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RESUMO

Introdugdo: A descoberta de farmacos naturais para o tratamento de candidiase
bucal € de extrema importdncia atualmente, pois muitos dos tratamentos
convencionais possuem resisténcia frente ao fungo. Oleos essenciais e extratos
obtidos a partir de cravo da india tem revelado potencial antimicrobiano; no entanto,
ha caréncia de estudos que enfoquem a analise antifungica in vitro e,
principalmente, andlise de formulagcdes contendo este fitoterapico. Objetivos:
Desenvolver e avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e o potencial antifungico,
frente a Candida albicans, de enxaguantes bucais contendo 6leo e/ou extrato de
Syzygium aromaticum (cravo da india). Metodologia: Foram preparados extratos
alcodlico, hidroalcodlico e aquoso a 30%, usando o botao floral seco. O odleo
essencial foi extraido por hidrodestilagdo e amostras de éleo comerciais. Os extratos
brutos, 6leos e suas diluicbes foram testados frente a Candida albicans
(ATCC10231) e Candida sp., pelo método de difusdo em agar. Apds determinagao
da concentragdo inibitoria minima (CIM), foram preparados enxaguantes nas
concentragdes ativas; 6leo 1% (F1), 0,1% (F2) e 0,001% (F3) e extrato alcodlico
bruto 50% (F4) e 25% (F5); sendo avaliados quanto a atividade antifungica,
qualidade macroscoépica e fisico-quimica. Resultados: Observou-se separagao de
fases nas Formulagées 1 e 5. O enxaguante 4 e o controle positivo (F7) foram ativos
frente as duas cepas testadas. Conclusao: O 6leo essencial de cravo da india
apresentou atividade contra Candida, sendo potencial candidato para prevencao de
candidiase oral, sendo necessaria a preparacdo de novas formulagdes, visando
melhor incorporacao/estabilidade do 6leo e testes avaliando o efeito sinérgico entre
Oleo e extratos em menores concentragdes.

Palavras-chave: Cravo da india; Antisséptico Bucal; Candidiase.
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1 INTRODUGCAO

Na cavidade oral, coabitam mais de 500 espécies de microrganismos,
habitualmente comensais, embora, em determinadas circunstancias, possam se
tornar patogénicos. As infecgbes por Candida spp denominam-se, na literatura, de
candidiases ou, mais recentemente, de Candidoses. A Candidose oral € uma
infecgdo oportunista que geralmente, acomete individuos imunocomprometidos e
diabéticos, sendo a Candida albicans a espécie mais associada a infeccao
(CORREA, ANDRADE, 2006; SOARES et al., 2019).

A existéncia de Candida spp. na cavidade oral € verificada em razdo desses
microrganismos constituirem leveduras pertencentes a microbiota normal do homem
que, diante de um desequilibrio microbiano, podem desenvolver infecgdes que estao
associadas a fatores tais como: diminuicdo da imunidade, disturbios enddcrinos,
lesbes de tecidos moles, ma higiene oral, terapia medicamentosa, entre outros
(SIQUEIRA et al., 2014). Mesmo com os avangos nos tratamentos antifungicos a
taxa de mortalidade global bruta associada a candidemia varia entre 40 e 60%
devido a intervencao terapéutica tardia e diferentes comorbidades apresentadas
pelos pacientes (MONCADA et al., 2020; OHKI et al., 2020; POISSY et al., 2020).

Para o controle da candidose e das patologias decorrentes da sua presencga
diversos métodos sdo propostos, entre eles, os recursos mecanicos e quimicos. O
controle mecanico representa 0 método mais valioso e consiste na escovagao e no
uso do fio dental; porém nem sempre é realizado adequadamente. Desse modo,
diversas substancias tém sido utilizadas para o controle quimico das infecgdes orais,
como adjutdrias aos procedimentos mecanicos (MONFRIN; RIBEIRO, 2000;
GEBRAN; GEBERT, 2002; ADDY, 2005; PEREZ et al., 2011).

O uso de substancias quimicas antissépticas para a reducao ou eliminacao de

microrganismos patogénicos da regiao oral € recomendado para pacientes com
dificuldades operacionais frente ao controle mecanico. Elas estdo incorporadas em
dentifricios ou em solugdes para bochechos, sendo estes ultimos denominados
enxaguatorios ou colutorios (MONFRIN; RIBEIRO, 2000; GEBRAN; GEBERT, 2002).
As propriedades de um antisséptico ideal incluem: estabilidade, baixa tensao
superficial, poder germicida e letal em baixas concentra¢des, auséncia de toxicidade

e poder de penetragdo. No entanto, nenhum produto disponivel no mercado possui
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todos os requisitos acima citados, o que justifica os efeitos colaterais ou a pouca
eficiéncia apresentada por alguns (MONFRIN; RIBEIRO, 2000; BARDAL et al.,
2011).

O uso de extratos vegetais e fitoquimicos com fins medicinais € uma das mais
antigas formas de pratica medicinal da humanidade; entretanto, no tocante a saude
bucal, ainda é um pouco negligenciada (FRANCISCO, 2010; ALMEIDA et al., 2012).

Na Odontologia, as pesquisas com produtos naturais tém aumentado nos
ultimos anos devido a busca por novos produtos com maior atividade farmacoldgica,
com menor toxicidade e mais biocompativeis, além de apresentarem custos mais
acessiveis a populagdo. A aceitacao popular da fitoterapia leva a boas perspectivas
no mercado de produtos odontoldégicos que contém substancias naturais, ficando
evidente a necessidade da avaliagdo e procura por meios alternativos e
economicamente viaveis, sugerindo a utilizacdo desta como um recurso de baixo
custo dentro de programas preventivos e curativos (LIMA JUNIOR et al., 2005;
DRUMOND et al., 2004; COUTINHO et al., 2004; VARON!I et al., 2012).

Uma das espécies vegetais avaliada ao longo do tempo como detentora de
algumas propriedades biolégicas importantes € o Syzygium aromaticum, conhecido
popularmente como Cravo da india.

Os extratos do Cravo da india tém mostrado acdo efetiva em estudos
farmacolégicos e suas aplicagbes populares se mostram eficazes; entretanto, ha
poucos trabalhos conclusivos em relagdo aos seus usos em produtos odontolégicos,
justificando-se a escolha desta preciosa especiaria.

Vale ressaltar que nao ha estudos avaliando a atividade de antissépticos
bucais contendo 6leo e/ou extrato de Cravo da india sobre Candida albicans,
tornando o presente estudo inédito.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e avaliar caracteristicas fisico-
quimicas e o potencial antifungico de enxaguantes bucais contendo 6leo essencial

e/ou extratos de Syzygium aromaticum.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Enxaguantes bucais

Tendo em consideracao a limitacdo dos métodos mecanicos de higiene e a
eficacia farmacoldgica dos agentes antimicrobianos visando a prevencdao e o
tratamento de infecgées orais, surgiram no mercado os antissépticos bucais,
também conhecidos como colutorios ou enxaguatorios (ANDRADE et.al., 2011).

O uso dos enxaguatorios bucais tem sido frequentemente indicado no
controle quimico da placa bacteriana, estrutura caracterizada como sendo uma
massa densa, ndo calcificada, que serve como um depdésito bacteriano, e que se
encontra aderida ao dente, a pelicula adquirida, aos calculos dentais e as outras
estruturas presentes na cavidade oral (MARINHO; ARAUJO, 2007). Além do mais,
tém indicagdo de uso para situagdes especificas entre 0s quais, 0s processos
inflamatorios e infecciosos instalados na regido bucofaringea (BAUROTH et al.,
2003).

Os enxaguatérios bucais correspondem ao meio mais simples para
veiculagdo de substancias antissépticas. Estes veiculos sdo empregados como
facilitadores da disseminacao de compostos medicamentosos ativos destinados ao
tratamento de afeccdes especificas, como a carie e a doenca periodontal, além de
serem coadjuvantes dos procedimentos mecéanicos de escovacédo (BAUROTH et al.,
2003; BUGNO et al., 2006; NASCIMENTO et al., 2008).

O conhecimento pleno dos principios ativos assegura a prescricdo desses
agentes de forma individual ou combinada frente as diferentes situagdes clinicas, em
que pese o fato da disponibilidade e indiscriminagdo nas vendas serem fatores
predisponentes da automedicacdo, o que pode implicar no surgimento de efeitos
colaterais e riscos a saude como destacam Tavares, Martinez e Gissoni (2008).

Os enxaguatorios sdo constituidos por uma mistura contendo o componente
ativo, frequentemente antimicrobiano, agua e/ou alcool, surfactantes, umectantes e
flavorizantes (TORRES et al., 2000; ARAUJO et al., 2015). A maioria dos agentes
antimicrobianos veiculados no mercado promove o rompimento da parede celular,
vindo a inibir, dessa forma, os complexos enzimaticos, o que culmina no
comprometimento das atividades metabdlicas microbianas (SEGURA, 1999; BUGNO

et al., 2006). Muito embora tais principios ativos tenham acao bactericida e
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bacteriostatica, seja de maior ou menor intensidade, levando habitualmente, a que
segmentos significativos da sociedade creiam que somente sua utilizacdo é
suficiente para assegurar uma higiene oral satisfatoria, sendo de extrema relevancia
a informacdo sobre a realizacdo da higiene bucal adequada, uma vez que o0s
enxaguatorios sdo coadjuvantes profilaticos (MARINHO; ARAUJO, 2007).

O interesse profissional pela importdncia dos enxaguatorios bucais
certamente podera influenciar a qualidade desses produtos quimicos colocados
frequentemente a disposicdo da sociedade pela industria farmacéutica,
transcendendo-se assim, a visdo de que nao se trata de simples artigos de
perfumaria, conforme registram com propriedade, Araujo et al. (2015). Um agente
antimicrobiano ideal deve possuir potencial antiplaca, tendo que obrigatoriamente,
causar reducao da adesividade bacteriana as superficies dentais e mucosas orais;
inibicdo do crescimento da proliferacdo dos microrganismos; inibicdo da formacéao da
matriz intercelular da placa; modificagcdo do bioquimismo bacteriano a fim de reduzir
a formacao de produtos citotdéxicos e modificacdo da ecologia do biofilme com vistas
ao desenvolvimento de uma microflora oral menos patogénica (MOREIRA et al.,
2009).

Varias substéncias antimicrobianas sao utilizadas sob a forma de
enxaguatorios, tais como: fluoreto de sodio, cloreto de cetilpiridinio, triclosan, timol,
clorexidina, tirotricina, dentre outras (MONFRIN; RIBEIRO, 2000; BUGNO et al.,
2006; MARINHO; ARAUJO, 2007; MOREIRA et al., 2009; ARAUJO et al., 2012).

Os beneficios na prevencao a carie por sais de fluoreto estdo bem
estabelecidos. Além da atividade durante a mineralizagdo, o ion fluoreto contribui
para efeitos cariostaticos, porque influencia na ecologia do biofilme dental. Na
Odontologia € empregado sob diversas formas. Nos enxaguatérios, o fluoreto de
sbédio pode ser utilizado a 0,05% em bochechos diarios (TORRES et al., 2000;
ADDY, 2005).

O cloreto de cetilpiridinio, presente nas marcas comerciais Cepacol e Oral B,
€ um composto monovalente, catidnico, tensoativo e pertence ao grupo dos
compostos quaternarios de amédnia (MENDES; ZENOBIO; PEREIRA, 1995:
GONCALVES, PINTO, 2013). E mais efetivo contra Gram-positivos, provocando
aumento da permeabilidade celular e rompimento da parede celular bacteriana
(GEBRAN; GEBERT, 2002). O uso prolongado dessa substéancia pode causar
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sensacao de queimacdo, descoloracdo dos dentes, ulceracdes recorrentes e
aumento da formacgao do calculo (GRANJEIRO et al., 1993; ARAUJO et al., 2015).

A clorexidina é uma biguanida catibnica, disponivel principalmente na forma
de sais de digluconato. Apresenta amplo espectro sobre as bactérias Gram-
positivas, Gram-negativas, fungos e leveduras. Diminui significativamente a placa,
pois afeta a aderéncia microbiana, aumenta a permeabilidade celular por meio do
rompimento da bactéria ou age através da coagulacdo e precipitacao dos seus
constituintes citoplasmaticos. Pode ser utilizada em concentragées de 0,12%, 0,2%
e 2%, sendo a clorexidina a 0,12% a mais indicada, devido a associacao da eficacia
contra 0os microrganismos e a diminuicdo dos efeitos adversos, quando comparada
com solucdes mais concentradas (MENDES; ZENOBIO; PEREIRA, 1995; GEBRAN:
GEBERT, 2002; SOUZA; ABREU, 2003; ARAUJO et al., 2015).

O triclosan € um fenol sintético, ndo i6nico, de baixa toxicidade, e nao provoca
desequilibrio na cavidade bucal (SABA-CHUJFI et al., 1998; GEBRAN; GEBERT,
2002). Tem amplo espectro bacteriano, sendo eficaz contra bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas, demonstrando efetividade também contra Mycobacterium e
principalmente bactérias anaerodbias, assim como esporos e fungos da espécie
Candida. Sua agao ocorre pela lise da membrana citoplasmatica do microrganismo
(SABA-CHUJFI et al., 1998; MONFRIN; RIBEIRO, 2000). O triclosan pode ser
encontrado associado ao copolimero gantrez 0,2% (metoxietileno e acido maléico).
Essa associagado € realizada para aumentar a sua presenga na cavidade bucal,
devido a baixa substantividade apresentada pelo antisséptico (GONCALVES,
PINTO, 2013; ARAUJO et al., 2015).

O enxaguatério comercialmente denominado Listerine esta na categoria dos
Oleos essenciais, sendo composto por timol, eucaliptol, mentol e salicilato de metila.
Age lesando a parede celular bacteriana, inibindo os sistemas enzimaticos e
diminuindo os lipopolissacarideos e o conteudo protéico da placa bacteriana. Possui
baixa substantividade, sensagao de queimacao, gosto amargo, manchas nos dentes
e injurias ao tecido bucal constituem seus efeitos colaterais (MENDES; ZENOBIO;
PEREIRA, 1995; PITHON et al., 2011).

Visto os efeitos adversos das substancias quimicas atualmente utilizadas
como antissépticos bucais, e a crescente busca por produtos a base de plantas
medicinais, torna-se importante a busca por novas substancias com finalidade

antimicrobiana.
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2.2 Fitoterapia

O uso de produtos naturais com propriedades terapéuticas € tao antigo
quanto a civilizagdo humana e, por um longo tempo, minerais, plantas e produtos
animais foram as principais fontes de drogas para a populacdo (BAJPAI; SHUKLA;
KANG, 2008).

As plantas medicinais sdo um importante elemento da medicina indigena. Na
Amazodnia, por exemplo, os indios usam, pelo menos, 1.300 espécies de plantas. No
Sudeste da Asia, os curadores tradicionais utilizam 6.500 plantas diferentes para
tratar malaria, ulceras de estdmago, sifilis e outras doencas (MORAIS; BRAZ-FILHO,
2007).

Das drogas prescritas mundialmente, cerca de 25% provém de plantas, 121
dos compostos ativos sdo de uso corriqueiro. Das 252 drogas consideradas como
basicas e essenciais pela Organizacao Mundial de Saude, 11% sao exclusivamente
originarias de plantas (RATES, 2001).

Para enfatizar o beneficio de certas plantas com propriedades medicinais,
basta recordar que o principio ativo do comprimido simbolo da alopatia, a aspirina,
acido acetil-salicilico (AAS), foi sintetizada por Gilm, em 1859, baseado na salicina,
substancia ativa da Salix alba L., conhecida como Salgueiro branco (CALIXTO et al.,
2000; MORAIS; BRAZ-FILHO, 2007).

O Brasil é um pais com grande diversidade biologica e cultural e que conta
com um acumulo consideravel de conhecimentos e tecnologias tradicionais, entre os
quais se destaca o vasto acervo de saberes sobre o manejo e utilizagdo de plantas
medicinais (OLIVEIRA et al., 2009).

Apesar das plantas medicinais ja fazerem parte da cultura popular, nas
ultimas décadas o interesse pela Fitoterapia teve aumento consideravel entre
usuarios, pesquisadores e servicos de saude. Segundo a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), 80% da populacdo dos paises em desenvolvimento utiliza praticas
tradicionais nos seus cuidados basicos de saude e 85% usa plantas medicinais ou
preparacdes destas. Desde entdo, a OMS tem expressado a sua posi¢ao a respeito
da necessidade de valorizar a utilizagdo de plantas medicinais no ambito sanitario e
na atencdo basica a saude (ROSA; CAMARA; BERIA, 2011).

A automedicacdo “milagrosa” com plantas medicinais, a qual chegou ao

extremo de substituir terapias tradicionais em doencgas graves, € pratica bastante
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utilizada tanto em populagdes de baixa renda como unico lenitivo para seus males,
bem como nas camadas mais privilegiadas que gozam de facilidade sanitaria e
pronto atendimento médico, somente por puro modismo ou sob influéncia de grande
exploracdo comercial. Assim, é necessaria extrema aten¢do ao uso nao controlado
das plantas medicinais e seus devidos estudos de toxicidade para garantir o uso
sem riscos para a espécie humana (DIKBAS et al., 2008).

A grande biodiversidade de espécies vegetais presentes no Brasil constitui
uma de suas maiores riquezas e se destaca como fonte para obtencdo de novas
substancias com finalidade terapéutica (KORDALI et al., 2008). A utilizacdo de
plantas no tratamento de diversas enfermidades, infecciosas ou néo, é, na pratica,
bastante utilizada, visto que o Brasil possui sérios problemas de saude publica,
principalmente na regido Nordeste, em razdo do baixo poder aquisitivo de grande
parte da populacédo local. O alto custo dos medicamentos torna-os inacessiveis até
mesmo nos mais simples casos, como dores agudas e/ou cronicas, febres e gripes
(MACIEL; VIANA, 2005).

Portanto, o uso popular das plantas medicinais foi o primeiro passo para o
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos de baixo custo para o Nordeste,
uma regido tado carente de recursos financeiros e por outro lado, tdo rica em flora
que reune milhares de espécies vegetais distintas (RABELO, 2002; MACIEL;
VIANA, 2005).

Apesar do aumento dos estudos sobre plantas medicinais, somente de 15% a
17% foram estudadas quanto ao seu potencial medicinal. Considerando a grande
biodiversidade do Nordeste brasileiro, esse numero poderia ser bem maior
(ALMEIDA et al., 2006). No Ceara, inumeras pesquisas foram desenvolvidas com o
objetivo de comprovacao cientifica de produtos naturais extraidos de plantas
utilizadas pela medicina tradicional, dentre os quais citam-se os trabalhos de Lahlou,
Leal e Magalhaes (2000); Oliveira (2001); Bertini et al. (2005); Morais et al. (2006);
Almeida et al. (2006) e Botelho et al. (2007).

Com os avangos cientificos, a expansdo da industria farmacéutica e o
aumento da oferta de medicamentos, o consumo de plantas medicinais perdeu
espago para os medicamentos sintéticos (BRASILEIRO et al., 2008). Entretanto, o
alto custo destes farmacos, o dificil acesso, os seus efeitos colaterais, bem como,
nos dias atuais, 0 uso crescente de produtos de origem natural, contribuiram para o
ressurgimento do uso de plantas medicinais (BALBINOT; VELASQUEZ; DUSMAN,

2013). A fitoterapia evoluiu e o conhecimento sobre o poder curativo das plantas nao
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pode mais ser considerado apenas como tradicdo passada entre geragdes
familiares, mas como ciéncia que vem sendo estudada, aperfeicoada e aplicada ao
longo dos tempos (TOMAZZONI; NEGRELLE; CENTA, 2006), sendo
responsabilidade dos profissionais de saude orientar a populag¢ao quanto a utilizagao
segura e racional dos fitoterapicos/ plantas medicinais (BADKE et al., 2011).

As principais causas do aumento na procura de produtos alternativos sao: a
medicina convencional pode ser ineficiente, abusiva e/ou, pelo uso incorreto de
drogas sintéticas com efeitos secundarios; uma grande parte da populagcdo mundial
ndo tem acesso ao tratamento farmacolégico convencional (RATES, 2001; KOTAN
et al., 2008). Diante destes riscos, as plantas apresentam-se como uma alternativa
natural visto que possuem, contra o ataque de patégenos, mecanismos de defesa
baseados na producdo de compostos especificos que lhes conferem resisténcia
(MATQOS, 2000; DIKBAS et al., 2008).

No tocante a saude bucal a fitoterapia ainda é negligenciada. Entretanto, os
produtos de higiene oral com ativos de origem vegetal estdo sendo cada vez mais
estudados com protocolos mais modernos que comprovem a eficacia da utilizacao
de determinadas plantas no tratamento das doencas bucais com beneficios a
populacdo (LIMA JUNIOR, 2005; DRUMOND et al. 2004; COUTINHO et al. 2004);

evidenciando, mais uma vez, a importancia deste trabalho.

2.3 Cravo-da-india (Syzygium aromaticum L.)

O Cravo-da-india pertence a familia Myrtaceae e conta com um extenso
numero de espécies de arvores, sendo a espécie em estudo uma arvore de grande
porte, chegando a atingir até 15 metros de altura. A copa é bem verde, de formato
piramidal. As folhas sdo ovais, opostas e de coloracao verde-brilhante. As flores séo
pequenas, branco-amareladas, agrupadas em cachos. O fruto é do tipo baga e de
formato alongado, suculento, comestivel e com aroma bem forte (SILVESTRI et al,
2010).

Os principais produtos derivados do Cravo-da-india disponiveis no mercado
nacional hoje em dia sdo o 6leo essencial puro ou produtos derivados dele, cuja
principal aplicacdo é como anestésico local em Odontologia e o proprio botéo floral
seco que é usado como tempero. Os cravinhos utilizados na culinaria sdo, na
realidade, os botdes florais ainda ndo abertos e secos, sendo cultivados em regides
quentes (AFFONSO et al., 2012).
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Além de ser o componente mais abundante encontrado no extrato etanolico
de S. aromaticum, o eugenol é também o responsavel por grande parte dos efeitos
farmacolégicos atribuidos a planta. Seus efeitos terapéuticos conhecidos s&o:
antifungico, analgésico, contra verrugas, micoses, bronquite, dor de dente e cansaco
(AFFONSO et al., 2012).

Dentre os diversos estudos realizados sobre as atividades farmacologicas
apresentadas pelo S. aromaticum, a aplicagdo como anestésico bucal na
Odontologia é o mais consagrado. Esta atividade vem sendo explorada ha mais de
dois mil anos, sendo este fitoterapico um dos principais ingredientes do cimento
dental para restauragdes temporarias nos dias de hoje (CHAIEB et al., 2007). Além
disso, o 6leo de cravo tem a vantagem de n&o irritar a mucosa e possuir maior
facilidade de decomposi¢cdo no meio ambiente (BILBAO; 2010).

O extrato etandlico de S. aromaticum apresentou inibicdo de até 90% em 100
pug/mL contra os virus da hepatite C e efetividade contra o HSV (virus do herpes
simplex) em camundongos (KUROKAWA et al., 1998; HUSSEIN et al., 2000).

Foi verificada a capacidade do eugenol em causar danos ao envelope viral,
inibindo a sua replicagcédo na fase inicial. O eugenol também mostrou efeito sinérgico
quando associado ao aciclovir no combate ao herpes virus em ratos
(TRAGOOLPUA; JATISATIENR, 2007; PRAMOD; ANSARI; ALI, 2010).

O o¢leo de Cravo-da-india também apresentou acentuada atividade
antimicrobiana, quando testado para os microrganismos Staphylococcus aureus,
Escherichia  coli, Campylobacter jejuni, Salmonella enteritidis, Listeria
monocytogenes (diminuindo significativamente a taxa de crescimento) e
Staphylococcus epidermidis (CHAIEB et al., 2007; VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).

O principal mecanismo farmacologico descrito para o eugenol, quanto a sua
acao bactericida é devido a sua alta penetrabilidade na membrana citoplasmatica,
promovendo seu rompimento e aumentando sua permeabilidade nao especifica,
desta forma, gerando um extravasamento do conteudo celular e posterior morte da
bactéria. Vale ressaltar que os farmacos que promovem a destruicdo da membrana
celular sdo muito importantes para o uso médico, pois possuem menor probabilidade
de selecionar bactérias resistentes (DEVI et al., 2010).

Do ponto de vista toxicoldgico, toda substédncia pode ser considerada um
agente toxico, dependendo das condicoes de exposigdo, tais como a dose

administrada ou absorvida, o tempo e a frequéncia de exposicao e vias de



19

administracdo. Valente e colaboradores (2009) realizaram um estudo com o objetivo
de estimar a toxidez aguda do extrato etanilico de S. aromaticum em ratos. O
resultado mostrou uma letalidade progressiva e toxidez aguda por via intraperitoneal
e oral.

O eugenol e o 6leo de S. aromaticum mostraram boa tolerabilidade em
contato com a pele e baixa alergenicidade quando adicionado a produtos de higiene
pessoal e a perfumes. Com relagédo ao uso em produtos odontologicos, existe um
baixo risco, mesmo com os indicios de toxicidade por ingestao a partir de 150 mg de

eugenol, por um periodo de sete dias (VALENTE et al., 2009).

2.4 Candidiase e microrganismos associados
2.4.1 Candidiase ou Candidose

Candidiase ou Candidose oral é também conhecida como estomatite
protética ou candidiase eritematosa, quando ocorre em casos relacionados a
proteses totais ou proteses parciais removiveis. A estomatite por dentadura é a
doenca infecciosa mais comum que afeta a mucosa do palato e a crista alveolar que
estd em contato direto com a base da protese (MUNEER et al.,, 2011). A taxa de
desenvolvimento varia entre 25-67%, € mais prevalente em mulheres, e a
prevaléncia & proporcional ao aumento da idade. Outros fatores que favorecem
significativamente a causa da estomatite por protese incluem oclusao traumatica, ma
higiene oral e da protese, periodo de uso da protese, alergia ao monémero residual,
tabagismo, boca seca, condi¢ces sistémicas, diabetes e baixa imunidade do
hospedeiro (NAIK; PAI, 2011).

Candida albicans é a espécie mais prevalente e patogénica entre os
envolvidos no desenvolvimento da estomatite protética. Candida tropicalis, Candida
krusei, Candida parapsilosis e Candida guilliermondii também podem fazer parte do
curso da doencga, no entanto, C. albicans representa mais de 80% dos isolados
clinicos (SALERNO et al., 2011; BONA et al., 2016; VIEIRA et al., 2018; PIGATTO;
LOVISON; CATTANI, 2019; LONE; AHMAD, 2020). Estas infec¢gdes causadas por
leveduras podem ser classificadas como superficiais, cutaneas ou sistémicas, e
ainda primarias ou oportunistas (MONTES et al., 2019; ARRIOLA; ARBO, 2020).

A existéncia de Candida spp. na cavidade oral é verificada em razédo desses

microrganismos constituirem leveduras pertencentes a microbiota normal do homem.
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Diante de um desequilibrio microbiano, podem ser desenvolvidas infecgbes que
estdo associadas a fatores tais como: diminuicdo da imunidade, disturbios
enddcrinos, lesdes de tecidos moles, ma higiene oral, terapia medicamentosa, entre
outros (CORREA, ANDRADE, 2006; SIQUEIRA et al., 2014).

Ao longo dos ultimos anos, a ocorréncia de infecgdes fungicas humanas vem
apresentando um aumento expressivo. Varios fatores estdo relacionados ao
crescimento dessas infecgoes fungicas, entre eles: o melhor diagnostico laboratorial
e clinico, o aumento da sobrevida de pacientes com doengas imunossupressoras e o
emprego de medicamentos imunossupressores utilizados, as vezes, de forma
abusiva, permitindo a instalacdo de microrganismos convencionalmente saprofitos
(SIDRIM; DIOGENES; PAIXAO, 1999; SIQUEIRA et al., 2014).

Quando o processo infeccioso da cavidade oral estiver instalado, o
profissional devera incorporar medidas de controle quimico e mecéanico dos nichos
microbianos na tentativa de alcancar o equilibrio da microbiota rapidamente,
justificando assim o uso de antimicrobianos (FERES, 2010; NAVAS et al., 2009;
MENEZES et al., 2008). Ha diferentes formulagdes comerciais para a administracao
de antimicrobianos na cavidade oral, a exemplo de géis, dentifricios, as pastilhas,
chicletes e colutoérios ou antissépticos bucais. Os enxaguantes bucais, por
apresentarem componentes antimicrobianos, sao considerados medidas
complementares ao controle mecéanico, sendo necessaria indicacdo para uso
(FERRARINI et al., 2007).

O tratamento da candidiase consiste na combinacdo de um agente
antifungico tépico ou sistémico, orientagdo do paciente sobre higiene da prétese e
exame para determinar se a protese deve ser substituida. Nistatina e miconazol séo
os medicamentos iniciais de escolha. Nos casos em que o tratamento tdpico nao
apresenta resultados, o tratamento sistémico € iniciado e o fluconazol é o
medicamento mais prescrito. No entanto, o uso de antifungicos convencionais pode
desencadear a ocorréncia de certos fatores indesejaveis, como o0 surgimento de
reagOes adversas e o aumento da resisténcia fungica (ZORE et al., 2011).

O surgimento desses mecanismos de resisténcia, aliado ao reduzido numero
de antifungicos atualmente disponiveis, impulsiona a busca de novas substéncias
potenciais para uso no tratamento de infec¢des fungicas, neste contexto, produtos
de origem natural (NEWMAN, CRAGG, 2012; CAMARGO et al., 2016). Dentre as

classes de compostos isolados de plantas com propriedades antibacterianas e
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antifungicas, os 0leos essenciais apresentam a maior quantidade de fitoquimicos
com propriedades bioldgicas ativas, apresentando grande diversidade em sua
composi¢do quimica, e sendo ativos contra uma variedade de microrganismos
(SARTORATTO et al., 2004).

2.4.2 Candida albicans

Existe uma extensa variedade de sindromes clinicas causadas por um fungo
do género Candida, constituido de aproximadamente 200 espécies diferentes de
leveduras, que vivem normalmente nos mais diversos nichos corporais. Este género
compreende espécies leveduriformes medindo aproximadamente de 2 a 6 um e se
reproduzem por brotamento; a maior parte das espécies forma pseudo-hifas e hifas
nos tecidos. As coldnias tém coloracao branca a creme e possuem superficie lisa ou
rugosa. Candida albicans € a espécie que mais comumente causa a infeccdo no ser
humano (ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007; KAUFFMAN, NETO; 2005;
PEIXOTO et al., 2014).

Espécies de Candida residem como comensais, fazendo parte da microbiota
normal dos individuos saudaveis. Todavia, quando ha uma ruptura no balango
normal da microbiota ou o sistema imune do hospedeiro encontra-se comprometido,
as espeécies do género Candida tendem a manifestagcdes agressivas, tornando-se
patogénicas. Quanto a origem, pode ser enddgena, quando oriunda da microbiota;
ou exodgena, como uma doenga sexualmente transmissivel (BARBEDO; SGARBI,
2010)

A candidiase € a infecgdo fungica oportunista mais comum, principalmente
devido a onipresenca deste fungo e também porque aumenta cada vez mais o
numero de pacientes com fatores de risco para infeccdo por essa levedura. Os
individuos com neoplasia hematologica, neutropenia, usuarios prévios de agentes
citotoxicos e corticosterodides, correspondem aos individuos com risco de infeccao
grave por Candida (KAUFFMAN NETO, 2005).

A forma habitual de infeccdo por Candida € o deslocamento de seu nicho
normal para a corrente sanguinea ou outros tecidos. A primeira tentativa de defesa
do hospedeiro é a fagocitose e a destruicdo por neutrofilos, mondcitos e macréfagos.
Assim sendo, muitos mecanismos que operam no interior de neutréfilos e

macrofagos provocam a destruicdo das leveduras. A imunidade celular também
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participa na defesa contra a infecgcdo por Candida, sendo que as células T séo
responsaveis pela imunidade em superficies mucosas (KAUFFMAN NETO, 2005).

As manifestagdes clinicas da candidiase sdo variadas, podendo gerar uma
infeccdo localizada de mucosas até uma doenca disseminada potencialmente fatal.
O principal fator que determina o tipo e extensao da infec¢cdo causada pela Candida
€ a resposta imunoldgica do paciente. Assim, a infecgcdo acomete preferencialmente
as criangas e as pessoas idosas, numa frequéncia de 5% dos recém-nascidos, 5%
de pessoas com doengas neoplasicas e 10% dos pacientes idosos com saude
precaria. Portanto, a candidiase é mais frequente em pessoas nos extremos da
idade (KAUFFMAN, NETO, 2005).

2.5 Controle da qualidade de cosméticos

No Brasil, os enxaguatérios bucais sao classificados como produtos de
higiene pessoal e cosméticos. As formulagdes que apresentam indicagoes
especificas como antissépticos, antiplacas e de uso infantil sdo classificadas como
produtos de grau 2 e demandam a comprovagdo da sua seguranca e eficicia
antimicrobiana (BRASIL, 2012).

A avaliacdo da eficacia antimicrobiana dos antissépticos bucais pode ser
realizada por testes in vivo ou in vitro. Os ultimos geralmente sdo adaptagdes dos
procedimentos de difusdo em agar, da determinacdo da concentragao inibitoria
minima (CIM) ou de ensaios para a determinacdo do tempo de redugdo decimal
(BOTELHO, 2000), ndo havendo, no Brasil, uma metodologia oficial para a avaliacéo

da atividade antimicrobiana dos enxaguatoérios bucais (BUGNO et al., 2006).
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Obtenc¢ao do 6leo essencial, do material botanico e produg&o do extrato

Botdes florais secos de Cravo-da-india foram obtidos no comércio de Lavras -
MG. Em seguida, foram preparados extratos alcodlicos (p/v) e hidro alcodlicos (4:6)
a 30% (p/v), ambos pelo método de maceracao (24h e 15 dias) e aquoso, ha mesma
concentracao (30%), pelo método de decocgéo.

A extracdo do o6leo essencial foi realizada pelo método de hidrodestilacao,
utilizando o aparelho de Clevenger modificado. Para extracdo do 6leo, 50g de
botdes florais de Cravo-da-india foram colocados em um baldo volumétrico com 500
mL de agua. Apos o tempo de destilagao (2h), o 6leo, junto com a agua, foi recolhido
em um Becker e separado da agua. Os dleos essenciais foram armazenados em
frascos ambar, até o momento de sua utilizacdo. Amostras de 6Oleo essencial

também foram obtidas no comércio.

3.2 Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A atividade antifungica, determinada pela Concentracao Inibitéria Minima, foi
avaliada por meio da técnica de difusdo em agar, realizada conforme
recomendacdes do CLSI (2015), com adaptacoes. Foram realizados repiques de
Candida albicans (ATCC10231) e Candida sp, cedida pelo Laboratoério
Multidisciplinar de Biologia do Unilavras, em caldo Sabouraud e incubacéo a 36 °C,
durante 18 horas. O in6culo foi preparado utilizando-se 100 pL de suspensao fungica
na concentracdo de 106 células/.mL, padronizado de acordo com a turbidez 0,5 da
escala de McFarland e confirmado em espectrofotdmetro com densidade o6ptica de
530 nm . A seguir, o inoculo foi disperso com uma algca de Drigalski por toda a
dimenséao da placa de Petri (15 x 90 mm), contendo 20 mL de meio agar Sabouraud.

Os 6leos (extraido e comprado) foram testados na forma pura e em dilui¢cdes a
10%, 1%, 0,1%, 0,01% e 0,001% para determinacdo da concentracao inibitoria
minima (CIM). Os extratos brutos e suas diluicbes (1/2; 1/4; 1/8; 1/16; 1/32; 1/64;
1/128) também foram testados frente a Candida albicans (ATCC10231) e Candida
sp doada pela Clinica Odontologica do Centro Universitario de Lavras.

A atividade antifungica foi avaliada pelo método de difusdo em meio sodlido,

utilizando-se cavidades em placa. Foram confeccionadas cavidades no meio de
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cultura previamente semeado com suspensao de Candida albicans e Candida sp.,
com auxilio de canulas de vidro estéreis (6 mm de didmetro), onde foram inoculados
25 ul de cada diluigdo dos 6leos e extratos testados. O sistema foi incubado a 36 °C,
por 24 horas, em estufa bacteriol6gica. Foram realizadas leituras do halo de inibicao
apo6s 24 horas de incubacdao. Todo o experimento foi realizado em triplicata.
Posteriormente, foi estabelecido como CIM a concentragédo do éleo e extrato capaz
de desenvolver um halo de inibicdo do crescimento fungico maior ou igual a 8 mm
de didmetro, medido por uma régua milimetrada (SANTURIO et al., 2007). Como
controle negativo foram usados os solventes utilizados na preparacao dos extratos e
diluicbes (alcool e Tween), e como controle positivo foi utilizada solu¢do de nistatina

(100000Ul), um antifungico convencional.

3.3 Preparo dos enxaguantes bucais

A Tabela 1 mostra como foram preparadas as formulagdes.

Tabela 1: Composi¢ao das formulagoes

COMPONENTES F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7
Oleo extraido (mL) 1 0,1 0,01 - - - -
Extrato alcoolico (mL) - - - 50 25 - -
Clorexidina (g) - - - - - - 0,12
Tween 20 (mL) 5 5 5 - - 5 -
Glicerina (mL) 5 5 5 5 5 5 5%
Metil parabeno (g) 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Sacarina (g) 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
Agua gsp (mL) 100 100 100 100 100 100 100

Sendo: F1 =formulagéo 1; F2 = formulagéo 2; F3 = formulagdo 3; F4 = formulagéo 4; F5 = formulagéo 5; F6 =
formulagéo 6; F7 = formulacao 7.
Fonte: Arquivo pessoal da autora (2021).

As formulagdes 1, 2 e 3 foram preparadas com o 6leo essencial de Cravo-da-
india, nas concentracdes de 1%, 0,1% e 0,01%, respectivamente. As formulagdes 4
e 5 foram preparadas com o extrato alcodlico de 15 dias, respectivamente, nas
diluicbes Y2 (50%) e Y4 (25%). A formulagcdo 6 ndo continha o extrato, nem o éleo,
para verificar uma possivel atividade dos demais componentes da formulacgao; e a

formulag&o 7 continha nistatina, uma substancia quimica comumente encontrada em
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alguns antissépticos comerciais, com o objetivo de compara-la as formulagdes
contendo o fitoterapico.

A técnica empregada no preparo das formulagbes consistiu em aquecer parte
da agua destilada e o metilparabeno a 65°C (para solubilizagdo); solubilizar a
sacarina em agua destilada e adicionar glicerina. Na formulagdo 12 (controle
positivo) adicionou-se a clorexidina. Nas formulagées contendo extrato de cravo,
este foi adicionado aos poucos, sob agitacdo vigorosa. O oleo de cravo foi
previamente dispersado com o Tween e em seguida adicionado a formulagéo, sob
agitacao vigorosa. O pH foi ajustado na faixa de 4,00 a 5,00 e o volume completado

com agua destilada.

3.4 Avaliacao da atividade antimicrobiana

Os testes biologicos foram realizados com a cepa padrao de Candida albicans
(ATCC 10231).

3.4.1 Preparo das suspensdes fungicas

Os ino6culos fungicos foram adaptados e padronizados segundo o documento
do Nattional Committee For Clinical Laboratory Standard - NCCLS M2-A8 (NCCLS,
2012).

As coldnias foram obtidas através de culturas em Agar Sabourand até a
obtencdo de turvacdo igual a escala 0,5 de Mc Farland, que equivale a
aproximadamente 2x108 UFC/mL. Para este fim, 0,5mL de cloreto de bario a 1%
foram adicionados em 99,5mL de acido sulfurico a 1%. A densidade do in6culo foi
determinada por comparagao em espectrofotdmetro a um comprimento de onda de

530nm e uma transmitancia de 88%.

3.4.2 Padrao de sensibilidade frente a Candida albicans

A atividade biologica das formulacdes e dos extratos avaliados no presente
estudo sobre Candida sp foi determinada pelo método de difusdo em meio sdlido,
segundo Bauer et al. (1969) e as recomendacdes do National Commite for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS, 2012) para a determinacdo da Concentragao
Inibitéria Minima (CIM). A Candida sp foi cultivada em caldo nutritivo Sabouraund

liquido, incubada a 37°C por um periodo de 18-24 horas. Placas de Agar Sabourand



26

foram preparadas e apds 24 horas, tempo necessario para controle de esterilidade,
foram inundadas com solugdo salina inoculada com a cultura overnight do
microrganismo em uma concentracdo de 108. A seguir, foram confeccionadas no
meio de cultura, orificios de aproximadamente 6 mm de diametro, que receberam
numeracoes. No orificio foi colocado um volume de 50uL das formulagdes 1, 2, 3, 4
e 5; 50uL do extrato, 20 do 6leo e 50pL do liquido extrator (alcool etilico/agua 6:4).

As placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 25°C por um periodo
de 24 horas. Apos este periodo de incubacéao, a leitura foi realizada pela medida do
halo de inibicdo com auxilio de paquimetro.

Os ensaios foram realizados em triplicata e o resultado final foi determinado

pela média aritmética dos halos de inibicao.

3.5 Testes Fisico-quimicos

3.5.1 Analise macroscopica

A analise macroscopica foi realizada observando-se as caracteristicas
organolépticas (cor e odor) e a homogeneidade do produto, a fim de avaliar as
condi¢des fisicas das amostras.

Para a analise da homogeneidade foi observada a presenga de grumos,

particulas estranhas ou precipitagao.

3.5.2 Analise do pH

As analises de pH foram realizadas pelo método potenciométrico, de acordo
com a metodologia descrita por Volochtchuk et al. (2000).

Inicialmente o pHmetro foi calibrado com solugdes de pH padrao de 4 e 7. O
pH das solugdes obtidas foi aferido no pHmetro, inserindo-se o eletrodo diretamente
na solugcdo preparada, e anotados os valores. O pH final foi obtido pelo calculo da
média dos valores obtidos apds 3 medigodes.

Os enxaguatorios foram classificados de acordo com o pH em potencialmente
erosivos ,quando apresentaram pH inferior a 5,50; e potencialmente nao-erosivos,

aqueles com pH igual ou superior a 5,51.
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3.5.3 Anélise da densidade

A densidade baseia-se na razdo entre a massa e o volume de uma dada
amostra. A analise da densidade das formulag¢des foi realizada utilizando-se o
picnébmetro de vidro.

Pesou-se o picndmetro vazio e anotou-se o seu peso (MO0). A seguir, enché-lo
completamente com agua purificada, evitando-se a introducéo de bolhas. Apds seca-
lo cuidadosamente, foi necessario pesa-lo novamente e anotar seu peso (M1). Em
seguida deve-se enché-lo completamente (picndmetro limpo e seco) com a amostra,
evitando a formacdo de bolhas. Depois de seca-lo cuidadosamente, pesa- lo mais
uma vez e o seu peso (M2) anotado. O calculo da densidade foi feito utilizando-se a

formula:

Onde: d = densidade
MO = massa do picnbmetro vazio, em gramas
M1 = massa do picndmetro com agua purificada, em gramas

M2 = massa do picndmetro com a amostra, em gramas

A densidade das formulagdes deve estar em valor de aproximadamente 1,000

g/mL.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4 1 Resultados

O 6leo essencial de Cravo-da-india adquirido no comércio e os extratos
hidroalcodlicos, obtidos por maceracao por 24h e 15 dias, alcodlico (24h) e aquoso
nao apresentaram efeito antifingico em nenhuma das concentragées testadas frente
as cepas de Candida albicans ATCC 10231 e Candida sp.

O dleo extraido neste trabalho mostrou-se ativo até a diluicdo 1/10.000 e o
extrato alcodlico (macerado por 15 dias) até a diluicdo %, conforme apresentado na
Tabela 2 e Figura 1.

TABELA 2 - Média dos halos de inibicdo do éleo essencial e extrato alcoolico 30% (15dias) de cravo
da india, e suas diluicdes.,

Candida albicans Candida sp
ATCC10231 Halo (mm) Halo (mm)
Oleo puro 30 40
Oleo 10% 28 30
Oleo 1% 22 27
Oleo 0,1% 14 17
Oleo 0,01% 0 11
Extrato alcoolico bruto (15 dias) 15 17
Ext. alcoolico 50% (15 dias) 13 10
Extrato alcoolico 25% (15 dias) 0 8
Alcool (controle negativo) 0 0
Tween (controle negativo) 0 0
Nistatina 100000UI (controle 11 12

positivo)

Fonte: Arquivo pessoal da autora (2021).

Os enxaguantes foram preparados utilizando-se o oOleo extraido a 1%
(Formulacéo 1), 0,1% (Formulacdo 2) e 0,01% (Formulagao 3) e extrato alcodlico
bruto a 50% (Formulacao 4) e 25% (Formulacao 5). As formulagdes 6 (isenta de 6leo
e extrato) e 7 (contendo clorexidina a 0,12%) foram usadas como controle negativo e

positivo, respectivamente.



29

FIGURA 1 - Teste de Susceptibilidade frente a Candida albicans ATCC10231
—

Sendo: (A) 6leo puro, (B) 6leo 10%, (C) dleo 1, (D) 6leo 0,1% , (E) oleo 0,01%, (F) Extrato alcodlico
bruto, (G) extrato alcodlico 50% e (H) Nistatina.
Fonte: Arquivo pessoal da autora (2021).

Com relagao a atividade antifungica dos enxaguantes, as formulagoes 1 e 5
ndao foram testadas, devido a instabilidade fisico-quimica apresentada; as
formulagdes 2, 3 e o controle negativo (F6) ndo apresentam atividade frente as
cepas testadas e a Formulacao 4 foi ativa frente a Candida albicans (ATCC10231),
apresentando halo médio de 13 mm, e Candida sp (halo = 15mm). A Formulagao 7
(controle positivo) também mostrou-se ativa frente as duas cepas testadas; com

halos médios de 14mm (Candida albicans) e 15mm (Candida sp).

A Formulacdo 1 apresentou-se instavel, havendo separacdo do 6leo; e as
formulagcbes 4 e 5 apresentaram-se turvas, provavelmente devido a grande
quantidade de alcool na formulacdo, havendo precipitacdo de particulas na

formulagao 5 (Figura 2).
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FIGURA 2 - Analise macroscopica das formulagoes.

Fonte: Arquivo pessoal da autora (2021).

Preconiza-se o uso de enxaguantes com pH acido e densidade de
aproximadamente 1,000g/mL. Os enxaguantes obtidos (exceto F4) apresentaram
densidade satisfatéria. Todas as formulagdes foram classificadas, de acordo com o

pH, em potencialmente erosivos; pois apresentaram pH inferior a 5,50 (Tabela 3).

TABELA 3 - Densidade e pH das formulagdes
pH apos 3dias Densidade

Formulacéao 1 4,92 1,017
Formulacéo 2 4,45 1,018
Formulacéo 3 4,03 1,018
Formulagéo 4 2,09 -*

Formulagao 5 2,30 0,979
Formulacéao 6 4,46 1,010
Formulagéo 7 4,39 1,014

Sendo:* quantidade insuficiente para fazer o teste.
Fonte: Arquivo pessoal da autora (2021).
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4 2 Discussao

O d6leo puro extraido neste trabalho apresentou halo médio de 30 mm sobre
Candida albicans, mostrando-se ativo até a diluicdo 1/10.000. Fu e colaboradores
(2007) também observaram atividade antifungica do 6leo essencial de Syzygium
aromaticum (cravo) contra cepas de C. albicans, com halos de inibicdo de 32mm,;
resultado semelhante ao descrito nesta investigacao. Vale ressaltar que a atividade
antifungica dos Oleos essenciais € considerada positiva quando a média aritmética
dos halos de inibicao alcancar valores superiores ou iguais a 10 mm de didmetro
(DEORUKHKAR; SAINI, 2015).

O papel dos componentes do 6leo nessa atividade fungicida ainda nao esta
completamente esclarecido (ROSATO et al., 2009). Sabe-se que o eugenol, principal
constituinte do 6leo de cravo, devido ao seu carater lipofilico apresenta a capacidade
de entrar em cadeias que compdem as bicamadas lipidicas da membrana, alterando
sua fluidez e a permeabilidade das membranas celulares, afetando assim, a
atividade e a regulacdo de importantes enzimas da membrana que catalisam a
sintese de uma série de componentes principais de polissacarideos da parede
celular, interferindo no crescimento celular e na morfogénese (BRAGA et al., 2007;
AHMAD et al., 2010; CAVALCANTI; ALMEIDA; PADILHA, 2011).

O extrato alcodlico a 30%, macerado por 15 dias, também mostrou-se ativo
frente as leveduras testadas, com halo médio de 15 mm (Candida albicans) e 17 mm
(Candida sp). Resultado semelhante foi observado por Menezes et al. (2009), que
ao avaliarem a atividade do extrato de Syzygium aromaticum frente cepa de Candida
albicans, observaram a formacao de halo de inibicdo de 18 mm. Os extratos obtidos
por maceragao por 24 horas nao apresentaram atividade, evidenciando a influéncia
do tempo de contato com o liquido extrator para obtencéo dos fitoconstituintes.

No presente estudo, apesar dos 6leos e extratos in natura de Cravo-da-india
e suas diluicbes apresentaram-se eficazes no combate as cepas de Candida
albicans ATCC 10231 e Candida sp. (Tabela 2), os mesmos resultados ndo foram
observados nas formulagdes propostas (exceto formulagdo contendo extrato
alcodlico 50%). Uma possivel explicacdo seria a incompatibilidade entre os
componentes da formulagcdo, uma vez que Ferreira (2011) afirmou que a presenca
do Tween, tensoativo usado na formulagées contendo 6leo, pode comprometer a

atividade presente em um ou mais componentes de formulas farmacéuticas.
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Importante enfatizar a possibilidade desse resultado ter sido influenciado por
caracteristicas intrinsecas desse grupo de oleos vegetais, tais como volatilidade,
instabilidade e complexidade quimica e/ou por interferéncias exteriores, conforme
cita Castro e Lima (2010).

A formulacao 4 apresentou atividade sobre as cepas testadas, entretanto, o
alto teor de alcool torna seu uso inviavel, justificando a realizagdo de testes com
formulagdes contendo baixos teores de extrato + Oleo, visando avaliar um possivel
efeito sinérgico.

Um estudo in vitro realizado por Botelho et al. (2007) avaliou a atividade
antimicrobiana do timol, um O&leo essencial presente em antissépticos bucais
comerciais, e revelou halos de inibicado de 10,6 mm em relacdo a Candida albicans,
valores esses inferiores ao encontrados no presente estudo (halo médio = 30mm).
Estes dados evidenciam a necessidade de ajustes nas formulagdes visando obter
enxaguantes ativos com 6leo essencial de Cravo-da-india.

Torna-se importante evidenciar que a metodologia de difusdo em agar
empregada é validada por outros estudos, os quais também avaliaram a atividade
antimicrobiana de formulagdes comerciais ou de produtos naturais (DRUMOND et
al., 2004; COSTA et al., 2008; CAVALCANTI et al., 2005). Porém, o presente
trabalho apresenta limitagées no sentido de que as propriedades fisico-quimicas dos
produtos podem influenciar a difusdo dos mesmos no meio de cultura e, dessa
forma, interferir nos resultados da avaliagdo antimicrobiana conforme trabalhos de
Nascimento et al. (2008) e Ostrosky-Zeichner; e Pappas (2008).

Outro ponto evidente foi a instabilidade verificada no enxaguante 1, que
continha 1% de Oleo, sendo necessario a preparacdo e avaliagdo de novas
formulagbes substituindo o tensoativo utilizado.

Com relacao as propriedades fisico-quimicas, deve-se realizar ajustes no pH
dos enxaguantes ou adicionar tampdes para manuten¢gdo do pH em valores acima
de 5,5, pois sabe-se que formulagées com pH inferior a 5,5 estdo associados ao
processo de erosao e desgaste do esmalte dentario. O processo de erosédo e o
fendmeno carioso, apesar de promover desmineralizacdo das estruturas dentarias,
dificilmente ocorrem ao mesmo tempo, segundo Amaechi e Higham (2005). Porém,
dependendo da frequéncia de exposicao a acidos e do grau de erosao, a associagao

desse fenbmeno a microbiota oral poderia levar a predisposi¢cao a carie, conforme
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citam Neville et al. (2004). Assim, o uso desses enxaguatorios potencialmente
erosivos promoveria a instalagdo de infec¢des bucais.

O pH encontrado nas formulagées 4 e 5 poderia justificar o aspecto turvo
com precipitacdo nessas formulagdes evidenciando novamente, a necessidade do
ajuste do pH.



34

5 CONCLUSAO

O 6leo essencial de Cravo-da-india apresentou-se ativo contra Candida,
sendo potencial candidato para prevencao de candidiase/candidose oral. Entretanto,
ha a necessidade de preparacdo de novas formulagées, substituindo o tensoativo
utilizado, visando melhor incorporagao e estabilidade do 6leo, e testes avaliando um

possivel efeito sinérgico entre o 6leo e menores concentragcées dos extratos.
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