Avaliagéio da eficdcia antimicrobiana dos
enxaguatorios bucais contendo como principios
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REsumMo

Os microrganismos que habitam a cavidade bucal sao encontrados na forma do biofilme, um dos fatores
etiolégicos da carie dentdria, infecgdes endodonticas e doencas periodontais. O controle desse biofilme,
realizado por métodos quimicos e mecanicos, é essencial para a garantia da sadde bucal. Esse trabalho teve
por objetivo avaliar a eficicia dos enxaguatérios bucais, isentos de alcool, comercializados na cidade de Juiz
de Fora/MG, frente aos microrganismos Candida albicans, Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis. Os
testes de suscetibilidade (n=12) dos microrganismos aos colutérios contendo como ativos o triclosan, cloreto
de cetilpiridinio (CPC) e 6leos essenciais (OE) foram comparados a atividade da clorexidina 0,12% (controle
positivo) e os resultados foram medidos ap6s 24 e 48 horas. Os resultados medidos apés 24 horas mostraram
que a solucdo contendo triclosan apresentou halos de inibi¢ao para Candida albicans e Staphylococcus aureus
superiores aos produtos contendo CPC e dleos essenciais (p<0,001). Para Enterococcus faecalis, os halos de
inibicdo foram semelhantes entre o triclosan e CPC (p>0,05) e estes superiores aos 6leos essenciais (p<0,001).
O triclosan apresentou inibi¢do maior que a clorexidina (p<0,001) para S. aureus, menor para E. faecalis
(p<0,001) e frente a C. albicans, a inibicao foi similar ao controle (p>0,05). Em relacdo a clorexidina, os
halos obtidos pelos produtos contendo CPC e dleos essenciais apresentaram valores menores para todos os
microrganismos testados (p<<0,001). Os halos medidos ap6s 48 horas nio apresentaram alteracdo significativa
do diametro. Assim, dentre as solu¢des testadas, o triclosan é o melhor ativo como adjuvante na higiene bucal.

Palavras-chave: Sadde bucal. Endodontia. Tratamento do canal radicular. Triclosan. Clorexidina.

0 que torna o biofilme mais resistente aos agentes
antimicrobianos em relagdo as células planctonicas
(MARSH, 2010; PAN et al., 2010). Os microrganismos
S. aureus, C. albicans e E. faecalis, organizados sob a
forma do biofilme, colonizam canais radiculares de
dentes e sao considerados os patdgenos mais resistentes
encontrados nesses sitios, sendo responsaveis por falhas
dos tratamentos endodonticos (BALLAL et al., 2011,
STUART et al., 20006).

O controle do biofilme, por meio da escovagio
dentaria e uso do fio dental, ¢ essencial para a garantia
da saude bucal (WILLIAMS, 2011). Entretanto, este
método mecanico de higiene realizado por alguns

1 INTRODUCAO

A cavidade bucal é dotada de diferentes sitios
ecologicos como a lingua, superficie dos dentes,
mucosas ¢ bolsas anaerdbicas, o que a torna um nicho
ecolégico complexo e colonizado por uma microbiota
diversa (CRIELAARD et al,, 2011; SCHUSTER, 1999).
Microrganismos do género Streptococcus, Actinomyces,
Staphylococcus, Lactobacillus, Enterococcus e Candida
habitam a cavidade bucal e siao responsaveis por
patologias tipicas aos seus respectivos sitios (BALLAL et
al., 2011; SCHUSTER, 1999) .

A estrutura do biofilme ¢ espacialmente e
funcionalmente organizada. Encontra-se embebida

em uma matriz extracelular produzida pelos préprios
microrganismos constituintes, o que favorece a adesio
as superficies da cavidade bucal (MARSH, 2010;
UPPULURL, PIERCE; LOPEZ-RIBOT, 2009). O
grau de proximidade desses microrganismos possibilita
a transferéncia de genes de resisténcia aos antibioticos,

pacientes ndo se mostra suficiente para a garantia de
dentes e tecidos de suporte saudaveis, visto que, ainda
assim, a prevaléncia de inflamacio gengival nos pacientes
¢ alta (GUNSOLLEY, 2010; HAFFAJEE; YASKELL,;
SOCRANSKY, 2008; HANSEN; GJERMO, 1971;
WILLIAMS, 2011). Esse fato pode ser explicado pela
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dificuldade de se higienizar algumas 4reas da cavidade
bucal utilizando-se apenas os métodos mecanicos (RAO
etal, 2011).

O uso de enxaguatdrios bucais como adjuvantes da
higiene bucal mecanica mostra-se eficaz no controle
da populagiao microbiana, uma vez que estes produtos
contém substancias antimicrobianas, o que possibilita a
prevengao de patologias bucais e a manutenc¢ao de dentes
e tecidos de suporte saudaveis (GUNSOLLEY, 2010;
SCHAEFFER, 2011; WILLIAMS, 2011). O objetivo
deste trabalho foi avaliar a eficacia antimicrobiana in vitro
dos enxaguatoérios bucais comercialmente disponiveis,
isentos de dlcool, a base de cloreto de cetilpiridinio
(CPC), Odleos essenciais (OE) e triclosan frente aos
Candida albicans, Staphylococcus
aureus e Enterococcus faecalis.

microrganismos

2 MATERIAL E METODOS

Os testes in vitro foram realizados pelo método de
difusao em meio sélido frente as cepas padrio ATCC
(American Type Culture Colection). As cepas selecionadas
foram Candida albicans (ATCC 18804), Staphylococcus
aurcus (ATCC 6538P) e Enterococcus faecalis (ATCC
29212), obtidas do Laboratério de Microrganismos de
Referéncia da Fundagio Oswaldo Cruz (FIOCRUZ),
Rio de Janeiro. As cepas foram ressuspensas e
transferidas para meio de congelamento para postetior
utilizagdo. Para ativar as cepas, 100 pL. da suspensido de
microrganismos foram semeados com um swab estéril
em meio de cultura solido BHI (Hymedia). Os meios de
cultura foram incubados a 37°C por 24 horas em estufa
de aerobiose. A seguir, com o auxilio de uma al¢a de
platina, uma aliquota de microrganismos foi retirada e
estes foram colocados em um tubo de ensaio contendo
solucdo salina estéril a 0,9%. A turvacio foi ajustada
comparando-se com o padrio 0,5 (1,5x108 células/mL)
da escala de Mc Farland. A partir dessa suspensio, 100
ulL foram transferidos para as placas contendo o meio
de cultura BHI. Apés o espalhamento da suspensao com
um swab estéril, foram produzidas perfuragées no meio
de cultura (2 por placa) de aproximadamente 6 mm de
diametro. Em cada orificio foram aplicados 50 pl. dos
enxaguatorios bucais, isentos de alcool, contendo como
principios ativos o triclosan, o cloreto de cetilpiridinio
(CPC) e dleos essenciais (OE). Os colutdrios a base de
triclosan e CPC apresentam fluoreto de sédio na sua
composicao (Tabela 1). Uma solucdo de clorexidina
0,12% foi empregada como controle. As placas foram
incubadas em estufa bacteriolégica em aerobiose a 37°C
por um periodo de 48 horas. Os halos de inibi¢ao foram
medidos com o auxilio de um paquimetro digital apds
24 e 48 horas. As analises estatisticas foram realizadas
por meio do teste estatistico ANOVA — Tukey’s Multiple
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Comparison Test e o nivel de significancia utilizado foi
de 95%.

3 RESULTADOS

A composicio dos enxaguatorios foi avaliada e em
2 produtos foi detectada a presenca do fluoreto de
sédio, um composto com atividade antimicrobiana
comprovada na literatura. Nos 3 produtos testados, foi
detectada a presenca de excipientes como o sotbitol,
sacarina sodica, para-metil benzeno, agua, lauril sulfato
de sédio, propileno glicol, 6leo de ricino hidrogenado e
acido benzoico (Tabela 1).

TaBELA 1
Composicdo dos colutdrios bucais comercialmente disponiveis

utilizados para avaliagdo da eficdcia antimicrobiana

Colutério Ativo Excipientes

Sorbitol, sacarina

Produto 1 CPC# sodica, para-metil
benzeno, 4gua, fluo-

reto de sédio.

Agua, sorbitol, saca-
rina sodica, benzoato
de sédio, lauril sulfato
Produto 2 Triclosan de sédio, propileno
glicol, éleo de ricino
hidrogenado, fluoreto

de sédio.

Agua, salicilato  de
metila, sorbitol, lauril
sulfato de sédio, sa-
Produto 3 Oleos essenciais carina sédica, sucta-
lose, acido benzoico,
benzoato de sédio,

propileno glicol.

CPCH#t — Cloreto de cetlpitidinio
Fonte — Os autores (2012).

Foram realizados 12 experimentos para cada
microrganismo com os enxaguatorios bucais, isentos de
alcool, a base de cloreto de cetilpiridinio (CPC), 6leos
essenciais (OE) e triclosan, obtendo-se 24 halos de
inibicao. A clorexidina 0,12% foi utilizada como controle
positivo para os experimentos.

Constatou-se que, apds o periodo de 24 horas de
incubac¢ao das placas, o enxaguatério bucal contendo
triclosan apresentou inibicao maior que a clorexidina (p<
0,001) para S. aureus, menor para E. faecalis (p<<0.001)
e frente a C. albicans, a inibicio foi similar ao controle
(p>0,05). Em relagdo a clorexidina, os halos obtidos pelos
produtos a base de CPC e dleos essenciais apresentaram
valores menores para todos os microrganismos testados
(p<0,001) (Graficos 1,2 ¢ 3).



Grdfico 1 — Avaliagdo da inibigio do crescimento do fungo Candida
albicans, apos 24 horas, frente a distintos enxaguatdrios bucais
comercialmente disponiveis. O grdfico mostra a média dos didmetros,
em mm, dos halos de inibido do crescimento da C. albicans frente aos
enxaguatorios bucais contendo os ativos: dleos essenciais (OF), cloreto
de cefilpiridinio (CPC) e triclosan. A clorexidina 0,12% foi ufilizada como
controlepositivo. *** mostra o nivel designificincia enfreamostrae controle
(p<<0,001); ns — diferenca entre amostra e controle ndo significativa
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Fonte — Os autores (2012).

Grdfico 2 — Avaliogio da inibigio do crescimento da bactéria
Staphylococcus aureus, apds 24 horas, frente a distintos enxaguatdrios
bucais comercialmente disponiveis. O grdfico mostra a média dos
didmetros, em mm, dos halos de inibigio do crescimento do S.
aureus frente aos enxaguatdrios bucais contendo os ativos: dleos
essenciais (OF), doreto de cetilpiridinio (CPC) e triclosan. A dorexidina
0,12% foi utilizada como controle positivo. *** mostra o nivel de
significindia entre amostra e controle (p<<0,001); # mostra a
significancia dos halos do triclosan frente a solugdo controle (p<<0,001)
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Grdfico 3 — Avaliagdo da inibicio do crescimento da bactéria
Enterococcus faecalis, apds 24 horas, frente a distinfos enxaguatdrios
bucais comercialmente disponiveis. 0 grdfico mostra a média
dos didmetros, em mm, dos halos de inibicdo do crescimento do
E. faecalis frente aos enxaguatorios bucais contendo os ativos:
dleos essenciais (OF), cloreto de cefilpiridinio (CPC) e friclosan. A
clorexidina 0,12% foi utilizada como controle positivo. *** mostra
o nivel de significincia entre amostra e controle (p<<0,001)
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Fonte — Os autores (2012).

A solugdo contendo triclosan apresentou halos de
inibicdo para Candida albicans e Staphylococcus aureus
superiores aos produtos contendo CPC e dleos essenciais
(p<0,001). Para Enterococcus faecalis, os halos de inibicao
foram semelhantes entre o triclosan e CPC (p>0,05) e
estes superiores a0s Oleos essenciais (p<0,001).

Os resultados medidos apds 48 horas ndo mostraram
alteracio significativa do didmetro dos halos de inibicdo,
evidenciando que ndo houve difusio significativa dos
enxaguatorios bucais.

A média dos halos de inibicao, em milimetros,
apresentados pelos enxaguatdrios bucais, estd expressa
na Tabela 2.

4 DIscUSSAO

A habilidade dos microrganismos de se organizarem
sob a forma do biofilme ¢ um fator que promove a
resisténcia as substancias antimicrobianas, indicando a
necessidade de higienizacio da cavidade bucal de forma
efetiva, visando prevenir as patologias que acometem
esse sitio (MARSH, 2010; WILLIAMS, 2011).

Para testar a eficicia dos enxaguatérios bucais cepas
de S. aureus, C. albicans e E. faecalis foram utilizadas.
Esses microganimos sdao encontrados constantemente
em infec¢des de canais radiculares, sendo responsaveis
por patologias pulpares e periapicais. Sabe-se que a
desinfec¢do completa dos canais radiculares, realizada
por meio de instrumentacio mecdnica e irrigacdo
com produtos antimicrobianos, sio essencials para o
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TABELA 2

Média dos halos de inibigdo, em mm, do crescimento da C. albicans, S. aureus e E. faecalis, apds 24 e 48 horas de incubagdo, frente @

clorexidina 0,12% (controle) e aos enxaguatdrios bucais a base de dleos essenciais (OF), triclosan e cloreto de cefilpiridinio (CPC)

MEdia doz halos dz inibigdo (mm)

Merorganismo Tempo de Controle OE Triclosan CPC
incubagio
C. albicans 24h 2447+3665 1341+£1532 2416+£6,793 16,32 £2.483
43h 24173245 1097+5,198 2352+35852  1614=+2173
5. aureus 24h 24121423 1631+£1237 46124114 143530,7392
43h 24061209  1574+1282 4632+4,008 1422+12
E. faecalis 24h 17,59+£0,6861 10,72+1,017 15,08+2,007 14,7+ 1,143
43h 17.56+0,5688 10.71+0,831 1480+1874 1436+0.8882
Fonte — Os autores (2012).
sucesso do tratamento endodontico (BALLAL et al., A clorexidina ¢ amplamente utilizada no

2011; FIDALGO et al., 2010).

Os resultados desse estudo in vitro demonstraram
que, dos enxaguatérios bucais testados, as solugdes que
contém como ativos o triclosan e a clorexidina 0,12%
apresentaram a melhor atividade antimicrobiana em
relacio as cepas testadas.

O uso de enxaguatérios bucais associado
aos métodos mecanicos de higiene bucal resulta
em um melhor controle do biofilme dentério.
Essas solucbes contém nas formulacoes
compostos antimicrobianos e aditivos que possuem,
individualmente ou coletivamente, acdo contra as
células que constituem o biofilme dentario. Dentre
os diferentes ativos que podem compor os colutorios
encontram-se os fons metalicos, a clorexidina, 6leos
essenciais (OE) e o cloreto de cetilpiridinio (CPC)
(RAO etal., 2011).

O fldor, fon presente em alguns dos enxaguatorios
bucais, é encontrado em mais de uma forma na
placa bacteriana da cavidade bucal. Esse fon atua
no metabolismo bacteriano inibindo a producio de
acidos responsaveis pela desmineralizacio do esmalte
dentério, o que dificulta o processo da lesao cariosa
(EDGAR etal.,, 1981; SCULLY, 1981). Os excipientes
encontrados na formulacdo desses enxaguatorios
atuam como vefculo solvente e diluente com a
finalidade de viabilizar a dose do principio ativo com

peso, consisténcia e volume adequados (PIFFERI;
SANTORO; PEDRANI, 1999).

suas
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ambiente hospitalar e em servicos de odontologia.
B provavelmente o biocida mais utilizado como
antisséptico, principalmente em procedimentos
de controle da microbiota da cavidade bucal,
apresentando atividade no controle do biofilme
dentdrio e tratamento de gengivites, além de possuir
propriedades Quimicamente,
¢ um biguanideo composto com propriedades
catibnicas, caracterizado pela capacidade de destruir
0s microrganismos por contato, pela baixa toxicidade
e efeito residual. Um estudo in vivo, baseado no
bochecho com solu¢io de clorexidina 0,12% e
posterior semeadura da saliva coletada de diferentes
pacientes, mostrou que a clorexidina foi capaz de
reduzir 97% das unidades formadoras de colonias dos
microrganismos aerdbicos cultivados (AYAD et al,,
2011; VEKSLER; KAYROUZ; NEWMAN, 1991).

O triclosan é um agente antimicrobiano de amplo
espectro de acdo. Apresenta atividade, constatada
por experimentos in vitro, contra muitos dos
microrganismos constituintes do biofilme relacionado
a gengivite. Um estudo in vivo avaliou o efeito
antimicrobiano de um dentifticio a base de triclosan
associado a um copolimero. Os resultados mostraram
que apos 6 horas esse dentifricio foi capaz de diminuir
89,8% da populaciao de espécies de Veillonella. Em
relacdo as espécies de Fusobacteria, a reducio foi de
91,2% (FINE et al., 2000).

anti-inflamatdrias.



O cloreto de cetilpiridinio (CPC) é uma amonia
quaternaria de carater anfififlico (HE et al, 2011).
Atua
alteracio no funcionamento da membrana celular do

como antimicrobiano promovendo uma
microrganismo e possui amplo espectro de ago. B
um ativo utilizado com frequéncia em enxaguatérios
tratamento de
gengivites e no controle do biofilme dentario
(BARNES et al., 2011). Resultados de um estudo in
vitro evidenciam a capacidade de redugao acima de
90% do crescimento de colonias de Actinobacillus
actinomycetemcomitans por enxaguatorios bucais a
base de CPC (SCHAEFFER et al., 2011).

Os O6leos essenciais sdo misturas naturais de
metabolitos isolados de plantas.
Apresentam como constituintes os carboidratos,

bucais e mostra-se efetivo no

secundarios

alcodis, éteres, aldeidos e cetonas. Estes compostos
apresentam efeito farmacolégico e demonstram
propriedades anti-inflamatérias, antioxidantes e
anticancerigenas. S3ao biocidas contra bactérias,
fungos, virus, protozoarios, plantas e insetos. Por
apresentarem essas atividades, os Oleos essenciais
sao utilizados na formulacdo de enxaguatérios bucais
visando o controle do biofilme dentatio e de reacdes
inflamatérias dos tecidos intra - bucais. Um estudo

in vitro avaliou a atividade antimicrobiana do timol,
um Oleo essencial presente no antisséptico bucal
utilizado, e revelou halos de inibi¢ao do Streptococcus
mutans de 7,8 mm. Para o Streptococcus mitis e
Streptococcus salivarius os halos de inibi¢ao foram de
15 mm e 7.7 mm, respectivamente. O estudo também
avaliou a atividade antimicrobiana do timol em
relacio a Candida albicans, revelando halo de inibicao
de 10,6 mm (BOTELHO et al,, 2007, KALEMBA;
KUNICKA, 2003).

5 CONCLUSAO

A fim de se melhorar o controle do biofilme bucal
e garantir uma melhoria na satde bucal dos pacientes,
o uso dos enxaguatorios bucais associado aos métodos
mecanicos de higiene apresenta uma melhoria dos
resultados da higiene bucal.

Desse modo, a0 se realizar algum procedimento
minima
contaminacio do campo operatério, dentre os
produtos testados, o bochecho prévio com colutérios
que contenham como principios ativos o triclosan
ou a clorexidina pode auxiliar de forma expressiva o

odontolégico que necessite de uma

processo de antissepsia da cavidade bucal.

Evaluation of the antimicrobial efficacy of mouthwashes containing triclosan, cetylpyridinium chloride

and essential oils as actives.

ABSTRACT

The microorganisms that inhabit the oral cavity are found in the form of biofilm, an etiological factor of dental
caries, endodontic infections and periodontal diseases. The biofilm control, made by chemical and mechanical
methods, is essential to ensuring the oral health. This study aimed to evaluate the efficacy of mouthwashes,
alcohol-free, marketed in the city of Juiz de Fora / MG, against the microorganisms Candida albicans,
Staphylococcus aureus and Enterococcus faecalis. The susceptibility testing (n = 12) of the microorganisms to
the mouthwashes containing triclosan, cetylpyridinium chloride (CPC) and essential oils (EO) as the actives
were compared to the activity of chlorhexidine 0.12% (positive control) and the results were measured after
24 and 48 hours. The measured results after 24 hours revealed that the solution containing triclosan showed
higher zones of inhibition for Candida albicans and Staphylococcus aureus than the products containing
essential oils and CPC (p<0,001). For Enterococcus faecalis, the inhibition halos were similar between
triclosan and CPC (p>0,05) and these higher than essential oils (p<0,001). The triclosan showed greater
inhibition than chlorhexidine (p<0,001) for S. aureus, lower for E. faecalis (p<0,001) and compared to C.
albicans, the inhibition was similar to the control (p>0,05). Compared to chlorhexidine, the halos obtained by
products containing essential oils and CPC showed lower values for all tested microorganisms (p <0,001). The
halos measured after 48 hours showed no significant differences. Thus, among the solutions tested, triclosan
is the best active as an adjunct to oral hygiene.

Keywords: Oral health. Endodontics. Root Canal Therapy. Triclosan. Chlorhexidine.
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