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Abstract | The aim of this study was to
evaluate the effect of various chemical agents

on oral microorganisms. Microorganisms from
supragingival biofiln was immerged in brain
beart infusion (BHI) and distributed in plates
containing agar-sanguis in contact with different
solutions: 0.9% saline (control group), 0.053%
Cetylpyridininm chloride (Oral-B - CPC group),
0.12% Chlorhexidine diglnconate (Periogard

- CPC | CLX group) and Cetylpyridininm +
Chlorhexidine digluconate (Noplak Max® -
CPC/CLX group). The saline solution had no
effect on bacterial growth. By comparison, the
inhibition hales presented by CPC/ CLX and
other groups were similar. Thus, the combination
of Cetylpyridinium chloride + Chlorhexidine
diglnconate inbibited the growth of microorganis-
s similar to these substances individually.

Keywords | Chlorhexidine. Cetylpyridininm.
Mouthwashes. Dental plague. Microbiology.

| Efeito de diferentes agentes
quimicos sobre microrganismos
de biofilme supragengival: estudo
experimental in vitro

RESUMO | O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes agentes
quimicos sobre microrganismos orais, comparando-os entre si. Esses agentes
foram obtidos de um biofilme supragengival com uma semana de colonizagao,
colocados em meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion) e replicados em pla-
cas de dgar-sangue contendo discos imersos em: solu¢do salina a 0,9% (grupo
controle), cloreto de cetilpiridinio a 0,053% (Oral-B® - grupo CPC), diglucona-
to de clorexidina a 0,12% (Periogard® - grupo CLX) e cloreto de cetilpiridinio +
digluconato de clotexidina (Noplak Max® - grupo CPC/CLX). As solu¢des de
cloreto de cetilpiridinio + digluconato de clorexidina demonstraram halo de ini-
bicao semelhante a clorexidina e ao cloreto de cetilpiridinio, enquanto a solucdo
de soro fisiolbgico nao apresentou efeito inibitério no crescimento bacteriano.
Portanto, a associa¢do de cloreto de cetilpiridinio + digluconato de clorexidina
exerceu efeito inibitorio ‘i vitro” sobre microrganismos de forma similar a essas

solugbes separadamente.

Palavras-chave | Clorexidina. Cetilpiridinio. Anti-sépticos bucais. Placa denta-

ria. Microbiologia.
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Introdugao |

Ap6s 10 a 21 dias de acamulo de placa bacteriana, sinais cli-
nicos de inflamacio gengival se estabelecem na maioria das
pessoas, embora haja variacoes individuais. Algumas delas
sao intrinsecamente resistentes e outras sao mais propensas
a gengivite clinica, caracterizada por vermelhidao, tumefa-
¢ao gengival e uma tendéncia aumentada ao sangramento
marginal ap6s sondagem delicada'.

A prevencio da gengivite é necessaria para se evitar a pro-
pagacao da inflamacdo para os tecidos de suporte dos den-
tes; no entanto essa prevencdo ¢ possivel desde que haja
controle diario da placa bacteriana supragengival com a
escovagao dentdria ¢ o uso do fio dental seja efetivamente
realizado*. Esse controle mecanico ainda ¢ feito de maneira
esporadica e ineficiente pela maioria das pessoas, signifi-
cando que, mesmo apds a escovagdo, ainda permanecem
nichos organizados de biofilme sobre a superficie dental.
Em virtude disso, o uso de produtos quimicos na forma de
colutérios foi formulado, objetivando um efeito adicional
no controle da placa e gengivite!”.

O controle quimico de placa bacteriana vem sendo utiliza-
do como uma complementagdo dos meios mecanicos de
higiene bucal ou como seu substituto em situacoes clinicas
nas quais o controle normal nao pode ser efetuado. A clo-
rexidina, um diguano-hexano com acentuadas proprieda-
des anti-sépticas, ¢ considerada o quimioterapico-padrao,
apresentando resultados positivos no controle do biofilme
e da gengivite, por meio da inibicdao ou retardo da prolife-
racdo bacteriana®”®. Entretanto, em decorréncia de efeitos
indesejaveis apos seu uso prolongado, como pigmentac¢ao e
diminuicio transitétia do paladar®, outros produtos, como
o cloreto de cetilpiridinio, vém sendo utilizados.

O cloreto de cetilpiridinio ¢ uma amonia quaternaria, com-
posta por um anel alifatico e ¢ classificado como agente
ativo de superficie catidnica, aprovada pela Associagio
Dentaria Americana (ADA) como agente antiplaca efetivo
e seguro'’. O cloreto de cetilpitidinio tem uma atividade
prolongada na cavidade oral por se ligar as glicoproteinas
cobtrindo o dente e a mucosa oral® e sua atividade antimi-
crobiana ¢é de largo espectro, causando a interrupgao do
metabolismo, crescimento celular e morte celular!”.

Os resultados encontrados em alguns estudos®"” demons-
traram que solugGes para bochecho contendo 0,05% de
cloreto de cetilpiridinio reduzem significativamente o
acumulo de placa supragengival, apesar de outros relatos
apontarem um resultado menos efetivo na redugdo de placa

bacteriana *'*.

Recentemente, estudos avaliando uma nova formulacdo de
solugdao para bochecho contendo uma associagiao de clo-
rexidina e cloreto de cetilpiridinio, demonstraram efeitos
clinicos satisfatotrios no controle da placa bactetiana®‘. En-
tretanto, como h4 uma escassez de trabalhos na literatura
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avaliando o efeito desse composto na inibi¢ao do biofilme
dental 7 vitro, este estudo se propde a avaliar esse efeito.

Material e método |

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Eiti-
ca em Pesquisa da Universidade de Fortaleza parecer
300/2007, em 26-11-2007.

Avaliagdo antibacteriana

A avaliacio antibacteriana foi realizada no laboratério de
Microbiologia do Curso de Odontologia da Universidade
de Fortaleza. Os microrganismos testados pertenciam a um
biofilme supragengival com acumulo de sete dias e visivel
a olho nu. Esse biofilme foi obtido de um voluntario, not-
mosistémico e com saude periodontal, que interrompeu a
escovagao dentdria durante uma semana na regido do dente
canino inferior direito'". Uma por¢io do biofilme foi colhi-
da com o auxilio de curetas periodontais estéreis e colocada
em tubos de ensaio, contendo meio de cultura liquido BHI
(Brain Heart Infusion), incubado por 18-24 h a 37°C em
condi¢bes atmosféricas. Apos crescimento em meio de cul-
tura liquido, trés a quatro gotas do crescimento bacteriano
foram transferidas para tubos de ensaio contendo solugio
salina a 0,9%. O ajuste da concentragao bacteriana foi feito
pela comparagdo visual até atingir a concentragao equiva-
lente a 0,5 da escala McFarland (1,5 x 10% UFC/ml).

Para a realizacio dos testes com as diferentes solucoes
em cada grupo, foi utilizada uma placa de petri contendo
o meio de cultura Mueller-Hinton (Difco) suplementado
com 5% de sangue de carneiro. Em cada placa, quatro dis-
cos de papel estéreis foram impregnados, em volume de
50ul, com cada uma das seguintes solu¢oes: solucio salina
a 0,9% (grupo controle), cloreto de cetilpiridinio a 0,053%
(Oral-B® - grupo CCP), digluconato de clorexidina a
0,12% (Petiogard® - grupo CLX) e cloreto de cetilpiridi-
nio + digluconato de clorexidina (Noplak Max® - grupo
CCP/CLX).

Um swab estéril foi utilizado para a distribuicao da suspen-
sao bacteriana no agar. O excesso foi retirado com leve
pressao na parede do tubo e, em seguida, o swab foi inocu-
lado na superficie da placa, suavemente, com movimentos
em trés sentidos diferentes. Para cada placa, foi usado um
novo swab. Apds o preparo e semeadura das placas, elas fo-
ram incubadas em uma estufa bacteriolégica a 37°C durante
24h, em atmosfera ambiente.

A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método classi-
co de difusao radial em agar e os resultados foram eviden-
ciados com a presenca e tamanho visual do halo de inibicdo
do crescimento microbiano em torno dos discos de papel.
Foram realizadas quatro medidas, sendo uma para cada dis-
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co em cada grupo, por meio de uma régua milimetrada,
obtendo-se a média do halo de inibicao por grupo. As me-
didas foram realizadas por um tnico examinador.

Anailise estatistica

As médias e desvio-padrao dos halos de inibicao dos di-
versos grupos foram obtidos e comparados entre si, utili-
zando-se o teste de Student Newman-Keuls, em nivel de
significancia de 5%, pelo programa BioEstat 2.0.

Resultados |

O grupo contendo soluc¢io salina ndo demonstrou halo de
inibi¢éo. O grupo CLX apresentou o maior halo de inibi¢ao
(10,5mm), evidenciando diferenca estatistica em relagdo ao
grupo CCP (p<0,05). O composto CCP/CLX apresentou
halo de inibicio em média de 9,75mm, porém foi estatis-
ticamente semelhante aos grupos CLX e CCP (p>0,05)
(Tabela 1).

Tabela 1. Numeros absolutos, média e desvio-padrio (em
mm) dos halos de inibicao das solugdes de CCP, CLX e
CCP/CLX

Grupos Amostra  CCP CLX  CCP/CLX
1 8 10 9
2 8 11 10
3 9 10 10

*Médias seguidas por letras ignais ndo apresentam diferenca estatisticamente

significante (p>0.05)

Discussio |

A participa¢dao microbiana na doenca periodontal tem sido
considerada em diversos estudos, havendo atualmente um
consenso de que ndo existe doenga periodontal de natu-
reza inflamatéria sem a presenca de microrganismos. A
principal fonte de agressdao as estruturas periodontais é a
complexa microbiota da cavidade oral, principalmente a do
sulco gengival. O mecanismo de formacio do biofilme su-
pragengival sobre a pelicula adquitida tem sido motivo de

muitas pesquisas'®".

Atualmente, o agente inibidor do biofilme supragengival
que mostra melhores resultados ¢ a clorexidina. Estudos
indicam que dois bochechos diarios com 10ml de uma
solucao aquosa de digluconato de clorexidina a 0,12% ini-
bem quase completamente o desenvolvimento do biofilme,
calculo e gengivite em humanos’. Esses resultados confit-
mam sua a¢ao sobre as bactérias do biofilme supragengi-
val, como demonstrado na presente pesquisa e em outros

estudos®” !,

Recentemente, algumas investigacdes foram desenvolvidas
para avaliar se compostos combinando clorexidina e clore-
to de cetilpiridinio sdo mais efetivos do que esses elemen-
tos isoladamente. Herrera et al.? obsetvaram que solugdes
contendo essas duas substancias foram mais eficientes do
que a clorexidina em testes de inibi¢do de crescimento bac-
teriano “in vitro”, discordando dos resultados encontrados
no presente estudo. Entretanto, em estudos clinicos, essa
solucao combinada demonstrou efeito antiplaca semelhan-

te a clorexidina®'®.

Além das diferencas metodolégicas, outra razio para expli-
car a semelhanga dos resultados entre os grupos pode estar
na formula¢io do grupo CCP/CLX. Esse composto, além
de possuir os dois principais agentes quimicos aqui estu-
dados, também comporta produtos naturais, como extrato
de propolis, extrato de equinicea e extrato de hamamelis.
Esses componentes, apesar de nio serem considerados
agentes antiplaca efetivos'’, apresentam potencial acao an-
tibacteriana'.

Dessa forma, seria talvez previsivel que a combinacio de
varios agentes resultasse em uma acdo sinérgica e, assim,
mais efetiva da a¢do antiplaca, quando comparados com as
diferentes substincias isoladamente. Entretanto, o antago-
nismo de diversas substancias com efeitos similares, conti-
das em um mesmo produto, foi ressaltado por Wu e Savitt"’
e deve ser considerado na avaliacio dos resultados observa-
dos no presente estudo. Futuras pesquisas microbiolégicas
em linhagens de microrganismos especificos e em culturas
de biofilmes, bem como estudos clinicos em longo prazo
devem ser realizados para confirmar esses achados.

Conclusoes |

Dentro dos limites deste estudo piloto, a associagio do di-
gluconato de clorexidina e cloreto de cetilpiridinio apresen-
tou efeito inibitério 7z vitro sobre microrganismos de bio-
filme supragengival de forma semelhante a essas solugoes
isoladamente.
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