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RESUMO


Extratos vegetais têm sido uma das mais importantes alternativas para o tratamento de doenças. A Punica granatum popularmente conhecida como romã tem sido usada para o tratamento de doenças gástricas, problemas no coração entre outros. Foi preparada uma suspensão de Candida albicans (CEC 1291) contendo 106 UFC/mL. C. albicans foi semeada em Agar Sabouraud dextrose (SBA) e incubada a 37°C por 24 horas. A formação do biofilme foi realizada em placa de poliestireno e em lamínula circular. A análise do consumo de glicose foi realizada utilizando método enzimático. Os ensaios de disco difusão foram realizados seguindo as normas do CLSI M2-A8. A análise da capacidade acidogênica foi realizada avaliando o pH. Neste trabalho avaliamos a atividade antimicrobiana da romã contra C. albicans e Streptococcus mutans. C.albicans apresentou uma redução na formação do biofilme, e no consumo de glicose. O teste de disco-difusão apresentou zona de inibição para os volumes testados. Para S. mutans, houve uma redução na formação do biofilme. A romã não alterou a capacidade acidogênica. Entretanto os volumes de romã testados apresentaram redução no consumo de glicose. Disco-difusão apresentou efeito bactericida para os volumes testados. Com este trabalho, podemos concluir que volumes de extrato acima de 8 µL apresentam atividade antimicrobiana contra as cepas  testadas.

Palavras chaves: Streptococcus mutans, Candida albicans, Biofilme, Plantas Medicinai, Punica granatum.








ABSTRACT


Vegetable extracts has been one of the most important alternatives for disease treatment. Punica granatum has been use for gastric disease, heart problems and others treatments. In this paper we evaluated antimicrobial activity of romã against Candida albicans and Streptococcus mutans. It was prepared a C.albicans suspension (CEC 1291) with 106 UFC/mL. C.albicans was seeded in Sabouraud dextrose Agar (SDA) and incubated 37°C by 24 hours. Biofilm formation was performed in a plate of 24 wells and cover slips. The glucose analysis was performed using enzymatic methodology. Disc-Diffusion assays were performed using as reference the CLSI M2-A8. Acidogenic parameters were performed using pH evaluation.  C.albicans presented a reduction in a biofilm formation, and in the glucose consumption. Disk-difusion test for C. albicans showed an inhibition zone for the volumes tested. For S. mutans, biofilm formation presented a reduction. Punica granatum, was not capable to change the acidogenic capacity. However the glucose consumption in some volumes tested of P. granatum, presented an inhibition in the consumption. Disk-diffusion also presented a bactericidal effect in the volumes tested. With this works we can concluded that the volumes above 8 µL have antimicrobial effects against the strains tested.

Keywords: Streptococcus mutans, Candida albicans, biofilm, medicinal plant Punica granatum.









1. INTRODUÇÃO
Um dos problemas mais sérios da Saúde Pública Bucal são as lesões bucais, entre elas, a lesão cariosa que ocorre através da formação do biofilme. O biofilme dental é composto por várias espécies de micro-organismos que se instalam entre os dentes para não serem retirados pelo fluxo salivar e/ou deglutidos, exigindo a remoção mecânica ou química devido ao seu grande potencial patogênico (LEITES, PINTO e SOUSA, 2006).  
A formação da lesão cariogênica, sob o ponto de vista microbiológico, está diretamente associada à composição do biofilme que se dá pelo envolvimento de diversos micro-organismos, em especial os Streptococcus mutans e os Lactobacillus casei (SEKI, et al., 2006).
Esta aderência dos micro-organismos de espécies semelhantes ou diferentes à película adquirida (biofilme) é permeada pelas glicoproteínas salivares, responsáveis pela proliferação de bactérias cariogênicas como o Streptococcus mutans (JEON, et al, 2009).
A aderência desses micro-organismos aos dentes representa um dos primeiros mecanismos envolvidos na formação do biofilme dental. Há vários tipos de carie, dentre elas podemos citar a carie de superfície lisa, na qual o principal agente etiológico é o Streptococcus mutans que está associado com a formação de biofilmes e produção de ácidos como subproduto do metabolismo da fermentação de carboidratos (DONLAN e COSTERTON, 2002).
Outro importante agente etiológico de doenças orais, a Candida albicans é um micro-organismo saprófito que causa infecções fúngicas no ambiente bucal, sendo a maior responsável pelas candidiase. O seu potencial de virulência deve-se à sua capacidade de aderir às células epiteliais da mucosa. É um fungo oportunista que se manifesta, em especial, em pacientes imunocomprometidos. Além disso, é encontrado na estomatite por prótese e outras patologias bucais. Os métodos químicos atuam como coadjuvantes no controle e prevenção da candidose. (MATOS, 2009, p.25)
O biofilme dental e as doenças periodontais têm uma relação muito grande com uma higiene bucal deficiente. Os métodos mecânicos de higiene e remoção do biofilme como a escovação e o uso do fio dental têm um efeito temporário. 
O tratamento com bochecho de digluconato de clorexidina 0,12% é usado para a redução da formação do biofilme bucal. Mas esse tratamento tem alguns efeitos colaterais indesejáveis quando usado de forma prolongada como manchas nos dentes e na língua, perda do paladar, sabor amargo e queimação da mucosa oral (WEYNE, et al. 2003; PEREIRA, 2002; SOARES, et al. 2007).
Essas desvantagens acabam influenciando negativamente e diminui a adesão dos pacientes ao tratamento.
Diversos produtos naturais vêm sendo analisados para fins odontológicos, com a finalidade de prevenir, reduzir e combater os agentes microbianos em especial o Streptococcus mutans e a Candida albicans, responsáveis pela formação do biofilme e de outras doenças orais. 
O uso de fitoterápicos nas profilaxias, nas práticas curativas ou com finalidades de diagnóstico, tornou-se oficialmente reconhecido pela Organização Mundial da Saúde (OMS) desde 1978, recomendando a "difusão mundial dos conhecimentos necessários para o seu uso." (BRASIL/MS, 2006).
Diversas resoluções e comunicados da OMS foram favoráveis ao uso de medicamentos fitoterápicos, ressaltando a necessidade de valorizar este tipo de medicação no setor de saúde, considerando-se que as plantas medicinais são instrumentos importantes na Assistência Farmacêutica (BRASIL, 2006).
Contudo a produção de fitoterápicos requer estudos prévios relativos a aspectos botânicos, farmacológicos e o desenvolvimento de metodologias para análises das plantas e de seus derivados vegetais visando garantir a ação biológica e a segurança na sua utilização. 
No âmbito da saúde, é possível que o uso de fitoterápico como enxaguatório bucal para higienização diária possa substituir produtos químicos como a clorexidina nos tratamentos do biofilme e das lesões cariogênicas.
Pesquisas importantes têm sido realizadas na busca de resultados para o tratamento, a prevenção e a remoção das afecções orais, com o uso de produtos naturais, sendo considerados viáveis e eficazes no combate a diversas patologias orais, incluindo o biofilme que causa a cariogênese (WEYNE, et al. 2003; PEREIRA, 2002; SOARES, et al. 2007).


Nos dias atuais, o recurso fitoterápico tem sido muito utilizado devido aos diversos efeitos colaterais de medicações industrializadas, além da dificuldade de acesso da população à assistência médica, "bem como a tendência ao uso da medicina integrativa e abordagens holísticas dos conceitos de saúde e bem-estar." (BRASIL/CRF-SP, 2011, p.17). 
Outro fator que estimula a pesquisa sobre novas drogas e novas opções terapêuticas foi o surgimento da resistência dos micro-organismos aos antimicrobianos. Essa resistência é associada a plasticidade genética que micro-organismos apresentam promovendo mutações que auxiliam na sobrevivência destes em ambientes hostis. 
Entre os produtos que vêm sendo estudados destacam-se os da espécie Punica granatum, planta popularmente conhecida como romã.   A P. granatum, é utilizada na medicina popular em gargarejos e bochechos, nos casos de inflamações na boca e na garganta.
É uma espécie de planta que possui princípios ativos ricos em polifenois que são conhecidos pela ação antioxidante e proteção contra doenças cardiovasculares. O composto polifenólico Flavonóide tem efeito antiinflamatório, estrogênico e antimicrobiano (MENENDEZ et al., 2005).
A atividade antimicrobiana dos extratos dessas plantas e seus constituintes Flavonóide já foram descritos contra bactérias Escherichia coli, e o componente Tanino inibe o crescimento da Staphylococcus aureus. O extrato da romã pode ser empregado como agente antifúngico para o tratamento da candidíase. associada a estomatite devido ao uso de dentaduras (MENENDEZ et al., 2005).
Nas últimas décadas o interesse em produtos naturais tem aumentado, devido a descobertas de compostos bioativos eficazes no combate de algumas patologias. Várias plantas têm sido estudadas como agentes antimicrobianos ativos, de efeitos satisfatórios e baixo custo (CORDEIRO et al., 2006). 
Esta pesquisa propõe avaliar “in vitro” derivados vegetais de Punica granatum no controle da bactéria Streptococcus mutans e do fungo Candida albicans, espécies presentes no biofilme bucal. 



2. REVISÃO DA LITERATURA
2.1 Lesões Orais
As lesões orais podem ser divididas em: Lesões orais de tecido duro e de tecido mole.
2.1.1 Lesões orais de tecidos duros
São causadas por micro-organismos que se instalam na cavidade oral, sendo eles: o Streptococus mutans e Streptococcus sobrinus, atuam principalmente na formação de biofilme e consequentemente da cárie.
2.1.2 Streptococcus mutans e Carie
Carie dentária pode ser conceituada como uma sequência de eventos de desmineralização e remineralização que podem acontecer por certo tempo. Esses eventos são em decorrência do metabolismo bacteriano que quando frequentes levam a formação de pequenas cavidades (MELO, AZEVEDO e HENRIQUES, 2008).
A presença do biofilme microbiano na superfície do dente é crucial para o surgimento da carie. As bactérias presentes na superfície dos dentes ao realizarem o metabolismo de carboidratos começam a produzir metabolitos que são ácidos, que consequentemente devido a exposição prolongada,  desencadeia a corrosão dos minerais existentes do dente levando a ocorrência da carie (MELO, AZEVEDO e HENRIQUES, 2008).
As bactérias da espécie S. mutans são micro-organismos gram-positivos, catalase negativos, imóveis, não esporulados e anaeróbios facultativos. Algumas espécies proliferam mais na presença de 5% de gás carbônico ou em anaerobiose. Requerem meios de cultura ricos em nutrientes e apresentam metabolismo fermentativo, produzindo principalmente ácido láctico (GARCIA, et al., 2012, p.73).
O S. mutans pode colonizar, além da cavidade oral, outras regiões do corpo humano, como o trato gastrointestinal e genital, sendo a causa de diversas patogenias. Pode-se citar entre elas, a bacteremia, em pacientes portadores de neutropenia, que tem sido apontada como um problema que tem progredindo entre a população. Causa preocupações no âmbito da saúde, devido ao seu envolvimento em choque séptico, síndrome da angústia respiratória e endocardite do adulto (JORGE, et al., 2013). 
Os S.mutans são anaeróbios facultativos, capazes de fermentar vários açucares (Paulino et al., 2005). A capacidade de adesão em uma superfície na presença de um carboidrato é uma característica importante do S.mutans (PAULINO et al., 2003). 
O S.mutans possui uma enzima (Glicosil- transferase - GTF), que quebra a sacarose em monômeros de glicose. Sendo rearranjado sob a forma de Polissacarídeo Extracelular, promovendo a adesão de outras bactérias e aumento da espessura do biofilme. (KURAMITSU; WANG, 2006: PARISOTO, et al., 2010). São diversas espécies de bactérias que atuam no desenvolvimento da lesão cariosa. Algumas, como a Actinomyces israelii, a Streptococcus mitis, a Streptococcus milleri e Veillonella, são cariogênicas, em menor escala do que os Streptococcus mutans e Lactobacillus casei, que são as principais microorganismos, cuja associação contribui para a prevalência de cáries (GALRÃO, et al., 2012). 
Os PEC (Polissacarídeos extracelulares) são responsáveis pela adesão bacteriana à superfície dentária e contribuem para alterar a porosidade do biofilme, uma comunidade microbiana onde as células dos organismos estão irreversivelmente aderidas a uma superfície e embebidas em uma matriz extracelular de substâncias poliméricas, que as próprias células produzem (RUIZ, 2006), destruindo sua integridade estrutural e aumentando a desmineralização do esmalte (CCAHUANA-VÁSQUEZ; CURY, 2010). 
O biofilme bacteriano é um agente etiológico da doença cariosa e de outras doenças periodontais inflamatórias. Aderindo-se ao dente, não é removido com jatos de água, devendo ser controlado e eliminado como fator preventivo das lesões cariosas (CORREA, 2013).
Os micro-organismos do biofilme ficam expostos às quantidades de açúcares por pouco tempo, algumas bactérias têm potencial para produzir ácidos destes carboidratos, armazenando energia que sustentará o biofilme, mesmo que ele não consuma mais açúcar. 	
Para que um micro-organismo consiga desmineralizar o dente, necessita ser altamente acidogênico. O Streptococcus mutans possui uma enzima (Glicosil- transferase - GTF), que quebra a sacarose em monômeros de glicose (KURAMITSU; WANG, 2006: PARISOTO, et al., 2010).
A desmineralização ocorre a partir de alguns fatores potencialmente cariogênicos que as bactérias devem possuir, como: capacidade de adesão à superfície dental, principalmente o S. mutans, que adere às superfícies lisas e coloniza o esmalte; capacidade de formar PEC que, tendo como base a sacarose, que aumenta a espessura do biofilme criando nele por aglutinação bacteriana, uma consistência gelatinosa; capacidade de gerar acidófilos, cuja propriedade é promover um equilíbrio do pH no meio intracelular, mantendo o citoplasma alcalino (CORREA, 2013).

2.1.3 Lesões orais de tecidos moles:

Estas são principalmente causadas por micro-organismos pertencentes a nossa microbiota.  Entre as mais agressivas podemos citar a Candidíase, causada pela  Candida albicans, este processo infeccioso ocorre especialmente em pessoas com imunodeficiência.

2.1.3.1 Candida albicans
A cavidade bucal é colonizada por cerca de mil espécies de micro-organismos e a maioria deles está organizada em biofilmes. 
Há varias espécies de Candida com potencial patogênico, dentre eleas podemos citar a C.albicans a C.parapsilosis e a C.tropicalis, sendo a C.albicans mais frenquente nas infecções (MALUCHE;SANTOS, 2008).
Estudos de biofilmes mistos envolvendo associação entre bactérias e Candida albicans demonstraram a redução de C. albicans em biofilme heterogêneo formado pela adição simultânea das diferentes espécies. Por outro lado, C. albicans pode auxiliar a adesão das bactérias aos tecidos dos hospedeiros (PIVA, 2011). 
A Candidíase representa a condição patológica muito frequente dentro do grupo de lesões brancas da mucosa oral. As diversas espécies do fungo Candida spp. fazem parte da flora normal em 40% da população, sendo a Candida albicans o agente mais encontrado. Fatores predisponentes locais como higiene oral precária, prótese dentária e fatores sistêmicos como diabetes, neoplasia, gravidez, imunodepressão (incluindo HIV), antibioticoterapia, corticoterapia, radioterapia, quimioterapia, podem levar à quebra da barreira epitelial. Normalmente, atinge os extremos da faixa etária (crianças e idosos) (CONSTANTINO; MIZIARA, 2008).
Os biofilmes formados por espécies de C.albicans apresentam resistência maior do que células em meios planctônicos (quando circulam isoladamente) (KUHN, 2002; TAFF e colaboradores, 2012), mesmo sem a presença do aparecimento de genes que codificam a resistência. 
As infecções fúngicas representam um grande problema para a saúde publica, à medida que os avanços na medicina prolongam a vida de pacientes imunocomprometidos.
 O uso de antibióticos de amplo espectro, nutrição parenteral, cateter, quimioterapia, radioterapia representam importantes fatores de predisposição a infecções oportunistas (SANGLARD e ODDS, 2002), vindo a acarretar um amplo aumento de cepas resistentes.
Crocco (2004) apontou uma diversidade significativa nos mecanismos conferindo resistência de Candida spp. aos derivados azólicos. Um dos mecanismos de resistência mais importantes é o aumento da expressão da 14α-demethylase e, por conseguinte, a dimetilação do precursor lanosterol, bloqueando sua biossíntese, que é um importante componente da parede da célula fúngica (SANGLARD, 2002; SHEEHAN  e colaboradores, 1999)
Dentre os mecanismos que conferem resistência à Candida spp. podemos citar alguns que são também essenciais:
i)  Alteração do alvo de ação. (KANAFANI and PERFECT, 2008; SANGLARD e colaboradores, 1995);
ii) Diminuição da concentração intracelular do fármaco;
iii) A expressão de bombas de efluxo, resultando no decréscimo da concentração do fármaco no seu local de ação. (SANGLARD e colaboradores, 2003; KANAFANI e PERFECT, 2008);
iv) Aumento da expressão da enzima lanosterol 14α-dismetilase (KANAFANI e PERFECT, 2008; SANGLARD  e colaboradores, 1995);
v) Modificação de outras enzimas envolvidas na biossíntese de esteróis;
vi) A exposição aos azóis que resulta na depleção do ergosterol da membrana fungica e acúmulo de produtos tóxicos, levando a inibição do crescimento celular;
vii) Mutações no gene ERG3 impedem a formação destes produtos, o que mantém as membranas funcionalmente ativas e anula a ação dos azóis na via de biossíntese do ergosterol (KANAFANI e PERFECT, 2008; SANGLARD  e colaboradores, 2003; SANGLARD e ODDS, 2002). 
Os diferentes mecanismos de resistência descritos podem atuar isoladamente ou em simultâneo nas células fúngicas, desempenhando neste caso um efeito aditivo.

2.2 Tratamento das infecções associadas aos biofilmes
	Apesar do vasto conhecimento existente sobre a fisiologia dos biofilmes, ainda há a necessidade de muitos estudos quanto ao comportamento dos biofilmes.
A metodologia terapêutica mais indicada para a eliminação dessas formas de infecção pelos microrganismos é a remoção, O método mais efetivo de higienização bucal é o convencional através do uso regular do fio dental e da escovação.(LEITES, PINTO e SOUSA, 2006; MELO, AZEVEDO e HENRIQUES, 2008). 
 	O estudo da cariogênese é importante, a fim de identificar a causa determinante da lesão dentária e programar estratégias de controle específico das mesmas. Não há relatos de resistência a caries, embora seja relevante se compreender que o Streptococcus mutans é um poderoso agente cariogênico, é preciso enfatizar que não é o único responsável pelas lesões cariosas, mas pode ser neutralizado com métodos de controle do biofilme bacteriano (LIMA, 2007).
A remoção mecânica do biofilme, às vezes requer procedimento cirúrgico para chegar à lesão, sendo frequente o emprego de antibióticos e quimioterápicos, com ênfase para a classe dos β-lactâmicos por apresentar baixa citotoxicidade. É recomendado também o uso do metronidazol, dos novos macrolídeos (como azitromicina e claritromicina); e da clindamicina usada em infecções graves produzidas por anaeróbios bucais (BROOK, 2006; KURIYAMA et al., 2006).
Portanto, é importante remover a placa bacteriana na prevenção e controle da doença periodontal. Porém, existem limitações nos métodos mecânicos de higienização bucal e, diante destas restrições, agentes antibacterianos devem ser utilizados na forma de enxaguatórios bucais (MARINHO; ARAÚJO, 2007). 
Atualmente, o produto que tem apresentado resultados antimicrobianos mais eficientes, em forma de enxaguatório bucal, é a clorexidina. Trata-se de um composto fenólicos, sendo recomendado o seu uso em Odontologia proporcionando uma maior eficácia no tratamento de infecções desse tipo.(HORTENSE, et al., 2010, p.179).
2.2.1 Afecções fúngicas
Candida albicans, são organismos comumente encontrados na cavidade oral de indivíduos saudáveis ou doentes (Figura 1). 
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Figura 1. Lesões orais causadas por Candida albicans
 (Fonte: CONSTANTINO; MIZIARA, 2008)
(Disponível em: http://www.medicinanet.com.br/conteudos/. Acesso em 4 de Novembro de 2013)

A região afetada com frequência é o dorso da língua, como se observa na figura 1, embora a Candida albicans também possa ser encontrada na gengiva, palato, bochecha, bolsas periodontais etc., regiões consideradas como importantes portais para a instalação de infecções sistêmicas. Neste sentido, a prevenção da colonização oral por Candida albicans deve ser pensada como cuidado (ADDY, 1977).
A Candidíase representa a condição patológica muito freqüente dentro do grupo de lesões brancas da mucosa oral. As diversas espécies do fungo Candida sp fazem parte da flora normal em 40% da população, sendo a Candida albicans o agente mais encontrado. Fatores predisponentes locais como higiene oral precária, prótese dentária e fatores sistêmicos como diabetes, neoplasia, gravidez, imunodepressão (incluindo HIV), antibioticoterapia, corticoterapia, radioterapia, quimioterapia, podem levar à quebra da barreira epitelial. Normalmente, atinge os extremos da faixa etária (crianças e idosos) (CONSTANTINO; MIZIARA, 2008, p.01).





Conforme o Quadro 1 observa-se os diferentes aspectos da Candidíase  oral.

		Tipo de lesão
	Aspectos clínicos
	Fatores associados

	Pseudomembranosa
	Placas brancas e aderentes sobre a mucosa, destacáveis, deixando leito sangrante. Ocorrem principalmente em mucosa jugal, orofaringe e porção lateral do dorso da língua. Raramente dolorosa

	Todos os citados

	Atrófica aguda
	Eritema local ou difuso, doloroso. Áreas de despapilação e desqueratinização em dorso da língua, deixando-a dolorosa, edemaciada e eritematosa

	Antibioticoterapia

	Atrófica crônica
	Eritema difuso com superfície aveludada, associada à forma pseudomembranosa ou como queilite angular

	Acomete 65% da população geriátrica com prótese dentária

	Hiperplásica
	Infecção crônica, aspecto leucoplásico, não destacável em mucosa jugal, palato e língua

	Não apresenta fatores associados



Quadro 1.  Aspectos da Candidíase oral.
(Fonte: CONSTANTINO; MIZIARA, 2008)
(Disponível em: http://www.medicinanet.com.br/. Acesso em Novembro de 2013).

Atualmente, o conhecimento da fisiologia fúngica alerta os profisisonais e pesquisadores quanto ao comportamento diferenciado destes micro-organismos em biofilme. As células que constituem os biofilmes apresentam características fenotípicas diferentes das células em suspensão, tais como um aumento de resistência aos antifúngicos e às defesas do hospedeiro. (SILVA, 2012).
O potencial de formação de biofilme por espécies de Candida tem sido estudado, porém, a literatura é escassa quanto aos estudos conclusivos relacionados ao tipo de fonte de carbono que potencializa a aderência, formação de biofilmes e acidogenicidade (SILVA, 2012).
A cavidade bucal é colonizada por cerca de mil espécies de micro-organismos e a maioria deles está organizada em biofilmes. Inúmeros artigos foram publicados acerca de biofilmes de Candida albicans nas últimas duas décadas. No entanto, a maioria desses dados está baseada em monoespécies, sendo que os estudos sobre biofilmes mistos de espécies de Candida albicans ou associados com bactérias ainda são escassos. Estudos de biofilmes mistos envolvendo bactérias e C. albicans demonstraram a redução de C. albicans em biofilme heterogêneo formado pela adição simultânea das diferentes espécies. Por outro lado, C. albicans pode auxiliar a adesão das bactérias aos tecidos hospedeiros (PIVA, 2011). 
As glicoproteínas de superfície de C. albicans facilitam a formação de agregados bacterianos e, por consequência, o processo de adesão às células do  hospedeiro, sendo por isto consideradas como importante fator de coadesão em biofilmes mistos. Outros estudos mostram o potencial de aderência de C. albicans
às células. Diversos estudos concentram-se, nas duas ultimas décadas, "nas propriedades estruturais, fenotípicas e moleculares dos biofilmes formados por uma única espécie de micro-organismo." (PIVA, 2011, p.222)
De acordo com algumas condições, em especial ao elevado consumo de carboidratos do hospedeiro e a presença de grande quantidade de açúcares, a estrutura bioquímica e a microbiológica do biofilme é alterada(CCAHUANA-VÁSQUEZ; CURY, 2010).   


2.3 Tratamentos do S. mutans e da C. albicans nas afecções orais.

2.3.1 Tratamento do S.mutans
	Como o biofilme bacteriano é uma estrutura mais resistente que células em suspensão, a primeira escolha e a mais utilizada para a remoção do biofilme de S.mutans é a remoção física, através de procedimentos que podem ser a higiene oral, raspagem mecânica ou até mesmo procedimentos cirúrgicos (NUNES, et al, 2007). 
	Para o tratamento de infeções por S.mutans há uma outra alternativa a ser utilizada, o bochecho com digluconato de clorexidina 0,12% buscando a redução do biofilme (WEYNE, et al. 2003;PEREIRA, 2002; SOARES, et al. 2007)
O S. mutans pode colonizar, além da cavidade oral, outras regiões do corpo humano, como o trato gastrointestinal e genital, sendo a causa de diversas patogenias. Pode-se citar, entre elas, a bacteremia, em pacientes portadores de neutropenia, que tem sido apontada como um problema que tem progredindo entre a população. Causa preocupações no âmbito da saúde, devido ao seu envolvimento em choque séptico, síndrome da angústia respiratória e endocardite do adulto (JORGE, et al., 2013). 
Os β-lactâmicos são indicados para o S. mutans, embora as cepas com resistência à penicilina estejam sendo isoladas em estudos na Europa e nos Estados Unidos da América (JORGE, 2013). 
Antibióticos β-lactâmicos pertencem a uma ampla classe de antibióticos, entre os quais se incluem a penicilina e seus derivados, por possuírem agente antibiótico - o núcleo β-lactâmico, em sua estrutura molecular -, sendo o mais utilizado do grupo de antibióticos. Apesar de não ser um antibiótico verdadeiro, o β-lactamase é muitas vezes incluído nesse grupo.

Essa associação é eficaz no tratamento de infecções causadas por bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, tanto as fermentadoras, quanto as não fermentadoras e as anaeróbias.

2.3.2 Tratamento da C.albicans
O isolamento de C.albicans em um individuo não indica a ocorrência de um processo infeccioso (NAGLIK, FIDEL e ODDS, 2008). Porem quando cepas de C. albicans colonizam indivíduos imunossuprimidos, acarretam serias desordens na saúde do paciente (EGUSA et al., 2008). 
O tratamento de infecções causadas por espécies de Candida inclui uma serie de classes de antifúngicos como, nistatina e anfotericina-B; azólicos, entre eles o cetoconazol, itraconazol e fluconazol; e derivados azólicos recentes, como o voriconazol e o posaconazol (MANGUEIRA, 2011).
O diagnostico de candidíase pode ser realizado através de metodologias usuais em laboratórios de análises clínicas. 
As espécies de Candida podem ser cultivadas em ágar Sabouraud dextrosado a 25 ou 37°C. Usualmente a confirmação da espécie C.albicans é feita através da formação do tubo germinativo e utilizando meios cromogênicos conforme se observa na Figura 7. Nesta figura a C. albicans aparece na tonalidade verde.
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Figura 2. Meio  Chromagar: A - Candida albicans   B - Candida tropicalis   C - Candida Kruzei
(Fonte: http://www.parasitologiaclinica.ufsc.br/. Acesso em Novembro de 2013)

	Há vários relatos na literatura que descrevem casos de resistência a vários antifúngicos, assim, a necessidade de novas alternativas para o tratamento de patologias causadas por esses tipos de microrganismos se faz necessária.
	Uma alternativa que vem sendo amplamente pesquisada é a utilização de fitoterápicos, haja visto que casos de resistência a eles ainda não são conhecidos, e o seu baixo custo também viabiliza a utilização destes.
A flora brasileira é a mais rica do mundo em tipologias de plantas e tem sido à base de pesquisas e estudos que beneficiam a odontologia. A aprovação popular pela fitoterapia abre boas expectativas no mercado de produtos odontológicos que contêm substâncias naturais. 
Diversas substâncias são utilizadas na medicina popular como antissépticos. Podem-se citar entre os que mais se destacam na odontologia, os produtos à base de princípios ativos de plantas como: o cacau, a romã (Punica granatum), a Punica granatum, a aroeira, própolis e o tomillho, entre outras, devido às suas propriedades terapêuticas. Seu uso frequente tornou estas plantas muito difundidas na medicina popular no tratamento da saúde bucal.
Entre os diversos fitoterápicos, que são alvos de pesquisas laboratoriais, este estudo aborda os princípios ativos extraídos da Punica granatum (romã), na busca de se avaliar a sua viabilidade na composição de um produto farmacológico, para a promoção e prevenção das lesões cariosas causadas por S. mutans e das afecções oriundas da C. albicans, a candidíase, tema que será discutido a seguir. 

2.4 Dados botânicos da Punica granatum
	
Punica granatum era o nome que os Romanos davam à cidade de Cartago, de onde traziam as melhores romãs para a Itália. O termo 'granatum' (grão, em latim) deveu-se à abundância de grãos contidos na fruta. O termo 'romã' é derivado do árabe (Rumman), nome pelo qual a fruta é popularmente conhecida. 
Na alimentação, as sementes são ingeridas cruas e delas se extrai o suco do qual se faz um tempero ácido utilizado na culinária árabe. Tanto as sementes como as folhas, são usadas em sumos, sopas, molhos, compotas, bolos etc.
 	São plantadas em jardins como decoração devido à beleza de seus frutos. A madeira é utilizada nas alfaias agrícolas (instrumentos agrícolas). Na medicina, todas as partes da planta são consideradas medicinais e usadas para o tratamento do diabetes, da hipertensão arterial, câncer de mama e cólon, na aterosclerose, diarreias, dores gástricas e doenças respiratórias. 
Possui propriedades antibacterianas, antivirais, anti-helmínticas, anti-infamatórias e potencialmente antioxidantes. Dela se produzem tintas das cores preta e cobre, além de tinturas em tons vermelho, preto, amarelo, azul, violeta e castanho).

Família: Lythraceae/Punicaceae
Nome cientifico: Punica granatum
Nome comum: Romãzeira
Origem: Região Irano-Turaniana
Distribuição: Subespontânea na região mediterrânica, América do Sul, África do Sul e Austrália, desde o nível do mar, até aos 2700m de altitude
Desenvolvimento: Arbusto ou pequena árvore, com 4 a 6 m de altura; seu crescimento varia de médio a rápido; possui longevidade média.
Dispersão: Por aves, através da ingestão do fruto e excreção das sementes
Tronco: em tom acinzentado; os ramos novos são avermelhados e podem conter espinhos Não exige solo especial para desenvolver, mas prefere os solos profundos e locais ensolarados.  

Habitat: Ruderal, ou seja, habita as cercanias das construções humanas: ruas, terrenos baldios, ruínas etc., e a orla das matas, conforme se percebe na Figura 7.
Folhagem: suas folhas são caducas (perdem suas folhas em determinada época do ano), opostas (dispostas num mesmo plano), inteiras, em tom verde lustroso, apresentadas na Figura 4, abaixo. 
Flores: vermelho-alaranjadas, simples, com propriedades hermafroditas; a floração ocorre entre os meses de Maio e Setembro. 
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Figura 3. Flores da romãzeira 
(Fonte: www.cm-leiria.pt/files/2/documentos/)
Acesso em Setembro de 2013

Frutos: Esféricos, sendo as mais comuns de tamanho variável entre 5 a 12 cm, embora existam frutos bem maiores, com até 6/7 cm de diâmetro. Sua casca é coriácea e grossa, podendo ser de cor amarelada, acastanhada e avermelhada (Figura 6, abaixo). 
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Figura 4. Frutos da romãzeira

 (Fonte: www.jardineiro.net/2012)                         (Fonte: www.cm-leiria.pt/files/2/documentos)
   Acesso em Setembro de 2013                                            Acesso em Setembro de 2013

Indicações: afecções da boca, afecções dos olhos, afecções da pele, amigdalites, cólicas intestinais, envelhecimento, doenças cardíacas, além das outras já citadas. 
O uso da Punica Granatum na medicina é muito antigo. Há relatos em papiros datados de 1550 a.C. no Egito, citando o seu uso medicinal no tratamento de doenças mortais. No âmbito místico, somente os sacerdotes cultivavam romãzeiras, cujos frutos eram colocados de forma sagrada sobre o túmulo dos faraós (LIMA JR., 2005, p.13).
Histórias bíblicas e lendas gregas citam simbolicamente a romã, de acordo com as respectivas crenças. Para os judeus, é uma fruta sagrada e, segundo eles, as 613 sementes nela contidas, representam os mandamentos da Torah, seu livro sagrado.  As suas propriedades medicinais são atualmente pesquisadas a fim de se comprovar a veracidade de seus efeitos terapêuticos (LIMA JR., 2005, p.13).
A Punica granatum possui atividade antimicrobiana sobre Streptococcus mutans, micro-organismo de extrema importância no início do processo carioso, além de ser usada contra gengivite e feridas bucais por sua ação antisséptica e anti-inflamatória. O uso de preparações à base de plantas, quando feito com critérios, só tem a contribuir para a saúde de quem o pratica (LIMA JR., 2005, p.13).
Estes critérios supracitados pelo autor são relativos à identificação dos sintomas apresentados pelo paciente e à escolha da planta medicinal adequada ao quadro clínico bucal. 
Segundo Lima Jr. (2005), dos estudos consultados sobre a fitoterapia na saúde bucal, entre as cinco plantas mais utilizadas nos tratamentos e agravos da saúde bucal (Malva parviflora, Malvaviscus arboreus, Anacardium occidentale e Hura crepitans ), 57% referem-se aos princípios ativos da Punica granatum embora a cultura popular os adote para o tratamento da região da orofaringe. 
No entanto, Oliveira e Ferraz (apud LIMA Jr., 2005), relatam que a romã é empregada para a gengivite e feridas bucais.
A higiene bucal é um componente fundamental da higiene corporal das pessoas (BRASIL/MS, 2008). Uma higiene oral adequada é indicada para se evitar a formação do biofilme bacteriano na superfície dentária. Como a formação da placa  propicia o desenvolvimento de lesões cariogênicas e é o principal fator etiológico de doenças periondontais, o seu controle é essencial para a prevenção da saúde bucal. 
Porem, as pessoas nem sempre cuidam da higienização correta dos dentes. O uso de enxaguatórios bucais para a higienização oral à base de clorexidina, como citado anteriormente neste estudo, apresenta efeitos colaterais. 
Neste sentido, os produtos de origem vegetal mostram-se eficazes no que se refere à sua atividade antimicrobiana sobre várias espécies de micro-organismos, em especial, sobre o Streptococcus mutans.
 A P. granatum possui princípios ativos ricos em polifenois (substâncias de potencial antioxidantes), de fácil modificação estrutural, possui ação bactericida e bacteriostática nas afecções bucais, sendo uma das plantas medicinais que mais se destacam pelos seus efeitos benéficos (PEREIRA, et al. 2006). 

Estudos sobre a ação anticariogênica de polifenois extraídos de plantas têm sido relatados nas últimas décadas [...] O extrato da romã [...] tem demonstrado ação antibacteriana e antiaderente in vitro, sobre os micro-organismos Gram-positivos e Gram-negativos [...] os Streptococcus mutans [...] tem apresentado grande sensibilidade ao extrato da romã (Punica granatum) no que se refere ao crescimento e à capacidade de aderência sobre a superfície dental (PEREIRA, et al., 2006, p.01) 



Coerente com estes resultados de estudos anteriores e dados sobre a P. granatum, o presente estudo apresenta, a pesquisa realizada in vitro, com o extrato desta planta, a fim de se verificar as probabilidades de desenvolvimento de um produto enxaguatório bucal capaz de prevenir e combater o biofilme bacteriano, sem efeitos colaterais, a partir dos seus princípios ativos.  
Diante do exposto, foi possível a coleta de dados que permitiram a aquisição de dados sobre a atividade farmacológica sobre a P. granatum para o tratamento de infecções por microrganismos, que trará uma contribuição considerável sobre o uso desde vegetal na pratica clinica/caseira.

























3. JUSTIFICATIVA

Frente ao aumento de cepas resistentes devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos e a busca de novas alternativas no tratamento de doenças bocais, faz com que o uso de fitoterápicos seja uma alternativa para o tratamento de microorganismos haja visto que não há relatos de casos de resistência antimicrobiana descritos. 


4. OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antimicrobiana, antiaderente e antiacidúrica em cepas padrão de Streptococcus mutans (ATCC 25175) e de Candida albicans (CEC 1291), pelos derivados vegetais padronizados da Punica granatum, visando a possibilidade de elaboração de formulações farmacêuticas, no combate e prevenção do biofilme microbiano e da candidíase oral. 

4.1 Objetivos específicos
· Realizar testes de disco difusão utilizando clorexedina (controle negativo) e derivados vegetais da Punica granatum sobre os micro-organismos Streptococcus mutans e Candida albicans.
· Avaliar o consumo de glicose utilizando clorexedina (controle negativo) e derivados vegetais da Punica granatum sobre os micror-organismos Streptococcus mutans e Candida albicans. 
· Avaliar a capacidade acidogênica do Streptococcus mutans utilizando clorexedina (controle negativo) e o derivado vegetal da Punica granatum sobre os micro-organismos e Candida albicans. 
· Investigar in vitro a atividade do derivado vegetal de Punica granatum sobre a formação do biofilme de Streptococcus mutans e Candida albicans





5. MATERIAIS E MÉTODOS

5.1 Delineamento experimental
Coleta e preparação do derivado vegetal:
· Coleta, identificação botânica de Punica granatum
· Preparo e fracionamento do derivado vegetal de Punica granatum
Streptococcus mutans:
· Avaliação da acidogenia bacteriana do biofilme
· Avaliação do consumo de glicose do biofilme
· Ação inibitória do crescimento – disco de difusão
· Ação do derivado vegetal sobre a formação do biofilme 

Candida albicans:
· Avaliação do consumo de glicose do biofilme
· Ação inibitória do crescimento – disco de difusão
· Ação do derivado vegetal sobre a formação do biofilme 
· Ação do derivado vegetal sobre a formação do biofilme de Candida albicans 
· Formação do tubo germinativo

5.2 Coleta e preparação do material vegetal. 
A Punica granatum (Romã) foi obtida no mercado muncipal de Uberlândia/Mg. Os frutos foram lavados com água e imersos por 20 minutos em solução de hipoclorito de sódio 1% para descontaminação. Posteriormente foram retiradas as cascas, e colocadas para secagem a 40°C por sete dias para a desidratação do material. Após esse tempo para desidratação, o material foi triturado e pulverizado.

5.2.1 Preparo e fracionamento do derivado vegetal de Punica granatum
Após a obtenção do pó proveniente da etapa de desidratação da Punica granatum, foram realizados procedimentos para a preparação do extrato aquoso.
Quinze gramas do pó pulverizado foram dissolvidos em 250 ml de água mili-Q sendo submetidos ao aquecimento a 80°C por 20 minutos. 
O derivado vegetal foi filtrado a temperatura de 60 graus em filtro duplo qualitativo de 80g e 15 cm de diâmetro, em bomba a vácuo conforme mostrado na figura abaixo. 
A filtragem para retirada de partículas sólidas foi feita utilizando um filtro estéril de 0,22 µm. Após isto, o tubo como derivado vegetal foi levado para uma capela de fluxo laminar para filtragem também em filtro estéril de 0,22 µm.
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Figura 5. Processo de Filtração a vácuo
   
5.3 Streptococcus mutans 
	Utilizamos no estudo a cepa ATCC 25175 de Streptococcus mutans, adquirida da Fundação André Toselho. A bactéria foi armazenada no laboratório de microbiologia da UNIUBE, à temperatura de -20ºC em uma solução de 40% de glicerol (v/v). Para o cultivo e a avaliação da pureza de S. mutans foi utilizado o meio de cultura liquido TSB (Trypticase Soy Broth), preparado de acordo com as instruções do próprio fabricante. O meio TSB é um meio não seletivo onde crescem diversas bactérias. O meio é rico em triptona e peptona, fonte de carboidratos, proteínas e lipídios e a reação de 4.0% de solução aquosa tem pH final de 7.3 ± 0.2 a 25oC. Para os testes de crescimento da bactéria na presença diferente fonte de carbono foi empregado o meio completo, descrito por Dhasper e Reynolds (DRASPER & REYNOLDS,1991).
	
	Os materiais, os meios de cultura e as fontes de açúcar utilizadas durante o experimento, foram esterilizados em autoclave a 121ºC durante 20 minutos. O microrganismo foi cultivado na estufa a 37º C em atmosfera microaerofílica 20% CO2. A inoculação S. mutans aos meios foi realizada em uma câmara de fluxo laminar. 
	Após descongelar a bactéria (ATCC 25175) em temperatura ambiente na câmara foi realizado um primeiro repique onde um pré-inóculo de 200 µL da bactéria foi inoculada em um tubo tipo falcon estéril contendo 5mL TSB e cultivado a 37º por 12 horas em atmosfera de ar 20% CO2. Um segundo repique foi realizado após as 12 horas retirando 100µL do tubo (1º repique) e inoculando em 10 mL de TSB. Após 12 horas de cultivo a turbidêz inicial de S. mutans foi padronizada em um espectrofotômetro, ajustando inicialmente a bactéria em 106 UFC/ml. A padronização do inoculo foi realizada utilizando o comprimento de onda 600 nm ajustando a turbidez a 0,5 (A600 nm = 0,5), antes de iniciar os experimentos.

5.3.1 Crescimento do biofilme de Streptococcus mutans em placa de poliestireno
	Após a turbidez das células bacteriana ter sido ajustada para A600 = 0,5, foi adicionado 1 ml de meio liquido TSB suplementado com 50 mmol de sacarose(concentração final) em 24 poços de uma placa estéril de 24 poços (Corning Costar® 3524,flat bottom) , seguido da  inoculação de  50 µL da bactéria (106 UFC/ml) cada poço. O crescimento do biofilme nas paredes das microplacas foi observado após 12 horas de incubação a 37º C a 20% CO2. O meio de cultura foi desprezado e os poços lavados 03 vezes com solução de PBS (phosphate buffer saline) estéril.

5.3.2 Tratamento do Biofilme de Streptococcus mutans

Após o crescimento do biofilme e lavagem com PBS os poços da placa de poliestireno foram preparados para o tratamento do biofilme. Foram utilizados seis (06) grupos de estudo:
· Grupo A controle tratado com clorexidina (Periogard® s/ Álcool) foi adicionado 950 µL de TSB e 50 µL de Periogard-Colgate (Clorexidina);
· Grupo B sem tratamento: adicionado 1000 µL de TSB;
· Grupo C tratado com DV: adicionado 990 µL de TSB e 10 µL do D.V. de Punica granatum (ROMÃ);
· Grupo D tratado com DV: adicionado 950 µL de TSB e 50 µL do D.V. de Punica granatum (ROMÃ); 
· Grupo E tratado com DV: adicionado 900 µL de TSB e 100 µL do D.V. de Punica granatum (ROMÃ);
· Grupo F sem tratamento: Adicionado 900 µL de TSB e 100 µL de água

A placa foi incubada por intervalos subseqüentes de 1 hora (60, 120, 180 e 240 minutos) em estufa a 37º 20% CO2.

5.3.3 Avaliação do pH do meio de cultivo durante o crescimento de Streptococcus mutans
As medidas do pH foram realizadas utilizando um medidor de pH de bancada nos poços após a incubação de 60 minutos  em estufa a 37ºC 20% CO2  e a placa foi novamente incubada por 120, 180 minutos e 240 minutos. O pH do meio  dos seis grupos de estudo foram  avaliados  (atividade metabólica dos biofilmes)  a cada 60 minutos  com a coleta simultânea  de 1000 µL das  alíquotas  para posterior quantificação do consumo de carboidrato durante o crescimento da bactéria.  As alíquotas foram acondicionadas em eppendorfs e congeladas a -20º C. 

5.3.4 Avaliação do consumo de glicose do biofilme Streptococcus mutans
O consumo de glicose de S.  mutans, foi analisado pós a formação do biofilme em amostras coletadas em função do tempo, por um período de 240 minutos após o tratamento com D.V. de P. Granatum e clorexedina. As amostras coletadas após o tratamento do biofilme com o DV da planta, para a verificação do pH, foram submetidas a análise bioquímica da glicose(Kit  Biotécnica) no meio liquido TSB. As alíquotas foram descongeladas na temperatura ambiente (T.A.) e centrifugadas (Microcentrifuga NT 805 Nova Técnica) antes dos ensaios bioquímicos. O experimento foi realizado em triplicada.  A avaliação quantitativa da glicose no meio de cultivo durante os diferentes tempo (60,120,180,240 minutos) do crescimento da bactéria foi avaliado quantitativamente pelo método enzimático (Kit Biotecnica ref.1000800) utilizando um espectrofotômetro (T60UV Spectrofotometer) no  comprimento de onda de 505 nm.  O cálculo de concentração das amostras foi realizado através do fator de calibração usando como referencia a concentração de 100 mg/dL do padrão dosado em triplicata pelo método enzimático.

5.3.5 Ação inibitória do crescimento de Streptococcus mutans – disco de difusão
Para avaliar a atividade antibacteriana do extrato de Punica granatum, testes de sensibilidade antibacteriana in vitro, foi utilizada técnica de difusão no meio TSA – técnica do disco (BAUER et al., 1966).
Discos de papel de filtro qualitativo com 6 mm de diâmetro foram identificados e 4 µL  do reagente tween 1%,  veículo usado na impregnação dos discos, foi adicionado aos discos. Os discos de papel foram autoclavados a temperatura de 121 °C por 20 minutos em seguida o derivado vegetal de Punica granatum, filtrado em membrana estéril de 0,22 µm, foi adicionado aos discos de antibiograma esterilizados .  Os discos identificados foram tratados para realização do antibiograma: 

· Disco 1 - Controle discos de papel, sem tratamento. 
· Disco 2 - Tratamento com DV, adicionado com 02 µL D.V. de Punica granatum (ROMÂ)
· Disco 3 - Tratamento com tween, adicionado com 4 µL de tween 0,1%.
· Disco 4 – Controle tratamento com clorexidina - adicionado com 4 µL de clorexidina.
· Disco 5 – Tratamento com DV, adicionado com 04 µL D.V. de Punica granatum (ROMÂ).
· Disco 6 – Tratamento com DV, adicionado com 08 µL D.V. de Punica granatum (ROMÂ). 
· Disco 7 – Tratamento com DV, adicionado com 16 µL D.V. de Punica granatum (ROMÂ).
· Disco 8 – Tratamento com DV, adicionado com 32 µL D.V. de Punica granatum (ROMÂ).

Os procedimentos foram realizados com micropipetas e ponteiras estéreis dentro da câmara de fluxo laminar. Foi realizado o controle do disco sem adição do reagente tween. 
Os discos contendo soluções de clorexidina e o disco com tween sem tratamento foram utilizados como controle. O micro-organismo padronizado (106 UFC) foi repicado nas placas com os meios: Agar Triptona de Soja (TSA) para o antibiograma de S. mutans. A bactéria foi incorporada no meio de cultura com a utilização de swabs, em camada uniforme através de estrias cruzadas. Os discos foram colocados sobre o Agar e as placas incubadas em estufa a 37ºC -20% de CO2 por 24 horas. Após o crescimento bacteriano, as placas foram fotografadas e os halos de inibição medidos com paquímetro e uma média a partir de triplicatas foram determinados. 
Cada solução estoque: de clorexidina (controle positivo), Punica Granatum (extrato), solução Tween® 0,1% (surfactante) foram previamente autoclavadas e/ou filtradas em membrana estéril de 0,22 micrometro antes de serem incorporadas nos discos de papel

5.3.6 Ação do derivado vegetal sobre a formação do biofilme de Streptococcus mutans 
A cultura da cepa ATCC 25175 de Streptococcus mutans após ajuste da turbidez (A600nm=0,5) foi utilizada para o crescimento do biofilme. Para analisar o efeito do DV. de P.granatum sobre o crescimento do biofilme, foi preparado previamente uma solução em triplicata com 2850 µL de TSB suplementado com 50 mM de sacarose (concentração final) incorporada com 100µL de bactéria (106 UFC/ml). Para a geração do biofilme foi transferido 100 µL da solução preparada previamente e incorporado nos poços da placa de poliestireno, lamínulas de vidro (borosilicato) e incubada a 37ºC em atmosfera de ar suplementado com 20% CO2 durante 1 hora. Em seguida foi incorporado 100 µL do DV. de Punica granatum  (filtrado em membrana estéril 0,22 micrometro) ao meio e no poço controle foram incorporados 100 µL de clorexidina.
A placa foi incubada a 37ºC, 20% CO2 durante 2horas e 3 horas.  As lamínulas de vidro foram examinadas sucessivamente no período de 1h, 2horas e 3 horas de incubação. O controle foi o meio TSB suplementado preparado previamente. Após cada período (1h, 2h, e 3h) as placas de vidro foram retiradas e o biofilme foi lavado 03 vezes com PBS (NaCl 0,13 mol/L, KCl 2,7 mmol/L, Na2HPO4 8,1 mol/L e KH2PO4 1,47 mol/L pH final de 7,5) e a imagens examinadas em microscópio óptico(ZEIZZ, Scope. A1). O experimento foi realizado simultaneamente em triplicata.

5.4 Candida albicans
A cepa de Candida albicans CEC 1291 foi cedida pelo professor Christophe d’Enfert do Unité Biologie et Pathogenicité Fongigues do Instituto Pasteur-França. A mesma se encontra no laboratório, aliquotada em tubos criogênicos e congelada em nitrogênio líquido a -120°C.  Após o descongelamento da cepa de Candida albicans foi semeada em Agar Sabouraud dextrose (Difco, Detroit, MI, USA) e incubada a 37°C por 48 h. Após a Incubação, colônias foram transferidas para um meio liquido (1000µL) de cultivo de Infusão de cérebro e coração (BHI) por 16 h. 
O inoculo de 106 UFC/ml de Candida albicans após o cultivo em BHI foi realizada através de um espectrofotômetro a 530 nm, ajustando a absorbância para 0,680 antes dos experimentos.
                                                                                                         
5.4.1 Formação do biofilme de Candida albicans em placas de poliestireno
	Uma solução do meio de cultura foi preparada previamente (equivalente a 1 mL de meio BHI suplementado com 1,5% de glicose e 5 µL de suspensão de levedura  106 UFC/mL)  antes da adição aos poços da placa. Para a realização dos ensaios foram utilizadas placas para cultura celular de 24 poços e colocados em cada poço da placa 250 µL de soro bovino fetal (SBF), incubado a 37º C overnight. Após incubação foi adicionado nos 24 poços da placa 1 mL da  suspensão de leveduras anteriormente preparada  do meio liquido BHI suplementado com glicose e incubado a 37º C  overnight. 
	O crescimento do biofilme de C. albicans foi observado após este período, o meio de cultura desprezado e os poços submetidos a um processo de lavagem com solução de PBS, sendo realizadas três lavagens consecutivas nos poços da placa. 
5.4.2 Avaliação do consumo de glicose durante o crescimento de Candida albicans
Para a determinação do consumo de glicose pelo fungo após o tratamento, foram utilizados 06 grupos de estudo:
· Grupo A controle tratado com clorexidina (Periogard® s/ Álcool) foi adicionado 950 µL de BHI e 50 µL de Periogard-Colgate (Clorexidina);
· Grupo B sem tratamento: adicionado 1000 µL de BHI;
· Grupo C tratado com DV: adicionado 990 µL de BHI e 10 µL do D.V. de Punica granatum (ROMÂ);
· Grupo D tratado com DV: adicionado 950 µL de BHI e 50 µL do D.V. de Punica granatum (ROMÂ); 
· Grupo E tratado com DV: adicionado 900 µL de BHI e 100 µL do D.V. de Punica granatum (ROMÂ);
· Grupo F sem tratamento: Adicionado 900 µL de BHI e 100 µL de água

Os poços foram lavados por enxágue com PBS 03 vezes e acrescentado 1 mL  do meio BHI nos respectivos tubos e a  placa  encubada por 01 hora em estufa a 37º em atmosfera de ar. Decorrido esse tempo alíquota de 100 µL do meio de cultura dos 6 poços foi coletada para posterior dosagem bioquímica da glicose. 
A placa foi novamente incubada por 2 horas, 3 horas e 4 horas com a coleta sucessiva de alíquota para análise do consumo de carboidrato, sendo ao final da retirada de todos os meios de cultivo foram 2 triplicatas. As alíquotas do cultivo coletadas em diferentes intervalos de tempo foram congeladas em eppendorf para serem avaliadas posteriormente. O carboidrato glicose consumido durante o crescimento de C. albicans foi avaliado quantitativamente pelo método enzimático Kit da Biotécnica no Espectrofotômetro (T60UV Spectrofotometer). As alíquotas foram descongeladas na temperatura ambiente (T.A.) e centrifugadas (Microcentrifuga NT Nova Tecnica) antes dos ensaios bioquímicos. 




5.4.3 Ação inibitória do derivado vegetal de Punica granatum sobre crescimento de Candida albicans – disco de difusão
[bookmark: OLE_LINK1]Para avaliar a atividade antifúngica do derivado vegetal de Punica Granatum, testes de sensibilidade antifúngica in vitro, foi utilizada técnica de difusão em Agar Sabouraud – técnica do disco (BAUER et al., 1966).
Discos de papel de filtro qualitativo com 6 mm de diâmetro foram identificados e 5 µL  do reagente tween 1%, veículo usado na impregnação dos discos, foi adicionado nos discos. Os discos de papel foram autoclavados a temperatura de 121 °C por 20min em seguida o derivado vegetal de Punica granatum, filtrado em membrana estéril de 0,22 micromero, foi adicionado aos discos de antibiograma esterilizados.  Os discos identificados foram tratados para realização do antibiograma: 
· Disco 1 - Controle discos de papel, sem tratamento. 
· Disco 2 - Tratamento com DV, adicionado com 2 µL D.V. de P.granatum   
· Disco 3 - Tratamento com tween, adicionado com 4 µL de tween 0,1%.
· Disco 4 – Controle tratamento com clorexidina - adicionado com 4 µL de clorexidina.
· [bookmark: OLE_LINK2]Disco 5 – Tratamento com DV, adicionado com 4 µL D.V. de P.granatum   .
· Disco 6 – Tratamento com DV, adicionado com 8 µL D.V. de P.granatum   . 
· Disco 7 – Tratamento com DV, adicionado com 16 µL D.V. de P.granatum   
· Disco 8 – Tratamento com DV, adicionado com 32 µL D.V. de P.granatum   .
Depois de tratados como descrito anteriormente, os discos foram colocados sobre as placas onde foi realizado o teste de inibição de crescimento (determinação do halo de inibição) das cepas de C. albicans.
O cultivo da C.albicans ocorreu a 37°C. Após o cultivo, os halos de inibição formados foram mensurados por Paquímetro e uma média a partir de triplicatas foi determinada. 
Cada solução estoque: de clorexidina (controle positivo), Punica granatum (derivado vegetal), solução Tween® 0,1% (surfactante) foram previamente autoclavadas e/ou filtradas em filtro estéril de 0,22 µm antes de serem incorporadas nos discos de papel.


5.4.4 Ação do derivado vegetal sobre a formação do biofilme de Candida albicans 
A suspensão de levedura a 1x106 UFC/mL foi utilizada para o crescimento do biofilme. Para analisar o efeito do D.V. de P.granatum sobre o crescimento do biofilme de Candida albicans, foi preparado previamente uma solução em triplicata com 2850 µL do meio BHI suplementado com 1,5% de glicose (concentração final) incorporado com 150µL do fungo (106 UFC/ml). 
Conforme descrito por Paulino e colaboradores (2006) para a geração do biofilme foi incorporado, aos poços da placa de poliestireno, lamínulas de vidro (borosilicato) e transferido 100 µL da solução com o meio BHI preparada previamente e incubada a 37ºC durante 1 hora. Em seguida foi incorporado 100 µL do  D.V. de P.granatum  (filtrado em filtro estéril 0,22 micras) ao meio e  incubada a 37º  durante 2horas e 3 horas.
As lamínulas de vidro foram examinadas sucessivamente durante o período de 1 hora, 2horas e 3 horas de incubação. Após cada período (1h, 2s, e 3hs) as placas de vidro foram retiradas e o biofilme foi lavado três vezes com PBS (NaCl 0,13 mol/L,KCl 2,7 mmol/L, Na2HPO4 8,1 mol/L e KH2PO4 1,47 mol/L pH final de 7,5) e a imagens examinadas em microscópio óptico (ZEISS. Scope A1). O experimento foi realizado simultaneamente em triplicata.

5.4.5 Formação do tubo germinativo de Candida albicans.
O efeito do derivado vegetal de P.granatum sobre a formação de tubos germinativos de C.albicans foi realizado após o cultivo do fungo em BHI e a padronização da turbidez equivalendo à concentração de 106 em UFC/mL utilizando suspensão de levedura em SFB (Soro Fetal Bovino). 
No poço de uma placa de poliestileno foi colocado 100 µL de SFB, adicionado de 100 µL do derivado vegetal bruto de Româ. Foram adicionados 100 µL da suspensão de Candida albicans em cada poço e incubada a 37ºC durante 3 horas, com agitação suave. O efeito do sumo de Punica granatum sobre a formação do tubo germinativo foi observado através de microscópio óptico (ZIESS. Scope A1). Foram utilizados o SFB como controle negativo sem o sumo da planta e o SFB com Fluconazol como controle positivo.	

5.5  Análise Estatística	
Os dados foram apresentados como média de medidas em triplicatas provenientes de três ensaios independentes. 
O teste T-student foi empregado para analisar a diferença estatística. Foram considerados estatisticamente significantes valores de p≤ 0,05.









 	


















6. RESULTADOS

6.1 Avaliação do pH do meio de cultivo durante o crescimento de Streptococcus mutans
	Após a avaliação da capacidade acidogênica do biofilme de S.mutans foi possível observar que o DV não possui ação inibitória da capacidade acidogênica do S.mutans inferindo assim a viabilidade do biofilme, como apresentado no gráfico 1.



Figura 6. Gráfico mostrando a variação de pH do meio TSB com biofilme de S.mutans ao longo de 4 horas de experimento. As diferenças estatísticas foram analisadas comparando-se os grupos experimentais com o grupo CTR-. Clorexidina (p=0,034); DV10µL (p=0,4914); DV50 µL (p=0,4862 ); DV 100 µL (p=0,4808 ); Água100 µL (p=0,4913 )

6.2 Avaliação do consumo de glicose do biofilme Streptococcus mutans	 
	Com a avaliação do consumo de glicose do biofilme de S.mutans foi possível observar, que o DV não apresentou atividade antimicrobiana, haja vista que o metabolismo de glicose indicando a viabilidade das células bacterianas, ocorreu normalmente, como apresentado no gráfico 2.


Figura 7. Gráfico mostrando o consumo de glicose do biofilme de S.mutans ao longo de 4 horas de experimento. As diferenças estatísticas foram analisadas comparando-se os grupos experimentais com o grupo CTR-. Clorexidina (p=0,2535); DV10µL (p=0,4844 ); DV50 µL (p=0,4454 ); DV 100 µL (p=0,4106 ); Água100 µL (p=0,4892 )

6.3 Avaliação do consumo de glicose do biofilme de Candida albicans
	Na avaliação do consumo de glicose do biofilme de C.albicans, foi possível observar que entre todos os volumes testados, observa-se que o volume de 100 µL de DV apresentou uma estabilidade no consumo mesmo em uma concentração menor quando comparado com os outros grupos. Os volumes de 10 e 50 µL inibem o metabolismo da glicose nas primeiras 3 horas de experimento, ocorrendo na quarta hora uma queda no consumo de glicose em ambos os grupos anteriormente citados (gráfico 3).


Figura 8. Gráfico mostrando o consumo de glicose do biofilme de C.albicans ao longo de 4 horas de experimento. As diferenças estatísticas foram analisadas comparando-se os grupos experimentais com o grupo CTR-. Clorexidina (p=0,1888); DV10µL (p=0,4908); DV50 µL (p=0,2962); DV 100 µL (p=0,0604); Água100 µL (p=0,2665).

6.4 Ação inibitória do derivado vegetal de Punica granatum sobre crescimento de Candida albicans e Streptococcus mutans – disco de difusão
Para análise do halo de inibição do DV sobre o S.mutans foram testados os seguintes volumes de DV: 2, 4, 8,16 e 32 µL, impregnados a discos de papel previamente esterilizados conforme apresentado na tabela 1. Para todos os volumes testados, houve a presença de halos de inibição, sendo o volume de 32 µL o que apresentou um halo com maior inibição.
Para a cepa de C.albicans os volumes do DV (2, 4, 8,16 e 32 µL)  apresentaram halo de inibição como apresentado na tabela 2.

	Discos
	mm do halo

	1,
	0,00

	2,
	1,00

	3,
	0,00

	4,
	1,20

	5,
	1,50

	6,
	1,40

	7,
	1,80

	8,
	2,30


Tabela 1. 1 Controle negativo; 2 2µL extrato P. granatum, 3Tween 0.1%; 4 Clorexidina; 5,6,7,8 Diferentes concentrações do extrato de P. granatum. Valores resultantes de uma média de uma triplicata


	Discos
	mm do halo

	1,
	0,00

	2,
	0,00

	3,
	0,00

	4,
	1,00

	5,
	0,80

	6,
	1,30

	7,
	1,60

	8,
	1,80


Tabela 2. 1 Controle negativo; 2 2µL extrato P.granatum, 3Tween 0.1%; 4 Clorexidina; 5,6,7,8Diferentes concentrações do extrato de P. granatum. Valores resultantes de uma média de uma triplicata
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Figura 9. Halos de inibição das cepas de S. mutans e C. albicans.

6.5 Ação do derivado vegetal sobre a formação do biofilme de Candida albicans e S.mutans
	Observa-se que para o biofilme de C.albicans houve inibição da formação do biofilme gradualmente, sendo possível a visualização após a terceira hora. O biofilme de S.mutans também apresentou inibição da formação de biofilme, podendo inferir uma possível ação antimicrobiana e antifungica do DV como apresentado nos Quadros 2 e 3.

	
	Clorexidina
	CTR -
	Romã

	1 hora
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]

	2 hora
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	3 hora
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Quadro 2. Análise qualitativa da formação do biofilme da C.albicans

	
	Clorexidina
	CTR -
	Romã

	1 hora
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	2 hora
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	3 hora
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Quadro 3. Análise qualitativa da formação do biofilme do S.mutans
6.6 Formação do tubo germinativo de Candida albicans.
	Após incubação adequada as células tratadas com DV, controle, e fluconazol foram microscopicamente analisadas, na qual observou-se que o DV não apresentou ação inibitória da formação do tubo germinativo, porem parece haver uma redução no numero de células, como é observado na tabela 5,  em uma comparação entre controle negativo, controle positivo com fluconazol, e o derivado vegetal de P.granatum.


	Fluconazol
	CTR -
	Romã
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Quadro 4. Análise qualitativa da formação de tubo germinativo de cepas tratadas com DV













7. DISCUSSÃO

	De acordo com os resultados apresentados anteriormente, a queda do pH em uma cultura de Streptococcus mutans indica a atividade metabólica das células ali presentes, visto a sua capacidade de metabolização e produção de ácidos orgânicos, fazendo com que o pH decaia (PAULINO et al, 2003). De acordo com os resultados apresentados, podemos observar que, o DV não apresentou efetividade na inibição da capacidade acidogênica do biofilme de Streptococcus mutans, podendo inferir assim, sua viabilidade como positiva frente a ação do derivado vegetal.
Frente aos dados expostos anteriormente sobre o consumo de glicose da cepa de S. mutans, pode-se observar que em todos os grupos testados, não houve diferença no consumo de glicose, assim podendo inferir que o DV não tem ação sobre o metabolismo do biofilme, haja vista que células bacterianas em biofilme apresentam uma resistência maior que quando se encontram livres em suspensão.
Sabe-se que o consumo de carboidratos normalmente tem como reflexo a queda do pH decorrente a liberação de metabolitos que acidificam o  meio (COX, 1999).
Devido à constituição do biofilme, pode-se fazer essa relação de uma maior resistência ao DV com células em suspensão, como na técnica de disco difusão, visto que o biofilme apresenta uma matriz de polímeros que protegem as células de agentes antimicrobianos.
	O tratamento com o derivado vegetal parece apresentar efeito fungicida nos três volumes testados.
	A inibição da formação do biofilme, através da ação do DV nos traz a ideia de inibição no metabolismo de glicose, haja vista que durante a avaliação como descrito anteriormente, houve uma estabilidade no consumo de glicose, mesmo para o volume de 100 µL que apresenta uma concentração menor concentração, fator esse que pode estar associado a diluição do DV diluindo a concentração de glicose.
	A determinação do halo de inibição do derivado vegetal aquoso ocorreu através da técnica de disco difusão conforme metodologia descrita pelo CLSI (2003) documento M2-A8. 
De acordo com os resultados apresentados, o derivado vegetal de Punica granatum apresentou atividade inibitória em todos os volumes testados com exceção do volume de 2µL. Já para as cepas de C. albicans todos os volumes testados, apresentaram atividade antifúngica, fato esse podendo estar associado as células livres em suspensão ou não formando biofilme, serem mais susceptíveis a ação de antifúngicos e antimicrobianos.
O mesmo principio teórico empregado para se compreender a razão pela qual houve inibição do teste do disco de difusão pode ser agora empregado para a compreensão dos testes de adesividade, ou seja, as células testadas quanto a adesividade estavam inicialmente em meio planctônico o que as torna muito sensíveis ao derivado vegetal, diferente as células testadas do biofilme.
	A capacidade de formação do biofilme é um dos fatores de virulência mais importantes na ocorrência de infecções. Frente aos resultados apresentados, o DV apresentou ação inibitória na formação do biofilme de S.mutans e de C. albicans.
	Em seus estudos ENDO (2010), encontrou efeitos semelhantes utilizando a P.granatum contra cepas de C. albicans, encontrou efeitos parecidos para a inibição da formação de biofilme.
	Pode-se associar a inibição do biofilme de C. albicans aos resultados apresentados anteriormente do consumo de glicose. Para a C. albicans a redução do consumo de glicose, e a inibição da formação do biofilme infere-se a inibição do metabolismo da glicose, podendo interferir nos mecanismos bioquímicos, e consequentemente na viabilidade celular.
	Essa inibição da capacidade de formação do biofilme de S. mutans e C.albicans vem como um grande advento visto que em produtos de origem vegetal ainda não há descrição de cepas resistentes.
	A formação do tubo germinativo em C. albicans é um importante fator de virulência que lhe confere a fase de transição para a forma filamentosa (ÁLVARES et al, 2007; PEREIRA, et al. 2005). 	
	Observa-se que não houve a inibição da formação do tubo germinativo nas cepas de C.albicans.  Fato que também pôde ser apresentado nos estudos de ENDO (2010), na qual não foi possível observar alteração na formação do tubo geminativo no pós tratamento com P. granatum. 

	Porém, como os dados apresentados anteriormente apresentam redução na formação do biofilme, pode-se inferir uma ação fungicida eliminando-as totalmente e não apenas causando uma alteração na estrutura inviabilizando sua transição para a forma filamentosa (KATO, et al. 2013).
	Apesar de não ter sido possível detectar nenhuma alteração no consumo de glicose, pode-se afirmar que o crescimento celular (tanto de S.mutans como o de C.albicans) foi alterado pela presença do derivado vegetal haja vista que o teste de disco-difusão apresentaram valores médio que indicam que houve uma forte interferência inibitória dose dependente do derivado vegetal de romã. Assim, apesar de não ser possível observar alteração no consumo de glicose, infere-se uma alteração no crescimento celular.
	Nas drogarias existem medicamentos conhecidos no qual tem em sua composição os princípios ativos da Punica granatum. Nas bulas relatam efeitos, a forma de uso do produto e sua eficácia sobre microrganismos bucais. 
	Entretanto sabe-se que o produto disponível é proveniente de uma extração etanoica.
	O derivado vegetal desse trabalho foi obtido via extração aquosa. 
	A extração aquosa ou etanoica dos princípios ativos das plantas leva a diferente substâncias químicas durante a sua extração.
	














8. CONCLUSÃO

	Com os dados do consumo de glicose e pH, observou-se que o derivado vegetal nos volumes testados não apresentou efetividade contra a o biofilme já formado para a cepa de S. mutans. Já para o biofilme de C. albicans o derivado vegetal apresentou efetividade nas concentrações testadas utilizando como parâmetro de avaliação o consumo de glicose.
	Através da avaliação da atividade inibitória utilizando a técnica de disco-difusão foi possível concluir que houve inibição nos volumes testados tanto para as cepas de S. mutans quanto para as cepas de C. albicans.
	O derivado vegetal foi ineficaz contra a formação do tubo germinativo da C.albicans, porém apresentou uma inibição do número de células.
	Pode-se concluir que o derivado vegetal foi eficiente na inibição da formação do biofilme, tanto para as cepas de C. albicans quanto para as cepas de S. mutans.
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