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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar, in vitro, a eficacia de substancias antimicrobianas contra o
Streptococcus mutans em trés etapas: teste de exposicao direta, medida dos halos de inibigao
de crescimento e quantificacdo das unidades formadoras de colonia. No primeiro momento
foram avaliadas solugdes de xilitol a 35%, clorexidina a 0,12%, solucdes de xilitol a 0,5% ¢ a
associacdo dessas substancias sobre S. mutans (ATCC 25175). Apds contaminagdo de cones
de papel absorventes em suspensdes microbianas experimentais, durante 5 minutos, os
mesmos foram expostos as solugdes estudadas, considerando os intervalos de tempo de 45, 60
e 120 segundos. Decorrido o intervalo de tempo de estudo, as pontas de papel foram
transportadas para SmL de caldo neutralizante (DIFCO). A avaliagdo do resultado foi
conduzida pelo método turbidimétrico, utilizando-se como padrdo a escala visual de
McFarland. Houve crescimento microbiano em todos os grupos teste, embora o crescimento
tenha sido menor em relagdo ao controle positivo. No segundo momento, se avaliou a inibi¢ao
de crescimento do S. mutans por clorexidina 0,12%, xilitol 35%, associacdo de clorexidina
0,12% com xilitol 35%, clorexidina 2% e solugdo salina 0,9% através da técnica de difusdo
em Agar. Cinco discos estéreis de papel absorvente foram imersos em SmL das solugdes
testadas e distribuidos equidistantemente no meio agar Muller-Hinton semeado com S.
mutans, permanecendo por 48 horas. Num segundo grupo, os discos foram fixados na ponta
de um alfinete estéril, imersos em 5SmL das solugdes antimicrobianas e levados para uma
placa de Petri semeada com S. mutans. Cada disco permaneceu em contato com a superficie
da placa, por 120 segundos, sendo, posteriormente, removido através da extremidade livre do
alfinete. Esse processo foi repetido, vérias vezes, até que se totalizassem seis placas de Petri
em cada um dos grupos. As 12 placas foram levadas para estufa bacteriologica. O didmetro
das zonas de inibicdo do crescimento microbiano foi aferido por um paquimetro digital
(Quimis) nos tempos de 24 e¢ 48 horas. Houve inibi¢do estatisticamente significante da
clorexidina 2% (p<0,05), grupo controle positivo, porém a clorexidina 0,12% sozinha e/ou
asssociada ao xilitol 35% ndo apresentou diferenga entre si. No terceiro momento, apos
contaminag¢do de cones de papel absorventes em suspensdes microbianas experimentais,
durante 5 minutos, os mesmos foram removidos e expostos as solugdes de clorexidina 0,12%,
xilitol 35%, associacdo de clorexidina 0,12% com xilitol 35%, clorexidina 2% ¢ solucao
salina 0,9%, onde permaneceram por 120 segundos. Em seguida, foram transferidos para uma
nova solugdo salina 0,9% estéril, permanecendo por 10 minutos e depois levado a um novo
tubo com nova solu¢do salina sendo, entdo, submetido a agitador de tubos (Vortex) por 20
segundos. Este processo foi realizado trés vezes resultando num total de 15 tubos de ensaio
vortexados. Aliquotas de 50 pL do conteudo de cada um desses tubos de ensaio foram
plaqueadas no meio 4gar BHI. Ao total, obtiveram-se 75 placas de Petri que foram incubadas
em estufa bacterioldgica a 37°C por 24 horas. A associacdo de clorexidina 0,12% ao xilitol
35% apresentou um menor nimero de unidades formadoras de colonias comparada ao grupo
controle positivo. Nao houve diferenga estatistica (p>0,05) para o grupo clorexidina 2% e
para a associagdo clorexidina 0,12% com xilitol 35%. As solugdes testadas apresentaram
efeito bacteriostatico contra o S. mutans e a associagdo de clorexidina 0,12% associada ao
xilitol 35% mostrou-se benéfica uma vez que assemelhou-se ao controle positivo (Clorexidina
2%) no que diz respeito a inviabilizagdo das UFC de S. mutans. Estudos in vivo precisam ser
desenvolvidos para se investigar o sinergismo da associagdo do xilitol 35% a clorexidina
0,12%.

Palavras Chaves: Streptococcus mutans, clorexidina, xilitol, carie dentaria.



ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate, in vitro, the effectiveness of antimicrobial
substances against Streptococcus mutans in three steps: direct exposure experiment,
measurement of the growth of halos inhibition, and the quantification of colony forming units.
Initially, solutions of 35% xilitol, 0.12% chlorhexidine, 0.5% xylitol and the association of
these substances on S. mutans (ATCC 25175) were analyzed. Considering the range of time
of 45, 60 and 120 seconds, absorbent paper cones were exposed to the studied solutions for 5
minutes, following contamination on microbial experimental suspensions. Undergone timing
of the study, the tips of cone paper were transported to SmL of neutralizing broth (DIFCO).
The evaluation of the results were conducted by turbidimetric method, using as a standard, the
visual scale of McFarland. Although growth has been low compared with the positive control,
there was microbial growth in all test groups. The second step of the study, the inhibition
growth of S. mutans by 0.12% chlorhexidine, 35% xylitol, association of 0.12% chlorhexidine
with 35% xylitol, 2% chlorhexidine and 0.9% saline solution, through the technique of
broadcasting in agar were evaluated. Five discs of sterile paper towels were immersed in 5
mL of the solutions tested, and distributed equidistantly in the middle agar Muller-Hinton
sown with S. mutans, remaining for 48 hours. In a second group, the discs were set at the tip
of a sterile pin, immersed in 5 ml of antimicrobial solutions, and taken to a Petri dish sown
with S. mutans. Each disc remained on the plate surface for 120 seconds, and then removed
through the free end of the pin. This process was repeated numerous times until it totalized six
slabs of Petri in each of the groups. The 12 boards were taken to a bacteriological stove. A
digital caliper (Quimis) measured the diameter of the inhibition zones of the microbial growth
in 24 and 48 hours. There was a statistically significant inhibition of 2% chlorhexidine
(p<0.05), positive control group, however the 0.12% chlorhexidine alone and/or associated
with 35% xylitol did not demonstrate any difference among them. In the third step, after
contamination of absorbent cone papers on microbial experimental suspensions during 5
minutes, they were removed and exposed to the solutions of 0.12% chlorhexidine, 35%
xylitol, association of 0.12% chlorhexidine with 35% xylitol, 2% chlorhexidine and 0.9%
saline solution, which remained for 120 seconds. After that, they were transferred to a new
0.9% sterile saline solution, remaining for 10 minutes, then moved to a new tube with new
saline solution, and then subjected to shaker tubes (Vortex) for 20 seconds. This procedure
was performed three times resulting in a total of 15 vortexed test tubes. Aliquots of 50uL of
the contents of each test tube were tagged in the middle agar BHI. In total, 75 Petri plates
were obtained by incubation in bacteriological oven at 37°C for 24 hours. The association of
0.12% chlorhexidine to 35% xylitol presented a smaller number of colony forming units
compared to the positive control group. There was no statistical difference (p>0.05) for the
2% chlorhexidine group and for the association of 0.12% chlorhexidine with 35% xylitol. The
solutions tested showed bacteriostatic effect against S. mutans. Furthermore, the combination
of 0.12% chlorhexidine associated to 35% xylitol proved to be beneficial, since resembled to
the positive control (2% chlorhexidine) in respect of the impracticability CFU of the S.
mutans. More in vivo studies need to be developed to investigate the synergism of the
association of 0.12% chlorhexidine to 35% xylitol.

Keywords: Streptococcus mutans, chlorhexidine, xylitol, dental caries.
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1 INTRODUCAO

A cérie ¢ uma doenca infecciosa, transmissivel e de origem bacteriana. Tem
carater multifatorial e é usualmente cronica. Caracteriza-se pela desmineralizagdo da parte
inorganica e destrui¢do da substancia organica do esmalte dentario. Apesar de seu declinio
nas populagdes mais favorecidas, ela continua sendo um sério problema de saude publica.

Ha muitos anos tém-se tentado buscar procedimentos simples e acurados para
identificar as pessoas vulneraveis a carie, cuja principal diferenca entre a saude e a doenga
nao ¢ a quantidade do acimulo de biofilme, e sim a sua composicao bacteriologica (PERES et
al. 2003).

Streptococcus mutans (S. mutans) ¢ o principal microrganismo responsavel pelo
inicio da forma¢do de carie em humanos. Evidéncias cientificas mostram que o modo
primario de transmissdo desses organismos ¢ vertical, de mae para filho. Conseqiientemente ¢
importante estudar alternativas que possam diminuir e/ou inibir este processo (MODESTO &
DRAKE, 2006). S. mutans ¢ o principal microrganismo cariogénico devido a suas
propriedades acidogénicas e aciduricas. Atualmente, o S. mutans e S. sobrinus apresentam
velocidades de produgdao de acidos significativamente maiores do que outras espécies de
Streptococcus (LORENZO, 2004).

A remoc¢ao mecanica do biofilme é o método soberano no controle da doenca
carie. No entanto, existem dificuldades na remocdo feita pelo proprio paciente. Frente ao
reconhecimento das limitagdes dos métodos mecanicos de higiene, foram realizadas pesquisas
com agentes quimicos visando o controle do biofilme (GEBARA, ZARDETTO & MAYER,
1996).

O xilitol ¢ um poliol aprovado para o uso em alimentos e freqiientemente usado
nos produtos apontados como preventivos em saude bucal. Ele reduz a formagao do biofilme
e a aderéncia bacteriana, inibindo a desmineralizacdo do esmalte com efeito inibitorio direto
sobre o S. mutans. Além disso, o xilitol tem a propriedade de prolongar o efeito da clorexidina
na terapia oral de S. mutans (ORAL HEALTH POLICIES, 2006).

A clorexidina ¢ uma bis-guanidina, de largo espectro bacteriano, alta
substantividade e dentre os agentes antimicrobianos testados ¢ o mais eficiente agente
antimicrobiano contra o S. mutans, que tem ag¢ao direta sobre a carie dentéria. Freqlientemente
empregada em pacientes debilitados, individuos incapacitados fisica e/ou mentalmente, bem

como aqueles pouco cooperativos, com alto risco de carie e ou doenga periodontal.
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Estudos clinicos demonstraram que maes submetidas a tratamento com
clorexidina seguido do uso de goma de mascar contendo xilitol, apresentaram niveis salivares
de S. mutans significativamente reduzidos e inibi¢do da transmissao deste microrganismo para
seus filhos (MODESTO & DRAKE, 2006).

Diante da permanéncia de elevados indices de carie dentaria na populacdo como
um todo e reconhecendo-se o papel do microrganismo no desenvolvimento da mesma, a
realizacdo dessa pesquisa justifica-se pela necessidade de se testar solu¢des antimicrobianas
que contribuam para a diminuicdo dos niveis de S. mutans e, conseqiientemente, para o
controle da doenga carie.

Frente ao exposto, pretende-se com esse estudo verificar o efeito antimicrobiano

de solugoes de xilitol, clorexidina e associacao dessas duas substancias sobre S. mutans.

1.1 PROPOSICAO

Avaliar a agdo antimicrobiana das solucdes de xilitol, clorexidina e associagao de
xilitol e clorexidina sobre o microrganismo S. mutans.

Determinar a eficdcia antimicrobiana destas solu¢des por exposi¢do direta, sobre o
microrganismo mencionado em periodos de 45, 60 e 120 segundos.

Medir o halo de inibigdo por essas substancias sobre o microrganismo estudado
por 24 horas e 48 horas.

Determinar a eficdcia antimicrobiana destas solucdes de forma quantitativa

através do método de exposicdo direta.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CARIE DENTARIA: UMA PERSPECTIVA MICROBIOLOGICA

A carie dentaria durante muito tempo foi, e talvez ainda seja tratada apenas no
sentido mais estrito da palavra (do latim destrui¢do, decomposi¢do), ou seja, limitando o seu
tratamento apenas a remocao do tecido cariado e obturagdo da cavidade decorrente. Pode ser
tida como uma doenga tipica do homem civilizado e, de maneira genérica, todo individuo
adulto em algum momento da sua vida ¢ acometido pela carie dentaria, datando, porém, da
pré-historia o aparecimento da carie entre os seres humanos. Em um exame realizado em 100
cranios do homem de Neanderthal ndo se constatou a presenga de carie, significando ndo a
sua auséncia, mas sim uma incidéncia de carie apenas ocasional neste periodo, restrita a uns
poucos espécimes. Porém a partir de um maior consumo de agtcar por volta do ano de 1665 a
incidéncia de carie aumentou drasticamente (PINHEIRO, 1983).

Nos levantamentos da Organizacdo Mundial de Saude - OMS pode ser observada
que a carie tem apresentado franco declinio em algumas populagdes, especialmente em paises
desenvolvidos. Entretanto, o mesmo nado ¢ observado nas popula¢des menos favorecidas, onde
sua prevaléncia permanece elevada. Dados do SB Brasil ano 2002-2003 apresentaram um
percentual de 60% das criangas com cinco anos de idade ja acometida pela doenga cérie
(MINISTERIO DA SAUDE, 2003). Essa expressiva manifestagio precoce da doenca
representa um importante problema de saude publica, requerendo grandes esfor¢os na
tentativa de controlar a situagdo (BOWEN, 2002).

A cérie dentaria tem sido uma das doencas mais prevalentes do ser humano.
Através dos tempos, muitas teorias sobre a sua etiologia foram levantadas, porém s6 em 1890
com os estudos de Miller W.D. ¢ que se formou a base para a teoria acidogénica de
desenvolvimento da cdrie. Verifica-se, portanto, uma destrui¢do progressiva dos cristais de
hidroxiapatita pelos acidos bacterianos, levando a uma descalcificacdo e posterior perda da
estrutura do dente. Este processo tem como etiologia fundamental a inter-relagdo entre a
microbiota oral cariogénica e fatores como: padrao de ingestdo de carboidratos; hospedeiro e
seus sistemas de defesa; tempo de exposi¢cdo (FIGUEIREDO & FALSTER, 1997; SEOW,
1998; FADEL & KOZLOWSKI, 1999).

Essa patologia tem inicio antes do desenvolvimento da lesdo clinicamente

detectdvel. Sua manifestacdo provém de uma etiologia multifatorial na qual interagem
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superficie dentaria, carboidratos da dieta, saliva e os microrganismos do biofilme dentario
(SERRA, LOFFREDO & PINELLI, 2000).

O conceito de carie como uma doenga infecciosa, transmissivel, de carater cronico
e de origem bacteriana ¢ o mais aceito dentro da Odontologia desde o reconhecimento de sua
etiologia a partir do biofilme especifico. Esse processo ¢ causado pela desmineralizagdo da
superficie dental por acidos orgéanicos provenientes da fermentacao dos carboidratos da dieta,
pelas bactérias cariogénicas (HOUTE, 1994, HELDERMAN et al, 1996; BURT, 2006).

O grupo mutans de estreptococos orais ¢ constituido por sete espécies:
Streptococcus cricetus, S. downei, S. ferus, S. macacae, S. mutans, S. rattus e S. sobrinus
(WHILEY & BEIGHTON, 1998). Esta classificagdo ¢ baseada em diferengas nas
caracteristicas genéticas, antigénicas e bioquimicas. Dentre as espécies desse grupo, S. mutans
e S. sobrinus sdo isolados com maior freqiiéncia da odental e estdo fortemente associados a
carie dentaria humana (HAMADA & SLADE, 1980; LOESCHE, 1986; LINDQUIST &
EMILSON, 1990; SEOW, 1998).

A complexidade da comunidade microbiana no biofilme bacteriano torna dificil a
determinag¢do de um unico agente causador da doenga céarie. Um grupo de bactérias bucais
denominadas de estreptococos do grupo mutans tem sido considerado o maior responsavel
pelo inicio da formacao de cérie dentdria em humanos. A relagdo entre a colonizagao pelo S.
mutans em elevados niveis na cavidade bucal e a presenga do biofilme, com o alto risco em
desenvolver lesdes cariosas, assim como com a presenca da cdrie ja estabelecida, ¢ a maior
evidéncia da ligagdo desta bactéria com a carie (ALALUUSU & MALMIVIRTA, 1994;
HOUTE, 1994; MACIEL, MARCENES & SHEIHAM, 2001). Para reforcar esta teoria,
alguns estudos demonstram que a prevencdo ou a supressao nos niveis de S. mutans resulta
em um processo inverso, ou seja, o risco ¢ reduzido e, conseqiientemente, a prevaléncia e
incidéncia das lesdes cariosas (TENOVUO et al., 1992; ISOKANKAGAS et al., 2000;
SODERLING et al., 2001). Sendo assim fica claro que o controle da doenga carie esta
intimamente ligado a presenca desta bactéria como integrante do biofilme dentario.

Segundo Berkowitz, Turner & Green (1980), os estreptococos do grupo mutans
necessitam de superficies dentérias para colonizar, ndo estando, portanto, na boca das criangas
antes da irrupcao dos dentes, podendo fazer parte apenas de uma flora transitoria, sem riscos a
saiude. A despeito da idade, as superficies dentarias, uma vez presentes na cavidade bucal
podem ser colonizadas e iniciar a formagao do biofilme bacteriano cariogénico. Devido ao seu
sistema metabolico, gera um nicho acidogénico que extrapola a capacidade tampao salivar,

desencadeando alteracdes na camada mineral da superficie dentaria, provocando a
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desmineraliza¢do progressiva e iniciando o processo carioso (KREULEN et al. 1997;
GRONROOS, 2000).

Sabe-se que em pacientes com alta atividade de carie, a concentragdo de S. mutans
na saliva ¢ freqiientemente elevada. Tal concentracdo varia de hospedeiro para hospedeiro,
sendo as condi¢des enddgenas do mesmo, responsaveis por estes niveis. Varios fatores
relacionados a ecologia bucal sdo atribuidos a condigdes que favorecem o estabelecimento e
multiplicagdo de S. mutans na cavidade bucal. As caracteristicas genéticas do hospedeiro
associadas a microbiota bucal sdo as mais relevantes.

Por outro lado, fatores como a composi¢ao e o fluxo da saliva, higiene bucal ¢
exposicao ao fluor participam da regulacao da progressao da doenga, tanto diminuindo, como
aumentando a resisténcia dos dentes a carie, controlando ndo s6 a quantidade como o tipo de
microrganismos relacionados com a instalacdo da cérie e com a cariogenicidade do substrato
(ARAUIJO, 1994).

Peres et al (2003) verificaram a prevaléncia dos estreptococos do grupo mutans na
biofilme dentario dos dentes deciduos antero-superiores de criancas de creches da cidade de
Joinville. Constatou-se a presenga de S. mutans em 99,25% das amostras do biofilme dentario,
ou seja, em 133 dos 134 individuos analisados.

Nomelini & Cunha (2006) descreveram a prevaléncia de carie, a cariogenicidade
da alimentagdo e padrao de higiene bucal em 111 criangas da cidade de Uberaba. Nao foi
documentada carie nas criancas de 0 a 12 meses, embora a higiene fosse ruim. Observou-se
que 50% das criangas persistiam com alimentacdo na madrugada e alto consumo de sacarose,

resultando em prevaléncias crescentes de céarie.

2.2 CONTROLE DO BIOFILME DENTARIO

O enfoque na prevencdo de doengas e na promogdo de satde tem norteado as
acoes nas diversas especialidades odontologicas. No entanto um dos maiores desafios para o
cirurgido dentista ainda € o controle do biofilme oral, fator determinante para os resultados
satisfatorios durante e apds tratamentos de carie dentaria (SEKINO et al, 2004).

O biofilme dentdrio ¢ uma massa densa, ndo calcificada, constituida por
microrganismos envolvidos em uma matriz rica em polissacarideos extracelulares bacterianos
e glicoproteinas salivares, firmemente aderida aos dentes, célculos e outras superficies da

cavidade oral. Na maioria das vezes, o biofilme se desenvolve sobre a pelicula adquirida, que
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¢ um biofilme derivado da saliva que reveste toda a cavidade oral (LASCALA, BELUZO &
LASCALA JUNIOR, 1996).

Hoje o método mais valioso para controle do biofilme dentéario, atuando na sua
prevencdo e remog¢do, € o seu controle mecanico. A eficiéncia do controle mecanico do
biofilme depende de uma série de fatores que variam desde a interagdo paciente-profissional
até a habilidade motora do paciente para exercé-lo de forma eficiente. Este controle deve ser
encarado como um recurso dinidmico dependente de motivagdo. E uma técnica simples
constituida por varios dispositivos de limpeza dos dentes, porém suas armas mais poderosas,
por serem mais eficientes, sdo as escovas dentais e os meios de limpeza interproximal, isto €,
as escovas interproximais e os fios dentais (GEBRAN & GEBERT, 2002).

Dessa forma, a prevengdo e o controle da carie dentaria e da doenga periodontal
dependem, impreterivelmente, do controle do biofilme. Este controle pode envolver muitas
vezes aspectos mecanicos e/ou quimicos. Em principio, o controle quimico seria indicado
como coadjuvante ao controle mecanico, podendo substitui-lo por periodos curtos de tempo,
quando necessario (GEBRAN & GEBERT, 2002).

Na intenc¢do de se auxiliar os meios de limpeza mecanica habitual exercida pelo
paciente, tém-se utilizado varios agentes quimicos, visando suprir eventuais falhas no controle
mecanico. Com isso, os agentes quimicos poderiam atuar especificamente em situacdes na
qual o paciente apresente alto risco de carie, juntamente com o aconselhamento dietético e
outras medidas ndo invasivas de controle da doenca (GEBRAN & GEBERT, 2002).

Existem duas razdes que justificam a utilizagdo deste método, a primeira diz
respeito que tanto a carie quanto a doenca periodontal ¢ de origem bacteriana, ¢ deste modo
substancias antibacterianas poderiam ser utilizadas para combaté-las; e a segunda razdo deve-
se a existéncia de individuos que possuem dificuldades no controle mecanico de biofilme, e
assim as substancias antibacterianas poderiam tentar minimizar as limitagdes. Ainda existe a
possibilidade de se realizar o controle quimico através de agentes que atuam supra ou
subgengivalmente (GEBRAN & GEBERT, 2002).

Para o controle quimico, existe uma variedade de agentes, com diferentes modos e
espectros de acdo, dos quais se destacam a clorexidina e o xilitol pelos expressivos resultados
no controle do nivel de S. mutans e, conseqiientemente, da carie dentaria (MODESTO &
DRAKE, 2006).

Segundo Cury (1987), o controle do biofilme seja por métodos mecanicos ou

quimicos, tem se mostrado o principal recurso na prevengdo de carie e gengivite.
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2.3 CLOREXIDINA

O digluconato de clorexidina ¢ um sal constituido de dois anéis fenolicos clorados
e de dois grupos biguanida que tem sido usado para suprimir o biofilme oral durante e apos
tratamentos das alteracdes inflamatorias periodontais, € para prevenir o desenvolvimento

destas patologias (HULL, 1980).
Cl- @ -NH-C-NH-C-NH-(CHz)s-NH-C-NH-C-HN- @ -Cl

Substancia antibacteriana adequada para tal fim vem sendo usada na Europa ha
mais de 30 anos na forma de solu¢do aquosa por possuir efeito antibiofilme (ACHONG et al,
1999). Interfere na colonizagdo, no crescimento € no metabolismo bacteriano, promovendo,
deste modo, a desestrutura¢do do biofilme dentario (BUSSADORI et al, 2004).

A clorexidina quando usada em baixas concentragdes, tem efeito bacteriostatico.
Esta substincia provoca diversas alteracdes nas bactérias, como por exemplo, alteracdo no
mecanismo da menbrana da bactéria ATP-ase (SISSONS & MIDGLEY, 1981). Também atua
na diminui¢do do fosforo e do potdssio da membrana do S. mutans (LUOMA, 1972), inibindo
fosfotransferase (MARSH et al, 1983). Por outro lado, em altas concentragdes tem efeito
bactericida, provocando lise celular (HUGO & LONGWORTH, 1964; LUOMA, 1972).

Antimicrobiano poderoso de largo espectro, contra Gram-positivos e Gram-
negativos, sendo os Gram-negativos menos sensiveis a acdo da clorexidina do que os gram-
positivos. Seletivamente, suprime o crescimento de S. mutans (PERES & RIBEIRO, 2004;
ARAUJO, ARAUJO & CAMPOS, 2001; ATTIN et al., 2003; WAN et al., 2003). Além disto,
atua na desorganizacdo geral da membrana celular, inibe a incorporagdo de glicose pelo S.
mutans e seu metabolismo para acido latico, e reduz a atividade proteolitica do P. gengivalis
(TORRES et al, 2000).

A potente atividade antimicrobiana da clorexidina ¢ decorrente da sua
possibilidade de ligar-se a superficie bacteriana carregada negativamente pelos grupos
anidnicos presentes. Estas ligacdes ocorrem, muito provavelmente, com os grupos carboxilas
disponiveis dos proteoglicanos e os grupos fosfato dos acidos teicoico e lipoteicoico na parede
interna bacteriana. Através de forcas eletrostaticas, a clorexidina se une aos grupos fosfato,
carboxila e sulfato presentes também na mucosa oral. Ao ligar-se a parede bacteriana, a
clorexidina interfere diretamente na integridade da mesma, provocando danos irreversiveis

com a precipitacao e o extravasamento de componentes citoplasmaticos (VAAHTONIEMI et
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al, 1995). Sobre o metabolismo bacteriano, esta bis-biguanida inibe complexos enzimaticos
entre os quais se destacam os sistemas glicosiltransferase e 2-fosfoenolpiruvato
fosfotransferase, sendo que a 2-fosfoenol-piruvato fosfotransferase ¢ uma enzima considerada
vital para o processamento e a manutencao da via glicolitica. Esta enzima integra o sistema de
fosfotransferéncia, através do qual se da a incorporagdo de glicose as células bacterianas
(LOESCHE, 1993).

Almeida & Bastos (2001) avaliaram o comportamento do biofilme, em criancas
de nove anos, realizando escovagdes supervisionadas de dez em dez dias, com um gel, a base
de clorexidina a 1%. Os resultados com a clorexidina a 1% nao eliminou o S. mutans do
biofilme.

Klein, Canellis & Drak (1999) compararam quatro administragdes
quimioterapéuticas utilizadas para inibir a progressdo de lesdo de carie. As substancias
testadas foram: nitrato de prata, fluoreto de estanho, diamino fluoreto de prata e clorexidina
sobre S. mutans e Lactobacillus Casei. Seis semanas apds aplicacdes das substancias testadas
em 85 terceiros molares permanentes, concluiram que o fluoreto de estanho, o fluoreto de
estanho ou o nitrato de prata resultaram em uma menor progressdo da lesdo de carie em
relagdo as demais substancias testadas.

Lima et al (2001) avaliaram os niveis de infec¢do de bactérias cariogénicas e sua
colonizagdo apds o uso de bochechos com NaF, clorexidina e NaF associados. Concluiram
que a clorexidina associada ao NaF foi o inico agente que reduziu os niveis de S. mutans por
trinta dias.

Freitas et al (2003) avaliaram a efetividade da associagdo fluoreto-clorexidina na
prevencdo de gengivite e da carie, avaliando se existe uma potencializagdo desses dois
antimicrobianos associados. Os resultados mostraram que a associa¢cdo da clorexidina com o
fluoreto nas concentragdes estudadas parece nao ter efeito benéfico, devido a redugdo da
substantividade da clorexidina.

Botelho (2000) pesquisou os efeitos inibitdrios entre combinagdes de agentes
antimicrobianos utilizados no controle da carie. Os agentes antimicrobianos testados foram:
dicloridrato de clorexidina, cloreto de benzalconio, cetrimide e cloreto de citilpiridinio sobre
uma espécie de S. mutans, Lactobacillo e Actinimices. Foi observado se houve sinergia,
antagonismo, entre as substancias utilizadas. De acordo com o resultado in vitro, ndo houve
nenhum efeito benéfico ao se combinar os agentes antimicrobianos sobre 0s microrganismos

cariogénicos selecionados.
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Drake et al, (1993) avaliaram se a clorexidina associada com o cobre exerceria
sinergia sobre o Actinomices viscosus, Actinomices naeslundii, e S. mutans. O estudo
confirmou haver uma sinergia entre a associacdo da clorexidina com o cobre, diminuindo o
numero dessas bactérias, em comparagdo com a clorexidina sozinha. Este estudo sugere que
um colutdrio contendo clorexidina e cobre poderia ser util ajudando a controlar a doenga carie
e a gengivite.

Segundo Araujo, Aratjo & Campos (2001), a clorexidina na concentragdo de
0,12% ¢ tao eficaz quanto na concentrac¢do de 0,2% no tratamento da gengivite e no controle
do biofilme oral. Este achado justifica o uso de concentragdes minimas adequadas as
exigéncias clinicas.

Van Strydonck et al (2005) avaliaram o efeito sobre a inibigdo do biofilme e a
percepgao do gosto da clorexidina a 0,12% nao-alcoodlica e clorexidina a 0,2% alcool base.
Concluiram que apo6s 72 horas sem escovacao, ndo houve diferenca significativa no acumulo
de biofilme dentario entre os dois grupos. No entanto, a clorexidina a 0,2% na avaliacdo do
sabor foi a mais desagradavel.

Tém sido amplamente estudadas as diversas concentracdes de clorexidina para
pacientes com diferentes caracteristicas clinicas (LOE & SCHIOTT, 1970; GROSSMAN et
al, 1986; MACHADO et al, 2002; KOEMAN et al., 2006). Mesmo assim a clorexidina 0,12%
esta presente em grande parte dos colutérios disponiveis no mercado, provavelmente por sua
eficacia na prevengdo da formacdo do biofilme e gengivite (ALBANDAR, GJERMO &
PREUS, 1994; RENTO-HARPER et al, 1996).

Os beneficios da agdao anti-séptica da clorexidina sdo incontestaveis, muito
embora seu uso continuo por longo periodo acarrete alguns efeitos colaterais. A maioria dos
profissionais da area ndo recomenda o uso diario em longo prazo, principalmente por causa de
seus efeitos colaterais tais como manchas dentérias, queimac¢ao na lingua, alteracdo do paladar
e em alguns casos, descamacéo ¢ dor na mucosa bucal (FLEMMING et al, 1990; GIERMO &
SAXTON, 1991). O uso freqiiente da clorexidina a 0,12% pode causar a perda temporaria do
paladar e também alteracdo no sabor dos alimentos (RAMAGLIA et al, 1999; ALMEIDA &
BASTOS, 2001).

A clorexidina tem sido considerada unanimemente, como o agente antibiofilme
mais eficaz, apesar dos efeitos colaterais e da hipdtese de possiveis mecanismos de resisténcia

bacteriana.
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2.4 XILITOL

O xilitol ¢ um alcool de agucar de cinco carbonos com dogura similar a sacarose.
E usado como um adogante em produtos alimentares. O xilitol é produzido comercialmente
das arvores do vidoeiro e de outras madeiras duras que contém o xilana. Mais recentemente,
para reduzir os custos da produ¢do do xilitol, ele estd sendo produzido a partir da espiga do
milho e do residuo da cana de agucar ou de outras fibras. O xilitol pode ser encontrado em
pequenas quantidades nas frutas, legumes, verduras e cogumelos silvestres. O corpo humano
também produz xilitol regularmente durante o metabolismo normal, cerca de 5 a 15 gramas
por dia (LATIF & RAJOKA, 2001; TADA ET al, 2004).

Sua utilizagdo vem desde a década de 60 na terapia de infusdo para pos-operatorio
de pacientes queimados e em choque; na dieta de pacientes diabéticos; e recentemente como
adogante nos produtos utilizados na prevengao da saude bucal (GUIDELINES POLICY ON
THE USE OF XYLITOL IN CARIES PREVENTION, 2006-2007).

Utilizado também como um adogante ndo cariogénico em gomas de mascar e
pastilhas, propriedades anticariogénicas e terapéuticas também tém sido atribuidas a ele
(TRAHAN, 1995). Desta forma, este actcar alcoolico tem sido incorporado em produtos
utilizados para higiene bucal, como dentifricios e enxaguatérios (PETERSSON, BIRKHED &
GLEERUP, 1991; CUTRESS et al., 1992; SINTES et al., 1995; LINGSTROM et al., 1997;
GIERTSEN, EMBERLAND & SCHEIE, 1999).

Foi aprovado pela FDA desde os anos 60 e é seguro para o uso em criangas.
Semelhante a muitos outros polidis, ¢ freqiientemente mais utilizado como adogantes em
alimentos, farmacos. Os polidis sdo absorvidos lentamente pelo aparelho gastrintestinal
humano. O principal efeito colateral associado ao poliol ¢ a diarréia, que ocorre somente
quando ¢ consumido em grandes quantidades (LY et al, 2006).

O alcool de agucar foi apresentado como nao cariogénico € também
anticariogénico. Sua propriedade cariostatica deve-se ao fato de ndo ser metabolizado pelos
microrganismos cariogénicos, o que impossibilita a proliferagdo das bactérias e, em
conseqiiéncia, reduz a producao de acido lactico que desmineralizam a superficie do esmalte
dentario. Além disso, também pode ser classificado como anticariogénico, por estimular a
producdo de saliva, que possui capacidade tampdo, o que, juntamente com o aumento na
concentragcdo de ions célcio e fosfato, induz a remineralizacdo, revertendo lesdes iniciais de

carie dentaria (HAYES, 2001; LIMA & BERLICK, 2003).
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Dentre as hipdteses propostas para explicar o efeito do xilitol na reducao da
incidéncia da carie dentaria, efeitos especificos no metabolismo e crescimento bacteriano tem
sido considerados. O mecanismo pelo qual xilitol inibe o crescimento e metabolismo
bacteriano pode se parcialmente descrito pelo consumo de fosfoenolpiruvato (PEP), uma vez
que o xilitol ¢ transportado via frutose-sistema fosfotransferase (frutose-PTS) (TRAHAN et
al., 1985), resultando em actmulo intracelular de xilitol 5-fosfato. Este metabolito
intermediério nao ¢ utilizado, sendo entdo desfosforilado e expelido do interior celular como
xilitol (ASSEV, WALER & ROLLA, 1983; SODERLING & PIHLANTO-LEPPALA, 1989).
Este ciclo futil consome energia e¢ resulta em inibi¢do do crescimento e metabolismo
bacteriano.

Os microrganismos cariogénicos ndo metabolizam o xilitol, entretanto o xilitol ¢
absorvido e acumulado intracelularmente no S. mutans. Ele compete com a sacarina para seu
transportador celular e seus processos metabdlicos intracelulares. Ao contrario do
metabolismo da sacarina, que produz a energia € promove o crescimento bacteriano, o S.
mutans gasta energia para dividir o xilitol acumulado sem render a energia no retorno. Além
disso, os intermedidrios da producdo de energia sdo consumidos e ndo reproduzidos pelo
metabolismo do xilitol. Isso tem sido demonstrado in vitro e pode contribuir para a redugao de
niveis de S. mutans na saliva e no biofilme e uma redugdo na producao de acido entre os que
consomem xilitol (TRAHAN, 1995).

O xilitol reduz a formagao do biofilme dentario e impede a aderéncia do S. mutans
na superficie do esmalte. Seu uso prolongado seleciona um xilitol resistente a acdo do S.
mutans. Resultando em uma redu¢do desses microrganismos (REFERENCE MANUAL,
2006-2007).

Em acréscimo, o xilitol tem uma série de outros efeitos sobre o S. mutans que
pode contribuir para alguns de seus efeitos clinicos na reducido da doenga carie. O consumo
em curto prazo de xilitol estd associado a diminui¢do dos niveis de S. mutans na saliva e no
biofilme. O consumo habitual em longo prazo parece ter um efeito seletivo sobre S. mutans.
Isso conduz a selegdo para as populagdes que sdo menos virulentas e menos capazes de aderir
as superficies do dente e, assim, sdo vertidas mais facilmente do biofilme para saliva. Este
efeito pode ser importante nao s6 para a experiéncia de carie do individuo, mas também pode
influenciar na transmissao vertical de S. mutans (TRAHAN, 1995).

Mouton, Scheinin & Makinen (1975) analisaram o efeito de gomas de mascar
contendo xilitol na reducdo do biofilme dentario. Para tanto utilizou uma amostra de 96

estudantes de Odontologia, divididos aleatoriamente em trés grupos: um com 32 estudantes
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utilizando gomas de mascar com sacarose, outro com 36 estudantes utilizando gomas de
mascar com xilitol e um grupo controle com 28 estudantes que ndo utilizava nenhuma goma
de mascar. Eles foram instruidos a permanecerem durante trés dias com higiene restrita para
permitir a formacdo de biofilme dentario. Esta foi a primeira fase do experimento, onde os
estudantes receberam instrugdo para mascar seis gomas por dia, sendo uma ao acordar, duas
apo6s a primeira refei¢ao, duas apds a segunda refeicdo e uma ao deitar. Na segunda fase, foi
realizado o registro clinico, através de mensuracdo do biofilme dentdrio. Na avaliacdo dos
registros, foi observado que o peso do biofilme coletado no grupo que utilizou gomas com
xilitol foi 24% menor que no grupo controle e 40% menor que no grupo que utilizou as gomas
contendo sacarose, indicando que o uso da goma de mascar contendo xilitol promovem
efeitos benéficos na amostra analisada.

Jaana (2002) avaliou a aceitacdo e a conformidade de um regime de goma de
mascar contendo xilitol por criangas e professores da sala de aula em um programa. Trinta e
cinco criancas mastigaram a goma de xilitol trés vezes ao dia durante um periodo de trés
semanas. A aceitagdo das criangas foi avaliada segundo um questionario. As avaliagdes
positivas foram dadas para a mastigacdo do xilitol (94%) e (86%) para o seu gosto. A
aceitacao dos professores também foi boa.

Jaana (2002) também avaliou os efeitos da utilizacdo de gomas de xilitol nos
niveis salivares de S. mutans. Foram selecionadas 61 criangas que mascavam estas gomas por
5 minutos durante trés semanas. Como resultado verificou-se uma mudanga de 48% dos
niveis salivares de S. mutans no grupo que utilizou goma de mascar com xilitol.

Hildebrandt & Sparks (2000) selecionaram 151 individuos com altos niveis de S.
mutans. Um grupo bochechou clorexidina a 0,12% duas vezes por dia durante 14 dias. O
grupo teste mascara uma goma de xilitol, comercializada, trés vezes ao dia durante no minimo
cinco minutos cada por trés meses. Os individuos do grupo placebo utilizaram uma goma de
mascar de sorbitol, comercializado, ¢ os individuos do grupo controle nao mastigaram
nenhuma goma. Os autores avaliaram a concentragdo de S. mutans sobre a denti¢do usando
amostras de parafina-estimulada na saliva. Os autores diluiram as amostras sucessivamente,
plaqueando-as sobre meios seletivos e incubando-as anaerobicamente; eles entdo enumeraram
as colonias sob um microscopio. A goma de mascar com xilitol prolongou o efeito do
tratamento de clorexidina sobre S. mutans.

Isokangas et al. (2000) estudaram os efeitos de goma de mascar contendo xilitol
em futuras maes que apresentavam grande quantidade de S. mutans na saliva, para a

prevengdo de caries de seus filhos. Elas iniciaram o uso do xilitol em gomas de mascar trés
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meses antes do nascimento de seus filhos, quatro vezes ao dia. Apds o nascimento dos bebés o
uso foi interrompido por 24 meses. Os efeitos do xilitol foram comparados ao uso do verniz
com fluor e clorexidina aplicado 6,12 e 18 meses apds o parto. Nenhuma crianca recebeu
qualquer tratamento profilatico durante os dois anos. Os resultados obtidos mostraram que o
uso regular de xilitol pelas maes propiciou uma redugdo estatisticamente significante na
colonizagdo de S. mutans nos seus filhos de dois anos comparados com os dentes em criangas
cujas maes receberam o tratamento de verniz com flior ou clorexidina, sendo também mais
tardia a ocorréncia da primeira carie nas criangas do grupo xilitol. Com cinco anos de idade as
criangas do grupo xilitol apresentavam 70% menos lesdes de carie dentdria quando
comparadas aos outros grupos. Os autores concluiram que o uso de gomas de mascar
contendo xilitol pelas maes pode prevenir a céarie dentaria em criangas por impedir a
transmissdo de S. mutans das maes para seus filhos.

Soderling et al, em 2000, realizaram um estudo para descobrir se as maes que
consumiam habitualmente xilitol poderiam evitar a transmissao de S. mutans para seus filhos.
As gestantes foram divididas em trés grupos: gomas de mascar contendo xilitol, verniz de
clorexidina e verniz de fluoreto. Os resultados obtidos mostraram que a incidéncia de cérie
nas maes foram similares nos trés grupos e o risco das criangas desenvolverem coldnias de S.
mutans foi cinco vezes maior no grupo flior e trés vezes maior no grupo clorexidina,
comparados ao xilitol.

Beckers (1988) observou a influéncia do xilitol no metabolismo da glicose sobre
S. mutans. Houve inibicdo tanto na taxa de crescimento como na producdo acida do
microrganismo. Houve, também, uma inibicdo das lesdes de carie na fissura na presenca de

xilitol comparada ao grupo que utilizou glicose.

2.5 ASSOCIACAO DA CLOREXIDINA E XILITOL

A associacdo da clorexidina com xilitol pode ser uma alternativa para evitar os
efeitos colaterais da clorexidina, pois o xilitol em forma de solucdo pode ser usado por um
longo periodo sem causar efeitos adversos. Além disso, diminuiria os niveis de S. mutans em
maes com alto risco de cdrie e, conseqiientemente, a contaminacdo precoce dos bebés;
permitiria que pacientes fisica e mentalmente incapacitados com dificuldade de higienizacao
pudessem utilizar essa associa¢do reduzindo, também, os niveis de bactérias cariogénicas

(GEBARA, ZARDETTO & MAYER, 1996; MACHADO et al., 2002; BURT, 2006).
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A associacdo destas duas substancias com outros agentes como, por exemplo,
entre clorexidina e fluoreto e entre xilitol e sorbitol pode ser observada em estudos como os
de Pienihakkinen et al (1995), Makinen et al (1996) e Jannesson et al (2002). Estes estudos
avaliaram a possivel potencializa¢do de uma substancia pela outra no controle da carie.

Simons et al (1999) conduziram um estudo de 14 dias utilizando goma de mascar
de clorexidina e xilitol e concluiram que a associacdo dessas substancias reduz
significativamente os niveis salivares de S. mutans, muito mais do que o grupo que utilizou
apenas xilitol.

Outro estudo menciona que o uso continuo de clorexidina seguido de xilitol reduz
os niveis salivares de S. mutans. Este retornou aos niveis iniciais bem mais devagar no grupo
que utilizou clorexidina seguido de xilitol (HILDEBRANT & SPARKS, 2000).

Modesto & Drake (2002) observaram que a solugdo de clorexidina a 0,12%
seguida do uso de solugdo de xilitol a 0,5% inibiu significativamente a formagao de S. mutans
no biofilme in vitro.

Modesto & Drake (2006) estudaram o efeito de varias exposi¢cdes de clorexidina
combinado com o gluconato de cobre ou gluconato de zinco, seguido de exposi¢do pelo
xilitol, na capacidade do S. mutans se aderir e formar biofilme dentario. As combinagdes de
clorexidina seguidas de xilitol exibiram uma inibi¢do significativa sobre S. mutans.

Entretanto, a associacdo destas substdncias ndo tem recebido a atencdo que
merece. Além do nimero reduzido de estudos, nenhum foi desenvolvido em criangas pré-

escolares, uma importante populagdo alvo em estudos de prevencao.
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3 MATERIAIS E METODOS

Com o objetivo de avaliar a eficdcia antimicrobiana contra o S. mutans das
solugodes de xilitol, clorexidina e associagdo de ambas, foi realizado um estudo experimental
in vitro executado em trés etapas distintas e complementares:

Primeira Etapa: foi realizado estudo qualitativo buscando-se identificar o
crescimento do S. mutans através do método de exposi¢do direta a xilitol 0,5%, xilitol 35%,
clorexidina 0,12%, clorexidina 0,12% seguida de exposi¢do a xilitol 0,5% , tendo como
referéncia a escala de McFarland.

Segunda Etapa: avaliagdo quantitativa da inibi¢do de crescimento do S. mutans,
xilitol 35%, clorexidina 0,12%, clorexidina 0,12% associada ao xilitol 35%, clorexidina 2% e
solugdo salina 0,9% através da técnica de difusdo em Agar, com e sem disco.

Terceira etapa: contagem de unidades formadoras de colonia apos a técnica de

Exposicao Direta de cones de papel.

3.1 PRIMEIRA ETAPA - CRESCIMENTO BACTERIANO

1. Bactéria Utilizada:
e S.mutans (ATCC 25175).

2. Solugdes Testadas:
e Grupo 1: xilitol 0,5%
e Grupo 2: xilitol 35%
e Grupo 3: clorexidina 0,12%
e Grupo 4: clorexidina 0,12% seguida de exposi¢do a xilitol 0,5%
e Grupo Controle Positivo: 0,1 ml de S. mutans em 5 ml de caldo neutralizante
(Difco).
e Grupo Controle Negativo: 5 ml de caldo Neutralizante (Difco) de coloragao

lilas.

3. Preparo das Suspensdes Microbianas:
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Em um tubo de ensaio contendo meio Brain Heart Infusion (BHI), esterilizado por
autoclavagem a 121°C, durante 20 minutos, foi semeado Streptococcus mutans (S. mutans) da
cepa ATCC 25175 que, em seguida, foi incubado por periodo de 24 horas, em temperatura de
37°C e condig¢des anaerdbias. Através de al¢a de inoculagao, foi retirada amostra do resultado
desta incubacdo e transferido, em condi¢des assépticas, para tubo de ensaio contendo 5 ml de
solugdo salina 0,9% estéril (Figuras 1 e 2). Repetiu-se a transferéncia até que o conteudo
desse tubo de ensaio atingisse turvacao semelhante a da escala 1 de McFarland, o que indica a

presenca de 3x10® células por mililitro de solugdo (Figura 3).

Figura 1: S. mutans em meio BHI. Natal-RN, 2008.



Figura 2: Processo de padronizacdo. Natal-RN, 2008.

Figura 3:

Padronizacgéo pela Escala de Mcfarland. Natal-RN, 2008.
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4. Determinacao da A¢do Antimicrobiana pelo Método de Exposicao Direta:

Trinta e seis cones de papel absorvente, segunda série (Dentsply), nimero 80,
foram esterilizados por autoclavagdo a 121°C, durante 20 minutos e divididos em quatro
grupos (1, 2, 3 e 4) de 9 cones cada. Apos distribuir a solugdo microbiana experimental em
uma placa de Petri, cada grupo foi imerso durante 05 minutos, finalizando o processo de
contaminag¢do (Figura 4). Concluida essa etapa, cada grupo de cones foi transferido para placa
de Petri contendo uma das solucdes estudadas (Figura 5), sendo: grupo 1 - xilitol 0,5%, grupo
2 - xilitol 35%, grupo 3 - clorexidina 0,12% e grupo 4 - clorexidina 0,12% seguida de uma

exposicao ao xilitol 0,5%.

Figura 4: Contaminacéo dos cones de papel com S. mutans. Natal-RN, 2008.
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Figura 5: Exposicdo dos cones contaminados com S. mutans a solu¢do antimicrobiana.
Natal-RN, 2008.

Para cada substancia, o respectivo grupo de cones foi dividido em quatro
subgrupos (1.1/1.2/1.3, 2.1/2.2/2.3, 3.1/3.2/3.3, 4.1/4.2/4.3) com trés cones cada um. Os
subgrupos indicados pelos nimeros 1, 2 e 3 permaneceram em contato com a solugdo testada
por 45, 60 e 120 segundos, respectivamente, sendo que, ao final deste tempo, os cones dos
subgrupos 1, 2 e 3 foram individualmente transferidos para tubos de ensaio identificados
contendo 5 ml de caldo neutralizante Difco. Os cones do grupo 4, apos serem retirados da
imersdo em clorexidina 0,12%, foram imersos em xilitol 0,5% permanecendo em exposi¢ao
pelo mesmo tempo que ficaram a clorexidina: 4.1 — 45 segundos, 4.2 — 60 segundos e 4.3 -
120 segundos, sendo entdo transferidos individualmente para tubos de ensaio identificados

contendo 5 ml de caldo neutralizante (Figura 6).
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Figura 6: Cone de papel em tubo de ensaio contendo caldo neutralizante. Natal-RN,
2008.

Para obtengdo do grupo-controle positivo, foi inoculado 0,1 ml de solugdo
bacteriologica em 2 tubos de ensaio estéreis contendo 5 ml de caldo neutralizante. Ja o grupo-
controle negativo consistiu em 2 tubos de ensaio com 5 ml de caldo neutralizante. Em ambos
os grupos, o material foi levado em jarra hermeticamente lacrada, com ambiente anaerobio em
seu interior obtido através do consumo do oxigénio ali contido pela chama de uma vela. Apo6s
o consumo do oxigénio, a jarra com os tubos de ensaio foi levada para uma estufa

bacteriologica a 37°C, onde permaneceu por 48 horas (Figura 7).



34

Figura 7: Tubos de ensaio em ambiente anaero6bio. Natal-RN, 2008.

Apo6s o periodo em que permaneceu na estufa bacterioldgica, o material contido
em cada um dos tubos de ensaio de todos os grupos foi analisado macroscopicamente por trés
avaliadores calibrados, quanto a presenca ou auséncia de turvagdo e segundo os parametros da
escala visual de McFarland (Figura 8). Esse procedimento foi repetido por cada avaliador

quatro vezes.
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Figura 8: Leitura final dos tubos de ensaio. Natal-RN, 2008.

Para a certificacio de que ndo houve contaminagdo das amostras por outras
bactérias, foi realizada observagdo microscopica através de esfregagos em laminas de vidro,
coradas pelo método de Gram para confirma¢do microscopica da presenca de cocos Gram-
positivos (Figuras 9 e 10). A técnica de coloracdo de Gram empregada permitiu observar a
forma e o tipo de agrupamento bacteriano, além de diferenciar as células em dois grupos
frente aos corantes basicos. O mecanismo ¢ baseado na constituicdo quimica da parede
celular. As bactérias Gram positivas, por apresentarem uma camada espessa de
peptideoglicano, retém o cristal violeta, fixado pelo lugol (cor violeta), enquanto que as Gram
negativas sdo coradas pela fucsina, uma vez que apresentam parede celular constituida por
uma delgada camada peptideoglicano e lipopolisacarideo, corando-se de vermelho. O que se
observou foi a confirmagdo da presenca de S. mutans, bactéria Gram positiva em todas as

amostras coletadas no estudo.
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Figura 10: Presenca de cocos Gram positivos. Natal-RN, 2008.
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Em todas as etapas experimentais, sem exce¢ao, a cadeia asséptica foi mantida, e

os testes foram efetuados em triplicata.

3.2 SEGUNDA ETAPA - ACAO ANTIMICROBIANA DE XILITOL,
CLOREXIDINA E ASSOCIACAO SOBRE Streptococcus mutans

1. Bactéria Utilizada:

e S. mutans cepa ATCC 25175

2. Solugdes Analisadas:
e Grupo I: clorexidina 0,12%
e Grupo II: xilitol 35%
e Grupo II: clorexidina 0,12% associada a xilitol 35%
e Grupo Controle Positivo: clorexidina 2%

e Grupo Controle Negativo: solucdo salina 0,9%

3. Meio de Cultura:
e Agar Mueller-Hinton

4. Preparo das Suspensdes Microbianas:

Em um tubo de ensaio contendo meio Brain Heart Infusion (BHI), esterilizado por
autoclavagem a 121°C, durante 20 minutos, foi semeado S. mutans da cepa ATCC 25175 que,
em seguida, foi incubado por periodo de 24 horas, em temperatura de 37°C e condig¢des
anaerobias. Através de alga de inoculagdo, foi retirada amostra do resultado desta incubagao e
transferido, em condigdes assépticas, para tubo de ensaio contendo 5 ml de solugdo salina
0,9% estéril. Repetiu-se a transferéncia até que o conteido desse tubo de ensaio atingisse

turvacao semelhante a da escala 1 de McFarland.
5. Processo de Inoculagao do Meio:

Em 12 placas de Petri de 10 cm de didmetro, foi distribuido homogeneamente

agar Mueller-Hinton até atingir uma camada de 4 mm de espessura. Uma aliquota de 0,1 ml
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da suspensdo microbiana elaborada inicialmente foi transferida para cada placa de Petri com o
meio de cultura e, de imediato, semeada uniformemente com o auxilio de swab oral estéril, a

fim de se obter crescimento bacteriano uniformemente distribuido (Figura 11).

Figura 11: Semeadura do S. mutans em agar Mueller-Hinton. Natal-RN, 2008.

6. Preparo e Colocagdo de Antimicrobianos:

Cada um de cinco discos estéreis de papel absorvente foi imerso em 5 ml de
solucdo antimicrobiana: disco 1 - clorexidina 0,12%, disco 2 - xilitol 35%, disco 3 -
clorexidina 0,12% associada a xilitol 35%, disco 4 - clorexidina 2%, disco 5 - solu¢do salina
0,9%. Apos a absor¢do da solugdo testada, cada disco foi fixado na ponta de um alfinete
estéril e levado através deste para uma placa de Petri semeada com S. mutans (Figura 12).
Cada disco permaneceu em contato com a superficie da placa, de forma eqiiidistante, por 120
segundos, sendo posteriormente removido através da extremidade livre do alfinete. O disco e

alfinete foram entdo descartados. A placa foi coberta com tampa de vidro e nela foi realizada
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identificacdo através de marcador permanente do local da impressdo de cada disco. Este

processo foi repetido varias vezes até que se totalizassem seis placas de Petri.

Figura 12: Colocacéo de disco circular presos a alfinete estéril. Natal-RN, 2008.

Num segundo grupo, cinco discos estéreis de papel absorvente foram imersos em
5 ml de determinada solucdo antimicrobiana: disco 1 - clorexidina 0,12%, disco 2 - xilitol
35%, disco 3 - clorexidina 0,12% associada a xilitol 35%, disco 4 - clorexidina 2%, disco 5 -
solugdo salina 0,9%. Apds a absor¢ao da solucdo testada, os discos foram conduzidos com o
auxilio de pinga clinica estéril e distribuidos equidistantemente em placa Petri contendo meio
agar Muller-Hinton e semeada com S. mutans. Os discos foram levemente pressionados e
permaneceram em contato com a superficie do meio agar. A placa foi coberta com tampa de
vidro e nela foi realizada identificagdo através de marcador permanente do local de cada
disco. Este processo foi repetido varias vezes até que se totalizassem seis placas de Petri

(Figura 13).
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Figura 13: Colocagao dos discos de papel na placa de petri. Natal-RN, 2008.

7. Pré-Incubagao e Incubacao:

As 12 placas de Petri preparadas foram levadas para estufa bacterioldgica onde
permaneceram a temperatura de 37 °C por 24 horas. Ao final deste intervalo de tempo, todas
as placas foram retiradas da estufa. Foi aferido com um paquimetro digital (Starrett 799-
6/150) o diametro das zonas de inibicao do crescimento microbiano que se formou ao redor
dos discos que permaneceram nas placas, ou ao redor dos locais onde os discos permaneceram
em contato por 2 minutos. As placas foram novamente conduzidas a estufa bacteriologica
onde permaneceram sob as mesmas condi¢des por mais 24 horas. Apds o segundo periodo de
incubagdo, foi novamente realizado registro dos halos de inibi¢do com paquimetro digital.
Para conferir a fidedignidade aos resultados, cada medida foi aferida duas vezes pelo mesmo

avaliador em momentos distintos.
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3.3 TERCEIRA ETAPA - CONTAGEM DAS UNIDADES
FORMADORAS DE COLONIA

Foi realizada a contagem das unidades formadoras de colonia pelo método de

Exposi¢ao Direta baseado nas metodologias de Siqueira et al., (1998) e Estrela (2001).

1. Bactéria Utilizada:

e S.mutans (ATCC 25175).

2. Solugdes Analisadas:
e Grupo 1: clorexidina 0,12%
e Grupo 2: xilitol 35%
e Grupo 3: clorexidina 0,12% associada a xilitol 35%
e Grupo 4 — grupo-controle positivo: clorexidina 2%

e Grupo 5 — grupo-controle negativo: solucao salina 0,9%

3. Preparo das Suspensdes Microbianas:

Em um tubo de ensaio contendo meio Brain Heart Infusion (BHI), esterilizado por
autoclavagem a 121°C, durante 20 minutos, foi semeado S. mutans da cepa ATCC 25175 que,
em seguida, foi incubado por periodo de 24 horas, em temperatura de 37°C e condig¢des
anaerobias. Através de alga de inoculagdo, foi retirada amostra do resultado desta incubagao e
transferido, em condigdes assépticas, para 5 tubos de ensaio contendo 5 ml de solugdo salina
0,9% estéril. Repetiu-se a transferéncia até que o conteudo desses tubos de ensaio atingisse

turvacao semelhante a da escala 1 de McFarland.

4. Determinacdo da Acdo Antimicrobiana pelo Método de Exposicdo Direta

Modificado:

Cinco cones de papel absorvente segunda série (Dentsply), nimero 80, foram
esterilizados por autoclavagdo a 121°C por 20 minutos. Cada cone foi imerso durante 5
minutos em uma das cinco suspensdes microbianas experimentais elaboradas. Em seguida,
cada cone foi imerso em tubo de ensaio estéril contendo 5ml das solucdes antimicrobianas

avaliadas, onde permaneceram por 120 segundos: cone 1 — clorexidina 0,12%, cone 2 — xilitol
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35%, cone 3 — clorexidina 0,12% associada a xilitol 35%, cone 4 — clorexidina 2% e cone 5 —

solucao salina 0,9%.

Apobs o contato com as solugdes antimicrobianas, cada cone foi transferido com
pinga clinica numero 01 estéril para tubo de ensaio previamente identificado contendo 5 ml de
solugdo salina 0,9%, onde permaneceu por 10 minutos a fim de se remover as células ndo
aderidas a sua superficie (Figura 14). Em seguida, cada cone foi transferido com auxilio de
uma pinga estéril para um tubo de ensaio identificado contendo solucdo salina 0,9% estéril,
sendo, entdo, submetido a agitador de tubos (Vortex) por 20 segundos (Figura 15). Este
processo foi realizado trés vezes resultando num total de 15 tubos de ensaio vortexados — trés
de cada solugdo-teste. Aliquotas de 50 microlitros do contetido de cada um desses tubos de
ensaio foram inoculadas em 5 placas de Petri com agar BHI e distribuidas de forma
homogénea com auxilio de alga de Digralsky (Figura 16). Ao total, obtiveram-se 75 placas de
Petri devidamente identificadas que foram incubadas em estufa bacteriologica a 37°C por 24

horas.

Figura 14: Transferéncia do cone para solucdo salina. Natal-RN, 2.008.



Figura 16: Distribuicdo com auxilio de al¢ca de Digralsky. Natal-RN, 2.008.
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Cada placa de Petri foi submetida a contador eletronico de particulas do tipo
Coulter para determinar numero de unidades formadoras de coldnias. Os resultados foram

registrados e catalogados em banco de dados (figura 17).

:
\ll'fllll"

Figura 17: Contagem das unidades formadoras de col6nias. Natal-RN, 2.008.

3.4 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos foram apresentados através de graficos e tabelas. Em um
primeiro momento da pesquisa foi feita uma avaliacdo qualitativa expressa em tabela. Na
segunda parte da pesquisa foi realizado o teste estatistico ANOVA dois critérios e o Teste de
Tuckey nivel de significancia 5%. Na terceira etapa da pesquisa foi realizado o teste de

Kruskal Wallis seguido pelo Teste de Miller.
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4 RESULTADOS

A tabela 1 descreve os resultados do crescimento do S. mutans avaliada através do
teste turbidimétrico segundo a Escala visual de Mcfarland as solugdes testadas, pela exposicao
direta, nos periodos de 45,60 e 120 segundos.

O grupo-controle positivo (0,1ml de S. mutans em 5ml de caldo neutralizante)
atingiu o valor 10 da escala visual de Mcfarland o que representa o maior crescimento
bacteriano. J4 o grupo-controle negativo (5 ml de caldo neutralizante) ndo apresentou
turvagao, o valor zero, o que, pela analise visual de Mcfarland, indica auséncia de crescimento
bacteriano.

Foi observado presenca de crescimento variando de 8 a 10 segundo a Escala de
Mcfarland em todas as substancias testadas. Apesar disso, quando comparados ao grupo-
controle positivo (0,1ml de S. mutans em 5 ml de caldo neutralizante), demonstrou-se que a
turvacdo dos grupos testados foi um pouco menor do que o grupo controle positivo. O
crescimento bacteriano teve um grau de inibi¢do espressivo quando avaliado por um método

qualitativo em meio liquido.

Tabela I: Crescimento do S. mutans, segundo a Escala visual de Mcfarland,
comparando-se agentes antimicrobianos e tempo de exposicdo. Natal, 2008.

Tubo 1 Tubo 2 Tubo3
45 10 9 8
Clorexidina 0,12% 60 9 8 10
120 10 9 9
45 10 10 9
Xilitol 35% 60 10 10 9
120 10 9 10
45 8 8 9
Xilitol 0,5% 60 10 10 10
120 10 9 9
Clorexidina 0,12% 45 8 8 8
seguido de xilitol 60 8 10 10
0,5% 120 9 10 10
Grqp_o-controle i 10 10 i
positivo
Grupo-controle
. - 0 0 -
negativo
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As médias dos diametros, em milimetros, dos halos de inibi¢ao ao crescimento do
S. mutans, quando discos de papel saturados com os agentes antimicrobianos em teste
permaneceram em contato com o meio de cultura durante todo o tempo de incubagdo, de 24 e
48 horas, sao demonstrados na tabela II e no grafico I. Estes dados foram submetidos a anélise
de variancia avaliando o tempo e o halo de inibicdo formado apods exposicdo as substincias
testadas, houve diferenca estatistica significante entre os grupos (p=0,000), mas nao entre os
tempos (p=0,55). Considerando-se um nivel de significancia de 5%.

Para permitir a comparacdo entre os halos de inibicdo dos grupos entre si, foi
aplicado o teste de Tukey que mostrou haver diferenga estatisticamente significante entre
todos os grupos comparados dois a dois, exceto entre: clorexidina 0,12% e associacdo de
clorexidina 0,12% ao xilitol 35%; clorexidina 0,12% e clorexidina 2%; e xilitol 35% e
solugdo salina 0,9%. A unica diferenca estatisticamente significante entre dois grupos onde
nenhum dos dois teve média zero foi entre a associacao de clorexidina 0,12% com xilitol 35%
e clorexidina 2%. Ou seja, os grupos clorexidina 0,12%, associa¢do de clorexidina 0,12% com
xilitol 35% e clorexidina 2% sdo superiores ao xilitol 35% e a solugdo salina 0,9%. A
clorexidina 2% ¢ superior a associacdo de clorexidina 0,12% com xilitol 35% e a clorexidina

0,12% nao tem diferenga em relacdo a associacao de clorexidina 0,12% com xilitol 35%.

Tabela I1: Circunferéncia média dos halos de inibi¢do do crescimento do S. mutans
frente a diversas solucGes antimicrobianas em disco de papel, ap6s 24 horas e 48 horas
de incubacdo. Natal, 2008.

o 24h 6 9,95 AC
0 b
Clorexidina 0,12% 48h 6 12,32 AC
— 24h 6 0,00 B
0 b
Xilitol 35% 48h 6 0,00 B
Clorexidina 0,12% associada a xilitol 24h 6 8,56 A
35% 48h 6 8,96 A
- 24h 6 13,60 C
0 2
Clorexidina 2% 48h 6 14,00 C
— 24h 6 0,00 B
0 bl
Solucéo salina 0,9% 48h 6 0,00 B

[ 1)

Letras diferentes apontam diferenga estatisticamente significante segundo o teste Tuckey a 5%. “n” representa o
numero de placas estudadas para cada substancia. Circunferéncias dos halos de inibi¢do em milimetros
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W Clorexidina 0,12%
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O Clorexidina 0,12% + Xilitol 35%
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B Solugdo Salina 0,95
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Grafico I: Registro das medias, em milimetros, dos halos de inibi¢&o do crescimento do
S. mutans, frente a diversas solu¢des antimicrobianas em disco de papel, ap6s 24 horas e

48 horas de incubacédo. Natal, 2008.

As médias dos diametros, em milimetros, dos halos de inibi¢do ao crescimento do

S. mutans, quando discos de papel saturados com os agentes antimicrobianos em teste

permaneceram em contato com o meio de cultura apenas por dois minutos antes do inicio dos

periodos de incubacdo, de 24 e 48 horas, sdo demonstrados na tabela III e no grafico II. Estes

dados foram submetidos a analise de variancia avaliando o tempo e¢ o halo de inibi¢ao

formado apos exposi¢do as substancias testadas Houve diferenga estatistica significante entre

os grupos (p=0,000), mas nao entre os tempos (p=0,52). Considerando-se um nivel de

significancia de 5% (o = 0,05).

Tabela I11: Halos de inibi¢cdo do crescimento do S. mutans, ap6s dois minutos de
exposicao as solucdes antimicrobianas, 24 e 48 horas de incubacdo. Natal, 2008.

. 24h | 6 6,39 A

0 b
Clorexidina 0,12% 434 6 6,95 A
i 24h | 6 0,00 B

0 b
Clorexidina 0,12% 24h | 6 4,34 A
associada a xilitol 35% 48h 6 4,44 A
L 24h 6 13,61 C

0 b
Clorexidina 2% 43h 6 14,96 C
L 24h 6 0,00 B

o bl
Solucao salina 0,9% 43h 6 0,00 B
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[73t)

Letras diferentes apontam diferenca estatisticamente significante segundo o teste Tuckey a 5%. “n” representa o
numero de placas estudadas para cada substancia. Circunferéncias dos halos de inibi¢do em milimetros

16 1

14 A

12 A

10 A M Clorexidina 0,12%

8 1 M Xilitol 35%

6 - OClorexidina 0,12% + Xilitol 35%
4 D Clorexidina 2%

5 - B Solugdo Salina 0,95

0 - T

24 horas 48 horas

Grafico I1: Halos de inibicdo (em milimetro) do crescimento do S. mutans, apos dois
minutos de exposi¢ado as solucdes antimicrobianas, 24 e 48 horas de incubagéo. Natal,
2008.

Para permitir a comparacdo entre os halos de inibicdo dos grupos entre si, foi
aplicado o teste de Tukey que mostrou haver diferenga estatisticamente significante entre
todos os grupos comparados dois a dois, exceto entre: clorexidina 0,12% e associacdo de
clorexidina 0,12% ao xilitol 35%; e xilitol 35% e solu¢ao salina 0,9%. As unicas diferencas
estatisticamente significantes entre dois grupos, onde nenhum dos dois teve média zero, foi
entre a associagao de clorexidina 0,12% com xilitol 35% e clorexidina 2%; e entre clorexidina
0,12% e clorexidina 2%. Ou seja, os grupos clorexidina 0,12%, clorexidina 0,12% associada
ao xilitol 35%, e clorexidina 2% sdo superiores ao xilitol 35% e a solugdo salina, e a
clorexidina 2% ¢ ainda superior em inibicdo ao S. mutans que clorexidina 0,12% isoladamente
ou em associa¢do com xilitol 35%. A clorexidina 2% teve acgdo inibitoria em 24 horas maior
que quaisquer outros grupos, mesmo apos o periodo de incubagao de 48 horas.

A quantidade de unidades formadoras de colonias de S. mutans resultantes da
incubagdo por 24 horas de cones de papel contaminados com a bactéria e expostas as

substancias antimicrobianas esta representada na tabela IV e no gréafico II1.
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Tabela 1V: Numero de unidades formadoras de col6nias de S. mutans exposto a
Clorexidina 0,12%, Xilitol 35%, Clorexidina 0,12% + Xilitol 35%, Clorexidina 2% e
Solucéo salina 0,9%. Natal, 2008.

CLOREXIDINA

CLOREXIDINA XILITOL CLOREXIDINA SOLUCAO
PEESE 0,12% 350 0'12)2{‘1 ﬁffgéﬁ,‘z“ & 206 SALINA 0,9%

1 96 243 112 29 Incontaveis
2 71 230 79 28 Incontaveis
3 88 238 103 26 Incontaveis
4 92 242 119 26 Incontaveis
5 113 240 146 28 Incontaveis
6 117 252 29 18 Incontaveis
7 148 246 29 11 Incontaveis
8 88 Incontaveis 42 17 Incontaveis
9 120 Incontaveis 46 15 Incontaveis
10 95 Incontaveis 30 17 Incontaveis
11 130 230 34 40 Incontaveis
12 204 234 32 35 Incontaveis
13 134 238 24 25 Incontaveis
14 146 241 28 41 Incontaveis
15 178 246 46 30 Incontaveis

1000 H
900 A
800 A

700 A

- o
600 - @ Clorexidina 0,12%

500 A @ Xilitol 35%

400 + O Clorexidina 0,12% + Xilitol 35%

300 A O Clorexidina 2%

200 A
M Solugdo Salina 0,95

100 A

Gréfico I11: Unidades formadoras de col6nias de S. mutans exposto as substancias
antimicrobianas. Natal, 2008.
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A aplicagdo de testes estatisticos paramétricos tornou-se inviavel, pois a
quantidade de unidades formadoras de colonias (UFCs) do grupo solugdo salina foi registrada
como incontavel devido ao enorme nimero de coldnias desenvolvidas. Langou-se mao do
teste de Kruskal-Wallis, que faz uma avalia¢do de dados ndo paramétricos atribuindo postos a
cada valor testado. Como a quantidade de colonias obtidas no grupo solugdo salina foi
incontavel, atribuiu-se o valor de 999, pois assim este valor seria maior que o de qualquer

outro grupo (tabela V).

Tabela V: Quantidades de unidades formadoras de coldnias de S. mutans exposto a
Clorexidina 0,12%, Xilitol 35%, Clorexidina 0,12% + Xilitol 35%, Clorexidina 2% e
Solucéo salina 0,9%. Natal, 2008.

Clorexidina 0,12% 15 117,00 537,50 35,30 be
Xilitol 35% 15 242,00 817,50 54,50 ab
Clorexidina 0,12% +

wilitol 35% 15 42,00 343,00 22,86 cd
Clorexidina 2% 15 26,00 154,50 10,30 d
Solucéo salina 0,9% 15 999,00* 997,50 66,50 a

*Foi atribuido para efeito de calculo estatistico o valor de 999 UFCs as amostras com UFCs “incontaveis”.
Diferenca estatisticamente significante (P=0,0000) (Teste Kruskal-Wallis).
**Letras diferentes apontam diferenga estatisticamente significante segundo o teste Miller a 5%.

Aos valores resultantes dos postos atribuidos no teste de Kruskal-Wallis foi
aplicado o teste de Miller para comparacdes individuais com nivel de significancia de 5%
(p=0,05) (Tabela V). Revelou-se entdo, que a clorexidina 2% apresentou diferenca
estatisticamente significante em relagdo a todos os grupos exceto em relagdo ao grupo da
associacdo de clorexidina 0,12% com xilitol 35%. A associacdo de clorexidina 0,12% com
xilitol 35% ndo apresentou diferenca estatistica para o grupo clorexidina 2% e para o grupo
clorexidina 0,12%. O grupo da solugdo salina 0,9% apresentou diferenca estatisticamente
significante em relacdo a todos os grupos, exceto em relacdo ao grupo de xilitol 35%. O grupo
xilitol 35% ndo apresentou diferenga estatisticamente significante em relagdo a clorexidina
0,12%, mas teve pior resultado que o grupo de clorexidina 2% e a associa¢do de clorexidina

0,12% com xilitol 35%.
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5 DISCUSSAO

A clorexidina e o xilitol s3o importantes armas terapéuticas no combate a carie
dentaria. O uso desses agentes isoladamente ou em associagdo com outras substancias reduz
os niveis de Streptococcus mutans na cavidade oral (HILDEBRANDT, BRANDON &
SPARKS, 2000; BECKERS, 1988; SODERLING et al, 2001; SAHNI et al, 2002; DRAKE et
al, 1993; KLEIN et al, 1999; EMILSON, 1994; TRAHAN, 1995; BRIAN & BURT, 2006;
ALMEIDA & BASTOS, 2001; BOTELHO, 2000; LUOMA, 1972; JAANA, 2002;
EMILSON, 1981; GONCALVES et al, 2001; PERES & RIBEIRO, 2004; MAKINEN et al,
1996; MARSH et al, 1983; AMEACHI, SUSAN & WILLIAM, 1999; SODERLING et al,
2000; SIMONS et al, 1999). A fim de testar a agdo desses antimicrobianos de forma isolada e
quando ambos sdo administrados conjugados, a presente pesquisa, inicialmente, avaliou de
maneira qualitativa a presenga de crescimento do S. mutans em exposi¢do as substancias
antimicrobianas supracitadas. Para tal, utilizou-se o teste de turvacdo segundo a escala de
McFarland, onde se utilizou a escala de turvacao baseada numa suspensdo de sulfato de bario.
A medida foi feita visualmente entre as turvagdes da escala de McFarland e a turvagao da
suspensao microbiana.

Nesta etapa da pesquisa, quando se comparou a agdo dos antimicrobianos com o
grupo-controle negativo (5Sml de caldo neutralizante), em todos os grupos testados houve
turvacdo do conteudo do tubo de ensaio apds o periodo de incubagdo, o que demonstra
evidente proliferacdo do S. mutans frente as substincias avaliadas. Apesar disso, quando
comparados ao grupo-controle positivo (0,1ml de S. mutans em 5ml de caldo neutralizante),
demonstrou-se que a turvagdo dos grupos testados deu-se em menor intensidade, atingindo
escores inferiores na escala visual de McFarland, ou seja, a multiplicagdo bacteriana teve
algum grau de inibicao, evidenciando o efeito antimicrobiano destas solugdes.

Em estudos prévios, Schacken et al (1991), Emilson, Gisselsson & Birkhed
(1999) afirmam que apos a interrup¢do da terapia antimicrobiana, a cavidade oral pode ser
recolonizada dependendo da freqliéncia da terapia, veiculo e concentracdo do agente
antimicrobiano. Outro fator que pode influenciar em uma agdo menos eficaz do agente
antimicrobiano ¢ a variabilidade na suscetibilidade do S. mutans as substancias
antimicrobianas. Essa variabilidade no nivel de supressdo e na rapidez do retorno de S.
mutans rapidamente sugeriu a possibilidade da clorexidina e do xilitol ndo estarem agindo tao

eficazmente contra o microrganismo. Isso corrobora com os resultados de outros estudos
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(MALTZ, ZICKERT & KRASSE, 1981; SANDHAM et al, 1988). Porém, a teoria de
recolonizag¢dao nao pode ser confirmada em um método experimental uma vez que nao houve
reproducdo das condi¢des do meio ambiente bucal e a pesquisa empregou rigidez na técnica
asséptica. Quanto a possibilidade de variagdo na sensibilidade dos microrganismos as
substancias, a utiliza¢do de uma unica cepa da bactéria em todos 0s grupos minimiza essa
variabilidade.

Aumentar o tempo de exposicdo do microrganismo as substincias avaliadas
poderia ser uma alternativa para se conseguir maior a¢ao das substancias e, assim, possibilitar
a comparagdo da capacidade inibitoria de cada uma e da associagdo. Contudo, percebeu-se
que nao houve diferenca entre os grupos ao se comparar os tempos de 45, 60 ¢ 120 segundos.

No estudo de Modesto & Drake (2006), onde foi realizada exposi¢do do S. mutans
a uma concentragdao de xilitol de 0,5%, ndo houve efeito consideravel na inibi¢do do
crescimento do S. mutans. Isto se faz considerar que, ao se utilizar uma concentragdo maior de
xilitol, poder-se-ia demonstrar a capacidade antimicrobiana desta substincia. Sahni et al
(2002) testaram a acdo do xilitol sobre o S. mutans em diferentes concentragdes havendo
comprovagdo de acdo antimicrobiana em concentragdes que variaram de 0,78% a 50%. Com a
finalidade de promover o estudo da a¢ao antibacteriana do xilitol e compara-lo as solug¢des de
clorexidina, foi selecionada a solu¢do em concentracdo de 35%, pois se tem respaldo de
eficiéncia pelo trabalho de Sahni et al e existe solu¢ao disponivel comercialmente (Spiffies®)
para realizagdo de prevengdo de cérie dentaria.

Assim sendo, na segunda etapa da pesquisa, descartou-se a utilizagdo dos menores
tempos, descartou-se o xilitol 0,5% e avaliou-se quantitativamente (através da medi¢do do
halo de inibi¢do) a eficacia dos antimicrobianos na inibi¢do do crescimento do S. mutans nos
tempos de 2 minutos, 24 horas e 48 horas. Nesse segundo momento, ndo houve diferenga
estatistica entre os tempos de 24 horas e 48 horas estudados na pesquisa (p=0,55) ¢ o
comportamento das substincias testadas também foi semelhante quando o disco com o
antimicrobiano permaneceu durante dois minutos em contato com o meio em relacdo aos
grupos onde as solugdes permaneceram expostas durante as 48 horas avaliadas.

No que diz respeito a formagdo de halo de inibicdo no grupo onde o disco
permaneceu em contato durante as 48 horas com o microrganismo, nesse grupo houve
diferencga entre os grupos das substancias testadas (p= 0,000). Em todos os grupos, o controle
positivo, a clorexidina a 2%, apresentou o maior halo de inibi¢do de crescimento sobre S.
mutans, sendo esta diferenca estatisticamente significante em relagdo a xilitol 35% e

associac¢do clorexidina 0,12% e xilitol 35% (p<0,05), mas ndo a clorexidina 0,12%. O grupo
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de clorexidina 0,12% ndo apresentou diferenca estatisticamente significante com relacdo a
associacdo de clorexidina 0,12% e xilitol 35%. O grupo xilitol 35% apresentou halos de
inibi¢do estatisticamente menores do que todos os outros grupos (p< 0,05), exceto o grupo
controle negativo (salina 0,9%). Nesse grupo apesar da clorexidina a 0,12% e da associagao
da clorexidina a 0,12% com o xilitol a 35% terem apresentado um resultado satisfatério em
relacdo ao controle negativo (solugdo salina 0,9%) eles ndo apresentaram diferenga estatistica
entre si e apresentaram um efeito antimicrobiano inferior ao controle positivo (clorexidina a
2%). O estudo de Botelho (2000) e Freitas et al (2003) corrobora com o mesmo resultado que
obtivemos nesta pesquisa frente a associagdo dessas substiancias ndo terem nenhum efeito
benéfico contra o S. mutans.

No que diz respeito a formacao do halo de inibi¢gdo quando o disco foi removido
apds dois minutos de exposicdo, nesse grupo foi encontrada diferenca estatisticamente
significante entre os grupos das substancias testadas (p=0,52). Em todos os grupos, o controle
positivo, a clorexidina a 2%, apresentou o maior halo de inibi¢cdo de crescimento sobre S.
mutans, sendo esta diferenca estatisticamente significante em relagdo ao xilitol 35% e a
associacgdo clorexidina 0,12% e xilitol 35% (p<0,05), mas ndo a clorexidina 0,12%. O grupo
de clorexidina 0,12% nido apresentou diferenga estatisticamente significante com relagdo a
associacdo de clorexidina 0,12% e xilitol 35%. O grupo xilitol 35% apresentou halos de
inibi¢do estatisticamente menores do que todos os outros grupos (p< 0,05), exceto o grupo
controle negativo (salina 0,9%). Tanto nesse grupo como no anterior apesar da clorexidina a
0,12% e da associagdo da clorexidina a 0,12% com o xilitol a 35% terem apresentado um
resultado satisfatorio em relagdo ao controle negativo (solugdo salina 0,9%) eles nao
apresentaram diferenca estatistica entre si e apresentaram um efeito antimicrobiano inferior ao
controle positivo (clorexidina a 2%). O grupo controle positivo (clorexidina 2%) mesmo com
apenas 24horas teve um efeito antimicrobiano superior aos grupos da clorexidina 0,12% ¢ o
da associacdo de clorexidina 0,12% com xilitol 35% com 48 horas. Um trabalho realizado por
Drake & Modesto (2006) observaram significativa inibi¢do do crescimento do S. mutans, apos
varias administracdes de clorexidina seguida por varias exposi¢des ao xilitol. Tal desenho
metodoldgico pode responder pela discordancia dos resultados aqui encontrados, onde ndo se
utilizou multiplas exposi¢des ao agente antimicrobiano. Esses achados, aparentemente
contraditdrios, poderdo ser explorados mais profundamente em pesquisas futuras com grupos
de maior tamanho e através de um estudo in vivo.

Segundo a formagdo do halo de inibigdo, em ambos os grupos, onde o disco

permaneceu em contato durante as 48 horas com o microrganismo e quando o disco foi
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removido apds dois minutos de exposi¢do, o xilitol 35% foi o que apresentou menor inibicao
comparado ao grupo controle negativo, a solugdo salina 0,9%. O fato do xilitol 35% utilizado
isoladamente ter apresentado menores halos de inibicdo, se deve ao fato dele ser
bacteriostatico, e ndo bactericida, mesmo em elevadas concentragdes. Age no S. mutans se
acumulando intracelularmente e danificando suas propriedades de adesdo a estrutura dentéria
provocando assim uma diminuigdo no crescimento e producdo de acidos. Esse mesmo
pensamento foi observado (ISOKANGAS et al, 1889; SODERLING et al, 2000;
SODERLING et al, 2001; AUTTO, 2002; ¢ LYNCH & MILGROM, 2003). Um maior
nimero de exposigdes do xilitol ao S. mutans em uma nova pesquisa poderia selecionar um
microrganismo menos virulento e uma maior reducao no nimero de bactérias. Knuuttila &
Makinen (1975), Soderling, Trahan & Lumikari (1998) e Tanzer et al (2006) concordam o
pensamento acima. Algumas pesquisas in Vitro demonstram uma inibi¢do do S. mutans na
presenga de glicose, inibindo assim a produgdo de 4cidos, levantando a possibilidade de se
realizar um estudo in vitro em presenca de glicose. Esse pensamento ¢ semelhante ao estudo
(KNUUTTILA & MAKINEN, 1975).

A utilizagdo da clorexidina a 2% como controle positivo deveu-se ao
conhecimento prévio da sua acdo bactericida contra o S. mutans (SISSONS & MIDGLEY,
1981; LUOMA, 1972; MARSH et al, 1983; HUGO & LONGWORTH, 1964), o que pode ser
constatado principalmente no grupo em que as substincias testadas permaneceram em contato
com o microrganismo por 2 minutos. Onde a clorexidina 2% com apenas 24 horas ja
apresentava um halo de inibicdo superior as demais substincias no tempo de 48 horas
presente na segunda etapa no momento em que o disco foi removido apos dois minutos de
exposicao.

Um achado expressivo foi observado na terceira etapa da pesquisa, onde na
contagem das unidades formadoras de coldnia, o controle positivo, a clorexidina a 2%,
mostrou a maior inibi¢do de crescimento sobre S. mutans. Entretanto, a associagao de
clorexidina 0,12% com xilitol 35% ndo apresentou diferenca estatistica em relacdo ao controle
positivo, concordando com o estudo de Drake et al (1993), que mostra que a associacao
desses antimicrobianos exerce um sinergismo sobre o S. mutans melhorando a agdo
antimicrobiana em relacdo a clorexidina 0,12% utilizada isoladamente, sugerindo que o xilitol
mantém os niveis bacterianos baixos e torna o S. mutans menos virulentos. E sabido que,
clinicamente, como o xilitol ndo tem efeito colateral, ele pode ser usado por longo periodo de
tempo interferindo no metabolismo do S. mutans e permitindo a manutengdo dos excelentes

beneficios das aplicagdes intermitentes de clorexidina, pois essa como possui efeitos
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colaterais pronunciados ndo permite sua utilizagdo de forma continua ou muito freqiiente por
longos periodos de tempo. Estudos comprovaram, in vivo, que ao se utilizar a clorexidina
seguida de xilitol o S. mutans torna-se resistente ao xilitol, mas mantém o S. mutans menos
virulento e seus niveis mais estaveis (TRAHAN et al, 1996; SODERLING, TRAHAN &
LUMIKARI,1998; TANZER et al, 20006).

A clorexidina a 2% inibiu significativamente o S. mutans em todas as etapas da
pesquisa. Esse resultado ¢ similar ao publicado anteriormente, no que diz respeito a elevada
sensibilidade do S. mutans a clorexidina (EMILSON, 1977; EMILSON, 1981; GJERMO,
1989; ¢ ARAUJO, ARAUJO & CAMPOS 2001). Por seus efeitos adversos, ndo se pode
utilizar clinicamente esta concentragdo, permitindo-se apenas a utilizagao de clorexidina a
0,12% no controle da cérie dentaria. Na terceira etapa desse estudo, a clorexidina 0,12% nao
foi tdo efetiva contra S. mutans. O xilitol 35%, que apresentou resultados estatisticamente
semelhantes ao grupo-controle negativo, ao ser combinado com a clorexidina 0,12% resultou
numa associacdo tdo eficiente na inibi¢ao de formacdo de colonias bacterianas quanto a
clorexidina a 2%. Esta observagdo indica que existiu um efeito sinérgico entre estas duas
substancias, o que ¢ bastante benéfico, se reprodutivel clinicamente, pois a potencializacdo na
inibi¢do do S. mutans revela uma possibilidade de profilaxia e controle muito mais eficiente
da carie dentaria resultante da acdo desta bactéria. O sinergismo de certas associagdes de
substancias antimicrobianas no controle da cérie dentéria ja vem sendo observada por Luoma
(1972), Drake et al (1993) e Modesto & Drake (2006).

No estudo aqui desenvolvido, o xilitol 35% nao foi eficaz isoladamente sobre o S.
mutans. Sabe-se que a agdo do xilitol ¢ apenas bacteriostatica, mesmo quando utilizado em
elevadas concentracdes. Sua atividade clinica baseia-se no controle e preven¢ao da formagao
do biofilme e na capacidade de limitar o crescimento do S. mutans através da inibigdo de
enzimas. As aplicagdes desses resultados in vivo indicam que uma baixa concentragdo de
xilitol afetaria o crescimento e a proliferacdo do S. mutans segundo Sahni et al (2002) e
ASSEV, WALER & ROLLA (1983). O fato de o xilitol ter apresentado o pior resultado pode
ser justificado pela necessidade de biofilme dentdrio e também pelo fato dele ndo ser
metabolizado pelo S. mutans. E pelo método utilizado pode-se avaliar mais precisamente a

ac¢ao bactericida das substancias testadas.
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6 CONCLUSOES

Todas as substancias testadas tiveram comportamento bacteriostatico frente ao S.
mutans no teste de exposic¢ao direta.

Entre as solucdes testadas, a clorexidina 0,12% apresenta-se como a mais eficaz
na inibi¢ao do crescimento do S. mutans quando avaliado o halo de inibi¢ao bacteriana;

O xilitol 35% apresentou a menor capacidade antimicrobiana em relagdo ao S.
mutans.

Houve sinergismo na associagdo da clorexidina 0,12% e xilitol 35% na ampliagdo

de capacidade inibidora do crescimento do S. mutans.
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