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s RESUMO: Foi objetivo deste trabalho avaliar in vitro a atividade antimicrobia-
na de nove dentifricios nacionais e dois estrangeiros ante bactérias cariogéni-
cas e periodontopatogénicas. Utilizaram-se 5 cepas de Streptococcus mutans,
20 cepas de Fusobacterium nucleatum, e 10 cepas de Actinobacillus acti-
nomycetemcomitans. Os testes de suscetibilidade foram realizados pelo
meétodo de diluigdo em agar. As placas contendo 4gar infuso de cérebro
coragdo, suplementadas com extrato de levedura e acrescidas de 0,5 mg/mL
a 128 mg/mL do dentifricio a ser testado, foram inoculadas com as cepas bac-
terianas e incubadas a 37°C, por 48 horas, em condigdes de anaerobiose. Veri-
ficou-se que todos os dentifricios possuem atividade antimicrobiana, mas os
que se mostraram mais eficazes possuiam triclosan em sua composicéo.

= PALAVRAS-CHAVE: Dentifricios; carie dentaria; doenga periodontal, ativi-
dade antimicrobiana.

Introducio

A prevencédo da cérie dentéria e da doencga periodontal ainda cons-
titui um grande desafio & Odontologia, uma vez que 20% dos brasileiros
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com 35 anos de idade ndo possuem dentes naturais e, aos 55 anos,
metade da populagdo se encontra nesta condi¢gdo, ao passo que 0s
demais apresentam caries e doenca periodontal em niveis variados.® As
doengas periodontais e a carie dental resultam da colonizagéo da super-
ficie dos tecidos periodontais e dentais por espécies bacterianas parti-
culares, em um ambiente que favorece a expressdo dos seus genes de
viruléncia no hospedeiro suscetivel.19.39.40

Dentre as bactérias autéctones da cavidade bucal, Streptococcus
mutans € o principal microrganismo envolvido na cérie dental, quer pela
sua capacidade de aderir & superficie do esmalte, sintetizar complexos
polimeros de carboidratos extra e intracelulares, como também pela sua
acidogenicidade e aciduridade, notadamente na presenca de sacarose
como carboidrato fermentéavel. 19

A etiologia das diferentes entidades clinicas de doenga periodontal
envolve a participagdo de varias espécies microbianas, particularmente
microrganismos Gram negativos anaerobios, como Porphyromonas gin-
givalis, Prevotella intermedia, espiroquetas e Fusobacterium nucleatum,
além do microaerdfilo Actinobacillus actinomycetemcormitans.”.20.3
Dentre os bastonetes anaerébios envolvidos nas doengas periodontais,
F. nucleatum € a espécie bacteriana mais freqiientemente isolada de
todas as modalidades de periodontopatias!? e A. actinomycetemcomi-
tans é associada as periodontites de inicio precoce e periodontite do
adulto.?

Com a finalidade de prevencéo e controle da carie e periodontopa-
tias, numerosos métodos foram preconizados, ganhando popularidade o
uso de métodos mecénicos para higienizagdo da cavidade bucal, como
escova, fio ou fita dental. O emprego de dentifricios pode auxiliar na
remogao mecénica ou desorganizagdo da placa bacteriana, bem como
veicular compostos quimicos bactericidas ou bacteriostéticos capazes
de inibir ou controlar a formacdo da placa supra e subgengival, preve-
nindo assim a ocorréncia da cérie e doengas periodontais,®4 minini-
zando as falhas associadas ao uso incorreto da escovacgéo.?8

A existéncia de placas bacterianas especificas, associadas a cérie
dental e periodontopatias permite a inclusdo, na composi¢do dos denti-
fricios, de compostos com atividade antimicrobiana, especialmente
antissépticos, extratos de ervas, enzimas, ions metéalicos e fluoretos,
dentre outros.34 3%

Considerando o papel desempenhado pelos dentifricios como vei-
culos de compostos antimicrobianos na prevengéo da carie e da doenga
periodontal, foi objetivo deste trabalho avaliar, in vitro, a atividade anti-
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microbiana de nove dentifricios nacionais e dois estrangeiros ante cepas
de Streptococcus mutans, Fusobacterium nucleatum e Actinobacillus
actinomycetemcomitans.

Material e método
Dentifricios

Os dentifricios estudados sdo mostrados na Tabela 1, com os res-
pectivos ingredientes com atividade antimicrobiana fornecidos pelo
fabricante ou descritos na literatura.2426

Os dentifricios Colgate Total, Kolynos Ag¢do Total e Signal Acédo
Global apresentam, ainda, em sua composigédo, um copolimero de meto-
xietileno e acido maleico, conhecido como Gantrez. Esse composto ndo
apresenta atividade antimicrobiana, mas é capaz de aumentar a subs-
tantividade, ou biodisponibilidade, do triclosan na cavidade bucal,
aumentando o tempo de ac¢do deste composto fenolico. %

Tabela 1 — Dentifricios testados e seus respectivos componentes com
atividade antimicrobiana

Dentifricios Componente com atividade Concentragao
(marca comercial) antimicrobiana de fluor

AQUAFRESH Monofluorfosfato de sodio 1.100 ppm
Lauril sulfato de sédio

CLOSE UP Monofluorfosfato de sodio 1.000 ppm
Mentol
Lauril sulfato de sédio

COLGATE BICARBONATO Monofluorfosfato de sodio 1.450 ppm

DE SODIO Lauril sulfato de sodio

COLGATE Menta MFP Ca*? Monofluorfosfato de sédio 1.450 ppm
Lauril sulfato de sédio

COLGATE TOTAL Monofluorfosfato de sédio 1.500 ppm
2,4, 4 - Tricloro 2" -
hidroxifeniléter*

Citrato de zinco
Lauril sulfato de sédio
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Centinuagédo

Dentifricios Componente com atividade Concentragao
(marca comercial) antimicrobiana de flaor
CREST Fluoreto de sédio 1.100 ppm
Lauril sulfato de sédio
KOLYNOS AGAO TOTAL Fluoreto de sédio 1.100 ppm

2,4, 4 - Tricloro 2' - hidroxifeniléter*
Citrato de zinco
Lauril sulfato de s6dio

KOLYNOS SUPER BRANCO Monofluorfosfato de sédio 1.200 ppm
Lauril sulfato de s6dio

ORAL B Dentes e Gengivas Fluoreto de estanho 1.050 ppm
Lauril sulfato de sodio
Citrato de zinco

SIGNAL AGAO GLOBAL Monofluorfosfato de sodio 1.500 ppm
2,4, 4 - Trcloro 2' - hidroxifeniléter*
Citrato de zinco
Lauril sulfato de sédio

TANDY Fluoreto de sédio 1.100 ppm
Lauril sulfato de sodio

*Apresentado com a denominag¢éo de triclosan.

Solugoes-estoques dos dentifricios

As solugdes-estoques de cada dentifricio foram preparadas em
agua destilada esterilizada, no mesmo dia do teste, e esterilizadas por
filtragdo (filtros Millipore 0,22 um). Aliquotas eram transferidas para os
meios de cultivo para se atingir as concentragdes desejadas (0,5 mg/mL
até 128 mg/mL).

Cepas bacterianas

Streptococcus mutans

Foram utilizadas 5 cepas de S. mutans isoladas da superficie
interproximal dos primeiros molares inferiores de cinco criangas com
idade de 9 a 12 anos de idade, de acordo com metodologia utilizada por
Simionato.3” Tomou-se o cuidado de empregar um unico isolado de
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cada crianga, para evitar que os testes subseqlientes fossem realizados
com microrganismos geneticamente idénticos, o que poderia falsear os
resultados.

As cepas de S. mutans foram identificadas de acordo com suas
caracteristicas morfocoloniais em agar Mitis Salivarius Bacitracing,
apoés 48 horas de incubagédo, a 37°C, em condigdes de microaerofilia,
por suas carateristicas morfocelulares (método de Gram) e bioquimico-
fisiologicas. 3

Fusobacterium nucleatum e Actinobacillus
actinomycetemcomitans

As cepas desses microrganismos foram obtidas de 26 pacientes, de
ambos 0s sexos, com idade de 17 a 35 anos, que apresentavam sinais cli-
nicos e radiogrdficos de doenga periodontal e que ndo fizeram uso de
antibioticoterapia nos 6 meses que precederam o estudo. Também to-
mou-se o cuidado de utilizar apenas um unico isolado de cada paciente
para a realizagdo dos testes de suscetibilidade aos dentifricios.

A coleta dos espécimes clinicos e o isolamento dos microrganismos
foram realizados de acordo com metodologia descrita por Slots.8 Para o
isolamento de F. nucleatum empregaram-se os meios seletivos CVE® e
Omata & Disraely,* e para A. actinomycetemcomitans utilizou-se o0 meio
seletivo TSBV.38 As placas foram incubadas a 37°C, em anaerobiose, em
dessecadores de vidro, pela técnica da mistura gasosa (90% N,, 10% CO,),
por 4 dias. A identificagdo dos isolados foi realizada por suas caracteristi-
cas morfocoloniais, morfocelulares e bioquimico-fisiologicas.2 1540

As cepas de referéncia Bacteroides fragilis ATCC* 23745, Fusobac-
terium nucleatum ATCC 10953 e ATCC 25586, foram cedidas pelo Prof.
Dr. Mario Julio Avila-Campos (ICB-USP), a passo que Streptococcus
mutans ATCC 25175 e Streptococcus sanguis ATCC 10556 foram cedi-
das pela Profa. Dra. Silvana Cai (ICB-USP).

Método de avaliacdo da atividade antimicrobiana,
meio de cultura e inoculo

A concentragdo inibitéria minima dos dentifricios comerciais foi
determinada empregando-se o método de diluigdo em agar, descrito por
Sutter et al.! e sancionado pelo National Committee for Clinical Labora-
tory Standards.?” O meio de cultura utilizado foi o 4gar infuso de cérebro

* ATCC - American Type Culture Collection.
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coragdo ~ BHI agar (Difco) enriquecido com 0,5% de extrato de levedura
(Difco). Utilizou-se um indculo final de 10° células/botdo aproximada-
mente, o qual era transferido, em duplicata, para os meios de cultura
com auxilio de um inoculador multial¢a.

Incubaciao e leitura dos resultados

As placas inoculadas, em duplicata, foram incubadas em jarras
Gaspak, em condigdes de anaerobiose, a 37°C, por 48 horas. Como controle
dos testes de suscetibilidade aos dentifricios, foram empregadas as cepas
de referéncia Fusobacterium nucleatum ATCC 10953 e ATCC 25586, Bac-
teroides fragilis ATCC 23745, Streptococcus mutans ATCC 25175 e
Streptococcus sanguis ATCC 10556.

Em todos os testes, foram inoculados meios de cultura sem dentifri-
cios, no inicio e no final do processo de inoculagéo, para verificagdo da
viabilidade celular bacteriana e contaminagéo. Apos o tempo de incuba-
¢éo, fazia-se leitura dos resultados verificando-se a inibigdo do cresci-
mento microbiano nas placas com dentifricios quando comparadas com
as placas controle (inoculadas e sem dentifricios). Conceituou-se a con-
centragdo inibitéria minima como a menor concentragéo do dentifricio
que inibiu totalmente o crescimento bacteriano.

Resultado

A Tabela 2 mostra a suscetibilidade dos isolados frente aos dentifri-
cios testados.

Tabela 2 - Suscetibilidade de 5 cepas de S. mutans, 20 cepas de F.
nucleatum e 10 cepas de A. actinomycetemcomitans aos
diferentes dentifricios testados

Dentifricios Microrganismos
(marca comercial) S. mutans F. nucleatum  A. actinomycetemcomitans
Variagio da CIM,y’ Variagdo CIMy, VariagiodaCIM  CIMy,
cIM'!  (mg/ml) daCIM (mg/ml) (mg/mi) (mg/ml)
(mg/ml) (mg/ml)

AQUAFRESH <0,5-4,0 4,0 <0,5-8,0 8,0 1,0-16,0 16,0
CLOSE UP <0,5-1,0 1,0 <0,5-8,0 2,0 1,0-16,0 16,0
COLGATE

BICARBONATO <05-1,0 1.0 <0,5-2,0 2,0 1,0-16,0 8,0
DE SODIO
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Continuagdo

Dentifricios Microrganismos
(marca comercial) S. mutans F. nucleatum  A. actinomycetemcomitans
Variagdo da CIsz Variagdo  CIMy, Variagao da CIM CIMgy
cm! (mg/ml) daCIM (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
(mg/ml) (mg/ml)

ggf“zGATE MentaMFP 1020 10 <os80 20 2,0-160 16,0

COLGATE TOTAL <0,5-1,0 1.0 <0520 2,0 <0,5-8,0 2,0

CREST 1,0-4,0 40 <0560 80 1,0-16,0 8,0

KOLYNOS ACAO

TOTAL _ <05 <0510 1.0 <0,5-40 2,0

KOLYNOQS SUPER

BRANCO £0,5-1,0 10 <0520 20 1,0-16,0 8,0

ORAL B Dentes

e Gengivas 1,0-4,0 40 <0580 8,0 1,0-8,0 8,0

SIGNAL AGAO

GLOBAL <0,5-1,0 1,0 <0520 1,0 1,0-4,0 2,0

TANDY 20 <0540 2,0 1,0-16,0 16,0

! Concentragdo inibitéria minima.
2 Concentragdo inibitéria minima para 90% das cepas testadas.

Os dentifricios mais eficazes em inibir o crescimento das cepas bac-
terianas testadas possuem triclosan em sua composicdo. Os demais
dentifricios mostraram eficidcia moderada para as trés espécies bacteria-
nas. A sensibilidade de F. nucleatum e A. actinomycetemcomitans aos
dentifricios foi menor do que a apresentada por S. mutans.

A sensibilidade dos microrganismos isolados variou consideravel-
mente entre as cepas bacterianas, 0 mesmo acontecendo com a ativi-
dade antimicrobiana dos diferentes dentifricios testados.

Discussao

Embora muitos compostos tenham sido adicionados a composigdo
de dentifricios comerciais com a finalidade de contribuir para a inibigdo
da placa bacteriana, poucos sdo os relatos na literatura sobre a eficacia
dessas formulagdes contra microrganismos periodontopatogénicos ou
mesmo S. mutans.2526

Dos dentifricios comercializados no mercado brasileiro pouco ou
nada se conhece sobre sua eficacia antimicrobiana ante bactérias anfi-
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bidnticas que compdem a placa bacteriana supra ou subgengival. Esses
raros ensaios*%® utilizaram, preferencialmente, o método de difusdo em
4gar, que ndo se mostra adequado para ser empregado em testes de
suscetibilidade de microrganismos anaerébios ou de cultivo mais exi-
gente, mostrando-se inferior ao método de diluigdo em 4gar, como
demonstrado por Sutter et al.4! Além disso, de acordo com Ashley,! o
método de diluigdo em &gar também mostra-se mais proximo da situa-
¢do in vivo.

A presenca de flior* nos dentifricios testados pode contribuir para a
atividade antimicrobiana desses produtos, como demonstrado por
Cavalcanti et al.# O elemento fitior é capaz de se acumular no interior de
bactérias bucais levando a alteragdes metabolicas, inibindo especialmen-
te a via glicolitica, responséavel pela acidogenicidade de S. mutans,¥
podendo inibir a formag&o de polimeros intracelulares de carboidratos
nessas bactérias8 18 e diminuir a adesdo deste microrganismo a hidro-
xiapatita.?2 Pouco se conhece sobre a agédo do flior em microrganis-
mos assacaroliticos do género Fusobacterium, que obtém sua energia
metaboélica a partir da fermentagéo de aminoacidos3? ou A. actinomyce-
temcomitans.

Embora Pearce & Jenkins3! tenham afirmado que o fldor ibnico,
liberado especialmente pelo fluoreto de sodio e fluoreto de estanho,83
apresenta atividade antimicrobiana maior do que o monofluorfosfato de
sodio, este aspecto néo foi observado no presente estudo. A atividade
antimicrobiana dos dentifricios que contem fluoreto de sédio, fluoreto de
estanho ou monofluorfosfato de s6dio como principais compostos anti-
microbianos foi comparavel entre si, porém as cepas de S. mutans foram
mais sensiveis a esses compostos do que as cepas de F. nucleatum e de
A. actinomycetemcomitans.

A concentragdo de fluor nos dentifricios nédo influenciou sobrema-
neira a atividade antimicrobiana destes, como pode ser observado na
Tabela 2, onde a marca Close Up, com 1.000 ppm de monofluorfosfato
de sodio, apresentou resultados semethantes aos dentifricios Colgate
Bicarbonato de Sodio e Colgate Menta MFP Ca*2, que apresentam 1.450
ppm de monofluorfosfato de sédio. Este fendmeno pode estar associado
a presenca de compostos capazes de mascarar, com sua propria ativi-
dade antimicrobiana, a diferenga de efetividade entre as diferentes con-
centragdes de fluor.

* Termo genérico para as formas idnica (flucreto), ionizavel e ndo-ionizével do elemento flior.
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Dentre os compostos capazes de interferir com a efetividade do
monofluorfosfato de sddio, in vivo, na preven¢do da cérie dentdria, des-
taca-se lauril sulfato de sodio, que pode inibir enzimas salivares e bacte-
rianas associadas & liberagdo do fluor ibnico.?!

No presente estudo, in vitro, néo foi possivel avaliar a interferéncia
do lauril sulfato de sodio na atividade antimicrobiana dos dentifricios, ja
que ele esta presente em todos os cremes dentais. A literatura cita esse
composto anidénico como tendo atividade antimicrobiana contra bacté-
rias bucais,?* inibindo a formagéo da placa bacteriana, particularmente
quando associado ao citrato de zinco.10.11

Os dentifricios mais efetivos em inibir o crescimento microbiano
{Tabela 2) possuiam citrato de zinco e triclosan (2, 4, 4'-tricloro 2'-hidroxi-
feniléter) na sua composigdo. A atividade antimicrobiana do zinco e
seus sais (citrato de zinco, cloreto de zinco) é bastante conhecida, sendo
variados os estudos sobre a utilizagdo deste ion metalico no controle da
placa bacteriana’42 e do seu metabolismo,® podendo exercer atividade
antimicrobiana por interferir com o crescimento e atividade enzimaética
de bactérias, afetando particularmente o transporte de nutrientes para o
interior da célula.®

De acordo com Svatun et al.,% o uso de dentifricios contendo citrato
de zinco e triclosan levou a um maior controle de formagéo de placa bac-
teriana e célculo. No entanto, Bijella et al.3 mostraram que os sais de
zinco possuem eficiente atividade antimicrobiana quando em solucéo,
sendo pouco efetivos em dentifricios, talvez por interagir com outros
constituintes do creme dental.

Dentre os agentes antimicrobianos presentes nos dentifricios com
maior atividade antimicrobiana merece destaque o triclosan, que tem se
mostrado capaz de reduzir o acimulo de placa e célculo, além de incre-
mentar a manutengdo de saude gengival.!” Além da atividade antimi-
crobiana, este derivado fenolico possui atividade antiinflamatéria, sendo
capaz de inibir a sintese de prostaglandina® e a atividade da histamina.8
Dentre as desvantagens deste composto lipossolivel estd o curto
periodo em que permanece na cavidade bucal, 0 que pode ser contor-
nado satisfatoriamente com a associagdo de um copolimero de metoxie-
tileno e acido maleico.

A elevada atividade antimicrobiana dos dentifricios contendo triclo-
san, observada neste estudo, estd de acordo com os resultados obtidos
por Walker et al.,* que demonstraram que este composto atua especial-
mente sobre 0s microrganismos anaerdbios obrigatorios envolvidos com
as periodontopatias, pouco interferindo com o0s comensais da placa
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supragengival, o que minimiza o problema da recolonizagdo da cavi-
dade bucal por microrganismos oportunistas oriundos do ambiente ex-
tra-bucal.

Conclusao

e Todos os dentifricios foram capazes de inibir o crescimento bacteriano.

e Os dentifricios contendo triclosan apresentaram maior atividade anti-
microbiana.

e Os microrganimos Gram negativos testados (F. nucleatum e A. acti-
nomycetemcomitans) mostraram-se menos sensiveis aos dentifricios
do que S. mutans.
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m ABSTRACT: The aim of this study was to evaluate the antimicrobial activity of
eleven dentifrices on 5 strains of Streptococcus mutans, 20 strains of Fusobac-
terium nucleatum and 10 strains of Actinobacillus actinomycetemcomitans.
The bacterial strains were submitted to susceptibility tests using an agar dilu-
tion method. It was used brain heart infusion agar supplemented with yeast
extract in susceptibility tests and the plates with dentifrices and control were
incubated under anaerobioses, at 37°C, for 48 hours. All dentifrices were able
to exhibit some inhibitory activity on tested bacterial strains, however triclosan
containing dentifrices showed to be more effective than the others.
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