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Objetivo: Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro dos componentes
(tirotricina, quinosol e tintura de malva) de um enxaguatdrio bucal
contendo  malva (Malvatricin@) sobre  Streptococcus mutans,
Lactobacillus spp. e um pool de micro-organismos da cavidade bucal.
Método: Para a verificagdo do potencial antimicrobiano do
enxaguatoério bucal contendo malva (Malvatricinm) e de seus diferentes
componentes, a metodologia utilizada foi a da difusdo em agar-cilindro
em placas. Utilizaram-se dez placas com &gar Brain Heart Infusion para
cada micro-organismo e foram testadas as seguintes solugdes:
Malvatricin@, tirotricina, quinosol e tintura de malva. Como controle
positivo foi utilizada uma solugdo de clorexidina 0,12%. As placas foram
incubadas por 24 horas a 37°C em anaerobiose. Apds 24 horas,
mensuraram-se os didametros das zonas de inibigdo. Utilizou-se o teste
de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparagBes multiplas,
quando indicado, para comparar o efeito de cada substancia sobre os
micro-organismos testados. O nivel de significancia adotado foi de 5%.
Resultados: Sobre Streptococcus mutans, Lactobacillus e um pool de
micro-organismos da cavidade bucal, Malvatricin” apresentou valores
de medianas 23,47; 8,61 e 11,23, respectivamente. O quinosol
apresentou resultado semelhante ao de Malvatricin®, mostrando-se
efetivo para inibir o crescimento microbiano de todos os micro-
organismos (27,17; 9,33; 12,53). A tirotricina (0; 5,66; 0) e a tintura de
malva (0; O; 4,29) apresentaram pouca ou nenhuma atividade
antimicrobiana. A clorexidina apresentou as maiores zonas de inibi¢do
frente a todos os micro-organismos testados (30,06; 15,54; 20,89).
Conclusdo: Os resultados do presente estudo sugerem que, dentre os
componentes presentes na composicdo 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 agdo da substancia quinosol, presente em sua composigdo.

DESCRITORES

Antibacterianos; Antissépticos bucais; Fitoterapia; Malva;
Tirotricina.

ABSTRACT

Objective: To evaluate the in vitro antimicrobial activity of the
components (tyrothricin, hydroxyquinoline and Malva sylvestris
tincture) of a mouthwash containing Malva sylvestris (Malvatricin®)
against Streptococcus mutans, Lactobacillus spp. and a pool of oral
microorganisms.

Method: In order to verify the antimicrobial potential of the Malva
sylvestris-containing mouthwash (Malvatricing) and its different
components, was used the cylinder-agar diffusion plate methodology.
Ten plates with Brain Heart Infusion agar were used for each
microorganism and the following solutions were tested: Malvatricin®,
tyrothricin, hydroxyquinoline and Malva sylvestris tincture. The positive
control was a 0.12% chlorhexidine solution. The plates were incubated
for 24 hours at 37°C in anaerobiosis. After 24 hours, the diameters of
bacterial growth inhibition zones were measured. The Kruskal-Wallis
test and the multiple-comparisons test (when required) were used to
compare the effect of each substance against the test microorganisms.
The significance level was set at 5%.

Results: Malvatricin presented medians of 23.47, 8.61 and 11.23,
respectively, against Streptococcus mutans, Lactobacillus spp. and a
pool of oral microorganisms. Hydroxyquinoline showed similar result to
Malvatricin’, being effective to inhibit the growth of all microorganisms
(27.17, 9.33 and 12.53, respectively). Tyrothricin (0, 5.66, O,
respectively) and Malva sylvestris tincture (0, 0, 4.29, respectively)
showed little or no antimicrobial activity. Chlorhexidine produced the
largest inhibition zones against the tested microorganisms (30.06,
15.54, 20.89, respectively).

Conclusion: The results from this study suggest that among all
components of Malvatricin®, hydroxyquinoline presented the greatest
antimicrobial activity against the tested microorganisms, and that the
antimicrobial activity of the commercial product is likely due to the
action of the hydroxyquinoline present in its composition

Anti-bacterial agents; Mouthwashes; Phytotherapy; Malva;
Tyrothricin.
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INTRODUGAO

O biofilme dental é o principal fator etioldgico
da cérie e das doengas periodontaisl’z. Desta forma, o
sucesso tanto da prevengdo quanto da terapia destas
doengas esta diretamente relacionado ao controle do
biofilme supragengival, realizado por meio de sua
remoc¢do mecanica durante a escovagdo dentaria e o uso
do fio dental. Entretanto, uma grande parcela dos
individuos falha no controle mecanico do biofilme, visto
a alta prevaléncia da gengivite em diferentes
populag6e53’4. Ainda que a prevaléncia da cérie dentaria
tenha diminuido nos ultimos anos, esta continua sendo a
maior responsavel pela perda dentaria na populagdo
brasileira®. Assim, o uso complementar de agentes
quimicos contidos em enxaguatdérios bucais poderia ser
uma forma de amenizar a deficiéncia mecanica, uma vez
que requer um minimo de adesdo e habilidade do
individuo para a sua utilizagao®.

A pesquisa por produtos de origem natural com
acdo farmacoldgica tem crescido nos ultimos anos. Isto é
decorrente da busca por medicamentos que tenham,
além da atividade farmacoldgica, baixa toxicidade,
biocompatibilidade e preco mais acessivel. Diversos
produtos de origem vegetal se mostram potencialmente
interessantes no que se refere a sua atividade
antimicrobiana’.  Dentre estes, destaca-se a malva
(Malva sylvestris). Muito utilizada pela medicina popular,
a malva atribuem-se propriedades anti-inflamatérias,
calmantes, expectorantes, emolientes e antimicrobianas.
Além disso, pelo fato de dissolver mucosidades, também
tem sido usada popularmente para tosses, enfermidades
da garganta e do peitos. Paralelamente, outros autores
relataram que a malva apresenta também mucilagem,
taninos, 6leos essenciais e flavondides, substancias estas
que poderiam justificar eventual efeito antimicrobiano
da malva’.

No mercado brasileiro é comercializado um
enxaguatorio bucal contendo malva (Malvatricin®) em
sua formulagdo, dentre outros componentes. Este
antisséptico tem como principios ativos a tirotricina e o
quinosol.

Embora a eficdcia  antimicrobiana de
Malvatricin® ja tenha sido relatada, tanto in vitrom’ll,
quanto in vivo®, os estudos n3o puderam distinguir a
acdo antibacteriana de cada componente especifico da
formula. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar in
vitro a atividade antimicrobiana dos componentes
(tirotricina, quinosol e tintura de malva) de um
enxaguatorio bucal Malvatricin® sobre Streptococcus
mutans, Lactobacillus spp. e um pool de micro-
organismos da cavidade bucal.

METODOLOGIA

Os micro-organismos utilizados neste estudo
foram Streptococcus mutans, Lactobacillus spp. e um
pool de micro-organismos da cavidade bucal. Os micro-

organismos eram provenientes de ensaios clinicos
prévios realizados com saliva humana e se encontravam
disponiveis no Laboratério de Bioquimica e Microbiologia
Bucal da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul. O pool/ de micro-
organismos era composto, na sua maioria, por bactérias
Gram-positivas (Staphylococcus, Streptococcus, entre
outras) e Gram-negativas (Neisseria, Veillonella,
Fusobacterium, entre outras).

Neste estudo foi avaliada uma solugdao
antisséptica disponivel comercialmente contendo malva
em sua formulagdo (Malvatricinﬁ, Laboratorio Daudt de
Oliveira Ltda., Rio de Janeiro, RJ, Brasil), e os seus
componentes isoladamente: tirotricina (Laboratdrio
Sandoz, Cambé, PR, Brasil), quinosol (Laboratério Sigma
Aldrich, S3o Paulo, SP, Brasil) e tintura de malva
(Farmacia Art & Pharma, Porto Alegre, RS, Brasil). Os
componentes foram preparados em agua destilada
estérii e em concentragdes idénticas aquelas
encontradas no produto comercial Malvatricin”. As
concentra¢des utilizadas foram: tirotricina 0,1 mg/mL;
quinosol 1 mg/mL; tintura de malva 0,005 mg/mL. Como
controle positivo, foi utilizada uma solugdo de clorexidina
0,12% (PerioGardg, Colgate-Palmolive, Sao Paulo, SP,
Brasil).

Para a verificacdo do potencial antimicrobiano
dos diferentes componentes do enxaguatdrio bucal
contendo malva (Malvatricinw) a metodologia utilizada foi
a da difusdo em égar-cilindrola.

A partir de uma cultura recente (24 horas), a
concentragdo do indculo foi padronizada em
espectrofotdmetro a 580 nm, comparando a sua turbidez
com o padrdo 0,5 da escala de Mc Farland. O resultado
da absorbancia ficou entre 0,08 e 0,10, o que equivale a
aproximadamente 1,5 x 10® UFC/mL14 .

Foram preparadas dez placas de Petri com agar
Brain Heart Infusion (Himedia, Mumbai, india) para cada
um dos micro-organismos a serem testados. O calculo
amostral baseou-se em dados de estudo semelhantels,
considerando um erro alfa de 5% e um erro beta de 20%.

A partir dos diferentes indculos padronizados,
foram transferidos 100 pL destes para tubos de ensaio
contendo 10 mL de agar Brain Heart Infusion (BHI)
fundido e resfriado. Depois de homogeneizado, o
conteudo do tubo de ensaio foi vertido na placa de Petri,
técnica chamada pour plate. Com as duas camadas de
meio uniformemente sobrepostas e ja solidificadas, cinco
cilindros metdlicos, previamente lavados com 4&gua
destilada e esterilizados foram dispostos sobre as placas
de uma forma equidistante. Cada um dos cinco cilindros
apresentava 10 mm de altura, 8 e 6 mm de didmetros
externo e interno, respectivamente,

No interior de cada cilindro, colocaram-se 40 uL
de cada substancia a ser testada: clorexidina, tirotricina,
Malvatricin®, quinosol e tintura de malva.

As placas foram mantidas por duas horas em
temperatura ambiente para permitir a difusdo dos
agentes através do agar. Apds este periodo, retiraram-se
os cilindros, e as placas de Petri foram incubadas a 37°C
em anaerobiose™.
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Apds 24 horas, as placas foram retiradas da
estufa bacterioldgica e os didmetros da zona de inibicao
mensurados por um Unico examinador, previamente
treinado, com auxilio de um paquimetro digital
(Digimess, Sdo Paulo, SP, Brasil). Considerou-se a medida
do didmetro avaliado, em milimetros, como desfecho
principal neste estudo.

Foi testada a normalidade da amostra por meio
do teste de Shapiro-Wilk. Como foi observado que a
distribuicdo dos dados diferia significativamente da
distribuigdo normal (p<0,002), a comparagdo entre os
grupos foi feita por meio do teste de Kruskal-Wallis,
seguido pelo teste de comparagGes multiplas de Kruskal-
Wallis, quando indicado. O nivel de significancia foi de

5%. A analise estatistica foi realizada com o auxilio do
Software SPSS for Windows, versdo 18.0 (Chicago, IL,
EUA).

RESULTADOS

Os resultados obtidos expressos como medianas
e percentis 25% e 75% dos diametros das zonas de
inibicdo formadas apds tratamento com as substancias
testadas (clorexidina, tirotricina, Malvatricin®, quinosol e
tintura de malva), estdo expressos na Tabela 1.

Tabela 1. Mediana e percentis 25% e 75% (mm) das zonas de inibi¢gdo, para cada micro-organismo, de acordo com cada

tratamento (n=10).

Microrganismos Tratamentos
Clorexidina Tirotricina Malvatricin_ Quinosol Tintura de malva
Streptococcus mutans 30,06° 0,00 23,47 27,17 0,00°
(29,32/30,60)  (0,00/0,00)  (22,72/24,82)  (25,35/28,06) (0,00 / 0,00)
Lactobacillus spp. 15,54° 5,66 8,61% 9,33% 0,00°
(14,51/15,98) (5,445 / 6,22) (7,46 / 9,14) (8,23 /9,65) (0,00/ 0,00)
Pool de micro- 20,89° 0,00° 11,23 12,53" (11,85 4,29°
organismos (20,34 /21,41)  (0,00/2,43)  (11,06/11,56) / 14,55) (0,00/9,51)

Letras diferentes correspondem a diferengas estatisticamente significativas entre tratamentos (teste de Kruskal-Wallis,
p<0,05, seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Kruskal-Wallis. Letras iguais correspondem a auséncia de

significancia estatistica (teste de Kruskal-Wallis, p>0,05)

O presente estudo avaliou o efeito
antimicrobiano dos componentes de um enxaguatorio
bucal, contendo malva em sua formulagado (Malvatricin®)
sobre os principais micro-organismos associados a carie
dental (Streptococcus mutans e Lactobacillus spp.). Além
disso, avaliou-se seu efeito sobre um pool de micro-
organismos da cavidade bucal, pelo fato de este
representar a microbiota salivar total do individuo.

A clorexidina demonstrou as maiores zonas de
inibicdo frente a todos os micro-organismos testados.
Este resultado concorda com outros estudos que
avaliaram o efeito antimicrobiano de antissépticos™**®. A
clorexidina é utilizada como controle positivo na maioria
dos estudos sobre substancias antimicrobianas bucais
por ser considerada um agente quimico substitutivo, e
ndo apenas como coadjuvante ao controle mecéanico do
biofilme dental®.

No presente estudo, o quinosol demonstrou
uma grande atividade antimicrobiana, semelhante,
inclusive, a da clorexidina, sobre todos os micro-
organismos testados. Tém sido atribuidas a esta
substancia a¢Oes antisséptica, antibacteriana, antifingica
e propriedades desodorantes™. Contudo, ndo foram
encontrados na literatura estudos que relatem o efeito
do quinosol sobre micro-organismos da cavidade bucal.

O produto comercial Malvatricin~ apresentou

eficacia sobre todos os micro-organismos testados. Sobre
Streptococcus mutans e pool de micro-organismos da
cavidade bucal, Malvatricin apresentou atividade
antimicrobiana elevada, entretanto menor do que a
observada com clorexidina. Ja sobre Lactobacillus spp.,
apresentou efeito semelhante ao da clorexidina. Dois
estudos™"! ja haviam demonstrado a eficacia
antibacteriana de Malvatricin". Entretanto, cabe ressaltar
que ambos os trabalhos ndo puderam distinguir a agdo
antibacteriana de cada componente especifico na
composigao do produto comercial.

No presente estudo, a tirotricina foi capaz de
inibir apenas o crescimento de Lactobacillus spp., ndo
apresentando  efeito  antimicrobiano frente ao
Streptococcus mutans e ao pool de micro-organismos da
cavidade bucal. Num estudo prévio, em que se avaliou a
sensibilidade de Lactobacillus a diferentes antissépticos
bucais®, verificou-se que apenas 68,24% das cepas
foram sensiveis a Malvatricin’. Isto se deve,
provavelmente, a seletividade da tirotricina a bactérias
gram-negativas, enquanto que os Lactobacillus sao
bactérias gram-positivas.

A tintura de malva, na concentracdo avaliada
neste estudo, apresentou pouca ou nenhuma atividade
antimicrobiana sobre os micro-organismos testados. A
literatura se mostra controversa no que diz respeito ao
efeito antimicrobiano da malva. Alguns estudos
demonstraram que possui efeito antimicrobiano sobre
Escherichia  coli, Salmonella, Bacillus  cereus,
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Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e
Bacillus subtilis’**. Outros autores23, que avaliaram in
vitro a atividade antimicrobiana de substancias naturais
presentes nos dentifricios, encontraram em Malvatricin
Anti-Placa’ o maior efeito antibacteriano. Porém,
atribuiram este resultado a presenca de triclosan na
formulagdo e ndo a agdo da tintura de malva. Outro
estudo in vitro também n3do demonstrou efeito
antimicrobiano da tintura de malva, ao avalia-la sobre
Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus 2

Os resultados do presente estudo sugerem que
o produto comercial Malvatricin® apresenta atividade
antimicrobiana contra Streptococcus mutans,
Lactobacillus spp. e sobre um pool de micro-organismos
da cavidade bucal, e este efeito provavelmente deva-se a
acdo da substancia quinosol, presente em sua
composicao.

A técnica utilizada no presente estudo para
verificagdo  da atividade  antimicrobiana dos
componentes testados foi a da difusdo em agar. Esta é
uma técnica classica e consagrada para avaliar in vitro o
potencial antimicrobiano de agentes quimicosls’17’23'25.
Entretanto a literatura relata que os microrganismos da
cavidade bucal quando organizados em um biofilme,
apresentam uma resisténcia maior aos
antimicrobianos’®”’. Estudos estio sendo conduzidos
testando estes mesmos componentes em modelos de
biofilme dentério.

Os resultados do presente estudo sugerem que,
dentre os componentes presentes na composicdo 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 ac¢do da substancia quinosol,
presente em sua composig¢ao.
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