca de 95% (IC
95%).

Na avaliacdo do pH, densidade, microdureza e alteracdo de cor, os
dados foram apresentados por meio de tabelas e graficos, onde se calculou a
média e o desvio-padrdao (DP) para os dados quantitativos que apresentaram

distribuicdo normal por meio do teste de Kolmogorov - Smirnov. Para os dados
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gue apresentaram distribuicdo normal e variancias homogéneas (Teste de
Bartlett's) foi aplicado o teste da Andlise de Varidncia (ANOVA) e Tukey
(ARANGO, 2001; VIEIRA, 2004).

O software utilizado na andlise foi o Minitab versao 14 para Windows e o

nivel de significancia fixado para aplicacao dos teste foi de 5%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A necessidade de se avaliar meios alternativos e economicamente
viaveis para o controle do biofilme dental com a ampliacdo deste beneficio para
um maior numero de pessoas tem estimulado pesquisas de métodos
complementares, como a Fitoterapia, dentro de programas preventivos e
curativos importantes para a populacdo mundial (BORGHI, MOIMAZ e SALIBA,
2005; BRASIL, 2006; BRASIL, 2008; MARINHO e ARAUJO, 2007; MORAN,
ADDY e ROBERTS, 1992; PALOMBO, 2011; ROSA, MAIA e GALLO, 2010;
SANTOS et al, 2010).

A abrangéncia da utilizacdo de fitoterapicos € vasta e engloba fins
variados, sobretudo em relacdo a saude bucal. A eficacia de tais plantas
empregadas em enxaguatorios bucais tem sido investigada para o tratamento
de carie e doenca periodontal, e os resultados sugerem que tais principios
ativos podem ser utilizados como apoio a terapia de tais afeccdes bucais e
como profilaxia de rotina (CORDEIRO et al, 2006; FREIRES et al, 2010).

O uso de enxaguatérios antimicrobianos como tratamento adjunto aos
meios mecanicos de controle de biofilme dental e inflamac&o gengival esta bem
estabelecido (ANDRADE et al, 2011; GUNSOLLEY, 2010; MARSH, 2010).
Segundo Vieira (2005), os componentes principais da formulacdo de um
enxaguatorio bucal sdo: diluente (dgua deionizada), neutralizador de pH
(hidroxido de sédio), flavorizante (menta).

Nesse contexto, Conde (2006) e Sampaio et al (2009) realizaram
estudos com extratos da espécie vegetal L. ferrea e o0s resultados
demonstraram um grande potencial do Jucd sobre micro-organismos do

biofilme dental, assim, Marreiro (2011) e Marreiro et al (2014) propuseram o
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uso do extrato da vagem desta planta como enxaguatorio bucal, incorporando
a formulacao, o extrato do vegetal liofilizado obedecendo a CIM.

Desta forma, o presente estudo teve a finalidade de aprimorar a
formulacdo de um enxaguatério bucal a base de extrato da espécie vegetal L.
ferrea, podendo este servir tanto na prevencdo quanto no tratamento de
doencas bucais.

Segundo Vieira (2005), deve ser avaliado o grau de solubilidade do
extrato de maneira que haja dissolucéo total do mesmo no diluente. Caso seja
necessario, pode-se utilizar outro agente diluente para permitir a completa
dissolucéo do soluto, justificando, assim, o uso do Tween 20 e do Tween 80 na
formulacdo apresentada nesta pesquisa.

A formulacdo proposta ndo contém solucédo alcodlica visto que alguns
autores consideram o alcool como agente irritante a mucosa bucal (MAEKAWA
et al, 2010). Entretanto, Borges et al (2010) afirmaram que 0s enxaguatorios
sem alcool ndo tém a mesma eficacia antimicrobiana comparada aos
enxaguatorios com alcool em relacdo aos micro-organismos S. aureus, C.
albicans, E. faecalis e P. aeruginosa.

A avaliacdo da atividade antibacteriana do enxaguatério de L. ferrea
frente a cepas de S. mutans, S. oralis, S. salivarius, L. casei e C. albicans,
utilizando o teste de microdiluicdo em microplaca para determinar a CIM
(NCCLS, 2003; Andrews et al, 2001 e adaptacdo de Sampaio, 2009) mostrou
gue o enxaguatério apresentou atividade antibacteriana bactericida frente a
todos 0s micro-organismos testados nas concentracfes de 0,55 mg/mL; 0,6
mg/mL e 0,65 mg/mL para o S. mutans (Figuras 26 e 27), S. oralis (Figuras 28

e 29) e S. salivarius (Figuras 30 e 31) e de 0,25 mg/mL para o L. casei (Figuras
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32 e 33) e a C. albicans (Figuras 34 e 35), correspondendo as seguintes
concentragbes de extrato nos devidos pocos de 0,041 mg/mL, 0,045 mg/mL,

0,048 mg/mL e 0,018 mg/mL, respectivamente (Tabela 4).

. CIM (mg/mL) bactericida
Micro- Enxaguatorio | Extrato de 0 ] o
organismos de L ferrea L ferrea CHX 0,12% | Veiculo NaOH 10%
S. mutans 0,55 0,041 0,3 - 2,5
S. oralis 0,6 0,045 0,3 - 2,5
S. salivarius 0,65 0,048 0,3 - 2,5
L. casei 0,25 0,018 0,3 49,5 2,5
C. albicans 0,25 0,018 0,3 24,75 2,5

Tabela 4: Valores da CIM (mg/mL) bactericida das substancias testadas frente aos micro-
organismos.

O enxaguatério de L. ferrea apresentou atividade bacteriostatica na
concentracdo de 0,3 mg/mL frente a S. mutans, S. oralis e S. salivarius,
correspondendo a concentracéo de 0,022 mg/mL de extrato (Tabela 5).

O veiculo do enxaguatorio de L. ferrea apresentou atividade bactericida
frente ao L. casei e a C. albicans, nas concentracdes de 49,5 mg/mL e 24,75
mg/mL, respectivamente e atividade bacteriostatica frente ao S. oralis, S.
salivarius e L. casei nas concentracfes de 79,2 mg/mL, 59,4 mg/mL e 29,7
mg/mL, respectivamente, ndo apresentando qualquer atividade frente ao S.

mutans (Tabelas 4 e 5).

. CIM (mg/mL) bacteriostatica
Micro- Enxaguatorio | Extrato de 0 y 0
organismos de L ferrea L ferrea CHX 0,12% | Veiculo NaOH 10%
S. mutans 0,3 0,022 - - -
S. oralis 0,3 0,022 - 79,2 -
S. salivarius 0,3 0,022 - 59,4 -
L. casei - - - 29,7 -
C. albicans - - - - -

Tabela 5: Valores da CIM (mg/mL) bacteriostética das substancias testadas frente aos micro-

organismos.
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Enxaguat6rio de L. ferrea

Clorexidina a 0,12%

Veiculo da solucéo

NaOH a 10%

Figura 26: CIM bactericida do enxaguatorio de L. ferrea no pogo
CIM bacteriostatica no pogo A10 ‘rente ao S. mutans.

Figura 27: Plagueamento das linhas A1 a A6 da microdiluicdo do
enxaguatorio de L. ferrea frente ao S. mutans.

Enxaguatério de L. ferrea

Clorexidina a 0,12%

Veiculo da solucédo
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@ura 28: CIM bactericida do enxaguatério de L. ferrea no pogo

e CIM bacteriostética no po¢co A10 rente ao S. oralis.



Figura 29: Plagueamento das linhas A1 a A6 da microdiluicdo do
enxaguatorio de L. ferrea frente ao S. oralis.

Enxaguatério de L. ferrea

i Clorexidina a 0,12%

Veiculo da solucéo
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Figura 30: CIM bactericida do enxaguatério de L. ferrea no pogo
ée CIM bacteriostéatica no pogo A10 frente ao S. salivarius.

Figura 31: Plagueamento das linhas Al a A6 da microdiluicdo do
enxaguatorio de L. ferrea frente ao S. salivarius.
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Enxaguatorio de L. ferrea

Clorexidina a 0,12%

Veiculo da solucéo

NaOH a 10%

Figura 32: CIM bactericida do enxaguatorio de L. ferrea no poco
@frente ao L. casei.

Figura 33: Plagueamento das linhas Al a A12 da microdiluicdo
do enxaguatério de L. ferrea frente ao L. casei.

Enxaguatério de L. ferrea

Clorexidina a 0,12%

Veiculo da solucéo

NaOH a 10%

Figura 34: CIM fungicida do enxaguatoério de L. ferrea no poco
@lrente a C. albicans.
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Figura 35: Plaqueamento das linhas Al a A12 da microdilui¢do do
enxaguatorio de L. ferrea frente a C. albicans.

Sampaio et al (2009) pesquisaram a atividade antimicrobiana in vitro do
extrato da fruta de L. ferrea frente aos mesmos patégenos bucais, utilizando a
mesma metodologia do presente estudo, concluindo que o extrato foi efetivo
contra os micro-organismos testados nas concentracdes de 0,04 mg/mL, 0,1
mg/mL, 0,066 mg/mL, 0,066 mg/mL e 0,025 mg/mL, para S. mutans, S. oralis,
S. salivarius, L. casei e C. albicans, respectivamente, ou seja, apresentando
resultados que corroboram com o presente trabalho, somente com relacdo ao
S. mutans.

Marreiro (2011) pesquisou um enxaguatorio a base de L. ferrea, utilizando
a mesma metodologia do presente estudo, tendo como resultado atividade
antibacteriana bactericida frente as cepas de S. mutans, S. oralis e L. casei,
com CIM nas concentragcbes de 4,375 mg/mL, 3,750 mg/mL e 4,375 mg/mL,
respectivamente, porém, frente ao S. salivarius nem o extrato nem o
enxaguatorio de juca apresentaram atividade antimicrobiana, diferentemente

dos resultados encontrados nesta pesquisa, onde o enxaguatério de L. ferrea
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apresentou atividade bactericida e bacteriostatica frente a esse micro-
organismo.

Conde (2006) avaliou a atividade antibacteriana de plantas da Amazonia,
incluindo o jucd, através da determinacao da CIM por difusdo em meio sélido
para o S. mutans e L. casei e a CIMA, com diluigbes dos extratos de 1:1 a
1:512, para 0 S. mutans, S. oralis, S. salivarius, L. casei e C. albicans. O juca
apresentou halos de inibicdo de 22 e 21 mm quando testado em uma
concentragéo de 500 mg/mL e halos de 15 mm quando em uma concentracéo
de 62,5 mg/mL (1:8) para 0 S. mutans e o L. casei, respectivamente, e a CIMA
dos mesmos micro-organismos foi de 1:16.

A C. albicans foi o micro-organismo mais susceptivel na presente
pesquisa, pois todas as substancias testes tiveram acao fungicida frente a essa
levedura, em todas as concentracdes testadas, sugerindo-se assim o potencial
uso do extrato de L. ferrea no tratamento de condi¢cdes infecciosas como
candidiase e estomatite protética.

Alves et al (2008) e Teixeira et al (2011) concordaram que, embora o
método de diluicio em caldo seja uma excelente opcao para se determinar a
atividade antimicrobiana, fatores primarios, tais como a sensibilidade do
organismo, o diluente utilizado, o estagio e a taxa de crescimento do micro-
organismo, condicdes de incubacdo e disponibilidade de oxigénio tém
influéncia nos valores de CIM, sendo de grande importancia o conhecimento
das condicfes experimentais e padronizacao rigorosa na execucao do teste.

A clorexidina a 0,12% e o NaOH a 10% apresentaram atividade
antimicrobiana bactericida frente a todas as cepas testadas, em todas as

concentragoes.
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Corroborando com os achados do presente estudo, onde a clorexidina a
0,12% apresentou CIM de 0,3 mg/ mL frente a todos oS micro-organismos, a
pesquisa de Andrade et al (2011) encontraram o mesmo resultado frente ao S.
mutans e a C. albicans. Entretanto, Maekawa et al (2010), avaliaram diferentes
formulac6es de CHX a 0,12%, utilizando metodologia similar & empregada no
presente trabalho e os autores obtiveram como resultado CIM entre 0,39 e 0,19
mg/ mL frente & C. albicans.

Os compostos oriundos do metabolismo secundéario séo os responsaveis
pelos efeitos medicinais ou téxicos das plantas (MAZID et al, 2011). Dentre as
hipoteses sobre os mecanismos da agao antimicrobiana dos taninos destacam-
se a inibicdo de enzimas, a modificacdo do metabolismo celular pela atuacéo
nas membranas e a complexacdo com ions metalicos com consequente
diminuicdo da sua disponibilidade para o metabolismo dos micro-organismos
(MELLO e SANTOS, 2002). Semelhantemente, esta afinidade dos polifendis
por proteinas desempenha um importante papel na inativacdo de enzimas,
impedindo assim o crescimento de alguns micro-organismos (HASLAM, 1996).

Nesse contexto, Trentin et al (2013) propds que os taninos obtidos de
plantas da Caatinga séo capazes de inibir a formacéo de biofilme por danificar
a membrana bacteriana, exibindo assim propriedades bacteriostaticas, o que
poderia justificar a atividade bactericida e fungicida da planta L. ferrea, por
também apresentar taninos como componentes majoritarios em sua
composicao (UEDA et al, 2001).

Pereira et al (2009) enfatizam que a demonstracdo da propriedade
antimicrobiana dos extratos das plantas utilizadas em sua pesquisa, frente as

cepas padroes foi relevante porque as cepas testadas sado de micro-
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organismos que estdo associados com patologias que acometem a cavidade
bucal e geralmente sdo utilizadas em pesquisas para analise de atividade
antimicrobiana. No entanto, como estes resultados se aplicam somente a estas
cepas padrdes, posteriores estudos devem abordar cepas resistentes e assim
ampliar a pesquisa para o0 desenvolvimento de novos antimicrobianos
necessarios para combater micro-organismos resistentes.

Todo medicamento fitoterapico deve ser submetido a testes de estabilidade
da formulacdo, segundo as resolugbes RDC 017/2000, RDC 010/2001 e RE
560/2002 e RDC 13/2013, da ANVISA (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2000, 2001, 2002 e 2013). Desta forma, de acordo com o estudo
preliminar realizado com o extrato bruto de L. ferrea por Marreiro et al (2008), o
melhor local preservando a estabilidade do produto em teste foi a temperatura
em torno de 24 a 26 °C. Sendo assim, 0s testes de caracterizacdo da
formulacdo do enxaguatério foram realizados somente com a solucéo
armazenada a essa temperatura, seguindo a mesma linha de pesquisa de
Marreiro (2011).

A avaliacdo das caracteristicas organolépticas indicou que nao ocorreram
modificacdes de cor, odor, brilho ou consisténcia do enxaguatorio de L. ferrea
nos tempos testados (0, 30 e 60 dias), com coloracdo do enxaguatério marrom
escuro, odor agradavel e o aspecto homogéneo. Tal resultado também foi
obtido nos estudos de Marreiro (2011), analisando uma solucdo a base da
mesma planta. Enquanto que Simdes e Bandeira (2004) avaliaram o0s
caracteres organolépticos de um gel a base de copaiba e os resultados
indicaram que, na maioria das amostras testadas, ndo houve qualquer

modificacdo ao longo do tempo.
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Isaac et al (2008) destacam que o aspecto de um fitocosmético, em relacao
a homogeneidade e coloracdo do produto, € importante do ponto de vista
comercial, uma vez que pode influenciar a compra, por parte do consumidor,
gue nao se sente atraido pela aparéncia do produto.

No teste de sedimentacdo nao foi observada sedimentacdo do
enxaguatorio de L. ferrea em nenhum dos trés periodos experimentais testados
(0, 30 e 60 dias) quando submetidos a centrifugacédo, revelando desta forma
gue a formulacédo é totalmente sollvel, pois ndo houve separacao de fases ou
precipitacdo de sedimentos (Figura 36). Tal resultado corroborou com os
estudos de Marreiro (2011), onde foi realizado o mesmo experimento utilizando
uma formulacdo a base de extrato de L. ferrea, ndo havendo separacdo de
fases, e também com os estudos de SimGes e Bandeira (2004), que
pesquisaram um gel a base de copaiba, ndo sendo observada a sedimentacao
do gel ap6s centrifugacdo, embora Isaac et al (2008) afirmem que a né&o
ocorréncia de separacdo de fases ndo assegura sua estabilidade, somente
indica que o produto pode ser submetido, sem necessidade de reformulacéo,

aos testes de estabilidade.

|

PRSP,

Figura 36: Tubos falcon contendo o enxaguatério de L. ferrea apoOs teste de
sedimenta¢do nos tempos experimentais de 0, 30 e 60 dias
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Os resultados das andlises de pH e densidade do enxaguatoério de L.

ferrea, nos periodos experimentais (0, 30 e 60 dias) estdo expressos na tabela

6 e graficos 1 e 2.

Varavel Tempo
pH
0 dia
30 dias
60 dias
Densidade (g/L)
0 dia
30 dias
60 dias

B3t La

M &dia

g6.21a
6,15a
3,85b

1,0358
1,0338
1,028b

Dp p*
0,001
0,07
0,09
0,03
<0,001
0,00
0,00
0,00

Tabela 6: Distribuicdo segundo a média do pH e da densidade do enxaguatério de L. ferrea nos
tempos (0, 30 e 60 dias).

Dp = desvio-padrdo; * ANOVA.

Letras distintas indicam diferenca estatistica ao nivel de 5% de significancia (teste de Tukey).

6/4 T ——
p = 0,001 (ANOVA)
6,3
6,2 - @6,21
@®6,15
6,1 -
==
o
6,0 |
5,9
5,85
5,8 4
57 - i i >
0 30 60 Dias
Letras distintas indicam diferenca estatistica ao nivel de 5% (Teste de Tukey)

Gréfico 1: Distribuicdo segundo a média do pH do enxaguatério de L. ferrea nos tempos

(0, 30 e 60 dias).
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Analisando a tabela 6 e o grafico 1, observou-se que o enxaguatorio de
L. ferrea apresentou valores médios de pH de 6,21, 6,15 e 5,85 nos tempos 0,
30 e 60 dias, respectivamente. Houve estabilidade dos valores médios de pH
nos tempos 0 e 30 dias, porém houve diferenca nos temposde 0 e 60 dias e 30
e 60 dias, estatisticamente significante, ao nivel de 5%, quando realizado o
teste de Tukey. Nos resultados obtidos por Marreiro (2011), também houve
uma diminuicdo dos valores médios de pH do enxaguatorio de juca testado, no
decorrer do experimento, havendo uma diferenca de pH estatisticamente
significante, ao nivel de 5%, entre os periodos de 0 e 60 dias, no entanto, nos
periodos de 0 a 30 dias e de 30 a 60 dias essa diferenca estatistica nao foi
observada quando realizado o teste de Tukey, ficando o pH da formulacdo em
torno de 5,5, considerado critico para a desmineralizacdo do esmalte.

Tal diferenca pode ser explicada pela adicio do NaOH a 10% na
formulacdo do enxaguatorio de L. ferrea do presente estudo, funcionando como
agente alcalinizante e tamponante, alcancando o objetivo de deixar o pH
compativel para o uso da formulacdo como enxaguatdrio, como proposto por
Rowe, Shekskey e Weller (2003). Tal proposicao foi seguida por Zanin et al
(2007), que desenvolveram um enxaguatorio bucal a base de extrato
hidroalcodlico de Salvia officinalis L. e utilizaram o NaOH a 20% na sua
formulacao, estabilizando o pH em torno de 6,3.

A concentracéo utilizada de NaOH foi de 10% devido ao fato de o NaOH

a 20% ter causado um escurecimento do enxaguatério de L. ferrea.
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1,037
p < 0,001 [ANOVA)
1,035
1,034 -
= I1,033
o
5
O 1,031-
g
g
[}
[a]
&1,029
1,028
a | b
1,025 : : : _
0 30 60 Dias

Letras distintas indicam diferenga estatistica ao nivel de 5% (Teste de Tukey)

Gréfico 2: Distribuicdo segundo a média da Densidade (g/ L) do enxaguatério de L. ferrea
nos tempos (0, 30 e 60 dias).

Quanto a densidade, verificou-se que a variagcdo mostrou-se aceitavel
nos periodos experimentais (0, 30 e 60 dias), como pode ser observado na
tabela 6 e no grafico 2, havendo diferenca estatistica ao longo do tempo,
guando realizado o teste de Tukey, somente nos periodos de 0 a 60 e de 30 a
60 dias, porém sem interferir na caracteristica final da formulacdo. Os
resultados encontrados por Marreiro (2011), utilizando um enxaguatorio de juca
mostrou que houve variacdo dos valores de densidade, decrescendo nos
periodos experimentais, havendo diferenca estatistica nos periodos de 0 a 60
dias e permanecendo sem diferenca estatistica de densidade nos periodos
referentes a 0 e 30 dias e 30 a 60 dias quando realizado o teste de Tukey,
sugerindo que estas variacfes podem ter ocorrido devido a perda de agua ou

mesmo pela volatilidade do enxaguatdrio, como descrito por Isaac et al (2008).
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O teste microbiolégico empregado visou verificar a presenca de
contaminantes no enxaguatorio de L. ferrea. Nas condi¢cdes e meios de culturas
testados, ndo houve indicacdo da presenca de micro-organismos (bactérias,

fungos ou leveduras) (Figuras 37, 38, 39, 40 e 41).

Agar
Tioglicolato
Agar
Sabouraud

Figura 37: Avaliagdo microbiolégica para a contagem total de micro-organismos

Agar Verde Brilhante Agar XLD Agar Bismuto Sulfito

Caldo X
Tetrationato

Caldo
Selenito
Cistina

Figura 38: Avaliacao microbiolégica para a pesquisa de Salmonella sp.
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Agar Macconkey Agar Vogel Johnson

A T T

Figura 39: Pesquisa de E. coli Figura 40: Pesquisa de S. aureus

Agar Cetrimida

Figura 41: Pesquisa de P. aeruginosa

Tais resultados estdo de acordo com os resultados obtidos por Marreiro
(2011), que estudou uma solucao de L. ferrea, e Simbdes e Bandeira (2004),
gue estudaram um gel a base de copaiba, ndo havendo contaminacdo para
nenhum dos micro-organismos testados, portanto, respeitando o que esta
preconizado pela ANVISA.

Pelissari (2008) afirmou que a pesquisa de contaminantes (controle
microbiologico) tem como finalidade determinar o numero total de micro-

organismos presentes em preparacbes ndo estéreis, cosmeéticos e drogas
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vegetais, existindo assim padrbes pré-estabelecidos pela Organizacao Mundial
de Saude que tornam aceitaveis a contaminacao por bactérias e fungos, desde
gue em um nivel ndo muito alto, e a auséncia ou presenca reduzida dos micro-
organismos com potencial patogénico. Dessa forma, torna-se de suma
importancia a identificacdo de micro-organismos patogénicos, tais como
Salmonella sp., E. coli, S. aureus e P. aeruginosa, que ndo devem estar
presentes assegurando assim a utilizacdo de produtos de boa qualidade, seja
ele de qualquer origem.

Para a padronizacdo de produtos fitoterapicos, o estudo de estabilidade é
de suma importancia, pois a instabilidade pode modificar trés quesitos
essenciais: qualidade, eficacia e seguranca. A estabilidade mostra o tempo
pelo qual o farmaco retém sua integridade e pode ser afetada por fatores como
temperatura, pH, luminosidade e ar (FERREIRA e SOUZA, 2007).

No processo de avaliacdo de uma formulacdo é importante realizar
também ensaios toxicolégicos para a verificacdo da seguranca e o
risco/beneficio do possivel uso terapéutico (EVANS, 2009; NOBREGA et al,
2008). Dessa forma, no presente estudo foram realizados ensaios de
citotoxicidade com o enxaguatorio de L. ferrea nos tempos (0, 30 e 60 dias),
com o extrato da planta, com o veiculo do enxaguatério e com a clorexidina a
0,12%, através dos testes de hemdlise e cultura de células.

No teste de hemdlise avaliou-se a capacidade das substancias testes em
causar ou ndo lesdes na membrana plasmatica da célula, verificando-se que o
enxaguatorio de L. ferrea ndo apresentou atividade hemolitica nos tempos
experimentais, porém o veiculo e a clorexidina a 0,12% causaram hemolise

com CEspde 300,5 e 75,14 pg/ mL, respectivamente (Figura 42 e Tabela 7). Tal
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resultado € considerado satisfatério visto que a concentracdo do veiculo na
formulacdo do enxaguatério é inferior & concentracdo efetiva de hemdlise

(CEso).

Clorexidina a 0,12%

Enxag. L. ferrea (tempo 0)
Enxag. L. ferrea (30 dias)
Enxag. L. ferrea (60 dias)

Extrato de L. ferrea

Veiculo do Enxaguatorio

Figura 42: Teste de hemdlise

Substancia Valores de CEso (ng/ mL)
Clorexidina a 0,12% 75,14 (69,83 - 80,86)
Enxaguatério de L. ferrea (tempo 0) > 2000
Enxaguatério de L. ferrea (30 dias) > 2000
Enxaguatério de L. ferrea (60 dias) > 2000
Extrato de L. ferrea > 2000
Veiculo do Enxaguatério 300,5 (259,1 - 348,6)

Tabela 7: Resultados do Teste de hemdlise apds analise estatistica da CEsg (ug/ mL)

Resultados diferentes foram obtidos por Marreiro (2011), apés analisar o
extrato de juca, o veiculo e a formulacdo do enxaguatério da planta, pois os
produtos testes apresentaram uma baixa porcentagem de hemdlise. Para o
extrato de jucé, na maior concentragdo testada (300 pug/mL), a porcentagem de
hemolise apresentou uma média de 5,99% +/- 3,21. J& para o veiculo (30
pL/mL) e a formulagdo comercial de enxaguatério de jucd (10 pL/mL) essa

média foi de, respectivamente, 5,99% +/- 3,21 e 14,44% +/-9,72.
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Almeida (2001) e Faria Junior (2005) afirmaram que a clorexidina é pouco
toxica, porém apresenta efeitos colaterais que dificultam o seu uso por um
tempo prolongado. Entretanto, Rajabalian et al (2009) estudaram os efeitos
citotoxicos dos enxaguatorios pérsica e clorexidina sobre linhagens de culturas
de células de rato e humana, concluindo que ambos sdo toxicos para 0S
macrofagos, células epiteliais, fibroblastos, osteoblastos e células de uma
forma dependente da concentracéo utilizada.

No teste de cultura de células pelo método de Alamar Blue™ foram
avaliadas a viabilidade das células frente ao enxaguatério de L. ferrea nos
tempos (0, 30 e 60 dias), do extrato, do veiculo e da clorexidina a 0,12%. O
tratamento correspondeu ao periodo de 72 horas em cultura de fibroblastos
(MRC-5). Apés a analise dos resultados foi possivel verificar que nenhuma
amostra testada foi capaz de induzir efeito citotdxico quando em contato com
as células, apresentando valores de Clso (Concentragao Inibitdria) acima de 50

pg/ mL (Tabela 8).

Substancia Valores de Clgo (Mg/mL)
Clorexidina a 0,12% > 50
Enxaguatério de L. ferrea (tempo 0) > 50
Enxaguatério de L. ferrea (30 dias) > 50
Enxaguatério de L. ferrea (60 dias) > 50
Extrato de L. ferrea > 50
Veiculo do Enxaguatério > 50

Tabela 8: Resultados do Teste de citotoxicidade pelo Alamar Blue'"

Clso— Concentracéo Inibitéria
Andlise estatistica e valores de Cls, obtidas por Regressdo nao linear/
Programa GraphPad Prism 5.0.
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Os resultados obtidos por Marreiro (2011) no que se refere ao teste de
citotoxicidade utilizando a mesma metodologia do presente estudo verificou
gque ambos (o0 enxaguatério e o veiculo da formulacdo) apresentaram-se
citotoxicos, ocasionando morte dos fibroblastos, tendo o enxaguatério
apresentado viabilidade celular de 8% e o veiculo de 7% comparado com o
controle positivo do estudo que correspondeu a 100% de células viaveis, no
entanto, quando realizado o estudo de toxicidade in vivo para o enxaguatorio
de juca o resultado ndo evidenciou alteracfes inflamatérias, estando
compativel com os resultados in vitro encontrados na presente pesquisa.

Martins (2009) avaliou o potencial citotoxico e genotoxico dos extratos da
casca e legume da L. ferrea em células de mamiferos em cultura. A
citotoxicidade avaliada pelo teste de hemdlise em eritrocitos de camundongos
foi ausente nas concentracfes testadas em diluicdo seriada de razéo 2 (10 mg/
mL - 0,0156 mg/ mL), no teste do Alamar Blue™ a viabilidade celular foi maior
gue 90% , concluindo que esses extratos sdo promissores ao desenvolvimento
de um biocosmético, uma vez que foi verificada sua atividade antioxidante e
auséncia de citotoxicidade nas concentracdes testadas.

O teste de microdureza do enxaguatorio de L. ferrea foi analisado atraves
da diferenca entre as leituras finais (T1) e leituras iniciais (T0), utilizando-se
teste paramétrico para a comparacdo das médias (ANOVA). Verificou-se que
nao houve diferenca estatisticamente significante da microdureza superficial do
esmalte dos dentes bovinos (p = 0,154) entre os grupos (G1 — agua destilada,

G2 — enxaguatério de L. ferrea e G3 — veiculo do enxaguatorio) (Tabela 9).
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Grupo Dureza inicial Dureza final % PDS

n Média + DP Média + DP Média + DP
Agua destilada 10 263,80+18,65° 242,83+ 12,392 7,66+ 5,052
Enxag.de L.ferrea 10 282.00+18,84° 267,60+14,89° 4,96+ 4,46°
Veiculo 10 201,07+6,29° 264,03+12,71°  9,29+3,88°
p 0,002* 0,001* 0,154*

Tabela 9: Distribuicdo segundo a média da dureza incial, final e % PDS (Perda de Dureza
Superficial) em relag&o aos diferentes grupos.

Dp = desvio-padréo;

*ANOVA. / Letras distintas indicam diferenca estatisitca ano nivel de 5% de significancia

Donassollo et al (2007) realizaram um estudo com o objetivo de testar a
microdureza superficial do esmalte de dentes humanos e de dentes bovinos,
concluindo que nao houve diferenca estatistica significante para os valores
médios de dureza entre esmalte de dente bovino e esmalte de dente humano
permanente, sugerindo um comportamento similar entre dentes bovinos e
dentes humanos, no que se refere a microdureza superficial.

Desta forma, Mota et al (2003) inferiram que os dentes bovinos podem
ser considerados substitutos aceitaveis dos dentes humanos, em estudos
laboratoriais, pois o uso de dentes bovinos permite 0 aumento do numero
amostral e o emprego de dentes em fase similar de maturacao.

Como o extrato da planta e, consequentemente, o enxaguatorio de L.
ferrea possuem uma coloragdo escura (marrom-vinho), houve a necessidade
de avaliar a capacidade do enxaguatério em causar ou nao alteracdo de cor em
esmalte, utilizando-se dentes bovinos e aparelho espectrofotbmetro
VITAEasyshade (Easyshade®, Vivadente, Brea, CA, USA).

Verificou-se que ocorreu pigmentacdo do esmalte do dente bovino

guando em contato com o enxaguatoério de L. ferrea e com o extrato da planta
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(Figuras 43, 44 e 45). A comparacédo foi multipla havendo andlise ao longo do

tempo e entre 0S grupos.

Figura 43: Grupos |, II, Ill, IV e V ap6s o teste de alteragéo de cor.

Onde GI — Clorexidina a 0,12%; Gl — Vgaiculo; GlIl — Enxaguatorio de L.
ferrea, GIV — Extrato de L. ferrea, GV — Agua destilada

Figuras 44 e 45: Visdo aproximada dos corpos de prova 11 (Gl -
enxaguatorio) e 16 (GIV - extrato) apds 24 horas de imerséo nas solugdes.
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Os corpos de prova apresentaram cores semelhantes no tempo inicial

(T1). Com relacéo a variagao de luminosidade (AL), apos 12 horas e 24 horas

de imersdo nas solucgdes, os grupos [, Il e V permaneceram com as cores

estaveis, porém os grupos lll e IV apresentaram alteracao de cor (Tabela 10).

Grupos

T1-Inicial

T2(12h)

T3 (24 h)

| = Clorexidina 0,12%

97,1 (+3,4) Aa

99,9 (+0,3) Aa

97,2 (+3,8) Aa

Il = Veiculo

96,6 (+3,4) Aa

92,6 (+6,7) A,B,a

97,6 (+2,1) Aa

Il — Enxaguatério de L. ferrea

99,0 (+1,3) Aa

84,6 (+11,1) B,C,b

79,4 (+7,9) B,b

IV — Extrato de L. ferrea

97,2 (+2,1) Aa

76,4 (+7,1) C,b

72,3 (+6,7) B,b

V - Agua destilada

97,7 (+2,4) Aa

97,4 (+2,4) Aa

99,6 (+0,6) A,a

Tabela 10: Distribuigdo segundo a média do AL dos grupos.

Letras distintas indicam diferenca estatistica ao nivel de 5% de significancia (teste de Tukey).
Minusculas na horizontal (linha) / Maiusculas na vertical (coluna)
AL — Variag¢éo de luminosidade (do preto ao branco, de 0 ao 100)

Com relacdo a variacdo de cor que vai do verde ao vermelho (Aa), os

grupos |, Il e V apresentaram cores semelhantes e estaveis ao longo dos

tempos T1, T2 e T3, porém os grupos lll e IV sofreram alteracdo de cor nos

tempos T2 e T3 se comparados aos demais grupos, apresentando resultados

semelhantes entre eles (Tabela 11).



Grupos T1 - Inicial T2 (12 h) T3 (24 h)
| — Clorexidina 0,12% -23(#0,6)A,a| -3,4(¢0,5)Aa | -3,3(x0,9) AB,a
Il - Veiculo -1,1 (#0,7) Aa | -0,8 (+1,2) B,C,a | -1,4 (+0,3) B,C,a
Il — Enxaguatério de L. ferrea | -2,4 (x0,3) A,a| 1,0(x1,7)Cb 2,8 (x3,0) D,b
IV — Extrato de L. ferrea -2,1(x0,4)Aa| 53 (+3,2)Db 6,7 (+2,7) E,b
V - Agua destilada -2,1(x0,77A,a | -1,7 (#0,4) AB,a | -1,9 (x0,4) B,C,a

Tabela 11: Distribuigdo segundo a média do Aa dos grupos.

Letras distintas indicam diferenca estatistica ao nivel de 5% de significancia (teste de Tukey).
Minusculas na horizontal (linha) / Mailsculas na vertical (coluna)
Aa — Variacao de cor (do verde ao vermelho, de -120 a + 120)

Com relacdo a variacdo de cor que vai do azul ao amarelo (Ab), os
grupos I, Il e V apresentaram cores semelhantes e estaveis ao longo dos
tempos T1, T2 e T3, porém os grupos lll e IV sofreram alteracdo de cor no
tempo T2 se comparados aos demais grupos, apresentando resultados

semelhantes entre eles no tempo T3 (Tabela 12).
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Grupos T1-Inicial T2(12h) T3 (24 h)
| - Clorexidina 0,12% 16,0 (+2,6)Aa| 102 (+3,1)Aa |14,1(x4,8)AB,a
Il - Veiculo 19,4 (+7,1) Aa | 15,68 (+10,0) B,C,a | 18,5 (+4,7) B,a

Il - Enxaguatério de L. ferrea | 14,0 (+1,0) Aa | 16,6 (+4,5) AB,a | 27,5 (+4,5) B,C,b

IV — Extrato de L. ferrea 18,8 (+3,6) A,a | 31,2 (+9,8) C,a,b 33,9 (#4,3) C,b

V — Agua destilada 16,8 (#4,9) A,a | 16,7 (#4,4) AB,a 15,3 (£3,9) B,a

Tabela 12: Distribuigdo segundo a média do Ab dos grupos.

Letras distintas indicam diferenca estatistica ao nivel de 5% de significancia (teste de Tukey).
Minudsculas na horizontal (linha) / Mailsculas na vertical (coluna)
Ab — Variacao de cor (do azul ao amarelo, de -120 a + 120)

Com relagcdo a variagdo de cor (AE), ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos I, Il e V. O grupo lIl apresentou o

maior valor de AE (8,23), seguido do grupo Ill (4,90) (Grafico 3).

20 -
T p = 0,027 (ANOVA)
10 A
48,23
— +:4,90
H 0 0,79
-2,75 et
d-5,01 _-
-10
207 i : : |
Grupos Clorexidina 0,12% Veiculo Enxaguatario de jucd Extrato de jucd Agua destilada

Gréfico 3: Distribuicdo segundo a média do AE (Variagdo de cor) dos diferentes
grupos.

Letras distintas indicam diferenca estatistica ao nivel de 5% de significancia (teste de Tukey).



103

O espectrofotdmetro foi 0 método escolhido na presente pesquisa porque
a sua andlise quantitativa exclui os possiveis erros de subjetividade na
avaliagédo de cor (MOREIRA et al, 2013) e tem sido utilizado em estudos para a
alteracdo de cor dental em materiais restauradores, avaliando-se o AE com
aceitacao clinica de cor dental quando inferior a 3,3 (PIRES-DE-SOUZA et al,
2011; SABATINI et al, 2012).

Quando o AE é menor que 1 a alteragao de cor nao é detectada pelo olho
humano. Se o valor do AE ¢é entre 1 e 3,3, a alteracao de cor € detectada pelo
olho humano, mas € clinicamente aceitavel (KIM et al, 2006). Na presente
pesquisa somente o GV (agua destilada) ficou dentro do valor aceitavel apés
12 horas de imersdo (AE1 = 3,2), porém com valor de AE2 = 4,0, apds 24
horas, mesmo nao havendo qualquer alteracdo visivel da cor dos dentes,
desse grupo, sugerindo que possiveis falhas metodologicas decorrentes da
aplicacdo da férmula podem ter ocorrido, uma vez que um estudo sobre
confiabilidade metodolégica do sistema CIELAB revelou que as coordenadas a*
e b* podem ser correlacionadas, pois estdo no mesmo plano volumétrico
tridimensional, enquanto a coordenada L* sofre variacdo independente de a* e
b* (KNOSEL et al, 2012).

Tal fato também ocorreu na pesquisa de Ferreira (2013), onde, ao
utilizar a mesma metodologia para verificar a possivel alteracdo de cor de
dentes permanentes e deciduos submetidos a aplicacdo intracanal da
epigalocatequina-3-galato (EGCG), composto ativo isolado do cha-verde,
verificou que ndo houve alteracdo de cor significativa clinicamente, embora os
valores do AE tenham ficado acima de 3,3, tendo optado por analisar as

coordenadas L*, a* e b* de maneira independente.
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Entretanto, Smullen et al (2012) realizaram uma pesquisa com diversas
plantas e concluiram que o extrato de cha verde inibiu completamente a
formagao do biofilme, mas resultou em uma mancha esverdeada dos dentes
gue nao pbdde ser removida por lavagem.

Flotra et al (1971), avaliaram os efeitos do uso de clorexidina,
constatando que 12% das superficies dentarias desenvolveram uma mancha
marrom dentro das quatro primeiras semanas de uso, com uma maior
frequéncia nas faces interproximais.

Addy e Moran (1985) avaliaram a alteragéo de cor extrinseca dos dentes
causada pela clorexidina isoladamente ou de forma combinada com outras
substancias. Os voluntarios foram submetidos ao estudo, realizando usos
regulares de enxaguatorios bucais. O grupo submetido ao enxaguatorio bucal
com clorexidina, isoladamente, por periodos de 1 min, com intervalos de 30
min, durante 7 h, ndo demonstrou alteracdo de cor. No entanto, quando
utilizada em associagcdo com outras substancias quimicas auxiliares, Bui,
Baumgartner e Mitchell (2008), afirmam que a clorexidina pode desenvolver a
capacidade de induzir alteracdo de cor em esmalte e dentina.

Moreira et al (2013) estudaram a capacidade de manchamento de
enxaguatérios com &lcool (Listerine®), sem &lcool (Oral-B®) e contendo
clorexidina (Periogard®), concluindo que somente o Listerine® foi capaz de
causar alteracdo de cor clinicamente perceptivel apds o experimento, nao
havendo qualquer mudanca de cor dos dentes submetidos aos enxaguatérios
dos demais grupos.

Uma das limitacBes dos estudos de alteracdo de cor in vitro € que nao

importa 0 quanto eles se aproximam das situacdes clinicas, pois ndo é possivel


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Baumgartner%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18215677
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mitchell%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18215677
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reproduzir condi¢des bucais exatas, mesmo assim esses estudos tém o seu
valor como testes de triagem, jA& que podem sugerir ensaios clinicos futuros
valiosos ou servir como estudos observacionais (PRETTY, EDGAR e HIGHAM,
2003; MOREIRA et al, 2013).

Dentro das limitagbes da presente pesquisa, sugere-se a adicao de
agentes clareadores ao enxaguatorio de L. ferrea para a indicacéo futura de

sua aplicagcdo como bochecho, sem causar alteracdo de cor dos dentes.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados das metodologias empregadas, pode-se

concluir gue o enxaguatorio de L. ferrea:

e Apresentou condi¢cdes de estabilidade (pH, sedimentacéo, densidade

e caracteristicas organolépticas) e auséncia de contaminantes;

e Demonstrou atividade antimicrobiana frente ao S. mutans, S. oralis, S.
salivarius, L. casei e C. albicans, podendo ser utilizado como meétodo
terapéutico e/ou preventivo no controle dos micro-organismos presentes no

biofilme dental;

e Nao foi citotoxico frente aos testes de hemolise e cultura celular com

fibroblastos (MRC-5);

e Foi incapaz de causar modificacdo na microdureza do esmalte
dentario bovino, porém causou alteracéo de cor da estrutura dentaria apos o

uso prolongado;

e Deve ser estudado para melhorar suas caracteristicas quanto a
capacidade de alteracdo de cor e torna-lo vidvel para uso na clinica diaria,

apos a realizacao de testes in vitro e in vivo.
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