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Resumo 1

RESUMO

NASCIMENTO, A. P. Candida spp. em escovas dentais e eficacia de
antimicrobianos na sua desinfecgao. 2009. 98f. Tese (Doutorado). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdao Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirao
Preto, 2009.

Os objetivos foram avaliar a presengca de Candida spp. em escovas dentais; a
eficacia do Periogard® e do Neem Sattiva®, em spray, na desinfeccdo destas
escovas; a atividade antimicrobiana, in vitro, do Neem Sattiva®, do Periogard® e da
solugédo de gluconato de clorexidina a 0,5% por meio da Diluigdo Inibitéria Maxima
(DIMax); e a capacidade de Candida spp. formar biofilme, in vitro, sobre as cerdas e
hastilhas de escovas dentais (empregando a técnica de cultura microbiana e a
microscopia eletrénica de varredura). Participaram do estudo clinico randomizado 61
estudantes de Odontologia da FORP — USP. O estudo foi realizado em trés etapas.
Em cada etapa, os voluntarios receberam escovas novas e realizaram a escovagao
dentaria sem dentifricio, por dois minutos. Cada solucdo foi borrifada sobre as
cerdas das escovas por seis vezes. Apos quatro horas a temperatura ambiente, as
escovas foram submetidas ao processamento microbiolégico para o isolamento e
identificacdo das espécies de Candida. A DIMax dos antissépticos foi realizada
utiizando o método da diluicdo em agar. As escovas dentais de 37,3% dos
individuos estavam contaminadas por Candida spp. (C. albicans, C. parapsilosis e
Candida sp.). O Periogard® e o Neem Sattiva®, em spray, inibiram o crescimento de
Candida spp. em 40,9 e 9,1% das escovas, respectivamente. Portanto, o spray de
Periogard® foi mais eficaz que o spray de Neem Sattiva® para esse propdsito. As
DIMaxs do Neem Sattiva®, do Periogard® e da solugdo de clorexidina a 0,5% frente
a 63 cepas de Candida spp. foram 1/10, 1/20 e 1/40, respectivamente. Candida spp.
foram capazes de formar biofilme, in vitro, sobre hastilhas (polietiieno de baixa
densidade) de escovas dentais. O mesmo nao ocorreu nas cerdas de nailon.

Palavras-chave: Candida spp. Biofilme. Escova dental. Clorexidina. Neem.
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ABSTRACT

NASCIMENTO, A. P. Candida spp. on toothbrushes and efficacy of
antimicrobial agents for their disinfection. 2009. 98f. Thesis (Doctoral). Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo
Preto, 2009.

The purposes were to evaluate the presence of Candida spp. on toothbrushes; the
efficacy of Periogard® and Neem Sattiva®, in spray, in the disinfection of these
toothbrushes; the in vitro antimicrobial activity of Neem Sattiva®, Periogard® and
solution containing 0.5% chlorhexidine gluconate by the Maximum Inhibitory Dilution
(MID); and the ability of Candida spp. to form biofilm in vitro on the bristles and small
sticks of toothbrushes (using the microbial culture technique and scanning electron
microscopy). In the randomized clinical study participated 61 students matriculated at
the Dentistry course of the FORP — USP. The study was performed into three
phases. In each phase, volunteers received new toothbrushes and performed
toothbrushing with no dentifrice, during two minutes. Each solution was sprayed six
times on the toothbrush bristles. After four hours at room temperature, toothbrushes
were submitted to microbiological processing for the isolation and identification of
Candida species. MID of antiseptics was performed using the agar dilution method.
Toothbrushes used by 37.3% of subjects were contaminated by Candida spp. (C.
albicans, C. parapsilosis and Candida sp.). Periogard® and Neem Sattiva®, in spray,
inhibited growth of Candida spp. in 40.9 and 9.1% of toothbrushes, respectively.
Therefore, Periogard® spray was more efficacious than Neem Sattiva® spray for this
purpose. MID of Neem Sattiva®, Periogard® and solution containing 0.5%
chlorhexidine against 63 Candida spp. strains were 1/10, 1/20 and 1/40, respectively.
Candida spp. were able to form biofilm in vitro on the toothbrush small sticks (low-
density polyethylene). This did not occur on the nylon bristles.

Keywords: Candida spp. Biofilm. Toothbrush. Chlorhexidine. Neem.
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1. INTRODUCAO



Introducdo 2

1. INTRODUGCAO

A cavidade bucal € normalmente colonizada por um numero significativo de
espécies de microrganismos (SOCRANSKY; MANGANIELLO, 1971). O género
Candida compreende a maioria das leveduras isoladas da cavidade bucal (COSTA
et al., 2005; MARSH; MARTIN, 2005), sendo a Candida albicans a espécie mais
comum (COSTA et al., 2009; WEBB et al., 1998). Entretanto, outras espécies foram
isoladas, incluindo C. glabrata, C. tropicalis, C. dubliniensis (BLIGNAUT, 2007), C.
parapsilosis, C. krusei, C. famata, C. guillermondii, C. zeylanoides, C. rugosa e C.
geocandidium (KLEINEGGER et al., 1996). A C. albicans e outras espécies de
Candida sao microrganismos oportunistas que vivem na cavidade bucal de
individuos saudaveis como comensais, mas podem se tornar patogénicos devido a
quebra na homeostase (KLEINEGGER et al.,, 1996). Essas leveduras sao os
agentes etiolégicos da candidose bucal (MARSH; MARTIN, 2005), o que torna
relevante o controle desses microrganismos para a manutengdo da saude bucal.

Costerton, Stewart e Greenberg (1999) definiram biofilme como uma
comunidade estruturada de microrganismos embutidos em uma matriz de polimeros
e aderentes a uma superficie viva ou inanimada. Uma caracteristica importante dos
microrganismos do biofilme é a resisténcia aumentada aos agentes antimicrobianos
(BAILLIE; DOUGLAS, 2000). A C. albicans é capaz de formar biofilme em quase
todos os dispositivos médicos (NETT; ANDES, 2006), incluindo cateteres urinarios e
vasculares, préteses e outros (KOJIC; DAROUICHE, 2004). Além desses, também
podem ser citados alguns dispositivos removiveis diariamente, como lentes de
contato e préteses totais (NETT; ANDES, 2006).

A maioria das espécies de Candida é capaz de formar biofilme in vitro (KOJIC;
DAROUICHE, 2004). Entretanto, a formacdao e a estrutura desses biofilmes sao
influenciadas por varios fatores, como a natureza da superficie de contato, os fatores
ambientais, a morfogénese da Candida e as espécies de Candida envolvidas
(KOJIC; DAROUICHE, 2004).

Alguns pesquisadores avaliaram a contaminagdo de escovas dentais por
leveduras do género Candida (MARCANO, 1981; MOTZFELD et al., 1999). Marcano
(1981) demonstrou que C. albicans estava presente na boca de 28% dos pacientes

hospitalizados e em 18% das escovas dentais desses individuos.
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Escovas dentais contaminadas podem servir como reservatério para a
inoculagao/reinoculagdo de microrganismos (CARVAJAL et al., 1995; SVANBERG,
1978). As escovas dentais também podem servir como um vetor de transmissédo de
microrganismos de um individuo para o outro (CARVAJAL et al., 1995). Isso é muito
relevante em um pais como o Brasil, onde pode ocorrer o uso coletivo/comunitario
de escovas dentais, principalmente em familias de baixo nivel sdécio-econémico
(BORGES et al., 1996; GRIGOLETTO et al., 2001).

Um estudo realizado em cées saudaveis (GLASS; MARTIN; PETERS, 1989)
demonstrou que a escovagao dental com escovas esterilizadas produziu ulceragao
na gengiva ou mucosa. Quando os caes estavam imunocomprometidos, ocorreu um
aumento na incidéncia de ulceracdo apds a escovacdo. Entretanto, a incidéncia
maior de ulceragcdo ocorreu nos caes saudaveis apos o uso de escovas auto
contaminadas, ou seja, as escovas utilizadas periodicamente nos respectivos caes.
Além disso, alguns cées apresentaram bacteriemia apds a escovacao.

A bacteriemia associada a escova dental também foi reportada em um caso
(KENNEDY et al., 2003), no qual uma crianga neutropénica com leucemia mieldide
aguda apresentou bacteriemia por Streptococcus oralis. As analises fenotipicas e
genotipicas demonstraram que o microrganismo isolado da escova dental do
paciente era 0 mesmo microrganismo isolado da hemocultura e da boca do paciente.
Esses achados reforcam a importancia de desinfetar as escovas dentais e troca-las
periodicamente.

Somente nas ultimas duas décadas foram relatados estudos direcionados a
contaminagao microbiana de escovas dentais in vivo e, propondo métodos para sua
desinfecgdo (BARBOSA, 2003; BARBOZA, 2004; CAUDRY; KLITORINOS; CHAN,
1995; CESCO et al., 1995; GLASS; FURGASON; MOODY, 1997; MACARI, 2002;
NASCIMENTO et al., 2008; NELSON-FILHO et al. 2000, 2006; SANCHES et al.,
2001; SATO et al., 2005; SILVEIRA et al., 2002).

Alguns pesquisadores avaliaram o efeito de agentes antimicrobianos, sob a
forma de spray, na desinfeccdo de escovas dentais. Nascimento et al. (2008)
avaliaram o efeito do Periogard® e do Plax® na formacdo do biofime de
estreptococos do grupo mutans nas cerdas de escovas dentais utilizadas uma unica
vez por estudantes universitarios. Apés a escovagao, as escovas foram lavadas,
secas e cada antisséptico bucal borrifado seis vezes sobre as cerdas. O Periogard®

foi o antisséptico mais eficaz na inibicado da formacgao do biofilme.
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Em 2006, Nelson-Filho et al. avaliaram a contaminagdo de escovas de
criancas (24 a 48 meses de idade) por estreptococos do grupo mutans e a eficacia
do Periogard®, do Brushtox® e de uma solugdo experimental para a desinfeccéo
destas escovas. ApOs a escovagdo, as escovas foram enxaguadas e os agentes
antimicrobianos borrifados quatro vezes sobre as cerdas. O Periogard® e a solucéao
experimental foram os antissépticos mais eficazes.

No comércio, ha uma variedade de antissépticos bucais. Esses produtos para
higiene bucal podem apresentar em sua composigdo substancias sintéticas,
naturais, ou ambas, com atividade antimicrobiana (JACOBSEN; EPSTEIN; COHAN,
2001).

O Periogard® é um antisséptico bucal & base de clorexidina, uma bisbiguanida
catibnica de amplo espectro antimicrobiano que tem sido considerada o agente
antimicrobiano mais eficaz contra o biofilme placa dentaria e contra a gengivite
(ADAMS; ADDY, 1994). A clorexidina apresenta baixa toxicidade para células de
mamiferos e uma alta afinidade as mucosas e a pele (HERRERA et al., 2003). A
maior vantagem da clorexidina consiste na sua substantividade, pois esta se liga a
tecidos moles e mineralizados da boca, agindo por um longo tempo apds o seu uso
(ADAMS; ADDY, 1994).

Os efeitos da clorexidina em leveduras s&o similares aos efeitos em bactérias
(HIOM; FURR; RUSSELL, 1995). Nas leveduras, a clorexidina interage com a
parede celular, membrana citoplasmatica e citoplasma (HIOM et al., 1993). A
membrana citoplasmatica sofre mudancgas na sua integridade, o que resulta na
perda de constituintes celulares (MCDONNELL; RUSSELL, 1999). Em altas
concentragbes, a clorexidina causa a coagulacdo de constituintes intracelulares
(BOBICHON; BOUCHET, 1987; MCDONNELL; RUSSELL, 1999).

O Neem Sattiva® € um antisséptico bucal a base de neem, prépolis, alcacuz,
oleo de eucalipto e éleo de menta. A Azadirachta indica, conhecida como neem, é
uma arvore nativa na india e no sudeste da Asia (BRAHMACHARI, 2004), onde é
utilizada ha milhares de anos para a manutengao da saude gengival e dentaria (PAI,
ACHARYA; UDUPA, 2004). Devido a sua versatilidade, todas as partes da arvore
(folhas, flores, raizes, sementes e casca) sao utilizadas na medicina tradicional para
o tratamento de varios tipos de doengas (SUBAPRIYA; NAGINI, 2005), como a
malaria (OMAR et al., 2003), escabiose, diabetes (BRAHMACHARI, 2004), ulceras
estomacais, cancer, gengivite e periodontite (SUBAPRIYA; NAGINI, 2005). Além das
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suas propriedades medicinais, o0 neem apresenta propriedades inseticidas,
pesticidas e agroquimicas (BRAHMACHARI, 2004).

A atividade antibacteriana do neem foi demonstrada contra varias bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas de importancia médica (SAIRAM et al., 2000;
SIDDIQUI et al.,, 1992). Também foi demonstrada a sua atividade antifungica
(MOSSINI; OLIVEIRA; KEMMELMEIER, 2004; SAIRAM et al., 2000) e antiviral
(PARIDA et al., 2002; SAIRAM et al., 2000).

Atualmente, varias formulacbes a base de neem estdo disponiveis no
comércio, como sabonetes (BRAHMACHARI, 2004), xaropes, dentifricios e

antissépticos bucais.
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2. REVISTA DA LITERATURA

2.1 Contaminacéao de escovas dentais por Candida spp.

O primeiro pesquisador a relatar sobre a contaminacdo microbiana de
escovas dentais foi Cobb (1920). Observou que um paciente de 26 anos de idade
era acometido por infecgdes recorrentes na cavidade bucal e sintomas reumaticos,
os quais foram minimizados pela imersdo da escova dental em alcool antes e apos
a utilizacdo. Deste modo, acreditando ser a escova a causa de infecgdes
recorrentes na cavidade bucal, recomendou a desinfecgdo da mesma com solucdes
antissépticas, sendo o alcool a solugdo mais segura. Comentou, ainda, sobre a
necessidade de se desenvolver uma escova dental constituida por um pedaco de
algodao ou feltro, que pudesse ser descartada apdés a utilizagao.

Em 1981, Marcano avaliou a presenca de C. albicans na boca e nas escovas
dentais de 229 pacientes hospitalizados em diferentes Servigos do Hospital
Universitario de Caracas, Venezuela. De cada paciente, foram obtidas duas
amostras da mucosa da boca: uma amostra foi semeada em um tubo contendo agar
bile e a outra em um tubo contendo leite diluido. Metade das escovas dos pacientes
foi semeada em agar bile e a outra metade em leite diluido. As amostras foram
incubadas a temperatura ambiente (23 a 28°C) e examinadas apos trés e cinco dias
quanto a presenca de clamidoconidios. Isolou C. albicans da boca de 28% dos
pacientes e das escovas dentais de 18% dos pacientes.

Glass e Lare (1986) coletaram escovas dentais de 10 pacientes saudaveis e
10 pacientes com doenga bucal (lesbes cariosas, doenca periodontal ou alguma
doenga da mucosa). As cabecgas das escovas foram cortadas, introduzidas em tubos
contendo caldo BHI (Brain Heart Infusion) e incubadas a 37°C até que ocorresse a
turvacdo do meio de cultura. Apds o periodo de incubagao, semearam em placas de
Petri contendo os seguintes meios de cultura: agar Sabouraud dextrose com extrato
de levedura, agar sangue, agar chocolate, agar sangue reduzido, agar sangue com
acido nalidixico e coliston reduzido e agar sangue reduzido com kanamicina e
vancomicina. Apos o periodo de incubagdo, as colonias predominantes foram
analisadas e identificadas. Também foram analisadas 10 escovas dentais novas
provenientes de dois fabricantes. Das cinco escovas de um fabricante, quatro

estavam contaminadas com Staphylococcus epidermidis. As escovas do outro
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fabricante estavam isentas de microrganismos. Os seguintes microrganismos foram
isolados das escovas dos pacientes com doenca bucal: S. epidermidis, Enterobacter
cloacae, Clostridium clostridiforme, Serratia sp., Propionibacterium sp., Bacteroides
sp. e estreptococos o hemoliticos. Das escovas de pacientes saudaveis isolaram: C.
albicans, Bacteroides melaninogenicus, B. oralis, estreptococos o hemoliticos,
Raoultella pneumoniae (Klebsiella pneumoniae), Clostridium ramosum, S.
epidermidis, E. cloacae e Bacteroides sp. Houve correlacdo entre escovas
contaminadas e doenca bucal. O tempo de uso das escovas variava de dois dias a
24 meses. Nao houve correlagéo entre o tempo de uso da escova e a presenga de
microrganismos. Concluiram que as escovas dentais podem ser contaminadas,
podendo exercer um papel no desenvolvimento de doencas sistémicas ou
localizadas. Recomendaram a troca das escovas dentais, no minimo, uma vez por
més ou apos alguma enfermidade.

Em um estudo piloto, Taji e Rogers (1998) avaliaram a contaminagao
microbiana de escovas dentais. Dez individuos adultos receberam uma escova
dental nova e um dentifricio fluoretado, os quais foram utilizados por trés semanas.
Apos esse periodo, as escovas foram coletadas, seccionadas e a por¢gao da cabeca
transferida para tubos contendo 10ml de PBS (phosphate buffered saline)
esterilizado. Os tubos foram agitados em mixer por um minuto, seguido por
ultrassom por mais 30 segundos e em mixer, novamente, por 15 segundos. A
suspensao foi submetida a diluicdo decimal seriada em PBS e semeada em varios
meios de cultura seletivos. Apds a incubacgéao, as colénias foram contadas, sendo as
mais representativas submetidas a coloracdo de Gram e identificacdo. Para
identificar fatores que poderiam influenciar na contagem dos microrganismos, foram
obtidas informagdes quanto ao método utilizado para a lavagem das escovas, forma
e local de armazenagem pés-lavagem, frequéncia de escovagao e pré-lavagem da
boca. Outros parametros avaliados foram: lesbes de céarie abertas, evidéncia de
doencga periodontal e anormalidades da mucosa. O numero total de microrganismos
isolados de cada escova variou de 10* a 10° unidades formadoras de colénia (UFC).
Estafilococos foram isolados de todas as escovas, sendo o género mais dominante
quantitativamente. Estreptococos foram isolados de todas as escovas, exceto uma.
Candida, corinebactérias, pseudomonas e coliformes foram isolados de 70, 60, 50 e
30% das escovas, respectivamente. Entretanto, estreptococos do grupo mutans,

lactobacilos e bacilos Gram-negativos anaerobios pigmentados de negro ndo foram
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detectados em nenhuma das escovas. Nao houve relacao entre os fatores avaliados
e 0s microrganismos isolados das escovas dentais. Entretanto, sugeriram a
necessidade de estudos complementares que possam avaliar parametros adicionais
como o uso de antissépticos bucais antes da escovacéo.

Motzfeld et al. (1999) avaliaram a contaminagcdo de escovas dentais de 40
estudantes do primeiro ano da Escola de Odontologia da Universidade do Chile.
Recolheram as escovas dentais dos alunos, as introduziram em tubos contendo o
meio Thioglycollate e as incubaram por 24 horas. Apos esse periodo, semearam o
caldo nos seguintes meios de cultura: agar Trypticase, Yeast, Cystine, Sucrose,
Bacitracin (TYCSB; para Streptococcus mutans; incubagao: 48 horas em jarra Gas-
Pack), agar Sabouraud com cloranfenicol (para Candida spp.; incubagao: 48 horas
em aerobiose), agar LBS (para lactobacilos; incubagéo: 48 horas em jarra com vela),
agar sangue com hemina e menadiona (para os microrganismos anaerobios e
facultativos; incubagao: 96 horas em jarra Gas-Pack). S. mutans e Candida spp.
foram isolados de apenas 2,8% das amostras. Lactobacilos foram isolados de
apenas 1,2% das amostras. Entretanto, microrganismos anaerdbios foram isolados
de 100% das amostras.

Bunetel et al. (2000) avaliaram a retengao e sobrevivéncia in vitro de trés
espécies de microrganismos (Porphyromonas gingivalis ATCC 33277, S. mutans
ATCC 25175 e C. albicans ATCC 26555) em trés tipos de escovas dentais (escovas
elétricas Broxobrush e Braun, e escova manual Jordan), esterilizadas em 6xido de
etileno. Duas séries de experimentos foram realizadas para cada escova e cada
microrganismo. A primeira (série 1) para retengc&o dos microrganismos na cabega da
escova e a segunda (série 2) na cabega e na parte do cabo que entra na boca
durante a escovagao de rotina (introducédo de 4cm). Durante a fase inicial as
escovas retiveram 1,0 a 2,0% do indculo de P. gingivalis, mas somente 0,2 a 0,3%
do de S. mutans. A retencado de C. albicans variou de 0,3 a 1,8%. O numero de
microrganismos detectados aumentou conforme a area exposta. Depois de 24
horas, P. gingivalis e S. mutans foram detectados em apenas um tipo de escova
(Braun). C. albicans sobreviveu nos trés tipos de escova. Concluiram que as
escovas dentais podem ser colonizadas rapidamente e servir como veiculo de
disseminagao. Assim, sugeriram que as escovas devem ser sacudidas e mantidas

em um ambiente arejado para reduzir o nivel de contaminagao.
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Em 2005, Wetzel et al. avaliaram a contaminagcdo de escovas dentais
utilizadas uma unica vez por 45 criangas (seis a 13 anos). Trés tipos de escovas
foram avaliados de acordo com o tipo de construgdo: escova com tufos grampeados
(escova A); escova com tufos fixados nas cavidades (escova B); escova de cerdas
fixadas individualmente nas cavidades (escova C). Apds trés minutos de escovagéao
com dentifricio, as escovas foram avaliadas: imediatamente apds o uso ou apés
duas ou oito horas de secagem ao ar livre. As escovas foram colocadas em 15,0ml
de solucdo de Sputasol e sonicadas. Posteriormente, 1,0ml da suspensao
microbiana foi centrifugado e 800,0ul do sobrenadante foram descartados. O
sedimento foi ressuspendido e 20,0yl foram semeados em agar Sabouraud. A
identificacdo foi realizada utilizando apenas o teste de formacdo de tubo
germinativo. C. albicans foi a unica espécie de Candida isolada. Imediatamente
ap6s a escovagao, a contaminagdo maior ocorreu na escova B (média:
1070UFC/ml). Apdés duas horas de secagem ao ar livre, as escovas A e B
apresentaram, em meédia, 1630 e 1700UFC/ml, respectivamente. Entretanto, a
escova C apresentou apenas 7UFC/ml em média. Apos oito horas de secagem ao
ar livre, ndo havia C. albicans nas escovas A e C. Entretanto, na escova B ainda
havia, em média, 6UFC/mI. Os resultados demonstraram que escovas cujas cerdas
sdo fixadas individualmente (escova C), retiveram um numero menor de

microrganismos.
2.2 Desinfecgao de escovas dentais

Em 1981, Feo avaliou a sobrevivéncia de C. albicans, in vitro, em trés tipos de
escovas dentais: duas de cerdas de nailon de diferentes marcas (PROR double duty
e CARAVELLLER) e uma de cerda natural (PROR). A desinfecgdo destas escovas
também foi avaliada. No primeiro experimento, quatro escovas de cada marca foram
colocadas em uma suspensao (4.10°UFC/ml) de C. albicans por um minuto. Metade
das escovas foi guardada em sua caixa original; a outra metade foi mantida ao ar
livre. Apds uma e duas semanas, as escovas foram semeadas em agar bile ou em
leite diluido. O microrganismo sobreviveu em todas as escovas guardadas em sua
caixa original por duas semanas e em todas as escovas deixadas ao ar livre por uma
semana (exceto na escova de cerdas naturais deixada ao ar livre, na qual o

microrganismo sobreviveu por duas semanas). No segundo experimento, trés
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escovas de cada marca foram colocadas em uma suspens&o (4.10°UFC/ml) de C.
albicans por um minuto e mantidas ao ar livre por 24, 48 e 72 horas. O
microrganismo sobreviveu em todas as escovas por até 72 horas. Para o
experimento de desinfecgdo, nove escovas de cada marca foram colocadas em uma
suspensdo (4.10°UFC/ml) de C. albicans e armazenadas a temperatura ambiente
por 24 horas. Trés grupos de trés escovas foram imersos em uma solugéo de acido
borico a 4,0% momentaneamente ou por cinco ou 10 minutos. O mesmo
procedimento de desinfeccido citado acima foi realizado novamente utilizando uma
solucao de acido salicilico a 2/1000 como desinfetante. O método da imersao
momentanea em solugao de acido bérico a 4,0% ou de acido salicilico a 2/1000 foi o
mais eficaz. Portanto, sugeriu esse método de desinfeccdo para prevenir a
sobrevivéncia de C. albicans em escovas dentais, especialmente quando o paciente
apresenta candidose bucal crénica. Sugeriu também o uso de escovas de cerdas de
nailon.

Em um estudo in vitro, Meier et al. (1996) avaliaram a eficacia de um
antisséptico contendo cloreto de cetilpiridinio (CCP), sob a forma de spray, na
desinfeccdo de escovas dentais. Prepararam um indculo de S. epidermidis e C.
albicans contendo, aproximadamente, 1.108UFC/ml. No primeiro experimento
utilizaram 52 escovas, das quais 12 foram utilizadas como controle positivo e
negativo. As escovas foram contaminadas pela imerséo em 10,0ml dos caldos
contendo os microrganismos, seguida de agitacdo por 15 segundos. Vinte escovas
foram contaminadas com S. epidermidis, das quais 10 foram desinfetadas com trés
borrifos de CCP imediatamente apds a contaminagao e 10 ndo desinfetadas. Vinte
escovas foram contaminadas com C. albicans e submetidas ao mesmo
procedimento. As 40 escovas foram mantidas ao ar livre por 12 horas para a
secagem das cerdas. Apos esse periodo, cada escova foi agitada em 10,0ml de
salina esterilizada por 15 segundos. Essa suspensdo foi submetida a diluicdo
decimal seriada e semeada em agar sangue de carneiro a 5,0% ou agar Sabouraud
dextrose. No segundo experimento, o procedimento realizado foi similar ao do
primeiro experimento. A diferenca foi que todas as escovas foram mantidas em
recipientes fechados durante o periodo de secagem das cerdas. O CCP, sob a
forma de spray, causou uma redugdo significante no numero de microrganismos
presentes nas escovas dentais, quando comparado com o grupo controle. O uso do

spray de CCP em escovas secas ao ar livre reduziu o numero de S. epidermidis em
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100 vezes, enquanto que o numero de C. albicans foi reduzido em 94,0%. Escovas
armazenadas em recipientes fechados apresentaram um numero significantemente
maior de microrganismos do que as armazenadas ao ar livre. Concluiram que o
CCP parece ser eficaz na desinfeccdo de escovas dentais frente aos
microrganismos avaliados, sendo este um método pratico e econdmico para a
prevengao de contaminacgao cruzada.

Nelson-Filho et al. (2000) avaliaram o nivel de contaminagdo de escovas
dentais de 19 criangas (cinco a 12 anos de idade) por estreptococos do grupo
mutans e um método para a desinfeccdo das mesmas. As criangas receberam uma
escova dental nova que foi utilizada por cinco dias (uma vez por dia). Apos esse
periodo, as escovas foram recolhidas e divididas em trés grupos. No grupo |, as
escovas foram imersas em uma solugdo contendo 0,12% de gluconato de
clorexidina (Farmacia de Manipulagao Doce Erva - Ribeirdo Preto - SP); no grupo II,
em 1,0% de hipoclorito de sédio e no grupo lll, em agua de torneira esterilizada
(grupo controle) por 20 horas. Em seguida, as escovas foram colocadas em tubos
contendo 10,0ml de caldo sacarose bacitracina (CaSaB). Apds a incubagao a 37°C
por trés a quatro dias, as cerdas foram analisadas em estereomicroscopio sob luz
refletida. As colbnias desenvolvidas sobre as cerdas foram removidas e semeadas
em agar sacarose bacitracina (SByy) para confirmagdo. As cerdas de algumas
escovas foram removidas e processadas para a microscopia eletronica de
varredura. N&o houve desenvolvimento bacteriano nas escovas dos grupos | e Il
Entretanto, as escovas do grupo |Ill apresentaram desenvolvimento de
estreptococos do grupo mutans, cujo numero de colénias variou de 21 a 120.
Concluiram que houve formacado de biofilme de estreptococos do grupo mutans
sobre as cerdas das escovas do grupo lll. As solugbes contendo 0,12% de
gluconato de clorexidina e 1,0% de hipoclorito de sbddio foram eficazes na
desinfec¢ao das escovas dentais.

Em 2002, Sato avaliou a eficacia de diferentes solu¢gdes antimicrobianas, sob
a forma de spray, na desinfecgdo de escovas dentais utilizadas por 30 adultos de 23
a 56 anos de idade, membros de corporacgao publica. Cada individuo testou quatro
formulagdes, uma por semana, borrifando nas cerdas da escova dental uma das
seguintes solugbes: formulagdo basica e digluconato de clorexidina a 0,12%;
formulacdo basica e CCP; formulagdo basica somente; agua de torneira esterilizada

(grupo controle). Ao final de cada semana, era realizada a analise microbiologica
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das escovas para a contagem das UFC/ml e analise do biofilme de estreptococos do
grupo mutans sobre as cerdas. Foram utilizados os seguintes meios de cultura: agar
SByo para a deteccdo de estreptococos do grupo mutans, agar salgado gema de ovo
(Ni) para estafilococos; agar sangue suplementado com menadiona (Ask) para
anaerobios estritos; agar sangue para aerobios totais e agar eosina azul de metileno
(EAM) para o isolamento de bacilos Gram-negativos. Mostrou que as escovas do
grupo controle estavam contaminadas por diferentes microrganismos, como:
anaerobios estritos, aerdbios, bacilos Gram-negativos, estreptococos, S. mutans e
estafilococos. As formulagdes contendo clorexidina e CCP reduziram
significantemente a contaminagdo microbiana das escovas. Concluiu que a
aplicacdo de sprays contendo clorexidina e CCP na formulagdo basica parece ser
um método pratico, eficaz e econdmico para a desinfeccdo de escovas dentais de
adultos.

Barbosa (2003) avaliou a contaminagao de escovas dentais de 39 individuos
portadores de necessidades especiais, por estreptococos do grupo mutans.
Também avaliou a eficacia do Periogard® e do Reach® (0,05% de CCP) para a
desinfeccao destas escovas. Os procedimentos clinicos foram divididos em trés
etapas. Na primeira etapa, os pacientes efetuaram a escovacao utilizando dentifricio
Sorriso®, enxaguaram as escovas com agua e, a seguir, elas foram borrifadas com
spray de agua de torneira esterilizada. Na segunda e terceira etapas, a escovagao
foi realizada utilizando o mesmo dentifricio e as escovas borrifadas com Periogard®
e Reach® respectivamente. Entdo, as escovas foram submetidas a cultura
microbiana, empregando o meio de cultura CaSaB. Na etapa | (grupo controle), os
estreptococos do grupo mutans estavam presentes em 76,9% das cerdas das
escovas, com numero de coldnias/biofilmes variando de dois a mais de 100. Na
etapa Il (Periogard®) ndo observou colonizacdo por estreptococos do grupo mutans.
Na etapa Ill (Reach®), 10,2% das escovas estavam colonizadas pelo
microrganismo, com numero de colbénias/biofilmes variando de um a 31. Concluiu
que as escovas dentais de pacientes portadores de necessidades especiais
tornaram-se contaminadas por estreptococos do grupo mutans, apdés um minuto de
escovacdo. O Periogard® e o Reach®, sob a forma de spray, podem ser indicados
para reduzir a contaminagdo das escovas dentais por esses microrganismos.

Entretanto, com a finalidade de tornar as escovas isentas de microrganismos, o
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Periogard® apresentou eficacia estatisticamente superior as demais solucdes
avaliadas.

Em um estudo in vitro, Neal e Rippin (2003) avaliaram a eficacia do
Brushtox®, um desinfetante, sob a forma de spray, desenvolvido na Inglaterra para a
desinfeccdo de escovas dentais. O Brushtox® foi testado frente a trés espécies de
bactérias patogénicas (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e
Salmonella choleraesuis) e duas espécies de fungos (C. albicans e Trichophyton
mentagrophytes), utilizando quatro diferentes testes: teste de difusdo em agar, com
Tryptic Soy Agar (TSA) e agar Sabouraud dextrose; teste Europeu de suspensao;
teste AOAC para produtos germicidas em spray (para avaliar a eficacia do Brushtox®
como um spray desinfetante); e o teste de desinfecgao, in vitro, de escovas dentais,
no qual as cabecas de seis escovas foram colocadas em placas de Petri e
inoculadas com 0,1ml de uma mistura da suspenséo das trés bactérias (cada uma
na concentragdo de 1 a 5.10°UFC/0,1ml) juntamente com 0,5% de soroalbumina
bovina para simular condigcbes de sujidade. As cabecas de trés escovas foram
borrifadas nove vezes com o Brushtox® e incubadas a 20°C por duas horas. As
cabecas das trés escovas restantes foram utilizadas como controle nao tratado.
Todas as cabecgas das escovas foram colocadas, individualmente, em garrafas de
vidro esterilizadas contendo pérolas de vidro e caldo tripticase soja com um agente
neutralizante. Apds a agitagdo vigorosa por um minuto, as amostras foram
submetidas a diluicdo decimal seriada, semeadas em TSA e incubadas a 37°C por
18 a 24 horas. No teste de difusdo em &gar, o Brushtox® apresentou uma agao
inibitoria significante contra os microrganismos testados. Em relagado aos outros trés
testes, o Brushtox® apresentou quase 100% de eficacia. Frente as evidéncias,
concluiram que o Brushtox® é eficaz contra bactérias e fungos presentes em
escovas dentais, portanto, um método eficaz na promocdo da saude bucal de
individuos debilitados ou saudaveis.

Barboza (2004) avaliou a contaminagdo microbiana de escovas dentais
utilizadas por 57 criangas de sete a 10 anos de idade. Também foi avaliada a
eficacia do spray de Periogard® na desinfeccdo destas escovas. O estudo foi
realizado em duas etapas. Na etapa |, as criangas realizaram uma Unica escovagao
de quatro minutos, utilizando dentifricio fluoretado (Tandy), enxaguaram as escovas
em agua corrente e, em seguida, as mesmas foram borrifadas (cinco vezes) com

spray de agua de torneira esterilizada. Na etapa Il, o procedimento descrito
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anteriormente foi repetido; entretanto, as escovas foram borrifadas com Periogard®.
Apods quatro horas a temperatura ambiente, as escovas foram colocadas em tubos
de 25X150mm contendo 10,0ml de Caldo Letheen e agitadas por dois minutos. A
suspensao foi diluida em PBS e semeada em: agar sangue, agar SByo, agar Mitis
Salivarius, agar Ni, CHROMagar™ Candida e agar MacConkey. Apos o periodo de
incubacao, realizou a contagem do numero de UFC/ml. Além disso, as escovas
foram colocadas em tubos de ensaio contendo o meio CaSaB. Apds a incubacéao a
37°C por trés a quatro dias, as escovas foram analisadas quanto a formacao de
biofilme de estreptococos do grupo mutans, sendo efetuada a contagem das
colonias/biofilmes aderidos as cerdas. Duas escovas de cada grupo foram
submetidas a microscopia eletrénica de varredura. Aerdbios facultativos,
estreptococos totais, estreptococos do grupo mutans, S. aureus, bacilos Gram-
negativos e leveduras foram isolados das escovas do grupo controle. Em relagéo a
formagdo do biofiime de estreptococos do grupo mutans, 80,7% das escovas
apresentaram-se positivas. Quando comparadas com o grupo controle, as escovas
do grupo Il apresentaram diferenga estatisticamente significante no numero de UFC
dos microrganismos avaliados. Concluiu que as escovas dentais tornaram-se
contaminadas por microrganismos e que o Periogard®, sob a forma de spray, foi
eficaz em reluzi-los ou elimina-los.

Em um estudo clinico randomizado, Nelson-Filho et al. (2006) avaliaram a
contaminagdo de escovas dentais de 52 criangas (24 a 48 meses de idade) por
estreptococos do grupo mutans e a eficacia de alguns antissépticos (Periogard®,
Brushtox® e uma solucdo experimental, a base de Cosmocil CQ® e Myacide pharma
BP?), em spray, para a desinfeccdo destas escovas. Como grupo controle foi
utilizada a agua de torneira esterilizada. Em cada uma das quatro etapas do estudo,
as criangas foram submetidas a escovacao dental sem dentifricio, por um minuto. As
escovas foram enxaguadas e cada solug¢ao borrifada quatro vezes sobre as cerdas.
Apds um periodo de quatro horas a temperatura ambiente, as escovas foram
colocadas em tubos contendo 10ml de CaSaB e incubadas a 37°C por trés a quatro
dias. A contagem das colbnias/biofilmes formados sobre as cerdas foi realizada em
estereomicroscopio sob luz refletida. O Periogard®, o Brushtox® e a solugdo
experimental reduziram/eliminaram a formagao de colbnias/biofilmes sobre as
cerdas das escovas. Entretanto, o Periogard® e a solugdo experimental foram mais

eficazes que o Brushtox®. Frente aos resultados obtidos, concluiu que as escovas
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dentais de criangas tornaram-se contaminadas por estreptococos do grupo mutans
apos uma Unica escovagao e que, para a desinfeccdo destas escovas, o Periogard®
e a solugdo experimental foram mais eficazes do que o Brushtox®. Sugeriu que 0s
Odontopediatras recomendem a seus pacientes a desinfec¢gdo das escovas dentais,
apos o0 uso, com Periogard® ou a solugao experimental, sob a forma de spray.

Aysegui et al. (2007) avaliaram a contaminacao de escovas dentais utilizadas
por 24 criangas (sete anos) por estreptococos mutans e a eficacia de uma solugao
de gluconato de clorexidina a 0,12% (sob a forma de spray e pela técnica de
imersado por duas horas) na desinfec¢cao destas escovas. As criangas utilizaram as
escovas por cinco dias consecutivos. Posteriormente, as escovas foram divididas em
trés grupos e submetidas as técnicas de desinfeccdo. Apos a desinfecgéo, as
escovas foram colocadas em tubos contendo 10,0ml de caldo SBy e incubadas a
37°C por 4 dias. O biofime nas cerdas das escovas foi avaliado em
estereomicroscopio. Ambas as técnicas de desinfeccao foram eficazes em eliminar a
formagao de biofilme de estreptococos mutans nas cerdas das escovas.

Mehta, Sequeira e Bhat (2007) avaliaram a contaminagdo bacteriana de
escovas dentais utilizadas por 10 estudantes (24 a 27 anos) e a eficacia de uma
solucdo de gluconato de clorexidina a 0,2% e do Listerine® na desinfeccéo destas
escovas. A desinfeccdo foi realizada pela técnica da imersdo por 12 horas. Os
individuos utilizaram as escovas dentais por uma semana e realizavam a
desinfeccdo das mesmas diariamente. Apds uma semana, as escovas foram
colocadas em tubos contendo 10,0ml de PBS e agitadas por cinco minutos. Apds a
diluicdo decimal seriada, 10,0ul de cada diluigdo foram semeados em agar sangue e
incubados a 37°C por 24 horas. Apos a incubacgao, foi realizada a contagem das
colénias e a identificagdo. No grupo controle, sete escovas dentais estavam
contaminadas. As bactérias isoladas foram: S. aureus, S. epidermidis, Acinetobacter
spp. e estreptococos viridans. A solucdo de clorexidina foi eficaz em eliminar o
crescimento bacteriano. O Listerine®, por sua vez, ndo eliminou o crescimento
bacteriano em todas as escovas dentais.

Em 2008, Nascimento et al. avaliaram a eficacia do Periogard® e do Plax®,
sob a forma de spray, em inibir a formagao do biofiime de estreptococos do grupo
mutans nas cerdas de escovas dentais utilizadas por 53 estudantes universitarios.
Como grupo controle foi utilizada a agua destilada esterilizada. Em cada uma das

trés etapas do estudo, os estudantes realizaram a escovacao dental sem dentifricio,
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por dois minutos. As escovas foram enxaguadas e cada solugéo borrifada seis vezes
sobre as cerdas. Apds um periodo de trés horas a temperatura ambiente, as
escovas foram colocadas em tubos contendo 10,0ml de CaSaB e incubadas a 37°C
por trés a quatro dias. A contagem das colénias/biofilmes formadas sobre as cerdas
foi realizada em estereomicroscopio sob luz refletida. O Periogard® e o Plax®, em
spray, reduziram/eliminaram a formacao de biofilme sobre as cerdas das escovas.

Entretanto, o Periogard® foi mais eficaz que o Plax®.
2.3 Biofilmes formados por Candida spp.

A formacdo de biofilme é o maior fator de viruléncia do género Candida
(SENEVIRATNE; JIN; SAMARANAYAKE, 2008). A C. albicans, por exemplo, é
capaz de formar biofilme em quase todos os dispositivos médicos (NETT; ANDES,
2006).

Segundo Kojic e Darouiche (2004), os biofiimes formados por C. albicans sao
mais estudados do que os formados por outras Candida spp. O biofiime de C.
albicans se desenvolve em trés fases: na fase inicial as células leveduriformes se
aderem a superficie do substrato; na fase intermediaria ocorre a formagao da matriz,
de hifas e pseudohifas; e na fase de maturagdo ocorre um aumento da matriz
resultando em uma estrutura tridimensional (CHANDRA et al., 2001; HAWSER;
DOUGLAS, 1994).

A aderéncia é inicialmente mediada por interagdes inespecificas (como as
forcas eletrostaticas e hidrofobicas) entre as células e o substrato (DONLAN;
COSTERTON, 2002). Posteriormente, ocorre a aderéncia especifica por meio da
expressao de moléculas que ocasionam uma aderéncia mais forte (SENEVIRATNE;
JIN; SAMARANAYAKE, 2008).

Biofilmes maduros apresentam células leveduriformes e pseudohifas
embutidas em uma matriz de polissacarideos (CHANDRA et al., 2001), carboidratos,
proteinas e componentes desconhecidos (KOJIC; DAROUICHE, 2004). As células
leveduriformes formam uma camada aderida a superficie, enquanto que as
pseudohifas compdem a camada externa (BAILLIE; DOUGLAS, 1999; CHANDRA et
al., 2001).
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As células embutidas no biofilme apresentam propriedades fenotipicas
diferentes das células planctonicas (NETT; ANDES, 2006). Um exemplo é a
resisténcia aumentada aos agentes antimicrobianos (BAILLIE; DOUGLAS, 2000).

A formacéo e a estrutura dos biofilmes de Candida spp. séo influenciadas por
diversos fatores, como a natureza da superficie de contato, os fatores ambientais e
as espécies de Candida envolvidas (KOJIC; DAROUICHE, 2004; SENEVIRATNE;
JIN; SAMARANAYAKE, 2008).

Para o estudo da formacgao do biofilme por C. albicans, diversos materiais
foram utilizados, como cateteres e proteses totais, os quais foram incubados em um
meio de cultura (KUMAMOTO, 2002). Entretanto, a natureza da superficie de
contato influencia na formagéo do biofilme (NETT; ANDES, 2006). Alguns materiais
podem sustentar o crescimento de um biofilme espesso, 0 que ndo ocorre com
outros materiais (HAWSER; DOUGLAS, 1994). Por exemplo, biofilmes formados em
préteses totais de polimetiimetacrilato sdo muito mais delgados do que os formados
em cateteres de elastbmero de silicone (CHANDRA et al., 2001). A aspereza da
superficie e a hidrofobicidade aumentada contribuem para a formacdo do biofiime
(NETT; ANDES, 2006).

Meios de cultura com altas concentragdes de glicose otimizam a formagao de
biofilmes (HAWSER; DOUGLAS, 1994), particularmente por C. parapsilosis, espécie
envolvida em infec¢cdes relacionadas a dispositivos médicos em pacientes que
recebem nutricdo parenteral (SHIN et al., 2002). Entretanto, a adicao de sacarose ou
maltose no meio de cultura aumenta mais a atividade metabdlica no biofilme de C.
albicans do que a adigao de glicose (PARAHITIYAWA et al., 2006). A glicose, por
sua vez, aumenta mais esta atividade metabdlica do que a frutose ou a lactose
(PARAHITIYAWA et al., 2006).

Em um estudo in vitro, Seneviratne et al. (2009) avaliaram o coeficiente de
difusdo da glicose, galactose e sacarose através do biofiime de C. albicans e
demonstraram que a galactose apresentou o coeficiente de difusdo mais alto, ou
seja, ela difundiu melhor através do biofilme do que a glicose ou a sacarose.

Segundo Kojic e Darouiche (2004), a agitagdo suave aumenta a formagao do
biofilme por Candida spp. Isso também ocorre in vivo, como na circulagdo e no
sistema urinario, o que favorece a formacao do biofilme quando dispositivos médicos
sao inseridos (KOJIC; DAROUICHE, 2004).
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A maioria das espécies de Candida é capaz de formar biofilme in vitro, e os
biofilmes de C. albicans sdo mais complexos morfologicamente do que os biofilmes
de C. parapsilosis, os quais sao compostos apenas por um conglomerado de
blastoconidios (KOJIC; DAROUICHE, 2004).

Em um estudo in vitro, Parahitiyawa et al. (2006) demonstraram algumas
diferencas entre os biofilmes formados por cinco espécies de Candida (C. albicans
ATCC 90028, C. dubliniensis ATCC MYAG646, C. glabrata ATCC 2001, C. krusei
ATCC 6258 e C. tropicalis ATCC 13803) em um sistema denominado Calgary biofilm
device (CBD), o qual é constituido de 96 pinos de poliestireno, que se encaixam em
96 pocos. O biofilme do microrganismo estudado se forma sobre os pinos. A C.
krusei foi a espécie que formou o biofilme mais espesso, o qual apresentava varias
camadas de pseudohifas embutidas em uma matriz de polimeros extracelulares. Os
biofiimes formados pela C. albicans, C. dubliniensis e C. tropicalis apresentavam
grupos de células leveduriformes embutidas na matriz. A estrutura do biofilme de C.
dubliniensis apresentava caracteristicas celulares semelhantes ao biofilme maduro
de C. albicans. Entretanto, a C. dubliniensis produziu um biofiime com mais
agregados de células e mais polimeros extracelulares. O biofiime formado pela C.
glabrata era constituido de cadeias de células com varios blastoconidios embutidos

na matriz de polimeros extracelulares.
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3. OBUETIVOS
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3. OBJETIVOS

- lIsolar e identificar Candida spp. de escovas dentais utilizadas por estudantes
universitarios.

- Avaliar a eficacia do Periogard® e do Neem Sattiva®, sob a forma de spray, na
desinfeccao das escovas dentais supracitadas.

- Determinar a atividade antimicrobiana, in vitro, do Periogard®, do Neem Sattiva®
e da solucdo de gluconato de clorexidina a 0,5% por meio da Diluigdo Inibitoria
Maxima (DIMax).

- Avaliar a capacidade de Candida spp. formar biofilme, in vitro, sobre as cerdas

(nailon) e hastilhas (polietileno de baixa densidade) de escovas dentais.
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4. Casuvistica E METopos
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4. CASUISTICA E METODOS
4.1 Estudo clinico randomizado
4.1.1 Selecao da amostra

O projeto foi submetido & apreciacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa
envolvendo Seres Humanos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto - Universidade de Sao Paulo (Protocolo CEP / FCFRP n° 76). Apds a
aprovacdo do Comité de Etica (Anexo A), os voluntarios preencheram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A). Participaram do estudo 61
estudantes (18 a 22 anos de idade), de ambos os géneros, matriculados no 2°
periodo do curso de Odontologia da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto -
Universidade de Sao Paulo (FORP-USP). Os critérios de inclusdo foram: nao estar
fazendo uso de antibioticos, antifungicos ou antissépticos bucais por um periodo
minimo de 30 dias; ndo estar sendo submetido a tratamento odontolégico e nao

apresentar lesdes visiveis nas mucosas.
4.1.2 Solugdes avaliadas

No estudo clinico randomizado foram avaliados dois antissépticos bucais: o
Periogard® (Colgate-Palmolive - Industria e Comércio LTDA. - Sdo Bernardo do
Campo - SP), & base de clorexidina, e o Neem Sattiva® (Floresga - Industria e
Comércio de Cosméticos LTDA. - Aparecida de Goiania - GO), a base de neem,
prépolis, alcaguz, 6leo de eucalipto e 6leo de menta (tabela 1). A agua destilada
esterilizada foi utilizada como controle. O Periogard®, o Neem Sattiva® e a agua
destilada esterilizada foram colocados em frascos individuais de plastico, sob a

forma de spray, codificados de acordo com a solugéo acondicionada.
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Tabela 1 — Composicao e procedéncia dos antissépticos bucais avaliados

Antisséptico Procedéncia Composicao
avaliado
Periogard® Colgate-Palmolive - Industria e - Gluconato de clorexidina a
Comeércio LTDA 0,12%*
- Agua
- Glicerina
- Etanol

- Polisorbato 20

- Composigcao aromatica com
sabor predominante de menta

- Sacarinato de sédio

- FD&C Blue n°® 1

Neem Sattiva®  Floresca - IndUstria e Comércio de - Tintura de neem 1,0%*
Cosmeéticos LTDA - Tintura de prépolis 2,0%*
- Extrato de alcaguz 2,0%*
- Oleo de eucalipto 0,10%*
- Oleo de menta 0,10%*
- Acido citrico
- Polisorbato 60
- Alcool etilico 96° GL
- Sorbitol
- Metil parabeno
- Propil parabeno
- BHT
- EDTA
- Agua Deionizada

*Componentes ativos

4.1.3 Formagao dos grupos experimentais

Os individuos foram alocados por sorteio (aleatorizacdo), em trés grupos,
utilizando a tabela de numeros ao acaso (Anexo B) conforme Costa Neto (1977). O
estudo foi realizado em trés etapas, com intervalo de uma semana entre cada etapa.
As trés solugbdes foram utilizadas em todas as etapas, por grupos de individuos
diferentes, para minimizar a interferéncia de fatores de confusao nos resultados
(tabela 2).
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Tabela 2 — Randomizagao dos 61 individuos em trés grupos, nas trés etapas do

estudo
Grupos 1% Etapa 2° Etapa 3%Etapa
Grupo | (25 individuos) Agua Neem Sattiva® Periogard®
Grupo Il (17 individuos) Periogard® Agua Neem Sattiva®
Grupo Ill (19 individuos) Neem Sattiva® Periogard® Agua

4.1.4 Escovacgao dentaria e aplicagao dos antissépticos bucais

Os voluntarios realizaram as escovacgdes apos as suas atividades didaticas
(aulas praticas de Microbiologia no Bloco M, sala 15-A, FCFRP). Em cada etapa do
estudo, eles receberam escovas dentais novas Sorriso® Kolynos Original (Colgate-
Palmolive - Industria e Comércio LTDA. - Sdo Bernardo do Campo - SP) e
realizaram a escovacao dentaria sem dentifricio. Considerando-se que eram alunos
de Odontologia, ndo se realizou a padronizagédo da técnica de escovagao. O tempo
de escovagao foi de dois minutos, padronizados com o uso de cronbémetro digital.
Apds a escovacgado, cada participante efetuou a lavagem e secagem da escova de
maneira habitual. As escovas foram recolhidas, codificadas e a solugdo
correspondente em frasco spray borrifada (por um uUnico profissional) sobre as
cerdas de cada escova por seis vezes (volume de aproximadamente 0,6ml) a uma
distdncia de 5 a 10cm entre a cabega da escova e o frasco spray. Durante a
borrifagem, as escovas foram mantidas em posigcdo vertical, com a cabeca para
cima.

Ap0Gs a aplicagao do spray, foi efetuada a eliminagdo do excesso de solugéo,
batendo a escova levemente contra a borda da pia. As escovas foram fixadas (em
posicao vertical, com a cabega para cima) em um dispositivo feito de espuma de
poliuretano com orificio, o qual foi colocado em contéiner de papeldao e levado ao
laboratério de Microbiologia da FCFRP-USP no Bloco A - Superior, sala 093A-A. As
escovas foram mantidas no contéiner por quatro horas a temperatura ambiente para

simular o intervalo médio entre as escovacgdes.
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4.1.5 Meios de cultura utilizados

4.1.5.1 Caldo Letheen Modificado (Difco™) com 4,0% de glicose (Analitica)
Este meio de cultura foi utilizado para neutralizar os agentes antimicrobianos

presentes nos antissépticos bucais avaliados e permitir a formacao do biofilme de

Candida spp.
Composicéo:
Caldo Letheen .........cccoeeeeeiiiiiiiiiieieeeecee 26,79
TriptonNa oo 5,0g
Peptona proteose n°3 ..., 10,09
Extrato de levedura ..........cooovveiiiiiiiiiiiiieeis 2,0g
Bissulfito de sOdio  ......oiveiii 0,19
Glicose ....oovviiiiiiiieieiis Analitica........eennnnn. 40,09
Agua destilada ........ccooveoviiieeeeeeeeee 1000,0ml

Composicao do Caldo Letheen por litro:

Extratode carne ........cccoooiiiiiiiiiii 5,09
Polisorbato 80 .......oovieeeie e, 5,09
=Yo7 1 ([ = TR 0,79
Cloreto de sOdio .....covveiiieiieeeeeeeee 5,09

O meio de cultura foi pesado e colocado em um célice. A glicose também foi
pesada e colocada no calice. A seguir, foi adicionada a agua destilada e o meio foi
homogeneizado e distribuido em tubos de ensaio de 25x150mm (10,0ml em cada

tubo) e autoclavado a 120°C por 20 minutos.

4.1.5.2 CHROMagar™ Candida (CHROMagar, Paris - Franga)
O CHROMagar™ Candida foi utilizado para o isolamento e diferenciagdo de

espécies de Candida.
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Composicéo:
Peptona ..o, 10,29
Mistura cromogénica ..........cccoeeiiiiiiiiiiiiieee 22,0g
Cloranfenicol ........coooeiiiiiiiiiee e 0,59
AGAr oo, 15,09
Agua destilada .......ocooeeeieiieeeee 1000,0ml

O meio de cultura foi pesado, colocado em baldo de Erlenmeyer, adicionado
de agua destilada, fervido até fusdo completa do agar sob agitacao constante e
resfriado a cerca de 50°C para distribuicdo. Foram distribuidos 5,0ml de meio em
cada placa de Petri (15x50mm) em camara de Fluxo Laminar (VECO - Industria

Brasileira - Campinas-SP).

4.1.5.3 Agar Sabouraud dextrose (Difco™)

O agar Sabouraud dextrose foi utilizado para o isolamento de leveduras que
cresceram nas cerdas das escovas dentais e para subcultivar as colénias que
desenvolveram no CHROMagar™ Candida, para manutencdo das cepas. Este meio
também foi utilizado para a realizacdo do teste de crescimento a 37 e 42°C e para o

teste da DIMax.

Composicao:
Peptona micoldgica ..........ccccccviiiiiiiiiiiiiiiiinenn. 10,0g
GlICOSE e 40,09
AGAr oo, 15,09
Agua destilada .....c.ocooceoeeiiieeeeeeee 1000,0ml

O meio de cultura foi pesado, colocado em baldo de Erlenmeyer, adicionado
de agua destilada e autoclavado a 120°C por 20 minutos. Apds a esterilizagao, foi
mantido em banho-maria para resfriar até cerca de 50°C para distribuicdo em placas
de Petri (20x100mm) em camara de Fluxo Laminar (para o isolamento de leveduras
que cresceram nas cerdas das escovas dentais e para o teste de crescimento a 37 e
42°C).
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Quando este meio foi utilizado para subcultivar as colénias que
desenvolveram no CHROMagar™ Candida, o meio foi pesado, adicionado de agua
destilada e fervido até a dissolugcdo completa. Apds a distribuicdo em tubos de
ensaio de 16x160mm (cerca de 6,0ml em cada tubo), foi autoclavado a 120°C por 20

minutos e inclinado em um apoio de madeira até a solidificacao.

4.1.5.4 Agar Fuba com Tween 80

Este meio de cultura foi utilizado para o estudo da micromorfologia das

leveduras.
Composicéo:
Fuba de milho amarelo ........ Kinino®......... 40,09
Agar ..o, Oxoid............ 20,09
Tween 80 ..ocoovvveeeiiiiiiin, Inlab............ 10,0ml
Agua destilada .......ccccoooeveieiieieee e, 1000,0ml

O fuba foi suspenso em 800,0ml de agua destilada, aquecido em banho-maria
sob agitacao frequente durante uma hora, filtrado em gaze dobrada em quatro vezes
e mantido em repouso para decantacdo. O agar foi fundido separadamente em
200,0ml de agua destilada. O Tween 80 e o filtrado de fuba foram adicionados ao
agar. O volume foi completado e o pH acertado em 6,6-6,8. O meio foi distribuido em
Erlenmeyer de 50,0ml, autoclavado a 120°C por 20 minutos e armazenado. No
momento do uso, o meio foi fundido e utilizado no microcultivo para o estudo da

micromorfologia das leveduras.

4.1.5.5 Meio de cultura para o teste de fermentagao de carboidratos

Composigéo:
Peptona ........ooeeeiiini. Vetec............. 7,59
Extrato de leveduras ......... Biobras........... 4,59
Agua destilada ........coooveieiieee e 1000,0ml

Os componentes foram dissolvidos na agua destilada. Apés homogeneizagao,

o meio foi equitativamente distribuido em balées. Em cada balao, foi adicionado um
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dos seguintes carboidratos: glicose (Analitica), maltose (Analitica), sacarose (Unido)
ou lactose (Ox0id®), em quantidades suficientes para concentragées finais a 2,0%.
Cerca de 3,5ml do meio foram distribuidos em tubos de 12x125mm, contendo tubos
de Durhan em posicao invertida. A seguir, os tubos foram tamponados, codificados e
autoclavados a 120°C por 20 minutos. Apos a esterilizacdo, os tubos foram

resfriados em banho de gelo para evitar a caramelizagao dos agucares.

4.1.5.6 Meio C (meio para o teste de assimilagdo de fontes de carbono)

Composicao:
Sulfato de amoénia ..............oin J. T. Baker... 5,0g
Fosfato de potassio monobasico  ........ Cinética........ 1,0g
Sulfato de magnésio heptaidratado ........ Merck............ 0,59
AGAr e, Oxoid............ 15,09
Agua destilada .......c.ccoooooeeoeieeieeeeeeeeeeeee e 1000,0ml

Os componentes foram pesados, adicionados de agua destilada e fervidos até
a dissolugao completa. A seguir, 18,0ml de meio foram distribuidos em tubos de

20x200mm e autoclavados a 120°C por 20 minutos.

4.1.5.7 Meio N (meio para o teste de assimilagdo de fontes de nitrogénio)

Composicao:
DEXIrOSE .oeeeeeeeeeeee e Analitica... 20,09
Fosfato de potassio monobasico ... Cinética..... 1,0g
Sulfato de magnésio heptaidratado ...... Merck........ 0,59
AGAr oo Oxoid........ 15,09
Agua destilada .......c.ccoooviiiieeeeeee e, 1000,0ml

Os componentes (exceto a dextrose) foram pesados, suspensos na agua
destilada e fervidos até a dissolugdo completa. A seguir, a dextrose foi adicionada e
18,0ml do meio foram distribuidos em tubos de 20x200mm e autoclavados a 120°C

por 20 minutos.
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4.1.5.8 Agua peptonada a 1,0%
A agua peptonada a 1,0% foi utilizada para banhar as cerdas e hastilhas das

escovas dentais avaliadas no teste de formacgao de biofilme, in vitro.

Composicao:
Peptona bacteriologica .............. Biobras.................. 10,0g
Agua destilada .........cocooeeveeieiieeeeeeee e 1000,0ml

A peptona bacterioldgica foi pesada e dissolvida na agua destilada. Apos
homogeneizagdo, 10,0ml do caldo foram distribuidos em tubos de 25x150mm e

autoclavados a 120°C por 20 minutos.

4.1.5.9 Caldo Sabouraud dextrose com 4,0% de sacarose
O caldo Sabouraud dextrose com 4,0% de sacarose foi utilizado na formagao

do biofilme, in vitro, sobre as cerdas e hastilhas de escovas dentais pelas Candida

Spp.

Composicao:
Peptona bacteriologica ......... Biobras.............. 10,09
Glicose i, Analitica............. 40,09
Sacarose .......cccccceeeeiiiiiiieiii, Unido................. 40,09
Agua destilada .......c..coooeeeoeeiieeeee 1000,0ml

Os componentes foram pesados e dissolvidos na agua destilada. Apds
homogeneizagdo, 10,0ml do meio foram distribuidos em tubos de 25x150mm e

autoclavados a 120°C por 20 minutos.

4.1.6 Processamento microbiologico

Apos quatro horas a temperatura ambiente, cada escova dental foi colocada
em um tubo de ensaio de 25x150mm contendo 10,0ml de Caldo Letheen Modificado
com glicose e incubada a 35°C por 10 dias. Apds o periodo de incubagao, o biofilme
microbiano das cerdas foi raspado com uma alga bacteriolégica e semeado por

esgotamento em agar Sabouraud dextrose e CHROMagar™ Candida. Apds a
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incubacdo a 35°C por 48 horas, foi realizada a analise da macromorfologia das
coldnias.

Ao menos duas colbnias do mesmo aspecto macromorfologico foram
subcultivadas em agar Sabouraud dextrose e incubadas a 35°C por 24 horas. As
leveduras foram identificadas de acordo com a metodologia classica (SIDRIM,;
ROCHA, 2004), utilizando os seguintes testes: micromorfologia em agar fuba com
Tween-80, formagdo do tubo germinativo em soro humano, assimilacdo de
diferentes fontes de carbono e de nitrogénio, fermentagdo de carboidratos e

crescimento a 37 e 42°C.

- Estudo da micromorfologia: O meio agar fuba com Tween 80 foi fundido e
resfriado a aproximadamente 50°C e 3,0ml foram depositados sobre uma lamina
para obtencdo de uma camada espessa. Apds a solidificagdao do meio, foram feitas
duas estrias paralelas na superficie do meio e semeadura em ziguezague. A seguir,
o in6culo foi coberto com laminula esterilizada e incubado em camara umida (placa
de Petri com um pequeno chumacgo de algoddo embebido em agua destilada
esterilizada) a 30°C durante 72-96 horas. A lamina foi examinada ao microscopio
optico (Nikon - Jap&do) em objetiva de 40X, com o intuito de se observar as seguintes

estruturas: células leveduriformes, pseudomicélio, micélio e clamidoconidios.

- Formagao do tubo germinativo: as leveduras foram suspensas em 0,5ml de soro
humano (procedente do Laboratorio de Analises Clinicas da FCFRP-USP) e
incubadas a 37°C em banho-maria durante trés horas. A seguir, uma gota da
suspensdo foi colocada em uma lamina, recoberta com laminula e examinada ao

microscopio Optico para pesquisa de tubo germinativo caracteristico de C. albicans.

- Testes de assimilagao de fontes de carbono e nitrogénio (auxanograma): foi
preparada uma suspensao de leveduras (cultura de 24 horas) em um tubo de ensaio
de 15x125mm contendo 5,0ml de agua destilada esterilizada e 50,0ul de extrato de
levedura a 10,0%, com turvagao equivalente ao padrdo 2 da escala de McFarland. A
seguir, foi transferido o volume de 1,5ml da suspensao para cada tubo de ensaio
contendo 18,0ml do meio C fundido e mantido a aproximadamente 50°C. A seguir, 0

meio foi homogeneizado e vertido em placa de Petri (20x100mm) esterilizada e,
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apos a solidificagao, foram depositadas aliquotas de cerca de 2,0mg de carboidratos
em pontos equidistantes. Foram utilizados os seguintes carboidratos: glicose
(Analitica), maltose (Analitica), sacarose (Uni&o), lactose (Oxoid®), celobiose (Difco),
rafinose (Difco), ramnose (Merck), trealose (Difco) e melibiose (Sigma®).

Para assimilagdo de fontes de nitrogénio, 1,0ml da suspenséo foi transferido
para cada tubo de ensaio contendo 18,0ml do meio N fundido e mantido a
aproximadamente 50°C. A seguir, o0 meio foi homogeneizado e vertido em placa de
Petri (20x100mm) esterilizada e, apos a solidificagcdo, foram depositadas aliquotas
de cerca de 2,0mg de peptona (Vetec) e nitrato de potassio (J. T. Baker).

Apos a incubacdo a 30°C durante 48 a 72 horas, foi realizada a leitura
considerando o teste positivo quando da formacdo de um halo de crescimento ao
redor do ponto de aplicagdo do carboidrato ou da fonte de nitrogénio, e negativo na

auséncia deste halo.

- Testes de fermentagao de carboidratos (zimograma): com o auxilio de uma
agulha, a levedura foi inoculada em tubos de ensaio de 12x125mm contendo o
respectivo carboidrato (glicose, maltose, sacarose ou lactose) e um tubo de Durhan

em posigao invertida. A incubacao foi a 37°C durante 30 dias, com leituras diarias.

- Crescimento a 37 e 42°C: esse teste foi realizado para diferenciar C. albicans de
C. dubliniensis, pois ambas sado positivas para o teste do tubo germinativo e
produzem clamidoconidios. Foi preparada uma suspensao de leveduras em solucao
fisiologica a 0,85% esterilizada equivalente ao padrdo 2 da escala de McFarland.
Aliquotas de 5,0ul da suspensao foram depositadas em placas de agar Sabouraud
dextrose (cada placa contendo 10 indculos de diferentes cepas) e incubadas a 37 e
42°C por 48 horas.

A figura 1 apresenta o fluxograma da metodologia empregada no estudo

clinico randomizado.
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Figura 1. Fluxograma da metodologia empregada no estudo clinico randomizado.
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4.2 Diluicao Inibitéria Maxima (DIMax) de antissépticos

Para o teste da DIMax, in vitro, foram avaliados os seguintes antissépticos: o
Neem Sattiva®, o Periogard® e uma solugdo de gluconato de clorexidina a 0,5%
(Aquilea - Farmacia de Manipulagao - Ribeirao Preto - SP).

A determinacao da DIMax foi realizada em duplicata utilizando o método da
diluicdo em agar. As diluicbes (1/5, 1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320 e 1/640)
foram realizadas em tubos de ensaio de 20x200mm. A diluicdo 1/5 foi preparada
adicionando 4,0ml do antisséptico e 16,0ml de agar Sabouraud dextrose nos tubos 1
e 1. A diluicao 1/10 foi preparada adicionando 2,0ml do antisséptico e 18,0ml de
agar Sabouraud dextrose nos tubos 2 e 2.

A partir da diluicdo 1/20, foi realizada a diluigdo dupla seriada. Nos tubos 3, 4,
5, 6, 7 e 8 foram adicionados 4,0ml de agua destilada esterilizada. No tubo 3
(diluicdo 1/20) também foram adicionados 4,0ml do antisséptico. Apos
homogeneizagédo do conteudo do tubo 3, foram transferidos 2,0ml para o tubo 3’ e
4,0ml para o tubo 4 (diluigdo 1/40). Apés homogeneizagdo do conteudo do tubo 4,
foram transferidos 2,0ml para o tubo 4’ e 4,0ml para o tubo 5 (diluicdo 1/80), e assim
sucessivamente, até os tubos 8 e 8’ (diluicdo 1/640). O controle foi preparado
adicionando 2,0ml de agua destilada esterilizada nos tubos C e C’. Posteriormente,
18,0ml de agar Sabouraud dextrose foram adicionados em cada tubo e vertidos em
placas de Petri (20x100mm).

Foi preparada uma suspenséao de leveduras (cultura de 24 horas) em solugao
fisiologica a 0,85% esterilizada equivalente ao padrao 0,5 da escala de McFarland.
Foram avaliadas 63 cepas de Candida spp., das quais uma era cepa padréo (C.
albicans ATCC 1023) e 62 (57 C. albicans, 4 C. parapsilosis e 1 Candida sp.) haviam
sido isoladas das escovas dos estudantes universitarios que participaram do estudo
clinico randomizado.

As leveduras foram semeadas utilizando um Aplicador de Steers (STEERS
et al., 1959-1960), o qual consiste de duas placas metalicas, uma das quais
apresenta 25 pogos. Em cada pogo foram transferidos 100,0ul da suspensao da
levedura. A outra placa apresenta 25 pinos metalicos que encaixam nos pogos. Com
o auxilio destes pinos, as suspensodes das leveduras foram semeadas na superficie

do meio de cultura nas placas de Petri contendo as diferentes diluicbes dos



Casuistica e Métodos 35

antissépticos (1/5, 1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320 e 1/640), da maior para a
menor dilluigdo.

As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas. As leituras foram realizadas
considerando DIMax a maior diluicdo do antisséptico capaz de inibir o crescimento
de todas as cepas avaliadas, de acordo com Wade e Addy (1992).

A figura 2 apresenta o fluxograma da metodologia empregada no teste da
DIMax.
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4.3 Formacao de biofilme, in vitro, sobre as cerdas e hastilhas de escovas dentais

Para avaliar a capacidade de Candida spp. formarem biofilme, in vitro, sobre
as cerdas e hastilhas de escovas dentais, foram utilizadas 18 cepas de C. albicans,
quatro cepas de C. parapsilosis € uma cepa de Candida sp., as quais haviam sido
isoladas das escovas dentais utilizadas por estudantes universitarios que
participaram do estudo clinico randomizado. Também foi avaliada a cepa padréo C.
albicans ATCC 1023.

Dois tipos de escovas dentais foram avaliados: escovas convencionais de
cerdas de nailon (Sorriso® Kolynos Original - Colgate-Palmolive - Industria e
Comércio LTDA. - S3o Bernardo do Campo - SP); e escovas Monobloc® da linha
Cientifica® (Dental Line Robodente LTDA. - Ribeirdo Preto - SP), constituidas de
polietileno de baixa densidade, atoxico e insoluvel em agua, que é injetado para
formagao do cabo, cabega e hastilhas.

As escovas avaliadas foram previamente imersas em tubos de 25x150mm
contendo 10,0ml de agua peptonada a 1,0%, retiradas e colocadas em um suporte
para a secagem das cerdas. Esse procedimento foi realizado na camara de Fluxo
Laminar para evitar a contaminagao das escovas.

Para cada cepa foram avaliadas duas escovas de cada tipo. Como controle
negativo foram utilizadas quatro escovas de cada tipo.

As suspensbes das leveduras foram preparadas em tubos de ensaio de
20x200mm contendo 20,0ml de solugao fisiolégica a 0,85% esterilizada, com
turvacdo equivalente ao padrao 0,5 da escala de McFarland. Cada suspensao de
levedura foi vertida em uma placa de Petri (20x100mm), onde as cabegas das
escovas dentais (duas de cada tipo) foram introduzidas. Dentro da placa de Petri, as
cerdas e hastilhas das escovas eram raspadas entre si (duas escovas de cada vez)
simulando o movimento de escovagao, durante dois minutos. Apds o procedimento
de contaminacido das escovas dentais, cada escova foi introduzida em um tubo de
ensaio de 25x150mm contendo 10,0ml de caldo Sabouraud dextrose com 4,0% de
sacarose.

Para cada cepa avaliada, uma escova de cada tipo foi incubada a
temperatura ambiente por sete dias em uma Mesa com agitagao orbital (Marconi -
Equipamentos para Laboratério LTDA. - Piracicaba - SP) a 25rpm. Uma escova de

cada tipo também foi incubada a 35°C por sete dias sem agitacao.
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Apos o periodo de incubagdo, as cerdas e hastilhas das escovas foram
avaliadas visualmente para a verificagao da formagao do biofilme. Foram escolhidas
22 escovas (11 de cada tipo), as quais foram submetidas a microscopia eletrénica
de varredura: oito escovas contaminadas com C. albicans (incluindo a cepa padrao),
oito escovas contaminadas com C. parapsilosis, quatro escovas contaminadas com

Candida sp. e duas escovas nao contaminadas (controle negativo).

4.3.1 Microscopia eletronica de varredura

As escovas selecionadas para a microscopia eletrbnica de varredura foram
colocadas em tubos de ensaio de 25x150mm contendo 5,0ml de solucdo de
glutaraldeido a 2,0% e 50ml de solugdo de cacodilato de sédio 0,1M.
Posteriormente, as escovas foram levadas ao Laboratério de Microscopia Eletronica
do Departamento de Biologia Celular e Molecular e Bioagentes Patogénicos da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - Universidade de S&o Paulo (FMRP-
USP), para processamento e analise em microscopio eletrénico de varredura. Cerca
de 18 hastilhas e 3 tufos de cerdas de cada escova foram cortados com gilete,
colocados com pinga em frascos e imersos em 1,0ml de solugdo de tetréxido de
6smio a 2,0% e 1,0ml de tampao cacodilato de sddio 0,2M por duas horas. Apds a
lavagem em cacodilato de sodio 0,1M (trés trocas de 15 minutos cada), as cerdas e
hastilhas foram imersas em alcool, nas concentragdes de 50, 70, 70, 95, 100 e
100%, sequencialmente, por um periodo de 15 minutos em cada uma das
concentracdes de alcool.

As cerdas e hastilhas foram colocadas em um suporte e submetidas a
secagem com CO;, no ponto critico, em aparelho Bal-Tec CPD 030 (Critical Point
Dryer — Firstentum — Liechtenstein), e montadas em stubs metalicos com fita
adesiva. Posteriormente, foram submetidas ao processo de metalizacdo em ouro
sob vacuo em aparelho Bal-Tec SCD 050 (Sputter Coater - Furstentum -
Liechtenstein). A analise foi efetuada em microscépio eletrbnico JSM - 5200 (Jeol
Ltd.- Tokyo), a 25kV. Para comprovar a presengca ou auséncia de biofiime de
Candida spp., foram efetuadas eletromicrografias das cerdas e hastilhas das
escovas, com aumentos variando de 75 a 5000 vezes.

A figura 3 apresenta o fluxograma da metodologia empregada no

processamento para microscopia eletronica de varredura.



Casuistica e Métodos

L\
5,0ml glutaraldeido 2%
5,0ml cacodilato de sédio 0,1M
\

Lavagem com cacodilato de la%ngst,ﬁ%o;ﬁo
sodio 0,1M, por 3 vezes h )
(15 minutos cada) 1,0ml cacodilato de sédio
0,2M (2 horas)

Alcool Alcool Alcool Alcool

iy TR 70% 95% 100% 100%
BS B= 555 555 555 55

15min. 15min 15min. 15min 15min 15min

(Bal-Tec SCD 050)

- Secagem em CO,, no ponto critico
Microscopia Eletronica de g 2, O p Tt

Varredura
(JSM - 5200)

Figura 3. Fluxograma da metodologia empregada no processamento
para microscopia eletronica de varredura.

39



Casuistica e Métodos 40

4.4 Analise estatistica

Para a analise estatistica dos dados obtidos no estudo clinico randomizado
e no teste da DIMax foi empregado o programa estatistico GMC 2002 (MAIA
CAMPQOS, 2009).

O teste estatistico ndo paramétrico de Cochran para amostras vinculadas foi
aplicado para comparar as trés solugdes (agua destilada esterilizada, Periogard® e
Neem Sattiva®), com relagao a eficacia na eliminagado do crescimento de Candida
spp. nas cerdas das escovas dentais utilizadas no estudo clinico randomizado. O
teste de Cochran foi utilizado porque os resultados constituem dados dicotomizados,
representados somente por respostas do tipo “positivo” (+) ou “negativo” (-). Quando
o teste de Cochran indicou diferenga entre as solucdes, aplicou-se o teste dos sinais
para verificar entre quais solugdes houve diferenga (SIEGEL, 1975).

O teste estatistico ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para amostras
independentes foi aplicado para verificagdo de possiveis diferencas entre os trés
antissépticos (Neem Sattiva®, Periogard® e solucdo de gluconato de clorexidina a

0,5%) avaliados no teste da DIMax.
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5. ResuLtADOS
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5. RESULTADOS
5.1 Estudo clinico randomizado
5.1.1 Presenca de Candida spp. nas escovas dentais

Dos 61 individuos que iniciaram o estudo, 59 participaram de todas as etapas.
Os dois que ndo participaram de todas as etapas foram excluidos.

No grupo controle, as escovas dentais de 22 (37,3%) individuos apresentaram
crescimento de Candida spp. (tabela 3). Nas escovas de 37 (62,7%) individuos néo
houve o desenvolvimento do microrganismo.

As escovas dentais de cinco individuos (individuos n° 8, 9, 36, 51 e 53) néo
apresentaram crescimento de Candida spp. no grupo controle, mas 0 microrganismo
foi isolado apoés o uso do spray de Neem Sattiva® (tabela 3). Em um dos casos
(individuo n° 8), o microrganismo foi também isolado apdés o uso do Periogard®.
Portanto, nas trés etapas do estudo as escovas dentais de 27 (45,8%) individuos
apresentaram crescimento de Candida spp. (tabela 3).

Nos grupos controle e experimentais foram isoladas 62 cepas de Candida
spp. Destas, 57 (91,9%) eram C. albicans, quatro (6,5%) C. parapsilosis e uma
(1,6%) Candida sp. (tabela 4).

No grupo controle, a C. albicans estava presente nas escovas dentais de 20
individuos (33,9%). A C. parapsilosis, por sua vez, estava presente nas escovas de
apenas 2 individuos (3,4%).

Na escova dental do individuo 55, foram isoladas duas espécies de Candida:
C. albicans e Candida sp. (tabela 4). A C. albicans foi isolada nas 3 etapas do
estudo. Entretanto, a Candida sp. foi isolada apenas apds o uso do spray de Neem
Sattiva®.
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Tabela 3 — Presenca de Candida spp. nas cerdas das escovas dentais utilizadas por
59 individuos nos grupos controle e experimentais

Individuo Agua destilada Periogard® Neem Sattiva®
esterilizada
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Tabela 4 — Candida spp. isoladas das cerdas das escovas dentais utilizadas por 27
individuos nos grupos controle e experimentais

Individuo Agua destilada Periogard® Neem Sattiva®
esterilizada

8 - C. albicans C. albicans
9 - - C. parapsilosis
12 C. albicans C. albicans C. albicans
13 C. albicans C. albicans C. albicans
16 C. albicans C. albicans C. albicans
20 C. albicans C. albicans C. albicans
21 C. albicans - C. albicans
23 C. albicans C. albicans C. albicans
26 C. albicans C. albicans C. albicans
33 C. albicans C. albicans C. albicans
34 C. albicans C. albicans C. albicans
35 C. albicans C. albicans C. albicans
36 - - C. parapsilosis
38 C. parapsilosis - -
41 C. albicans - C. albicans
43 C. albicans C. albicans C. albicans
45 C. albicans - C. albicans
47 C. albicans - C. albicans
48 C. albicans - C. albicans
49 C. albicans C. albicans C. albicans
50 C. albicans - C. albicans
51 - - C. albicans
53 - - C. albicans
54 C. albicans C. albicans C. albicans
55 C. albicans C. albicans C. albicans

- - Candida sp.
56 C. albicans - C. albicans
57 C. parapsilosis - -

5.1.2 Desinfecgdo das escovas dentais com Periogard® e Neem Sattiva®

O spray de Periogard® inibiu o crescimento de Candida spp. em nove (40,9%)
escovas dentais. As outras 13 (59,1%) escovas apresentaram crescimento do
microrganismo (tabela 4).

O spray de Periogard® inibiu o crescimento das duas (100,0%) cepas de C.
parapsilosis isoladas no grupo controle (tabela 4). Isso indica que essa espécie é
suscetivel ao gluconato de clorexidina a 0,12%. Com relacédo as cepas de C.
albicans, apenas sete (35,0%) foram inibidas pelo Periogard® (tabela 4).

No presente estudo, o spray de Neem Sattiva® apresentou uma baixa

atividade contra Candida spp., visto que ele inibiu o crescimento das leveduras em
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apenas duas (9,1%) escovas dentais. Portanto, 20 escovas (90,9%) apresentaram
crescimento do microrganismo (tabela 4).

O spray de Neem Sattiva® inibiu o crescimento das duas (100,0%) cepas de
C. parapsilosis isoladas no grupo controle (tabela 4). Com relagdo a C. albicans
nenhuma das 20 (100,0%) cepas foram inibidas, o que mostra a ineficacia desse

antisséptico contra essa espécie (tabela 4).
5.2 DIMax dos antissépticos

O Neem Sattiva® inibiu todos os microrganismos avaliados na diluicdo
1/10. Portanto, a DIMax do Neem Sattiva® foi de 1/10. O Periogard®, por sua
vez, inibiu todos os microrganismos na diluicdo 1/20. A DIMax da solugdo de
clorexidina a 0,5% foi de 1/40 (tabela 5).

Na diluigdo 1/40, o Neem Sattiva® inibiu duas cepas de C. albicans. Na
diluicdo 1/20, foi inibida a maioria dos microrganismos avaliados (4 cepas de C.
parapsilosis e 56 cepas de C. albicans, incluindo a C. albicans ATCC 1023). A
Candida sp. foi inibida na diluicdo 1/10.

O Periogard® inibiu uma cepa de C. parapsilosis e uma cepa de C. albicans
na diluigdo 1/80. Na diluicdo 1/40 foi inibida outra cepa de C. parapsilosis e 37
cepas de C. albicans (incluindo a C. albicans ATCC 1023). Na diluigdo 1/20 foram
inibidas duas cepas de C. parapsilosis, 20 cepas de C. albicans e uma cepa de
Candida sp.

A solugédo de clorexidina a 0,5% inibiu uma cepa de C. parapsilosis na
diluicdo 1/640. O mesmo ocorreu na diluicdo 1/320, na qual outra cepa de C.
parapsilosis foi inibida. Na diluicao 1/160, foram inibidas as outras duas cepas de C.
parapsilosis € 23 cepas de C. albicans (incluindo a C. albicans ATCC 1023). As
outras cepas de C. albicans foram inibidas nas diluicdes 1/80 e 1/40. A Candida sp.

foi inibida na diluicao 1/80.
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Tabela 5 — Cepas de Candida spp. inibidas (de um total de 63 cepas) em cada diluicao
dos antissépticos avaliados

Neem Sattiva® Periogard® CHX a 0,5%
Cepas Dados Cepas Dados Cepas Dados
inibidas cumulativos inibidas cumulativos inibidas cumulativos
Diluicao No. % No. % No. % No. % No. % No. %
1/640 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 1,6 1 1,6
1/320 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 1,6 2 3,2
1/160 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 25 39,7 27 42,8
1/80 0 0,0 0 0,0 2 3,2 2 3,2 21 33,3 48 76,2
1/40 2 3,2 2 3,2 38 60,3 40 63,5 15 23,8 63 100,0
1/20 60 95,2 62 98,4 23 36,5 63 100,0
1/10 1 1,6 63 100,0
1/5

CHX: clorexidina.

5.3 Formacgao de biofilme, in vitro, sobre as cerdas e hastilhas de escovas dentais

As Candida spp. avaliadas foram incapazes de formar biofilme, in vitro, sobre
as cerdas de nailon das escovas dentais Sorriso® Kolynos Original (figura 4).
Entretanto, elas foram capazes de formar biofilme, in vitro, sobre as hastilhas de
polietileno de baixa densidade das escovas Monobloc® da linha Cientifica®.

Nas cerdas e hastilhas (figura 5) do controle negativo, ndo houve crescimento
microbiano. Com a microscopia eletrbnica de varredura, pdde-se observar que as
hastilhas apresentavam muitas irregularidades (elevagbes e depressdes) ao longo
das mesmas, ao contrario das cerdas de nailon, que sdo lisas e raramente
apresentavam algum defeito.

As diferentes condigbes de incubagao (35°C sem agitagdo ou a temperatura
ambiente sob agitacdo) ndo influenciaram na formacdo ou na estrutura dos
biofilmes.

A estrutura do biofilme variou conforme a espécie de Candida avaliada. O
biofilme de C. albicans era formado apenas por células leveduriformes (figura 6 A -
F), enquanto que o biofiime de C. parapsilosis apresentava células leveduriformes e
pseudohifas, ou seja, essa espécie formou um biofilme maduro (figura 7 A - F). A
Candida sp. formou um biofilme constituido apenas de células leveduriformes, as

quais aderiram principalmente nas depressdes das hastilhas (figura 8 A - F).
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Figura 4. Eletromicrografia evidenciando auséncia de biofilme de
C. parapsilosis sobre as cerdas de nailon da escova
dental Sorriso® Kolynos Original, em aumento de 75x.
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Figura 5. Eletromicrografia evidenciando auséncia de
microrganismos sobre as hastilhas da escova do
controle negativo, em aumento de 75x.
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Figura 6. A — F: Eletromicrografias evidenciando biofiimes de C. albicans sobre as
hastilhas de polietileno de baixa densidade das escovas Monobloc® da
linha Cientifica®, em aumentos de 2000 e 3500x.
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Figura 7. A — F: Eletromicrografias evidenciando biofiimes de C. parapsilosis
sobre as hastilhas de polietiieno de baixa densidade das escovas
Monobloc® da linha Cientifica®, em aumentos de 2000 e 3500x.
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Figura 8. A — F: Eletromicrografias evidenciando biofilmes da Candida sp.
sobre as hastilhas de polietilieno de baixa densidade das escovas
Monobloc® da linha Cientifica®, em aumentos de 1000 a 3500x.
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5.4 Analise estatistica

Para a realizacdo da analise estatistica, os dados obtidos no estudo clinico
randomizado foram convertidos (Apéndice B) em valores numéricos 1 (um) nos
casos em que as escovas apresentavam crescimento de Candida spp. (respostas
do tipo “positivo”), e em 0 (zero) nos casos de auséncia de crescimento de Candida
spp. (respostas do tipo “negativo”).

Os dados obtidos foram confrontados por meio do teste ndo paramétrico de
Cochran, o qual detectou diferenca estatisticamente significante (x* = 14,8889;
p<0,01) entre as trés solucdes (agua destilada esterilizada, Periogard® e Neem
Sattiva®).

Como teste adicional comparativo foi aplicado o teste dos sinais. Os
resultados das comparacdes entre as solugbes duas a duas encontram-se
expressos nas tabelas 6, 7 e 8 (Apéndice C). Verificou-se que houve diferenca
estatisticamente significante entre as trés solugdes na inibicdo do crescimento de
Candida spp. nas cerdas das escovas dentais (p<0,01).

A figura 9 apresenta o resultado do teste dos sinais.

a b c
1_
3
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1)
n
I}
0-
P L ® T - ®
Agua Periogard Neem Sattiva
Solugdes

Figura 9. Comparacao entre as solu¢des, em relagdo a presenga ou auséncia de
Candida spp. nas cerdas das escovas dentais (teste dos sinais).
As letras iguais e diferentes representam resultados estatisticos
semelhantes e diferentes, respectivamente.
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Com relagao a inibicao do crescimento de Candida spp. nas cerdas das
escovas dentais, o Periogard® e o Neem Sattiva® apresentaram diferenca
estatisticamente significante, quando comparados com o grupo controle (agua
destilada esterilizada). Quando comparados entre si, o Periogard® apresentou
melhores resultados que o Neem Sattiva®.

Para a realizagao da analise estatistica, os dados obtidos no teste da DIMax
foram convertidos em escores (Apéndice D) determinados da menor para a maior
dilui¢ao:

- Escore 1: para as cepas de Candida spp. inibidas na diluicdo 1/5.

- Escore 2: para as cepas de Candida spp. inibidas na diluicdo 1/10.

- Escore 3: para as cepas de Candida spp. inibidas na diluicao 1/20.

- Escore 4: para as cepas de Candida spp. inibidas na diluicao 1/40.

- Escore 5: para as cepas de Candida spp. inibidas na diluicao 1/80.

- Escore 6: para as cepas de Candida spp. inibidas na diluicdo 1/160.

- Escore 7: para as cepas de Candida spp. inibidas na diluicao 1/320.

- Escore 8: para as cepas de Candida spp. inibidas na diluicao 1/640.

Os dados obtidos foram confrontados utilizando o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis, o qual detectou diferenca estatisticamente significante (x* = 139,96;
p<0,01) entre os trés antissépticos (Neem Sattiva® Periogard® e solugdo de
clorexidina a 0,5%). O resultado da comparagdo dos antissépticos dois a dois
(Apéndice E) evidenciou que houve diferenca estatisticamente significante entre o
Neem Sattiva® e o Periogard® (p<0,001), o Neem Sattiva® e a solucgo de clorexidina
a 0,5% (p<0,001) e o Periogard® e a solugao de clorexidina a 0,5% (p<0,001).

A figura 10 apresenta a média dos escores das diluicbes dos trés

antissépticos avaliados.
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Figura 10. Média dos escores das dilui¢des dos trés antissépticos avaliados.

De acordo com os resultados obtidos, pode-se inferir que a solugdo de

clorexidina a 0,5% foi o antisséptico que apresentou maior eficacia antimicrobiana

(p<0,001). O Periogard®, por sua vez, foi mais eficaz que o Neem Sattiva®

(p<0,001).
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6. Discussio
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6. DISCUSSAO

6.1 Metodologia

6.1.1 Estudo clinico randomizado

No estudo clinico randomizado, os individuos foram alocados por sorteio
(aleatorizagdo), utilizando a tabela de numeros ao acaso (COSTA NETO, 1977), em
trés grupos. A randomizacao (alocagao aleatéria) € o melhor modo de alocar os
individuos que participardo de um estudo (FLETCHER; FLETCHER; WAGNER,
1989). O estudo foi randomizado, com o objetivo de minimizar a incorporagéo de
vieses (FLETCHER; FLETCHER; WAGNER, 2002), os quais poderiam interferir nos
resultados obtidos.

Escovas dentais podem ser contaminadas por bactérias cariogénicas
(AYSEGUI et al., 2007; BOYLAN et al., 2008; EFSTRATIOU et al., 2007; LIMA et al.,
2007; NASCIMENTO et al., 2008; NELSON-FILHO et al., 2000, 2006; SATO et al.,
2005; SVANBERG, 1978), periodontopatogénicas (EFSTRATIOU et al.,, 2007;
MULLER; LANGE; MULLER, 1989) e outras bactérias encontradas na cavidade
bucal (BOYLAN et al., 2008; GLASS; LARE, 1986; MALMBERG et al., 1994; SATO
et al., 2005; TAJI; ROGERS, 1998). Além de bactérias, escovas dentais podem ser
contaminadas por leveduras (BARBOZA, 2004; MALMBERG et al.,, 1994,
MARCANO, 1981; MOTZFELD et al., 1999; SANCHES et al., 2001; TAJl; ROGERS,
1998; VERRAN et al.,, 1997), fungos filamentosos (MALMBERG et al., 1994),
parasitas intestinais (BORGES et al., 1996; SILVEIRA et al., 2002) e virus (LOCK et
al., 2006).

No presente estudo, foi avaliada a contaminagcdo de escovas dentais por
Candida spp. O género Candida compreende a maioria das leveduras isoladas da
cavidade bucal (COSTA et al., 2005). Além disso, estas leveduras sdo os agentes
etiolégicos da candidose bucal (MARSH; MARTIN, 2005), a qual ocorre
principalmente em individuos imunocomprometidos, como o0s pacientes com
HIV/AIDS (BLIGNAUT, 2007; SAMARANAYAKE; HOLMSTRUP, 1989) e pacientes
que utilizam drogas imunossupressoras (BUDTZ-JORGENSEN, 1990). Além da
imunossupressado, ha varios outros fatores de risco a candidose bucal: fatores
fisioldgicos, incluindo extremos de idade e gravidez (BUDTZ-JORGENSEN, 1990;
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FANELLO et al., 2006); diabetes mellitus (TAPPER-JONES et al., 1981); deficiéncias
nutricionais (BUDTZ-JORGENSEN, 1990); cancer (WORTHINGTON; CLARKSON,
2002); e fatores locais, como a xerostomia, cancer bucal, o uso de antibioticos de
amplo espectro, corticosterdides, cigarro (BUDTZ-JORGENSEN, 1990), proteses
totais (BUDTZ-JORGENSEN; STENDERUP; GRABOWSKI, 1975), etc.

As escovas dentais Sorriso® Kolynos Original foram utilizadas neste estudo
porque elas apresentam cerdas macias com pontas arredondadas e cabo anatdémico
com boa empunhadura.

A escovacao dentaria foi realizada pelos voluntarios de maneira habitual.
Considerando-se que os voluntarios eram alunos do curso de Odontologia, nédo se
realizou a padronizagao da técnica de escovacao.

O uso de dentifricios durante a escovacdo pode reduzir a contaminagao
microbiana de escovas dentais (EFSTRATIOU et al., 2007; LIMA et al., 2007;
NELSON-FILHO et al., 2004; QUIRYNEN et al., 2003; VERRAN et al., 1997), pois os
mesmos podem conter agentes antimicrobianos como o triclosan (EFSTRATIOU et
al., 2007; LIMA et al., 2007; NELSON-FILHO et al., 2004; VERRAN et al., 1997), o
flaor (LIMA et al., 2007; NELSON-FILHO et al., 2004; QUIRYNEN et al., 2003) € o
citrato de zinco (VERRAN et al., 1997). Devido a esses fatores, a escovacgao foi
realizada sem o uso de dentifricio para evitar interferéncias na contaminacédo das
escovas dentais por Candida spp. e na avaliacdo da eficacia dos antissépticos
bucais utilizados para a desinfecgao das escovas.

O tempo de escovacao neste estudo foi de dois minutos. O tempo necessario
para a contaminagao de escovas dentais por microrganismos varia de estudo para
estudo, podendo ser de quatro minutos (BARBOZA, 2004; NELSON-FILHO et al.,
2004), trés minutos (WETZEL et al., 2005), dois minutos (LIMA et al.,, 2007;
NASCIMENTO et al., 2008), um minuto (BARBOSA, 2003; MACARI, 2002;
NELSON-FILHO et al., 2006; PEREIRA, 2004) ou 30 segundos (WARREN et al.,
2001). Optou-se pelo tempo de dois minutos porque este é o tempo normalmente
gasto para se efetuar uma escovacéao de rotina (WATSON et al., 2005).

O Periogard®, um dos antissépticos bucais avaliados, apresenta gluconato de
clorexidina a 0,12% como componente ativo. A clorexidina tem sido considerada o
agente antimicrobiano mais eficaz contra o biofilme placa dentaria e a gengivite
(ADAMS; ADDY, 1994). Ela também apresenta atividade contra Candida spp.
(BAHNA et al., 2007; THERAUD et al., 2004) e o seu uso tem sido proposto para o
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tratamento e prevencao da candidose bucal em individuos infectados com o HIV
(BARASCH et al., 2004).

O Neem Sattiva® foi escolhido por ser um antisséptico bucal a base de
componentes naturais, como o neem, a propolis, o alcaguz e os 6leos essenciais de
eucalipto e menta. O neem apresenta diversas atividades bioldgicas, inclusive
atividade antifungica (MOSSINI; OLIVEIRA; KEMMELMEIER, 2004; SAIRAM et al.,
2000). A propolis apresenta atividade contra Candida spp. (BHUSCHI et al., 2006;
OLIVEIRA et al., 2006). O dleo de eucalipto, por sua vez, é eficaz contra células
planctbnicas de C. albicans e também inibe o crescimento do biofiime dessa
levedura (AGARWAL,; LAL; PRUTHI, 2008).

Diversos métodos foram propostos para a desinfeccdo de escovas dentais,
tanto métodos fisicos como métodos quimicos. Entre os fisicos, pode-se citar o uso
da luz ultravioleta (BERGER; DRUKARTZ; TENENBAUM, 2008; BOYLAN et al.,
2008; GLASS; FURGASON; MOODY, 1997) por meio de equipamentos
desenvolvidos especificamente para esse fim; o uso do forno de microondas caseiro
(CHIBEBE JUNIOR, 2002); e o uso do calor, introduzindo a escova em &gua
fervente (ZOLNOWSKI-CASEY, 1998). Com relagdo aos métodos quimicos, ha
trabalhos utilizando alcool (COBB, 1920; SANCHES et al., 2001), solugao aquosa
saturada de cloreto de sodio e lugol (LEHMER; APPLETON JUNIOR, 1931), solugéo
de acido bodrico a 4,0% e acido salicilico a 0,2% (FEO, 1981), agua eletrolisada
(LEE; CHOI, 2006), hipoclorito de sédio a 1,0% (NELSON-FILHO et al., 2000),
antissépticos bucais (BARBOSA, 2003; BARBOZA, 2004; CAUDRY; KLITORINOS;
CHAN, 1995; MEHTA; SEQUEIRA; BHAT, 2007; NASCIMENTO et al., 2008) e
desinfetantes desenvolvidos especificamente para o uso em escovas dentais
(MACARI, 2002; NEAL; RIPPIN, 2003; NELSON-FILHO et al., 2006; PEREIRA,
2004).

A desinfecgao de escovas dentais pode ser realizada por meio da imersao
das mesmas em solugdes antimicrobianas (AYSEGUI et al., 2007; CAUDRY;
KLITORINOS; CHAN, 1995; FEO, 1981; MEHTA; SEQUEIRA; BHAT, 2007;
NELSON-FILHO et al., 2000; SANCHES et al.,, 2001). Entretanto, no presente
estudo foram utilizadas solugdes antimicrobianas sob a forma de spray, como
descrito por alguns autores (AYSEGUI et al., 2007; BARBOSA, 2003; BARBOZA,
2004; MACARI, 2002; MEIER et al.,, 1996; NASCIMENTO et al., 2008; NEAL;
RIPPIN, 2003; NELSON-FILHO et al., 2006; PEREIRA, 2004; SATO et al., 2005).
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Essa escolha é justificada por ser um método pratico, de aplicacdo facil e
econdmico, evitando desperdicio de solugdo. Além disso, um unico frasco pode ser
utilizado por varios membros da familia. Se houver mais de um banheiro na
residéncia, pode ser colocado um frasco em cada um dos mesmos.

ApoOs a utilizagdo das escovas dentais e a aplicagao dos sprays, as mesmas
foram mantidas a temperatura ambiente por quatro horas. Esse periodo foi
empregado para simular o intervalo médio entre as escovagdes. Quando as escovas
foram processadas, 37,3% (grupo controle) apresentaram crescimento de Candida
spp., 0 que mostra que o periodo de secagem das cerdas nao elimina os
microrganismos, sendo necessaria a desinfeccado das escovas apos sua utilizagao.

A avaliagdo da contaminacdo das escovas dentais foi realizada pela técnica
da imersdo da escova no meio de cultura liquido, com o objetivo de evidenciar a
formacao do biofilme in situ, sobre as cerdas. Essa técnica permite a detec¢cao de
um numero maior de amostras positivas do que a técnica da dessorgéo, na qual as
escovas sao submetidas a agitagdo mecanica ou ultrassénica para a dessor¢cédo dos
microrganismos e as suspensdes resultantes sdo diluidas e semeadas em meio de
cultura sélido (SATO, 2002).

O Caldo Letheen Modificado com 4,0% de glicose foi o meio de cultura
escolhido para avaliar o crescimento de Candida spp. nas cerdas das escovas
dentais. Este meio foi utilizado para neutralizar os agentes antimicrobianos
presentes nos antissépticos bucais e permitir a formacao do biofilme de espécies de
Candida. A adicao de glicose foi justamente para otimizar a formacédo de biofiime
(HAWSER; DOUGLAS, 1994), pois ela aumenta a atividade metabdlica no mesmo
(PARAHITIYAWA et al., 2006). A incubacéo foi a 35°C por 10 dias, como descrito
por Sena et al. (2006). A incubagao por um periodo maior permite a obtengcdo de um
biofilme maduro.

O biofilme microbiano nas cerdas das escovas foi raspado com uma alga
bacterioléogica e semeado por esgotamento em agar Sabouraud dextrose e
CHROMagar™ Candida. Foram utilizados dois meios de cultura para aumentar a
probabilidade de isolar Candida spp., como sugerido por Silva et al. (2004). O agar
Sabouraud dextrose foi utilizado por ser um meio de cultura ndo seletivo, empregado
para o isolamento de fungos em geral. Além disso, ele é o meio mais utilizado para o
isolamento de Candida spp. e outras leveduras em amostras clinicas (ODDS, 1991).

O CHROMagarT'\’| Candida, por sua vez, € um meio seletivo, o qual inibe o
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crescimento bacteriano, pois ele contem cloranfenicol em sua composicao. Este
meio também é diferencial, o0 que permite a diferenciagao das Candida spp. (ODDS;
BERNAERTS, 1994). Isso é muito importante quando ha cultura mista (cultura
polimicrobiana). Neste estudo, por exemplo, foram isoladas duas espécies de
Candida da escova dental do individuo n° 55 ap6s o uso do spray de Neem Sattiva®.
As colbnias de C. albicans apresentavam cor verde, enquanto que as colénias de
Candida sp. apresentavam cor rosa palido. Isso ndo poderia ser visto no agar
Sabouraud dextrose, pois as Candida spp. geralmente apresentam cor creme nesse
meio.

As leveduras foram identificadas de acordo com a metodologia classica, como
proposto por Sidrim e Rocha (2004), utilizando os seguintes testes: estudo da
micromorfologia em agar fuba com Tween-80, formagcéo do tubo germinativo em
soro humano, assimilagdo de diferentes fontes de carbono e de nitrogénio,
fermentacao de carboidratos e crescimento a 37 e 42°C. O ultimo foi realizado para
diferenciar C. albicans de C. dubliniensis, a qual foi originalmente descrita por
Sullivan et al. (1995) e esta associada com a colonizagéo e infecgdo da cavidade
bucal de pacientes com HIV/AIDS (ALVES et al., 2000; SULLIVAN; COLEMAN,
1998).

No teste de crescimento a 37 e 42°C (PINJON et al., 1998), ambas as
espécies crescem a 37°C (controle positivo). Entretanto, a maioria dos isolados de
C. dubliniensis nao cresce a 42°C, ao contrario da C. albicans, a qual cresce bem
nessa temperatura (SULLIVAN; COLEMAN, 1998).

6.1.2 DIMax dos antissépticos

O Periogard® e o Neem Sattiva® foram escolhidos porque eles haviam sido
avaliados no estudo clinico randomizado. Portanto, eles também foram avaliados in
vitro. A solugéo de gluconato de clorexidina a 0,5% foi escolhida por apresentar uma
concentragdo maior de clorexidina do que o Periogard® (0,12%). Assim, era
possivel saber se uma concentracdo maior desse agente apresentaria
uma melhor eficacia contra espécies de Candida. No trabalho de
Shurrab (2006), a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) do gluconato de
clorexidina frente a C. albicans ATCC 10231 foi de 0,5%. Portanto, essa

concentracao foi escolhida para o teste da DIMax.
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A técnica da diluicao em agar (WADE; ADDY, 1992) foi escolhida para avaliar
a DIMax dos antissépticos. O meio de cultura utilizado foi o agar Sabouraud

dextrose, como descrito por Amorim, Aun e Mayer (2004).

6.1.3 Formacao de biofilme, in vitro, sobre as cerdas e hastilhas de escovas dentais

A formacao e a estrutura dos biofilmes de Candida spp. sao influenciadas
pela natureza da superficie de contato (KOJIC; DAROUICHE, 2004). Portanto, foram
avaliados dois tipos de escovas dentais: escovas convencionais de cerdas de nailon
e escovas de hastilhas de polietileno de baixa densidade.

As cabegas das escovas foram previamente imersas em agua peptonada a
1,0% e secas ao ar livre, com o objetivo de formar uma pelicula adquirida sobre as
cerdas e hastilhas. A pelicula adquirida (ou filme condicionante) é importante para o
inicio da formagao do biofilme microbiano. No biofilme placa dentaria, por exemplo, a
pelicula adquirida € formada por constituintes salivares, como a proteina rica em
prolina, onde 0s microrganismos pioneiros se aderem para dar inicio a formagao do
biofiime (KOLENBRANDER; LONDON, 1993). O filme condicionante também é
formado na superficie de dispositivos médicos devido a adsorcao de proteinas do
paciente nesta superficie (NETT; ANDES, 2006). Estas proteinas variam de acordo
com o local da infecgdo (NETT; ANDES, 2006) e provavelmente sao utilizadas por
Candida spp. para a aderéncia e formacado do biofiime. Em 1999, Nikawa et al.
utilizaram saliva para formar um filme condicionante na superficie de acrilico e
facilitar a formacgéo do biofilme de Candida spp., com o objetivo de imitar um biofilme
formado em uma protese total. Neste estudo, foi utilizado um filme condicionante
constituido de proteina, com o intuito de facilitar a formacao do biofilme de Candida
spp.

As suspensdes das leveduras foram preparadas em solugdo fisiologica a
0,85% esterilizada. A turbidez das suspensdes era equivalente ao padrao 0,5 da
escala de McFarland, de acordo com Sena et al. (2006).

Cada suspensao de levedura foi vertida em uma placa de Petri, onde as
cabecas das escovas dentais foram introduzidas. Dentro da placa de Petri, as
cerdas e hastilhas das escovas eram raspadas/esfregadas entre si (duas de cada

vez). Esse procedimento foi realizado para simular o movimento de escovagéao
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dentaria e ele foi realizado durante dois minutos, tempo normalmente gasto para se
efetuar uma escovacéao de rotina (WATSON et al., 2005).

Apos o procedimento de contaminacdo das escovas dentais, elas foram
introduzidas em tubos contendo caldo Sabouraud dextrose com 4,0% de sacarose.
Esse meio de cultura contem 4,0% de glicose. Além da glicose, 4,0% de sacarose
foram adicionados para otimizar a formacao de biofilme, pois a adicao de sacarose
no meio de cultura potencializa mais a atividade metabdlica da C. albicans no
biofilme do que a adigao de glicose (PARAHITIYAWA et al., 2006).

Duas condigdes de incubagao foram utilizadas com o objetivo de compara-las:
incubacdo a 35°C sem agitacao e incubacado a temperatura ambiente sob agitagao.
Segundo Kojic e Darouiche (2004), a agitacdo suave aumenta a formacédo do
biofilme por espécies de Candida. Portanto, comparou-se a incubagdo com ou sem
agitacdo para saber se realmente ha diferenca entre ambas, comparando também
as diferencas na temperatura. O tempo de incubacédo foi de sete dias para a
obtengao de um biofilme maduro.

A microscopia eletrébnica de varredura tem sido utilizada no estudo da
formagao do biofilme do género Candida (SENEVIRATNE; JIN; SAMARANAYAKE,
2008). Neste estudo, essa técnica foi utilizada primeiramente para avaliar se houve a
formagao de biofilme pelas diferentes espécies de Candida. No caso de formagéao de
biofilme, a microscopia eletrénica de varredura foi utilizada para avaliar a estrutura
tridimensional dos biofilmes, bem como as formas presentes (leveduras, hifas,
pseudohifas), comparando os biofimes das diferentes espécies de Candida

avaliadas.
6.2 Resultados
6.2.1 Estudo clinico randomizado
6.2.1.1 Presenca de Candida spp. nas escovas dentais
Marcano (1981), avaliando a presenca de C. albicans na boca e nas escovas
dentais de 229 pacientes hospitalizados por diferentes causas no Hospital

Universitario de Caracas, Venezuela, isolou C. albicans da boca de 28,0% dos

pacientes e de 18,0% das escovas avaliadas. Essa baixa porcentagem de escovas
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contaminadas pode ser devido a metodologia utilizada por Marcano (1981), pois as
escovas dos pacientes foram colocadas em meio de cultura liquido e agitadas
manualmente para o desprendimento dos microrganismos. Portanto, apenas as
células planctdnicas séo liberadas para o meio de cultura, pois as células sésseis
continuam aderidas as cerdas. Essa metodologia permite a obtengdo de um numero
menor de amostras positivas.

Em um estudo piloto, Taji e Rogers (1998) avaliaram a contaminagao
microbiana de escovas dentais de 10 individuos adultos. Candida spp. foram
isoladas de 70,0% das escovas avaliadas. Esse numero foi bastante elevado e pode
ser devido ao fato de que os pacientes nao eram saudaveis, pois foi observada a
presenca de lesdes de carie, doenca periodontal e/ou anormalidades na mucosa.
Além disso, por ser um estudo piloto, o numero de individuos avaliados foi muito
baixo.

Motzfeld et al. (1999) avaliaram a contaminacdo de escovas dentais de 40
estudantes do primeiro ano da Escola de Odontologia da Universidade do Chile.
Apenas 2,8% das escovas avaliadas apresentaram desenvolvimento de Candida
spp. Essa baixa porcentagem de amostras positivas pode ser explicada pela
metodologia utilizada por Motzfeld et al. (1999). Os autores introduziram as escovas
dentais em tubos contendo o meio Thioglycollate e as incubaram por 24 horas. Apos
esse periodo, semearam o caldo nos meios de cultura seletivos. Essa metodologia
permite a deteccdo de um pequeno numero de células (leveduras), pois a maioria
das Candida spp. é capaz de formar biofilme, ou seja, os microrganismos aderem as
cerdas das escovas. No caldo sao detectadas apenas as células plancténicas.

Em 2004, Barboza avaliou a contaminacdo de escovas dentais utilizadas por
57 criangas (sete a 10 anos de idade) por leveduras do género Candida. Apenas
5,3% das amostras apresentaram-se positivas quanto ao crescimento de leveduras.
Essa baixa porcentagem pode ser devido a faixa etaria dos individuos que
participaram do estudo, pois a frequéncia de portadores de Candida spp. varia de
acordo com a idade do hospedeiro (KLEINEGGER et al., 1996). No estudo de
Kleinegger et al. (1996), a C. albicans foi isolada da cavidade bucal de 6,0% das
criangas de cinco a sete anos de idade.

No presente estudo, as escovas dentais de cinco individuos nao
apresentaram crescimento de Candida spp. no grupo controle, mas 0 microrganismo

foi isolado apoés o uso do spray de Neem Sattiva® (tabela 3). Em um dos casos
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(individuo n° 8), o microrganismo foi também isolado apds o uso do Periogard®. Isso
pode ser explicado pela maneira que o individuo realizou a escovagao no grupo
controle. Talvez a escovagdo nao tenha atingido as areas comumente colonizadas
por Candida spp. na cavidade bucal, como o dorso da lingua, o palato e a mucosa.

Em 1996, Kleinegger et al. demonstraram que a C. albicans foi a espécie de
Candida isolada com maior frequéncia da cavidade bucal de individuos saudaveis de
diferentes idades (seis meses a mais de 60 anos), pois esta espécie foi isolada de
69,0% dos individuos. A segunda espécie mais isolada foi a C. parapsilosis
(presente em 10,0% dos individuos). A C. krusei e a C. famata foram isoladas de
4,0% dos individuos. A C. guillermondii e a C. zeylanoides foram isoladas de 3,0%
dos individuos. Outras trés espécies (C. rugosa, C. dubliniensis e C. geocandidium)
foram isoladas de apenas 1,0% dos individuos.

A C. albicans é também a espécie isolada com maior frequéncia da cavidade
bucal de criangas e de adultos com AIDS (BOSCO et al.,, 2003; MENON et al.,
2001), de individuos idosos que utilizam prétese dentaria total ou parcial (BUDTZ-
JORGENSEN; STENDERUP; GRABOWSKI, 1975; WEBB; THOMAS; WHITTLE,
2005) e de pacientes idosos hospitalizados (FANELLO et al., 2006).

A frequéncia de portadores de C. albicans varia de acordo com a idade do
hospedeiro. Kleinegger et al. (1996) demonstrou que a C. albicans foi isolada da
cavidade bucal de 25,0% das criangas de seis meses a um ano € seis meses de
idade. Em criangas maiores (cinco a sete anos), esse numero foi de apenas 6,0%.
Em adolescentes (15 a 18 anos), adultos (30 a 45 anos) e idosos (60 anos ou mais)
as frequéncias de portadores de C. albicans foram de 37,0, 39,0 e 45,0%,
respectivamente. A frequéncia de portadores de outras espécies de Candida
também variou em funcéo da idade do hospedeiro (KLEINEGGER et al., 1996).

A C. albicans é a espécie mais comumente associada com a candidose bucal
(FOTOS; VINCENT; HELLSTEIN, 1992). Portanto, o controle desse microrganismo é
importante para a prevencdo da doenca, principalmente em pacientes
imunocomprometidos. Em pacientes infectados com o HIV, por exemplo, a
candidose bucal ocorre em alta prevaléncia (SAMARANAYAKE; HOLMSTRUP,
1989).
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6.2.1.2 Desinfeccdo das escovas dentais com Periogard®

A clorexidina tem sido utilizada em diferentes formulagdes, como
antissépticos bucais, géis, dentifricios, chicletes, sprays e outros (HERRERA et al.,
2003) devido a sua eficacia como um agente antimicrobiano.

Varios pesquisadores tém reportado a atividade da clorexidina contra células
planctonicas de Candida spp. (AMORIM; AUN; MAYER, 2004; BAHNA et al., 2007;
DAROUICHE; MANSOURI; KOJIC, 2006; RUFF; MCCLANAHAN; BABEL, 2006;
SHURRAB, 2006; THERAUD et al., 2004; VIANNA et al., 2004) e contra C. albicans
no biofilme (BAHNA et al., 2007; LAFLEUR; KUMAMOTO; LEWIS, 2006; LAMFON
et al., 2004; SENA et al., 2006; THERAUD et al., 2004).

Também foi demonstrado que a clorexidina nas concentragdes de 0,1 e 0,2%
(normalmente utilizadas em antissépticos bucais) inibe a aderéncia de C. albicans as
células epiteliais da boca (AUDUS et al., 1992; DARWAZEH et al., 1994; PI1ZZO et
al., 2001), o que é vantajoso para o paciente, pois a aderéncia € um fator importante
para que ocorra a infeccao.

Devido a sua seguranca e eficacia, tem sido proposto o uso de antissépticos
bucais contendo clorexidina no tratamento e prevencado de candidose bucal em
criangas infectadas com o HIV (BARASCH et al., 2004).

A desinfeccdo de escovas dentais com antissépticos bucais a base de
clorexidina tem sido proposta por alguns autores para inibir a formacgao do biofilme
cariogénico nas cerdas das escovas (BARBOSA, 2003; BARBOZA, 2004;
NASCIMENTO et al.,, 2008; NELSON-FILHO et al., 2006). Além do biofilme
cariogénico, varios microrganismos podem ser reduzidos/eliminados das escovas
dentais apds a sua desinfeccdo com clorexidina, como estreptococos e bacilos
Gram-negativos (BARBOZA, 2004; SATO et al., 2005).

Avaliando escovas dentais utilizadas por 57 criangas (sete a 10 anos de
idade), Barboza (2004) demonstrou que trés (5,2%) escovas dentais estavam
contaminadas com leveduras do género Candida. Com o uso do spray de Periogard®
(cinco borrifos em cada escova), esse numero foi reduzido para um (33,3%), ou seja,
o) Periogard® eliminou Candida spp. de 66,7% das escovas, 0 que € relevante, pois

criangas apresentam um risco maior a candidose bucal.
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6.2.1.3 Desinfeccdo das escovas dentais com Neem Sattiva®

O neem (Azadirachta indica) é muito utilizado na india e no sul da Asia para a
manutencdo da saude bucal (PAI; ACHARYA; UDUPA, 2004). E muito comum
nessas regides a escovagao com ramos da arvore e a mastigacao das folhas e
sementes apos as refeicdes (PAI; ACHARYA; UDUPA, 2004).

Atualmente, encontram-se disponiveis no comércio diversas formulagdes a
base de neem que sao utilizadas no tratamento de varias doengas (BRAHMACHARI,
2004). Portanto, varios estudos clinicos e farmacoldgicos sao realizados com o
intuito de avaliar ndo somente as formulagdes comerciais, mas também as diferentes
partes da arvore, com resultados sempre satisfatorios (BRAHMACHARI, 2004).

Em um estudo clinico realizado por Pai, Acharya e Udupa (2004), foi
demonstrado que um gel a base de extrato de folhas de neem (25,0mg/g) foi mais
eficaz em reduzir o indice de biofilme placa dental do que um antisséptico bucal a
base de gluconato de clorexidina (0,2%). A eficacia do gel a base de neem pode ser
devido a liberagdo lenta da droga através da matriz viscosa do gel, mantendo a
concentragdo da droga bem acima da concentracéo terapéutica (PAI; ACHARYA,;
UDUPA, 2004).

A atividade antifungica do neem tem sido demonstrada por alguns autores.
Mossini, Oliveira e Kemmelmeier (2004) demonstraram que o extrato aquoso de
folhas de neem (concentragbes maiores que 50,0mg/ml) apresenta atividade
antifangica contra o Penicillium expansum, devido a presenga de compostos
altamente bioativos que podem alterar o metabolismo secundario do fungo.

Em 2000, SaiRam et al. avaliaram a atividade antimicrobiana do éleo de neem
e do NIM-76. O 6leo de neem é um extrato das sementes do neem, o qual € muito
utilizado na medicina tradicional da india para o tratamento de varias doencas
(UPADHYAY et al., 1992). O NIM-76, por sua vez, € uma fragdo do 6leo de neem
que foi desenvolvida para o uso pré-coital devido a sua agéo espermicida (SAIRAM
et al., 2000). Avaliando a atividade antifungica de ambos os produtos contra C.
albicans, SaiRam et al. (2000) demonstraram que a CIM do NIM-76 e do 6leo de
neem foi de 0,25mg/ml e 1,2mg/ml, respectivamente. Portanto, o NIM-76 foi o mais
eficaz.

SaiRam et al. (2000) também avaliaram a atividade antifungica in vivo do

NIM-76 comparado com o cetoconazol (utilizado como controle positivo), ambos
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administrados oralmente em camundongos na dose de 60mg/kg. O NIM-76 foi capaz
de controlar a candidose sistémica, o que foi revelado pela baixa porcentagem de
mortalidade dos animais tratados (30,0% para o NIM-76 e 40,0% para o
cetoconazol) comparado com o grupo controle, o qual apresentou 60,0% de
mortalidade. Portanto, o NIM-76 foi mais eficaz in vivo do que o cetoconazol. O NIM-
76 também reduziu significantemente o crescimento de C. albicans de varios
tecidos, quando comparado com o grupo nao tratado. Concluiram que a atividade
antimicrobiana do NIM-76 o torna um anticoncepcional vaginal altamente desejavel,
pois além da sua atividade espermicida, ele mantém a saude da vagina, pois previne
o crescimento de C. albicans, uma das causas mais comuns de vaginite.

Resultados insatisfatérios foram apresentados por Polaquini et al. (2006), que
avaliaram a atividade antimicrobiana do extrato aquoso das folhas de neem frente a
duas cepas de C. albicans (sorotipos 12A e 156B). No teste da CIM, ambas as
cepas nao foram inibidas pelo extrato de neem até a concentragao 0,1g/ml.

Outros resultados insatisfatorios também foram demonstrados por Agarwal,
Lal e Pruthi (2008), que avaliaram o efeito do éleo de neem sobre duas cepas de C.
albicans (um isolado clinico e uma cepa padrdao MTCC 227). No método de difusédo-
de-disco, os didmetros das zonas de inibigao foram de “0"mm.

Além da tintura de neem, o Neem Sattiva® contém tintura de prépolis (2,0%),
extrato de alcaguz (2,0%), 6leo de eucalipto (0,10%) e 6leo de menta (0,10%) como
componentes ativos (Tabela 1).

A propolis € uma resina coletada de brotos de arvores pelas abelhas Apis
mellifera e misturada com cera secretada por estas abelhas (KOO et al., 2000).
Assim como o neem, a prépolis € muito utilizada na medicina popular devido as suas
diversas atividades bioldgicas. Entretanto, € a atividade antimicrobiana da propolis
que tem aumentado o interesse por esta resina (KOO et al., 2000). Foi demonstrado
que o extrato etandlico de propolis inibe a formacédo do biofiime placa dentaria in
vitro (KOO et al., 2000), além de apresentar atividade antimicrobiana significante
contra microrganismos cariogénicos (BRUSCHI et al., 2006; KOO et al., 2000) e
periodontopatogénicos (KOO et al., 2000).

O extrato etandlico de propolis também apresenta atividade contra Candida
spp., ndo apenas contra cepas padrao, como a C. albicans ATCC 28366 (BRUSCHI
et al., 2006), mas também contra diferentes espécies de Candida isoladas de
pacientes (OLIVEIRA et al., 2006). Entretanto, no estudo de Koo et al. (2000), as
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cepas de C. albicans avaliadas (C. albicans NTCC 3736 e C. albicans F12, isolada
de triagem clinica) apresentaram zonas de inibicdo muito pequenas (0,83mm)
quando avaliadas com o extrato etandlico de prépolis. E interessante citar que nos
trabalhos de Bruschi et al. (2006) e Oliveira et al. (2006), nos quais houve atividade
antimicrobiana, a procedéncia da propolis era a mesma (apiario da fazenda da
Universidade Estadual de Maringa, estado do Parana). No trabalho de Koo et al.
(2000) nao houve atividade antimicrobiana e a propolis era de outro local (estado de
Minas Gerais). Portanto, a procedéncia da propolis influencia na atividade
antimicrobiana da mesma.

E muito comum o uso de 6leos essenciais em antissépticos bucais. O Neem
Sattiva® apresenta dois 6leos essenciais diferentes em sua composicéo: o 6leo de
menta e o 6leo de eucalipto.

Em 2008, Agarwal, Lal e Pruthi demonstraram que o 6leo de eucalipto
(Eucalyptus globulus) apresentou atividade contra duas cepas de C. albicans (um
isolado clinico e uma cepa padrao MTCC 227). Eles utilizaram o método de difusdo-
de-disco, no qual discos de 5,0mm de didmetro haviam sido embebidos em 5,0ul do
Oleo essencial. A média dos didmetros das zonas de inibicdo do 6leo de eucalipto foi
de 26,7mm para o isolado clinico e 27,2mm para a cepa padrao. Ainda avaliaram o
efeito inibitério deste 6leo no crescimento do biofiime de C. albicans (isolado clinico).
O dleo de eucalipto a 0,84% reduziu em 80,87% a formagao do biofiime. A CIM do
Oleo de eucalipto foi de 0,05%. Esse valor foi menor do que a concentragéo de 6leo
de eucalipto presente no Neem Sattiva® (0,10%).

No estudo de Hammer, Carson e Riley (1998) a CIM do dleo de eucalipto
(Eucalyptus fruticetorum) foi determinada contra a C. albicans ATCC10231 utilizando
o método da diluigdo em agar e o seu valor foi de 1,0%, ou seja, uma concentragéo
bem maior do que a presente no Neem Sattiva®.

Nos trabalhos de Agarwal, Lal e Pruthi (2008) e Hammer, Carson e Riley
(1998) os resultados foram bastante diferentes, provavelmente devido ao fato de
avaliarem diferentes espécies de eucalipto: E. globulus e E. fruticetorum,
respectivamente.

Apesar do Neem Sattiva® apresentar uma associacédo de componentes ativos,
a sua eficacia foi baixa. Esse antisséptico bucal contém tintura de neem a 1,0% em
sua formulacdo. Entretanto, ndo se sabe de qual parte da arvore foi obtida a tintura

de neem, pois essa informacdo nao se apresenta no rétulo do produto. Talvez a
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atividade deste antisséptico contra Candida spp. seja aumentada com a adi¢cao de
oleo de neem, pois foi demonstrada a atividade deste 6leo, principalmente da fragcéao
NIM-76, contra C. albicans (SAIRAM et al., 2000).

6.2.2 DIMax dos antissépticos

A concentracdo de clorexidina necessaria para inibir Candida spp. € muito
maior do que a necessaria para inibir o crescimento bacteriano (HIOM et al., 1992).

Giuliana et al. (1997) avaliaram a Concentragdo Fungicida Minima (CFM) de
trés antissépticos bucais contendo digluconato de clorexidina frente a algumas
Candida spp. isoladas da cavidade bucal de pacientes transplantados, os quais
apresentavam candidose bucal. Dois antissépticos (Corsodyl e Dentosan)
apresentavam 0,2% de clorexidina. A CFM destes antissépticos contra C. albicans
foi de 31,25ug/ml (diluicdo 1/64). Com relacdo a C. parapsilosis, a CFM foi de
62,5ug/ml (diluicdo 1/32) para o Corsodyl e de 250,0pg/ml (diluigdo 1/8) para o
Dentosan. O outro antisséptico avaliado foi o Plak out, o qual contem 0,12% de
clorexidina. A CFM deste antisséptico frente a C. albicans foi de 37,5ug/ml (diluicao
1/32). Com relagdo a C. parapsilosis, o valor foi de 150,0ug/ml (diluigdo 1/8). No
presente estudo, foi avaliado o Periogard®, o qual contem 0,12% de clorexidina,
assim como o Plak out que foi avaliado no estudo de Giuliana et al. (1997). Os
resultados de ambos os antissépticos frente a C. albicans foram semelhantes, pois a
DIMax do Periogard® foi de 1/20 no presente estudo. Entretanto, para a C.
parapsilosis os resultados foram muito diferentes, pois a DIMax do Periogard® foi de
1/20.

No trabalho de Amorim, Aun e Mayer (2004), a CIM do digluconato de
clorexidina contra C. albicans (isolados clinicos) foi de 4,0ug/ml, a qual foi
determinada utilizando o método da diluicdo em agar.

Em 2000, SaiRam et al. avaliaram a atividade antimicrobiana do éleo de neem
e do NIM-76 contra C. albicans e demonstraram que a Concentracido Inibitéria
Minima (CIM) do NIM-76 e do ¢6leo de neem foi de 0,25mg/ml e 1,2mg/ml,
respectivamente. Portanto, o NIM-76 foi o mais eficaz.

Resultados insatisfatérios foram apresentados por Polaquini et al. (2006), que

avaliaram a atividade antimicrobiana do extrato aquoso das folhas de neem frente a
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duas cepas de C. albicans (sorotipos 12A e 156B). No teste da CIM, ambas as
cepas nao foram inibidas pelo extrato de neem até a concentragao 0,1g/ml.

Apesar de existirem alguns trabalhos avaliando a atividade antifungica do
neem, €& necessario que estudos adicionais sejam realizados para avaliar as
diferentes partes da arvore (folhas, flores, raizes, sementes e casca) e também as
diferentes formulagdes comerciais, como antissépticos bucais e dentifricios.

O uso alternativo de produtos ecologicamente seguros deve ser encorajado.
Os compostos do neem, por exemplo, ndo persistem no meio ambiente e séo
degradados pela chuva e pelos raios ultravioletas (BRAHMACHARI, 2004).

6.2.3 Formacéo de biofilme, in vitro, sobre as cerdas e hastilhas de escovas dentais

Ha diversos fatores que influenciam na formacao e na estrutura dos biofilmes
de Candida spp., como a natureza da superficie de contato (KOJIC; DAROUICHE,
2004; SENEVIRATNE; JIN; SAMARANAYAKE, 2008). Neste estudo, isso ficou
bastante evidente quando as Candida spp. formaram biofilme no polietileno de baixa
densidade das hastilhas e nao foram capazes de formar biofiime no nailon das
cerdas. Alguns materiais podem sustentar o crescimento de um biofilme espesso, o
gue nao ocorre com outros materiais (HAWSER; DOUGLAS, 1994). A topografia da
superficie € um fator importante: quanto mais lisa a superficie, menor sera a
formacgao de biofilme (SENEVIRATNE; JIN; SAMARANAYAKE, 2008). A superficie
do nailon, por exemplo, € bastante lisa. Por outro lado, a superficie das hastilhas é
extremamente irregular, o que provavelmente contribuiu para a formacédo do
biofilme.

As espécies de Candida diferem na sua habilidade de formar biofiime. De
maneira geral, os biofiimes das diferentes espécies variam na morfologia, na
composi¢cdo das substancias poliméricas extracelulares (matriz) e na resisténcia a
antifungicos (SENEVIRATNE; JIN; SAMARANAYAKE, 2008).

Em 2001, Chandra et al. avaliaram a formagao do biofilme de C. albicans, in
vitro, no polimetilmetacrilato (material de prétese total) e no elastdmero de silicone
(material de cateter). O polimetilmetacrilato apresenta superficie irregular, enquanto
que o elastdbmero de silicone apresenta superficie plana. O biofilme formado no
polimetilmetacrilato era constituido principalmente de células leveduriformes

embutidas na matriz de polimeros extracelulares. No elastdbmero de silicone houve a
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formagao de um biofilme mais espesso, constituido de células leveduriformes, hifas
e pseudohifas embutidas na matriz. Esses resultados mostram que a mesma cepa
pode produzir biofilmes morfologicamente distintos sobre diferentes substratos.

Hawser e Douglas (1994) demonstraram, in vitro, que nos cateteres urinarios
de latex ou de elastdbmero de silicone houve a formagao de um biofime de C.
albicans mais espesso do que nos cateteres de 100,0% de silicone. Com relagéo ao
cateter venoso central, o de cloreto de polivinil (PVC) foi mais suscetivel a formagéo
de biofilme do que o de poliuretano. No cateter de PVC, a microscopia eletrénica de
varredura mostrou um biofilme maduro, constituido de células leveduriformes, hifas e
pseudohifas embutidas na matriz de polimeros extracelulares. Também compararam
os biofiimes de diferentes espécies de Candida formados em cateteres de PVC e
demonstraram que isolados de C. parapsilosis, C. pseudotropicalis e C. glabrata
formaram biofilme mais delgado do que a C. albicans. Entretanto, uma cepa de C.
parapsilosis (AAHB 4479) formou um biofilme mais espesso do que a outra cepa
avaliada (cepa Glasgow). A C. krusei, por sua vez, formou um biofilme mais espesso
do que a C. albicans.

Em 2002, Kuhn et al. compararam os biofilmes formados, in vitro, por algumas
Candida spp. sobre o elastdmero de silicone. As cepas invasivas de C. albicans
(isoladas do sangue e de cateteres) formaram um biofilme mais espesso do que as
comensais (isoladas da vagina, pele, etc.). Com relagdo as diferentes espécies
avaliadas, a C. albicans formou um biofilme mais espesso do que a C. parapsilosis,
a C. glabrata e a C. tropicalis. O biofilme de C. albicans era formado de células
leveduriformes embutidas em uma matriz espessa na camada aderida a superficie, e
de hifas na camada externa. A C. parapsilosis formou um biofilme mais delgado
composto apenas de células leveduriformes aderidas a superficie e com pouca
matriz de polimeros extracelulares. Com relacdo a C. glabrata, a microscopia
mostrou apenas algumas células leveduriformes aderidas a superficie do substrato.
O biofilme da C. tropicalis era semelhante ao da C. parapsilosis, com excecado de
uma cepa que formou um biofilme constituido apenas de uma camada delgada de
hifas embutidas na matriz.

Em 2006, Parahitiyawa et al. demonstraram, in vitro, algumas diferencas entre
os biofilmes formados por C. albicans, C. dubliniensis, C. glabrata, C. krusei e C.
tropicalis no CBD, um sistema de poliestireno para formagao de biofilme. A C. krusei

formou o biofilme mais espesso, constituido de varias camadas de pseudohifas
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embutidas na matriz de polimeros extracelulares. Os biofilmes da C. albicans, C.
dubliniensis e C. tropicalis apresentavam grupos de células leveduriformes
embutidas na matriz. A C. glabrata formou um biofilme constituido de cadeias de
células com varios blastoconidios embutidos na matriz.

A formagao de biofilme é o maior fator de viruléncia do género Candida
(SENEVIRATNE; JIN; SAMARANAYAKE, 2008). Portanto, é necessaria a realizagao
de estudos adicionais (in vitro e in vivo) para avaliar a formacéo e a estrutura dos
biofilmes de diferentes espécies de Candida sobre diversos substratos,
principalmente aqueles onde as Candida spp. usualmente formam biofilme, como
dispositivos médicos e escovas dentais. E também necessario avaliar a atividade

antifungica de diferentes agentes antimicrobianos sobre os biofilmes.
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7. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos péde-se concluir que:

- Candida spp. (C. albicans, C. parapsilosis e Candida sp.) foram isoladas de
escovas dentais utilizadas por estudantes universitarios;

- o spray de Periogard® foi mais eficaz que o spray de Neem Sattiva® em eliminar
o crescimento de Candida spp. nas escovas dentais utilizadas por estudantes
universitarios;

- as DIMaxs, in vitro, do Neem Sattiva®, do Periogard® e da solugdo de
gluconato de clorexidina a 0,5% frente a 63 cepas de Candida spp. foram 1/10,
1/20 e 1/40, respectivamente;

- Candida spp. foram capazes de formar biofilme, in vitro, sobre hastilhas
(polietileno de baixa densidade) de escovas dentais. O mesmo nao ocorreu nas

cerdas de nailon.
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APENDICES

APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

BU, oo, portador do RG.........cc.cceee e
CPF. ., , aluno matriculado no 2° periodo do curso de Odontologia da
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto-USP, participo voluntariamente da
pesquisa “Contaminacdo de escovas dentais por Candida spp. e eficacia de sprays
antimicrobianos para a sua desinfecgao” a ser desenvolvida pela Pés-Graduanda
(Doutorado) Andresa Piacezzi Nascimento, sob orientacdo da Profa. Dra. Izabel
Yoko lto.

Os objetivos do estudo serdo avaliar:

- a contaminacado de escovas dentais, utilizadas por estudantes universitarios, por
espécies de Candida;

- a eficacia do Periogard® e do Neem Sattiva® sob a forma de spray, na
desinfeccdo de escovas dentais utilizadas por estudantes universitarios, tendo
como controle a agua destilada esterilizada;

- a capacidade da C. albicans aderir sobre as cerdas e hastilhas de escovas
dentais e formar biofilme, in vitro, empregando a técnica de cultura microbiana e

microscopia eletrénica de varredura.

Estou ciente de que esta pesquisa € cientifica, e podera ser publicada em jornais,
revistas e/ou apresentada em jornadas, congressos e reunides cientificas no pais e

no exterior, mantendo-se o sigilo e respeitando-se o codigo de ética.

Declaro que fui devidamente esclarecido (de forma oral e por escrito)

que:

- O material obtido sera utilizado para uma pesquisa na area de

microbiologia aplicada.

- Cada participante recebera trés escovas (uma por semana), e

sera instruido a escovar os dentes durante 2,0 minutos.
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- Este procedimento nao ira causar nenhum prejuizo a integridade

fisica, nenhum desconforto ou risco.

Tenho plena liberdade de, a qualquer momento, retirar/desistir da

participacao.

Estou ciente de que esta pesquisa tem como responsavel a Profa.

Dra. Izabel Yoko lto.

Assim, assino este documento de livre e espontdnea vontade,

estando ciente do seu conteudo e a importancia da minha participacao.

Ribeirdo Preto, de de 2006.
VOLUNTARIO
Profa. Dra. lIzabel Yoko Ito Andresa Piacezzi Nascimento

P6s-Graduanda
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APENDICE B — Dados obtidos apds a conversao das respostas do tipo “positivo” (+)
em valor numérico 1 (um), e das respostas do tipo “negativo’ (-) em valor numérico 0

(zero)

Individuo Agua destilada Periogard® Neem Sattiva®
esterilizada

12
13
16
20
21
23
26
33
34
35
38
41
43
45
47
48
49
50
54
95
56
57
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APENDICE C — Resultados do teste dos sinais

Tabela 6 - Comparacdo entre agua destilada esterilizada e Periogard®, de acordo
com o teste dos sinais

Valores binominais calculados 0

Probabilidades de Hy para esses valores

a) em testes monocaudais 0,0000%
b) em testes bicaudais 0,0000%
Significante ao nivel de 1% a = 0,01

Tabela 7 - Comparagéo entre agua destilada esterilizada e Neem Sattiva®, de
acordo com o teste dos sinais

Valores binominais calculados 0

Probabilidades de Hy para esses valores

a) em testes monocaudais 0,0000%
b) em testes bicaudais 0,0000%
Significante ao nivel de 1% a=0,01

Tabela 8 - Comparacéao entre Periogard® e Neem Sattiva®, de acordo com o teste
dos sinais

Valores binominais calculados 0

Probabilidades de Hp para esses valores
a) em testes monocaudais 0,0000%
b) em testes bicaudais 0,0000%

Significante ao nivel de 1% a = 0,01
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APENDICE D — Escores das diluicdes dos antissépticos, nas quais as cepas de

Candida spp. foram inibidas

Periogard® CHX

Neem Sattiva®

TITTTTTTTTTTITTTTOOOOLOLOOOLOOLOOLOWOWLOLOL LD O W WO W W WOWWWO©WOUWOWOWOOOOOOOOOOOOMNOD

DOOOOOMOHOONNOOMMOOOOMNOOOOO T T T T T I T T T T T T AT T T T TTTATTTTTTIATTTTTITISTITITTITITIT OO

NOODODOONONOONONONOONONONONONONONNONONNDONNDNONNONDNONONNDNONNDNONNOOMNNOOMNNOOMNMOOMMOMOMOMONHO T T

CHX: solugao de gluconato de clorexidina a 0,5%
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APENDICE E — Comparacdes multiplas de acordo com o teste de Kruskal-Wallis

Comparacao dos antissépticos  Diferengas entre médias Valor de p

Neem Sattiva® X Periogard® 43,5238 p<0,001
Neem Sattiva® X CHX 107,9048 p<0,001
Periogard® X CHX 64,3810 p<0,001

CHX: solugéo de gluconato de clorexidina a 0,5%
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ANEXOS

ANEXO A — Oficio do Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
Comité de Iitica_em Pesquisa
Av. do Café, s/n> - Fone: (Oxx16) 3602.4213 - Fax: (Oxx16) 3602-4877
14040-903 - Ribeirio Preto - SP - DBrasil
e-mail: cep@fcfrp.usp.br

Of. CEP 17/2006 - FCFRP/USP
rlg

Ribeirdo Preto, 05 de julho de 2006.

Prezada Doutoranda,

Informamos que o projeto de pesquisa intitulado “Contaminacao de
escovas dentais por Candida spp. e eficacia de sprays antimicrobianos para a sua
desinfeccao”, apresentado por V. Sa. a este Comité, Protocolo CEP/FCFRP n® 76,
foi analisado na 50* reunido deste CEP, realizada no dia 04 de julho de 2006 e
considerado aprovado.

Em atendimento a Resolugdo 196/96 devera ser encaminhado ao

CEP o relatério final da pesquisa e a publicacio de seu resultado, para

acompanhamento, bem como comunicada qualquer intercorréncia ou interrupcao

do mesmo.
Atenciosamente,
Prof { Dra. Yara aria Lucisano Valim
y  Coordenadora do CEP
FCFRP - USP
[Ima. Sra.

ANDRESA PIACEZZI NASCIMENTO
Depto. de Analises Clinicas, Toxicologicas e Bromatoldgicas
FCFRP - USP
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ANEXO B — Tabela de nUmeros ao acaso

Tabela A6.7 Niameros ao acaso

25 19 64 82 84 62 74 29 92 24 61 03 91 22 48 64 94 63 15 07 66 85 12 00 27
23 02 41 46 04 44 31 §2 43 07 44 06 03 09 34 19 83 94 62 94 48 28 o1 51 92
55 85 66 96 28 28 3o 62 58 83 65 68 62 42 45 13 08 60 46 28 g5 68 45 57 43
68 45 19 69 §9 35 14 82 56 8o 22 06 52 26 39 59 73 98 76 14 36 09 03 ot 86
69 31 46 29 85 ~ 18 88 26 95 54 o1 o2 14 03 o5 48 o0 26 43 85 33 93 81 45 9§

37 3t 61 28 98 94 61 47 o3 10 67 So 84 41 26 88 84 59 6g 14 77 32 82 81 Sy
66 42 19 24 94 13 13 38 Gg 96 76 69 76 24 13 43 33 10 13 24 18 32 84 85 o4
33 65 78 12 35 or 59 11 38 44 23 31 48 75 74 05 30 08 46 32 90 03 93 56 16
76 32 06 19 35 22 95 3o 19 29 57 74 43 20 9o 20 25 36 70 69 38 32 11 of of
43 33 42 02 59 20 30 84 95 61 §8 22 04 02 99 99 78 78 83 82 43 67 16 33 95

28 31 93 43 94 87 73 19 38 47 54 36 9o 98 10 83 43 32 26 26 22 o0 9o §9 22
97 19 21 63 34 69 33 17 03 0z 11 1§ 50 46 08 42 69 Go 17 42 14 68 61 14 48
82 80 37 14 20 $6 39 59 89 63 33 90 38 44 5o 78 22 87 10 88 o6 $8 87 30 67
03 68 03 13 6o 64 13 09 37 11 86 02 57 41 99 31 66 6o 65 64 03 03 oz 58 97
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Fonte: Costa Neto (1977)





