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RESUMO

INTRODUGCAO: A inefic4cia de alguns produtos sintéticos, o alto custo dos medicamentos
alopéticos e a busca da populagdo por tratamentos menos agressivosao organismo humano
aumentou a busca por novos produtos com potencial antimicrobiano sobre os microrganismos
orais, principalmente de origem natural. O “Barbatimao”, Stryphnodendron adstringens (Mart.)
Coville, € reconhecido pelo Ministério da Saude do Brasil como planta medicinal e é utilizada na
medicina popular.Candida albicans é a espécie fungica mais comum na mucosa oral saudavel
devido as suas propriedades de aderéncia e maior nivel de patogenicidade e a candidiase é
considerada uma das infec¢Ges oportunistas orais mais comuns no ser humano. OBJETIVO:
Desenvolver um protétipo de colutorio a base de Stryphnodendron adstringens que possa ser
utilizado como terapia Unica ou complementar no tratamento de doencgas bucais, como a
candidiase oral. METODOLOGIA: O extrato foi obtido a partir da infusio das cascas secas
em etanol/ agua 70:30. As solucBes obtidas a partir do extrato foram utilizadas para
determinacédo da Concentracdo Inibitéria Minima (C1M) através da técnica de microdilui¢do em
caldo. Foram testadas7 concentragdes do extrato etanolico, que variaram de 0,78 a 50 mg/mL.
O colutdrio foi preparado utilizando a benzoato de sodio, glicerina, edulcorante de menta e a
concentracdo de 3,125 mg/ml de extrato de barbatimdo. Além disso, realizaram-se testes de
determinacéo de estabilidade do protétipo e de colorimetria. RESULTADOSE DISCUSSAO:
Obteve-se um total de 9,71% de rendimento final do extrato. O extratona maior concentracao
testada, de 50mg/mL, reduziu a viabilidade em cerca de 75% das cepas da levedura. Porém, a
menor viabilidade foi observada em valores menoresde concentracdo (6,25 e 12,5mg/mL) que
reduziram a viabilidade em cerca de 88 e 81%, respectivamente. A CIM determinada foi a de
1,56mg/mL, com uma agéo de aproximadamente 15% de reducgéo da viabilidade. A escolha da
concentracdo de 3,125 mg/ml do extrato baseou-se na aparéncia/coloracdo final do produto,
tendo emvista o seu uso odontoldgico e a possibilidade de manchamento da superficie dentéria.
Depois de realizada a confec¢do do colutorio obteve-se uma amostra homogénea, deodor
mentolado e coloracdo vermelho-clara, com pH da amostra em 6,17. Ainda, verificou-se que as
caracteristicas organolépticas cor, odor e aspecto permaneceraminalteradas apds o teste de
estabilidade acelerada ap6s a confeccgao do colutério e posteriormente ao acondicionamento de
50 dias nas condic¢des de 4°C (geladeira), 37°C (estufa) e 25°C (temperatura ambiente). Apds a
realizacdo do teste de estabilidade acelerada, houve uma mudanca do pH inicial do colutério de
6,17 para 5,54, 5,12 e de 4,94 nas amostras que ficaram acondicionadas a 4°, 25° e 37°C
respectivamente. No experimento de colorimetria, o colutério elaborado a partir do barbatiméo
provocou manchamento dentario, porém, esse foi igual estatisticamente aalteracdo promovida
pelo colutorio de clorexidina 0,12%, considerado o padrdo-ouro dentro da Odontologia.
CONCLUSAO: Os resultados obtidos neste estudo foram satisfatorios e demonstraram que o
prototipo do colutorio a base de Barbatimdo, produto com médio teor inovativo, apresenta
potencial de impactar a area de cuidadosem salde bucal tendo em vista a escassa disponibilidade
de produtos com essa funcao para tratamento de afeccdes bucais.

DESCRITORES: Barbatimao, Stryphnodendron adstringens, colutério, fitoterapia.



ABSTRACT

INTRODUCTION: The ineffectiveness of some synthetic products, the high cost of allopathic
medicines and the population's search for treatments that are less aggressive to the human body has
increased the search for new products with antimicrobial potential against oral microorganisms, mainly
of natural origin. The “Barbatimao”, Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, is recognized by the
Brazilian Ministry of Health as a medicinal plant and is used in popular medicine.Candida albicans is
the most common fungal species in healthy oral mucosa due to its adherence properties and higher level
of pathogenicity and candidiasis is considered one of the most common oral opportunistic infections in
humans. AIM: Develop a prototype mouthwash based onStryphnodendron adstringens that can be used
as a sole or complementary therapy in the treatment of oral diseases, such as oral candidiasis.
METHODOLOGY:The extract was obtained from the infusion of dried peels in ethanol/water 70:30.
The solutions obtained from the extract were used to determine the Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) using the broth microdilution technique. 7 concentrations of the ethanolic extract were tested,
ranging from 0.78 to 50 mg/mL. The mouthwash was prepared using sodium benzoate, glycerin, mint
sweetener and a concentration of 3.125 mg/ml barbatimao extract. In addition, tests were carried out to
determine the stability of the prototype and colorimetry. RESULTS AND DISCUSSION: A total of
9.71% final extract yield was obtained. The extract at the highest concentration tested, 50mg/mL,
reduced viability in around 75% of the yeast strains. However, lower viability was observed at lower
concentration values (6.25 and 12.5mg/mL) which reduced viability by approximately 88 and 81%,
respectively. The MIC determined was 1.56mg/mL, with an action of approximately 15% reduction in
viability. The choice of the concentration of 3.125 mg/ml of the extract was based on the final
appearance/color of the product, considering its dental use and the possibility of staining the tooth
surface. After making the mouthwash, a homogeneous sample was obtained, with a minty odor and light
red color, with a sample pH of 6.17. Furthermore, it was found that the organoleptic characteristics of
color, odor and appearance remained unchanged after the accelerated stability test after the manufacture
of the mouthwash and after packaging for 50 days under conditions of 4°C (refrigerator), 37°C (stove)
and 25°C (temperature). environment). After carrying out the accelerated stability test, there was a
change in the initial pH of the mouthwash from 6.17 to 5.54, 5.12 and 4.94 in the samples that were
stored at 4°, 25° and 37°C respectively. In the colorimetry experiment, the mouthwash made from
barbatim&o caused tooth staining, however, this was statistically equal to the change caused by the 0.12%
chlorhexidine mouthwash, considered the gold standard within Dentistry. CONCLUSION: The results
obtained in this study were satisfactory and demonstrated that the prototype of the Barbatimao-based
mouthwash, a product with a medium innovative content, has the potential to impact the area of oral
health care given the scarce availability of products with this function for treatment. of oral diseases.

DESCRIPTORS: Barbatimdo, Stryphnodendron adstringens, mouthwash, herbal medicine.
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1. INTRODUCAO

As plantas sdo uma importante fonte de moléculas que formam um rico arsenalde
produtos organicos e inorganicos, com uma ampla variedade de aplicacbes, as quais a
humanidade aproveitou seus beneficios e reconheceu seus efeitos toxicos aolongo da historia.
Muitas vezes sdo utilizadas como terapia ou como complemento emtratamentos instituidos, por
influéncia de préaticas milenares ou por indicacéo de familiares ou pessoas proximas ao longo de
geracoes (MACHADO et al., 2014; JUTTEet al., 2017). O uso de plantas representa parte de
cada cultura ao redor do mundo eo Brasil tem uma extensa biodiversidade que reflete umarica
medicina popular com ainfluéncia de povos nativos (indigenas), africanos e europeus (SOUZA-
MOREIRA; QUEIROZ-FERNANDES; PIETRO, 2018). O Brasil contempla cerca de 22% da
flora mundial, o que corresponde a mais de 55.000 espécies (CARVALHO et al., 2014).

Percebe-se um aumento do interesse pelas plantas medicinais, fruto da grandeprocura por
terapias alternativas. Isto se deve principalmente a ineficacia de alguns produtos sintéticos, ao
alto custo dos medicamentos alopéaticos e a busca da populacdo por tratamentos menos
agressivos ao organismo humano (SOARES et al.,2008). Inimeras sdo as vantagens para 0 uso
terapéutico das plantas medicinais, como 0 baixo custo e a grande disponibilidade para a
populacdo de baixa renda (COSTA et al., 2020).

A busca constante de novos produtos com potencial antimicrobiano sobre o0s
microrganismos orais, principalmente de origem natural tem crescido (COTTER et al.,2012)
pois existe uma grande diversidade de alteracdes bucais que sdo provocadas de maneira direta
ou indireta por microrganismos, sdo elas, as doencas periodontais como a gengivite e a
periodontite, as alteracGes pulpares e periapicais, a cérie, a halitose, a candidiase oral, dentre
outras (KINANE et al., 2017; QUINDOS et al., 2019;FANG et al., 2020; OLUWASINA et al.,
2023).

Uma das arvores nativas no Brasil ¢ o “Barbatimdo”, cujo nome cientifico ¢
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, com o0s seguintes sinbnimos aceitos: Acacia
adstringens Mart., Mimosa Barbadetimam Vell, Mimosa virginalis Arruda, Stryphnodendron
barbatimam Mart. e Stryphnodendron barbadetiman (Vell.) Mart. Outros nomes populares
dessas arvores incluem “barbatimao-verdadeiro”, “Barba-de-timao”, “choriozinho-roxo” e “casca-
da-virgindade” (SOUZA-MOREIRA; QUEIROZ- FERNANDES; PIETRO, 2018). Esta planta tem sido
utilizada na medicina popular e possui acdo cicatrizante, anti-inflamatdria, hemostética,

antiedematogénica,antisséptica, antifungica, gastroprotetora e antidiarreica. Além disso, € utilizada no

tratamento de Ulceras, hemorragias vaginais e gonorreia (LAMEIRA et al.,2022). Devido a essas
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propriedades é tradicionalmente utilizada como cha medicinal ou extrato alcolico para o tratamento de
diversas enfermidades, incluindo infecgdes urinarias, ginecolégicas, feridas, inflamacgoes, dentre outras
(FERREIRA et al, 2020; AMORIM, 2021; GARDENAL, 2022; NUNES et al, 2022).

Diante disso, o objetivo desse trabalho foi desenvolver um colutério a base de
Stryphnodendron adstringens que possa ser utilizado como terapia Unica ou complementar no

tratamento de doencas bucais, como a candidiase oral.

1.1. Justificativa

Os produtos derivados de plantas com finalidade antimicrobiana podem representar uma
estratégia promissora na odontologia, tendo em vista a escassa disponibilidade de produtos com
essa funcdo para tratamento de afec¢des bucais. Trabalhos anteriores ja mostraram propriedades
antimicrobianas e a baixa toxicidadeda planta Stryphnodendron adstringens, porém ainda néo

existe nenhum produto comfinalidade odontoldgica contendo essa planta.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Stryphnodendron adstringens (Barbatimao)

O Stryphnodendron adstringens é uma arvore com cerca de 4 a 5 m de altura que
apresenta casca fendida (12mm) de espessura (Fig.1), do cerrado e caatinga brasileiros
(LAMEIRA et al., 2022) reconhecida pelo Ministério da Saude do Brasil como planta
medicinal, sendo encontrada no Brasil nos estados do Para até o Parana,passando por Mato
Grosso e Sul de Minas (BRASIL, 2021).

Figura 1- Stryphnodendron adstringens: arvore, tronco e casca respectivamente.
- N R _ MEPRRS )

Fonte: https://www.mundoecologia.com.br/plantas/tudo-sobre-o-barbatimao-caracteristicas-nome-cientifico-e-fotos . Acesso em:05/05/2023.

Seus efeitos antimicrobianos e cicatrizantes sdo atribuidos as cascas do caule do
Barbatimdo que sdo ricas em taninos, substancias que precipitam proteinas e combinam-se
formando compostos complexos e resistentes (NASCIMENTO, JESUS,ALVIM, 2021).

Durante seu metabolismo secundario, sdo sintetizados alcaloides, terpenos,
flavonoides, esteroides e taninos inibidores de proteases (como a tripsina) (VASCONCELOS
2004; LIMA et al., 2013). Os taninos se mostram presentes em cercade 30% do extrato aquoso
da casca, sendo o principal responsavel pela atividade terapéutica da espécie (PANIZZA et
al., 1988; GOULART, 2010). Ja a Farmacopeia Brasileira Oficial (BRASIL, 2021) determina
um minimo de 8% de taninos presentes nas suas cascas secas.

Os taninos sdo compostos fendlicos resultantes do metabolismo secundéario das plantas


https://www.mundoecologia.com.br/plantas/tudo-sobre-o-barbatimao-caracteristicas-nome-cientifico-e-fotos
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que tem como funcdo principal a interacdo entre o vegetal e o ecossistemaonde se encontra,
oferecendo protecdo e auxilio contra herbivoros ou microrganismospatogénicos (SANT’ANA,
2002).

A planta Stryphnodendron adstringens é rica também, em polimeros de
proantocianidina, incluindo vérios flavan-3-ols, como prodelfinidinas e prorobinetinidinas
(COSTA et al., 2010), o que confere suas propriedadesfarmacoldgicas, entre elas, a atividade

antimicrobiana.

2.2. Candida albicans

Os antimicrobianos sdo substancias naturais ou sintéticas que agem nosmicrorganismos
inibindo o seu crescimento (microbiostatico) ou causando a sua destruicdo (microbiocida). O
estudo desses agentes € importante no campo da microbiologia visto que se busca,
mundialmente, substancias menos toxicas e mais eficazes contra a resisténcia bacteriana e
capazes de combater novos patogenos (PINHO et al., 2012; COTTER et al., 2013).

A cavidade oral humana é normalmente colonizada por uma ampla gama de
microrganismos, incluindo bactérias, fungos, Archaea, virus e protozoarios (MONTELONGO-
JAUREGUI; LOPEZ-RIBOT, 2018). Estima-se que mais de 700 espécies de
microrganismos possam ser identificadas na cavidade bucal, das quais, metade pertence ao
periodonto, e as demais ocupam outros microambientes, como lingua, mucosas lisas e
superficie dental (PASTER et al., 2000). Dentre 0os microrganismos mais importantes na
mucosa oral destaca-se a Candida albicans.

A Candida albicans ¢ a espécie fungica mais comum na mucosa oral saudaveldevido as
suas propriedades de aderéncia e maior nivel de patogenicidade. Sendo a candidiase uma das
infeccBes oportunistas orais mais comuns. Candidiase ou candidose é uma infecgdo fungica
causada por qualquer uma das espécies de Candida, sendo que 95% das candidiases orais sao
causadas pela Candida albicans(SINGH et al., 2014). Outras especies, como Candida glabrata,
Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida krusei, Candida dubliniensis ou Candida
guilliermondii podem causar infecces esporadicamente, o que complica 0 manejo das mesmas
(MIRANDA-CADENA et al., 2018). A candidiase, embora geralmente se manifeste como uma doenga
leve na mucosa oral, frequentemente pode ser recalcitrante ao tratamento ou tornar-se recidivante ou
recorrente. Apresenta diferentes manifestagdesclinicas agudas e cronicas com diversas abordagens
diagndsticas e terapéuticas (QUINDOS et al., 2019).

A alteragdo do equilibrio entre a Candida sp. e 0 hospedeiro, devido a alteragdes
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indesejadas na microbiota oral (disbiose) ou ao dano as barreiras anatémicas e fisico-quimicas,
facilita a candidiase. O desenvolvimento da candidiasedependera tanto dos fatores de viruléncia
da Candida sp. quanto das condigdes clinicas imunoldgicas do paciente (ARKOWITZ;
BASSILANA, 2019).

A Candida albicans detecta, adapta-se e modula ativamente o pH extracelular.Todas
essas caracteristicas contribuem para sua notavel capacidade de coexistir como comensal e
prevalecer como patégeno fangico em humanos (MAYER; WILSON;HUBE, 2013).

Hu et al (2019) ao analisarem pacientes diagnosticados com candidiase oral com base
nas manifestagdes clinicas e exames laboratoriais afirmam que a proporcdode mulheres é 39%
maior do que a de homens, e as mulheres tiveram taxas gerais deinfeccdo mais altas do que os
homens em todos os subgrupos de idade. Notou-se uma maior susceptibilidade a candidiase
oral em pacientes imunossuprimidos como os com infec¢cdes por HIV, com estomatite
relacionada a anemia, com sindrome de Sjégren, com penfigoide e estomatite induzida por
radiacdo. Das 11.161 cepas isoladas de Candida sp., a Candida albicans permaneceu como a
espécie mais comum (75,37%), seguida por Candida tropicalis (6,06%), Candida krusei
(2,79%) e Candida glabrata (2,02%).

O uso de fitoterapicos na odontologia foi regulamentado pelo Conselho Federal de
Odontologia em 2008 através da Resolu¢do CFO-82/2008. Entretanto, ainda é escasso 0 uso de
produtos fitoterapicos na pratica odontologica (CFO, 2008). Além disso, existem poucas opc¢des
terapéuticas disponiveis de produtos de uso topico, como os colutdrios, para o tratamento e/ou

prevencdo de doengas bucais causadas por esses microrganismos.
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2.3. Colutorio

O colutdrio é uma forma farmacéutica liquida, limpida e homogénea, que contém um
ou mais principios ativos dissolvidos em um solvente adequado ou numamistura de solventes
misciveis. O uso do colutorio € destinado ao enxague bucal, comagao sobre as gengivas e as
mucosas da boca e da garganta, ndo devendo ser deglutido, mesmo esse sendo uma solucgéo
aquosa. O que difere o colutorio do elixir é o fato do elixir ser uma solucdo hidroalcoolica
(BRASIL, 2011).

Os colutdrios sdo importantes op¢des terapéuticas para a odontologia e sua formulagéo,
além do agente antimicrobiano, apresenta outros ingredientes na sua composicdo, tais como:
alcool, 4gua, agentes tamponantes, aromatizantes e surfactantes. Os colutorios antimicrobianos
fazem parte da grande variedade de cuidados bucais, ja que estas solucdes sdo usadas em
diversas situaces clinicas para fins profilaticos (HARREL et al., 2004). Além disso, devido as
limitacdes dos métodos mecéanicos de higiene esses produtos podem ser utilizados no controle
da placa, auxiliando assim os métodos mecanicos, e consequentemente, diminuindo 0s nimeros
de microrganismos na cavidade bucal (MARINHO et al., 2007).

A clorexidina é considerada padrdo ouro entre os colutdrios bucais, ja que é o agente
quimico mais empregado no controle de bactérias pré e p6s procedimentos clinicos como
controle de bacteremia ap0s cirurgias odontoldgicas (BARATAKKE, et al., 2017). Soares et al.
(2019) relatam que colutdrios com clorexidina 0,12% em sua formulacdo apresentam grande
potencial antimicrobiano e antibacteriano, no entantopode provocar manifestacGes orais como
alteracdo na coloracdo nos elementos dentarios (ZANATTA et al., 2007). As alteracdes de
paladar, a formagdo de manchasextrinsecas de cor castanha nos dentes e mucosas, 0 aumento da
formacdo de tartarosupragengival e a impossibilidade de utilizar a clorexidina antes de 30
minutos apos aescovacao, sao as principais contraindica¢fes ao uso continuado desse colutorio
a longo prazo (SANTOS, 2003).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
— Desenvolver um prototipo de um colutério contendo o extrato da planta

Stryphnodendron adstringens.

3.2 Objetivo Especifico
— Avaliar as propriedades antifingicas do extrato de Stryphnodendron adstringens
em diferentes concentracdes sobre 0 microrganismo Candida albicans;
— Realizar as analises organolépticas, de pH e estabilidade do prot6tipo do produto
contendo a planta Stryphnodendron adstringens.
— Avaliar a variacdo da cor em dentes ex-vivos imersos em colutério a base de

Stryphnodendron adstringes em comparacdo a solucao de Clorexidina 0,12%.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao do extrato do Barbatiméo

Para a obtencdo dos extratos foram utilizadas cascas secas da arvore de barbatiméo
(Fig.2-A), obtidas comercialmente na cidade de Guarapuava. Essas cascas foram trituradas e
pesadas para a preparacdo do extrato. Foram utilizadas 100g da casca de S. adstringens
dissolvidos em 200ml de solvente (etanol/ agua 70:30) (Fig.2-B). Os extratos foram
armazenados durante 7 dias em ambiente escuroe agitados levemente uma vez ao dia.

Apbs esse periodo, o extrato foi filtrado (Fig.2-C) e o solvente evaporado em
temperatura ambiente (Fig.2-D). Para realizacdo do rendimento total dos extratos, usou-se a
formula: R = (P.ext /P.folhas) x 100, onde: R = Rendimento total do extrato(%); Pext = Peso

do extrato seco (g); P.cascas = Peso das cascas (g).

Figura 2- Esquema de preparo do extrato de Barbatlmao

@ﬂmw 5

_?\

Fonte: Autora, 2023
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4.1.1 Preparo da solucéo do extrato de Barbatiméao

Ap0s a secagem, foi preparado a solugcdo mae do extrato na concentragcdo de 100mg/ml,
utilizando agua destilada e estéril como solvente.

4.1.2 Preparo do indculo

A suspensdo da cepa ATCC 10231 de Candida albicans foi obtida a partir de colénias
isoladas em agar Mueller-Hinton que posteriormente foram transferidas parasolucdo salina
0,9%, para formacdo do inéculo. Com o intuito de padronizar o inéculo, foi realizada a

comparacéo visual de turbidez utilizando a escala 0,5 de Mc Farland.

4.1.3 Determinacdo da CIM - Concentragdo Inibitéria Minima

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) ou Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
é a menor concentracdo de agente antimicrobiano capaz de inibir visivelmenteo crescimento
dos microrganismos (KUPER; COYLE; WANGER, 2012). Para determinacdo da CIM foi
utilizada a técnica de microdiluicdo que é considerada uma técnica quantitativa de determinacéo
da sensibilidade a antimicrobianos. A determinacao do crescimento, ap6s periodo de incubacao
adequado, pode ser realizada de forma direta por meio de leitura visual, ou utilizando
espectrofotometria (VEIGA, 2019).

A microdiluicéo foi feita em placas de plastico estéreis de 96 pocos com fundo redondo,
foram adicionados aos po¢os 100ul de caldo BHI e em seguida, adicionou- se aos po¢os 100 pl
da solucéo estoque de 100mg/ml do extrato do barbatimao, realizando uma diluicao seriada 1:2,
1:4,1:8,1:16, 1:32, 1:64 e 1:128, com as concentracfes do extrato variando de 50 a 0,78 mg/ml,
e por ultimo, adicionado 10 ulde inéculo do microrganismo. Posteriormente, as placas foram
incubadas a 37°C por24 horas. Apds esse tempo, adicionou-se aos po¢os 50ul da solucdo de
TTC (cloretode 2,3,5-trifeniltetrazdlio) e foi realizada novamente a incubagédo a 37°C por 2
horas, seguida da leitura em leitor de microplacas em 540 nm. No branco, como controle,
utilizou-se somente 100ul do caldo BHI, 100 pl do extrato do barbatimédo e 10ul de solucdo
salina a 0,9%. O TTC serve como um sistema indicador da determinacdo da viabilidade de
células bacterianas. Na presenca de bactérias metabolicamente ativas,0 TTC é reduzido a

formazan vermelho, o qual é diretamente proporcional a quantidade de células viaveis. Portanto,
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o0 TTC é considerado como um metodo comparativamente rapido para avaliar a atividade de
agentes antimicrobianos (MOUSSA et al., 2013).

A determinagéo da CIM foi realizada com base em leituras visuais, sendo anotada a
ultima concentragdo na qual ndo houve desenvolvimento de coloragdo rosa(Fig.3). Os resultados
das leituras visuais foram confrontados com os resultados obtidos pelas leituras
espectrofotometria de acordo com o método de microdiluicdo para determinacdo da CIM
validado por (VEIGA, 2019).

Figura 3- Placa 96 pocos/leitura visual

Fonte: Autora, 2023.

4.2. Elaboracéo do protétipo do colutério

O colutério foi preparado segundo a formulacdo descrita na Tabela 1. Foi adicionado
em um béquer de vidro 0,2 g de benzoato de sdédio, 5,0 ml de glicerina, 6 gotas do edulcorante
de menta e 3,125 mg/ml de extrato de barbatimao, em separado,foi feita a solugdo de mentol 0,26
g em 100 ml de agua destilada sob aquecimento, para total dissolucdo do mentol. Adicionaram-
se 6 gotas dessa solucdo aos demais ingredientes totalizando 100 ml de colutério, sempre em
agitacdo lenta e constante durante a inclusdo de cada ingrediente. A escolha da concentracéo
de 3,125 mg/ml do extrato baseou-se na aparéncia/coloracéo final do produto, tendo em vista

0 seuuso odontoldgico e a possibilidade de manchamento da superficie dentaria.
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Tabela 1- Relacdo de componentes para fabricagdo do colutorio

INGREDIENTE FUNCAO QUANTIDAD
E
Benzoato de sodio Conservante 0,2%
Glicerina Emoliente 5%
Menta Flavorizante gsp
Mentol Aromatizante gsp
Extrato de barbatimao Agente antifungico 0,3125%
Agua destilada Veiculo gsp 100ml

Fonte: elaborado pela autora, 2023

4.3. Avaliacdes iniciais da estabilidade do protétipo do colutério
4.3.1. Centrifugacao

O teste de centrifugacdo foi realizado logo ap6s o preparo do colutério. Acondicionou-
se 5ml da amostra em trés tubos plasticos (triplicata) e esses tubos foram submetidos a
velocidade de 3.000 rpm por 30 minutos em uma centrifuga (Daiki,80-2B). O teste de
centrifugacdo é realizado sob condicGes extremas que podem indicar instabilidade do produto,
mostrando desta forma a necessidade ou ndo de modificacbes na sua composicdo das
formulacbes (BRASIL, 2020).

4.3.2. Teste de pH

O teste de pH foi realizado para avaliar se 0 pH do colutdrio permaneceria na faixa de
6,8 a7,2, ou seja, proximo ao pH bucal. Este teste foi realizado utilizando umpHmetro (modelo:
mPA — 210P), previamente calibrado com solucdo-tampéo pH 4 e 7, inserindo o eletrodo na
amostra e realizando a leitura, de forma a verificar a necessidade de corregéo do valor. A

medicao do pH foi realizada nas amostras antese ap0s o0 experimento de estabilidade acelerada.
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4.3.3. Teste de estabilidade acelerada

A fim de avaliar a estabilidade da formulacdo, trés amostras do mesmo lote foram
acondicionadas em tubos de vidros com tampa e submetidas a diferentes condi¢fes de
armazenamento. A primeira amostra foi mantida em estufa (37°C), a segunda foi mantida em
geladeira (4°C) e a terceira foi mantida em temperatura ambiente (25°C). Estas permaneceram
nestas condi¢des por 50 dias e posteriormenteforam avaliadas perante a presenca, ou nao, de
modificagdes (BRASIL, 2020).

4.3.4. Avaliacdo organoléptica

Apo6s o teste de estabilidade foram analisados de forma visual as propriedades
organolépticas, que sdo as propriedades dos produtos que estimulam os 6rgdos sensoriais

humanos. Foram avaliados conforme os parametros de cor, odor e aspecto(BRASIL, 2020).

4.4. Colorimetria

Foram selecionados 18 dentes, entre anteriores e posteriores, cedidos pelo banco de
dentes do Centro Universitario Uniguairaca, nos quais foram realizados profilaxia e selamento
das raizes antes do inicio do experimento. Apos a avaliacdo inicial da coloracédo, os dentes foram
divididos igualmente em trés grupos, sendo o grupo controle testado com &gua destilada, um
grupo testado com o colutério de barbatiméo e o outro com clorexidina 0,12% (Riohex Gard
RIOQUIMICA® 1000 ml). Foram imersos durante 60 minutos, diariamente, por um periodo de
15 dias. Nos periodos em que os dentes ndo estavam sendo testados ficavam armazenados em
agua destilada (TEO et al., 2010).
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Apbs a realizacdo do experimento foi avaliado a coloracéo final, comparando acor inicial
com a final de cada dente conforme a Escala VITA. A andlise da cor foi realizada pelo método
subjetivo visual, por dois avaliadores independentes, utilizandoa escala de cor Vita Classica
(Vita Zahnfabrik, Alemanha), organizada da cor mais clara para 0 mais escura (B1; Al; B2;
D2; A2; C1; C2; D4; A3; D3; B3; A3,5; B4; C3; A4; C4). A classificacdo na escala Vita foram
atribuidos valores numéricos para avaliacdo da alteracdo de cor (MEIRELES et al., 2008). A
avaliacdo da cor foi realizadaantes e imediatamente ap0s o experimento de colorimetria em cada
dente testado.

Os dados foram analisados e os resultados apresentados em forma de tabelas. Os
resultados obtidos foram submetidos a analise estatistica, usando a analise de variancia
ANOVA e Teste de Tukey com significancia de p< 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Tendo em vista a resisténcia microbiana encontrada pelo uso excessivo e indiscriminado
de antimicrobianos e da escassez de produtos com essa finalidade para o meio bucal, optou-se
por desenvolver um produto de uso odontoldgico de origem natural, contendo o extrato da
planta Stryphnodendron adstringens. Como ja se tem alguns estudos sobre a a¢do antibacteriana
(CHAVES et al., 2016; SOARES & PEREIRA 2016; DE CARVALHO et al, 2020) do
Barbatimé&o assim como o seu usona etnofarmacologia (NASCIMENTO et al., 2016) decidiu-
se entdo apresentar uma nova op¢ao para o tratamento dessas afec¢des que sdo muito frequentes.

O extrato do barbatiméo obtido ap6s secagem foi utilizado para obtencdo das solugdes
que foram usadas nos experimentos de determinagéo da CIM e para realizagéo da formulagéo
do colutorio.

A obtencdo do rendimento de extratos é componente essencial quando se pensa na
producdo de um produto que tenha por base plantas medicinais. Os rendimentos finais estdo
diretamente relacionadas as estimativas de custo e a perda durante o processo de producédo de
fitoterapicos (RODRIGUES et al., 2013). Do totalde 100 g de cascas secas de S. adstringens
obteve-se ao final da secagem 9,71g deextrato seco, o que corresponde a 9,71% de rendimento.
A titulo de comparacéo o rendimento médio do extrato aquoso das cascas de Annona squamosa
foi de 36,6% (OLIVEIRA et al., 2022). Essa diferenca importante pode estar relacionada ao
tipo deextrato, sendo que no presente estudo foi utilizado o extrato etandlico. Outro trabalho,que
investigou as melhores condigdes para extracao de taninos em S. adstringens utilizou dgua a 60
e 90°C para extracdo e obteve rendimentos de 24,5 e 28,5% em relacdo a massa inicial de cascas
(COUTO et al., 1999).

Apos a secagem, o extrato foi solubilizado em agua estéril e sua atividade antifungica e
determinacdo da CIM foi avaliada através da técnica de microdiluicdo ap6s 24 horas de
incubacdo a 37°C. Foram testadas 7 concentragdes do extrato etandlico, que variaram de 0,78 a
50 mg/mL. A viabilidade foi determinada através datécnica de microdiluicdo em caldo. O
extrato na maior concentracdo testada, de 50mg/mL, reduziu a viabilidade em cerca de 75%
das cepas da levedura, exemplificado conforme Gréafico 1. Porém, a menor viabilidade foi
observada em valores menores de concentracdo (6,25 e 12,5mg/mL) e, que reduziram a
viabilidadeem cerca de 88% e 81%, respectivamente. A menor concentracdo testada que
apresentou atividade antifungica (CIM) foi a de 1,56mg/mL, com uma acdo de
aproximadamente 15% de reducdo da viabilidade. Isso pode ser explicado atraves doefeito

hormese que caracteriza o fendmeno como um comportamento bifasico, no qual uma
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caracteristica bioldgica é estimulada por baixas doses de um composto, mas inibida por altas
doses do mesmo (CALABRESE, BALDWIN, 2002), em que quantidades subletais de agentes

estressantes podem ser benéficas para organismos(MORSE, 1998).

Gréfico 1: Viabilidade das cepas de Candida albicans expostas a diferentes concentragdes do extrato de barbatiméao.
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Fonte: Autora, 2023.

Nota: *Diferenca estatisticamente significativa (p <0,05) em relagdo ao controle.

Morey e colaboradores (2016) avaliaram o efeito antifingico de uma fracdo condensada,
rica em taninos do Stryphnodendron adstringens e observaram um efeitofungistatico contra

Candida tropicalis com uma CIM que variou de 0,5 a 8,0pg/mL.
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O estudo de Oliveira et al. (2013) determinou a concentracdo microbicida minima
(CMM) do extrato de propileno glicol do barbatimé&o, sobre as cepas de C. albicans (ATCC
18804), C. tropicalis (ATCC 13803) e C. glabrata (ATCC 90030), quefoi de 50 mg/mL.

Luiz et al. (2015) realizaram um estudo da agdo antifingica do S. adstringes contra a
Candida albicans utilizando o método de microdiluicdo em caldo e comparando com a agédo
antifungica do fluconazol e anfotericina B. Nesse mesmo trabalho foi constatado que as
proantocianidinas presentes na planta sdo capazes deinibir o crescimento do biofilme do fungo
e a CIM encontrada ficou na faixa de 0,97 a7,80ug/mL contra o fungo estudado, demonstrando
potencial antifngico.

Apobs observacdo da atividade antifungica do extrato de barbatim&o, realizou- se a
confec¢do do colutoério tendo em vista a obtencdo de um produto com finalidadeodontolégica.
Depois de realizada a confeccdo do colutério obteve-se uma amostra homogénea, de odor
mentolado e coloracdo vermelho-clara (Figura 2), caracteristicade extratos que possuem a
presenca das proantocianidinas, substancias que produzem pigmentos avermelhados (SIMOES,
2007).

A realizacdo do teste de pH é essencial para garantir que o colutério ndo promova danos
a saude bucal. As flutuacGes de pH podem comprometer a satde bucal e, especificamente, a
estrutura do dente, levando a desmineralizacdo do esmalte dentério, favorecendo o
desenvolvimento de lesGes de céarie, uma doenga multifatorial, infecciosa, resultante de um
desequilibrio entre bactérias acidogénicas, ingestdo dietética e capacidade de remineralizacao
salivar (FITZGERALD; KEYES, 1960; MATZEU et al., 2021). O pH do colutério logo apos a
sua confecgdo/producdo estava em 6,17, e o valor desejavel para um colutério é entre 5,5 ¢ 7,0,
, Visto que serd utilizado para higiene oral, j& que a saliva possui uma faixa de pH entre 6,6 a 7,1
(SRISANTOSH et al., 2020). A mudanca dessa faixa € importante porque o pH salivarmais baixo
(pH < 5,5) esta associado a desmineralizagdo do esmalte do dente e eroséo, bem como, aumento
do risco de cérie dentaria (BROOKES, 2021). E valoresde pH mais altos estdo relacionados
também com doencas bucais. Patel e colaboradores (2016) demonstraram aumento significativo
do pH salivar em pacientescom gengivite cronica (pH 8.83 £ 1.29) e periodontite cronica (11.65

+ 2.26), quando comparados a individuos com boa saude oral (6.91 + 0.56).
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Na tabela 2 estdo descritos os resultados organolépticos e de pH da avaliacdoda
formulacéo logo apds a confeccdo do colutdrio e posteriormente ao acondicionamento de 50

dias nas condicdes de 4°C (geladeira), 37°C (estufa) e 25°C(temperatura ambiente).

Tabela 2- Resultados da avaliacdo da formulagdo frente a diferentes condi¢fes de armazenamento.

Apds acondicionamento de 50 dias

Apds
confeccao
¢ 4°C 37°C 250C
Coloracéao Marrom Marrom Marrom Marrom

avermelhada avermelhada avermelhada avermelhada
Sabor Mentolado Mentolado Mentolado Mentolado
Aspecto Homogéneo/ Homogéneo/ Homogéneo/ Homogéneo/
transltcido transltcido translucido translucido

pH 6,17 5,54 4.94 5.12

Fonte: Autora, 2023.

De acordo com a Tabela 2 verifica-se que as caracteristicas organolépticas cor,odor e
aspecto permaneceram inalteradas ap0s o teste de estabilidade acelerada.

O teste de centrifugacdo simula um aumento na gravidade e antecipa uma instabilidade
que podem surgir no produto finalizado, com o passar do tempo. Alteracdes na formulacéo final
podem ser percebidas através da separacdo de fases, formacdo de sedimento compacto,
coalescéncia e precipitacdo (BRASIL, 2020).

No teste de centrifugacdo a amostra apresentou resultados satisfatorios, considerando
que apos os 30 minutos de centrifugacdo a 3000 rpm ndo houve separacdo de fases. Porém,
notou-se a presenca de um sedimento compacto (micro botdo), possivelmente decorrente da
existéncia de substancias insollveis do extrato vegetal e residuos advindos do processo de
extracdo (SILVA & CAVALCANTE, 2022; VIEIRA et al., 2022). Apesar disso, 0 aspecto das
amostras voltou a ser homogéneo quando submetido a homogeneizagédo leve. Outros produtos
elaborados as bases de plantas também demonstraram comportamento semelhante ao
observado nesse estudo. Vieira et al. (2022) realizou um estudo de desenvolvimento e avaliacdo
da estabilidade de um sabonete liquido facial a base de extrato de roma, onde observouque as

amostras contendo o extrato apresentaram sedimentacdo ap6s o teste de centrifugacdo, e
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precipitacdo nas amostras submetidas a estufa no final do teste de estabilidade (Fig. 4).

Figura 4- Amostra do colutério apés a centrifugacao

Fonte: Autora, 2023.

Ap0ds a realizacao do teste de estabilidade acelerada, houve uma mudanca dopH inicial
do colutério de 6,17 para 5,54, 5,12 e de 4,94 nas amostras que ficaram acondicionadas a 4°,
25° e 37°C respectivamente. Essas mudancas possivelmente ocorreram pela influéncia da
temperatura na alteracdo da cinética de reacdo e capacidade de degradar compostos quimicos,
fato este que pode levar a modificacdesno pH (VIEIRA et al., 2022; FONSECA et al., 2023).
Porém, as mudancas ocorridas ndo foram bruscas e apresentaram valores limitrofes inferiores
ao preconizado para colutérios e enxaguantes bucais que é de 5,5 - 7,0, ndo acarretando
alteracdes na formulacdo final (LIMA et al, 2005). Entretanto, para aperfeicoamento de uma
formulacdo final, comercializavel poderia ser adicionado uma solugdo tampdo que pudesse
controlar as variagdes de pH observadas apds o teste de estabilidade.

O ensaio de colorimetria tem por objetivo quantificar a alteracdo de cor de materiais
(SZESZetal., 2012). Essas alteracdes de cor, nos dentes pode ser providapor fatores extrinsecos
ou intrinsecos. O manchamento com causa extrinseca ocorrequando cromadgenos externos,
como aqueles presentes na dieta, se depositam na superficie do dente. J& a pigmentacdo
intrinseca € decorrente da deposigdo de cromdgenos na estrutura do dente, geralmente, na
dentina (SULIEMAN, 2008).
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Os dentes tratados com clorexidina (dentes 7-12) apresentaram A de coloragdo quevariaram
entre 2 e 6 unidades. J& os dentes imersos em barbatiméo (dentes 13-18) demonstraram uma
variacdo entre 2 e 10 unidades, sendo importante ressaltar que oelemento 18 apresentou-se mais
claro apds o tratamento de 15 dias. Além disso, pode-se observar que os controles com agua
(dentes 1-6) ndo demonstraram mudangas na coloragdo apos o protocolo experimental testado,

assim como, demonstrado no Quadro 1 os resultados do experimento de colorimetria.

Quadro 1: Anélise da coloracdo antes e apds o tratamento dos dentes segundo a Escala Vita

INICIA FINAL
L
DENTES Esqala Va!o_r Esqala Va!o_r Col o?ac;éo
Vita numerico Vita numerico
Classica EscalaVita | Classica Escala Vita
1 Al 2 Al 2 0
2 A3 9 A3 9 0
3 A2 5 A2 5 0
4 A2 5 A2 5 0
5 A2 5 A2 5 0
6 A3 9 A3 9 0
7 B2 3 A2 5 2
8 B2 3 A2 5 2
9 A2 5 B3 11 6
10 B2 3 A3 9 6
11 A2 5 A3 9 4
12 A3 9 A3,5 12 3
13 A3 9 Ad 15 6
14 A2 5 A3,5 12 7
15 B2 3 A2 5 2
16 A2 5 Ad 15 10
17 A3 9 Ad 15 6
18 B4 13 A3 9 -4

Fonte: autora, 2023.

Os resultados do Quadro 2 mostram que ambos o0s colutérios promoveramalteracoes
na coloracdo dos dentes, de acordo com o protocolo testado. Porém, a mudanca de cor néo foi
diferente da provocada pelo colutério de Clorexidina 0,12%, considerado o padrdo-ouro dentro
da Odontologia. Além de promover manchamento dos dentes e mucosas o uso rolongado, mais de

15 dias, da clorexidina pode tambémapresentar efeitos adversos como alteracdes do paladar e a
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formacéo de placa supragengival (HURTADO et al., 2013).

No Quadro 2, estdo descritas as médias e desvios-padrdo do valor numerico da Escala

Vita de todos os tratamentos realizados.

Quadro 2: Médias e desvio padréo das analises de colorimetria pela Escala Vita

GruUDoS Inicial Final
P Média + DP | Média = DP
Agua 5834271 583+2,71

Clorexidina 4,67 +2,34 8,50 +1,83*
Barbatimao 7,33 £3,67 11,83 +4,12*

Fonte: autora, 2023.

Nota: *Diferenca estatisticamente significativa (p <0,05) em relagdo a agua.Diferenca
estatisticamente significativa ((p <0,05) em relag&o aos colutorios

Os dentes imersos em agua apresentaram uma média de 5,83 = 2,71 antes e apds o
experimento. O tratamento com clorexidina alterou a média de 4,67 +2,34 para8,50 + 1,83 e 0
colutério de barbatimdo de 7,33 + 3,67, para 11,83 + 4,12. Os dois colutérios testados
apresentaram diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controle com agua, mas nao

demonstraram diferengas entre si.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O Stryphnodendron adstringens € uma planta nativa brasileira utilizada no meio
popular no tratamento de cicatrizacdo de feridas, ulcera, antisséptica, anti-inflamatoria, entre
outras.

O presente trabalho, demonstrou que o extrato de S. adstringens possui atividade
antifangica contra Candida albicans chegando a reduzir a viabilidade dessalevedura em cerca
de 88% na concentracdo de 6,25 mg/mL. A CIM determinada foi de 1,56mg/mL. Sendo assim,
essa planta apresenta-se como promissora para 0 desenvolvimento de um medicamento
fitoterapico com atividade antifungica.

Desenvolveu-se um protétipo de um colutério que apresentou estabilidade das
caracteristicas organolépticas e pequenas modificacdes de pH e aspecto nas amostras
submetidas a estufa e temperatura ambiente. Apesar disso, as modificagdesforam pequenas e ndo
influenciaram na estabilidade do produto. Além disso, testou- se a capacidade do prototipo do
colutério provocar manchamento dentario, a partir doexperimento de colorimetria. O prot6tipo
provocou alteracdo de coloracdo nos elementos dentais, porém, esse foi igual estatisticamente
a alteracdo promovida pelocolutério de Clorexidina 0,12%, considerado o padrdo-ouro dentro
da Odontologia.

Destaca-se que esse trabalho apresenta um produto com aspecto inovador, de origemvegetal e
fonte renovéavel.

Por fim, evidencia-se que a formulagéo tem grande potencial, mas deverdo serrealizados

novos testes para avaliar a estabilidade e eficacia do produto.
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7. ADERENCIA

O produto escolhido, um colutério a base de Stryphnondendron adstringens possui
aderéncia ao Programa de P6s-Graduacao em Promocéo da Satde (PPGPS)da UniGuairacé pois

esta inserido na linha de pesquisa “Ciéncia, tecnologia e satde”.

8. IMPACTO

O produto escolhido apresenta potencial de impactar a area de cuidados em salde bucal
pois os produtos com finalidade antimicrobiana, derivados de plantas podem representar uma
estratégia promissora na odontologia, tendo em vista a escassa disponibilidade de produtos com
essa funcdo para tratamento de afeccBes bucais. Além disso, ainda é baixa a aderéncia dos
profissionais cirurgides-dentistas a utilizacdo de fitoterapicos, sendo necessaria uma
conscientizacao sobre a eficicia desses produtos e de sua utilizacdo nos cuidados direcionado

com a saude bucal.

9. APLICABILIDADE

Esse é um produto de alta aplicabilidade tendo em vista a escassa disponibilidade de
produtos com essa funcdo para tratamento de afeccdes bucais. Além disso, apresenta uma
abrangéncia elevada, devido a alta epidemiologia de doencas fungicas bucais e escassas opcoes

terapéuticas.
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10. INOVACAO

O colutério a base de barbatimdo segundo a Capes, € um produto com médio teor
inovativo pois advém da combinag&o de conhecimentos pré-estabelecidos, comoas propriedades
antimicrobianas do Stryphnodendron adstringens e a necessidade de mais alternativas

terapéuticas de produtos de acédo topica na odontologia.

11. COMPLEXIDADE

A complexidade de produtos, segundo a CAPES é a propriedade associada a diversidade
de atores, relacdes e conhecimentos necessarios a elaboracao e ao desenvolvimento de produtos
técnico-tecnoldgicos. Considerando isso, o colutdrio € um produto de média complexidade pois
deriva da combinacdo de conhecimentos pré-estabelecidos e estaveis (instituicdo de ensino

superior e empresas).

12. PRODUTOS ESCOLHIDOS

O produto escolhido, um colutério a base de Stryphnondendron adstringens enquadra-
se, dentro dos critérios da Capes, como “Bens fisicos/tangiveis obtido por combinacao de ideias,
gue possam ser materializados ou produzidos por um determinado processo de fabricacéo,

destinados ao uso restrito e comprovado por meio de declaragéo de sigilo.”
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