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RESUMO: Com o objetivo de avaliar a provével atividade antibacteriana e antifiingica da benzidamina, determinou-se
a Concentracdo Inibitéria Minima e a Concentracdo Bactericida/Fungicida Minima, sobre vdrias amostras de
microrganismos. Foram usadas as técnicas de difusdo no agar (técnica do poco) e a da dilui¢do em tubo. A avaliacdo da
sensibilidade dos microrganismos a benzidamina, na técnica do pogo, foi feita pela leitura dos halos de inibicdo e na
técnica de dilui¢do em tubo, pela inibicdo do crescimento. Os resultados mostraram que a benzidamina possui atividade
antimicrobiana sobre as amostras de leveduras e bactérias testadas. Comparando as duas técnicas verificou-se que pela
técnica de difusdo em agar, o valor da concentracdo inibitéria minima (CIM) foi maior do que pela técnica de dilui¢do
em tubo.

Palavras chave: Benzidamina. ac@o antimicrobiana. concentracdo inibitéria minima. difusdo em agar. Concentragdo
Bactericida/Fungicida Minima

ABSTRACT: This paper aims the evaluation of the possible antibacterial an antifungical activity of
benzydamine.Minimum inhibitory Concentration and Minimum Bactericide/Fungicide concentration in several
microorganism samples were determined. Agar Difusion (tecnic of well)and tube dilution were the techniques used.
Evaluation of microorganisms sensibility to benzydamine , was made through the reading of the inhibition halos in the
agar difusion and growth inhibition n the tube dilution technique. The results showed that benzydamine has an
antimicrobial activity in the yeast samples and in the tested bacteria. The comparison of the two techniques showed that
in agar difusion technique the minimum inhibitory concentration value (MIC) was higher than in the tube dilution one.

Key words: benzydamine, antimicrobial action. Minimum inhibitory Concentration. Minimum Bactericide/Fungicide
concentration. agar difusion.
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INTRODUCAO

Palazzo, em 1966, sintetizou a
benzidamina (The Merck Index,1983), que
chegou prometendo suprir a falta de um
fairmaco, com atividade analgésica e
antiinflamatéria, sem apresentar os efeitos
nocivos ao trato gastrointestinal e nem
provocar discrasias sangiiifneas comuns aos
antiinflamatérios nao esterdides (AINES) ja
existentes, além dos efeitos imunodepressores
e as contra- indicagdes existentes com 0 uso
dos corticosteréides.

usada

A benzidamina € como

analgésico, antiinflamatério na medicina

interna, ginecologia, cirurgia, pediatria,

urologia, pneumologia e odontologia. E
comercializada na forma de drigeas, géis,
gotas e solucdo (Korolkovas, 1982). E
encontrada no comercio com O0s homes
Flogoral®,

comerciais como

Benflogin®,Benzitrat®, Flogorosa®
Ciflogex® entre outros ( DEF,2002).

De Gregoério (1964), em ensaio duplo
cego em varios modelos experimentais e
diferentes condicdes patoldgicas, ou seja, em
processos inflamatdrios, afirmou que a
benzidamina exerceu um considerdvel efeito
analgésico, antiinflamatério e antipirético nos
testes realizados.

A eficécia da benzidamina em pacientes
submetidos a intervengdes cirlrgicas da
cavidade orofaringea,

(1972),

foi constatada por

Marchiori que observou uma
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diminuicdo no tempo de cicatrizacdo das
feridas cirtirgicas e seu valor na associagdo
com antibidticos, pela auséncia de efeitos
colaterais e pela boa tolerancia.

Balércia (1976) comprovou a agdo
antiinflamatoria da benzidamina, em forma de
creme dental, em pacientes portadores de
gengivite, periodontites, estomatites e
abcessos dentdrios.

Whiteside (1982) tratou pacientes que
apresentavam possiveis faringites virais, com
benzidamina e placebo, em solugdes
colutdrias. Os resultados favordveis da agdo
da benzidamina foram clinicamente evidentes.
Kim et al, (1986) recomendou a benzidamina
para tratamento da mucosite causada por
radiacdo.

Gananca et al. (1988), em estudo
comparativo entre a benzidamina e
Hexomedine ®, associados a tetracaina em
aerossol, no tratamento tépico de amigdalite,
concluiram que a benzidamina produziu uma
melhora mais rdpida do quadro clinico,
indicando ser um potente antiinflamatério de
uso tdépico, recomendando seu uso nas
afeccdes orofaringeas e em amigdalectomias.

A atividade antiinflamatéria da
benzidamina no tratamento da mucosite oral é
citada por Scully et al., (2006)

A acido terapéutica do dicluconato de
clorexidina € da benzidamina, na forma de
colutdrio, foi testada por Samaranayake et al.
(1988), no tratamento de pacientes com

mucosites induzidas por radia¢do, incluindo
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suas acOes sobre bactérias e fungos presentes
nesses casos clinicos. Concluiram que sdo
pequenas as diferencas de acdo entre os dois
farmacos.

Karavana et al, (2011) demonstraram a
acdo da benzidamina sobre rec uperagdo de
lesdes orais induzidas em animais. Quanto a
acdo antimicrobiana Fanaki & FEl Nakeeb
(1992) avaliaram a atividade antimicrobiana
da benzidamina sobre bactérias e fungos, em
concentracdes de 1%, 0,5% e 0,15%, em
contato com a solucgdo teste por 30 minutos,
usando diferentes técnicas, concluiram que a
benzidamina € um agente antimicrobiano com
rapida atividade biocida.

Simard & Landry (1994) usaram a
benzidamina e outros firmacos inibidores da
placa bacteriana dentdria, na forma de

colutério, em  cirurgias  periodontais.

Atribuiram a benzidamina um efeito
anestésico local e uma capacidade de inibir a
formacao de placa bacteriana.

(2005),

verificaram uma acio inibidora da formacao

David Herrera et al.,
de placa dental com o uso de colutério de
benzidamina. a 0.15% associada ao cloreto de
cetilpiridinio a 0,05%.

Cingi et al. (2011) demonstrou que a
associagdo de antibidticos com benzidamina
reduzia significantemente os sintomas de

amigdalites por estreptococos.
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MATERIAIS E METODOS

Utilizou-se neste experimento
cloridrato de benzidamina, do Laboratorio
Sigma do Brasil, lote 28F1012 , série b-5524 .
O cloridrato de benzidamina foi diluido em
dgua destilada estéril e as diluicdes foram
mantidas em geladeira durante todo o
experimento.

Na técnica dos pocos utilizou-se sete
solu¢des de benzidamina com concentracdes
que variaram de 1,56 mg/mL a 100,0 mg /mL.

Para a técnica dos tubos, as
concentracdes das solugdes variaram de 0,09
mg /mL a 50mg/mL de benzidamina.

As amostras microbianas (bactérias e
fungos), usadas neste experimento, foram
oriundas da ATCC e mantidas no Laboratério
de Microbiologia da Universidade Federal de
Alfenas-UNIFAL-MG , a seguir: Bacillus
subtilis ATCC 6633, Candida albicans ATCC
10231, Enterococcus faecalis ATCC 19433,
ATCC 8739, Proteus
13315,

9027,

14028,

Escherichia coli
ATCC
ATCC

ATCC

vulgaris Pseudomonas

aeruginosa Salmonella
typhimurium Serratia
marcescens ATCC 8100 e Staphylococcus
aureus ATCC 6538

Os testes de atividade antimicrobiana
foram realizados por dois métodos, ou seja,
teste de difusdo em 4gar e teste de diluigdo em
tubo. No teste de difusdo em 4gar utilizou-se a
técnica do poco, nos quais foram colocadas

concentracdes diferentes da benzidamina, no
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poco feito com tubo de metal no meio de
cultura em placas de Petri, previamente
inoculadas com microrganismos.

Foram

preparadas  solucdes de

benzidamina em concentracdes decrescentes,

ou seja, a 100,00 mg/mL, 50,00 mg/mL,
25,00mg/ml,  12,50mg/mL, 6,25mg/mL,
3,12mg/ml e 1,56mg/ml. As solucdes

preparadas foram colocadas nos pog¢os num
volume de 28 uL. Apds a secagem do liquido
nos pogos, as placas foram incubadas na
posicdo invertida a 37°C por 24 horas. ApOs
o tempo de incubacdo, foram feitas as leituras
dos diametros dos halos de inibi¢do do
crescimento  microbiano, medidos em
milimetros, com auxilio de um paquimetro.
Na técnica da diluicio em tubo foi
avaliada também a concentracdo inibitdria
(CIM) e a

bactericida/fungicida minima (CBFM) da

minima concentragao
benzidamina, (Trupp 1986; Amsterdam 1991
e Jones 1985). Foram preparadas solugdes de
benzidamina em concentragdes decrescentes,
diluidas em Caldo Mueller Hinton ou em
Caldo Sabouraud. Numa série de 11 tubos,
foram colocados, respectivamente, 1 mL de
Caldo Mueller Hinton ou Caldo Sabouraud
contendo 100,00 mg/mL, 50,00 mg/mL, 25,00
mg/mL, 12,50 mg/ mL, 6,25 mg/mL, 3,12
mg/mL, 1,56 mg/mL, 0,78 mg/mL, 0,39
mg/mL e 0,19 mg/mL de benzidamina. No
tubo 11, ndo foi adicionado a benzidamina,
servindo como controle do crescimento

microbiano.
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Foi  preparada uma  suspensdo
microbiana e inoculada nos respectivos tubos
decrescentes de

contendo concentragdes

benzidamina. Os tubos inoculados foram
levados 4 estufa a 37°C por 48 horas. Apds a
incubacao foi avaliado crescimento
microbiano pela presenca de turvagdo do meio
de cultura. Neste caso, determinou-se a
concentracdo inibitéria minima (CIM), ou
seja, a menor concentracdo de benzidamina
capaz de inibir o crescimento microbiano.
Para avaliar a concentracdo bactericida ou
fungicida minima da benzidamina(CBFM),
cada tubo foi inoculado em Agar Mueller
Hinton ou Agar Sabouraud e apés incubacio,
a 37°C por 48 horas, foi realizada a leitura
para a verificagdo da presenca ou auséncia do
crescimento microbiano ou seja propriedade

bactericida ou fungicida da droga.

RESULTADOS

Na determinagdo da  concentracio
inibitéria minima da benzidamina pela técnica
de difusdo em Agar encontramos 0s seguintes
resultados: nas concentracdes de 100,00
mg/mL , 50,00mg/ml e 25,00mg/ml, todos os
microrganismos testados, com excecdo de
Pseudomonas aeruginosa,,  apresentaram
inibicdo do seu crescimento. Os maiores halos
de inibi¢do foram observados em Escherichia
Proteus mirabilis e

Os

coli, Bacillus subtillis,
dados acima

tabela 01 e

Staphylococcus aureus.

descritos encontram-se na
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representam a média aritmética de cinco

experimentos.

Tabela 01 - Determinagio da concentracdo inibitéria minima (CIM) da benzidamina pela técnica de difusdo em

I3

Agar
Concentragdo da
Benzidamina
. \(mg/ml) 100.00 50,00 2500 12,50 625 312 1,56
Microrganismo/
Halos de inibigao
em milimetros
Bacillus subtillis 20,0 15,0 11,2 6,8 00 00 00
Candida albicans 13,2 10,0 6,2 0,0 0,0 0,0 0,0
Enterococcus faecalis 15,2 11,0 7,8 0,0 0,0 0,0 0,0
Escherichia coli 21,0 15,8 10,8 4,2 0,0 0,0 0,0
Proteus mirabilis 20,8 12,8 8,8 0,0 0,0 0,0 0,0
Pseudomonas aeruginosa 10,8 6,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Salmonella typhimurium 13,4 92 7,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Serratia marcescens 16,0 10,6 8,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Staphylococcus aureus 18,0 14,6 11,0 4.6 0,0 0,0 0,0

Na determinacdo da concentragdo
inibitéria minima (CIM) e concentraciao
bactericida/ fungicida minima (CBFM) pela
técnica de diluicdo em tubos verificamos que
Escherichia coli mostrou-se sensivel a acdo
bactericida e bacteriostatica da benzidamina a
0,39 mg/mL.

Staphylococcus aureus,

Serratia marcescens, Proteus mirabilis e

Salmonella typhimurium, foram inibidos por

todas as concentracdes testadas e ndo

apresentaram crescimento quando submetidos
a sub-cultivo, da

para determinacao

concentracdo bactericida minima, ou seja,
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apresentaram uma sensibilidade a acdo
bactericida da benzidamina a concentracido de
0,09 mg/mL. Bacillus subitillis teve seu
crescimento inibido por toda as concentracdes
de cloridrato de benzidamina, porém,
nenhuma destas concentracdes mostrou-se
eficaz como bactericida.
Enterococcus faecalis e Candida
albicans, apresentaram uma sensibilidade
semelhante a acdo bactericida/fungicida e
bacteriostética / fungistatica da benzidamina,

até a concentracdo de 0,19 mg/ mL.
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A benzidamina na concentracdo de
0,39 mg/mL, mostrou-se bacteriosttica e a
6,25 mg/mL, como bactericida para
Pseudomonas aeruginosa. Os dados acima se
encontram na tabela 02 e representam a média

de trés experimentos.

DISCUSSAO

Viarios estudos e relatos
clinicos existem a respeito da atividade
antiinflamatéria e anestésica tépica da
benzidamina, desde sua sintese em 1964 por
Pallazzo. A sua atividade antimicrobiana,
apesar de sugerida por alguns autores ainda
necessitava ser ratificada em virtude dos
trabalhos anteriores ndo serem totalmente
conclusivos, o que inspirou este trabalho. Na
encontram-se

literatura pouquissimos

trabalhos de pesquisa comprovando sua

atividade antimicrobiana mas sem dados
efetivos que realmente possa colaborar na
elucidacdo desta questdo.

Cervera & Uribe (1966) relatam

uma acdo antimicrobiana com concentragoes
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elevadas de benzidamina, usando a técnica do
poco.

Por esta mesma técnica do poco,
Silvestrini et al. (1966) testaram e
compararam a atividade da benzidamina, em
relacdo a outros antimicrobianos, inclusive
sobre a Escherichia coli, bactéria testada
neste trabalho, porém, sem relatos dos valores
das concentrac¢des de benzidamina utilizadas.

Fanaki & ElI Nakeeb (1992 )
expuseram bactérias e fungos a concentracdes
de 0,5, 1,0 e 15,0 % de benzidamina, por 30
inclusive a

minutos, determinando

concentracdo inibitéria minima (CIM) e
concentracdo bactericida/fungicida minima
(CBFM), sobre bactérias e fungos testados
neste experimento. Amostras de Escherichia
coli , mostraram-se sensiveis a uma CIM de
0,5% e CBM de 1,0 % . Neste experimento
encontramos um valor de CIM e CBM de
0,39 mg/%. Os resultados demonstraram que
a Pseudomonas aeruginosa mostrou-se
sensivel a concentracdo de 12,5 mg/mL (CIM
e CBM ) e, segundo Fanaki & El Nakeeb
(1992), a CIM foi de 0,5% ¢ CBM de de 1,0

%. Os Staphylococcus aureus, mostraram-se
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sensiveis a concentracdo de 0,09 mg/mL,
tanto na CIM , quanto na CBM. Segundo os
autores a CIM encontrada foi de 1,0 % e a
As

CBM, na concentracio de 2,0 %.

amostras de Candida albicans testadas
mostraram-se sensiveis a concentracio de
0,19 mg/mL (CIM e CBM ) e, segundo
Fanaki & El Nakeeb (1992) , CIM na
concentracdo 0,5 % e CBM na concentragio
de 1,0 mg/mL.

Estes dados mostraram , como 0s
resultados obtidos pela técnica do pogo, que
as CIM s3o bem maiores daquelas
encontradas na técnica de diluicdo em tubo.
Em trabalho mais recente, Fanaki & El
Nakeeb (1996), novamente testaram a
atividade antibacteriana e antifingica da
benzidamina, isolada e associada a outros
antimicrobianos em bactérias resistentes a
antibidtico, concluindo que a benzidamina
exerceu uma atividade sinérgica quando
associada aos antimicrobianos utilizados no
experimento.

Chasseau & Catanesi (1985)
demonstraram que o uso da benzidamina, na

forma de solugdes para uso ginecoldgico a
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140 mg/ml, proporciona uma concentragdo
plasmatica de 0,02 pug/ml e, pela via oral,
100 mg fornece uma concentragdo
plasmatica de 0,8ug /ml.

Portanto, baseado nessas afirmacoes,
os comprimidos de 50 mg de benzidamina
disponiveis no comércio, proporcionam uma
concentracdo plasmdtica de

04 pg/ml,

concentracdo  distante da menor
concentracio com atividade antimicrobiana
obtida, in vitro, neste experimento que, pela

técnica dos tubos, foi de 0,09 mg/ml, ou

seja, valor 225 vezes maior que a
concentracio proporcionada pelos
comprimidos. Essa é uma dosagem

seguramente tdéxica, portanto, invidvel para
ser administrada pois segundo Silvestrini
(1966), a  dosagem  terapéutica da
benzidamina em humanos, por via oral, deve

ser em comprimidos de 50 mg, 3 a 4 vezes

ao dia.

Pelos resultados obtidos neste
trabalho, a menor concentracio de
benzidamina, com atividade antimicrobiana,

foi de 0,09 mg/ml, e a concentracio média,

com efeito sobre os microrganismos testados,
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foi 0,25 mg/ml. Isto indica que a benzidamina
para ter atividade antimicrobiana deve ser
usada somente para uso tépico pois as
concentracdes destas solu¢des possuem até 1g
%, ou seja, concentracio com atividade
antimicrobiana conforme nossos resultados.

A testada ou seja C. albicans
apresentou  sensibilidade semelhante as
encontradas nas bactérias.

Uma maior resisténcia encontrada nas
bactérias do género Bacillus  pode ser
explicada por se tratar de bactéria esporulada.

Em trabalho mais recente Pina-Vaz et
al., (2000) determinaram a CIM da
benzidamina sobre amostras de C. albicans
utilizando sondas fluorescentes e encontraram
um valor entre 12,5 a 50 mg/mL valores estes

préximos aos encontrados neste trabalho

utilizando a técnica de difusdo em 4gar.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste
experimento nos permitem concluir que:
1- A benzidamina exerce  efeitos
antibacterianos e antifingicos  em altas

concentragoes.

2- Nas concentracdes efetivas com acdo
antimicrobiana ela deve ser indicada somente
para uso tépico como pastilha, colutdrio,
géis, sendo invidvel a indicacdo para uso
sisttmico, 0o que certamente levard a uma
acdo téxica no organismo.

3- Os resultados obtidos pela técnica do pogo
(difusao em 4gar) foram semelhantes aos
obtidos pela técnica de diluicdio em tubos,
porém com CIM bem menores.

4- Pela técnica dos tubos, determinou-se as
concentracdes mais precisas na obteng¢do da
CIM e CBM da benzidamina porém com a
técnica do pogo somente podemos determinar

a CIM.
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Tabela 02 - Determinagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) e da concentragio bactericida/fungicida minima (CBFM) da benzidamina pela técnica da
dilui¢do em tubo

Concentragdo da 50mg/mL 25mg/mL 12,5m/mL 6,25mg/mL 3,125mg/mL 1,56mg/mL 0,78mg/mL 0,39mg/mL 0,19mg/mL 0,095mg/mL Controle
Benzidamina positivo
Microrganismos
Bacillus subtilis
CIM - - - - - - - - - - +
CBM + + + + + + + + + + +
C. albicans
CIM - - - - - - - - -
CBM } } } } } } } } } + +
E. coli
CIM - - - - - - - -
CBM } } } } } } } } + + +
E. faecalis
CIM - - - - - - - - - -
CBM } } } } } } } } } + +
P. aeruginosa
CIM - - - - - - -
CBM - - - + + + +
Proteus mirabilis
CIM - - - - - - - - - - +
CBM
- - - - - - - - - - +
S.aureus
CIM - - - - - - - - - - +
CBM } } } } } } } } } } +
S. marcescens
CIM - - - - - - - - - - +
- - - - - - - - - - +
S. typhimurium
CIM - - - - - - - - - - +
CBM - - - - - - - - - - +

CIM = Concentracdo Inibitéria Minima ; CBFM= Concentragio Bactericida/Fungicida Minima;

(+) presenca de crescimento microbiano; (-) auséncia de crescimento microbiano.
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