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RESUMO

Introducdo: O uso de antissépticos no controle quimico da microbiota da cavidade oral,
como um adjuvante para a higiene oral mecénica, pode reduzir riscos de doencas orais.
Objetivo: Comparar in vivo e in vitro a atividade antimicrobiana dos antissepticos bucais
clorexidina e polihexametileno. Método: Ensaio clinico, aleatorizado e controlado. Foram
avaliados 30 voluntarios sadios, alocados para os grupos Controle (GC, n=10), que usaram
solucdo de cloreto de sodio 0,9% estéril, Clorexidina (GCL, n=10), usaram clorexidina 0,12%
e Polihexametileno (GPH, n=10), polihexametileno 0,07%. Os voluntérios bochecharam 10ml
da respectiva solucdo, durante um minuto. Coletou-se a saliva para culturas quantitativas em
diferentes meios de cultura, antes do uso dos antissépticos e apds 30, 90 e 180 minutos. Para o
teste in vitro os antissépticos foram analisados frente a diferentes micro-organismos, por meio
do teste de difusdo em &gar. Resultados: Na comparacdo intra-grupos, observou-se menor
crescimento ap6s 30 minutos no GCL (p=0,0018; p=0,0070 e p=0,015 para os meios agar
MST, EMB e HM, respectivamente). GPH teve diminuicdo significante apds 30 minutos
apenas para 0 meio MST. Na comparacdo inter-grupos, ap6s 30 min, houve menor
crescimento no meio MST no GPH (p=0,031) e no meio HM no GCL (p=0,0077); ap6s 90
minutos no GCL no meio HM (p=0,0458); e apds 180 minutos no GCL no meio EMB
(p=0,0337). No teste in vitro, Clorexidina causou maior inibicdo dos micro-organismos
testados. Conclusao: A maior acdo dos dois antissépticos se dd em 30 minutos. A clorexidina
tem um espectro de agcdo mais amplo do que o polihexametileno.

Palavras-chave: Antisséptico Bucal; Clorexidina; Cirurgia Bucal; Prevencdo de Doencas;
Infeccéo.



ABSTRACT

Introduction: The use of antiseptics on chemical control of the flora of the oral cavity as an
adjunct to mechanical oral hygiene can reduce the risk of oral diseases. Objective: To
compare in vivo and in vitro antimicrobial activity of chlorhexidine mouthwash and
polyhexamethylene. Method: Clinical trial, randomized and controlled. A total of 30 healthy
volunteers allocated to groups Control group (n = 10), used sodium chloride solution sterile
0.9%, chlorhexidine (GCL, n = 10), used 0.12% chlorhexidine and polyhexamethylene (
GPH, n = 10), polyhexamethylene 0.07%. Volunteers mouthwash 10ml of respective solution
for one minute. Saliva was collected for quantitative-cultures in different culture media,
before use of antiseptic and after 30, 90 and 180 minutes. For the in vitro test antiseptics were
analyzed against different microorganisms, using the agar diffusion test. Results: In the intra-
group comparison, there was less growth after 30 minutes in the GCL (p = 0.0018; p = 0.0070
and 0.015 for MST agar, EMB and HM, respectively). GPH had significant decrease after 30
minutes only to the MST. In comparison between groups, after 30 min, there was less growth
on MST in GPH (p = 0.031) and HM through the GCL (p = 0.0077); after 90 minutes in the
GCL MS (p = 0.0458); and after 180 minutes in the GCL in the EMB (p = 0.0337). In in vitro
tests, Chlorhexidine caused greater inhibition of the tested microorganisms. Conclusion:
Most of the two antiseptic action takes place in 30 minutes. Chlorhexidine has a broader

spectrum of action than polyhexamethylene.

Key words: Mouthwashes; Chlorhexidine; Surgery Oral; Disease Prevention; Infection.
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1. CONTEXTO

A microbiota da cavidade oral é colonizada por cerca de 400 a 500 diferentes
tipos de micro-organismos, distribuidos no epitélio bucal, dorso da lingua, superficie dental e
epitélio do sulco gengival. Entre os micro-organismos podem ser encontrados aerdbios,
anaerobios, facultativos e microaerofilicos. A presenca desses micro-organismos em toda a
cavidade oral é normal e essencial para o desenvolvimento da fisiologia oral. A microflora
residente contribui para a saude do hospedeiro, por prevenir micro-organismos
potencialmente patogénicos de se instalarem na boca e por regular a resposta inflamatéria do
hospedeiro as bactérias comensais oral (MARSH, 2010). Algumas destas bactérias implicam
em doencas orais, como carie, periodontite, estomatite, periimplantite e alveolite. Além disso,
as espécies bacterianas orais tém mostrado relacdo com vérias doencas sistémicas, tais como
endocardite  bacteriana, pneumonia por aspiracdo e doengas cardiovasculares.
Surpreendentemente, pouco se sabe sobre a microflora da cavidade oral saudavel (AAS et al.,
2005; DEWHIRST et al., 2010; MARSH, 2010).

As campanhas de salde bucal trouxeram uma melhoria significativa na higiene
bucal da populacdo em geral. Apesar disso, a percentagem do edentulismo total em adultos
brasileiros com mais de 65 anos de idade é ainda muito alta (VARONI et al., 2012). Medidas
preventivas da carie, uma boa higiene oral, dieta ndo cariogénica e regular suplementacao de
fldor sdo frequentemente insuficientes na prevencao da ocorréncia de novas lesdes de carie
em pacientes com atividade elevada de carie. Em pacientes que fazem uso de aparelho
ortodéntico fixo, hd um acimulo maior de placa bacteriana nos locais adjacentes aos brackets,
com desmineralizacdo do esmalte e aumento do nimero de lesGes cariosas. Os esforcos
preventivos nesses grupos de risco tém sido focados na supressao direta da microflora
cariogénica por substancias quimicas como complementos para otimizar a higiene oral
(FARD et al., 2011).

O biofilme (placa bacteriana) implica no estabelecimento de doencas na cavidade
oral, pois é uma estrutura complexa, densa, composta por micro-organismos organizados
envolvidos numa matriz rica em polissacarideos extracelulares bacterianos e glicoproteinas
salivares, firmemente aderida aos dentes, calculos e outras superficies da cavidade bucal. Na
maioria das vezes a placa se desenvolve sobre a pelicula adquirida, que ¢ um biofilme
derivado da saliva que reveste toda a cavidade bucal. O acimulo de bactérias da microbiota
bucal sobre a superficie dos dentes e fator determinante para que ocorram doencas na

cavidade oral (FREIRES et al., 2015). O controle quimico do biofilme, como um adjuvante
1



para a higiene oral mecanica, é plenamente justificado pela sua simplicidade e eficacia
comprovada por estudos baseados em evidéncias clinicas (ELKERBOUT et al., 2015).
Substéncias antissépticas sdo usadas em varias situacbes clinicas com propdsito tanto
profilatico como terapéutico.

A pratica de enxaguar a boca € usada por humanos ha mais de 2000 anos, sendo
que a mesma foi atribuida pela primeira vez aos chineses (WEINBERGER, 1948). Em 1950,
0s compostos cationicos biguanidicos (incluindo o polihexametileno e a clorexidina) foram
descobertos na Inglaterra e reconhecidos como antissépticos topicos e desinfetantes (DAVIES
et al., 1954). Estes farmacos seguiram entdo por vias comerciais distintas, com o
polihexametileno sendo mais utilizado na desinfeccdo de piscinas, lentes de contato,
cicatrizacdo de feridas e, sO a partir de 1990, na descontaminacdo oral. A clorexidina, ao
contrario, ja vinha sendo testada e empregada na promocdo da salde gengival ha 40 anos
(LOE et al., 1976). O uso de enxaguatdrios bucais para prevenir e controlar as doencas orais
tem sido recomendado durante as Ultimas décadas e varios pardmetros distintos foram
empregados para investigar o efeito dessas substancias (TANZER et al., 1977; LORENZ et
al., 20092P).

Desde os primeiros resultados relatados por SCHIOTT et al., em 1970, numerosos
estudos avaliaram a acdo da clorexidina na flora salivar. Porém, seu uso prolongado mostrou
quadros de pigmentacdo dos dentes, descamacao reversivel da mucosa, alteracdo do paladar e
aumento dos depositos calcificados supragengivais. Estudos evidenciam a diminuicdo da
eficacia da clorexidina no biofilme supra gengival formado, o que reforca a necessidade de
uma remocdo prévia da placa a sua utilizacdo para potencializar seu efeito preventivo na
formagéo da placa e gengivite, bem como diminuir seus efeitos adversos de pigmentagéo e
formacdo de calculo (ZANATA et al.,, 2007; GARCIA, 2008; ADDY, 2008; TELES e
TELES, 2009; RAMAGE et al., 2010; KRAYER et al., 2010; LESZCZYNSKA et al., 2011;
VAN STRYDONCK et al., 2012; HERRERA, 2013; OSSO e KANANI, 2013). Somado a
isso, a eficacia de qualquer bochecho antisséptico ndo depende apenas das suas propriedades
antimicrobianas demonstradas in vitro, mas também da sua capacidade de penetrar no
biofilme organizado sobre os dentes (GERA, 2008).

O uso de antissepticos no pré e pds-operatdrio mostrou reduzir riscos de infeccéo
no sitio cirdrgico nas extracdes dentarias e manter o processo de osseointegracdo a longo
prazo nas cirurgias de implante dental. Estes dados sdo relevantes, ja que a incidéncia de
complicagdes (como osteite alveolar) em remocédo de terceiros molares retidos varia de 20 a
30% (BLUM, 2002; NOROOZI e PHILBERT, 2009; MINGUEZ-SERRA et al. 2009;

CARDOSO et al., 2010). Além da chance de insucesso do implante e das complicagdes ap0s
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extracOes dentarias, o conhecimento cientifico atual oferece claras evidéncias da influéncia de
procedimentos que manipulem os tecidos orais no desenvolvimento de bacteremia e
consequentemente no risco de endocardite infecciosa (PEDRAZZI et al., 2014). A utilizagéo
de antibidticos sistémicos é o método tradicionalmente recomendado para o controle de
bacteremia de origem oral, entretanto, alguns estudos recentes sugeriram a prevencao por
meio da utilizagdo de antissépticos bucais como método adjunto importante (TUNA et al.,
2012; SHEIK et al., 2013).

O uso de antissépticos orais também pode ser relevante em outros contextos,
como em pacientes intubados, contribuindo na prevencdo da pneumonia associada a
ventilagdo mecénica, a incidéncia de outras infeccdes, menor tempo de internagdo e menor
mortalidade (CHAN et al., 2007; LOKKEN et al., 2010; LAM et al., 2011, 2012%°; SHI et
al., 2013; PRICE et al., 2014; NICOLOSI et al., 2014; KLOMPAS et al., 2014). Além disso,
0s antissépticos auxiliam no controle do numero de micro-organismos nas superficies
protéticas, evitando a ocorréncia de lesdes locais, tais como estomatite protética e na cavidade
oral edéntula, considerada também um reservatorio microbiano. Usuarios de proteses tendem
a ser idosos, tém maior dificuldade no controle mecanico do biofilme e, consequentemente,
maior risco de desenvolver doencas na cavidade oral (ULUDAMAR et al., 2011; CORTELLI
etal., 2014).

Antissépticos a base de clorexidina tém sido utilizados em odontologia ha muitos
anos como padrao-ouro de controle quimico da placa bacteriana. No entanto, o composto tem
efeitos colaterais indesejaveis, que sdo muitas vezes ignorados por causa de beneficio
terapéutico antimicrobiano (CASTILHO et al., 2013). E um antisséptico usado como
alternativo aos procedimentos mecéanicos de higiene, particularmente nos casos em que 0s
pacientes estdo impossibilitados de fazer um controle efetivo da placa dental, tais como em
pacientes internados ou com desordem fisica/mental. Também é usado como uma opcao
terapéutica complementar nas doencas periodontais, no pré e pds-operatério de cirurgias de
extracdo de terceiros molares e cirurgias de implante dental, em pacientes que fazem uso de
prétese parcial removivel ou prétese total, aparelhos ortodénticos, e na reducdo na incidéncia
de carie dental (GIL-MONTOYA et al., 2006; RETHMAN et al., 2011; FARD et al., 2011;
CORTELII et al., 2014). BARNETT (2003) demonstrou que a clorexidina reduziu o biofilme
em aproximadamente 60% e a gengivite severa em 50% a 80% dos casos. A presenca ou ndo
de alcool na composigdo da clorexidina ndo interferiu na reducdo da placa e na inflamacéo
gengival (TODKAR et al., 2012), e nenhuma associacdo foi encontrada entre o uso de
antisséptico bucal que contém alcool e o risco de cancer bucal (GANDINI et al., 2012;
LACHENMEIER, 2012).



A clorexidina é uma bisguanidina dicatidnica monomeérica (nome quimico: 1,1-bis
hexametileno, 5-p-clorofenil biguanida, di-D-Gluconato), com amplo espectro bacteriano,
ativa contra bactérias gram- positivas, gram-negativas, fungos e leveduras. Seu efeito ocorre
pelo aumento da permeabilidade e lise da parede celular bacteriana, apresentando
substantividade de até 12 horas. Pode ser utilizada, profilatica e/ou terapeuticamente, em
concentracdes de 0,12%, 0,2% e 2%, sendo a clorexidina a 0,12% a mais indicada, devido a
associacdo da eficacia contra os micro-organismos e a diminuicdo dos efeitos adversos,
guando comparada com solugbes mais concentradas (LIM e KAM, 2008; GARCIA-
CABALLERO et al., 2009; COUSIDO et al., 2010; NAJAFI et al., 2012; RATH e SINGH,
2013; ENNIBI et al., 2013; CHARONE et al., 2014).

Substantividade é definida como aderéncia prolongada do antisséptico as faces
dos dentes e mucosas e liberagdo lenta da dose efetiva que garanta a atividade antimicrobiana.
Vérios autores demonstraram que a clorexidina tem, in vivo, efeito antimicrobiano e maior
substantividade do que outros antissépticos utilizados na cavidade oral (COUSIDO et al.,
2010).

Ha algumas décadas, a determinacdo da contagem bacteriana na saliva tem sido
um teste aceito pela comunidade cientifica para investigar o efeito antibacteriano in vivo da
clorexidina e € considerada como sendo preditiva da sua substantividade e da sua atividade
anti-placa (GARCIA-CABALLERO et al., 2009; TOMAS et al., 2010; NAJAFI et al., 2012;
RATH e SINGH, 2013).

O polihexametileno é uma bisguanidina dicatidnica polimérica com amplo
espectro bacteriano diante de bactérias gram positivas e gram negativas, e tem sido usado ha
anos na medicina como um agente antisséptico. O polihexametileno é um anélogo estrutural
da clorexidina, com a vantagem de nao ter registros na literatura até 0 momento de casos de
pigmentacdo nos dentes e restauracdes apos o bochecho com esta substancia e ter o custo
reduzido quando comparado a clorexidina. Alguns autores ressaltaram o polihexametileno
como antisséptico de escolha, por ter um espectro antibacteriano semelhante a clorexidina,
mas estar associado a menos efeitos adversos, menor toxicidade e menor frequéncia de reacéo
alérgica (ROHRER et al., 2010; KOBURGER et al., 2010; AFENNICH et al., 2011). Existem
evidéncias que a efetividade do polihexametileno é semelhante a da clorexidina na acéo sobre
cepas orais, outras nem tanto, porém ambos compartilham da vantagem microbioldgica de lise
celular e inexisténcia de resisténcia, se usados em dosagens adequadas, em meio liquido,
ionizado e com acesso direto aos biofilmes (ROSIN et al.,, 2001; ROSIN et al., 2002;
NASCIMENTO et al., 2008; KOCAK et al., 2009; ROHRER et al., 2010).



Desta forma, este estudo justifica-se pela importancia de avaliar a efetividade do
polihexametileno em relacéo a clorexidina, visto que o primeiro tem um custo menor, é uma
realidade em outros paises e seu uso poderia contribuir para a padronizagdo de protocolos de
antissepsia da cavidade oral como meio alternativo e economicamente vidvel para

complementar a remocdo mecanica, facilitando o acesso das populagdes de baixa renda.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Primério

Comparar, in vivo, a atividade antimicrobiana dos antissépticos bucais clorexidina

e polihexametileno na cavidade oral.

2.2. Objetivo Secundario

Verificar a suscetibilidade antimicrobiana a clorexidina e polihexametileno, in

vitro.



3. METODOS

3.1 Estudo in vivo

3.1.1 Delineamento do estudo

Foi realizado um ensaio clinico, controlado e aleatorizado, com voluntérios
sadios, na Universidade do Vale do Sapucai.

Tratou-se de um estudo de efetividade, pois avaliou o efeito das substancias em
condigdes “reais” da populagdo como um todo, ao contrario do que € feito em estudos de
eficacia, em que os pacientes envolvidos sdo rigorosamente controlados (MARLEY, 2000).

O protoloco do estudo foi registrado no ClinicalTrials.gov: NCT02375178 (Anexo 1).

3.1.2 Aspectos éticos

Na conducdo deste projeto foram observadas e seguidas as determinacdes da
Resolucgdo 466/12, do Conselho Nacional de Saude, que dispde sobre diretrizes e normas que
regulamentam a pesquisa envolvendo seres humanos.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da UNIVAS,
parecer nimero 330.958, em 08/07/2013 (Anexo 2).

3.1.3 Calculo amostral

Para o calculo do tamanho da casuistica foram utilizados dados do estudo de
COUSIDO et al. (2010), e foi utilizado o teste t de Student, bicaudal. Considerando um
desvio padrdo de 15% de viabilidade bacteriana, e significativa uma diferenca de 20 pontos
percentuais, o nimero calculado de pacientes, por grupo, foi de 10, com nivel de significancia
de 5% e poder do teste de 85%.



3.1.4 Critérios de elegibilidade

Critérios de Inclus&o: voluntarios sadios com idade entre 18 a 30 anos, de ambos
0S SeX0S.

Critérios de ndo inclusdo: voluntarios com hipersensibilidade ou resposta alérgica
a algum componente da formula dos antissépticos, gestantes, lactantes, portadores de doencas
sistémicas, tabagismo, tratamento quimioterapico e/ou radioterapico, transplantes, utilizacéo
de antibidticos nos ultimos 30 dias, imunossupressores, imunoestimulantes, historico de
doencas orais que pudessem interferir no uso dos antissépticos testados, histérico de doenca
periodontal, carie ndo tratada, portadores de protese dentaria, aparelho ortodontico, drogas
que influenciassem na salivacdo e voluntarios que se recusassem a participar da pesquisa, ndo
assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE, apéndice 1).

Critérios de exclusdo: voluntarios que ingerissem alimentos ou bebidas de
qualquer tipo durante o periodo da coleta de dados, ou que retirassem seu consentimento em

qualquer momento da pesquisa.

3.1.5 Alocacéo

Os voluntérios foram recrutados entre os alunos de graduacdo dos cursos de
Medicina e Psicologia da UNIVAS, Pouso Alegre, MG. As coletas de amostras foram
realizadas na propria universidade, no periodo da manha, durante os horéarios de aula.

Para alocacdo dos voluntarios nos grupos foi gerada sequéncia aleatéria pelo
software Bioestat 5.4 (Instituto Mamiraud, Brasil) e o sigilo de alocagdo foi garantido por
envelopes opacos selados abertos imediatamente antes da coleta.

Os voluntarios foram aleatoriamente alocados para 0s grupos:

» Grupo Controle (GC, n=10): realizaram bochechos com solucéo de cloreto de sédio 0,9%
estéril;

» Grupo Clorexidina (GCL, n=10): realizaram bochechos com digluconato de clorexidina
0,12% (Periogard ®, Colgate-Palmolive Company, S&o Paulo, Brasil);

* Grupo Polihexametileno (GPH, n=10): realizaram bochechos com cloridrato de
polihexametileno 0,07% (Perio Premium® - Sanifill Hipermarcas, Sio Paulo, Brasil).



3.1.6 Procedimentos para coleta de dados

Apbs a assinatura do TCLE, os voluntarios foram instruidos a realizar
procedimento de higiene bucal de rotina, hidratagdo com 400 ml de agua mineral e foram
alocados para um dos trés grupos. Os voluntérios ficaram em ambiente com temperatura
controlada e ndo puderam ingerir 4gua e alimentos durante o periodo de coleta.

Coleta inicial:

Todos os voluntarios fizeram inicialmente um bochecho com solucdo salina estéril
por 30 segundos. Aguardou-se um minuto e em seguida foi coletada a saliva ndo estimulada
em um coletor Universal Estéril (J Prolab Ind. e Com. de produtos para laboratério Lta, Sdo
José dos Pinhais, PR, Brasil) para avaliar a microbiota oral antes do uso do antisséptico
(saliva basal). Os coletores foram imediatamente conduzidos em isopor com gelo ao
laboratério de Pesquisas Basicas da Faculdade de Ciéncias da Satide da UNIVAS.

Ap0s o0 bochecho com solucdo salina estéril, foi recomendado bochechar 10 ml de
clorexidina, ou polihexametileno ou cloreto de sodio 0,9% estéril, de acordo com a alocacéo
em cada grupo, durante um minuto.

Tempo 30:

Foi coletada a saliva do voluntario, seguindo o0 mesmo procedimento da coleta
inicial, ap6s 30 minutos do bochecho com a substancia determinada para o grupo de alocacéo.
Tempo 90:

Foi coletada a saliva do voluntario ap6s 90 minutos do bochecho com a substancia
determinada para o grupo de alocacéo.

Tempo 180:

Foi coletada a saliva do voluntario apés 180 minutos do bochecho com a
substancia determinada para o grupo de alocacgéo.

A saliva foi escolhida como nicho representativo da contaminacéo oral visto que a
contagem de seus micro-organismos foi apontada como principal método utilizado para a
guantificacdo de S. mutans, existindo uma relacdo direta entre seu nimero e o nimero de
sitios intra orais colonizados (DASANAYAKE et al., 1995; TOGELIUS et al., 1984). Assim,
a reducdo do numero de micro-organismos proporcionada por cada tratamento poderia indicar

a reducdo do biofilme bacteriano.



3.1.7 Isolamento dos micro-organismos

Visando a contagem e a identificacdo dos micro-organismos, o material obtido
(saliva) foi submetido & diluico decimal e semeado nos meios de cultura Agar Mitis
salivarius (MST) com telurito de potassio 1%, Agar Sabouraud Dextrose com clorafenicol,
Agar Sal Manitol hiperténico (HM) e Agar eosina azul de metileno (EMB/Teague). O meio
solido permitiu o isolamento de micro-organismos em coldnias, a obtencéo de cultura pura, e,
subsequente, a sua caracterizacdo morfologica, fisioldgica e bioquimica.

Cada amostra foi homogeneizada em agitador Vortex por um minuto e submetida
a uma diluicéo seriada até 10°. Pipetou-se 0,5 ml da amostra com ponteira descartavel estéril
de 1ml em um tubo de ensaio de 130x100mm com tampa no primeiro tubo com 4,5 ml de
NaCl 0,9%; repetiu-se o processo transferindo uma aliquota de 0,5 ml para um segundo tubo,
também com 4,5 ml de NaCl 0,9%, onde a diluicdo ficou 102, e assim sucessivamente, até que
se chegou a diluigéo 10°.

Para a realizacdo das andlises, uma aliquota de 100 pL de cada diluicdo foi
semeada em placa de Petri descartavel estéril, com auxilio de alca de Drigalski (bastdo de
vidro em L) nos meios de cultura. As placas foram incubadas a 37°C por um periodo de 72 a
96 horas, em estufa bacteriologica.

Apbs o tempo de incubacdo, fez-se a leitura das placas, sendo 0s micro-
organismos contados. Considerou-se 0 nimero de coldnias viavel para contagem uma faixa
entre 30 e 300 colbnias. Valores acima do limite ndo foram utilizados, sendo indicado como
incontavel.

Cada placa contada teve seu valor corrigido de acordo com a sua diluicdo e
plagueamento, ou seja, o valor encontrado foi multiplicado por 10 para corrigir o
plagueamento (100uL para 1 ml) e depois multiplicado pelo fator de diluicdo, sendo o valor
encontrado como a unidade de medida UFC/ml.

O meio de cultura Agar Mitis Salivarius é seletivo para Streptococcus sp.,
facilitando o isolamento e contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC) do S. mitis, S.
viridans, S. salivarius (Streptococcus sp. ndo hemoliticos) e Enterococcus sp. de culturas
mistas. Sua incubacdo foi realizada em anaerobiose pelo método da vela por 72 a 96 horas.

No método da “chama de vela” as placas semeadas foram colocadas no interior de
jarras ou dissecadores com uma vela acesa e vedados hermeticamente. O ambiente

microaerdfilo é adequado para o desenvolvimento de anaerobios facultativos como
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Streptococcus do grupo mutans, lactobacilos, A. actinomycetemcomitans e muitas outras
espécies bucais.

O meio de cultura Agar Sabouraud acrescido de Cloranfenicol é seletivo para
fungos e leveduras. Neste meio foi semeado 100 pL da amostra (saliva) pura.

O Agar Sal Manitol hiperténico é seletivo para bactérias Gram positivas e
diferencia cepas de Staphylococcus sp. pela fermentagdo da manita (o meio de cultura fica
amarelo).

O Agar azul de metileno eosina (EMB /Teague) é um meio de cultura seletivo

para bactérias Gram negativas.

Y Saliva

\ 100 100 10000 10000
. 7 o ——

Microdiluicdo seriada
(10*3 10° ) UFC

Plagueamento nos meios de cultura especificos

Fungos e Leveduras
St sp.

Agar EMB AgarSal Manitol ~ Agar Sabouraud Dextrose Agar Mitis salivarius com
com clorafenicol telurito de potassio 1%

Figura 1 - Imagem ilustrativa da coleta de dados.

3.1.8 Identificagio dos micro-organismos

A identificagdo dos micro-organismos foi realizada de acordo com metodologia
classica, utilizando a combinacdo de caracteristicas macroscépicas, micromorfologicas e

provas bioquimicas.
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3.1.9 Andlise estatistica

A versdo 19.0 do software SPSS (Statistical Package for Social Sciences, Inc.,
Chicago, USA) para Windows e o software Bioestat 5.0 (Instituto de Desenvolvimento
Sustentavel Mamiraua, Belém, PA, Brasil) foram utilizados para realizagdo da anélise
estatistica.

A variavel categorica foi descrita como porcentagem e foi utilizado o teste do
Qui-Quadrado para comparar 0s grupos. As varidveis numéricas foram apresentadas como
mediana e variagdo (valores minimos e madximos). O  teste  Kolmogorov-Smirnov  foi
aplicado para verificar a normalidade da distribuicdo da amostra, evidenciando que a
distribuicdo dos dados nao foi normal. Para analise dos resultados foram aplicados os
seguintes testes ndo paramétricos:

1) Analise de variancia de Friedman, para comparar 0s momentos de avaliagcdo de cada grupo,
para cada variavel estudada;

2) Andlise de variancia de Kruskal-Wallis, para comparar 0s grupos em cada momento de
coleta.

A andlise estatistica inferencial utilizou um limite de confianca de 95%, de
modo que os valores de p > 0,05 ndo foram considerados estatisticamente significantes. Os

resultados foram tabulados em um banco de dados construido no programa Microsoft Excel.

3.2 Estudo in vitro

Foi realizado um estudo experimental, longitudinal, desenvolvido no Laboratério
de Pesquisas Béasicas da Unidade Central da Universidade do Vale do Sapucai.

Foram analisados dois enxaguatdrios bucais com 0s antissépticos clorexidina e
polihexametileno frente a cepas ATCC de micro-organismos comumente isolados da cavidade
oral: Escheria coli (ATCC 25922), Pseudomona aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus
aureus (MSSA 25423), Candida albicans (ATCC 10231) e Candida parapisilosis (ATCC
22019). Todos os produtos foram avaliados quanto a sua atividade antimicrobiana sem

diluicdo, conforme a indicagdo de uso.
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3.2.1 Teste de sensibilidade antimicrobiana das substancias (teste de difusio em Agar)

Para o teste de difusdo em &gar, constituiu-se um teste realizado em placa de Petri
contendo meio de cultura sélido, sobre o qual semeou-se uniformemente em toda superficie
uma quantidade conhecida do micro-organismo indicador. Concentracdes conhecidas dos
agentes antissépticos estudados, impregnadas em discos de papel filtro, foram colocadas sobre
a superficie do meio de cultura na placa. O processo de incubacdo foi realizado em estufa
bacterioldgica a 37° por 24 horas.

Decorrido o tempo de incubagdo, com uma régua milimetrada e uma fonte de luz
refletida, realizou-se a mensuracdo do didmetro da zona de inibigdo de crescimento
microbiano ao redor de cada disco. Para tanto, utilizou-se duas medidas perpendiculares entre
si (vertical e horizontal), sendo obtida a média de seus tamanhos. O didametro da zona de
inibicdo adjacente aos discos que contem o antisséptico expressa a difusdo do agente
antimicrobiano. Entretanto, o tamanho da zona de inibicdo ndo necessariamente determina o
poder antimicrobiano. Deve-se lembrar que a atividade in vitro ndo se correlaciona
diretamente com a atividade in vivo.

Em todas as etapas experimentais, sem excecao, a técnica asséptica foi observada.

3.2.2 Atividade antifungica dos enxaguatorios

A atividade antifingica dos enxaguatérios foi realizada pela técnica de disco
difusdo de acordo com a metodologia de Kirby-Bauer. Nessa técnica foram utilizados discos
de papel de filtro Wathman N°1, de 6 mm de diametro, estéreis. Os meios de cultura utilizados
foram o Agar Miieller-Hinton com 2% de glicose e 0,5 pg/ml de azul de metileno e o meio
Agar Sabouraud, segundo CLSI (M44-A2).

A cultura fungica utilizada foi padronizada em 1 a 5x10° células/ml, estimadas
por comparagdo ao tubo 0,5 da Escala de McFarland. Com auxilio de um swab estéril, a
cultura foi semeada por toda a placa, e depois foram colocados os discos. Em cada disco
foram colocados 10pl dos agentes a serem testados. As placas foram incubadas a 35°C por
24-48h, e apbs esse periodo os halos foram medidos com auxilio de um paquimetro. O

experimento foi realizado em trés repeticdes (triplicata).
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3.2.3 Atividade antibacteriana dos enxaguatorios

A atividade antibacteriana dos enxaguatorios também foi realizada pela técnica de
disco difusdo de acordo com a metodologia de Kirby-Bauer. Foram utilizados discos de papel
de filtro Wathman N°1 de 6 mm de didmetro estéreis. O meio de cultura utilizado foi o Agar
Mueller-Hinton segundo CLSI (M2-A8). A cultura bacteriana utilizada foi padronizada em 1
a 2x108 células/ml, estimadas por comparagdo ao tubo 0,5 da Escala de McFarland. Com
auxilio de um swab estéril, a cultura padronizada foi semeada por toda a placa e depois foram
colocados os discos. Em cada disco foi colocado 10pl dos agentes a serem testados. As placas
foram incubadas a 35°C por 24 a 48h; apds esse periodo os halos foram medidos com auxilio

de um paquimetro. O experimento foi realizado em trés repetices (triplicata).
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4. RESULTADOS

4.1 Resultados do estudo in vivo

Dentre os 30 voluntarios incluidos no estudo, um foi excluido, permaneceram 29

voluntarios, 10 no Grupo Controle, 10 no Grupo Clorexidina e nove no Grupo
Polihexametileno (Figura 1).

Avaliados para elegibilidade (n=56)

Excluidos (n = 26)

+ N&o preencheram critérios (n = 10)
* Recusa em participar (n = 13)

« Outras razdes (n=3)

Y

[ Inclusdo de sujeitos ]

Randomizados (n=30)

[ Alocacéo ]
v v v

Grupo Controle (n=10) Grupo Clorexidina (n=10)

* Receberam intervencéo (n =10)
* Nao recebeu intervengao (n =0)

* Receberam intervencao (n =10)
* Néo recebeu intervengdo (n =0)

Grupo Polihexametileno (n=10)
* Receberam intervencéo (n =10)
* Nio recebeu intervengdo (n =0)

[ Seguimento ]

v

v

¥

Perda de seguimento (n= 0)
eIntervengao descontinuada (n=0)

Perda de seguimento (n=0)
Interven¢do descontinuada (n=0)

*Perda de seguimento (voluntario
ingeriu alimento entre as coletas)
(n=1)

Intervenc¢do descontinuada (n=0)

[ Analise ]

v

v

v

*Analisados (n =10)

*Analisados (n =10)

*Analisados (n =9)

Figura 2 - Diagrama CONSORT - Fluxo de pacientes no estudo.
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A idade dos sujeitos no grupo Controle variou de 19 a 26 anos (mediana 21 anos),
no grupo Clorexidina variou de 18 a 28 anos (mediana: 19,5 anos) e no grupo
Polihexametileno variou de 18 a 30 anos (mediana: 24 anos). N&do houve diferenca entre os
grupos (p = 0,1948). Quanto ao género, a maioria dos voluntarios era mulheres: 50% no
Grupo Controle, 70% no Grupo Clorexidina e 89% no grupo Polihexametileno, sem diferenca
entre os grupos (p = 0,342).

As tabelas 1, 2 e 3 apresentam a comparagdo intra-grupo quanto as unidades
formadoras de col6nias obtidas nos quatros meios de cultura (comparacao entre 0s momentos

inicial, 30, 90 e 180 minutos, para cada grupo).

Tabela 1. Unidades formadoras de col6nias contadas no grupo Controle (Anélise de

variancia de Friedman)

NUmero de unidades formadoras de colénias UFC/mlI

GRUPO MST? agar EMB® agar HM® &gar Sabouraud agar
CONTROLE

Inicial

Variagéo 6,1x10°% — 172x10° 4x10%- 2460x10° 1x10? - 122x102 0 -1560
Mediana 23,1x108 265x10° 38x102 15
30 minutos

Variagdo 2,6x108 — 124x108 22x10° -1800x10° 1x102 - 100x10? 0-380
Mediana 49,5x108 193,5x10° 15x102 10
90 minutos

Variagdo 4,2x108 — 372x108 4 x108 - 3940x10° 1x10%- 132x10? 0-860
Mediana 59,3x108 1050 x10°8 32x102 5
180 minutos

Variagdo 6,2 x10° - 402 x108 14x10° - 4460x10° 1x102 - 444x10? 0-910
Mediana 164 x10° 796,5x103 4x10? 60
inicial vs. 30min vs. p =0,0364* p =0,5892 p=0,753 p=0,5703
90min vs. 180 min inicial < 30, 90 e

(Friedman) 180min

“MST: Agar Mitis Salivarius com telurito; PEMB: Agar eosina azul de metileno; *HM: Agar manitol

hiperténico
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Tabela 2.

variancia de Friedman)

Unidades formadoras de coldnias contadas no grupo Clorexidina (Anélise de

NUmero de unidades formadoras de colénias UFC/ml

GRUPO MST? agar EMB® agar HM® Agar Sabouraud

CLOREXIDINA agar

Inicial

Variacao 4,4x106 - 488x108 10x10° — 680x10° 1x102 - 568x10? 0 - 1460

Mediana 40,4x108 113,5x10° 28x10? 15

30 minutos

Variagdo 0,4x10° - 88x10° 10 x10° -411 x10° 1x102- 18x102 0-740

Mediana 9,6x10° 48,5 x10° 1x10? 0

90 minutos

Variagdo 1,4x10° — 44,4x108 2 x10° - 680 x10° 1x102 - 32x10? 0-390

Mediana 13,7x10° 100 x10° 1x102 0

180 minutos

Variagdo 3x108 — 46,2x108 23x10° - 2220 1x102 - 104x10? 0-320
x108

Mediana 21,4x10° 344,5x10° 4x10? 0

Inicial vs. 30 min p=0,0018* p=0,0079* p=0,015% p=0,2261

vs. 90 min vs.
180 min

(Friedman)

30min < inicial

30min < 180min

30min < inicial

aMST: Agar Mitis Salivarius com telurito; PEMB: Agar eosina azul de metileno; *HM: Agar manitol

hipertdnico
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Tabela 3. Unidades formadoras de col6nias contadas no grupo Polihexametileno (Analise de

variancia de Friedman)

NUmero de unidades formadoras de colénias UFC/ml

GRUPO MST? agar EMBP agar HMC agar Sabouraud
POLIHEXAMETILENO agar
Inicial

Variacdo 1,2x108 - 132x10° 2x10° - 183x10° 1x10? - 44x102 0-1220
Mediana 19,8 x108 29x10° 12x102 0

30 minutos

Variacéo 0,8x10° — 48,3x10° 2x10° - 183x103 1x102 - 50x10? 0-1320
Mediana 5,7 x108 29x10° 6x10? 0

90 minutos

Variagéo 2,1x10% - 118x10° 4x10% - 488x10° 1x10? - 90x102 0-1600
Mediana 27,9x10°8 105x10° 14x102 0

180 minutos

Variagéo 8,5x10° - 270x10° 12x108 - 205x10° 1x10? - 68x102 0 -1430
Mediana 67,5x10° 74x10° 4x10? 0

Inicial vs. 30 min vs. p=0,0012* p=0,2957 p=0,947 p=10,9402

90 min vs. 180 min

(Friedman)

180min < 30min

aMST: Agar Mitis Salivarius com telurito; PEMB: Agar eosina azul de metileno; *HM: Agar manitol

hipertdnico

As figuras 3, 4 e 5 apresentam a comparacdo intra-grupo quanto as unidades

formadoras de colonias obtidas nos meios de cultura (comparacdo entre 0s momentos inicial,

30, 90 e 180 minutos, para cada grupo), onde houve diferenca estatistica.
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Figura 3 - Valores medianos de Unidades Formadoras de Coldnias em agar Mitis Salivarius —

analise de variancia de Friedman.
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Figura 4 - Valores medianos de Unidades Formadoras de Col6nias em &gar eosina azul de

metileno — analise de variancia de Friedman.
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Figura 5 - Valores medianos de Unidades Formadoras de Colbnias em &gar manitol

hipertdnico — andlise de variancia de Friedman.

As tabela 4, 5, 6 e 7 apresentam a comparacdo inter-grupos (Controle, Clorexidina
e Polihexametileno) quanto as unidades formadoras de coldnias obtidas nos quatros meios de

cultura, em cada momento analisado (inicial, 30, 90 e 180 minutos).

Tabela 4. Valores medianos do nimero de UFC nos trés grupos (Controle, Clorexidina,
Polihexametileno) no momento inicial, para cada meio de cultura e comparacgéo intergrupos

(andlise de variancia de Kruskal-Wallis)

MST? &gar EMBP agar HM® agar Sabouraud agar
Controle 2,3x107 2,6x10° 3,8x10° 15
Clorexidina 4x10° 1,1x10° 2,8x10° 15
Polihexametileno 2x107 29x10° 1,2x10° 0
GC!x GCL®x GPH' p=0,254 p=0,0754 p=0,1336 p=0,4112

(Kruskal-Wallis)

aMST: Mitis Salivarius agar com Telurito; "EMB: eosina azul de metileno agar; °HM: manitol hipert6nico; 9GC, grupo

controle; °GCL, grupo clorexidina; ‘\GPH, grupo polihexametileno
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Tabela 5. Valores medianos dos nimeros de UFC nos trés grupos (Controle, Clorexidina,

Polihexametileno) ap6s 30 minutos, para cada meio de cultura e comparagdo intergrupos

(anélise de variancia de Kruskal-Wallis)

MST? agar EMBP agar HM® Agar Sabouraud agar

Controle 49x10° 19x10* 15x102 10

Clorexidina 9,6x10° 4,8x10* 1x10? 0

Polihexametileno 5,7x10° 10x10* 6x102 0

GC?x GCL*®x GPH p= 0,031* p=0,1422 p=0,0077* p=0,2298
(Kruskal-Wallis) GPH<GCe GCL<GCe
GCL CPH

aMST: Mitis Salivarius agar com Telurito; PEMB: eosina azul de metileno agar; ‘HM: manitol hipertonico; 9GC, grupo

controle; °GCL, grupo clorexidina; ‘\GPH, grupo polihexametileno

Tabela 6. Valores medianos dos nimeros de UFC nos trés grupos (Controle, Clorexidina,

Polihexametileno) apds 90 minutos, para cada meio de cultura, e comparagdo intergrupos

(analise de variancia de Kruskal-Wallis)

MST? &gar EMBP agar HM® &gar Sabouraud agar

Controle 5,9x107 11x10° 32x102 5

Clorexidina 1,4x10° 1x10° 1x10? 0

Polihexametileno 2,8x10’ 1x10° 14x10? 0

GCx GCL®x GPH' p=0,0721 p=0,1179 p = 0,0458* p =0,5524
(Kruskal-Wallis) GCL<GCe
GPH

aMST: Mitis Salivarius agar com Telurito; PEMB: eosina azul de metileno agar; ‘HM: manitol hipertonico; 9GC, grupo

controle; °GCL, grupo clorexidina; ‘\GPH, grupo polihexametileno
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Tabela 7. Valores medianos dos numeros de UFC nos trés grupos (Controle, Clorexidina,
Polihexametileno) ap6s 180 minutos, para cada meio de cultura, e comparagdo intergrupos
(anélise de variancia de Kruskal-Wallis)

MST? agar EMBP agar HMCAgar  Sabouraud agar

Controle 16x107 80x10* 4x10? 60
Clorexidina 2,1x107 34x10* 4x10? 0
Polihexametileno 6,8x10" 7,4x10* 4x10? 0
GCx GCL® x GPHf p =0,0337* p =0,0437* p =0,9638 p =0,2816
(Kruskal-Wallis) GCL<GCe GPH<GC e

GPH GCL

aMST: Mitis Salivarius agar com Telurito; "EMB: eosina azul de metileno agar; “HM: manitol hipertonico; 9GC, grupo

controle; °GCL, grupo clorexidina; ‘GPH, grupo polihexametileno

As figuras 6, 7, 8 e 9 mostram a comparacéo inter-grupos (Controle, Clorexidina e
Polihexametileno) quanto as unidades formadoras de coldnias obtidas nos meios de cultura,

em cada momento analisado onde houve diferenca estatistica.
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Figura 6 - Valores medianos de Unidades Formadoras de Colonias em agar Mitis Salivarius

em 30 minutos — andlise de variancia de kruskal-Wallis.
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Figura 7 - Valores medianos de Unidades Formadoras de Colbnias em agar Manitol

hipertdnico em 90 minutos — anélise de variancia de kruskal-Wallis.
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Figura 8 - Valores medianos de Unidades Formadoras de Coldnias em agar Mitis Salivarius

em 180 minutos — andlise de variancia de kruskal-Wallis.
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Figura 9 - Valores medianos de Unidades Formadoras de Col6nias em agar eosina azul de

metileno em 180 minutos — analise de variancia de kruskal-Wallis.

4.2 Resultados dos testes in vitro

Os halos formados nas placas das diferentes cepas tem seus valores

representados nas tabelas 8 a 12, e séo ilustrados nas figuras 2 a 22.

Tabela 8. Halos de inibicdo de crescimento de Staphylococcus aureus

Micro-organismo Clorexidina Polihexametileno
S. aureus 1,7cm 1,1cm
S. aureus 1,6 cm 1,1cm
S. aureus 1,6 cm 1,0cm

A média do halo de inibicdo de crescimento de S. aureus gerada pela
clorexidina foi 1,63cm (desvio-padrdo: 0,06 cm), e a média do halo de inibicdo gerada pelo

polihexametileno foi 1,07cm (desvio-padrdo: 0,06¢cm).
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GRugo A

Figura 12 - Placa de teste de S. aureus com polihexametileno.
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Tabela 9 - Halos de inibicéo de crescimento de Escherichia coli

Micro-organismo Clorexidina Polihexametileno
E. coli 1,4cm 1,0cm
E. coli 1,4cm 1,0cm
E. coli 1,4 cm 0,9cm

A média do halo de inibigdo de crescimento de E. coli gerada pela clorexidina

foi 1,40cm (desvio-padrdo: 0,0), e a média do halo de inibicdo gerada pelo polihexametileno

foi 0,97 cm (desvio-padréo: 0,06cm).

Figura 14 - Placa de teste de E.coli com clorexidina e polihexametileno, respectivamente.
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Figura 15 - Placa de teste de E.coli com polihexametileno.

Tabela 10 - Halos de inibicéo de crescimento de Pseumomonas aeruginosa

Micro-organismo Clorexidina Polihexametileno
Pseudomonas 1,1cm 3,0cm
Pseudomonas 1,0cm 3,1cm
Pseudomonas 1,0cm 2,8cm

A média do halo de inibicdo de crescimento de P. aeruginosa gerada pela
clorexidina foi 1,03cm (desvio-padrdo: 0,06cm). A média do halo de inibicdo com
polihexametileno foi 2,97cm (desvio-padrdo: 0,15cm).

Figura 16 - Placa de teste de P. aeruginosa com clorexidina.
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Figura 17 - Placa de teste de P. aeruginosa com clorexidina e polihexametileno,

respectivamente.

Figura 18 - Placa de teste de P. aeruginosa com polihexametileno.

Tabela 11 - Halos de inibicdo de crescimento de Candida albicans

Micro-organismo Clorexidina Polihexametileno
C. albicans SD 1,0cm 1,0cm
C. albicans SD 1,2cm 0,9cm
C. albicans SD 1,2cm 1,0cm
C. albicans MH 1,3cm 2,3cm
C. albicans MH 1,3cm 2,0cm
C. albicans MH 1,2cm 2,2¢cm

SD = meio agar Sabouraud, MH =meio agar Mueller-Hinton.
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A média do halo de inibicdo de crescimento de C. albicans no meio
agar Sabouraud gerada pela clorexidina foi 1,13cm, (desvio padrdo: 0,12cm). A média do
halo de inibicdo gerada pelo polihexametileno no meio &gar Sabouraud foi 0,97cm (desvio
padrdo: 0,06cm).

A média do halo de inibicdo de crescimento de C. albicans no meio
agar Mueller- Hinton gerada pela clorexidina foi 1,27cm (desvio padrdo: 0,06cm). A média
do halo de inibicdo gerada pelo polihexametileno no meio agar Mueller- Hinton foi 2,17cm

(desvio padrao: 0,15cm).

Figura 20 - Placa de teste de C. albicans em meio &gar Sabouraud com clorexidina e

polihexametileno, respectivamente.
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Figura 23 - Placa de teste de C. albicans em meio a4gar Mueller- Hinton com clorexidina e

polihexametileno, respectivamente.
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Figura 24 - Placa de teste de C. albicans em meio agar Mueller- Hinton com

polihexametileno.

Tabela 12 - Halos de inibicdo de crescimento de Candida parapsilosis

Micro-organismo Clorexidina Polihexametileno
C. parapsilosis MS 19cm 0,9cm
C. parapsilosis MS 1,9cm 0,8 cm
C. parapsilosis MS 1,9cm 0,9 cm
C. parapsilosis MH 2,4 cm 1,3cm
C. parapsilosis MH 2,3¢cm 1,3cm
C. parapsilosis MH 2,2cm 0,6 cm

Legenda: MS = meio agar Sabouraud, MH =meio agar Mueller-Hinton.

A média do halo de inibicdo de crescimento de C. parapsilosis no meio
agar Sabouraud gerada pela clorexidina foi 1,90cm (desvio padrdo: 0,0). A média do halo de
inibicdo gerada pelo polihexametileno no meio &gar Sabouraud foi 0,87cm (desvio padréo:
0,06cm).

A média do halo de inibicdo de crescimento de C. parapsilosis no meio
agar Mueller- Hinton gerada pela clorexidina foi 2,30cm (desvio padrdo: 0,10cm). A média
do halo de inibicdo gerada pelo polihexametileno no meio agar Mueller- Hinton foi 1,07cm

(desvio padrao: 0,40cm).
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Figura 25 - Placa de teste de C. parapsilosis em meio 4gar Sabouraud com clorexidina.

Figura 26 - Placa de teste de C. parapsilosis em meio agar Sabouraud com clorexidina e

polihexametileno, respectivamente.

Figura 27 - Placa de teste de C. parapsilosis em meio agar Sabouraud com polihexametileno.
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Figura 28 - Placa de teste de C. parapsilosis em meio agar Mueller- Hinton com clorexidina.

Figura 29 - Placa de teste de C. parapsilosis em meio dgar Mueller- Hinton com clorexidina
e polihexametileno, respectivamente.

Figura 30 - Placa de teste de C. parapsilosis em meio agar Mueller- Hinton com

polihexametileno.
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5. APLICABILIDADE

O desenvolvimento de terapias adjuvantes especificas que atenuem a acéo
microbiana da cavidade oral é de extrema importancia, pois contribui para o controle das
doencas que afetam consideravelmente a populagdo em todo o mundo.

Estudos clinicos anteriores forneceram wuma justificativa biologica e
demonstraram a eficacia de bochechos com clorexidina e polihexametileno na reducédo de
micro-organismos que colonizam a cavidade oral, mas instru¢cdo e motivacdo sdo essenciais
para 0 sucesso de ambos os métodos, mecanicos e quimicos (CORTELLI et al., 2014;
GRABER et al., 2013).

Um programa de higiene oral deve ser individualizado e pode requerer alteractes
ao longo do tempo. Frente as limitacGes dos métodos mecanicos de higiene, agentes
antimicrobianos em forma de enxaguatérios bucais sao amplamente utilizados, auxiliando 0s
métodos mecanicos de remocdo, diminuindo o nimero de micro-organismos patogénicos na
cavidade oral e, consequentemente, prevenindo possiveis infeccdes.

GUPTA et al. (2014), relataram que, devido ao aumento da resisténcia aos
antibidticos e aumento da incidéncia de doencas orais, hd uma necessidade de modalidades de
tratamento alternativas para combater as doencas orais e ha alternativas tdo eficazes como a
clorexidina na reducédo de micro-organismos orais.

Os resultados atuais confirmam claramente uma reducdo substancial em bactérias
intraorais ap6s 0 uso de antissépticos, mas alguns dos estudos usaram antissépticos apenas
como uma limpeza mecénica. Esta limpeza mecanica, apesar de cientificamente subestimada,
contribuiu para diminuicdo significante da contagem bacteriana (KOSUTIC et al., 2009). Essa
informacdo corrobora com o presente estudo, em que houve a diminui¢do da contagem
bacteriana no meio de cultura Mitis Salivarius na amostra inicial colhida ap6s o bochecho
com soro fisiologico esterilizado (grupo controle).

A remocdo do terceiro molar é uma das cirurgias mais comuns na cavidade oral
realizada pelo cirurgido-dentista, e esta associada com complicacdes e sequelas indesejaveis.
Pode haver dor, edema, trismo, infeccdo, alveolite, sangramento, lesdo dental, fratura de
mandibula, disfuncdo da articulagcdo temporo-mandibular e dias de trabalho perdidos. Muitos
fatores e estratégias tém sido estudados para minimizar a morbidade associada a remogéo do
terceiro molar, incluindo bochechos com clorexidina (FENTON e PIECUCH, 2012).
BIENSTOCK et al. (2011), em um estudo de coorte prospectivo com sujeitos da Associacdo

Americana de Cirurgia Oral e Maxilo-Facial, constataram que o uso da clorexidina foi
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associado com menor duracdo da limitacdo pds-operatoria em cirurgias de terceiros molares,
possivelmente por diminuir o risco de osteite alveolar.

PIECUCH (2012), ao abordar as estratégias Uteis em cirurgias de extracdes dos
terceiros molares na Conferéncia Multidisciplinar de Washington (2010), avaliou varios temas
que podem ajudar a diminuir a morbidade da retirada de terceiros molares e constatou que o
uso de clorexidina para prevenir osteite alveolar e infec¢do de sitio cirurgico foi estudado
extensivamente, mas ndo provou este efeito. CASO et al. (2005) afirmaram que ha uma
necessidade de mais pesquisas para determinar o uso adequado de bochechos com clorexidina
em cirurgias de extracao de terceiros molares. SHEPHERD 2007; HEDSTROM e SJOGREN
(2007), em trabalhos de revisdo sistematica para prevengdo da osteite alveolar, concluiram
que, para a maioria das intervengdes preventivas, a prova estava ausente ou inconclusiva e
que as evidéncias sobre clorexidina foram inconclusivas. No presente estudo, a clorexidina
reduziu significantemente a contagem bacteriana (Streptococcus e Staphylococcus) ap6s 30
minutos do uso, mas ndo manteve essa acdo antibacteriana. DUVALL et al. (2013)
comparando diretamente a incidéncia e magnitude de bacteremia com bochecho de
clorexidina 0,12% pré-procedimento associado a 2g de amoxicilina por via oral uma hora
antes (recomendado pela American Heart Association, America Dental Association e
American Academy of Orthopedic Surgeons), em cirurgias de extracdo de terceiros molares,
puderam concluir que nem o enxaguatorio bucal clorexidina nem a intervengdo sistémica
com antibidtico reduziram estatisticamente a incidéncia e magnitude de bacteremia em
comparagdo com nenhuma intervengdo antimicrobiana.

O presente estudo demonstrou que o polihexametileno pode ser uma alternativa
que substitua a clorexidina em algumas indicacdes. Nas doencas periodontais, que a agédo
contra as bactérias gram negativas seja importante, o polihexametileno seria o antisséptico de
escolha, devido a substantividade por 180 minutos, que a clorexidina nao teve.

Estratégias foram tentadas para diminuir o escurecimento e aparecimento de
manchas nos dentes com o uso da clorexidina, adicionando um sistema anti-descoloracao
(ADS). GUGGENHEIN e MEIER (2011) observaram que a clorexidina com ADS reduziu a
atividade antibacteriana e ndo impediu placa ou gengivite em desenvolvimento. Na verdade,
ndo mostrou efeito superior ao placebo (LI et al., 2014). LEPRI et al. (2014) avaliaram a
influéncia de trés solucdes (cetilperidinio, 0leos essenciais e clorexidina) sobre a dureza e
estabilidade de cor de uma resina composta e concluiram que as amostras imersas em
clorexidina apresentaram alteracdo significativa no teste de brilho resina composta. Estes
resultados mostram a importancia de ter alternativas para a clorexidina, devido a alteracéo de

cor que ela causa.
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O FDA (Food and Drug Administration) e a ADA forneceram uma viséo geral da
eficdcia e seguranca do antisséptico clorexidina. O uso em longo prazo ndo desenvolve
resisténcia microbiana, nem favorece o aparecimento de infecgOes oportunistas, mas nos
Estados Unidos esta disponivel apenas com prescricdo (EICK et al., 2011; DE PAOLA et al.,
2007). O estudo de KULIK et al. (2014) refuta essa informacao, visto que algumas cepas
mostraram potencial para desenvolver resisténcia contra clorexidina apds exposicao
prolongada. Portanto, estes autores concluiram que o uso de clorexidina deve ser limitado a
curtos periodos de tempo.

GRABER et al. (2013) relataram que clorexidina e alexidina, usadas como
desinfetantes orais, inibem a interacdo proteina-proteina, induzem a apoptose em uma série de
linhas de células tumorais derivadas da lingua e da faringe. Uma vez que os fibroblastos s&o
células muito importantes na regeneracao dos tecidos, e como na cavidade bucal essas células
estdo presentes em todas as mucosas (jugal, gengival, ligamento periodontal e polpa dental),
todas as substancias utilizadas na Odontologia, inclusive a clorexidina, devem ser
biocompativeis com essas células. MULLER e KRAMER (2008) estudaram a
biocompatibilidade (atividade microbicida e o efeito citotoxico) dos agentes antissépticos
cloreto de benzalconio, cetilpiridinio, CHX, proteina de prata leve, octenidina, PHMB, iodo
povidona em solucdo, iodo povidona em pomada, nitrato de prata, prata, sulfadiazina e
triclosan. Concluiram que octenidina e polihexametileno eram os agentes mais adequados,
com melhor indice de biocompatibilidade. ANAUATE-NETTO et al. (2014), no estudo
clinico em que compararam a clorexidina com um enxaguatério de propolis, observaram que
a clorexidina teve o maior nimero de reaces adversas, com destaque para a sensacdo de
queimadura, alteragdes do paladar, dentes amarelos, queimacdo na lingua, irritacdo da
mucosa, gosto amargo e eficacia menor em reduzir o nivel de sangramento gengival.

KOEMAN et al. (2006) estudaram que descontaminacdo oral topica com
clorexidina reduz a incidéncia de pneumonia associada a ventilagdo mecénica (PAV). A PAV
é a infecgdo hospitalar que ocorre mais frequentemente associada, ao aumento da morbidade e
mortalidade. Apesar de descontaminacdo oral com antibidticos reduzir a incidéncia de PAV,
ndo é recomendado por causa do potencial de selecdo de patdgenos resistentes. PRICE et al.
(2014) afirmaram que ambos, descontaminagdo digestiva seletiva e descontaminagéo
orofaringea seletiva, foram superiores a clorexidina, e existe a possibilidade de que a
clorexidina estivesse associada com o aumento da mortalidade. E SILVA et al. (2015)
investigaram os protocolos de higiene bucal para pacientes em unidades de terapia intensiva
(UTIs) em 25 dos 30 hospitais de Belo Horizonte, Brasil, através de um questionario. Apesar

de todos os representantes do hospital dizerem que havia um protocolo para a manutencao da
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higiene bucal dos pacientes, observou-se que ndo houve padronizacdo. Apenas dois hospitais
tinham dentistas na equipe da UT].

COKE et al. (2015) fizeram uma pesquisa e observaram o impacto de um mddulo
educacional de higiene oral sobre as préaticas de pacientes e documentacdo de enfermagem,
visto que ndo havia uma frequéncia de higiene oral nos pacientes com cancer e nem se
documentava quando era feita essa higiene, comprometendo o conforto e o estado nutricional
desses pacientes. Ap6s oito semanas os dados foram analisados e comparados e verificou-se
melhora significativa na educacdo e nas praticas de higiene oral dos pacientes e aumentou a
pratica documentada de higiene pelos técnicos em enfermagem. LEWIS et al. (2015)
relataram que o governo australiano aprovou um modelo de salde bucal que promove uma
abordagem multidisciplinar com médicos, enfermeiros, assistentes e profissionais de
odontologia que compartilham a responsabilidade na saude bucal.

A mucosite oral é uma complicacdo frequente da quimioterapia e regimes de
radioterapia habitualmente usadas em prética oncoldgica. MUTTERS et al. (2015) avaliaram
a eficacia da clorexidina na prevencdo de mucosite e reducdo da flora da orofaringe e
concluiram que octenidina teve reducdo da flora orofaringea superior comparada a
clorexidina.

A atividade antimicrobiana de enxaguatorios bucais contendo polihexametileno
foi avaliada em alguns estudos in vivo. ROSIN et al. (2001), utilizando um método que media
contagens bacterianas na superficie do dente e da mucosa oral, demonstrou que um bochecho
com polihexametileno era mais capaz de inibir biofilme / formacdo de placa dentéria, em
comparagdo com um controle negativo (placebo); no entanto, o produto a base de
polihexametileno ndo foi tdo efetivo como o antisséptico contendo 0,12% de clorexidina. Este
resultado estd de acordo com o presente estudo, em que o antisséptico bucal a base de
polihexametileno ndo reduziu significantemente o nidmero de UFCs nos meios de cultura
testados como o antisséptico a base de clorexidina.

Antissépticos orais que contem o agente antimicrobiano polihexametileno podem
ser considerados como alternativa potente em preparacGes a base de clorexidina (ROHER
2010). Nesse estudo, mostrou acao contra bactérias gram negativas em 180 minutos, o0 que
ndo aconteceu com o antisséptico clorexidina. Além do beneficio antibacteriano, o
polihexametileno tem um bom potencial em reduzir a perda dentinaria (CHARONE et al.,
2014).

A clorexidina, utilizada em bochecho na prevencdo de caries, diminui
temporariamente o acidogenicidade da microbiota e 0 numero de bactérias cariogénicas,

especialmente Streptococcus mutans, embora GEORGIOS et al., 2015 relataram que as
37



evidéncias foram insuficientes. A clorexidina é desinfetante padréo utilizado em odontologia
clinica, mas como um revestimento contra Streptococcus mutans ndo ofereceu qualquer
protecdo adicional em comparacdo a dentina ndo revestida (BESINIS et al., 2014). Nessa
pesquisa a clorexidina diminuiu significantemente o nimero de Streptococcus mutans em 30
minutos assim como o polihexametileno, mas o polihexametileno teve substantividade por

180 minutos para bactérias gram negativas que o clorexidina néo teve.
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6. CONCLUSOES

Enxaguatdrios bucais a base de clorexidina 0,12% tem um espectro de acdo mais
amplo do que o polihexametileno nos 30 minutos apds a sua aplicacdo, com uma recuperacao
progressiva da vitalidade bacteriana.

O polihexametileno, ap6s 30minutos, é mais efetivo do que a clorexidina contra
Streptococcus e em 180 minutos é efetivo contra bactérias gram negativas.

In vitro, o polihexametileno foi mais eficiente do que a clorexidina frente a micro-

organismos oportunistas.
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7. IMPACTO SOCIAL

A Odontologia atual esta voltada para a prevencdo das doencas bucais e, para
tanto, o cirurgido dentista deve estar capacitado para atuar junto ao paciente dentro de um
contexto amplo, proporcionando-lhe condi¢cBes odontologicas favordveis. Além dos
profissionais de Odontologia, outras areas da satde que direta ou indiretamente estdo ligados
aos cuidados da saude oral da populacdo também necessitam de uma nova postura.

Diversas situacdes foram discutidas em que o emprego de substancias
antissépticas na cavidade oral € importante. A promoc¢do da higiene oral é considerada fator
de grande relevancia na assisténcia ao paciente internado, pois a realizacdo de uma higiene
oral satisfatoria contribui para minimizar os riscos de complicacfes e o tempo de internacao
do paciente. Em cirurgia oral, que € necessaria uma diminuicdo significativa da carga
bacteriana, o protocolo antisséptico precisa ser aperfeicoado, visto que a recomendagdo
posoldgica dos antissépticos usados rotineiramente € de 8/8horas e observou-se, atraves deste
estudo, que os antissepticos nao tém essa acdo prolongada.

Os resultados dos estudos com enxaguatorios bucais mostram a importancia e a
necessidade de se avaliar meios alternativos e economicamente viaveis para complementar a
remo¢cdo mecanica, facilitando o acesso das populacdes de baixa renda aos enxaguatorios

bucais, visto que ndo ha nenhum antisséptico disponivel na salde publica.
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Apéndice 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA
SEXO: Mo F o

DATA NASCIMENTO: / /

ENDERECO:
BAIRRO:
CIDADE:
CEP: TELEFONE:

DADOS SOBRE A PESQUISA

TITULO DA PESQUISA: “Avaliagdo in vivo e in vitro da atividade antimicrobiana de
dois antissépticos bucais”.

PESQUISADORA: FERNANNDA SEBBA DE SOUZA

CARGO: Cirurgid - Dentista

INSCRICAO CONSELHO REGIONAL DE ODONTOLOGIA MG 32824

Eu, FERNANDA SEBBA DE SOUZA, discente do curso de Mestrado em Ciéncias
Aplicadas a Saude juntamente com as professoras Dra. Daniela Francescato Veiga e Dra.
Ana Beatriz Alkmim Teixeira Loyola, docentes da Universidade do Vale do Sapucai
(Univas), Pouso Alegre, MG, estamos realizando uma pesquisa intitulada: “Avaliagdo in
Vivo e in vitro da atividade antimicrobiana de dois antissépticos bucais”, com 0 objetivo de
comparar in vivo a atividade antimicrobiana dos antissépticos bucais clorexidina e
polihexametileno na cavidade oral, verificando a efetividade do tratamento para o paciente
e para a sociedade.

A realizacdo deste estudo permitira disponibilizar na rotina profissional opg¢des de uso
em pacientes submetidos a cirurgia (minimizar os riscos de infeccdo cirurgica), na
prevencdo e tratamento de doencas periodontais, carie e no controle de pacientes
internados.

O estudo sera feito através da coleta da saliva do paciente antes e ap6s bochechar o
enxaguatorio.

Para a realizacdo desta pesquisa, o0 (a) senhor (a) ndo sera identificado (a) pelo seu
nome. Sera mantido o anonimato, assim, como o sigilo das informagfes obtidas e sera
respeitada a sua privacidade e a livre decisdo de querer ou ndo participar do estudo,
podendo-se retirar dele em qualquer momento, bastando par isso expressar a sua vontade.

A realizacdo deste estudo ndo lhe trard consequéncias fisicas (ndo causa dor e nédo
machuca) ou psicologicas.

Em caso de ddvidas e se quiser ser mais bem informado (a) podera entrar em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias da Saude “Dr. José
Antonio Garcia Coutinho”, que € o 6rgdo que ira controlar a pesquisa do ponto de vista
ético. O CEP funciona de segunda a sexta feira, na Avenida Prefeito Tuany Toledo, 470,
Fatima I. Tel. (35) 3449-9271; Telefax: (35) 3449-9211. CEP 37550-000 POUSO
ALEGRE-MG.
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O senhor (a) concorda em participar deste estudo? Em caso afirmativo, devera ler a
“Declarac¢do”, que segue abaixo, assinando-a no local proprio ou imprimindo a impressao
digital do polegar direito.

DECLARACAO

Declaro para os devidos fins que fui informado (a) sobre esta pesquisa, estou ciente
dos seus objetivos e relevancia, assim como me foram retirados todas as davidas.

Mediante isto, concordo livremente em participar dela, fornecendo as informacdes
necessarias. Estou também ciente que, se quiser e em qualquer momento, poderei retirar o
meu consentimento deste estudo.

Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participacédo é isenta de despesas. Concordo
voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a
qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de
qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Para tanto, lavro minha assinatura em duas vias deste documento, ficando uma delas
comigo e a outra com o pesquisador (a).

Pouso Alegre, : 20
Assinatura do paciente/representante legal
Assinatura:

Para o responsavel (pesquisador) do projeto:

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido
deste paciente ou representante legal para a participacao neste estudo.

Pesquisador (a): FERNANDA SEBBA DE SOUZA

Assinatura:
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ANEXOS

Anexo 1

ClinicalTrials.gov PRS
Fmtwafﬁagmrm‘iﬂﬂgﬁﬁemm System 4‘/@ m m

ClinicalTrials.gov Protocol and Results Registration Sfstem (PRS) Recspt
Release Date: 03262015

Fmtimi:mt]ial Activity of Two Mouthwashes
This sfudf has been complated.

Spansor: | Universidade do Vale do Sapucai
Collaboratars:

Information provided hf Famanda Sebba de Souza, Universidade do Vale do
[Responsiole Partf):| Sapucai
ClinicalTrials gov [dentifier:| NCTOZ376178
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Anexo 2

FACULDADE DE CIENCIAS
MEDICAS DR.JOSE ANTONIO W
GARCIA COUTINHO -

PARECER COMSUBSTAMCIADOD DO CEP
DADDS DO PROWJETD DE PESQGUISS

TEule da Peequisa: Avallagdo In-vivo & In-vino da ailvidade anfimicroblana de dois antisseplicos bucals.

Pasquisador: f2manda se0ba de souza
Area Tematica:

Warsdo: 1

CAAE: 17756613.9.0000.5102

Instiulgao Proponsnts: FUNDACAD DE EMSING SUPERIOR DO VALE DO SAPUCAL
Patrocinador Princlpal: Financlamenio Proprio

DADDS DA MOTIFICACAD

Tipo de Hotiflcagio: Envio de Relatdno Parcial

Diatalhe:

Justificativa: Devido a grande perda que estava aconizcendo durania a pesgquisa | packenies ndo
Data oo Envie: 19012/2014

SltuagEo da Motificagio: Parecer Consubsianciado Emitido

DADDS DO PARECER

Homere do Parecer: 233,367
Data da Redaforia: 1320172015

Apressntacio da Motifcaglo:

Frojelo |3 sorado.

Ojstivio da Hotifcacio:

Projeto [ aprovado.

Avallagdo dos Rlscos o Bensficlos:

Projeto |3 aprovado.

Comentaries & Conslderagies sobre @ Motfcagso:

Clenie da mudanga do sujslto da pesquisa @ manuteng3o de 1oda 3 metodologla poposia no projeto
Inlclalmente aprovada.

Emdareee.  Swwnila Profals Tuairg Tekede, 470

Barde: Caffgus Fillirm CEP: 37 550-000
UF: W Municiple: POUSO ALEGRE
Tabalone: |35 E440.2100 Fax: (S58480-2500 E-mail:  peasc b on b oedu bi

Pgina 1 oa 00
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FACULDADE DE CIENCIAS
MEDICAS DR JOSE ANTONIO W
GARCIA COUTINHO -

Confrumciio oo Pasoer: 12 567

Conalgeragies sobre oe Termos de apresentagio cbrigatoria:
FrojEto A aomvado.

Recomandaghes:

FrojEto A aomvado.

Conclusdas ou Pendénclas & Liata de Inadequacies;
FrojEto A aomvado.

Situzgao do Parscar:

Aprovado

Mecesalta Apraciagao da CONEP:

Wi

Conslderagdes Finals a critério do CEP:

POUSO ALEGRE, 15 de Janeio de 2015

Assinado por:
Ronalde Julle Baganha
{Coondenador]

Esdmmegs.  Lewnbla Prefails Tuairy Tekede, 470
B Caffpus Fllira CEP: 37 550000
UF: & Wunkipls: POUSD ALEGRE

Tibelone: |[3EMAS40-2100 Fax: (5515450 2500 E-mali: o b un b st bi

Pgins . 03
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