Comparacdo da atividade antimicrobiana de solu¢coes de peréxido de
hidrogénio e malva sobre candida albicans

Comparison of hydrogen peroxide and malva mouthrinses antimicrobial
activity on candida albicans

Bruno Mello de MATOS

Camila Porto de DECO
Mestrando em Biopatologia Bucal — Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos — UNESP — Universidade Esta-
dual Paulista — Sao José dos Campos — SP — Brasil

Luciane Dias de OLIVEIRA
Docente do Programa de Pés-graduacdo em Biopatologia Bucal — Faculdade de Odontologia de Sdo José¢ dos Campos —
UNESP — Universidade Estadual Paulista — Sdo José dos Campos — SP — Brasil

Antonio Olavo Cardoso JORGE
Docente da Disciplina de Microbiologia e Imunologia — Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos — UNESP —
Universidade Estadual Paulista — Sdo José dos Campos — SP — Brasil

Ivan BALDUCCI
Docente da Disciplina de Bioestatistica — Faculdade de Odontologia de Sdo José¢ dos Campos — UNESP — Universidade
Estadual Paulista — Sdo José dos Campos — SP — Brasil

Cristiane Yumi KOGA-ITO
Docente da Disciplina de Microbiologia ¢ Imunologia — Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos — UNESP —
Universidade Estadual Paulista — S&o José dos Campos — SP — Brasil

REsumo

O estudo avaliou a atividade antimicrobiana de enxaguatdrios bucais sobre Candida albicans. Vinte e uma amostras
clinicas e uma padrao de C. albicans (ATCC 18804) foram testadas frente a enxaguatorios a base de peréxido de hidro-
génio 1,5% e tintura de malva. Solugdo de gluconato de clorexidina 0,12% foi utilizada como controle positivo e foram
obtidos valores para maxima dilui¢do inibitéria (MDI) e maxima dilui¢do fungicida (MDF). Foram obtidas diluigdes
seriadas dos produtos (50% a 0,02%), e adicionadas 100pL de suspensdo de cada cepa e foram incubadas a 37°C/24h,
e a MDI determinada. As amostras foram semeadas em agar Sabouraud para determinacdo da MDF. Para a solucdo a
base de peroxido de hidrogénio a MDI=0,78% para 86,35% das amostras e MDF=3,1% para 77,27% das amostras. Para
a solugdo a base de gluconato de clorexidina, a MDI foi de 0,2% e 0,1% para 72,7% das amostras e MDF foi de 1,56%
e 0,78% para 90,9% das amostras. Para a solucéo a base de tintura de malva a MDI foi de 1,56% e 0,78% para 72,72%
das amostras e ndo houve atividade fungicida para 54,54% das amostras. A analise estatistica (ANOVA Kruskal-Wallis,
a=5%) mostrou diferencas significativas entre os valores médios de MDI (p=0,000) e de MDF (p=0,003). Concluiu-se
que a solugdo a base de gluconato de clorexidina apresentou melhor atividade antimicrobiana sobre C. albicans, seguida
pela solugdo a base de perdxido de hidrogénio. A solugdo a base de tintura de malva ndo apresentou atividade fungicida
sobre a maioria das cepas de C. albicans.
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INTRODUGAO

A candidose ¢ a infec¢ao de origem fingica mais
frequente no ambiente bucal® e a principal espécie
envolvida nessa patologia ¢ Candida albicans, que
tem como principal fator de viruléncia a capacidade
de se aderir as células epiteliais da mucosa®.

Este fungo € oportunista e manifesta-se de forma
infecciosa, principalmente em individuos imunocom-
prometidos. Além disso, € encontrado na estomatite
por prétese e outras patologias bucais'®?. Os métodos
quimicos atuam como coadjuvantes no controle e
prevencao da candidose!'?.

A clorexidina é um agente catiénico do grupo
das bisguanidas que através de seu mecanismo de
acdo (alteracdo da permeabilidade da membrana
citoplasmatica, precipitagdo de proteinas, alteracdo
do balango osmotico, interferéncia no metabolismo,
crescimento e divisdo celular e inibi¢do da enzima
ATPase)’ apresenta um amplo espectro antimicrobiano
tanto sobre bactérias quanto sobre fungos. E indicado
como método quimico de controle de placa e preven-
¢do da gengivite'.

O peroxido de hidrogénio tem sido defendido
por varios anos como um anti-séptico usado para o
controle de varias condigOes bucais. Por ser um de-
sinfetante oxidativo instavel, sua agdo antimicrobiana
se da pela formacao de radicais hidroxila livres, o
que ¢ extremamente desfavoravel para o crescimento
de varios microrganismos, pois ataca a membrana
citoplasmatica, DNA e outros componentes celulares
essenciais'®. Sua aplicacdo em Odontologia se da
principalmente como complemento ao tratamento da
doenga periodontal associado a clorexidina, pois além
de reduzir o manchamento causado pela clorexidina
essa combinacdo ¢ mais eficiente com relagdo ao po-
tencial antimicrobiano quando comparado aos efeitos
destes anti-sépticos separados'"-'*??, podendo ser usado
também para descontaminacdo de reservatorios de
agua de equipos odontologicos®.

Segundo Navarro Garcia et al.'® (2003), os fito-
terapicos atualmente representam uma alternativa
ao tratamento com antimicrobianos, contornando o
problema da resisténcia aos antibioticos atualmente
disponiveis e da toxicidade causada pelos antifingi-
cos, sendo motivos que impulsionam a pesquisa por
novos medicamentos a base de fitoterapicos para o
tratamento de infecgdes fungicas oportunistas.

Na busca por novos fitoterapicos, destaca-se a
malva, planta da familia Malvaceae, muito usada
pela medicina popular na América Latina e inclusive
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no Brasil por suas propriedades antiinflamatorias e
anti-sépticas*, além de promover a melhora na cura de
feridas?, sendo atualmente empregada na formulagao
de enxaguatorios e cremes dentais.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a efe-
tividade de anti-sépticos bucais a base de gluconato
de clorexidina 0,12%, peroxido de hidrogénio 1,5%
e tintura de malva (Malva sylvestris) sobre cepas de
Candida albicans.

MATERIAL E METODO

Foram incluidos no estudo vinte € uma amostras
clinicas de C. albicans provenientes do laboratorio
de Microbiologia e Imunologia da Faculdade de
Odontologia de Sao José dos Campos — UNESP, e
uma amostra padrao (ATCC 18804). Os anti-sépticos
foram testados frente as amostras de C. albicans pelo
método da microdilui¢do, de acordo com Takarada et
al.?6 (2004). Inicialmente, as amostras dos microrga-
nismos testados foram semeadas em agar Sabouraud
dextrose (Difco, Detroit, USA) e incubadas em estufa
bacteriologica a 37°C por 24 horas. Foram testados
0s seguintes anti-sépticos a base de: peroxido de hi-
drogénio 1,5% (Peroxyl®, Colgate), tintura de malva
(Malva sylvestris) (Malvatricin®, Daudt) e gluconato
de clorexidina 0,12%, (Periogard®, Colgate) através
da obtengdo de 12 diluigdes seriadas dos produtos
(50% - 0,02%) em caldo RPMI (Inlab, Sdo Paulo, SP),
utilizando placas de microtitulagdo (placas de poliesti-
reno com 96 pogos) estéreis € com tampa. Suspensdes
padronizadas contendo 1x10° células por mililitro de
cada cepa em solugdo fisiologica esterilizada (NaCl
0,85%) foram obtidas com auxilio de espetrofotome-
tria (Micronal B-582, A=530nm, D0O=0,284), sendo
inoculadas 100pL de cada suspensdo em cada pogo da
placa. Um controle de crescimento e um controle de
esterilidade para cada amostra testada foram incluidos.
Os testes foram realizados em duplicata e as placas
incubadas a 37°C por 24 horas.

Apo6s o periodo de incubacgdo, a leitura foi re-
alizada em leitor de microplacas (Bio-Rad 3550)
considerando-se a densidade optica (DO) medida
no comprimento de onda de 595nm, de acordo com
metodologia proposta por Takarada et al.® (2004). O
valor da maxima dilui¢ao inibitoria (MDI) foi defini-
do como a maior diluicdo em que nao foi verificado
crescimento, correspondendo a DO, <0,05.

A seguir, o conteudo de cada poco da microplaca
foi semeado em duplicata em dgar Sabouraud dextrose
(Difco, Detroit, USA), incubadas a 37°C por 48 ho-
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ras para determinacdo da maxima dilui¢ao fungicida
(MDF).

Os valores médios de MDI e MDF para cada grupo
foram comparados por ANOVA Kruskal-Wallis e teste
de Dunn tendo sido adotado o nivel de significancia
de 5%.

REsuLTADOS

Os produtos testados apresentaram efeito inibito-
rio sobre a maioria das cepas de C. albicans avaliadas,
sendo que o valor da MDI (Maxima Diluicao Inibi-
toria) encontrada para a solugdo a base de peroxido
hidrogénio 1,5% foi de 0,78% para 86,35% das cepas.
Para a solucdo a base de gluconato de clorexidina
0,12% a MDI encontrada foi entre 0,2% e 0,1% para
72,7% das cepas e para a solugdo a base de tintura
de malva (Malva sylvestris) foi entre 1,56% e 0,78%
para 72,72% das cepas. A analise dos valores de MDI
médios obtidos mostrou diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos estudados (p=0,000).
Verificou-se que a solugdo a base de gluconato de
clorexidina foi o mais efetiva, apresentando menores
valores médios de MDI (0,214+0,11) em relagdo aos
demais. As solugdes a base de perdxido de hidro-
génio (MDI=0,78+0,21) e tintura de malva (MDI=
0,92+0,54) nao diferiram entre si.

O valor da MDF (Maxima Diluicdo Fungicida)
para a solucdo a base de peroxido de hidrogénio 1,5%
foi 3,1% para 77,27% das cepas. Para a solucdo a base
de gluconato de clorexidina 0,12% foi entre 1,56%
e 0,78% para 90,9% das cepas ¢ a solugdo a base de
tintura de malva (Malva sylvestris) ndo apresentou
acdo fungicida para apenas 54,54% das cepas. A
analise dos valores de MDF obtidos para os grupos
diferiram estatisticamente (p=0,003). O teste de
Dunn demonstrou que a solugao a base de gluconato
de clorexidina apresentou valores de MDF médios
(1,53+1,20) menores em relagdo a solucao a base de
peroxido de hidrogénio (3,63+1,31) e a solugdo a base
de tintura de malva (12,50+14,94).

Discussio

O peréxido de hidrogénio tem sua agdo antifun-
gica discutida na literatura, pois apresenta resulta-
dos controversos. No presente trabalho, a solugdo
comercial a base deste agente apresentou atividade
fungicida dependente da dose. Segundo Rosenthal
et al.’ (1999), o peroxido de hidrogénio 3% foi efe-
tivo contra C. albicans na desinfec¢do de lentes de
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contato, resultado apoiado pelo trabalho de Modesto
et al.’® (2000), que obteve resultados significativos
do perdxido de hidrogénio 3% sobre C. albicans in
vitro e sobre biofilme dentario. Szymanska?* (2006),
que analisou o efeito do peroxido de hidrogénio 6%
na desinfec¢do de equipos odontoldgicos encontrou
também significativa redu¢do no nimero de leveduras
do género Candida. Isso contraria os resultados de
Pitten et al.'” (2003) e Théraud et al.>” (2004), pois
segundo os autores, o perdxido de hidrogénio 3%
ndo foi efetivo contra C. albicans. Ja Ferguson et
al.!? (2002) observaram a efetividade do peroxido de
hidrogénio em uma concentragcdo bem maior, 30%,
e concluiram que nessas condigdes a concentraciao
inibitoria minima foi de 234 pg/mL.

O poder antimicrobiano da clorexidina sobre
Candida spp. tem sido relatado na literatura®620-21:23-27,
Fato confirmado em nosso estudo, devido a acdo
microbicida do enxaguatério a base de gluconato de
clorexidina sobre aproximadamente 90% das amos-
tras analisadas. O referido enxaguatorio apresentou
atividade antifungica superior as demais substancias
testadas. Azevedo et al.' (1999), também estudando
a acdo do gluconato de clorexidina 0,12% sobre
Candida spp., encontraram resultados variados, ob-
tendo a dilui¢do inibitoria minima do colutério, que
foi de 1:160 para 60% das cepas, sendo que para C.
albicans a concentragao inibitoria variou entre 1:100
e 1:160 para 77,4% das cepas. No estudo de Candido
et al.? (1996) todas as cepas de C. albicans avaliadas
foram sensiveis ao gluconato de clorexidina 0,12%
na concentragao de 6,4ug/mL, enquanto Ferguson et
al.’?(2002) avaliaram a efetividade do digluconato de
clorexidina 20% sobre C. albicans e observaram que
a minima concentragdo inibitdria para a levedura foi
menor que 0,63pg/mL.

Shurrab? (2006), avaliando também o gluconato
de clorexidina, em concentragdes diferentes: 2%,
1%, 0,5%, 0,1% e 0,05% encontrou a concentracao
inibitoria minima de 0,5% para o mesmo microrga-
nismo avaliado em nosso trabalho. Esta concentracdo
foi duas a cinco vezes maior que a maxima dilui¢do
inibitoria encontrada em nosso estudo.

Além do poder microbicida, Pizzo et al.'® (2001)
relatam que o gluconato de clorexidina em concentra-
¢oes subinibitérias pode modular a colonizagdo por
Candida spp. in vivo por causar alteragdes na super-
ficie das células epiteliais da mucosa bucal, reduzindo
assim a aderéncia dessas leveduras. A efetividade deste
agente como antimicrobiano foi também confirmada
por Estrela® (2000), que demonstrou a efetividade de
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uma solucdo irrigadora de canais radiculares, a base
de digluconato de clorexidina a 2%, sobre C. albicans.
Neste experimento foi realizado teste de exposi¢do
direta e a efetividade do antimicrobiano foi compro-
vada em todos os tempos testados: 5, 10, 15,20 ¢ 30
minutos, sendo que a concentragdo inibitéria minima
do agente foi igual a 0,02%. Farias et al.’ (2003)
avaliaram in vitro da acao antifungica do digluconato
de clorexidina a 0,2% em relacdo a nistatina usando
metodologia diferente dos demais estudos. Os autores
ndo obtiveram resultados a partir da concentragdo
inibitéria minima, mas através da formagao ou ndo de
halo de inibigdo. Para tanto os autores semearam uma
suspensao de C. albicans em agar BHI e obtiveram um
halo de inibi¢do de 27 mm para clorexidina e 17 mm
para nistatina, concluindo maior atividade antifungica
do primeiro produto testado.

A atividade antibacteriana da Malva sylvestris
¢ relatada na literatura®'®. Segundo de Souza et al.*
(2004), essa planta ¢ ativa contra Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Bacillus subtilis, em seu
estudo porém, o extrato etanolico de Malva sylvestris
nao foi efetivo contra C. albicans. Este dado concorda
com o estudo de Navarro Garcia et al.'® (2003) em que
0 extrato etandlico de uma outra espécie do género

Malva, Malva parviflora, também nao foi efetivo
contra 0 mesmo microrganismo ¢ é corroborado pelos
resultados do nosso estudo, onde o enxaguatorio a base
de tintura de Malva sylvestris ndo apresentou atividade
fungicida sobre a maioria das amostras testadas. Ja no
estudo de Candido et al.? (1996), todas as cepas de C.
albicans foram inibidas na concentragao de 25,6ug/
mL de um enxaguatorio bucal contendo malva. Essa
atividade antimicrobiana aumentada em relacdo ao
nosso estudo provavelmente se deve a associagdo do
cloreto de cetilpiridinio ao extrato fluido de malva,
presente na formulacdo do anti-séptico testado por
estes autores.

CoNncLusAO

A partir dos resultados deste trabalho concluimos
que a solucdo a base de gluconato de clorexidina teve
maior a¢do inibitoria frente C. albicans em relacao a
solugdo a base de peroxido de hidrogénio e a solugdo a
base de tintura de Malva sylvestris. Quanto a atividade
fungicida, a solugdo a base de gluconato de clorexidina
também foi mais eficaz, seguida por solugdo a base de
peroxido de hidrogénio e a solugdo a base de tintura
de Malva sylvestris.

ABSTRACT

The study evaluated the antimicrobial activity of mouthrinses on Candida albicans. Twenty-one clinical isolates and
one reference strain of C. albicans (ATCC 18804) were tested with 1.5% hydrogen peroxide and malva tincture based
mouthrinses. Chlorhexidine gluconate solution (0.12%) was included as positive control and values of maximum inhibi-
tory dilution (MID) and maximum fungicide dilution (MFD) values were obtained. Serial dilutions of the products were
obtained, from 50% to 0.02%, and added 100uL of suspension of each strain that were incubated at 37°C for 24h, and
the MID was determinated. Samples were plated in Sabouraud agar for the determination of MFD. Results obtained for
hydrogen peroxide-based solution was 0.78% for MID to most of the isolates (86.35%) and MFD was 3.1% for 77.27%
of the samples. For chlorhexidine-based solution, MID was 0.2% and 0.1% for most of the isolates (72.7%) and MFD
was 1.56% and 0.78% for 90.9% of the strains. For malva tincture-based solution, MID values were between 1.56%
and 0.78% for 72.72% of the isolates and no fungicide activity for 54.54% of the isolates was observed. Statistical
analyses of the results (ANOVA Kruskal-Wallis, a=5%) showed significant differences among the mean values of MID
(p=0.000) and of MFD (p=0.003). It could be concluded that chlorhexidine gluconate-based solution showed the best
antimicrobial activity on C. albicans, followed by hydrogen peroxide-based solution. Malva tincture-based solution did
not show fungicide activity on most of the C. albicans isolates tested.

UNITERMS

Candida albicans; chlorhexidine; hydrogen peroxide ; malvaceae.
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