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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos antimicrobianos de um enxaguatério bucal
contendo 0,075% de cloreto de cetilpiridinio, zinco e fluoreto em uma base sem alcool
(CPC+Zn) em um modelo de biofilme in vitro com maultiplas espécies bacterianas
periodontais. Trinta e duas espécies bacterianas foram selecionadas de acordo com as espécies
mais prevalentes na doenca periodontal e biofilmes in vitro foram cultivados com o uso do
dispositivo de biofilme de Calgari. Os biofilmes foram cultivados durante sete dias e sobre
eles foram testadas a acdo antimicrobiana da formulacdo para enxaguatério bucal contendo
CPC+Zn, solugdo de gluconato de clorexidina 0,12% (CLX) e uma solugéo placebo (H20).
Duas exposicdes de um minuto cada foram realizadas diariamente com um intervalo de seis
horas, por 3 dias. A composicdo microbiana dos biofilmes foi avaliada usando a técnica
checkerboard DNA-DNA hybridization. Testes de inibicdo de metabolismo bacteriano e
erradicacdo dos biofilmes foram realizados. A significancia estatistica das diferencas entre os
grupos foi testada usando o teste de Kruskall Wallis e Dunn (p<0,05)e para comparacoes
maultiplas em pares foi empregado o procedimento de Dunn-Sidak em um nivel de confianca
de 95%. Trinta e uma das 32 espécies incluidas no modelo de biofilme foram recuperadas nos
biofilmes cultivados. Com a exposi¢do aos antimicrobianos foi observado menor atividade
celular nos biofilmes expostos a solugdo de CLX 0,12% (p<0,05). O composto que melhor
mostrou capacidade de erradicacdo dos biofilme foi a CLX (p<0.05) em comparagdo com 0s
grupos CPC+Zn (p = 0,002) e Placebo (p = 0,044). Os complexos amarelo e laranja estavam
em menores proporcdes nos biofilmes expostos & CLX e ao CPC+Zn do que nos biofilmes
expostos ao placebo (p<0.05). Em concluséo, a solugdo de CPC+Zn e fluoretos também foi
efetiva na reducgéo da atividade celular, na inibi¢cdo do crescimento dos biofilmes cultivados e

na alteracdo da composicéo desses biofilmes.

Palavras-chave: Antimicrobiano; Biofilme in vitro; Cloreto de cetilpiridinio



ABSTRACT

The aim of this study was to test the antimicrobial effects of a mouthwash containing 0.075%
cetylpyridinium chloride, zinc and fluoride in an alcohol-free base (CPC + Zn) in vitro
complex biofilm model with multiple periodontal bacterial species. Thirty-two bacterial
species were selected according to the species most prevalent in periodontal disease and in
vitro biofilms were cultured using the Calgari biofilm device. The biofilms were cultivated for
seven days and the antimicrobial action of the mouthrinse solution containing CPC + Zn,
0.12% chlorhexidine gluconate solution (CLX) and a placebo (H20) solution were tested on
them. Two one-minute exposures were performed daily at a six-hour interval for 3 days. The
microbial composition of the biofilms was evaluated using the checkerboard DNA-DNA
hybridization.Tests of bacterial inhibition metabolism and eradication of biofilms were
performed. The statistical significance of the differences between the groups was tested using
the Kruskall Wallis and Dunn test (p <0.05) and for multiple paired comparisons the Dunn-
Sidak procedure was used at a 95% confidence level. Thirty-one of the 32 species included in
the biofilm model were recovered in cultured biofilms. With the exposure to antimicrobials,
lower cellular activity was observed in the biofilms exposed to CLX solution0,12%
(p<0,05).The solution with best biofilm eradication capacity was CLX (p <0.05) compared to
the CPC + Zn (p = 0.002) and placebo (p = 0.044) groups. The yellow and orange complexes
were smaller in biofilms exposed to CLX and CPC + Zn than in biofilms exposed to placebo
(p <0.05). In conclusion, the solution of CPC + Zn and fluorides was effective in the
reduction of cellular activity, inhibition of the growth of biofilms cultured and alteration of

the composition of these biofilms.

Key-words: Antimicrobial; in vitro biofilm; cetylpyridinium chloride
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1. INTRODUCAO

As doencas periodontais sdo infecgdes mistas causadas por espécies bacterianas
organizadas em biofilmes que colonizam as superficies dentarias. Em diversos paises as
doengas periodontais superaram a carie dental como causa principal para a perda
dentaria em adultos (Petersen,2003). Os custos envolvidos no tratamento dessas
infeccdes e na restauracdo das sequelas deixadas por elas sao estimados em bilhGes de
ddlares (Petersen,2003). No mais, essas infeccbes apresentam possiveis efeitos
sistémicos, por meio do envolvimento das doencas periodontais na etiologia de doencas
cardiovasculares, diabetes e em complicacbes durante o parto foram propostas
recentemente (Bahekar et al., 2007; Mealey et al.,2007; Uppal et al., 2010).

A organizacdo da microbiota subgengival em biofilmes é um desafio para o
controle dessas infec¢des, uma vez que bactérias organizadas em biofilmes apresentam
uma resisténcia elevada a agentes antimicrobianos (Socransky et al.,2002). Biofilmes
também sdo mais protegidos da acdo do sistema imune do hospedeiro, quando
comparados com bactérias planctonicas (Socransky et al.,2002). Embora o emprego de
antibidticos sistémicos no tratamento dessas infec¢bes tenha demonstrado beneficios
clinicos (Feres et al.,2001; Winkel et al., 2001; Carvalho et al., 2004; Matarazzo et
al.,2008; Haffajee et al., 2007; Cionca et al., 2009; Silva et al., 2011), a possibilidade de
desenvolvimento de resisténcia bacteriana a essas substancias justifica a busca por
outros agentes antimicrobianos que possam ser usados em longo prazo no controle das
doengas periodontais.

O emprego de agentes antimicrobianos para o tratamento e/ou prevencdo de
doencas periodontais tem que ser validado em estudos clinicos. Porém, a utilizacdo de
novas substancias antimicrobianas em seres humanos deve ser precedido pela
demonstracdo de eficicia dessas substancias em modelos in vitro e teste dos seus
possiveis efeitos toxicos. Devido ao efeito protetor da estrutura dos biofilmes, testes in
vitro de susceptibilidade a agentes antimicrobianos evoluiram para incluir modelos que
mimetizem biofilmes. Porém, uma das limitacfes desses modelos é que, na sua maioria,
eles utilizam uma espécie isolada ou poucas espéecies em conjunto (Sissons,1997;
Guggenheim et al.,2001; Guggenheim et al., 2009; Sanchez et al., 2011). O biofilme
subgengival pode conter uma grande variedade de espécies bacterianas (Socransky et
al., 2002), dificultando a reproducdo in vitro dessas estruturas. Outra limitacdo dos

modelos atuais existentes de biofilmes in vitro envolvendo diversas espécies € a baixa
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reprodutibilidade dessas estruturas, ou a possiblidade de gerar um nimero pequeno de
réplicas, ndo permitindo o seu uso sistematico em testes de agentes antimicrobianos
(Guggenheim et al., 2001; Sanchez et al., 2011).

1.1.Microbiologia Oral

Com a chegada de técnicas imunoldgicas e de biologia molecular capazes de
detectar espécies bacterianas, foi estabelecido na década de 90 a relacdo entre os perfis
microbianos e as diversas formas de doencas periodontais (Socransky et al. 1988,
Socransky et al. 1994). Utilizando a técnica do Checkerboard DNA-DNA hibridization,
espécies como Tannerella forsythia e espiroquetas, se tornaram passiveis de detecc¢éo.

Apb6s hipGteses terem sido levantadas ao longo dos anos, sobre o
estabelecimento e formagdo do biofilme na doenga periodontal, Socransky e
colaboradores (1998) definiram os complexos microbianos associados com salde e
doenca periodontal, neste estudo coletaram amostras de biofilme subgengivais em 185
individuos (idade média 51 +/- 16 anos) com (n = 160) ou sem periodontite (n = 25).E
determinaram a presenca e 0s niveis de 40 espécies em 13.261 amostras, utilizando
sondas de DNA genémico completo pela técnica Checkerboard DNA-DNA
hibridization. Sendo assim, cinco complexos principais foram consistentemente
formados. O primeiro complexo, definido como complexo vermelho, consistiu em um
grupo de espécies bem relacionadas entre si: T. forsythia, Porphyromonas gingivalis e
Treponema denticola. O segundo, nomeado complexo laranja foi fortemente
relacionado com o primeiro e incluiu membros das subespécies Fusobacterium
nucleatum/ periodonticum, além de Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens e
Peptostreptococcus micros. As espéecies associadas a este grupo incluiram: Eubacterium
nodatum, Campylobacter rectus, Campylobacter showae, Streptococcus constellatus e
Campylobacter gracilis. O terceiro, complexo amarelo, consistiu em Streptococcus
sanguinis, Streptococcus oralis, Strepctococcus mitis, Streptococcus gordonii e
Streptococcus intermedius. O quarto complexo, definido verde foi composto de 3
especies de Capnocytophaga, Campylobacter concisus, Eikenella corrodens e
Actinobacillus actinomycetemcomitans serotipo a. E o quinto complexo,nomeado como
roxo, consistiu em Veillonella parvula e Actinomyces odontolyticus. A.
actinomycetemcomitans serotype b, Selenomonas noxia e Actinomyces naeslundii

genospécies 2 (A. Viscosus.). Sendo que o complexo vermelho relacionou-se de forma
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consistente com as medidas clinicas da doenca periodontal, particularmente a
profundidade de sondagem e o sangramento & sondagem. Em 2002, as espécies
Actinomyces israelli e Actinomyces naeslundii sorotipos 1 e 2, foram associadas a um

grupo a parte (Socransky et al.,2002).

Desde entdo, diversos estudos tém sido realizados sobre o biofilme
supragengival e subgengival, possibilitando ao profissional e ao paciente utilizar
terapias capazes de alcancar remocao/desorganizacdo do biofilme de forma adequada,
muitas vezes retornando ao estado de salde oral. E para isso acontecer, mecanismos de
controle baseados em dispositivos e substancias quimicas passaram a ser utilizados
(Serrano et al., 2015).

1.2.Controle do Biofilme
1.2.1.Controle Mecénico

A boa higiene oral, realizada por meio de escova e fio dental desorganiza e
remove o biofilme supragengival, e € um requisito fundamental para se manter uma boa
salde oral (Zanatta et al.,2011). Essas medidas de higiene oral podem prevenir por
exemplo, o desenvolvimento de gengivite. Além disso, a higiene oral meticulosa
durante longos periodos de tempo pode modificar tanto a quantidade quanto a
composicdo do biofilme subgengival, e evitar perda de insercdo periodontal (Van der
Weijden et al., 2015).

A raspagem e alisamento radicular é o procedimento mecanico considerado
padrdo ouro para o tratamento periodontal. Esse procedimento, realizado pelo
profissional, remove o biofilme supragengival e leva a uma alteragdo benéfica na
composicdo do biofilme subgengival. Enquanto a raspagem subgengival leva a uma
melhora nos parametros clinicos, como ganho na insercdo clinica e diminuicdo da
profundidade de sondagem, do sangramento, supuracéo e do indice de placa (Haffajaee
et al.,1997). Muitas vezes essa pratica isolada ndo é capaz de modificar o perfil
microbiano associado a doenca para um biofilme compativel com saude (Carvalho et
al., 2005; Matarazzo et al.,2008). Com o objetivo de potencializar os efeitos
microbioldgico e clinicos da raspagem, diversas terapias adjuntas tém sido propostas,
como uso de antibioticos locais, sistémicos e de substancias quimicas encontradas em

dentifricios e enxaguatorios bucais (Jongsman et al., 2015). Além disso, a utilizacdo de



19

produtos quimicos com boa agdo antimicrobiana pode ser importante na fase de
manutencdo periodontal, pois uma boa higiene oral e substancias efetivas no pos-
tratamento periodontal s&o importantes para evitar a recidiva da doenca.

1.2.2.Controle Quimico

Apesar do controle mecénico do biofilme ser o principal método utilizado para
o controle das doencas bucais pela populacdo em geral, a utilizacdo de dentifricios e
solucdes antimicrobianas para bochechos ganham bastante importancia quando o
assunto € atuar como adjunto para obter satde oral. Assim o controle quimico pode ser
associado no alivio de dor em inflamagdes da mucosa oral como periodontite, aftas,
estomatite ou ainda para tratamento da halitose; nas fases pré e pds-cirdrgicas, na
manutencdo da salde dos implantes dentarios e dentes naturais; para pacientes com
dificuldade ou deficiéncia motora e como tratamento associado ao clareamento dental e
xerostomia (Almerich et al.,2005). Ao longo dos anos, as combinagdes destas terapias
foram bastantes pesquisadas, os controles mecanico e quimico na higiene bucal
mostraram bastante eficiéncia, justamente porque a maior parte do biofilme é reduzido
mecanicamente, deixando para tras apenas um biofilme desorganizado e “fino” que
pode ser mais facilmente reduzido por meios quimicos (Brecx,1997). Os principais
antimicrobianos utilizados para controle do biofilme oral sdo ions metalicos (ex.: zinco,
cobre, estanho), extratos de plantas ou resinas da flora (prépolis), fendis (triclosan),
detergentes (ex.: sulfato de sédio e lauril), 6leos essenciais (ex.: timol, eucaliptol),
compostos quaternarios de aménia (ex.: cloreto de cetilpiridinio (CPC) e digluconato de
clorexidina (CLX). Esses produtos também podem conter outros ingredientes, como
agua, agentes aromatizantes, sulfactantes, flavorizantes, corantes, conservantes,
espessantes e alcool, que ttm o objetivo de conservar e solubilizar as substancias
principais, mantendo a sua biodisponibilidade.

Alguns fatores devem ser levados em consideragdo na eleicdo de uma
substancia antimicrobiana, por exemplo permeabilidade e substantividade, ou seja,
deverad penetrar e ser capaz de ficar retida no local onde ira atuar (mucosa oral ou
superficie dental) e ser liberada aos poucos, evitando a neutralizagéo rapida pela propria
saliva. A substancia ainda deve ter capacidade de inibir bactérias orais, especialmente
patdgenos, deve ter baixa toxicidade e ndo provocar efeitos colaterais graves (Surbhi et
al.,2011).
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Os antimicrobianos orais podem ser utilizados tendo a base de géis,
dentifricios ou colutérios (Loe & Schiott, 1970; Schiott, 1973; Jones,1997; Faveri et al.,
2006; Feres et al.,2009). Os dentifricios sdo geralmente utilizados em combina¢do com
a escovacdo dental com o propdsito de facilitar a remocdo do biofilme (Lindhe et
al.,2008). Os bochechos orais tém sido testados para uso diario com o objetivo de
melhorar a higiene oral (Wu et al.,2002). Mais recentemente tem sido proposto a
combinacgéo de diferentes substancias para potencializar os seus efeitos antimicrobianos
(Lang et al.,2007).

1.3. Agentes Quimicos
1.3.1. Clorexidina (CLX)

A CLX ¢ considerada o antimicrobiano “padrdo-ouro”, e tem sido a principal
escolha para o controle do biofilme supragengival, por possuir um amplo espectro de
acdo e alta substantividade (Feres et al.,2010). As suas moléculas sdo absorvidas na
superficie do esmalte, inibindo a adesdo bacteriana. A CLX é formada por dois anéis
clorofendlicos e dois grupos bis-biguanida, ligados igualmente por cadeias de
hexametilénica (Sakaue et al.,2018). A penetracdo deste agente ao meio citoplasmatico
favorece o rompimento da membrana celular e por consequéncia o extravasamento das
estruturas celulares do microrganismo (Kocak et al.,2009). Quando a CLX é utilizada
por longos periodos, podem ser observados alguns efeitos colaterais, como
manchamento nas mucosas, dentes, restauracfes, além da perda do paladar ou sensacdo
de queimacédo das mucosas orais. Alguns pacientes ndo podem fazer o uso da CLX por
serem alérgicos ou intolerantes a esse medicamento (McGoy et al.,2008).

Estudos recentes sugerem a substituicdo do controle de placa profissional
semanal pelo bochecho diario com digluconato de clorexidina, com um objetivo adjunto
ao tratamento periodontal (Faveri et al. 2009, Feres et al. 2009). Outro estudo, de Soares
e colaboradores (2014), avaliou o efeito da CLX, em combinagdo com metronidazol
(MTZ) e amoxicilina (AMX) sistémicos no tratamento periodontal, e observou que o
perfil microbiologico mais compativel com saide foi obtido quando a raspagem e
alisamento radicular foi associada ao MTZ+CLX, MTZ+AMX e principalmente, ao
MTZ+AMX+CLX.
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1.3.2.Fluoretos

Os efeitos do flGor sobre as bactérias orais sdo bem conhecidos. Existem fortes
evidéncias sobre o efeito protetor deste ion em relacdo ao desenvolvimento de caries
dentais. O fluor possui rapida deposicdo na superficie dental, promove um pH mais
neutro na cavidade bucal, e altera a producdo de polissacarideos extracelulares
insolUveis, reduzindo a aderéncia bacteriana e permitindo a remineralizacdo do esmalte
dental (Hanning et al.,2013). Os fluoretos podem ser formulados tendo como base de

sodio, estanho ou amina (Ganss et al.,2008)

O fluoreto de amina, por exemplo, forma uma camada homogénea na
superficie do dente e ndo é removido pela saliva. O fluoreto de amina quando exposto a
amostras de biofilmes de pacientes com periodontite cronica inibiram o crescimento de
todas as bactérias cultivaveis (Van Der Mei et al.,2007). As cepas Gram positivas foram
mais sensiveis do que os organismos Gram negativos. O flGor leva a uma reducdo na
espessura do biofilme porque existe uma interacdo eletrostatica entre o flior que €
catiénico e a superficie bacteriana carregada negativamente. Essa interacdo € importante
para a reducdo da formacéo do biofilme (Priya et al.,2015). Enxaguantes que possuem 0
fluoreto de amina e o estanhoso tém uma boa agéo bactericida.

AvalicOes recentes demonstraram que os fluoretos desempenham um efeito
anti-placa, porém, a longo prazo a sua estabilidade pode ser comprometida podendo

causar manchamento dental (Kensche et al.,2017).

1.3.3.Triclosan

O triclosan é um agente antibacteriano de amplo espectro e possui baixa
toxicidade. Essa substancia pertence ao grupo dos fenoxifendis policlorados e também
é utilizada como conservante de cosméticos (Adolfsson-Erici et al.,2002). O triclosan
ndo leva a efeitos colaterais, possui baixa substantividade e répida liberagdo. No
entanto, ndo ha evidéncias claras sobre a eficacia antimicrobiana de produtos contendo
somente o triclosan, tanto para o controle de caries quanto do biofilme oral (Riley et
al.,2013). O triclosan é utilizado principalmente em associacdo a outras substancias,
como o gantrez (&cido polivinilmetil éter maleico), para facilitar sua absorcdo e
retencdo ao esmalte, células e epitélio oral (Ciancio,2007).
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A inflamag&o gengival precursora da perda de tecidos periodontais, pode ser
reduzida ao utilizar o triclosan (Sreenivasan et al.,2011). Recentes preocupagdes foram
levantadas sobre os possiveis efeitos de bioacumulacdo do triclosan no meio ambiente
que podem afetar varios organismos, especialmente algas e recursos aquaticos. Porém,
esse efeito danoso nunca ficou provado. Além disso, foi levantada a possibilidade de
desenvolvimento de resisténcia bacteriana ap6s a exposicdo ao triclosan (Yueh et
al.,2016).

1.3.4.Cloreto de Cetilpiridinio (CPC)

O CPC causa aumento da permeabilidade da célula bacteriana, facilitando a lise
da parede celular e levando a morte do microrganismo (Pitten & Kramer,2001). O CPC
possui amplo espectro antimicrobiano e tem efeito bactericida em patdgenos Gram
positivos e fungos (Pitten et al.,2001). Considerado um agente quimico alternativo, ja
que tém uma boa atividade antimicrobiana, o0 CPC leva a menos efeitos colaterais do
que a CLX (Quisno & Foster,1946). Em diversas situacfes clinicas, o CPC pode ser
utilizado como bochecho bucal pré-procedimento odontologico (Feres et al.,2010),
como adjunto ao tratamento periodontal mecanico (Costa et al. 2013) no tratamento da
halitose (Mendes et al. 2016) e de infec¢des da orofaringe (Pitten & Kramer,2001), além
de possuir propriedade anti-cariogénicas (Pandit et al.,2015). Quando usado em
concentracdes mais altas, o CPC pode provocar pigmentacdo dos dentes e sensacdo de
ardéncia. O CPC ainda possui facil aderéncia ao epitélio oral, porém com
substantividade inferior a CLX.

Quando comparada a efetividade de uma solucdo contendo 0,05% CPC e outra
contendo 0,12% CLX foi observado a efetividade do CPC na reducdo de bactérias
viaveis dos aerossois e menor proporcao de bactérias patogénicas do complexo laranja
(Socransky et al.,1998). Também foi observado uma boa a¢do antimicrobiana do CPC
em voluntarios que fizeram bochechos com CPC antes do realizar profilaxia com
ultrassom, revelando ser tdo efetivo quanto aos que fizeram bochecho com CLX
(Retamal-Valdes et al.,2017).

1.3.5.Zinco
O zinco tem efeito bacteriostatico e anti-inflamatério. Quando associado a

outras substancias como o triclosan ou CPC, o Zinco tem efeito sinérgico. Mostrou
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também ter efeito anti-bacteriano contra S. mutans, P. gingivalis e P. intermedia
(Netuveli et al.,2004). Lynch e colaboradores (2011) observaram que 0 Zn mantem a
porosidade da zona de superficie dental, permitindo assim uma melhor difusdo dos ions
minerais e, consequentemente, aumentando a remineralizacdo. Saxton e colaboradores
(1988) sugeriram que o0 zinco tem um efeito sobre o crescimento bacteriano, assim
sendo capaz de reduzir a taxa de proliferacdo bacteriana residual na superficie dental.
Um outro importante efeito do Zn quando associado a outras substancias é a inibi¢éo do
metabolismo da glicose pelo S. mutans, S. sanguinis e A.naeslundii. (Sreenivasan et
al.,2009).

1.3.6.0leos Essenciais

Os oleos essenciais tém em suas formulagGes menos ingredientes ativos e por
consequéncia menos efeitos adversos do que outros antimicrobianos. Os principais
compostos de 6leo sdo extraidos do mentol, eucaliptol, timol e metil salicilato e para
manter estes compostos fendlicos, é necessario o acréscimo de 27% de etanol. Foi
proposto que a utilizacdo de bochecho com 6leos essenciais duas vezes ao dia durante
30 segundos diminui as bactérias nocivas em 99,9% mesmo em locais dificeis para

escova dental alcangar (Vlachojannis et al.,2016).

Um dos primeiros estudos avaliando o uso do 6leo essencial como enxaguatério
foi realizado em dez pacientes por Fornell e colaboradores (1975). Os autores
descreveram que o uso diario de 6leos essenciais teve efeito na inibi¢do do biofilme e na
reducdo da inflamacéo gengival, e que levavam também a uma melhor cicatrizacdo pos-
cirrgica. Na cirurgia periodontal por exemplo, esta substancia pode interferir sobre o

acumulo de biofilme, e melhorar também o processo de cicatrizagéo (Jackson,1997).

1.3.7.Produtos Naturais

Ao longo dos anos, os produtos naturais, chamados agentes terapéuticos
alternativos, tém sido introduzidos e cada vez mais aceitos pela populagdo (Jain et al.,
2016). Um destes produtos, a propolis, uma substancia retirada das colméias de abelhas,
na forma de resina, que possui fung¢fes antimicrobiana, anti-inflamatéria e anti-fungicas
(Fuliang et al. 2005). A propolis vermelha brasileira tem sido largamente estudada por
ser 100% natural, ndo possuir efeitos adversos, ter propriedade antimicrobiana contra S.

mutans, S. sobrinus, S. aureus e A. naeslundii, além de apresentar boa capacidade anti-
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inflamatdria (Bueno-Silva, 2013). Essas caracteristicas tem colocado a propolis

vermelha como uma substancia promissora na a industria farmacéutica e alimentar.
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2. OBJETIVO

O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos antimicrobianos de um
enxaguatorio bucal contendo 0,075% de cloreto de cetilpiridinio, zinco e fluoreto em

um modelo de biofilme in vitro composto por multiplas espécies bacterianas.
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3. METODOLOGIA

3.1. Estabelecimento do modelo de biofilme in vitro com multiplas espécies
periodontais.

As espécies bacterianas periodontais utilizadas nesse projeto (Tabela 1) fazem
parte das 40 espécies descritas em Soares et al. (2015). A escolha das espécies para 0
modelo in vitro de biofilme foi baseada em conhecimentos sobre a composi¢do de
biofilmes subgengivais a partir da anélise de amostras in vivo. A maioria delas, como
Actinomyces ssp, Streptococcus ssp e Fusobacterium ssp, foi cultivada em placas de
Agar com 5% de sangue de carneiro (SB). Algumas espécies exigem condicGes mais
especificas para crescimento, como P. gingivalisfoi cultivada em meio enriquecido com
1% de hemina e 5% vitamina K; T. forsythiacom 1% de hemina , 5% vitamina K e
mais 1% de &cido N-acetilmuramico; e Eubacterium subsp. foram cultivados em

fastidious anaerobe Agar com 5% SB.

Tabela 1: Lista das bactérias utilizadas neste projeto

Espécie ATTC Eszpécie ATTC
N bacter Fusobacterinm nucleatum sz
Aggregan olymorphum 10953
actinomycetemcomitans b 29523 P
Fusobacterivm nucleatum ==
vinicenti 40256
Eikenella corrodens 23834
o Fuscbacterinum periodonticum 338493
Veillonella parvula 10790
. Actinomyces gerencseriae 23880
Eubacterium saburreum 33271 3
. Actinomyoes israellil 12102
Eubacterium nodatum 533009 3
. Actinomyoes naeslundii I 12104
Gemella morbillorm 27824 3
. Actinomyces naeslondii IT (oriz) | 43146
Prevotella denticola 535038 3
) . Actinomyoes odontolyticus 17929
Parvimonas micra 33270 - -
. _ Selenomonas noxia 43541
Porphyromonas singivalis 33277
43037
. i Tannerella forzythia (338)
Prevotella intermedia 25611
33624
Capnocytophaga gingivalis 27
Propionibacterinm acnes I 11827 PROEYIOpRags S8 =N
33596
Capnocytophaga ochracea 25
Streptococcus mutans 25175 PrOEIOPEAg (2
Capnocytophaga sputizgena 33612 (4
Streptococcus ansinosus 33397 PROEYIEpRags SpTRE i )
27823 Streptococcus oralis 33037
Streptococcus constellatus (MWE32E)
. _ Streptococons sangings 10556
Streptococcus gordonii 10538
33236
. . _ Campylobacter gracilis (10843
Streptococcus intermedius 27335
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O protocolo utilizando o dispositivo de biofilme de Calgari (DBC) (Figura 1),
descrito em Soares et al. (2015), foi utilizado para a preparacao dos biofilmes. Apos 48
horas de crescimento nas placas de Agar todas as espécies foram transferidas para tubos
contendo caldo Brain Heart Infusion (BHI) complementado com 1% de hemina. Apds
24 horas, a densidade Optica da suspensdo de cada espécie foi medida e a concentracao
ajustada para 10° células por ml, entdo 100pl, contendo 10" células de cada espécie,
foram adicionadas a um inoculo que foi utilizado para a formacgdo dos biofilmes. Uma
vez preparado, o indculo foi dispensado em placas de poliestireno de 96 pocos (NUNC-
TM), em cada pogo foram adicionados 150ul do indculo, contendo 10° células de cada
uma das 32 especies. Entdo o dispositivo foi fechado com a tampa contendo pinos
(Nunc TSP system; Thermo Scientific, Roskilde, Denmark) onde os biofilmes serdo
formados, colocado em condicdo de anaerobiose com uso do sistema BD GasPak EZ
(Bec- ton Dickinson, Sparks, MD), e armazenado em estufa a 37°C. Apds 72 horas, a
tampa contendo os pinos foi transferida para outra placa contendo meio de cultura
fresco (BHI com 1% de hemina e 5% de sangue de ovelha) (Figura 2). Esse
procedimento foi repetido apo6s 48 horas (sexto dia) e entdo no sétimo dia de formacéo

dos biofilmes os testes antimicrobianos foram iniciados.

Tampa com 96 pinos Placa com 96 pocos Dispositivo montado
Figura 1. Dispositivo de biofilme de Calgari
3.2.Exposicéo ao cloreto de cetilpiridineo 0,075% + Zinco e fluoretos
A cinética bactericida ou bacteriostatica do cloreto de cetilpiridineo 0,075% +
Zn e fluoretos (CPC) foi testada durante trés dias. Os 88 pinos remanescentes na placa

foram expostos a solucdo de CPC, e aos controles negativos e positivos, solucdes
placebo (H20O destilada e autoclavada) e gluconato de clorexidina 0,12% (CLX),
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respectivamente. Para a exposicdo os pinos foram lavados duas vezes em 200ul de
solucéo salina de fosfato 1% (PBS) e transferidos para uma placa contendo as solugdes
por dois periodos de um minuto cada um, com um intervalo de 6 horas entre eles,
simulando o uso de um enxaguatério utilizado 2 vezes ao dia. Diariamente ap0s 0
término da segunda exposicdo biofilmes foram removidos para analise. Cada condi¢éo
foi testada em quadriplicata. Desta forma,foi testado o tempo de exposi¢do necessario
para se obter o efeito antimicrobiano do cloreto de cetilpiridinio associado a zinco e
fluoreto. O tempo de incubacédo foi selecionado com base nos experimentos time-Kkill

utilizando bactérias planctonicas e biofilmes. (LiPuma, 2009, Lee et al. 2010).

Figura 2. DBC montado e armazenado em condicdo de anaerobiose

3.3.Capacidade inibitdria de formacéo dos biofilmes

O teste para avaliar a atividade celular dos biofilmes foi realizado com 2,3,5-
trifeniltetrazolio cloreto (TTC)(catalog no. 17779; Fluka Analytical) e
espectrofotometria. O TTC é reduzido a um formazan vermelho pela atividade
metabdlica de bactérias. Para esta analise, p6s-exposi¢do aos antimicrobianos a cada dia
4 pinos, com os biofilmes, de cada condigdo testada, foram removidos da tampa com
auxilio de um férceps18, lavados 2 vezes em PBS 1% e transferidos para uma placa
contendo 200ul de meio BHI fresco contendo 1% de hemina e 10% de solugédo 1% de
TTC. O conjunto entdo foi encubado a 37°C por 24 horas para posterior leitura da
atividade celular. Para a leitura os pinos contendo os biofilmes foram removidos da
solucdo de TTC e a conversio do TCC foi lida a 485 nan6metros usando
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espectrofotdmetro (Epoch -Software Gen5). Um precipitado vermelho indica a presenca
de metabolismo bacteriano. Portanto, agentes antimicrobianos eficazes podem ser
rapidamente identificados pela falta de um precipitado.

3.4. Composicao dos biofilmes formados

A composicdo bacteriana dos biofilmes formados foi avaliada antes da
exposicdo aos antimicrobianos e ap0s cada dia de teste. Inicialmente pinos cobertos
pelos biofilmes da primeira coluna do DBC, foram removidos do dispositivo antes da
exposicdo aos antimicrobianos para avaliagdo da composicdo inicial dos biofilmes.
Apos cada dia os pinos incubados para o teste TCC eram transferidos para anélise de
composicao bacteriana dos biofilmes. Para tanto os pinos foram lavados duas vezes em
solucdo salina de fosfato 1% (PBS) e transferidos para tubos tipo Eppendorf contendo
150 pl de tampédo TE (10mM Tris-HCI, ImM EDTA, pH 7,6).Foram adicionados 100 pl
de solucdo 0,5 M de hidréxido de sddio (NaOH) em cada tubo e fervidos em banho-
maria por 10 minutos e, em seguida, os pinos foram descartados e as solu¢bes contendo
os DNAs bacterianos foram armazenas em freezer -20°C, onde permaneceram até a
analise pela técnica do Checkerboard DNA-DNA hybridization. A composicao de cada
biofilme formado foi avaliada com base na contagem total de DNA e proporcao de cada

espécie bacteriana analisada (Socransky et al 1994, 2004).

3.5.Capacidade de reducéo dos biofilmes

Apos a exposicdo as solucbes antimicrobianas, os pinos contendo os biofilmes
foram removidos da placa, lavados duas vezes em solucdo 1% PBS e transferidos para
um tubo tipo Eppendorf contendo100ul de do meio de cultura fresco (BHI+hemina) e
dispersos por sonicagem. Em seguida as solugdes contendo os biofilmes dispersos
foram diluidas em série e plaqueadas em placa de Agar tipo HNK (placas
suplementadas com hemina, NAN e vitamina K) e incubadas em condic¢des anaerobicas
durante 7 dias. O teste indica a capacidade do composto de matar as espécies presentes
no biofilme e o tempo necessario para que isso ocorra. A capacidade de erradicacéo de
biofilme foi registrada de acordo com a quantidade de unidades formadoras de coldnias
bacterianas (UFC) presentes em cada placa. O total de UFC das amostras de biofilme
antes e ap0s a exposicao aos antimicrobianos foram utilizados para calcular o percentual

de erradicacao do biofilme.
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4. ANALISE ESTATISTICA

Foram apresentados os resultados atraves de estatistica descritiva das analises
utilizando a média percentual e o desvio padrdo. Andlise da capacidade inibitéria e da
capacidade de erradicacdo dos biofilmes foram avaliadas com método para as
comparagfes multiplas em pares e foi empregado o procedimento de Dunn-Sidak em
um nivel de confianca de 95% atraves do programa estatistico IBM® SPSS® Statistics,
versdo 22 para Windows®. A média da proporcao dos complexos microbianos foi
comparada entre 0s grupos através dos testes Kruskall Wallis e Dunn.

5. RESULTADOS
5.1.Capacidade Inibitdria

A atividade celular bacteriana e a capacidade inibitdria de cada solucdo testada
foi avaliada no inicio e apds cada dia de procedimento pelo percentual de oxido-reducao
do TTC detectado em cada situacao testada. A média da atividade celular dos biofilmes
controles foi definido com 100% de atividade celular. No total, quatro biofilmes foram
avaliados ap06s dois tempos de exposicdo de um minuto cada um, durante trés dias
consecutivos. Apds o primeiro e terceiro dia de exposicdo aos antimicrobianos foi
observado menor atividade celular nos biofilmes expostos a solucdo de CLX 0,12%
(p<0,05). Embora sem diferenca estatisticamente significantes, apds o primeiro dia de
exposicao a solucdo de CPC+2Zn também reduziu consideravelmente a atividade celular

dos biofilmes testados. (Tabela 2).

Tabela 2. Percentual médio e desvio padrdo da oxido-redugdo detectados nos grupos

apos cada dia de exposicado

CLX Placebo CPC+2Zn
% DP % DP % DP
Dia 1* 10.48 + 7.4 56.5° + 9.4 19.2°  + 148
Dia 2 193.3 + 118.6 96.5 + 31.8 1411 + 231
Dia 3 53.5°% + 550 202.0° + 576 202.3° + 678

Valores na mesma linha seguidos de letras distintas indicam diferenca significativa entre os tratamentos
através do método de comparacdo multipla Sidak (p<0,05). * Indica diferenca significativa nos valores
mensurados ao longo do experimento citados na tabela. CLX: gluconato de clorexidina 0,12%; CPC+Zn:
cloreto de cetilpiridinio + zinco + fluoretos; DP: desvio padrao.
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5.2.Composigéo dos biofilmes formados

A composicdo dos biofilmes foi determinada pela técnica do Checkerboard
DNA-DNA hybridization. Ao final dos dez dias de crescimento dos biofilmes apenas a
espécie bacteriana Fusobacterium nucleatum polymorphum néo foi estabelecida.

A deteccdo das espécies bacterianas presentes nos biofilmes apds a exposi¢do
aos compostos demonstrou que os biofilmes expostos ao placebo foram os biofilmes
com maior média de contagem de celular (266,6 x 10°), seguidos pelos biofilmes
expostos & CLX (57,75 x 10°) e ao CPC+Zn (53 x 10°), porém sem diferenca estatistica
entre os dois Ultimos. Quando as propor¢des dos complexos bacterianos (Socransky et
al.,2002) foram comparados, observou-se gque os biofilmes expostos ao CPC e a CLX
tiveram menor proporc¢ao de espécies dos complexos amarelo e laranja, em comparagdo
ao grupo placebo. Ndo houve diferenca entre os grupos em relacdo aos outros
complexos (Tabela 3).

Tabela3. Média da proporcdo dos complexos microbianos (Socransky et al.,1998) nos
trés grupos apos os periodos de exposicdoaos antimicrobianos / placebo (quantidade x
10*+ SD)

Complexos Placebo CPC+Zn CLX p
Actinomyces 0.9 + 0.8 22 £ 6.3 08 £ 1.0 0.2015
Roxo 50.6 + 533 231 + 329 142 +49  0.3504
Amarelo 88 = 148° 0.8 # 0.3° 1.0 +1.6° <.0001
Verde 0.8 * 0.3 1.2 +19 10+ 19 03293
Laranja 6.9 + 14* 43 £ 8.7° 24 + 54°  0.0185
Vermelho 0.7 + 0.5 06 + 04 0304 02254
Outros 82 + 16.7 08 £07 14 +29 00632

Letras diferentes representam diferencas significativas entre os grupos (testes Kruskall Wallis e Dunn)
CPC+2Zn: cloreto de cetilpiridinio + zinco + fluoretos, CLX: gluconato de clorexidina 0,12%.

5.3.Capacidade de reducéo bacteriana

Ap0s sete dias de cultivo em anaerobiose as UFC que cresceram nas placas de
Agar foram contadas. No total 4 biofilmes expostos aos diferentes antimicrobianos
foram diluidos em série para cultivo. Os biofilmes iniciais, antes da exposi¢do aos
compostos testados, apresentaram em média 16,75x10* UFCs. Ap6s o primeiro dia de

exposicdo aos compostos ocorreu um decréscimo do numero de coldnias formadas, 0s
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biofilmes que tiveram maior crescimento foram os expostos ao placebo, seguidos dos
expostos a CLX e CPC+Zn. Numeros significativamente menores de UFCs foi
observado no dia 2 nos dois grupos teste em comparagdo com o grupo placebo (p<0.05).
Apbs o ultimo dia de exposicdo o composto que mais inibiu a formacéo de biofilme foi

0 CPC+Zn (p<0.05) em comparac¢do com os grupos CLX e Placebo (Figura 3).

100
80
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Inicio Dial Dia? Dia3

Controle MPlacebo CLX CPC+Zn

Figura 3. Média de contagem das unidades formadoras de colonias x10* com erro
padrdo, apo6s exposicdo aos diferentes antimicrobianos nos diferentes tempos. Foram
observadas as diferengas significativas (Dunn-Sidak p<0,05) entre 0s seguintes grupos:
dia 1: placebo vs CPC+Zn, placebo vs CLX; dia 3: placebo vs CPC+Zn, placebo vs
CLX, e CPC+Zn vs CLX. CLX: gluconato de clorexidina 0,12%, CPC+Zn: cloreto de

cetilpiridinio + zinco + fluoretos.

6. DISCUSSAO

A capacidade de inibicdo do biofilme e de erradicacdo bacteriana de solugdes de
CLX e CPC+Zn foram testadas em biofilmes multi-espécies mistos com 7 a 10 dias de
desenvolvimento. Os dados do presente estudo mostraram que tanto a solugéo de CLX
guanto o CPC+Zn foram capazes de reduzir a atividade celular dos biofilmes,
principalmente apds o primeiro dia de exposicdo (Tabela 2). Quando comparadas as

proporcdes dos complexos bacterianos (Socransky et al., 1998) nos biofilmes apos
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terem sido expostos as solucbes antimicrobianas, os complexos amarelo e laranja
estavam significativamente mais reduzidos nos biofilmes expostos a CLX e ao CPC+Zn
do que nos biofilmes expostos a solugdo placebo (p<0.05) (Tablea 3).J& em relacdo a
capacidade de reducéo bacteriana, 0 CPC+Zn resultou em menor contagem de col6nias
apos os trés dias de exposicdo, seguida pelo CLX e placebo(Figura 3).

Os dados gerados nesse estudo mostraram que a solugdo de CPC+Zn teve efeito
similar ao da CLX na quantidade do biofilme exposto a essas substancias é inédito e
clinicamente relevante. A CLX a 0,12% € considerada o padrdo ouro para controle
quimico do biofilme oral, além de ter sido demonstrado que sua acdo no controle do
biofilme supragengival também beneficia 0 ambiente subgengival, favorecendo uma re-
colonizagdo microbiana compativel com saude (Faveri et al.,2009; Feres et al.,2009;
Soares et al.,2014). No entanto, efeitos adversos associados ao uso da CLX, como
manchamento dos dentes e alteracdo do paladar contra indicam o seu uso continuo.
Dessa forma, é importante buscar outras substancias que possam favorecer uma
microbiota oral compativel com salde e contribuir para controle e prevencgéo de doencas
periodontais continua, porém com menos efeitos colaterais. Os dados desse estudo
mostram que a solu¢do de CPC+Zn pode funcionar como uma boa alternativa a CLX,
uma vez que mostrou boa acdo antibacteriana e normalmente esta associada com poucos
efeitos colaterais.

Em concordancia com os dados do presente estudo, anteriormente ja havia sido
demonstrada a efetividade do CPC em controlar a formacdo do biofilme eda gengivite
(Costa et al., 2013; Pandit et al., 2015). Um estudo clinico recente também mostrou que
0 CPC+Zn foi mais efetivo do que o CPC sem zinco em reduzir acimulo de biofilme
oral e gengivite (Rosing et al.,2017). Além disso, Kang e colaboradores (2015)
mostraram que o CPC ou o CPC+Zn foram efetivos no controle de sete espécies
bacterianas envolvidas com a etiopatogénese da halitose, carie dental, periodontite e
peri-implantite:  Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum, Treponema denticola e
Tannerella forsythia.

Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa demostraram que bochechos pré-
profilaxia dentaria com ultra-som com enxaguatorios contendo CPC (Feres et al.,2010)
ou CPC+Zn (Retamal-Valdes, 2017) foram téo efetivos quanto a CLX na reducdo de

bactérias viaveis em aerossois orais. Uma vantagem adicional do CPC em comparagédo
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com a CHX ¢é o seu baixo custo (Slots et al.,2012) e a menor chance de intolerancia do
paciente a esse produto (Keni et al.,2012)

Algumas limitacGes das metodologias utilizadas nesse estudo podem ser
detectadas. Parte do precipitado gerado pelo teste TCC ficou aderido ao biofilme e ndo
pode ser lido no espectrofotdmetro. A acdo da CLX e do CPC+Zn ap6s os segundo e
terceiro dias de exposicdo ndo foi cumulativa como esperada, diferentemente do
demostrado por Soares e colaboradores (2015), quando a agdo da CLX sobre os
biofilmes apo6s 36h de exposicdo reduziu cerca de 95% da atividade celular. Esse fato
pode ser devido a lavagem dos biofilmes com PBS 1% que foi feita ap0s cada
exposicdo, que pode ter reduzido a quantidade de substancia adsorvida aos biofilmes
diminuindo, portanto, a substantividade esperada.

Um importante diferencial do presente estudo foi o modelo experimental
utilizado. O estabelecimento de modelos de biofilme in vitro que mimetizam biofilmes
in vivo é um grande desafio para estudos sobre a fisiologia/patogénese de doencas
causadas por espécies organizadas em uma estrutura de biofilme (Socransky &
Haffajee, 2002). Embora muitos avancos tenham sido alcancados em estudos com
espécies individuais, o entendimento do comportamento de multiplas espécies co-
existindo em um ambiente controlado é fundamental para estabelecimento de estratégias
de prevencao, diagnostico, tratamento e prognostico de processos infecciosos (Palmer et
al.,2014). Limitacdes de modelo de biofilmes pouco reprodutiveis ou com poucas
espécies incluidas (Sissons,1997; Guggenheim et al.,2001; Guggenheim et al.,2009,
Sanchez et al.,2011) vem sendo observadas, e modelos ex vivo tém sido usados com 0
intuito de se obter uma colecéo de espécies ja organizada para o ambiente in vitro. No
entanto, modelos ex vivo também ndo sdo sempre reprodutiveis, visto que variando o
doador, a composicdo do biofilme também variard (Voos et al., 2014; Prada-Lopez et
al.,2015). Dessa forma, um modelo in vitro como o utilizado no presente estudo,
composto por 31 espécies bacterianas e quantidades celulares previamente definidos
pode garantir a reprodutibilidade de biofilmes e favorecer testes de acdo antimicrobiana.
Esse modelo de biofilme foi proposto recentemente (Soares et al.,2015) e atualmente é
desenvolvido em apenas dois laboratérios de microbiologia no mundo, o da

Universidade Guarulhos e da Universidade da Pensilvania.
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7. CONCLUSAO

A solucdo de CPC+Zn e fluoretos foi efetiva na reducdo da atividade celular, na
inibicdo do crescimento dos biofilmes cultivados e na alteracdo da composicdo desses

biofilmes.
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