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Resumo

Essa pesquisa buscou avaliar o efeito antifingico e antiaderente da saliva
artificial (BioXtra™) em gel contendo enzimas, contra Candida albicans,. O primeiro teste foi da
difusdo em Agar poco, sobre a Candida albicans em toda placa, nos pocos foi adicionado
meio de cultura, as substancias testadas (saliva artificial (BioXtra®, saliva artificial sem
enzimas, clorexidina 0,12% e salina). O segundo teste foi realizado sobre microplacas de
poliestileno, onde foi acrescentado meio de cultura, o microrganismo e as substancias
testadas (salina, saliva Bioxtra®, saliva artificial sem enzimas) . As placas foram incubadas em
estufa 37°C, apds 48 horas foi feita a medida dos halos e apds 72 horas foi realizada a leitura
do comprimento de onda de 570nm em leitor de ELISA, nos respectivos testes. No primeiro teste
a clorexidina apresentou maior halo de inibicdo (p=0,0029) em relagéo a saliva com
enzimas e sem enzimas, porém essas, nao apresentaram diferenca estatistica entre elas
(p=0,1030). No segundo experimento as salivas com e sem enzimas apresentaram efeito
antifiingico, mas estatisticamente ndo pode-se observar diferenca (p=0,4087). Concluindo que
na presente metodologia, a saliva artificial com enzimas (BioXtra®™), ndo possui efeito
antifiingico, apresentando resultados parecidos com a saliva sem enzimas.

Introducéo

A saliva tem atividade antimicrobiana e tamponante, além de auxiliar no
processo de remineralizagdo da estrutura dentaria CABRAL (2012). Na saliva h&a
enzimas como: Lisozima, Peroxidase e Lactoferrina; as quais sado importantes na
resposta imune inata contra bactérias, fungos e virus TENOVUO J., 2002).

Pacientes que possuem baixa ou nenhuma producdo de saliva
(hipossalivagéo) perdem essa importante linha de defesa do corpo contra
microrganismos, facilitando o desenvolvimento de infec¢cdes oportunistas (GOMES,
2012). O quadro de hipossalivacdo pode ser desencadeado pelo uso de
determinados medicamentos (anti-hipertensivos, antidepressivos, ansioliticos); pelo
tratamento radioterapico na regido de cabeca e pescoco (cujo feixe de radiacdo
atingiu as glandulas salivares); por doencas que afetam as glandulas salivares
(Sindrome de Sjbgren) e doencas sistémicas que comprometem a secrecao salivar
(Diabetes mellitus) (MOREIRA, 2016; FREITAS et al 2011)

Esse estudo teve por objetivo avaliar o efeito antimicrobiano e a capacidade
de inibir a formag&o de biofilme in vitro, com o uso da saliva artificial em gel com
enzimas (Lisozima, Lactoferrina e Lactoperoxidase) (BioXtra®), comparando-a com
a saliva artificial sem enzimas, frente a Candida albicans.

Material e Métodos
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Foram utilizadas as cepas comerciais de Candida albicans (levedura). Essa
levedura foi cultivada em placas de Petri (20x100mm) contendo Agar Sabouraud por
24 horas em estufa bacteriolégica a 37°C.

Na sequéncia, foi feita uma suspenséo equivalente ao padrédo 0,5 da escala
de McFarland. Dessa suspenséo, foi utilizado 100ul e inoculados em placas de Petri
contendo Agar Sabouraud (cultivo de fungos) pela técnica das oito dire¢bes. Logo
em seguida, foram feitos quatro pocos com ponteiras de plastico, utilizadas em
micropipetas. Em seguida foram inoculados a saliva artificial contendo enzimas
(BioXtra®), saliva artificial padrdo (sem enzimas), solucdo de Clorexidina 2% e
solucdo salina. As placas foram incubadas em estufa bacterioldégica a 37°C por 48
horas. Apds o periodo de incubacédo, os halos de inibicdo foram medidos utilizando
régua milimetrada. Depois, o contetdo dos pocgos foi aspirado e cada poco foi lavado
por trés vezes com 250ul de solucéo salina estéril. Logo apds, foi realizada a fixacéao
com 200uL de metanol p.a. (pureza absoluta) por 15 minutos. O metanol foi
removido; as placas foram deixadas em temperatura ambiente para secar e coradas
com 200uL de solugéo de cristal violeta por cinco minutos. Em seguida, as placas
foram lavadas com agua corrente e secas em temperatura ambiente. Apos este
processo, foi realizada a leitura da absorbancia em leitor de ELISA, em comprimento
de onda de 570nm.

Todos os experimentos foram realizados em pentaplicata.

Os dados obtidos foram tabulados em planilha do Microsoft Excel e
analisados por software estatistico (BioEstat 5.0; Brasil), considerando o nivel de
significancia de 5%. Optou-se por utilizar métodos ndo-paramétricos na analise
estatistica.

Resultados e Discusséo

No presente trabalho a Clorexidina apresentou um maior halo de inibicdo e
diferindo estatisticamente dos demais grupos (Kruskall-Wallis, p=0,0029), conforme
pode ser observado na tabela 01. No entanto, a saliva artificial sem e com enzimas,
nao exibiram diferenca estatisticamente significante (Teste de Student-Newman-
Keul, p=0,1030) entre elas.

Tabela 01: Teste de difusdo em aguar— Medida dos halos de inibicio formados (milimetros)
Sdlina  Clorexidina ~ Saliva Artificial sem  Saliva Artificial com

enzimas Enzimas
Médiaaritmética(DP) 00  126(218"° 0(0y 20(L87¢
Mediana 0 13 0 2
Minimo 0 5 0 0
Maximo 0 19 0 5

O poder antifungico da clorexidina 2% contra Candida albicans, ja foi
comprovado por varios estudos (Cruz VM. et al, 2017). Como nesse estudo, Glneri
et al (2011) ndo encontraram efeito antifingico da saliva artificial contendo enzimas
(BioXtra®).

Com relacédo ao efeito na formacdo do biofilme na superficie das placas
(pocinhos) O uso de saliva artificial com ou sem enzimas foram eficazes na inibigéo
de formacé&o do biofilme quando comparado com a solucéo salina (Teste de Student-
Newman-Keul, p=0,0428 e p=0,0044, respectivamente). Nado se encontrou diferenca
estatisticamente significativa entre as Salivas Artificiais com ou sem enzima (Teste
de Student-Newman-Keul, p=0,4087), conforme apresentado no grafico 01.
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Gréfico 1: representacao grafica do resultado do teste da inibicdo do biofilme
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Gréaficol: A salina apresentou maior absorbancia se comparada as salivas artificiais com ou sem enzimas.
As salivas apresentaram menor absorbancia, ou seja apresentaram efeito antifungico, mas se
comparadas, a saliva artificial com enzimas n&o diferiu tanto em valor.

Teste para verificar a inibicdo na formacao de biofilme, foram realizados por
Hatti et al (2007) tendo como base dentifricio contendo as mesmas enzimas e ao
contrario desse estudo, concluiu-se que o dentifricio com enzimas inibe a formacéao
de biofilme, além de apresentar propriedades antimicrobianas quando comparada
com um dentifricio sem enzimas.

Sendo assim,o0 custo x beneficio (valor e efeito das salivas sobre Candida
albicans), da saliva artificial com enzimas ndo é tdo vantajoso em relacdo a saliva
artificial sem enzimas. No entanto, mais pesquisas deverdo ser realizadas para
melhor compreender a acdo dessas enzimas quando apresentadas juntamente na
saliva artificial.

Concluséo/des

Conclui-se, com a metodologia utilizada no presente estudo, que ndao houve
efeito antiflngico estatisticamente efetivo da saliva com enzimas BioXtra® em
comparacao a saliva artificial sem enzimas, sobre a Candida albicans.
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