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EFICACIA ANTIMICROBIANA DE ENXAGUANTES EM BACTERIAS BUCAIS

RESUMO
Objetivo: Avaliar a atividade antimicrobiana de enxaguatério bucal desenvolvido
com 6leos vegetais de tucuma (Astrocaryum vulgare) e pupunha (Bactris gasipae)
frente a microrganismos presentes na cavidade oral e relacionados a céarie e doenca
periodontal, comparando sua eficacia com produtos comerciais largamente
utilizados. Materiais e métodos: Foi utilizado o método de disco difusdo em Agar
em o meio semi-sélido. Os testes foram feitos em enxaguantes naturais nas
concentracdes de 5% e 10% dos oOleos vegetais e comparados a produtos utilizados
no mercado a base de clorexidina, triclosan e cloreto de cetilpiridinio. A sensibilidade
dos produtos foi avaliada frente a cepas de Aggregatibacter actinomycetemcomitans
(ATCC 29522), Lactobacillus fermentum (ATCC 9338), Streptococcus mutans (ATCC
25175), Streptococcus sanguinis (ATCC 10557). Os valores em milimetros das
amostras dos halos formados foram processados em matriz de dados do Microsoft
Office Excel e submetidos a analise descritiva. Resultados: Os maiores halos de
inibicho em Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Lactobacillus fermentum
foram provocados pela clorexidina — CLX (respectivamente 35,0mm e 30,0mm) e
pelo enxaguante experimental com 5% dos Oleos vegetais - Enx 5% (20,0mm e
20,0mm respectivamente). Ja para espécie Streptococcus mutans, os maiores halos
foram observados pelo triclosan — TRICL (29,0mm) e com 0 enxaguante
experimental 5% - Enx 5% (28,0mm). Para a espécie Streptococcus sanguinis, a
maior inibicdo se deu na utilizacdo do triclosan, ndo havendo atividade
antimicrobiana constatada com o cloreto de cetilpiridinio — CCP e 0s enxaguantes

experimentais nas duas concentragdes testadas. Os enxaguantes desenvolvidos



com Oleos vegetais nas concentracdes de 5% e 10% apresentaram eficicia na acao
antimicrobiana, independente da concentragdo de Oleo testada, frente ao
Streptococcus mutans, Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Lactobacillus
fermentum, contudo ndo apresentaram efeito antimicrobiano frente ao Streptococcus
sanguinis.

Palavras-chave: Enxaguantes bucais. Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

Lactobacillus fermentum. Streptococcus mutans. Streptococcus sanguinis

Relevancia clinica: Os enxaguatorios bucais necessitam da comprovacao da sua
seguranca e eficacia antimicrobiana. No entanto, os estudos que avaliam a eficacia
destes produtos ainda é pouco explorada e divulgada. Sendo assim, esta pesquisa
buscou avaliar enxaguantes experimentais desenvolvidos com 06leos vegetais
amazobnicos, que despontam como alternativa para o controle do biofilme

comparando-o a produtos largamente utilizados no mercado.



INTRODUCAO

A cavidade bucal é dotada de diferentes sitios ecologicos como a lingua,
superficie dos dentes, mucosas e bolsas anaerébicas, o que a torna um nicho
ecologico complexo e colonizado por uma microbiota diversal. Estes microrganismos
se organizam e as interacfes entre as espécies bacterianas, desde o0s primeiros
estagios de colonizacdo até a formacdo do biofilme maduro sdo os principais
agentes etiologicos das doencas infecciosas orais, como carie dentaria, gengivite e
periodontite,?3.

Os Streptococcus sé@o importantes membros do biofilme bucal, pois
fermentam carboidratos, sdo aciduricos e acidogénicos e possuem a capacidade de
iniciar a colonizagcdo das superficies dentais cobertas com a pelicula adquirida,
permitindo a agregacédo subsequente de outras espécies de microrganismos bucais.
As bactérias do género Lactobacillus compreendem um grupo com papel mais
importante na progressao, do que na instalacado da céarie dental, mas também com a
capacidade de tolerar ambientes com baixo pH. Ambas espécies sdo Gram-positivas
e anaerdbias facultativas #°.

A doenca periodontal é causada em sua maior parte, pela infeccdo de
bactérias especificas Gram-negativas podendo levar a destruicdo do tecido
conjuntivo, ligamento periodontal e osso alveolar®. O Aggregatibacter
actinomycetemcomitans caracteriza-se como um importante patdogeno periodontal
em funcéo, principalmente, de seus fatores de viruléncia responséaveis por facilitar a
colonizacéo, a invasdo e a destruicdo dos tecidos periodontais, sendo o principal
microrganismo relacionado a periodontite agressiva’. Esta bactéria utiliza como

importante fonte de energia o acido latico, residuo metabdlico de Streptococcus e



Lactobacillus?, evidenciando o papel critico dos Streptococcus na interacédo
microbiana para o desenvolvimento do biofilme?.

Dessa forma, o controle do biofilme, por meio da escovacao dentéria e uso do
fio dental se torna essencial para a garantia da saude bucal. Além disso, o uso de
enxaguatorios bucais como adjuvantes da higiene bucal mecénica mostra-se eficaz
no controle de microrganismos, uma vez que estes produtos contém substancias
antimicrobianas, o que possibilita a prevencdo das patologias bucais e a
manutencdo de dentes e tecidos de suporte saudaveis®. Estudo clinico recente
mostrou que a escovacgao dentaria complementada pelo uso de enxaguante reduziu
em 83% as bactérias do biofilme apdés 4 semanas de uso'°.

Embora a utilizacdo de enxaguantes seja cada vez mais comum e indicada
por cirurgides dentistas como meéetodo complementar de higiene bucal, os
procedimentos de controle de qualidade relacionados com a atividade
antimicrobiana destes produtos contra bactérias da cavidade oral ainda sé&o
escassos, evidenciando a necessidade de mais estudos que comprovem sua
eficacialt1?,

Algumas contraindicacoes e efeitos adversos dos agentes antimicrobianos
presentes atualmente nos enxaguantes comercializados, bem como, o aumento da
resisténcia de muitas espécies bacterianas, tem levado a um crescimento das
pesquisas por ativos vegetais que oferecam eficacia antimicrobiana com menos
efeitos deletérios aos tecidos orais. Neste contexto, torna-se de grande relevancia a
avaliacdo de extratos e substancias bioativas, com aplicacdo direcionada para a
prevencao da carie e infeccdes de carater anaerdbico, com perspectivas para novas

abordagens terapéuticas.



Oleos vegetais sdo fontes de acidos graxos mono e poli-insaturados, que s&o
considerados efetivos para promocdo de salde!®. Neste sentido, os 6leos
comestiveis de Astrocaryum vulgare e Bactris gasipae, que apresentam rica
composicdo de acidos graxos, mostraram em estudo in situ, reduzir a agregacao
bacteriana e a perda mineral do esmalte!4, propiciando o desenvolvimento de um
enxaguante bucal com potencial antimicrobiano.

Com isto, 0 objetivo desta pesquisa foi avaliar a atividade antimicrobiana de
enxaguatorio bucal desenvolvido com Oleos vegetais de tucuma (Astrocaryum
vulgare) e pupunha (Bactris gasipae) frente a microrganismos presentes na cavidade
oral relacionados a carie e a doenca periodontal, comparando sua eficacia com

produtos comerciais largamente utilizados.

MATERIAL E METODOS
Linhagens Bacterianas

As linhagens de bactérias utilizadas neste estudo foram cedidas pela colecéo
do Laboratorio de Microrganismos de Referéncia do Instituto Nacional de Controle
de Qualidade em Saude (INCQS) da Fundacéo Osvaldo Cruz (FIOCRUZ). As cepas
e seus codigos de origem sdo: Aggregatibacter actinomycetemcomitans (ATCC
29522), Lactobacillus fermentum (ATCC 9338), Streptococcus mutans (ATCC
25175), Streptococcus sanguinis (ATCC 10557). Cada cepa liofilizada foi reativada
de acordo com as indicacdes da FIOCRUZ, sendo cultivadas em meio de cultura

para cada tipo bacteriano (Quadro 01).

Preparo da suspenséao bacteriana para os ensaios

Foram transferidos 9mL do meio liquido estéril para tubos de ensaio de 25mL.



A partir de uma cultura fresca, retirou-se uma aliquota da suspenséo de bactérias e
transferiu-se para o tubo contendo a solucdo salina. A suspensdo bacteriana foi
homogeneizada em vortex e a turbidez ajustada a 0,5 McFarland (equivalente a
1,5x108 unidades formadoras de col6nia para cada mL - UFC/mL). Para o preparoda
solucdo padrdo de BaSO4 (sulfato de bério), denominada de solugdo 0,5 de
McFarland, acrescentou-se uma aliquota de 0,5mL de BaCl, 0,048 mol/L (1,175%
viv BaCl, « 2H,O) a 99,5mL de H2SO4 0,18mol/L (1% v/v), homogeneizando
constantemente para manter a suspensdo. A densidade correta do controle de
turbidez foi verificada usando um espectrofotometro com fonte de luz de 1cm e
cubeta apropriada para determinar a absorbancia. A absorbancia da solugéo padrao
0,5 de McFarland varia de 0,08 a 0,10, utilizando um comprimento de onda de 625

nm?.

Produtos analisados

Os produtos utilizados para o teste de atividade antimicrobiana estao
descritos no Quadro 2, com seus respectivos principios ativos, concentracoes e
fabricantes. Os produtos ndo apresentavam alcool em sua composicao, continham
fluoreto de sédio na concentracdo de 226ppm de ion fluor, devido a compatibilidade
deste fluoreto com os demais componentes dos enxaguantes. Os produtos
comerciais foram adquiridos em farméacias locais, enquanto que o enxaguante
experimental foi desenvolvido uma semana antes das analises antimicrobianas. A
clorexidina foi manipulada para o estudo na Farméacia A Férmula (Belém, PA, BR)
devido os produtos comerciais disponiveis no mercado, normalmente associarem a

clorexidina a outros principios ativos.



Método de Disco-Difusdo em Agar

Foi utilizado o método de disco difusdo em Agar, no qual uma aliquota da
suspensao bacteriana preparada a 0,5 McFarland foi semeada uniformemente sobre
toda a superficie do meio de cultura contido na placa de Petri. Discos estéreis de
papel-filtro de 5mm de diametro foram levemente dispostos sobre o meio semi-sélido
em pontos equidistantes dessa placa. Para cada bactéria foi utilizado meio de cultivo
de acordo com especificacbes da FIOCRUZ. Diferentes discos foram impregnados
com aliquotas de 10uL das amostras a serem avaliadas'®'’. As placas de culturas
com os discos foram incubadas a temperatura de 36°C por até 72h, com
visualizacdo a cada 24 horas.

Os ensaios foram realizados em triplicata, e os resultados, obtidos por meio
da mensuracao do diametro dos halos de inibicdo formados ao redor dos discos,
apos 72h, com o auxilio de régua e calculados pela média aritmética dos diametros,
expressos em milimetros (mm) para obter-se os parametros de inibicdo entre as
substancias utilizadas nos discos de papel'®'’. Utilizou-se como controle negativo
um disco impregnado com hexano.

Analise de dados

Foi obtida a média das medidas dos halos formados em cada produto. Estes
valores foram processados em matriz de dados do Microsoft Office Excel e
submetidos a analise descritiva para obtencdo das medidas de tendéncia central e

variabilidade dos halos de inibicdo (mm).

RESULTADOS
Na Tabela 1 é possivel observar que o0s microrganismos Aggregatibacter

actinomycetemcomitans, Lactobacillus fermentum e Streptococcus mutans



mostraram-se sensiveis a todos os enxaguantes testados, independente do principio
ativo utilizado. Ja a espécie Streptococcus sanguinis foi inibida apenas pelo
Clorexidine (CLX) e Sanifill Cuidado Total® (TRICL).

Os maiores halos de inibicido em Aggregatibacter actinomycetemcomitans
foram provocados pela clorexidina — CLX e pelo enxaguante experimental com 5%
dos O6leos vegetais - Enx 5% (respectivamente 35,0mm e 30,0mm). E em
Lactobacillus fermentum foram pelos enxaguantes experimentais com 10% e 5% de
Oleos vegetais (23,0mm e 20,0mm respectivamente). Ja para espécie Streptococcus
mutans, os maiores halos foram observados pelo triclosan — TRICL (29,0mm) e com
0 enxaguante experimental 5% - Enx 5% (28,0mm). Para a espécie Streptococcus
sanguinis, a maior inibicdo se deu na utilizagéo do triclosan, ndo havendo atividade
antimicrobiana constatada com o cloreto de cetilpiridinio — CCP e 0os enxaguantes
experimentais nas duas concentracdes testadas.

A Figura 1 mostra a cromatografia em camada delgada (TLC) dos oOleos
utilizados na elaboracdo dos enxaguantes experimentais, evidenciando a
predominancia de triacilglicerol (TAG) composto de &acidos graxos e por

carotenoides.

DISCUSSAO

Os resultados deste estudo mostraram que 0s enxaguantes bucais
experimentais nas concentracdes de 5% e 10% de 6leos vegetais apresentaram
atividade antimicrobiana em Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Lactobacillus
fermentum e Streptococcus mutans, sendo que o enxaguante experimental com 5%
mostrou-se superior ao produto com 10% dos 6leos. A melhor eficacia apresentada

na menor concentragdo do enxaguante experimental (5%) pode estar relacionada as
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caracteristicas fisicas do produto, que se apresenta como uma solu¢cdo mais densa,
dificultando sua difusdo no meio de cultura.

Os enxaguantes experimentais apresentam como principio ativo, a
associacdo dos Oleos extraidos dos frutos de Astrocaryum vulgare (tucuma) e
Bactris gasipae (pupunha) que apresentam rica composicao lipidica, representada
pelos &cidos graxos (Figura 1). Esses 6leos demonstraram efetividade na prevencao
a carie em estudo in situ!4, e sua concentragdo nos produtos desenvolvidos levou
em consideracao, a concentracao do principio ativo dos enxaguantes comerciais.

A literatura ressalta a utilizacdo de Oleos vegetais para promocdo de saude
bucal e controle do biofilme, devido a natureza lipossoltvel dos Oleos, representada
pelos &cidos graxos mono e poli-insaturados?®, o que permite a interagdo com
estruturas celulares que tenham constituicdo lipidica, resultando no aumento da
permeabilidade das membranas, podendo provocar desequilibrio eletrolitico e morte
celular'®, Além disso, o enriquecimento de lipidios na formacgdo da pelicula pode
alterar suas propriedades fisico-quimicas, dificultando a adesédo bacteriana, pois os
lipidios conferem caracteristicas hidrofébicas a superficie dental dificultando a
colonizacéo de bactérias e diminuindo a susceptibilidade a carie®®.

Os produtos odontologicos contendo substancias naturais apresentam boas
perspectivas no mercado, devido a aceitacdo popular da fitoterapia, podendo ser
introduzidos desde que amplamente amparados por estudos laboratoriais e
clinicos?*

No Brasil, os enxaguatérios bucais sdo categorizados como produtos de
higiene pessoal e cosméticos, sendo as formulagdes classificadas como produtos de
grau 2, demandando a comprovacdo da sua seguranca e eficacia antimicrobiana?!.

No entanto, apesar da larga utilizacdo dos enxaguantes bucais e das diversas
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marcas disponiveis no mercado, existem poucos estudos que mostram suas
atividades antimicrobianas em diferentes microrganismos que estado envolvidos nas
doencas bucais. Neste enfoque, este estudo procurou avaliar a eficacia
antimicrobiana de produtos comerciais distintos com diferentes principios ativos, em
bactérias iniciadoras do processo de carie (Streptococcus mutans e Streptococcus
sanguinis), bactérias responsaveis pela progressao da doenca carie (Lactobacillus
fermentum) e microrganismos relacionados a doenca periodontal (Aggregatibacter
actinomycetemcomitans).

Moreira et al.!! destacaram a necessidade de estudos que avaliem a
eficacia de medicamentos, sobretudo de antissépticos, o que ainda é pouco
explorada e divulgada. Muitas vezes, os cirurgides dentistas fazem as indicagdes
dos produtos baseadas no que é recomendado pelos fabricantes, sendo
imprescindivel a realizacdo de testes in vitro para confirmar a agcao do produto.

A clorexidina € considerada o padrdo ouro de acdo antimicrobiana. Esta
caracteristica deve-se principalmente ao amplo espectro de acdo em bactérias
Gram-positivas, Gram-negativas e fungos, além de sua substantividade. Os
resultados deste estudo corroboram com a afirmativa, pois a clorexidina apresentou
atividade em todos os microrganismos testados, com destaque para a inibicdo em
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, onde o produto ocasionou o maior halo de
inibicAo em comparacao aos demais produtos analisados (Tabela 1). Devido o uso
prolongado da clorexidina causar alguns efeitos colaterais como manchamento dos
dentes e lingua e alteracdo do paladar, Juiz et al.??> sugerem a combinacdo da
clorexidina a ativos naturais, visando minimizar os efeitos colaterais e maximizar a

atividade antimicrobiana do antisséptico.
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Estudo realizado por Pinto-Filho et al.?®> mostrou que o triclosan foi igualmente
eficaz & clorexidina na inibicdo de Aggregatibacter actinomycetemcomitans.
Contudo, a presente pesquisa demonstrou melhor comportamento do triclosan frente
as bactérias iniciadoras do processo de céarie do que nas bactérias periodontais.

O cloreto de cetilpiridinio (CCP) € um detergente catibnico que apresenta
menor eficacia clinica devido a sua baixa substantividade!l. Nesta pesquisa o CCP
foi o principio ativo que demonstrou os menores halos de inibicdo bacteriana em
todos os microrganismos testados, concordando com os achados de Pinto-Filho et
al.?* que constataram que a acao inibitria do triclosan em Streptococcus mutans foi
superior ao cloreto de cetilpiridinio. No entanto, o estudo de Muniz?®, que avaliou o
efeito de diferentes enxaguantes bucais em bactérias cariogénicas, mostrou que o
principio ativo cloreto de cetilpiridinio presente nos enxaguantes Cepacol e Oral-B
apresentou melhor eficacia antimicrobiana frente a Streptococcus mutans,
Streptococcus salivarius e Streptococcus oralis, quando comparado a produtos
contendo Oleos essenciais, triclosan e clorexidina.

Os enxaguantes experimentais desenvolvidos com 5% e 10% dos Oleos
vegetais apresentaram eficacia antimicrobiana na maioria das espécies testadas,
com excecdo dos Streptococcus sanguinis. Estudo de Bernardes et al. 26 mostrou
gue o Oleo essencial de Rosmarinus offinalis apresentou baixa atividade contra
Streptococcus sanguinis, Streptococcus salivarius e Streptococcus sobrinus.

Apesar dos enxaguantes experimentais 5% e 10% testados néo
apresentarem eficacia em Streptococcus sanguinis, o produto composto por 5% de
O0leo apresentou eficacia antimicrobiana em Streptococcus mutans similar ao
triclosan. Em Aggregatibacter actinomycetemcomitans demonstrou halo de inibicao

com valores menores apenas do que a clorexidina e, para Lactobacillus fermentum,
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a média do halo de inibicdo foi igual a clorexidina. J& 0 enxaguante composto por
10% dos Oleos vegetais demonstraram halos maiores que a clorexidina em
Streptococcus mutans e Lactobacillus fermentum, mas apresentaram pouca eficacia
em Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

Os resultados mostrados neste estudo para 0s enxaguantes com principios
ativos naturais discordam de pesquisas com produtos desenvolvidos com outros
principios ativos naturais em sua composi¢cdo, como o Agua Rabelo®, constituido
por aroeira, eucalipto e horteld, que ndo mostrou atividade inibitéria em bactérias
cariogénicas?’:?8,

Os enxaguantes bucais experimentais desenvolvidos com os 6leos vegetais
de Astrocaryum vulgare (tucuma) e Bactris gasipae (pupunha) nas concentracdes de
5% e 10% evidenciaram potencial atividade antimicrobiana na maioria dos
microrganismos cariogénicos testados, assim como em microrganismos
relacionados a doenca periodontal. Os enxaguantes ndo demonstraram acao
inibitéria em Streptococcus sanguinis.

Os enxaguatorios testados apresentaram  diferentes  potenciais
antimicrobianos nos testes in vitro. A clorexidina (Clorexidine®) apresentou 0s
melhores resultados em Aggregatibacter actinomycetemcomitans, enquanto o
triclosan (Sanifill Cuidado Total®) demonstrou melhor efichcia em Streptococcus
sanguinis. Ja o cloreto de cetilperidinio (Oral B Complete®) foi o principio ativo que
ocasionou os menores halos de inibicdo em todas as bactérias cariogénicas. Quanto
aos enxaguantes com principio ativo natural, constatou-se que o produto
experimental com 5% dos Oleos foi 0 mais efetivo em Streptococcus mutans,
enquanto o composto por 10% dos 6leos demonstrou a melhor efichcia em

Lactobacillus fermentum.
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Quadro 01: Meios de cultura utilizados no cultivo de cada bactéria
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Bactéria

Meio de cultura

Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Brain Heart Infusion Agar

Lactobacillus fermentum

Caldo Lactobacilus MRS

Streptococcus mutans

Trypticase soy Agar TSA

Streptococcus sanguinis

Trypticase soy Agar TSA




Quadro 2: Produtos analisados na pesquisa, principio ativo, concentracao e

fabricante.
Produto Principio ativo Concentracao Fabricante
Enxaguante Oleos de 5% Produgéo
bucal Astrocaryum vulgare experimental dos
experimental e Bactris gasipae autores
combinados
Enxaguante Oleos de 10% Produgéo
bucal Astrocaryum vulgare experimental dos
experimental e Bactris gasipae autores
combinados
Oral B Cloreto de 0,053% Procter & Gamble
Complete® cetilperidinio S/A, Queimados,
RJ, BR.
Sanifill Cuidado | Triclosan 0,03% Cosmed Industria
Total® de Cosméticos e
Medicamentos,
Barueri, SP, BR.
Clorexidine Digluconato de 0,12% A Férmula,
clorexidina Farmacia de
manipulacéao,
Beléem, PA, BR.
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Tabela 1: Média e Desvio Padrdo dos halos de inibicdo, em milimetros, formados
pela utilizacdo de diferentes principios ativos de enxaguantes bucais em

microrganismos orais. Belém, 2018.

Halos de inibigdo (mm)
Microrganismos CLX TRICL CCP Enx Enx  Hexano

5% 10%

A.actinomycetemcomitans 35,02 20,000  23,0"* 30,0%% 10,0*° 0,0

Streptococcus sanguinis 13,04 40,012 0,0 0,0 0,0 0,0
Lactobacillus fermentum 20,0¢7  18,0°*  18,0*° 20,0*2 23,07 0,0
Streptococcus mutans 23,003  29,0*7  15,0*° 28,0*22 25,0*? 0,0

*CLX: Clorexidina; TRICL: Triclosan; CCP: cloreto de cetilpiridinio; Enx 5%: enxaguante experimental
com 5% dos 6leos de pupunha e tucuma@; Enx 10%: enxaguante experimental com 10% dos 6leos de
pupunha e tucuma&; Hexano: controle negativo.
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——> 0,950 Carotenoides

. ’ — > 0,750 TAG

—> 0,425 AGL
———— 0,300 DAG a
———> 0,250 DAG b

——> 0,175 Esteroides

" —> 0,020 MAG
. - —> 0,000 FL

Figura 1: Perfil quimico CCD dos 0leos de Astrocaryum vulgare (tucuma) - amostra

1 e Bactris gasipae (pupunha) - amostra 2.

TAG - triacilglicerol; DAG — diacilglicerol; AGL — acidos graxos livres; MAG — monoacilglicerol; FL —
fosfolipidios.
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