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AVALIACAO COMPARATIVA DA A’CAO ANTIBACTERIANA “IN VITRO” DE
ENXAGUANTES BUCAIS DISPONIVEIS NO MUNICIPIO DE SAO LUIS, MARANHAO

COMPARATIVE EVALUATION OF THE "IN VITRO" ANTIBACTERIAL ACTION OF MOUTHWASH AVAILABLE IN SAO
LUIS, MARANHAO, BRAZIL

Juliana Campos Vieira', José Ferreira Costa’, Tarcisio Jorge Leitao’

Resumo

Introducao: Os Enxaguantes bucais sdo adjuvantes na manutencao da higiene bucal, sendo a forma mais simples para veicula-
cao de substancias antimicrobianas na cavidade bucal. No entanto, interacdes entre as composicdes podem potencializar ou
comprometer sua efetividade. Objetivo: Avaliar e comparar a acdo antibacteriana in vitro de enxaguantes bucais sobre um
biofilme Streptococcus mutans. Métodos: Foram analisados seis enxaguantes e dois grupos controles: Clorexidina 0,12% (con-
trole positivo) e NaCl 0,9% (controle negativo). O biofilme de S. mutans foi crescido em placas de 24 pocos contendo meio de
Triptona e Extrato de levedura, suplementada com 10% de sacarose por 96 horas. Apos o crescimento, foi realizado o tratamen-
to com os enxaguantes por 30 min nas diluicdes de 4, 40 e 400x, simulando as diluicdes ocorridas imediatamente apos boche-
cho, ap6s 2 horas e 8 horas, respectivamente. Ao final, o biofilme foi ressuspenso em solucdo salina e diluicbes decimais foram
realizadas. Os valores foram expressos em unidades formadoras de col6nia (UFC/mL). Resultados: Na diluicdo de 4 vezes, o
enxaguante T3 (Malvatricin®) apresentou uma diferenca estatisticamente significante (p < 0,05) em relacdo aos demais colutori-
os e controle negativo. Ja nas diluicdes de 40 e 400 vezes ndo houve diferenca entre os enxaguantes (p > 0,05), mas todos diferi-
ram do controle negativo (p <0,05). Conclusao: Todos os enxaguantes apresentaram efeito sobre S. mutans, mas o T3 (Malva-
tricin®), produto sintetizado a base de extrato de Malva sylvestris, foi mais efetivo na diminuicdo da contagem de UFC na dilui-
cao de 4 vezes que os demais.
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Abstract

Introduction: Oral mouthwashes are adjuvants in the maintenance of oral hygiene, being a simpler form for the delivery of
antiseptic substances. However, interactions between compositions may potentiate or compromise their effectiveness. Objec-
tive: To evaluate and compare an in vitro antibacterial action of commonly used mouthwashes on a Streptococcus mutans
biofilm. Methods: Six mouthwashes and two groups control were analyzed: chlorhexidine 0.12% (positive control) and 0.9%
NaCl (negative control). The S. mutans biofilm was grown in 24-well plates containing tryptone medium and yeast extract, sup-
plemented with 10% sucrose for 96 hours, and renewed every 24 hours. After growth, the column treatment was performed for
30 min at 4, 40 and 400x dilutions, simulating the dilutions occurring in the mouthwash, after (~ 2 hours) and after (~ 8 hours).
At the end, the biofilm to be resuspended in saline and decimal dilutions were performed in NaCl. As 10-1 to 10-8 dilutions were
seeded on agar BHI plates and incubated at 37 ° C, 10% COZ2 for 48 h. Values were expressed in colony forming units (CFU).
Results: At 4-fold dilution, T3 (Malvatricin®) rinse presented a statistically significant difference (p < 0.05). At the 40 and 400
fold dilutions, there was no difference between the rinses (p > 0.05), but all differed from the negative control. Conclusion: All
rinses had an effect on S. Mutans, but the T3 (Malvatricin®) product synthesized based on Malva sylvestris, had a higher
antimicrobial effecton S. mutans fold dilution in relation to the others.
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Introducao

Biofilme é uma comunidade cooperativa, bem
organizada, de células microbianas aderidas a uma super-
ficie imida e aglomerada por matriz de polissacarideos,
podendo haver formacdo a partir de uma ou multiplas
espécies'’, apresentando-se como agente determinante
da carie dentaria e periodontopatias, as quais se caracteri-
zam como problema no mbito de odontologia sanitaria®.

Para o combate eficaz do biofilme dental, utili-
zam-se os procedimentos de natureza mecanica (esco-
va e fio dental)*®. No entanto, Frente as diversas limita-
cOes dos controles mecanicos impostas aos individuos,
tais como: politraumatismos, impossibilidade tempo-
rariaderealizararemocdo mecanica do biofilme denta-
rio, pessoas com necessidades especiais, usuarios de
aparelhos ortodoénticos e individuos com alto risco a
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caries’, a utilizacdo de agentes de controle quimico
esta indicada como estratégia complementar a escova-
cao dentaria. Considera-se, portanto, que os enxa-
guantes bucais com acdo antimicrobiana sdao adjuvan-
tes na manutencao da higiene oral, contribuindo para a
reducdo doniimero de microrganismos patogénicos®.

A forma mais simples para veiculacdo de substan-
cias antissépticas é através de enxaguantes, sendo uma
mistura de componente ativo (antimicrobiano), agua,
alcool, surfactantes, umectantes e flavorizantes. Varias
substancias antimicrobianas sao utilizadas sob a forma de
enxaguatorios: fluoreto de sédio, cloreto de cetilpiridinio,
triclosan, timol, clorexidina, tirotricina, dentre outras’.

Os agentes antimicrobianos podem ter um
espectro deacdo que vao desde areducao daadesivida-
de bacteriana a superficie dentaria até a inibicdo do
crescimento e proliferacao dos microrganismos, inibi-
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cdo da formacdo da matriz intercelular da placa, além
de modificar a bioquimica bacteriana na intencao da
reducdo daformacao de produtos citotdéxicos por parte
destas e de transformar o ecossistema do biofilme para
que sedesenvolvaumafloramenos patogénica'.
Comiisso, devido as suas propriedades antimicro-
bianas os enxaguatorios bucais nos Gltimos anos cresce-
ram de forma incontestavel e, além da grande quantida-
de de produtos que vem sendo oferecidos, estes mudam
constantemente sua formulacdo'®. Tais modificacdes
podem alterar as interacbes entre as composicoes
podendo potencializar ou comprometer sua efetividade.
Assim, o objetivo da pesquisa foi avaliar a ativi-
dade antimicrobiana de enxaguantes bucais disponivel
no municipio de Sao Luis (MA), em um modelo in vitro
que simule o processo formacao do biofilme dental.

Métodos

Estudo experimental, in vitro e cego, realizado
no Laboratorio de Cariologia e Microbiologia da Uni-
versidade Federal do Maranhao (UFMA), biofilmes de
Streptococcus mutans (UA 159) foram crescidos em
placas de 24 pogos contendo 1 ml do meio de Triptona
e Extrato de levedura (TYB, Bacto Difco, USA), suple-
mentada com 10% de sacarose por 96 horas.

Foram utilizados somente 18 poc¢os e o meio de
cultura foram renovados a cada 24 horas. A cada reno-
vacdo foi aferido o potencial hidrogeniénico (pH) do
meio, pelo medidor de pH de bancada, como indicativo
de crescimento do biofilme bacteriano.

ApoOs o crescimento das 96 horas, foi realizado o
tratamento com os seis enxaguantes bucais com varia-
veis composicoes e recomendados para o controle de
biofilme dental adquiridos no municipio de Sdo Luis
(MA) (Quadro 1), nas diluicoes de 4, 40 e 400 vezes por
um tempo enxaguantes de 30 minutos. O controle posi-
tivo foi constituido pela Cloredixina 0,12% que também
sofreu tais diluicdes e o controle negativo composto
por Cloreto de Sédio (NaCl) 0,9% estéril. Essas dissolu-
coes simulam respectivamente: a diluicao inicial de
bochecho, apés um curto periodode tempo (~2 horas) e
apds umlongo periodo de tempo (~8 horas)".

Tratamentos Agentes Ativos

T1 NaCl 0,9%

T2 Anapyon®

T3 Malvatricin®

T4 Cepacol tradicional®

T5 Colgate plax fresh mint®
T6 Oral B pré-saude®

T7 Listerine essencial ice®
T8 Clorexidina 0,12%

Quadro 1 - Tratamentos utilizados.

Apds o tempo estipulado os enxaguantes foram
retirados de cada poco e o biofilme formado, lavado
duas vezes com solucao salina a 0,9% estéril e ressus-
penso em NaCl (0,9%). Ap6s homogeneizacdo realiza-
da pelo agitador de tubos tipo vortex, a suspensao foi
diluida (10"a 10®) em NaCl 0,9%. Aliquotas de 100 pl
de cada diluicdo foram inoculadas em placas de Brain
Heart Infusion Agar (BHI Agar, Difco Bacto, USA). As
placas foram incubadas em presenca de CO?, a 37°,
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por 48horas. Ao final foi determinado o numero de
unidades formadoras de colénia (UFC/mL).

Os dados foram avaliados quanto a normalidade
de distribuicdao dos erros e homocedasticidade, trans-
formados em Log,,e comparados por ANOVA, seguido
do teste de Tukey por meio do programa estatistico
SPSS 23.0 (IBM, Armonk, NY, EUA), considerando signi-
ficativos valores de p <0,05.

Resultados

Observou-se que em todas as replicatas, duran-
te a formacdo in vitro do biofilme, o decréscimo do
valor do pH do meio comparando o primeiro dia e o
quinto dia do experimento (Tabela 1).

Tabela 1 - Valores de pH do meio de cultura em funcédo do dia de
crescimento bacteriano.

Dia 12 Replicata 22 Replicata 32 Replicata
12 7,00 7,00 7,00
28 6,38 6,13 6,71
3 4,48 5,37 6,64
42 4,65 4,19 4,65
52 4,24 4,56 4,16

Fonte: CAMPQOS, 2017.

Em relacdo ao nimero de unidades formadoras
de colénia (UFC/mL), o enxaguante bucal T3 mostrou
uma reducao estatisticamente significante (p < 0,05)
na diluicdo de 4 vezes em relacdo aos demais trata-
mentos e controle positivo (Figura 1).
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Figura 1 - Numero de unidades formadoras de colénia (UFC/mL)
depois do tratamento diluido em 4 vezes.

Na diluicdo de 40 vezes, ndo houve diferenca na
contagem de UFC entre os enxaguantes (p > 0,05). No
entanto, todos reduziram o niimero de coldnias de S.
mutans quando comparado ao grupo T1 controle nega-
tivo (p <0,05) (Figura 2).
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Figura 2 - Numero de unidades formadoras de colénia (UFC/mL)
depois do tratamento diluido em 40 vezes.
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O mesmo foi observado na diluicio de 400
vezes onde 0s grupos experimentais ndo diferiram
entre si (p > 0,05), mas apresentaram menores valores
de UFC quando comparado ao T1 (NaCl 0,9% - controle
negativo) (Figura 3).
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Figura 3 - Numero de unidades formadoras de colénia (UFC/mL)
depois do tratamento diluido em 400 vezes.

Discussao

Nesse estudo, observou-se que na diluicdo de 4
vezes que simula a diluicdo inicial dos enxaguantes na
cavidade bucal, o enxaguante T3 a base de Malva
sylvestris, apresentou diferenca estatisticamente sig-
nificantes, possibilitando um menor crescimento de
biofilme de S. Mutans. Esses resultados corroboram
com os achados nos estudos de Drumond et al.,'' e de
Moreira et al.,"” que também encontraram efeito de
compostos a base deste extrato natural em bactérias
cariogénicas crescidas planctonicamente.

O enxaguante T3 tem como principios ativos
além da Malva sylvestris a tirotricina e o quinosol. A
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