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RESUMO

Objetivo: Avaliar a atividade antimicrobiana de enxaguatorios bucais sobre bactérias
do biofilme dentéario, Streptococcus mutans (ATCC 25175); Streptococcus oralis
(ATCC 10557) e Streptococcus salivarius (ATCC 7073).

Materiais e métodos: Estudo experimental in vitro, sendo a amostra constituida por
cinco produtos (Plax Total 12®, Oral B®, Cepacol®, Listerine® e Malvatricin®), com a
solucdo de digluconato de clorexidina 0,12% (Periogard®), utilizada como grupo
controle. A atividade antimicrobiana foi avaliada mediante a técnica de difusdo em
meio sélido por disco-difusdo. Nas Placas de Petri estéreis foram adicionados 20 ml
de agar Muller Hinton, e ap6s a solidificacdo do meio as suspensdes dos
microorganismos foram semeadas com swab estéril. Posteriormente, os discos de
papel filtro foram embebidos e inseridos nas placas. As placas foram incubadas em
estufa a 37°C por 24 horas. Os halos de inibicdo do crescimento das cepas frente
aos produtos testados foram mensurados com paquimetro manual, através do
Didmetro Médio dos Halos de Inibicdo do Crescimento (DMIC). O ensaio foi
realizado em triplicata, os dados foram tabulados no Programa Microsoft Office Excel
2010° e analisados descritivamente.

Resultados: Frente a bactéria S. oralis, o Cepacol® obteve o maior halo de inibicdo
(18 mm) e o Malvatricin® néo teve acédo alguma. Sobre a S. salivarius, o Cepacol®
também teve o maior halo de inibicdo (17,6 mm) e o Malvatricin o menor (5,4 mm).
Na bactéria S. mutans o maior halo de inibicdo do crescimento foi do Oral B® ( 18,6
mm) e o menor foi do Malvatricin® ( 3,1 mm).

Conclusdo: Os enxaguatorios testados apresentaram diferentes potenciais
antimicrobianos nos testes in vitro, sendo que o Cepacol® e o Oral B® maior
potencial de inibicdo de crescimento bacteriano. O Malvatricin® apresentou baixa
acdo antisséptica frente as bactérias S. salivarius e S. mutans, e nenhuma atividade

sobre a S. oralis.

Descritores: antissépticos bucais, higiene bucal, bactérias.



ABSTRACT

Objective: To evaluate the antibacterial activity of mouthwashes over the bacteria
from the oral cavity.

Materials and methods: This study was in vitro experimental type, the sample was
consisted of five products (Plax Total 12®, Oral B®, Cepacol®, Listerine® and
Malvatricin®), being the solution of chlorhexidine gluconate 0.12% (Periogard®) used
as a control. The antibacterial activity of rinses was evaluated against
microorganisms as Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius and
Streptococcus oralis through the diffusion technique on solid media for disk diffusion.
20 ml of Muller Hinton agar were added in sterile Petri dishes, and after solidification,
the suspensions of the microorganisms were also sown with sterile swab.
Subsequently the filter paper discs were soaked and placed on the plates. The plates
were incubated at 37 °C for 24 hours. The inhibition of the growth of the strains
against the tested products was measured with a caliper in millimeters. The assay
was performed in triplicate, with later arithmetic mean of the values obtained in the
halos of inhibition, the data were tabulated in Microsoft Office Excel Program 2010®
and analyzed descriptively.

Results: All analyzed rinses were effective in their antibacterial action on the
microorganism in question, except for Malvatricin® against S. oralis. The Cepacol®,
Oral B® and Total Plax 12® were those which stood out in the inhibitory action.
Conclusion: The rinses showed different potentials for inhibiting the growth of

microorganisms S. mutans, S. oralis and S. salivarius.

Key-words: mouthwash, bucal hygiene, bacteria.
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1 INTRODUCAO

A etiologia da carie dentaria e da doenca periodontal encontra-se respaldada
na literatura pela multiplicidade de fatores, representados por desequilibrio da
microbiota oral, habitos de higiene inadequados e dieta rica em acucares
(FERJOSKOV; KIDD, 2005). A cavidade bucal possui uma vasta diversidade de
microorganismos que compde a sua flora, podendo conter aproximadamente 550 -
600 bactérias, além de virus e fungos. Dentre as bactérias destacam-se:
Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius e Streptococcus oralis, de modo que
em condi¢des normais esses microorganismos coexistem em harmonia com seu
hospedeiro, no entanto devido a acdo de fatores externos, esta relacdo pode se
tornar patogénica (NELSON et al., 2005; ANDRADE et al., 2009).

O biofilme € uma massa densa e ndo calcificada, constituida por uma matriz
de polissacarideos e glicoproteinas. Sua formacdo ocorre por meio de processos
complexos, que proporcionam a instalacdo de uma comunidade microbiana diversa,
cooperativa, dinamica e alto potencial patogénico (GEBRAN; GEBERT, 2002;
GIBBONS, 1989; JEON et al.; 2009; SOUZA; GIL, 2001).

O acumulo de biofilme nos dentes pode ocasionar dissolucdo das estruturas
mineralizadas e também causar inflamacéo nos tecidos periodontais. As medidas
efetivas para remocdo do biofiime podem ser classificadas como métodos
mecanicos e quimicos. O método mecanico da escovacao é eficaz na remocéo ou
desorganizacdo do biofilme, porém precisa de tempo disponivel, paciéncia,
conhecimento e destreza manual. O fio dental € um método mecénico de remocao
de biofilme na éarea interdental, o qual deve ser associado a escovacao mecanica
(CORTELLI et al., 2007).

O controle quimico de remocédo do biofilme é realizado pelos dentifricios e
enxaguatorios bucais, sendo que estes Ultimos sdo utilizados como adjuntos aos
procedimentos mecanicos, e podem vir a ser esporadicamente substitutos quando o
quadro clinico ndo permitir o uso do método mecanico. Sdo facilitadores para
veiculacdo de compostos antimicrobianos para tratamento de afeccdes especificas e
inespecificas. Entretanto, seu uso acentuado pode desencadear desequilibrio da
microbiota bucal e selecionar microorganismos resistentes (BUGNO et al.,2006;
CARRANZA, NEWMAN, 1996; RAMACCIATO, 2000; ROJAS, SANTOS-ALEMANY,
2005).
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Os enxaguatorios sdo constituidos pelo principio ativo, agua, alcool,
surfactantes, umectantes, aromatizantes, detergentes, espessantes, corantes,
adocantes e flavorizantes (TORRES et al., 2000; LOGUERCIO; REIS, 2007). Os
enxaguatorios bucais ideais devem apresentar associacdo de propriedades que
garantem a sua eficacia, como: baixa tensdo superficial para se infiltrar quando
aplicado topicamente, potencial germicida e letal em baixas concentragdes, auséncia
de toxicidade e capacidade de penetracdo. Devem apresentar terapéutica relevante
e nao propiciar hipersensibilidade com o uso repetido. Entretanto, nenhum produto
apresenta todas as propriedades, tornando-o pouco eficaz ou com efeitos colaterais
indesejados (LIMA et al., 2005).

Santos (2003), afirmou que o0 uso de substancias quimicas auxiliares no
controle do biofilme, a exemplo dos enxaguatdrios bucais, provoca melhoras
significativas na higiene bucal, complementando os métodos mecéanicos. Assim o
objetivo desse estudo foi avaliar in vitro a atividade antimicrobiana de enxaguatorios

bucais sobre bactérias do biofilme dentario.

2 MATERIAIS E METODOS

O estudo foi do tipo experimental in vitro.

A amostra foi constituida por enxaguatérios bucais comercialmente
disponiveis em farmacias e supermercados da cidade de Campina Grande, Paraiba.
A selecdo dos produtos se deu por conveniéncia e a identificagdo foi realizada
segundo a marca comercial, sendo observados os principios ativos envolvidos.
Foram analisados cinco enxaguatérios bucais, os quais sdo apresentados no
Quadro 1. A solucdo de Digluconato de Clorexidina na concentracdo de 0,12%
(Periogard®. Colgate-Palmolive Ind. Com. Sao Paulo, SP, Brasil) foi utilizada como

controle.

Quadrol- Produtos testados segundo nome comercial, composto ativo e fabricante.

Nome comercial | Composto ativo Fabricante

Periogard® Gluconato de Clorexidina Colgate-Palmolive Ind Com

Plax Total 12® Cloreto de Cetilpiridineo+ | Colgate-Palmolive Ind.Com
Triclosan + Fluoreto de Sodio

Oral B® Cloreto de Cetilpiridineo + | Procter & Gamble do Brasil
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Fluoreto de Sédio
Cepacol® Cloreto de Cetilpiridineo Sanofi-Aventis Farm. Ltda
Listerine® Timol Johnson & Johnson Ind Ltda.
Malvatricin® Tintura de malva sylvestris+ | Daudt

Triclosan

A atividade antibacteriana dos enxaguatorios bucais foi avaliada frente aos
microrganismos S. mutans (ATCC 25175); S. oralis (ATCC 10557) e S. salivarius
(ATCC 7073), mediante emprego da técnica de difusdo em meio sdlido por disco-
difusdo (PEREZ et al. 2011).

Os microrganismos envolvidos foram obtidos do Laboratério de
Microrganismos de Referéncia do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude da Fundacdo Oswaldo Cruz (LMR/INCQS/FIOCRUZ). As cepas foram
reativadas, segundo o protocolo de reativacdo de cepas de referéncia da Fundacéo
Oswaldo Cruz, em caldo BHI (Brain Heart Infusion) e em Agar Sangue (Agar Miiller
Hinton adicionado de 5% de sangue de carneiro desfibrinado), em estufa
bacteriol6gica a 37°C. Para a conduc¢do do estudo, suspensdes dos microrganismos
foram preparadas em solucdo salina, sob a concentracdo 1,5x10°
microrganismos/mL, compativel com a Escala de MacFarland.

Em placas de Petri estéreis (DISPO PETRI/INTERLAB), foram adicionados
20mL de agar Muller Hinton (DIFICO®, Detroit, Michigan, EUA) fundido e resfriado a
45-50°C. Ap6s solidificacdo do agar, as suspensdes dos microrganismos (1,5x10°
células/mL) foram semeadas com auxilio de swaab estéril (Figura 1). Em seguida,
discos de papel filtro (6mm de diametro) foram embebidos nos produtos testados,
em formulagdo comercial, sendo posteriormente inseridos sobre o meio de cultura.

As placas foram incubadas em estufa a 37°C, por 24 horas. Os halos de
inibicdo do crescimento das cepas frente a acdo dos produtos testados indicaram a
atividade antimicrobiana das substancias empregadas. Os resultados foram
avaliados a partir da mensuracao do DMIC (Diametro Médio do Halo de Inibicdo de
Crescimento), com auxilio de um paquimetro manual (Figura 2). O ensaio foi
realizado em triplicata. Os dados foram tabulados do Programa Microsoft Office

Excel 2007® e analisados descritivamente.
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Figura 1- Suspencdes dos microorganismo.
Fonte: Prépria da autora

Figura 2- Mensuracao dos halos de inibicdo com auxilio de um paquimetro.
Fonte: Prépria da autora

3 RESULTADOS

Os valores médios dos halos de inibicdo de crescimento provocado pelos
produtos testados sao apresentados na Tabela 1.

Tabelal- Halos de inibicdo (em mm) do crescimento das cepas frente a acdo dos
produtos testados.

Produto S. oralis S.salivarius S.mutans

Periogard® 24 20,7 19,3
Oral B® 17,4 15,2 18,6
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Plax Total 12® 9,8 10,8 10,8
Cepacol® 18 17,6 18,1
Listerine® 8,6 10,3 9,5
Malvatricin® - 54 3,1

Todos o0s enxaguatérios apresentaram acdo antimicrobiana frente as
bactérias avaliadas, com excecdo do Malvatricin® frente ao S. oralis. O Periogard®
usado como grupo controle apresentou os maiores halos de inibicdo e o Malvatricin®
os menores. O Oral B® e o Cepacol® tiveram acdo mais elevadas frente as bactérias

e o Plax Total 12® e o Listerine® efeitos intermediaria.

4 DISCUSSAO

Este estudo buscou avaliar in vitro a acdo antimicrobiana de enxaguatorios
bucais sobre bactérias formadoras do biofilme dentério. Moreira et al. (2009)
destacaram a necessidade de estudos que avaliem a eficacia de medicamentos,
sobretudo de antissépticos, que ainda é pouco significativa e divulgada. Por
conseguinte, os profissionais de saude possuem uma visdo sobre eles apresentada
apenas pelos proprios fabricantes, sendo imprescindivel a realizacdo de testes in
vitro para confirmar a acéo do produto. A presente investigacdo subsidiara a escolha
e indicacdo de enxaguatorios bucais por cirurgides-dentistas, visando os beneficios
esperados para 0s pacientes, quanto ao maior efeito antimicrobiano.

O cloreto de cetilpiridineo é um antisséptico bastante usado nos bochechos,
em razdo dos seus efeitos antimicrobianos. E um detergente catidnico com acéo
semelhante a da clorexidina, apresentando menor eficacia clinica devido a sua baixa
substantividade (MOREIRA et al., 2009; SEMENOFF et al., 2008). Os resultados
alcancados com o cloreto de cetilpiridineo, principio ativo dos colutérios Cepacol® e
Oral B® demonstraram sua efetividade contra as bactérias Streptococcus mutans,
Streptococcus salivarius e Streptococcus oralis, confirmando o seu principal alvo de
acao, bactérias Gram-positivas.

Estudo realizado por Andrade et al. (2011) avaliou a eficacia de quatro
enxaguatorios (Periogard®, Listerine®, Plax® Freshmint e Plax® sem alcool), frente
a seis bactérias (Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Candida albicans e

Pseudomonas aeruginosa). As amostras foram semeadas pela técnica de
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esgotamento em &gar mitis salivarious (S. mutans) e &gar sangue (demais
amostras), e incubadas a 36°C por 24 horas, através da metodologia de
concentracdo inibitéria minima. Para cada solucdo testada foram realizadas seis
diluicbes seriadas em Caldo Triptona de Soja. Os resultados mostraram que a
clorexidina liderou com maior atividade antimicrobiana, seguida do Listerine®. O
Cepacol ® foi o terceiro com maior efetividade, contrariando os resultados obtidos no
presente trabalho, onde 0 mesmo apresentou a segunda maior atividade, enquanto
o Listerine® ficou em quinto lugar na ordem de maiores halos de inibicéo.

O Listerine® possui 6leos essenciais (timol, eucaliptol, mentol e salicilato de
metila) que geralmente sdo usados como flavorizantes, porém atuam também como
agentes antissépticos, por apresentarem compostos fendélicos na sua estrutura.
Esses Oleos inibem o desenvolvimento de bactérias Gram-positivas e leveduras,
lesionando a parede celular bacterina, inibindo sistemas enzimaticos e diminuindo os
polissacarideos e proteinas do biofilme (BUGNO et al., 2006; MENDES et al., 1995).

Cavalcanti et al. (2012) avaliaram o efeito inibitério de seis enxaguatérios
bucais disponiveis comercialmente (Periogard ®, Listerine ®, Cepacol ®, Oral B ®,
Sanifil ® |, Plax ®), sobre a bactéria Lactobacillus casei, por meio da técnica de
difusdo em &gar. A partir das concentragbes puras dos produtos, seis diluicbes
foram obtidas (1:1 até 1:32), e testadas para definir as concentracfes inibitorias
minimas. Os resultados obtidos apontaram que todos os antissépticos foram efetivos
contra a L. casei. O digluconato de clorexidina obteve inibicdo em todas as
concentracOes testadas. O Sanifill® foi o segundo com maior efetividade (1:16),
seguido do Oral B® e Listerine®, que possuiram o mesmo valor de concentracao
inibitéria minima (1:8), o Cepacol® ficou em quarto lugar (1:4) e o Plax® com menor
acdo dentre todos os produtos analisados (1:2). Corroborando os resultados do
presente estudo, onde o Oral B® e o Cepacol® obtiveram o6timos resultados
antimicrobianos.

Semenoff et al. (2008), avaliaram a efetividade de exaguatérios bucais (
Periogard®, Cepacol® e Plax®) nos microorganismos Staphylococcus aureus e
pseudémonas aruginosa, pelo método da difusdo em &gar. Sobre a P. aeruginosa a
clorexidina foi a substancia mais efetiva, seguida pelo cloreto de cetilpiridineo. O
Plax n&o mostrou efeitos sobre essa bactéria. Frente o S. aureus todas

apresentaram efetividade na ordem decrescente: triclosan, digluconato de
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clorexidina e cloreto de cetilptiridineo. A presente pesquisa ratifica tais resultados,
visto que o Periogard® apresentou melhores efeitos, seguido do Cepacol® e Plax®.

O triclosan € um derivado fenodlico usado em solucdes para bochecho, com
baixa toxicidade e efetivo contra bactérias Gram-positivas, Gram negativas, esporos
e leveduras. Atua na membrana plasmética dos microrganismos, quebrando-a. Para
obter maiores efeitos e combinado com o citrato de zinco e um coopolimero Gantrez.
O primeiro aumenta suas propriedades, enquanto que a segunda aumenta seu
tempo de retengéo, por meio do aumento da substantividade (BUGNO et al., 2006;
GEBRAN; GEBERT, 2002; MONFRIM; RIBEIRO, 2000). Moreira et al. (2009),
demostraram que o Plax®, obteve resultados satisfatérios em microorganismos
Gram- positivos e Gram-negativos, com destaque para a bactéria S. aureus.
Analisando a atividade antimicrobiana de enxaguatoérios bucais, Tirapelli e Ito (2003)
verificaram que o enxaguatorio a base de triclosan foi o mais efetivo sobre
estreptococos do grupo mutans. Resultados equivalentes ao deste estudo, em que a
eficacia também foi maior sobre o grupo mutans e salivarius.

O método da difusdo em agar € usado apenas na avaliacdo qualitativa da
atividade antimicrobiana. Uma vez que essa técnica depende das propriedades
fisico-quimicas dos antissépticos, estas podem influenciar na difusdo do meio,
facilitando ou n&o o contato do produto com o microorganismo (PEREZ et al., 2011).
A falta de halo de inibicdo de crescimento pode néo ser indicativo de inexisténcia de
atividade, devido as limitagcbes dos estudos in vitro e dos varios protocolos que
podem ser utilizados. Portanto o Malvatricin® mesmo expressando auséncia de
acao sobre a S. oralis, ndo é obrigatoriamente ineficaz frente a esta bactéria. Com
relagdo a S. salivarius e a S. mutans, sua atividade antisséptica foi
consideravelmente baixa comparada a dos outros enxaguatorios.

A malva é uma planta herbacea, em que suas folhas, flores e raizes podem
ser usadas de forma terapéutica. O extrato de malva possui propriedades calmantes,
expectorantes, anti-inflamatorias, e emolientes, justificando seu uso para processos
inflamatorios da boca e da garganta (BRASIL, 2010; TORRES et al., 2000). Alguns
estudos tém sugerido que o Malvatricin® pode apresentar acdo antimicrobiana tanto
in vitro (DRUMOND et al., 2004; MONFRIN; RIBEIRO, 2000; MOREIRA, 2011),
quanto in vivo (WEYNE, 2003).

Os resultados encontrados confirmaram que o método quimico pode se

constituir em uma forma complementar para o controle do biofilme oral e de
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infeccbes como a carie e a doenca periodontal, contudo seu uso excessivo pode
desencadear desequilibrio da microflora oral, tornando os microorganismos
resistentes. Portanto, devem ser indicados quando 0s meios mecanicos Sao
inviaveis diante da incapacidade motora do paciente ou da gravidade dos casos
clinicos.

Para uma melhor avaliacdo do efeito dos enxaguatorios bucais, poderiam ser

realizados testes in vitro e in vivo, avaliando a atua¢ao no biofilme oral.

5 CONCLUSOES

Os enxaguatorios testados  apresentaram  diferentes  potenciais
antibacterianos nos testes in vitro, sendo que o Cepacol® e Oral B® apresentaram
maior potencial de inibicdo de crescimento bacteriano.

O Malvatricin® apresentou baixa agdo antimicrobiana frente as bactérias S.

salivarius e S. mutans, e nenhuma atividade sobre a S. oralis.
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