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RESUMO

A biguanida de polihexametileno (PHMB) é quimicamente semelhante ao digluconato de
clorexidina (CHX), ambas biguanidas, porém cadeias terminais distintas, 0 que proporciona
diferenca na atividade terapéutica e perfil toxicologico. O objetivo desta pesquisa foi avaliar e
comparar o efeito antimicrobiano da solucdo de PHMB com a CHX sobre a viabilidade de
biofilmes de microcosmos de saliva. Para a formacao do inoculo, foi coletada a saliva de 4
individuos, e selecionadas as 3 amostras mais heterogéneas para o pool bacteriano. A saliva
artificial de McBain modificada com sacarose foi utilizada como meio de crescimento.
Amostras de esmalte bovino (n=180) foram preparadas para a formacéo do biofilme com 5 dias
de crescimento, para posteriormente serem tratadas com as solu¢bes em concentracdes
comerciais (PHMB 0.2% e CHX 0.12%) e ndo comerciais (PHMB 0.1% e CHX 0.06%). Ap6s
0s tratamentos, realizou-se avaliacdo imediata e tardia (24h apds o tratamento), sobre as
Unidades Formadoras de Col6nias (UFC), as concentracdes de L-lactato, analise da resazurina,
e a vitalidade de bactérias vivas, matriz extracelular e polissacarideos extracelulares em
microscopia confocal de varredura a laser. Os testes ndo-paramétricos de Kruskal-Wallis e post-
hoc de Dunn foram realizados sobre os grupos (p<0,05). As concentragdes ndo comerciais
(CHX 0.06 e PHMB 0.1) apresentaram maior potencial antimicrobiano no momento imediato
sobre as cepas de microrganismos estudados, sendo que a CHX 0.06 se sobressaiu em relacédo
a PHMB 0.1. Para a substantividade, a concentragcdo comercial da CHX (0.12%) apresentou
maior eficicia, fato que pode justificar seu uso corriqueiro na préatica clinica. Enquanto a
concentracdo ndo comercial da PHMB (0.1%) apresentou maior substantividade em relacéo
aquela disponibilizada comercialmente (PHMB 0.2). As solucdes de PHMB apresentaram
efeito antimicrobiano promissores no momento imediato contra 0S microrganismos
cariogénicos, (Estreptococos mutans e Lactobacilos totais); e sobre a estrutura do biofilme de
microcosmos de saliva, devido a degradacdo da matriz extracelular e reducdo dos
polissacarideos extracelulares. No entanto, o enxaguatorio de CHX se sobressaiu quanto ao

efeito da substantividade sobre a ecologia de biofilmes de microcosmos salivares.

Palavras-chave: Biguanida de polihexametileno. Clorexidina. Antissépticos bucais.







ABSTRACT

Evaluation of the antimicrobial effect of polyhexamethylenebiguanide (PHMB) compared with

chlorhexidinedigluconate (CHX) on a saliva microcosm biofilm: In vitro study

Polyhexamethylene biguanide (PHMB) is chemically similar to chlorhexidine gluconate
(CHX), both biguanides, but with distinct terminal chains, which provide a difference in
therapeutic activity and toxicological profile. This research aimed to evaluate and compare the
antimicrobial effect of PHMB solution with CHX on the viability of saliva microcosm biofilms.
For inoculum formation, saliva from 4 individuals was collected, and the 3 most heterogeneous
samples were selected for the bacterial pool. McBain's artificial saliva modified with sucrose
was used as the growth. Bovine enamel samples (n=180) were prepared for biofilm formation
after 5 days of growth, to be later treated with solutions in commercial (PHMB 0.2% and CHX
0.12%) and non-commercial (PHMB 0.1% and CHX 0.06%) concentrations. After the
treatments, an immediate and late evaluation (24h after treatment) was carried out on the
Colony Forming Units (CFU), L-lactate concentrations, resazurin assay, and the vitality of live
bacteria, extracellular matrix, and polysaccharides extracellular cells in confocal laser scanning
microscopy. The non-parametric Kruskal-Wallis and Dunn posthoc tests were performed on
the groups (p<0.05). The non-commercial concentrations (CHX 0.06 and PHMB 0.1) showed
greater antimicrobial potential in the immediate moment on the strains of microorganisms
studied, and CHX 0.06 stood out concerning PHMB 0.1. For substantivity, the commercial
concentration of CHX (0.12%) was more effective, a fact that may justify its common use in
clinical practice. While the non-commercial concentration of PHMB (0.1%) was more
substantial than commercially available (PHMB 0.2). The PHMB solutions showed promising
antimicrobial effect immediately against cariogenic microorganisms (Streptococci mutans and
total Lactobacilli); and on the biofilm structure of saliva microcosms, due to extracellular
matrix degradation and reduction of extracellular polysaccharides. However, the CHX
mouthwash excelled in terms of the effect of substantivity on the ecology of salivary microcosm

biofilms.

Key-words: Polyhexamethylen-biguanide. Chlorhexidine. Mouthwashes.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de colutdrios bucais é oriunda da medicina chinesa por volta de 2.700 a.C,
e suas formulagBes surgiram a partir da época de Hipdcrates (480 a.C.). Ao longo de 50 anos,
pesquisas cientificas sobre solugdes bucais antissépticas foram realizadas, desde Slanetz e
Brown (1949), prosseguindo com Stralfors (1962) (HOFFMANN et al, 2001). Em 1950, nos
laboratorios da Imperial Chemical Industries (ICI) Ltd (Reino Unido), a polihexanida (PHMB)
e clorexidina (CHX) foram sintetizadas pela primeira vez (KAEHN, 2010). Apenas no inicio
dos anos 90, a PHMB foi introduzida na area da salde para antissepsia local na medicina e,
desde entdo, seu uso progrediu pela efetividade na reducdo da carga bacteriana e taxas de
infeccédo de lesdes cronicas (KAEHN, EBERLEIN, 2008; KAEHN, 2010).

A biguanida de polihexametileno (PHMB) € um polimero catiébnico com peso molecular
de 3.000 Da, interage com &cidos e moléculas aniénicas, como os fosfolipidios das membranas
bacterianas (KAEHN, 2010). A PHMB e CHX apresentam estrutura quimica semelhante,
ambas biguanidas, a CHX com 2 unidades de biguanidas e PHMB varia de 2 a 40, possuem
estrutura central em comum, porém cadeias terminais distintas, o que proporciona diferenca na
atividade terapéutica e perfil toxicoldgico (ABAD-VILLAR et al., 2006; MCBAIN, 2013;
AFONSO, 2013), e ambas com amplo espectro de acdo (EGLI-GANY et al, 2012). O efeito
antiplaca da CHX, que o torna padrdo-ouro, pode ser atribuido devido sua substantividade,
capacidade em se manter ativa a longo prazo ap6s o periodo de aplicacdo (LANG, BRECX,
1986; GJERMO, 1989; CUMMINS, 1992; ADDY, MORAN, WADE, 1994; CHARLES et al.,
2004), caracteristica também presente na solu¢do de PHMB sobre mucosa bucal (ROSIN et al.,
2001, ROSIN et al., 2002) e placa bacteriana (ROSIN et al., 2002).

Ambas as solugdes, possuem mecanismo de agdo semelhantes, através do rompimento
da integridade da membrana bacteriana, o qual proporciona mau funcionamento metabdlico,
extravasamento do citoplasma e, consequentemente, a morte bacteriana. A PHMB possui amplo
espectro de acdo, abrangendo bactérias gram-positivas, gram-negativas, fungos (Candida
albicans, Aspergillusniger, Fusariumsolani, Saccharomycescerevisiae), leveduras, protozoario
(Acanthamoebaspp) e contra o virus HIV envelopado (KAEHN, 2010). Ainda, apresenta
estabilidade quimica, estrutura altamente solivel em agua e alcoois alifaticos e pouco soluvel
em lipidios, alta efetividade, custo razoavel e baixa toxicidade para células de mamiferos,

devido restrita interacdo, garante seguranga quanto ao risco-beneficio em relagdo aos outros
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agentes antimicrobianos (KAEHN, 2010; LLORENS et al, 2015; AMPAWONG, ARAMWIT,
2017).

Estudos sobre a efetividade da PHMB em cavidade oral e sua capacidade inibitoria de
placa bacteriana sdo escassos (ADDY, WILLIS, MORAN, 1983; ROSIN et al., 2001, ROSIN
etal., 2002; WELK et al., 2005; ROHRER et al., 2010; UZER-CELIK et al., 2016). Estudos in
vivo (ROSIN et al. 2001; ROSIN et al. 2002) relataram maior efetividade antibacteriana do
colutério bucal de PHMB 0,04% apenas em mucosa bucal, enquanto ndo houve diferenca em
superficie dentaria, quando comparado ao grupo placebo (ROSIN et al., 2001). Quanto ao
PHMB a 0,12% em superficie dentaria, sua eficécia foi relevantemente maior em comparagédo
a concentracao de 0,04% (ROSIN et al., 2002). Ambas as concentragdes foram menos efetivas
do que a CHX (ROSIN et al. 2001; ROSIN et al. 2002).

A solucdo de PHMB 0,2%, tem demonstrado atividade antimicrobiana comparavel a
CHX (WELK et al., 2005; ROHRER et al., 2010; UZER-CELIK et al., 2016). Estudo in vitro
em monoespécie relatou que a PHMB permanece ativa quando altamente diluida, em
contrapartida, a CHX perde sua eficacia quando diluida para menos de 10% de sua concentracao
original, e ambos apresentam efeito prolongado ap6s a aplicacdo (ROHRER et al., 2010). Um
estudo in vivo (WELK et al., 2005) utilizando colutério bucal com PHMB a 0,2%, relatou
menor efetividade em inibir o crescimento de placa quando comparada a CHX a 0,12%. No
entanto, devido a baixa toxicidade e boa compatibilidade tecidual da PHMB em comparacao
com a CHX, aplicacdes de PHMB em concentra¢es ainda maiores sao possiveis (WELK et
al., 2005).

Devido caracteristicas comparaveis a CHX e necessidade de investigacdo do potencial
clinico e efeito sobre biofilme em estudos in vitro (UZER-CELIK et al., 2016), inicialmente,
sugere-se avaliar e caracterizar detalhadamente a solu¢cdo de PHMB, em um modelo de biofilme
de microcosmos de saliva, a fim de verificar sua viabilidade como uma alternativa, além da
solugédo padrédo-ouro, tendo em vista que, a partir do diagnostico estabelecido e finalidade de
tratamento, verificar-se-a 0 antisséptico mais indicado diante da aplicabilidade clinica.
Posteriormente, este estudo pode amparar pesquisas futuras abrangendo uma microbiota
especifica de pacientes a ambito hospitalar - 0s quais apresentam comprometimento sistémico,
possibilidade de baixo fluxo salivar e alto risco de carie dentaria — publico que,

corrigueiramente, faz uso desses antissépticos bucais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Biguanida de polihexametileno

A PHMB é um polimero que apresenta repeticdo de grupos biguanidas e ligacbes
terminais, as quais podem ser grupos aminas, guanidinas ou ciano-guanidinas. As moléculas da
cadeia principal — grupos biguanidas - que proporcionam as propriedades antibacterianas
devido uma alta basicidade e dependendo da quantidade de polimeros, pois quanto maior o
namero de polimeros, maior serd a ligacdo e separacdo dos fosfolipidios anidnicos da parede
celular bacteriana (PINTO, MAILLARD, DENYER, 2010), enquanto os grupos terminais sdo
responsaveis por sintetizar a substancia (KREBS et al., 2005; FUMAROLA, 2011; ULMER et
al., 2012). Quimicamente, apresenta uma estrutura anfifilica, ou seja, de carater hidrofilica e
hidrofobica, caracteristica importante para fornecer interacdo entre meios distintos (PAULA,
NETO, MATTOSO, 2011).

Esta solugdo possui estrutura quimica estavel, carater catidnico, com pH entre 4 e 10, e
que apresenta facilidade de ligacdo com superficies com carga iGnica negativa, como a parede
celular bacteriana (SCHNUCH, 2007; PINTO, MAILLARD, DENYER, 2010; ELSZTEIN, DE
LUCENA, DE MORAIS, 2011; PAULA, NETO, MATTOSO, 2011). O seu mecanismo de
acdo ocorre através do aumento na permeabilidade da membrana celular bacteriana, o qual
proporciona um desequilibrio osmotico e extravasamento de citoplasma. Além disso, relatou-
se que a substancia possibilita uma ligacdo e condensacdo seletiva ao DNA bacteriano
interrompendo sua divisdo celular, fato que pode explicar o baixo risco de resisténcia
antimicrobiana (CHINDERA et al., 2016).

A PHMB possui um amplo espectro bacteriano, abrangendo os gram-positivos e gram-
negativos, principalmente contra Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus
subtilis, Enterobacter cloacae e Streptococcus lactis, além de leveduras e fungos, como
Candida albicans. Essa solugédo apresenta baixa citotoxicidade e alta compatibilidade tecidual,
uma vez que ndo ocorre interacdo eletrostatica entre a PHMB e fosfolipidios neutros da
membrana citoplasmatica, desta forma, apresenta maior tolerabilidade local quando comparada
ao iodo, peroxido de hidrogénio ou CHX, por exemplo, 0 que a considera uma substancia ndo
mutagénica e ndo genotoxica. Diferentemente de outras solugdes, sua eficacia ndo é prejudicada

ao contato com fluidos, tecidos, albumina ou sangue, caracteristica importante para a pratica
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clinica (IKEDA et al., 1985; WERNER, 1992; EPA, 2004; DOGAN et al., 2008; GILLIVER,
2009; HUBNER; KRAMER, 2010; YANAI et al., 2011; UZER-CELIK et al., 2016)

Estudo in vitro (ROHRER et al., 2010) com monoespécies de S. mutans, S. sanguinis,
C. albicanse F. nucleatum, demonstrou eficacia antimicrobiana da PHMB contra S. sanguinis,
antifungica e controle do F. nucleatum. Em relacdo ao S.mutans, a CHX apresentou maior
efetividade. Dentre essas espécies, S. mutanse S. sanguinis sdo comumente encontradas na flora
bucal. C. albicans, patdgeno oportunista, capaz de ocasionar infeccdes que variam de afta
neonatal inofensiva a candidiase mucocutanea profunda grave ou sepse em pacientes
imunocomprometidos, local ou sistémica, ou em pacientes em uso de antibidticos. E F.
nucleatum, importante entre os colonizadores primarios e secundarios da placa dentaria,
observado em lesbes periodontais, e patégeno da pneumonia associada a ventilagdo mecanica
(PAVM) ou outras infeccbes graves (ROHRER et al., 2010). Quanto ao S. aureus, a PHMB
também apresenta efetividade sobre a descolonizacdo dessas cepas resistentes a CHX
(RENZONI et al., 2017).

A utilizacdo da PHMB apresenta vantagens quando comparada a CHX, tais como:
atividade antimicrobiana com baixa alteracdo em presenca de matéria organica e variagdo de
pH (ROWHANI, LAGALANTE, 2007; LUCAS, 2012); solucéo incolor e inodora (FRANZIN,
2010); auséncia de coloracdo e gosto desagradavel em cavidade bucal (ROSIN et al., 2001);
acdo eficaz e rapida (GAO et al., 2011); boa biocompatibilidade (GILLIVER, 2009); e
estabilidade téermica e de armazenamento (FRANZIN, 2010; LUCAS et al., 2012).

2.2 Digluconato de clorexidina

A CHX é uma biguanida catiénica com amplo espectro antimicrobiano, liga-se a
estrutura dental e mucosa oral, reduzindo a formacdo do biofilme dental, consequentemente,
evitando doencas biofilme-dependentes (BASCONES et al., 2005), sendo 0 composto mais
utilizado em cavidade oral. Possui uma importante caracteristica denominada substantividade
ou persisténcia de acdo, o que permite a solugdo se manter ativa por longos periodos apds sua
aplicacdo (ADAMS, ADDY, 1994; COUSIDO et al., 2010; SAJJAN et al., 2016). Possui amplo
espectro de acdo, abrange bactérias anaerobias e aerdbias, incluindo Streptococcus mutans,
Streptococcus aureus, P. gingivalis e Prevotella intermedia (JONES, 2000; MALHOTRA et
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al., 2011;). Especificamente sobre o Streptococcus mutans, a CHX atua ao inativar o piruvato
de fosfonila e, assim, alterando sua atividade metabdlica (SAJJAN et al., 2016).

A acdo topica da CHX em cavidade oral favorece baixa toxicidade sisttmica (MATHUR
et al, 2011), no entanto, estudos questionam sobre sua total efetividade nos patégenos bucais
(BONEZ et al., 2013; HARDY et al., 2018; ROODE, BUTOW, 2018), os quais sugerem
resisténcia microbiana, possibilitando o uso de antimicrobianos, consequentemente, uma maior

resisténcia dos patdgenos também a esses farmacos (ROODE, BUTOW, 2018).

Os efeitos adversos da CHX sdo locais, como coloragéo dentaria (FLOTRA et al., 1971;
LANG et al., 1982; ERIKSEN et al., 1985; LANG, BRECX, 1986; SEGRETO et al., 1986;
LANG et al.,, 1998; JONES, 2000), comprometimento transitério da sensacdo gustativa
(JONES, 2000; MATHUR et al, 2011; WALSH, OLIVEIRA-NETO, MOORE, 2015),
descamacédo gengival, (HOFFMANN et al, 2001; WALSH, OLIVEIRA-NETO, MOORE,
2015), sensacdo de gosto amargo (MATHUR et al, 2011), raro edema de pardtida,
ocasionalmente, sensacdo de queimacao e lesdes descamativas dolorosas (MATHUR et al,
2011; WALSH, OLIVEIRA-NETO, MOORE, 2015). A CHX pode aumentar a formagdo do
calculo supragengival pela precipitacdo das proteinas salivares e sais inorganicos na superficie
dentaria, ocasionando aumento da espessura da pelicula. Suas limitagdes incluem a nao
seletividade bacteriana; ndo remocdo da placa ja instalada; reage com surfactantes aniénicos,
como o lauril sulfato de sodio, reduzindo a atividade do agente, o que impede sua insercao em
dentifricios (KOLAHI, SOOLARI, 2006; MATHUR et al, 2011). Desta forma, o uso a longo
prazo da CHX ndo é recomendado (SHARMA et al., 2018).

Algumas formulagdes da CHX foram acrescidas de metabissulfito de sodio e &cido
ascorbico, a fim de tentar diminuir os seus efeitos colaterais (CORTELLINI et al., 2008),
porém, essas substancias podem competir com a molécula de CHX e inibir sua adesdo as
estruturas intra-orais, sendo plausivel a interferéncia sobre a eficacia da CHX (ARWEILER et
al., 2006). O Sistema Anti-Descoloragéo (ADS) foi criado para reduzir os efeitos negativos sem
interferir na eficacia antimicrobiana, constatando boa eficacia antisséptica e reducdo da
pigmentacdo dentaria (BERNARDI et al., 2004), no entanto, had uma tendéncia de que, apesar
da reducdo de pigmentagdo, apresente uma eficicia reduzida sobre a placa bacteriana e
inflamacdo gengival (POLIZZI et al., 2020), apesar das evidéncias de qualidade moderada, que
mostram que CHX com ADS parecem néo afetar na eficacia contra a biofilme e inflamacéo
gengival, utilizando-se do enxaguatério acompanhado com ou sem escovagdo dentaria (VAN
SWAAU et al., 2020).
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A genotoxicidade da CHX dar-se pelo dano provocado ao DNA das células epiteliais
bucais. O uso em curta duracéo favorece um dano transitorio e reversivel, devido ao mecanismo
inerente de reparo do DNA. No entanto, pelas condi¢6es do sistema de defesa dos individuos,
esse mecanismo pode estar alterado. Individuos com doencas genéticas (ataxia telangiectasia,
xeroderma pigmentoso, anemia de Fanconi, sindrome de Bloom), diabetes mellitus, geriatricos,
exposicdo ambiental a carcindgenos (metais pesados e compostos organicos) apresentam
capacidade reduzida de reparo do DNA, podendo, entdo, apresentar alto risco carcinogénico,
devendo fazer uso cauteloso dessa solugdo (DURBAKULA, PRABHU, JOSE, 2017).

A CHX apresentou citotoxicidade para fibroblastos gengivais humanos e células de
osteossarcoma (JOHN, BECKER, SCHWARZ, 2014). Ao avaliar citotoxicidade de CHX 0.2%
e 0.05%, a maior concentracdo apresentou maior potencial citotoxico, consequentemente, maior
atividade antimicrobiana, enquanto a concentragdo 0.05% possui propor¢do favordvel em
preservar viabilidade de células eucariéticas e inibir crescimento bacteriano procaridticas
(MULLER et al., 2017).

2.3 Microcosmos

A microbiota oral humana possui mais de 2.000 tdxons de bactérias e fungos, incluindo
patdgenos oportunistas relacionados a doengas locais e sistémicas, como alteracdo periodontal,
doencas cardiovasculares, respiratorias, diabetes e osteoporose (KUO, POLSON, KANG,
2008). A complexidade da microbiota bucal correlacionada as dificuldades éticas encontradas
em estudos in vivo, induziu ao desenvolvimento de modelos laboratoriais capazes de mimetizar
a condicdo bucal in vitro (AZEVEDO et al., 2011; TANG et al., 2003). Os microcosmos
representam um sistema laboratorial derivado de um ecossistema natural capaz de simular as
condic¢des do ambiente de estudo (WIMPENNY, 1988; FILOCHE, SOMA, SISSONS, 2007,
SIGNORI et al.,, 2016), os quais parecem refletir a complexidade, diversidade e
heterogeneidade do ambiente in vivo, permitindo seu estudo em condi¢des controladas
(SISSONS, 1997; WIMPENNY, 1997).

O biofilme de microcosmos permite facilmente a simulagéo de um ecossistema natural
em um ambiente in vitro sob condi¢6es controladas, permitindo o monitoramento microbiano
apos determinados tratamentos quando combinados com técnicas e analises de ultima geracao
(FERNANDEZ-Y-MOSTAJO et al., 2017). A condi¢do desse biofilme in vitro esta mais
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proxima da situacdo in vivo, o qual apresenta microbiota complexa quando comparada aos
estudos in vitro com microrganismos definidos e especificos, além da facilidade de manuseio e
menor dependéncia do participante em comparacdo ao biofilme cultivado in situ
(EXTERKATE, CRIELAARD, W.; TEN CATE, 2010; RUDNEY et al., 2012;). A escolha das
condigdes de crescimento € um fator crucial para monitoramento e analises bem-sucedidas,
principalmente quando se trata de crescimento de anaerdbios exigentes (EDLUND et al., 2013;
FERNANDEZ-Y-MOSTAJO et al., 2017).

A obtencdo do biofilme de microcosmos pode ser realizada de diferentes sitios intraorais
como saliva, raspado de lingua, esfregaco de tonsila e placa subgengival, sendo elegivel a regido
gue maior favorece o desenho de cada estudo, assim como a quantidade em volume de amostras
microbioldgicas necessarias em um dnico ou varios pacientes (UZER-CELIK et al., 2016).
Além disso, a escolha dos pacientes eleitos para coleta das amostras sdo cruciais para a cultura
desse tipo de biofilme, tanto quanto a escolha do sitio de coleta, uma vez que ha diferentes
comunidades microbianas associadas a diferentes doencas em diferentes pacientes, favorecendo
a necessidade de tratamentos distintos (BIZZARRO et al., 2016).

2.4 Relevancia do estudo

A finalidade na utilizacdo de tratamentos topicos, o que inclui os colutérios bucais, varia
de acordo com o diagnostico bucal inicial, para que assim, sabendo-se 0 mecanismo e periodo
de acdo de cada substancia, indigue-se a aplicabilidade com base no tratamento necessario. Em
funcdo disso, deve-se atentar na escolha da solucdo para prevencdo e/ou tratamento das
patologias bucais, assim como o provavel agente etioldgico que se deve combater
(ARDIZZONI et al. 2018).

A PHMB, como relatado em estudos anteriores, apresenta caracteristicas comparaveis
a CHX e pode ser utilizada como uma alternativa na escolha de enxaguatorios bucais (ROSIN
et al., 2001; ROSIN et al., 2002; WELK et al. 2005; UZER-CELIK et al., 2016). Desta forma,
verifica-se a necessidade de investigacdo desse efeito sobre biofilme em estudos in vitro,
especificamente sobre a inibicdo do crescimento bacteriano e/ou inibicdo metabdlica celular;
além de sua agdo na estrutura do biofilme, e dependendo da concentracdo da solucdo, varia
entre acdo bactericida e/ou bacteriostatica (MARIN et al., 1982; CHITSAZI et al., 2008;
YOUSEFIMANESH et al. 2015).
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Durante a pratica clinica, exemplificando-se pelo uso desses colutérios bucais
previamente a cirurgias de bidpsia, uma solu¢do com agdo especifica e pontual é elegivel,
enquanto em casos de alteracGes periodontais severas, indica-se uma substancia com alto
potencial da substantividade, em que ha a real necessidade de uma acdo continua dessa
substancia no substrato. Além disso, a utilizacdo de enxaguatdrios no pds-operatdrio, a fim de
evitar complicagdes/infeccbes pos-cirurgicas, prefere-se também uma solugdo que apresenta
acdo prolongada e progressiva, ou seja, maior potencial de substantividade (ARDUINO et al.,
2020).

Posteriormente, os resultados deste estudo podem estimular pesquisas futuras em
microbiota salivar de um grupo especifico de pacientes, como aqueles com comprometimento
sistémico, nos casos em que a utilizacio do método mecénico de higiene bucal é

impossibilitada, tendo como Unica alternativa o uso de colutorios bucais.
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3 PROPOSICAO

3.1 Objetivo geral
Avaliar e comparar o efeito antimicrobiano da solucdo de biguanida de

polihexametileno (PHMB) com o digluconato de clorexidina (CHX) sobre a viabilidade de

biofilmes de microcosmos de saliva.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito da solugéo de PHMB (0,1% e 0,2%) e CHX (0,06% e 0,12%) sobre
a viabilidade de grupos especificos de microrganismos em biofilmes de

microcosmo de saliva em analise imediata e mediata;

e Auvaliar a atividade metabdlica dos biofilmes de microcosmos por meio da solucéo
de resazurina 0.0016% de saliva apds aplicacdo da solucdo de PHMB (0,1% e 0,2%)
e CHX (0,06% e 0,12%) em anélise imediata e mediata;

e Analisar a producdo de &cido latico ap6s aplicacdo da solucdo de PHMB (0,1% e
0,2%) e CHX (0,06% e 0,12%) em anélise imediata e mediata;

e Comparar a vitalidade de bactérias vivas presentes no biofilme intacto apos o
tratamento com PHMB (0,1% e 0,2%) e CHX (0,06% e 0,12%) em analise imediata
e mediata.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) com Seres
Humanos sob 0 CAAE: 24525419.4.0000.5417 (Anexo |), e pela Comiss&o de Etica no Uso de
Animais (CEUA), registro n® 032/2019 (Anexo I1), da Faculdade de Odontologia de Bauru da
Universidade de Sao Paulo. Todos os individuos que participaram desta pesquisa receberam as
informacdes pertinentes a pesquisa bem como seus riscos e beneficios e assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo IlI).

4.2 Caracterizacao do estudo e coleta da saliva

Foi realizada uma pesquisa experimental in vitro. Quatro alunos da P6s-graduacdo em
Ciéncias Odontoldgicas Aplicadas da Faculdade de Odontologia de Bauru (FOB-USP), foram
selecionados como voluntarios para realizar a coleta de saliva. Os doadores deveriam obedecer
aos seguintes critérios de inclusdo: Adultos jovens com idade entre 25 e 35 anos e fluxo salivar
adequado (estimulado > 1 mL/min e ndo estimulado > 0,3 mL/min) e auséncia de lesdo de carie
ativa. Os critérios de exclusdo incluiam aqueles com diagnostico de sindromes e/ou doengas
sistémicas, presenca de lesdo de cérie e uso de antibioticos nos ultimos 90 dias (ZHENG et al.,
2017).

Para a coleta da saliva, 0s participantes cessaram a higiene bucal por um periodo de 24
horas e se absteriam da ingestdo de comidas e liquidos nas 2 horas antes da coleta. Em casos de
dificuldade de producgéo de saliva, foi cedido parafina (Parafilm) para mascar, a fim de
estimular a producédo salivar. Os participantes depositaram 25 mL de saliva em tubo falcon
estéril, posteriormente filtrada com |& de vidro previamente esterilizada, para a remocao de
restos alimentares e de células epiteliais. Foi realizado o plagueamento das quatro amostras de
saliva nos meios Agar Soja Triptona Sangue, Agar Mitis Salivarius, Agar Mitis Salivarius
contendo 0,2% de bacitracina e 20% de sacarose, Agar Rogosa com 0,13% de 4cido acético
glacial e Agar Saborou. ApGs 24 horas, foi realizada a contagem das Unidades Formadoras de

Colbnias (UFC) e, selecionadas as trés amostras de saliva mais heterogéneas para incluir no
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pool bacteriano. As trés amostras selecionadas foram diluidas em glicerol a 60% e estocada a -
80°C até o momento de utilizacdo (EXTERKATE; CRIELAARD; TEN CATE, 2010).

Previamente ao inicio do experimento, as trés amostras salivares foram descongeladas
em temperatura ambiente e, em seguida, vigorosamente agitados por 2 minutos em vortex (40
mW, 1 pulso/s por 15 s; Vibra CellTM, Sonics and Materials Inc, Newtown, E.U.A.). Para a
obtencdo de um pool bacteriano, um volume de 10 mL da solucéo estoque de saliva/glicerol de
cada amostra foi transferido para um tubo universal estéril e, em seguida, homogeneizado em

vortex.

4.3 Riscos e beneficios

A participac&o nesta pesquisa acarretou risco minimo, que aconteceria caso apresentasse
leve desconforto devido ao cansaco no momento da coleta. O dispositivo de parafina foi
fornecido para facilitar a producéo salivar e acelerar o tempo de coleta, promovendo conforto
fisico e psicoldgico ao participante. O fato de ndo realizar a higiene bucal por 24 horas ndo

aumentou o risco a carie dentéria ou gengivite.

A pesquisa gerou beneficio com maior conhecimento cientifico sobre o efeito
antimicrobiano das solucdes em teste em biofilme de microcosmos, 0 que podera gerar novas
opcoes na prevencao de infecgdes bucais, assim como fomentar pesquisas clinicas sobre a agcdo

das solugdes em cavidade bucal.

4.4 Solugdes antimicrobianas

As solucGes antimicrobianas utilizadas foram o polihexametileno (PHMB) 0,2% e
digluconato de clorexidina 0,12%, obtidos comercialmente através das empresas Walkmed
Produtos Meédicos Ltda. R Joao Pessoa, 60 Cj 56 - 11013-000 — Santos/SP  CNPJ:
00.165.012/0001-76; e Bauru Férmulas Farmacia de Manipulacdo de Formulas Eireli. Al
Doutor Octavio Pinheiro Brisolla Quadra, 16-5, Vila Nova Cidade Universitaria - 17012-191 —
Bauru/SP. CNPJ: 05.538.567/0001-30, respectivamente. O digluconato de clorexidina 0,12%

foi a solucéo de comparacao.
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As solugdes foram previamente filtradas (filtro 0,22mm), mantendo a cadeia asséptica,

e em seguida, mantidas a 4°C até o momento de uso.

4.5 Diluicdo das solugdes antimicrobianas

Além das concentracdes estabelecidas comercialmente, uma dilui¢cdo de 1:10 também
foi testada. Assim, as solu¢cdes antimicrobianas utilizadas foram PHMB a 0,1% e 0,2% e CHX
a 0,06% e 0,12%. Desta forma, foi necessario realizar a macrodiluicdo das solugdes para
alcancar as concentragdes de PHMBO0,1% e CHX 0,06%. Com auxilio de micropipetas, cada
solucdo foi distribuida em tubo Falcon estéril e diluidos em agua destilada estéril na proporc¢éo
de 1:1. Apos as diluiges, os tubos foram agitados no vértex (Vortex-mix VX200, Edison, NJ,

USA) por 1 minuto. Esses procedimentos foram realizados imediatamente antes da utilizag&o.

4.6 Preparo dos blocos de esmalte e grupos de tratamento

Cento e oitenta amostras de blocos de esmalte foram obtidas a partir de noventa coroas
de incisivos bovinos, previamente autorizadas pelo Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA). Os dentes bovinos possuem similaridade da composi¢do quimica ao esmalte humano,
considerados de primeira escolha como substitutos dos dentes humanos em estudos in vitro,
além de facil obtencéo e manipulacdo (TERUEL et al., 2015; ORTIZ-RUIZ et al., 2018).

Para a confeccdo dos blocos de esmalte, as coroas foram fixadas em placas de acrilico
(40 x 40 x 5 mm) com godiva termoativada (KerrCo., Orange, E.U.A.), visando manté-las
imoveis sobre uma superficie rigida. As coroas foram seccionadas por dois discos de diamante
(Diaflex-F, Wilcos do Brasil, Petropolis, Brasil) separados por um espacador de aco inoxidavel
de 4 mm, primeiramente no sentido inciso-cervical e em seguida mesio-distal, para obtengéo
de um bloco de esmalte de 4 x 4 mm. As superficies de esmalte foram seccionadas
longitudinalmente por um disco de diamante (Diaflex-F, Wilcos do Brasil, Petrépolis, Brasil) e
dois blocos de esmalte de 4 mm de didmetro que foram obtidos de cada metade. As superficies
do esmalte foram sequencialmente planas com discos de carboneto de silicio resfriados a agua
(600, 800 e 1200 granulagéo Al>Ogz, BuehlerLtd., Lake Bluff, EUA) polidos por 10 segundos

com papel feltro molhado por spray diamantado (1 um Buehler Ltd.). Por fim, os blocos foram
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limpos em ultrassom (T7 Thornton, Unique Ltd., Sdo Paulo, Brasil) por 20 min, e

posteriormente mantidos em &gua estéril deionizado até o momento de uso.
As amostras de blocos de esmalte foram divididas em 10 grupos (n=9/grupo):
- Para analise imediata:

e  Grupo controle em meio aquoso (GC);

e  Grupo com polihexanida a 0,1% (PHMB 0,1%);

e  Grupo com polihexanida a 0,2% (PHMB 0,2%);

e  Grupo com digluconato de clorexidina a 0,06% (CHX 0,06%);
e  Grupo com digluconato de clorexidina a 0,12% (CHX 0,12%);

Para a andlise imediata, além das solucBes antimicrobianas, foi utilizado também a
solucdo neutralizadora estéril (Tween) composta por 3 g de lecitina, 0,34 g de K2HPO4, 30 g
de polissorbato, 500 mL de demiwater (por litro, pH 7,2), a fim de remover a substantividade

das solugdes.
- Para analise mediata:

e Grupo controle em meio aquoso (GC);

e Grupo com polihexanida a 0,1% (PHMB 0,1%);

e Grupo com polihexanida a 0,2% (PHMB 0,2%);

e Grupo com digluconato de clorexidina a 0,06% (CHX 0,06%);
e Grupo com digluconato de clorexidina a 0,12% (CHX 0,12%);

O teste foi realizado em triplicata com duas repeticdes.

4.7 Crescimento do biofilme de microcosmos e tratamento

A camara de fluxo laminar (Esco, Arstream, classe Il A2, Jacari, Sdo Paulo) foi utilizada
para garantir as condi¢des assépticas onde foram conduzidos os procedimentos microbioldgicos

e a manipulacdo das solucdes.

Utilizou-se a versdo modificada do modelo Active Attachment Biofilm Model
Amsterdam (ACTA, Amsterdd, Holanda) (SILVA et al., 2012), o qual consiste em uma tampa
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de aco com 24 parafusos de poliestireno adaptados para a fixagdo horizontal dos espécimes
dentérios. Esta tampa encaixa-se sobre as placas de 24 poc¢os (Greiner Bio-One International,
CellStar®, Alemanha), contendo 0s meios para crescimento e tratamento dos biofilmes. Os
especimes foram fixados com silicone de condensacdo leve (Zetaplus®, Zhermack, Badia
Polesine, Italia). Em seguida, os modelos permaneceram em temperatura ambiente por 12 h,
sendo esterilizados em autoclave a 121°C por 15 min e, posteriormente, secos em estufa.

O inoculo bacteriano foi obtido por meio de culturas sucessivas do pool bacteriano por
um periodo de 5 dias. O crescimento bacteriano foi obtido em fase exponencial, no periodo de
24 horas, em meio McBain modificado [mucina a 2,5 g.L-1, peptona a 2,0 g.L-1, peptona de
caseinaa 2,0 g.L-1, extrato de leveduraa 1,0 g.L-1, NaCl a0,35g.L-1, KCla 0,2 g.L-1, CaCl2
a0,2g.L-1, heminaa 0,001 g.L-1, vitamina K1 a 0,0002 g.L-1, agente tamponador PIPES a 50
mmol.L-1, sacarose a 0,4% diluidos em agua deionizada/L, pH 7,0] (MCBAIN et al., 2005).,
seguido de incubagdo em estufa a 37 °C. Devido a fotossensibilidade, o meio foi manipulado
sem luz fria. Em tubos falcon com meio McBain, foi acrescentado 400uL do pool bacteriano e
40uL de sacarose 50%, resultando em McBain a 0,4% de sacarose, levado ao vortex e incubado
em microaerofilia por 14-16h (overnight). Posteriormente, foi realizada a estocagem das
amostras em tubos de eppendorf acrescidas, proporcionalmente, com glicerol e armazenados a
-80°C.

Placa de 24 pocos contendo amostras de esmalte (n=9 em 3 experimentos
independentes) foram preenchidos com 750 pL de indculo (saliva humana) e incubadas em 750
uL de meio McBain estéril a 37°C por 5 dias. A cada 24 horas, pela técnica de fartura e miseéria,
0 meio foi renovado com 1500uL de McBain a 0,2% de sacarose. No 5° dia, as amostras foram
lavadas com 1mL de solucgdo cisteina-peptona (CPW), a fim de remover bactérias fracamente
aderidas. As solugdes antimicrobianas foram colocadas em contato direto com os biofilmes pelo

tempo de 2 minutos.
As analises foram realizadas em dois momentos:

a) Analise imediata: Apods a aplicacdo dos tratamentos, foi aplicado também a solugéo
neutralizadora (Tween) durante 2 minutos (MEDVEDEC-MIKIC et al., 2018), a fim de remover
a substantividade das solucdes, posteriormente, os grupos CONTROLE, PHMB (0,1% e 0,2%)
e CHX (0,06% e 0,12%) foram analisados imediatamente quanto a UFC, Acido latico e

Confocal.
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b) Analise mediata: Nos grupos CONTROLE, PHMB (0,1% e 0,2%) e CHX (0,06% e
0,12%) apds o tratamento, foi realizada a renovacdo dos meios, incubados por mais 24 horas

em estufa de microaerofilia, e posteriormente foram executadas as analises de UFC, Acido

latico e Confocal.

4.8 Determinacdo das Unidades Formadoras de Coldnia (UFC)

O biofilme de microcosmo crescido em bloco de esmalte foi inserido no tubo Falcon em
2 mL de meio BPW, incubadas em microaerofilia a 37°C por 3 horas, posteriormente disperso
por sonicacdo no gelo a 40 mW, 1 pulso s-1 por 1 min (Single Ultra-Sonic Cell Disruptor,
Merse, Campinas, Brasil) e homogeneizados no vortex. Em seguida, foi realizada a
microdiluicdo seriada (10°a 10™#) em meio CPW. Aliquotas de 25 L de cada diluigio foram
inoculadas em placas de Petri (90 x 15 mm) espalhados com auxilio de al¢cas de Drigalski nas
superficies contendo os meios Agar Soja Triptona Sangue, Agar Mitis Salivarius, Agar Mitis
Salivarius contendo 0,2% de bacitracina e 20% de sacarose, Agar Rogosa com 0,13% de &cido
acético glacial, ou Agar Saborou, para determinar as contagens de microrganismos totais,
estreptococos totais, estreptococos mutans, lactobacilos totais e Candida albicans,
respectivamente. Todas as placas foram incubadas pelo periodo de 48h em microaerofilia a 37
° C. Em seguida, as UFCs dos microrganismos foram devidamente contadas com auxilio de um

contador de colbnias.

4.9 Analise da resazurina

A solucdo de resazurina (Alamar Blue®), baseando-se na deteccdo de atividade
metabolica (AM) de bacterias, sofre uma reacdo de oxido-reducéo, na qual altera a coloracao
em resposta & reducdo quimica resultante do crescimento celular, foi utilizada para avaliar a
viabilidade e contaminacdo do biofilme. A AM inata resulta na reducdo da resazurina & medida
que o crescimento microbiano acontece, 0 que ocasiona a alteragdo de sua forma oxidada
(coloracéo azul ndo fluorescente) para a forma reduzida, a resorufina rosa (coloracdo rosa
fluorescente), processo que ocorre na mitocéndria celular (O'BRIEN et al., 2000; BORRA et
al., 2009; DE SANTANA, 2019).




Material e Métodos 39

Os biofilmes foram cultivados nos momentos imediatos e mediatos apds o tratamento.
Dez amostras de biofilme de cada grupo (imediato e mediato) foram cultivadas conforme
descrito anteriormente. Apds cada tratamento, as amostras foram lavadas trés vezes com 1 mL
de agua peptonada tamponada (PBS) (10 g peptona, 5 g NaCl, 3,5 g Na2PO4, 15 g
KPO4perlitro, pH 7,0) para remover células bacterianas ndo aderentes. Em seguida, as amostras
foram coradas com 1 mL de solucdo de resazurina 0,0016% e incubadas em microaerofilia por
2 horas. Apés esse periodo, as densidades Opticas foram medidas em espectrofotdmetro
(BioTeklInstruments Inc., Winooski, EUA) a 608 nm. Todos os procedimentos foram repetidos
para cada amostra em ambos o0s grupos imediatos e mediatos, obtendo-se um total de 9 leituras
para cada grupo (LI et al., 2013).

4.10 Analise da producéo de acido latico

A analise da producéo de &cido latico, o lactato, como indicador de AM, foi utilizado
para mensurar a viabilidade bacteriana no biofilme previamente tratado (DENG et al., 2009).
Apos os tratamentos, cada bloco de esmalte contendo biofilme foi transferido para um tubo
Falcon com 2 mL do meio BPW [20 g de &gua-peptona tamponada diluida em &gua
deionizada/L, pH 7,2], acrescentado com sacarose a 0,2% e foram incubados em microaerofilia
a 37°C por 3 horas. Posteriormente, aliquotas de 200 uL do meio BPW foram coletadas de cada
amostra e transferidas para microtubos, que foram mantidos a 85°C por 5 min, a fim de
estabilizar a producdo de acido latico. Em seguida, os microtubos foram armazenados em
freezer a -20 ° C até o momento da analise. As concentracdes de L-lactato foram determinadas
pelo método espectrofotométrico enzimatico, baseado na conversdo de L-lactato em piruvato e
a conversdo concomitante de NAD em NADH, com aumento do valor de absorvancia de acordo
com a formacdo de NADH (DENG et al, 2009). As leituras de absorbancia foram realizadas em
um espectrofotometro (BioTekInstruments Inc., Winooski, EUA) no comprimento de onda de
340 nm. Os valores obtidos foram convertidos em concentragdes de acido latico de acordo com
0s parametros estabelecidos por uma curva padrdo, com valores variando entre 0 e 3mM L-

lactato.
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4.11 Analise da viabilidade do biofilme por microscopia Confocal (CSLM)

Apbs o crescimento do biofilme, as amostras foram lavadas com solugdo CPW e coradas
com 20 ul pela solucdo LIFE and DEAD (Thermo Fisher Scientific - Brasil) mantidos em
condigdes escuras por mais 7 min. Em sequéncia, foram lavadas em meio CPW e coradas com
20 pl da solugdo de calcoflior e mantidas em condigdes escurar por mais 1 min (GONZALEZ-
MACHADO et al., 2018). Finalmente, as amostras foram novamente lavadas em &gua
desionizada. O kit utilizado foi o LIVE/DEAD (kit BacLightBacterialViability L-7012,
Molecular Probes, Eugene, OR, EUA). Os comprimentos de onda de absorgédo e emissdo foram
480 / 500 nm para o corante SYTO 9 e 490/635 nm para o iodeto de propidio (SHEN,
STOJICIC, HAAPASALO, 2010). Além desses corantes, as amostras foram acrescidas de 20uL
de alexafluor, 24 horas previamente a analise no microscépio confocal, a fim de corar os

polissacarideos extracelulares (SHAN, 2012).

Em cada amostra, trés campos distintos foram visualizados no microscopio confocal de
varredura laser invertido (CSLM Leica TCS-SPE, Microsystems GmbH, Mannheim,
Alemanha), com excitacdo de 488 nm, dupla deteccdo BP520 para LIVE/DEAD, objetiva de
40x e NA 0,65. Os campos foram determinados pelo eixo horizontal das amostras de biofilme,
a partir da borda dos blocos de vidro, com distanciamento de 100 um entre cada um deles. Para
comparar as imagens, a poténcia e abertura do laser foram mantidas constantes. Em cada sitio
selecionado, toda a extensdo em profundidade foi analisada e registrada, baseando-se na
espessura do biofilme. As imagens foram corrigidas e sintetizadas no software Leica LAS AF
Lite (Leica, Wetzlar, Alemanha) e analisadas para determinar a vitalidade de biofilmes intactos
pela razdo entre os sinais verdes e a soma dos sinais verde e vermelho (ZAURA-ARITE,
VANMARLE, TEN CATE, 2001).

As imagens foram apresentadas individualmente em 2-D e reconstruidas em projecoes
3-D. Secgoes verticais (xz) de 1 um e visdo lateral das imagens reconstruidas foram utilizadas
para determinar a espessura e arquitetura do biofilme. A viabilidade de células bacterianas em
diferentes profundidades do biofilme foi determinada pela média da intensidade de pixels dos
sinais verdes (bactérias vivas) e vermelhos (bactérias mortas) calculada pelo software Leica
QWIN Image Analysis (Leica, Wetzlar, Alemanha). A fluorescéncia emitida pela intensidade
de pixels rosas e azuis determinaram a porcentagem de ME e PEC, respectivamente, calculados
pelo software (SHAN, 2012; GONZALEZ-MACHADO et al., 2018). A razdo entre sinais
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verdes e a soma dos sinais verdes e vermelhos foi calculado e determinado como porcentagem

de células viaveis.

4.12 Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o software SPSS Statistics 21.0 (IBM®
SPSS® Statistics, Nova lorque, E.U.A.). As contagens das UFCs foram transformadas na base
log10 antes da aplicacdo dos testes estatisticos. A hipdtese de distribuicdo normal dos dados
obtidos foi rejeitada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Os testes ndo-paramétricos para
amostras independentes de Kruskal-Wallis e post-hoc de Dunn foram utilizados para determinar
as diferencas significativas entre os grupos especificos. Valores de P < 0.05 foram considerados

significativos.
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5 RESULTADOS

Ap0s os diferentes tratamentos com as solugdes antimicrobianas, todos os resultados
foram obtidos em dois momentos diferentes: 1) anélise imediata; e 2) analise mediata.

5.1 Determinacéo das Unidades Formadoras de Col6nia (UFC)

A efetividade antimicrobiana foi analisada a partir da quantificacdo das UFCs sobre a
microbiota dos lactobacilos totais, estreptococos do grupo mutans, estreptococos totais,

microrganismos totais e Candida albicans.

5.1.1 Anélise imediata

Para os lactobacilos totais, os grupos CHX 0.06 e PHMB 0.2 apresentaram diferenca
estatistica quando comparados ao grupo controle (P < 0.05), observando-se que a solugdo de
CHX 0.06 apresentou maior efetividade antimicrobiana. Os grupos de tratamento com menor e
maior concentracdo, CHX 0.06 e PHMB 0.1, CHX 0.12 e PHMB 0.2, respectivamente,
apresentaram estatistica nao significativa (NS) (P = NS). A solu¢do de PHMB 0.1 mostrou-se

com resultados mais estaveis, uma vez que houve a menor variancia entre seus resultados.

Para os estreptococos do grupo mutans, os grupos CHX 0.06, CHX 0.12 e PHMB 0.1
apresentaram diferenca estatistica quando comparados ao grupo controle (P < 0.05), sendo que
a solugédo de CHX 0.06 mostrou-se com maior efetividade antimicrobiana, apesar da variagdo
em seus resultados, além desse grupo, uma grande variacdo nos resultados também foi
observada para ambos os grupos de PHMB. Por outro lado, as solu¢gdes CHX 0.06, CHX 0.12
e PHMB 0.1 apresentaram semelhanca estatistica entre si, assim como observado entre 0s
grupos CHX 0.12, PHMB 0.1 e PHMB 0.2 (P = NS). Para os estreptococos totais,
microrganismos totais e Candida albicans, houve tendéncia a redugdo da viabilidade dessa
microbiota pela solugdo de CHX 0.06, porém os tratamentos ndo apresentaram diferenca

estatistica em relagdo ao grupo controle (P = NS).

A solugdo de CHX 0.06 destacou-se por apresentar reducgéo da viabilidade da microbiota

estudada, ou seja, maior potencial antimicrobiano quando comparado aos demais tratamentos.
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Observou-se ainda, que as solucdes de tratamento em concentragdes menores, CHX 0.06 e
PHMB 0.1, apresentaram maior efetividade antimicrobiana em relagéo as solu¢bes com maior
concentracdo, CHX 0.12 e PHMB 0.2, respectivamente. Exceto para a solu¢cdo de PHMB em
relacdo aos lactobacilos totais, em que a solucdo de PHMB 0.2 apresentou reducdo da

viabilidade discretamente mais favoravel do que PHMB 0.1.

Os resultados obtidos através da contagem das UFCs dos diferentes grupos na analise

imediata estdo descritos na figura 1.
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Figura 1. Viabilidade de lactobacilos totais (1), estreptococos do grupo mutans (2), estreptococos totais (3),
microrganismos totais (4) e Candida albicans (5) ap6s os diferentes tratamentos com as solu¢@es antimicrobianas
na andlise imediata. Os diagramas de caixa representam os valores correspondentes as medianas, aos percentis 25
e 75 e aos limites inferiores e superiores do intervalo de confianca (95%) da contagem de UFC de cada um dos
grupos. Letras diferentes representam diferencas estatisticamente significativas (P < 0.05).
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5.1.2 Anélise mediata

Para os lactobacilos totais, apenas os grupos CHX 0.06 e CHX 0.12 apresentaram
diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle (P < 0.05), mostrando-se como as solucdes
com maior capacidade de reducdo da viabilidade dessa microbiota, isto €, maior efeito da
substantividade, destacando-se com menor mediana a solu¢do de CHX 0.12, a qual também
apresentou diferenca estatistica quando comparada as solu¢ées de PHMB 0.1 e PHMB 0.2 (P
< 0.05). Observou-se menor variacdo de resultados para as solu¢des de CHX 0.06, CHX 0.12 e
PHMB 0.2, enquanto a solucdo de PHMB 0.1 apresentou maior variancia em seus resultados.
Os grupos de CHX apresentaram semelhanca estatistica entre si, 0 mesmo observado entre 0s
grupos de PHMB (P = NS).

Para os estreptococos do grupo mutans, houve ampla variancia de resultados nos grupos
controle, CHX 0.12, PHMB 0.1 e PHMB 0.2, fato que ndo se observou no grupo CHX 0.06,
além disso, a menor mediana foi observada no grupo controle, enquanto os demais grupos
apresentaram medianas maiores, assim, houve semelhanca estatistica entre os grupos (P = NS).
Para os estreptococos totais, 0os grupos CHX 0.06 e PHMB 0.1 apresentaram menor variacao
nos resultados e, observou-se que a solugdo de PHMB 0.1 apresentou tendéncia a redugéo da
viabilidade dessa microbiota, porém houve discreta variacdo entre as medianas dos grupos e
semelhanca estatistica (P = NS). Para os microrganismos totais, cada grupo apresentou variacdo
em seus resultados e semelhanca em relacdo ao valor da mediana entre 0s grupos, isto é, o
mesmo padrdo de efetividade das solugdes, assim, ndo houve diferenca estatistica (P = NS).
Para a Candida albicans, houve minima variacdo nos resultados para CHX 0.06 e PHMB 0.1,
além de discreta variacdo das medianas entre 0s grupos, exceto para a solucdo de PHMB 0.2
que se mostrou com tendéncia mais favoravel para o efeito da substantividade dessa microbiota,

porém, os grupos ndo apresentaram diferenca estatistica entre si (P = NS).

A solugdo de CHX 0.12 destacou-se pela reducdo da viabilidade apenas para os
lactobacilos totais, isto é, maior substantividade, enquanto a solucdo de PHMB 0.2 apresentou
menor substantividade. A similaridade entre os valores das medianas observadas para
estreptococos do grupo mutans, estreptococos totais, microrganismos totais e Candida albicans
representa semelhanca quanto ao efeito da substantividade entre todas as solugfes de
tratamento, ressaltando-se a menor eficacia da solugéo de PHMB 0.2 para Candida albicans.
De forma geral, nesta anélise mediata, a solugdo de CHX 0.12 apresentou maior eficicia da
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substantividade quando comparada ao CHX 0.06, enquanto a PHMB 0.1 mostrou-se mais eficaz
quando comparado ao PHMB 0.2.

Os resultados obtidos através da contagem das UFCs dos diferentes grupos na analise

a
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a
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Controle CHX 0,06 CHX 0,12 PHMB 0,1 PHMB 0,2 Controle CHX 0,06 CHX 0,12 PHMB 0,1 PHMB 02
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2 |

mediata estdo descritos na figura 2.
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Figura 2. Viabilidade de lactobacilos totais (1), estreptococos do grupo mutans (2), estreptococos totais (3),
microrganismos totais (4) e Candida albicans (5) ap6s os diferentes tratamentos com as solu¢@es antimicrobianas
na analise mediata. Os diagramas de caixa representam os valores correspondentes as medianas, aos percentis 25
e 75 e aos limites inferiores e superiores do intervalo de confianca (95%) da contagem de UFC de cada um dos
grupos. Letras diferentes representam diferencas estatisticamente significativas (P < 0.05).
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5.2 Andlise da resazurina

A AM do biofilme foi avaliada através dos valores de absorbancia obtidos apds a

coloragdo com solucéo de resazurina 0,0016%.

5.2.1 Anélise imediata

Na analise imediata, ndo foram observadas diferencas estatisticas dos valores de
absorbéancia entre os grupos controle, CHX 0.12, PHMB 0.1 e PHMB 0.2 (P = NS). No entanto,
os valores de absorbancia para o grupo CHX 0.06 foram significantemente menores que 0s
outros grupos de tratamento quando comparado ao grupo controle (P< 0.05), sendo a solucéo
que apresentou maior efetividade antimicrobiana ao apresentar menor AM. O grupo PHMB 0.2
apresentou maior média da AM, quando comparado ao grupo PHMB 0.1, este se mostrou mais

eficaz ao reduzir a AM, apesar dessa solucdo apresentar a menor concentracao.

5.2.2 Andlise mediata

Na analise mediata, observou-se diferenca estatistica nos valores de absorbancia dos
grupos CHX 0.06 e CHX 0.12, em que o grupo CHX 0.12 apresentou valor significativamente
menor do que o grupo controle (P < 0.05), ou seja, a solucdo CHX 0.12 apresentou maior efeito
da substantividade. Dentre as solu¢bes de PHMB, a concentracdo 0.1 apresentou maior eficacia
antimicrobiana e maior efeito da substantividade, enquanto a concentracdo 0.2 apresentou
média da AM semelhante ao grupo controle. Apesar destes resultados, ndo foram observadas
diferencas estatisticas dos valores de absorbancia entre os grupos controle, PHMB 0.1 e PHMB
0.2 (P =NS).

De forma geral, as solu¢des com maior efetividade antimicrobiana foram a CHX 0.06
na analise imediata, e a CHX 0.12 na analise mediata com maior efeito da substantividade.
Enquanto a solugdo com menor efetividade antimicrobiana foi o PHMB 0.2 na analise imediata
e mediata, constatando que, dentre as duas concentracdes dessa solucdo, o PHMB 0.1 se

mostrou mais eficaz.

Os valores de absorbancia dos diferentes grupos para a analise imediata e mediata estao

descritos na tabela 1.
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Tabela 1. Atividade metabodlica representada pelos valores de absorbancia a partir da coloracdo com resazurina
pelos diferentes grupos de tratamento na andlise imediata e mediata. Letras diferentes representam diferencas
estatisticamente significativas (P < 0.05).

Analise imediata Analise mediata
. IC (95%) o IC (95%)
Media . __ _ Media . _ _
Grupos Mediana Limite Limite | Grupos Mediana Limite Limite
(+ DP) L : (+ DP) o :
inferior superior inferior superior

Controle*  100+24,38 97,92 84,51 115,49 | Controle* 100+16,07 99,6 89,79 1102
CHX 0,06° 53,44+46,23 3351 24,07 82,82 |CHXO0,06° 50,65+67,83 26,92 7,56 93,75
CHX 0,12% 74,15+31,38 78,43 54,21 94,09 |CHXO0,12° 20,60+28,26 5,87 2,64 38,56
PHMB 0,1® 79,76+23,45 81,51 64,85 94,66 |PHMBO0,1* 89,64+37,57 81,81 6577 11351
PHMB 0,2* 88,48+26,93 81,42 71,36 105,59 |PHMB 0,2% 95,97+51,08 87,8 63,52 128,42

5.3 Andlise da producao de &cido latico

A AM do biofilme também foi avaliada através da producédo de acido latico (AL). Em
ambas as anélises, observou-se discreto aumento na média da concentracdo de AL com o
aumento da concentracdo das solucGes de tratamento, apesar disso, todos 0s grupos
apresentaram concentracdo de AL similares entre si. Assim, ndo houve diferenca estatistica em

relacdo as producdes de AL entre os grupos (P = NS).

Os valores da concentracdo do AL em meio BPW dos diferentes grupos estédo descritos

na tabela 2.

Tabela 2. Atividade metabdlica representada pelos valores da producéo do acido latico pelos diferentes grupos de
tratamento na andlise imediata e mediata. Letras diferentes representam diferencas estatisticamente significativas
(P <0.05).

Analise imediata Andlise mediata
) IC (95%) ) IC (95%)
Media ) _ _ Média ) __ _
Grupos Mediana Limite Limite Grupos Mediana Limite Limite
(+ DP) o : (= DP) o :
inferior superior inferior superior

Controle* 1,36 +1,31 0,98 0,66 2,06 Controle* 2,52+3,03 1,65 0,91 4,14
CHX0,06° 1,20+1,26 0,80 0,53 1,88 | CHXO0,06* 1,73+2,29 0,80 0,51 2,95
CHX0,122 1,39+1,10 0,85 0,81 1,98 | CHX0,122 2,04+235 0,71 0,79 3,29
PHMB 0,1 1,18+1,36 0,70 0,45 1,91 |PHMBO0,1? 2,19+29 091 0,61 3,77
PHMB 0,22 1,38+1,33 0,81 0,68 2,09 |PHMBO0,2* 256+2,63 1,38 1,16 3,97




Resultados 51

5.4 Andlise da viabilidade do biofilme por microscopia Confocal (CSLM)

5.4.1 Viabilidade do biofilme inteiro e camadas externa, média e interna

A viabilidade do biofilme por CSLM ap06s os tratamentos foi analisada para o biofilme
inteiro e em trés camadas diferentes: externa, média e interna, totalizando a anélise em quatro

aspectos diferentes.

5.4.1.1 Anélise imediata

Observando-se o biofilme inteiro, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos (P =
NS), isto é, apresentaram o0 mesmo padrdo antimicrobiano. Na camada externa, a solucdo de
PHMB 0.1 apresentou tendéncia a reducdo microbiana, porém com semelhanca estatistica em
relagdo ao grupo controle (P = NS). Na camada média e interna, apesar de tendéncia a reducdo
de biofilme pela solucdo de CHX 0.06 e PHMB 0.1, respectivamente, ndo houve diferenca

estatistica entre os grupos (P = NS).

5.4.1.2 Anélise mediata

Os grupos de CHX apresentaram diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle
guando analisados o biofilme em sua totalidade (P < 0.05), ou seja, maior efeito da
substantividade, observando-se menor mediana para o grupo CHX 0.12, e na camada externa,
o grupo CHX 0.06 apresentou diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle (P < 0.05). Na
camada media e interna, ambos 0s grupos de CHX apresentaram diferenca estatistica em
comparagdo ao grupo controle (P < 0.05), sendo a solu¢do de CHX 0.12 com menor mediana.
Assim, a solucdo que apresentou maior efeito da substantividade foi a CHX 0.12 para o biofilme

inteiro e nas camadas médias e internas, enquanto a solugdo de CHX 0.06 na camada externa.

Os valores obtidos a partir da viabilidade do biofilme por CSLM diferentes grupos na
analise imediata e medita est&o descritos na tabela 3.
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Tabela 3. Viabilidade do biofilme por CSLM no biofilme inteiro, camada externa, média e interna pelos diferentes grupos de tratamento na analise imediata e mediata. Letras
diferentes representam diferencas estatisticamente significativas (P < 0.05).

Andlise imediata Andlise mediata
IC (95%) IC (95%)
Dados . — — Dados : — —
Grupos Mediana  Limite Limite Grupos Mediana  Limite Limite
processados o ) processados o )
inferior  superior inferior  superior
Controle? 31,74 £ 21,85 29,02 22,52 40,97 Controle? 32,17 £ 24,44 23,52 21,86 42,49
CHX 0,062 27,03 £ 20,08 23,52 18,55 35,51 CHX 0,06% 20,50 + 8,66 18,88 16,85 24,16
Biofilme Biofilme
intei CHX 0,122 26,09 + 24,12 18,57 15,91 36,29 intei CHX 0,12° 15,32+ 10,40 14,06 10,93 19,71
inteiro inteiro
PHMB 0,12 20,15 + 24,19 9,05 9,94 30,37 PHMB 0,12 24,65 £ 10,04 25,00 20,41 28,89
PHMB 0,22 21,21 +£20,53 14,55 12,54 29,88 PHMB 0,22 29,46 + 18,50 24,26 21,65 37,28
Controle® 20,04 + 12,06 16,78 14,95 25,14 Controle? 30,60 £ 16,32 26,69 23,71 37,49
CHX 0,06% 19,36 + 10,39 17,72 14,98 23,75 CHX 0,06" 20,95 + 8,74 20,77 17,26 24,64
Camada Camada
CHX 0,12% 26,84 + 16,84 25,66 19,73 33,95 CHX 0,12% 25,67 + 14,37 23,49 19,60 31,74
externa externa
PHMB 0,1° 16,49 + 16,83 12,45 9,39 23,60 PHMB 0,12 30,04 £+ 15,16 31,77 23,64 36,45
PHMB 0,2¢ 40,61 + 25,11 34,00 30,01 51,21 PHMB 0,22 33,99 + 18,46 30,80 26,20 41,78
Controle? 27,03 £ 15,99 29,00 20,28 33,78 Controle? 33,94 £+ 20,94 26,01 25,10 42,79
CHX 0,062 19,74 £ 11,60 16,70 14,84 24,64 CHX 0,06" 22,21 £8,25 20,50 18,72 25,69
Camada Camada
i CHX 0,122 28,16 + 16,57 25,35 21,16 35,15 i CHX 0,12° 23,87 + 16,86 16,15 16,76 30,99
média média
PHMB 0,12 21,34 £ 16,75 14,93 14,27 28,41 PHMB 0,12 30,70 £ 12,02 31,78 25,62 35,78
PHMB 0,22 22,91+ 14,54 21,55 16,77 29,05 PHMB 0,22 33,27 £ 15,40 36,97 26,77 39,77
Controle? 31,67 +17,76 29,42 24,17 39,17 Controle? 36,77 + 19,53 34,73 28,52 45,02
CHX 0,062 21,61 +11,31 19,81 16,83 26,39 CHX 0,06" 22,60 £+ 10,01 20,14 18,37 26,83
Camada Camada
) CHX 0,122 22,02 +£17,99 16,77 14,43 29,62 ) CHX0,12¢ 13,61 £ 8,60 13,57 9,98 17,25
interna interna
PHMB 0,12 19,96 £ 17,75 14,73 12,46 27,45 PHMB 0,12 32,44 £ 18,12 29,97 24,79 40,10
PHMB 0,22 29,36 + 22,90 21,60 19,70 39,03 PHMB 0,22 25,17 £11,92 22,49 20,14 30,21
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5.4.2 Viabilidade do biofilme para células vivas, mortas, matriz extracelular e

polissacarideos extracelulares

Observou-se também a viabilidade de células vivas, estrutura do biofilme pela presenca
de matriz extracelular (ME) e produgdo de metabdlicos pela presenca dos polissacarideos
extracelulares (PECs).

5.4.2.1 Analise imediata

Para as células vivas, ambos os grupos de PHMB apresentaram diferenca estatistica em
relacdo ao grupo controle (P < 0.05), enquanto ambas as solucdes apresentaram semelhanca
estatistica entre si (P = NS), assim como, ao comparar 0s grupos CHX 0.12 e PHMB 0.2.
Observou-se menor viabilidade das células vivas para o grupo de PHMB 0.1, incluindo
resultados com minima variagdo. Apesar da semelhanca entre a mediana dos grupos, a solucéo
de PHMB 0.1 apresentou a maior eficacia antimicrobiana, seguido da PHMB 0.2, enquanto o

grupo que apresentou maior viabilidade dessas células foi o CHX 0.06.

Para a ME, os grupos de PHMB apresentaram diferenca estatistica quando comparados
ao grupo controle (P < 0.05), sendo que o grupo PHMB 0.2 apresentou menor volume de ME
e maior estabilidade nos seus resultados em decorréncia do efeito dessa solucdo, ou seja, a
solugéo de PHMB 0.2 proporcionou maior degradacdo da ME, seguido da solucdo de PHMB
0.1. Os grupos de CHX apresentaram resultados similares, porém sem diferenca estatistica (P
= NS). Quanto a producdo dos PECs, as solu¢bes de PHMB apresentaram uma tendéncia a
menores resultados com discreta variacdo em relacdo aos demais grupos, apesar disso, todos 0s
grupos apresentaram 0 mesmo padrdo para a quantidade de metabdlitos, sem diferenca
estatistica (P = NS).
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Figura 3. Viabilidade de células vivas (1), matriz extracelular (2) e polissacarideos extracelulares (3) ap6s os
diferentes tratamentos com as solu¢des antimicrobianas na andlise imediata. Os diagramas de caixa representam
os valores correspondentes as medianas, aos percentis 25 e 75 e aos limites inferiores e superiores do intervalo de
confianga (95%) da viabilidade celular de cada um dos grupos. Letras diferentes representam diferengas
estatisticamente significativas (P < 0.05).
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5.4.2.2 Anélise mediata

Para o efeito da substantividade, observou-se semelhanca entre a viabilidade das células
vivas para os grupos controle e CHX 0.12 (P = NS), ambos com a menor mediana e resultados
mais estaveis, notando-se maior substantividade da solu¢do de CHX 0.12, porém, com mediana
semelhante ao grupo controle. Enquanto os demais grupos apresentaram diferenca estatistica
em relacdo ao grupo controle com medianas mais elevadas sobre a viabilidade de células vivas
(P <0.05).

Para a ME, os grupos de CHX 0.12 e PHMB 0.01 apresentaram tendéncia de reducéo
devido menor mediana quando comparados aos demais grupos, porém nao houve diferenca
estatistica em comparacao ao grupo controle, assim como os demais grupos foram semelhantes
estatisticamente em relacdo ao grupo controle (P = NS), isto é, 0s grupos apresentaram
semelhanca quanto ao efeito da substantividade na degradacdo da ME. Quanto a producgéo dos
PECs, os grupos CHX 0.06, CHX 0.12 e PHMB 0.1 apresentaram diferenca estatistica em
relacdo ao grupo controle (P < 0.05), sendo que o grupo PHMB 0.1 apresentou menor
quantidade de metabdlitos em decorréncia da solucdo apresentar maior efeito da
substantividade.
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Figura 4. Viabilidade de células vivas (1), matriz extracelular (2) e polissacarideos extracelulares (3) apds os
diferentes tratamentos com as solug@es antimicrobianas na analise mediata. Os diagramas de caixa representam 0s
valores correspondentes as medianas, aos percentis 25 e 75 e aos limites inferiores e superiores do intervalo de
confianca (95%) da viabilidade celular de cada um dos grupos. Letras diferentes representam diferengas
estatisticamente significativas (P < 0.05).
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6 DISCUSSAO

Os enxaguatdrios bucais de PHMB e CHX apresentaram atividade antimicrobiana sobre
0s microrganismos do biofilme de microcosmos de saliva, permitindo avaliar a eficacia dessas
solugcdes em dois momentos distintos: 1) analise imediata; e 2) analise mediata. Ambas as
solucdes foram testadas nas concentracBes comerciais (PHMB 0.2 e CHX 0.12) e nao
comerciais (PHMB 0.1 e CHX 0.06).

Os enxaguatorios bucais em concentracdes ndao comerciais (CHX 0.06 e PHMB 0.1)
apresentaram maior potencial antimicrobiano no momento da aplicacdo dessas solugdes sobre
as cepas de microrganismos estudados, em que a solu¢do de CHX 0.06 se sobressaiu em relagéo
ao PHMB 0.1. Por outro lado, quanto ao efeito da substantividade, a concentracdo disponivel
comercialmente da CHX (0.12%), destacou-se com maior eficacia, fato que pode justificar seu
uso corriqueiro na pratica clinica, uma vez que o pico da acdo da substancia ndo é alcancado
imediatamente, mas sim no decorrer do periodo de 24 horas pos-aplicacdo. Enquanto, dentre as
solugbes de PHMB, a concentracdo ndo comercial — PHMB 0.1 - apresentou maior

substantividade em relacdo aquela disponibilizada comercialmente — PHMB 0.2.

1. Atuacao das solugdes de PHMB e CHX em lactobacilos totais e estreptococos do grupo

mutans

Dentre a microbiota estudada, os enxaguatorios bucais de PHMB e CHX apresentaram
resultados relevantes em relacdo aos lactobacilos totais e estreptococos do grupo mutans, ambos
0s microrganismos responsaveis pelo inicio do processo cariogénico, destacando-se 0s

estreptococos do grupo mutans como espécie primaria associada a esse processo.

Ao avaliar a efetividade dos enxaguatdrios bucais sobre a acdo imediata, isto €, no
momento de aplicacao dos tratamentos, a utilizacdo da CHX nao comercial (0.06%) apresentou
resultado antimicrobiano favoravel contra bactérias iniciadoras da carie dentaria, como 0s
lactobacilos totais e estreptococos do grupo mutans. Em relagdo a PHMB, a solucdo comercial
(0.2%) se mostrou mais eficaz contra lactobacilos totais, por outro lado, a solugdo ndo comercial
(0.1%) destacou-se contra estreptococos do grupo mutans. Ao avaliar a substantividade, a
solugéo comercial de CHX (0.12%) se destacou contra lactobacilos totais, seguido das soluc¢des
ndo comerciais de CHX (0.06%) e a PHMB (0.1%), mostrando que, mesmo ap0s 24 horas da
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aplicacdo dos tratamentos, as solugdes apresentaram alcance antimicrobiano e podem atingir

um pico de acdo mais amplo.

Diante desses resultados, o uso da solucdo de PHMB é promissor contra esses
microrganismos cariogénicos, desde que analisados de forma especifica quanto a sua
aplicabilidade, tendo em vista que a solugéo comercial (0.2%) apresentou melhores resultados
contra lactobacilos totais no momento da aplicacdo da solucdo, sendo que a mesma nao se
mostrou eficaz para a microbiota cariogénica mais predominante, 0s estreptococos do grupo
mutans. Diferentemente de outros estudos (ROHRER et al., 2010; UZER-CELIK et al. 2016),
em que a PHMB (0.2%) foi eficaz contra lactobacilos e S. mutans, em concentragdes mais
baixas ou igual a solucdo de CHX (0.2% e 0.12%) (UZER-CELIK et al. 2016), e comparavel a
CHX contra S. mutans e S. sanguinis (ROHRER et al., 2010). Em contrapartida, no presente
estudo, a solucdo ndo comercial de PHMB (0.1%) se mostrou eficaz contra lactobacilos totais,
apresentando maior substantividade para esse microrganismo quando comparado a CHX.

Para a solucdo de CHX, estudos iniciais (LUNDSTROM, KRASSE, 1987; KOHLER et
al., 1982) apresentaram resultados distintos, ambos utilizando-se do gel de CHX 1.0%. A CHX
foi capaz de reduzir a microbiota iniciadora da cérie dentaria (KOHLER et al., 1982), por outro
lado, ndo foi favoravel sobre os lactobacilos em pacientes ortodénticos (LUNDSTROM,
KRASSE, 1987). Por serem estudos iniciais, utilizando-se da formulacdo em gel, o qual
apresenta forma de adesdo ao substrato diferente do que os enxaguatérios bucais aquosos, além
de concentracdo superior a utilizada comercialmente, possuem diferentes parametros de
delineamento quando comparados ao presente estudo e outros mais recentes. Ao analisar o
efeito da CHX (0.2% e 0.06%) contra bactérias iniciadoras da carie dentéria, constatou-se ndo
somente a reducdo de bactérias patogénicas, fato que o presente estudo também constatou, mas
também, sobre ndo danificar as bactérias concorrentes do S. mutans cariogénico (ARDIZZONI
et al., 2018), condicdo que também pode proporcionar menor viabilidade desse microrganismo
e favorecer adequacdo da homeostase saudavel e natural desses microrganismos (MARSH,
2012). Ao comparar diferentes concentragdo da CHX, a CHX 0.12% foi mais eficaz contra S.
mutans quando comparado a CHX 0.2% e 0.06% (JAYAPRAKASH, SHARMA, MOSES,
2010), diferentemente dos achados por Sharma et al. (2018), em que a concentragdo maior
(CHX 0.2%) que se mostrou favoravel na reducdo da microbiota de S. mutans. Diferentemente
também do presente estudo, em que a CHX 0.12% se destacou sobre lactobacilos totais,
enquanto o uso da solucéo de CHX 0.2% néo foi testada.
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Neste estudo, a acdo imediata das concentragcdes ndo comerciais da PHMB (0.1%) e
CHX (0.06%) tambem apresentaram efetividade antimicrobiana para demais microrganismos
da carie dentéria, doenca periodontal e infeccdo flangica, como estreptococos totais,
microrganismos totais e Candida albicans, no entanto, para essa microbiota ndo apresentaram
relevancia clinica. Assim como, para a acdo mediata das concentracdes de PHMB 0.1% e CHX
0.12% que também apresentaram efetividade antimicrobiana para demais microrganismos da
carie dentaria, doenca periodontal e infeccdo fungica, como estreptococos do grupo mutans,
estreptococos totais, microrganismos totais e Candida albicans, no entanto, também néo

apresentaram relevancia clinica.

Ao comparar a efetividade da PHMB 0.2% com NaOCI 2.5% e CHX 0.2% em substrato
de canal radicular, a solucdo de PHMB reduziu o nimero de células microbianas viaveis
(bactérias endodoénticas: E. faecalis e S. epidermidis), assim como para Candida albicans,
porém as amostras fungicas foram insuficientes para concluir sobre essa eficacia antimicrobiana
(MEDVEDEC-MIKIC et al. 2018). Assim como no presente estudo, em que os resultados da
acao das solucdes de PHMB sobre a Candida albicans ndo apresentaram relevancia clinica.
Ressalta-se ainda que a aderéncia de hifas e células de levedura s&o diferentes em substrato de
canal radicular, dificultando também a remocdo desses microrganismos, e apesar disso, a
PHMB apresentou-se como uma alternativa promissora ao NaOCl (MEDVEDEC-MIKIC et al.
2018).

Ainda sobre Candida albicans, varios estudos avaliaram a eficicia de diferentes
concentracdes de CHX (GIULIANA et al., 1997; MEILLER et al., 2001; FU et al., 2014;
PAULONE et al., 2017; ARDIZZONI et al., 2018). As solugcdes de CHX 0.2%, CHX 0.06%
com 250 ppm de fluoreto de sédio e enxaguatorios com moléculas de flior apresentaram
atividade antifungica para Candida albicans, no entanto, este fato, além de depender de sua
composi¢do quimica, apresenta influéncia também pela morfologia e metabolismo fungico,
uma vez que o crescimento de células de levedura, formacédo de hifas e do biofilme fungico, e
sobrevivéncia de células de Candida albicans incorporadas no biofilme sdo afetados
diferencialmente (PAULONE et al., 2017). Alguns estudos iniciais mostraram que
enxaguatorios contendo CHX sdo mais eficazes contra células fldngicas planctonicas
(GIULIANA et al., 1997; MEILLER et al., 2001) e sésseis (FU et al., 2014). Além disso,
enxaguatorios bucais podem apresentar funcao relevante quanto a modulacéo da viruléncia de
Candida albicans, devido ao fato dessas substancias alterarem a resposta secretora das células

epiteliais inflamatorias, especificamente IL-1o ¢ IL-1B, as quais sdo secretadas em niveis
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elevados apos a infeccdo fungica, e diminuem significativamente em epitélios infectados com

Candida albicans previamente tratados com enxaguatérios (ARDIZZONI et al., 2018).

De acordo com os resultados do presente estudo, tratando-se de combater bactérias
iniciadoras da carie dentaria (lactobacilos totais e estreptococos do grupo mutans), prefere-se
utilizar a solucdo de CHX. Por outro lado, tratando-se de alteracdo periodontal (estreptococos
totais), ambas solucBes sdo aceitaveis; e para infeccdo fungica, especifico para infec¢do por
Candida albicans, prefere-se utilizar a CHX, uma vez que a eficacia para a PHMB nao foi

favoravel.

2. Influéncia das solucbes de PHMB e CHX sobre a atividade metabolica do biofilme de

microcosmos

A acdo das solugdes de tratamento sobre a AM do biofilme de microcosmos de saliva
foi analisada através da coloracdo com solucdo de resazurina 0,0016% e a partir da producéo
do &cido latico. A presenca de células vivas permite a reducdo do corante de resazurina para
resorufina, processo este que ndo se sabe se ocorre a partir da atividade enzimatica intracelular
ou por meio de reacdo quimica (O’BRIEN et al., 2000), € um método simples, reprodutivel,
custo-efetivo, ndo téxico utilizado para detectar atividade microbiana (PALOMINO et al.,
2002; PETTIT et al.,, 2005). Em relacdo a producdo de acido latico, as amostras ndo

apresentaram resultados relevantes.

Ambas as solucdes apresentam mecanismo de acdo semelhantes através do mau
funcionamento metabodlico bacteriano (KAEHN, 2010). Diante disso, a CHX ndo comercial
(0.06%) e comercial (0.12%) apresentaram maior capacidade de provocar danos na
funcionalidade metabdlica das bactérias, ou seja, diminuicio da AM do biofilme de
microcosmos durante acdo imediata e mediata em até 24h apos aplicagdo dos tratamentos,
respectivamente. Em outro estudo, a CHX também foi capaz de alterar a composicdo e
metabolismo bacteriano, além disso, os autores ressaltaram ainda sobre a importancia de
pesquisar ndo apenas a capacidade antimicrobiana, mas também o efeito dos enxaguatérios
bucais sobre a composicao bacteriana e AM (FERNANDEZ-Y-MOSTAJO et al., 2017).

Sobre a PHMB, a concentragdo ndo comercial (0.1%) provocou maiores danos na
funcionalidade metabdlica bacteriana em ambos os momentos, imediato e mediato,
consequentemente, maior capacidade antimicrobiana, porém, esses achados ndo se

sobressairam aos efeitos da CHX. Diante disso, ressalta-se que o critério de prescrigdo dos
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enxaguatdrios bucais depende da pontualidade da acéo, tempo de uso e indicacdo, tendo em
vista que, para obter pico de acdo no momento da aplicagdo do enxaguatorio bucal, o uso da
CHX 0.06% e PHMB 0.1% sé&o elegiveis. Por outro lado, ao necessitar de acdo prolongada e
progressiva, CHX 0.12% e PHMB 0.1% sdo indicados.

Ao analisar a AM em microrganismos especificos, em um biofilme de S. mutans, a CHX
0.2% foi mais eficaz do que 0.12% (CARDOSO et al., 2011), diferentemente do presente estudo
que foi realizado em microcosmos de saliva. Além disso, a analise foi realizada em diferentes
momentos dentro do periodo menor de 24 horas, fato que pode interferir nos resultados por
conta da substantividade da solug&o, ou seja, quanto maior o intervalo de tempo p6s-tratamento,

maior a acdo da substantividade das solucdes estudadas (CARDOSO et al., 2011).

3. Efetividade das solucdes de PHMB e CHX sobre diferentes camadas do biofilme de

microcosmos

A estrutura do biofilme fornece protecdo para as bactérias, tornando-as menos
suscetiveis a agentes antimicrobianos do que suas contrapartes plancténicas (WILSON, 1996).
Microrganismos localizados em camadas mais internas do biofilme apresentam maior
resisténcia as solucdes antimicrobianas, devido a escassez de espaco intercelular, matriz
extracelular (DIGE, GRONKJAER, NYVAD, 2014) e baixas concentracdes de oxigénio e
nutrientes (ANDERSON, O'TOOLE, 2008; TARASZKIEWICZ et al., 2013;), o que
proporciona a diminuicao do perfil metabélico das células viaveis (MENDEZ, 2017). Sabendo-
se que o biofilme é uma estrutura tridimensional que apresenta volume distinto em diferentes
camadas, a a¢do dos enxaguatorios bucais foi analisada considerando o biofilme inteiro e suas

camadas externa, média e interna.

A atividade antimicrobiana dos enxaguatorios testados ndo apresentou relevancia clinica
no momento imediato apds a aplicacdo dos tratamentos sobre as diferentes camadas do
biofilme. Em contrapartida, para 0 momento mediato, considerando a substantividade, a CHX
comercial (0.12%) mostrou maior efetividade antimicrobiana no biofilme inteiro e nas camadas
média e interna, desta forma, maior potencial para atingir 0s microrganismos considerados
resistentes presentes nas camadas mais internas do biofilme. Enquanto a concentragdo néo

comercial (0.06%) apresentou-se favoravel para a camada mais superficial do biofilme.

Tratando-se da PHMB, a concentragdo ndo comercial (0.1%) apresentou maior
substantividade quando comparada a concentracdo comercial (0.2%) para o biofilme inteiro e
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nas camadas externa e média, enquanto a PHMB 0.2% apresentou melhor efetividade na
camada interna do biofilme. Assim como a CHX, a concentra¢do comercial da PHMB (0.2%)
também se mostrou favoravel contra os microrganismos considerados resistentes da camada
interna do biofilme. Ambas as solu¢des de PHMB 0.1% e CHX 0.12% apresentaram atividade
antimicrobiana e substantividade favoravel ao analisar o biofilme inteiro. Por outro lado, as
solugédo ndo comerciais de PHMB (0.1%) e CHX (0.06%) apresentaram maior substantividade

aos microrganismos da camada superficial do biofilme.

Em nossa busca em bases de dados ndo foram encontrados estudos cientificos sobre a
efetividade antimicrobiana dessas solucdes em diferentes camadas do biofilme. No entanto,
sobre a substantividade, diferentemente do presente estudo, Chandki, Nikhil e Kalyan (2020)
relataram maior substantividade da PHMB 0.2% do que CHX 0.2% em substrato de dentina
humana, mostrando que a PHMB pode ser uma alternativa para CHX na irrigacdo de canais
radiculares. Em contrapartida, ao analisar diferentes concentragcdes da CHX como irrigante de
canal radicular, a maior concentracdo apresentou maior substantividade (2.0%>1.0%>0.1%)
(MAHENDRA et al., 2014), corroborando com o presente estudo, em que a CHX 0.12%

apresentou maior substantividade do que CHX 0.06%.

A importancia de inibir a formacao do biofilme inicial, torna-se favoravel por evitar a
formacdo do biofilme maduro (WEI, CAMPAGNA, BOBEK, 2006), assim, a escolha de um
enxaguatério bucal, ao analisar o biofilme estruturalmente, deve considerar sua caracteristica
antimicrobiana. Desta forma, a presenca de um biofilme inicial, com estruturas planctonicas
localizadas mais superficialmente, os enxaguatorios de PHMB e CHX em concentracdes ndo
comerciais (0.1% e 0.06%, respectivamente) sdo elegiveis, enquanto, para um biofilme maduro
com estruturacdo ja estabelecida e presenca de camadas mais robustas, as solucdes de PHMB e
CHX em concentragdes comerciais (0.2% e 0.12%, respectivamente) sdo favoraveis.

4. Efetividade das solugdes de PHMB e CHX sobre a viabilidade de células vivas, matriz

extracelular e polissacarideos extracelulares

A efetividade da solugOes testadas foi mensurada quantitativamente com base na
viabilidade de células vivas do biofilme de microcosmos. Ambas as concentragdes de PHMB
proporcionaram a menor viabilidade dessas células, ou seja, maior efetividade antimicrobiana
pontual no momento pos-tratamento, sobressaindo-se a solugdo ndo comercial (0.1%), seguida

da comercial (PHMB 0.2%), enquanto a CHX nao comercial (0.06%) se mostrou menos eficaz.
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Diferentemente de outros estudos (ROSIN, et al. 2002; NASCIMENTO et al., 2008), nos quais
0s enxaguatorios a base de PHMB ndo foram téo eficazes quanto aqueles a base de CHX
(ROSIN, et al. 2002; NASCIMENTO et al., 2008), sendo que a CHX 0.12% mostrou melhor
desempenho na reducdo de bactérias intraorais (NASCIMENTO et al., 2008). A solucdo de
PHMB (0.35%) testada por Nascimento et al. (2008), apresentava concentracdo acima da
solugéo comercial (0.2%) testada no presente estudo, sendo que a PHMB 0.35% apresentou
valores de diluicdo inibitoria maxima mais baixos do que os enxaguatorios a base de CHX
0,12% (NASCIMENTO et al., 2008), o que torna a PHMB uma alternativa a CHX, uma vez
que devido a toxicidade baixa e boa compatibilidade tecidual, 0 uso em concentracGes maiores
é possivel (KALLENBERGER, KALLENBERGER, WILLENEGGER, 1991, KRAMER,
ADRIAN, ADAM, 1993; KUHL, KRAMER, MOLL, 1994; WELK et al., 2005;).

Ao avaliar a substantividade sobre a viabilidade de células vivas, a CHX comercial
(0.12%) se destacou, enquanto a concentracdo ndo comercial (0.06%) apresentou menor
desempenho e maior viabilidade de células vivas. As solucdes de PHMB apresentaram
parametros de viabilidade celular mais elevados do que o grupo controle, supondo-se
contaminagédo dessas amostras. Ndo foram encontrados estudos que abordassem a viabilidade
de células vivas sobre a substantividade das duas solugdes testadas.

A ME possui importante papel no comportamento microbiano coletivo e viruléncia,
assim como na tolerancia aos antimicrobianos (HOBLEY et al., 2015; LEBEAUX, GHIGO,
BELOIN, 2014; FLEMMING et al., 2016). As propriedades estruturais e bioquimicas da matriz
do biofilme podem fornecer protecéo as bactérias, a medida que interferem nos mecanismos de
adesdo de superficie, heterogeneidades espaciais e quimicas, interacGes sinérgicas /
competitivas, fatores que podem prejudicar o alcance dos enxaguatorios bucais na estrutura do
biofilme, desencadeando maior tolerdncia aos antimicrobianos (XIAO et al., 2012;
FLEMMING et al., 2016; LIU et al., 2016). Em biofilmes associados a carie dentéria, 0s
principais componentes da matriz sdo polissacarideos, particularmente glucanos derivados de
S. mutans (BOWEN, KOO, 2011).

A efetividade dos enxaguatorios bucais mediada quantitativamente pela ME é observada
de acordo com o volume dessa ME, sendo que, a solu¢do que proporciona a degradacdo da
estrutura do biofilme, permite maior alcance das solucgdes no biofilme, torna-o menos tolerante
aos antimicrobianos e, consequentemente, maior efetividade antimicrobiana (XIAO et al.,
2012; FLEMMING et al., 2016; LIU et al., 2016). No momento imediato pds-tratamentos, a
solugéo de PHMB comercial (0.2%), seguida da ndo comercial (0.1%), proporcionaram maior
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degradacdo da ME, permitindo maior penetragdo no biofilme, a fim de exercer efetivamente
sua fungdo antimicrobiana, enquanto a solucdo de CHX n&o comercial (0.06%) se mostrou
menos eficaz na degradacdo dessa estrutura do biofilme. Quanto a substantividade, o0s
enxaguatorios testados ndo apresentaram relevancia clinica sobre a degradacdo da ME do
biofilme. Ndo foram encontrados estudos cientificos avaliando a degradacdo da ME pelas
solugdes de PHMB e CHX.

Os PECs sdao metabdlitos processados pelas bactérias do biofilme e sua producao
depende da disponibilidade de substrato, a sintese e secrecdo de materiais extracelulares,
cisalhamento, dentre outros (BOWEN, KOO, 2011). Interferem diretamente na adesao-coesao
bacteriana, pela aderéncia microbiana a superficie, e adesdo célula-célula, a medida que forma
uma matriz polimérica que proporciona maior estabilidade mecénica do biofilme (FLEMMING
et al., 2016; BOWEN et al., 2018). Desta forma, permite que as células se organizem em
ecossistemas multicelulares coesos com interacGes que cooperam ou divergem dentro de um
meio quimico-fisico heterogéneo, favorecendo um ambiente com diferentes potenciais
patogénicos (FLEMMING et al., 2016). Apesar do biofilme da céarie dentaria apresentar
caracteristicas acidogénicas e espécies aciduricas, 0s S. mutans s&o os principais produtores dos
PECs, sendo esses microrganismos produtores de acidos metabdlitos, além de acumular
estoques de glicogénio e sintetizar PEC, favorecendo a formacdo de um biofilme de dificil
controle (FORSSTEN, BJORKLUND, OUWEHAND, 2010).

A efetividade dos enxaguatorios bucais testados ndo apresentaram resultados relevantes
no momento imediato apo6s a aplicacdo das solucdes sobre os metabdlitos produzidos pelo
biofilme de microcosmos. Por outro lado, a PHMB nédo comercial (0.1%) apresentou maior
substantividade sobre os PECs produzidos pelo biofilme, ou seja, proporcionando menor
estabilidade mecénica do biofilme, fato que favorece maior efetividade antimicrobiana,
enquanto a CHX ndo comercial (0.06%) se mostrou menos eficaz. E importante ressaltar que
ocorre uma ligagdo entre os PEC e os antimicrobianos catidnicos, como clorexidina e peptideos
antimicrobianos, o que evita a penetra¢do nas camadas mais internas do biofilme (XIAO et al.,
2012; LIU et al.,, 2016), sendo a PHMB também classificada como um antimicrobiano

cationico.

As solucgdes de PHMB sdo alternativas quanto a aplicabilidade de enxaguatdrios bucais
com acdes pontuais e imediatas, dependendo do foco da aplicabilidade, opta-se pela
concentragdo comercial (0.2%) ou ndo comercial (0.1%). Como a solucdo de PHMB apresenta
baixa toxicidade e boa compatibilidade tecidual, em comparagdo com a clorexidina
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(KALLENBERGER, KALLENBERGER, WILLENEGGER, 1991; KRAMER, ADRIAN,
ADAM, 1993; KUHL, KRAMER, MOLL, 1994), ¢é possivel a utilizacdo da PHMB em
concentracdes ainda maiores. Parece promissor combinar a PHMB com outros agentes, a fim
de testar os efeitos antimicrobianos sinérgicos (WELK et al., 2005). Sobre a substantividade, a
efetividade da CHX em concentragdo comercial (0.12%) se sobressai, em contrapartida, sua
concentracdo ndo comercial (0.06%) ndo se apresentou favordvel em ambos 0s momentos, tanto

para substantividade, quanto para acdo pontual e imediata.

O presente estudo apresentou limitagGes sobre 0 momento de avaliagdo, o qual apenas
dois momentos ap0s os tratamentos com 0s enxaguatdrios bucais testados foram mensurados,
ndo apresentando parametros de comparacéo progressivo ao longo do periodo pds-tratamentos
a fim de acompanhar esses resultados. Além disso, estudos in vivo sdo necessarios para elucidar

0s achados deste estudo.
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7 CONCLUSAO

As solucbes de PHMB apresentaram efeito antimicrobiano promissores no momento
pontual e imediato ap6s o tratamento sobre microrganismos cariogénicos, os estreptococos do
grupo mutans e os lactobacilos totais; e sobre a estrutura do biofilme de microcosmos de saliva,
proporcionando a degradacdo da matriz extracelular e reducdo dos polissacarideos
extracelulares. No entanto, o enxaguatorio de CHX se sobressaiu quanto ao efeito da
substantividade sobre a ecologia de biofilmes de microcosmos salivares. Diante disso, a
caracterizacdo da acdo desses enxaguatdrios bucais torna-se importante para avaliar sua
aplicabilidade, considerando o mecanismo e periodo de acéo de cada substancia, com base no

diagnostico prévio e finalidade de tratamento no uso dessas solugdes.
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Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.769.245

Apresentagao do Projeto:

Diversos enxaguatérios bucais tém sido estudado, dentre eles, a clorexidina (CHX) foi estabelecida como
padrdo-ouro, apesar dos seus efeitos adversos locais. Como alternativa, a biguanida de polihemetileno
(PHMB) a 0,2% tem demonstrado capacidade antimicrobiana comparavel a CHX em estudos in vivo e in
vitro em modelo de biofilme monoespécie. No entanto, esse efeito antimicrobiano da PHMB a 0,2% em um
modelo de biofilme de microcosmos de saliva, nunca foi estudado. Portanto, o objetivo desta pesquisa sera
analisar e comparar o efeito de diferentes concentragdes da solugdo antimicrobiana de PHMB com a CHX
sobre biofilme de microcosmos. Para a formagéo do inéculo, sera coletada a saliva de 3 individuos
saudaveis, que apds filtrada serdo utilizadas para preparar um POOL microbiolégico e misturada com
glicerol a 60% para estocagem. Posteriormente, a saliva artificial de McBain modificada com sacarose sera
utilizada como meio de crescimento do indculo para formagéo do biofilme. Amostras (4 mm x 4 mm) de
esmalte bovino (n=90) serdo preparadas para a formagao do biofilme microcosmo com 5 dias de
crescimento, para posteriormente ser tratado com as concentragdes de PHMB a 0,2% e 0,1%, e CHX
a0,12% e 0,06% (controle positivo) e agua destilada (controle negativo). Os valores de pH dos
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meios serdao mensurados, prévia e tardiamente a aplicagédo das solugdes antimicrobianas. Apés o
tratamento, a avaliagdo sera imediata e tardia (24h apés o tratamento) quanto ao perfil do biofiime(Unidades
Formadoras de Colénias), as concentragdes de L-lactato determinadas pelo método espectrofotométrico
enzimatico e as bactérias vivas e mortas em biofilme intacto serdo evidenciadas por microscopia confocal de
varredura a laser. Os dados serdao submetidos a analise estatistica apropriada (teste paramétrico ou nao
paramétrico, p<0,05).

Objetivo da Pesquisa:
Avaliar e comparar o efeito antimicrobiano da solugéo de polihexidina (PHMB) com a do digluconato de

clorexidina (CHX) sobre a viabilidade de biofilme de microcosmos formado sobre dente bovino.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Os riscos e beneficios foram revisados apropriadamente.

Riscos:

A participagdo nesta pesquisa acarretara em risco minimo, que acontecera caso apresente leve desconforto
devido ao cansago no momento da coleta. O dispositivo de parafina ira facilitar produgéo salivar e acelerar o
tempo de coleta, promovendo conforto fisico e psicolégico ao participante. O fato de nao realizar a higiene
bucal por 24 horas ndo aumentara o risco a carie dentaria ou gengivite. Toda saliva que nao for utilizada
sera descartada no lixo contaminado do laboratério.

Beneficios:

A pesquisa gerara beneficio com maior conhecimento cientifico sobre o efeito antimicrobiano das solugdes
em teste em biofilme de microcosmos, o que podera gerar novas op¢des na prevencgao de infecgdes bucais,
assim como fomentar pesquisas clinicas sobre a agéo das solugdes em cavidade bucal.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
nédo ha nenhum impedimento ético na realizagdo da pesquisa.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Os termos de aquiescéncia do CIP, de anuéncia da CPG assim como a carta de encaminhamento do
Departamento foram corretamente preparados e anexados a PB. O nome do professor responsavel foi
adicionado aos documentos requisitados (termo de compromisso e TCLE). Os riscos da pesquisa foram

revisados.
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Recomendacgoes:
Nenhuma

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Nenhuma

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Esse projeto foi considerado APROVADO na reunido ordinaria do CEP de 13/11/2019, com base nas
normas éticas da Resolugcdo CNS 466/12. Ao término da pesquisa o CEP-FOB/USP exige a apresentacao
de relatério final. Os relatérios parciais deverao estar de acordo com o cronograma e/ou parecer emitido
pelo CEP. Alteragdes na metodologia, titulo, inclusdo ou exclusdao de autores, cronograma e quaisquer
outras mudangas que sejam significativas deverao ser previamente comunicadas a este CEP sob risco de
nao aprovacgao do relatério final. Quando da apresentacéo deste, deverdo ser incluidos todos os TCLEs e/ou
termos de doagdo assinados e rubricados, se pertinentes.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 28/11/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1448857 .pdf 17:18:20
Outros CartaRespostaParecer.pdf 28/11/2019 | CAROLINE GOMES | Aceito

17:17:14 |CARVALHO
Outros AposParecerTermoAnuenciaComissaoP| 28/11/2019 | CAROLINE GOMES | Aceito
G.pdf 16:54:08 | CARVALHO
Outros AposParecerCartaEncaminhamentoDept| 28/11/2019 | CAROLINE GOMES | Aceito
o.pdf 16:49:30 | CARVALHO
Declaragéo de AposParecerTermoAquiescenciaClP.pdf| 28/11/2019 | CAROLINE GOMES | Aceito
Instituicéo e 16:45:19 | CARVALHO
Infraestrutura
Projeto Detalhado / | AposParecerProjetoPesquisa.pdf 28/11/2019 | CAROLINE GOMES | Aceito
Brochura 16:33:07 | CARVALHO
Investigador
Declaragéo de AposParecerDeclaracaoCompromissoP | 28/11/2019 | CAROLINE GOMES | Aceito
Pesquisadores esq.pdf 16:30:33 | CARVALHO
Cronograma AposParecerCRONOGRAMA . pdf 28/11/2019 | CAROLINE GOMES | Aceito
16:27:20 |CARVALHO
TCLE / Termos de |AposParecerTCLE.pdf 28/11/2019 | CAROLINE GOMES | Aceito
Assentimento / 16:25:49 |CARVALHO
Justificativa de
Auséncia

Endereco: DOUTOR OCTAVIO PINHEIRO BRISOLLA 75 QUADRA 9

Bairro: VILA NOVA CIDADE UNIVERSITARIA CEP: 17.012-901
UF: SP Municipio: BAURU
Telefone: (14)3235-8356 Fax: (14)3235-8356 E-mail: cep@fob.usp.br
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Platafor
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USP
Continuagéo do Parecer: 3.769.245
Outros Checklist_Caroline.pdf 23/10/2019 |CAROLINE GOMES | Aceito
17:28:07 | CARVALHO
Folha de Rosto Folha_rosto_Caroline.pdf 23/10/2019 |CAROLINE GOMES | Aceito
17:26:40 | CARVALHO
Outros DOCUMENTO_CEUA .pdf 15/10/2019 |CAROLINE GOMES | Aceito
16:16:18 | CARVALHO
Orgamento ORCAMENTO.pdf 08/10/2019 | CAROLINE GOMES | Aceito
10:17:04 | CARVALHO

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

BAURU, 13 de Dezembro de 2019

Assinado por:

Ana Lucia Pompéia Fraga de Almeida
(Coordenador(a))

Endereco: DOUTOR OCTAVIO PINHEIRO BRISOLLA 75 QUADRA 9

Bairro: VILA NOVA CIDADE UNIVERSITARIA CEP: 17.012-901
UF: SP Municipio: BAURU
Telefone: (14)3235-8356 Fax: (14)3235-8356 E-mail: cep@fob.usp.br
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ANEXO Il — Comissao de Etica no Uso de Animais

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Odontologia de Bauru

PROTOCOLO DE RECEBIMENTO DO FORMULARIO
PARA REGISTRO DE PROTOCOLOS EFETUADOS COM
CADAVERES, OU PARTE DELES, EM ENSINO E/OU
PESQUISA

Comisséo de Etica no Uso de Animais

Uso exclusivo da CEUA/FOB/USP
Reg. N°023/2019

Reoebidp):m: 1\5/10/2019
: \Qij&/

Maristela Petenuci Ferrari
Secretaria da CEUA — SRTE 53052

Finalidade: Pesquisa
Periodo: Dez/2019 a Mar/2021
Titulo da pesquisa: AvaliagZo do efeito antimicrobiano da biguanida de polihexametileno (PHMB)

comparada com digluconato de clorexidina (CHX) sobre um biofilme de

microcosmos de saliva: Estudo in vitro

Pesquisador Responsavel: Profa. Dr. Paulo Sérgio da Silva Filho
Pesquisador Executor: Caroline Gomes Carvalho
Colaboradores: Prof. Dr. Thiado Cruvinel da Silva, Daniela Alejandra Cusicanqui Méndez

Nota Fiscal/Termo de Doagao Dental Brasil Produtos Odontolégicos Eireli - NF-e N° 000.028.734 Série
001 (15 dentes) / NF-e N° 000.029.081 Série 001 (10 dentes) / NF-e N°
000.000.012 Série 1 (20 dentes)

Total adquirido: (15 + 10 + 20) 45

N° Lote / Data do Abate NF-e N° 000.028.734 Série 001 - lotes n°s 01, 02, 03, 04 e 05 / abate em:
15/04/2019 / NF-e N° 000.029.081 Série 001 - lotes n® 01, 02, 03, 04 e 05 / abate em: 15/04/2019 / NF-e N°

000.000.012 Série 1 - lotes 01, 02, 03 e 04 / abate em: 19/08/2019
N° utilizados / N° de grupos: 45 /10 grupos (9 blocos de esmalte)

Al. Dr. Octévio Pinheiro Brisolla, 9-75 — Bauru-SP — CEP 17012-101 - C.P. 73
e-mail: ceepa@fob.usp.br — Fone/FAX (0xx14) 3235-8356

http://www.fob.usp.br
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Anexo Il - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Pagina 1de 3

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Odontologia de Bauru

Departamento de Cirurgia, Estomatologia,

Patologia e Radiologia

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Caro aluno(a) da Pés-graduagdo em Ciéncias Odontolégicas Aplicadas da Faculdade de
Odontologia de Bauru (FOB-USP), através deste termo, convido-lhe a participar do projeto de
pesquisa intitulado “Avaliagcdo do efeito antimicrobiano da biguanida de polihexametileno (PHMB)
comparada com digluconato de clorexidina (CHX) sobre um biofime de microcosmos de saliva:
Estudo in vitro”. Apos ser esclarecido(a) sobre as informagdes a seguir, caso aceite o convite, assine
no final do documento, que estd escrito em duas vias, sendo uma via sua e a outra via do
pesquisador responsavel. Vocé podera se recusar a participar da pesquisa ou retirar seu
Consentimento Livre e Esclarecido em qualquer fase da pesquisa, sem nenhum prejuizo para o(a)
senhor(a).

A pesquisa tem o objetivo de avaliar o efeito de diferentes solugdes antimicrobianas sobre a
viabilidade de um biofilme com bactérias o qual sera conduzido no laboratério do Centro Integrado de
Pesquisa da FOB-USP. Esta pesquisa sera realizada por mim (Caroline Gomes Carvalho) e Prof.
Paulo Sérgio da Silva Santos (FOB-USP). E importante destacar que de acordo com o item IV.6.b da
resolugdo 466/12 vocé tera garantida a liberdade do consentimento para a participagdo ou ndo na
pesquisa, sem qualquer represdlia. Portanto, garantimos que ndo sera coagido e nem sofrera
restricdes de suas atividades usuais.

Para essa pesquisa, sera necessaria a coleta de saliva. O periodo de coleta sera no turno
matutino, em data a ser agendada. Vocé sera orientado a ndo escovar os dentes, nem fazer uso de
nenhum tipo de bochecho com flior ou agente antiplaca por um periodo de 24h anteriores a coleta,
sendo que 2h antes da coleta, vocé ndo podera fazer a ingestdo de nenhum tipo de alimento. E entédo
sera coletada a saliva, de forma que vocé ira expectorar 25 mL em um recipiente plastico no prazo
maximo de 30 minutos. A saliva coletada sera guardada em um frasco de plastico, transportado em
gelo e estocado em um congelador. Todo o procedimento deve demorar aproximadamente 20
minutos. Em seguida, vocé recebera uma escova e um dentifricio para realizar a higiene bucal
orientada pelos pesquisadores. No laboratério, os micrébios da sua saliva serdo colocados sobre
dentes de boi, com a intengcdo de estudarmos a eficacia de solugdes antimicrobianas em
microrganismos. Todo o material coletado que néao for utilizado sera descartado no lixo contaminado
do laboratério.

A participacdo nesta pesquisa acarretara em risco minimo, que acontecera no caso de vocé
apresentar desconforto devido ao cansago durante a coleta e sensacdo de falta de limpeza nos
dentes pelo curto periodo em que nao fara higiene oral. Os riscos serdo minimizados pela mastigagcao
de parafina para facilitar produgéo e acelerar a coleta de saliva, e assim promover conforto fisico e
psicolégico para vocé. Destaca-se ainda que o fato de ficar 24h sem escovar os dentes também nao
aumenta o risco a carie dentdria ou gengivite, e que ao final da coleta sera fornecido material para
sua higiene oral. Toda saliva coletada que ndo for utilizada sera descartada no lixo contaminado do
laboratério.

Os beneficios para vocé estdo relacionados ao diagnéstico da presenca e quantidade de
micrébios dentro da sua cavidade bucal, acompanhamento das condicdes de saude bucal e
orientagdo da técnica correta de escovacao, baseado na qualidade e quantidade de microrganismos
encontrados. A coleta da saliva sera auxiliada por mim.

Os gastos gerados por este estudo ficardo a cargo do pesquisador responsavel pelo projeto.
Ressalta-se que ndo esta sendo considerado nenhum pagamento ou recompensa material pela sua
participacdo nesse estudo. Vocé tera garantido o direito a indenizagdo compensatéria caso fique
comprovado que a sua participagdo acarretou algum problema. Se vocé for convocado a vir a
FOB/USP exclusivamente para a realizagdo da pesquisa, vocé tera direito a custeio do custo de

Al. Dr. Octavio Pinheiro Brisolla, 9-75 — Bauru-SP — CEP 17012-901 - C.P. 73
e-mail: luciana@fob.usp.br — Fone/FAX (0xx14) 3235-8258
http//www.fob.usp.br
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transporte. Vocé ndo precisara passar por nenhum outro tipo de procedimento adicional. Ira ser
utilizado apenas saliva. Sua participagdo é totalmente voluntdria, deixando claro a néo
obrigatoriedade quanto a doagdo do material.

A pesquisa gerara beneficio com maior conhecimento cientifico sobre o efeito antimicrobianos
das solugbes em teste em um meio que apresenta maior proximidade com a cavidade bucal, o que
podera gerar novas opgdes na prevencdo de infecgdes bucais, assim como fomentar pesquisas
clinicas sobre o assunto.

Vocé podera se recusar a assinar este termo para a ndo participagdo na pesquisa € mesmo
apos assinar este termo, caso mude de idéia e queira retirar seu consentimento em qualquer fase da
pesquisa, podera fazé-lo sem nenhuma represdlia. Toda a pesquisa sera realizada com sua
identificacdo completamente preservada. O direito a indenizagdo |lhe sera permitido, caso ocorra
algum dano decorrente da sua participagdo nesta pesquisa. Caso necessite de ajuda financeira para
participar desta pesquisa (no caso, transporte da sua residéncia a FOB e vice-versa, para a coleta de
saliva) ela podera ser ressarcida pelo pesquisador.

Qualquer duvida ou maiores esclarecimentos vocé podera recorrer a qualquer um dos
membros da equipe do projeto (Departamento de Cirurgia, Estomatologia, Patologia e Radiologia - 14
3235-8258) ou o pesquisador responsavel Paulo Sérgio da Siva Santos (e-mail
paulosss@fob.usp.br). Caso possua preocupagdes quanto aos seus direitos como participante deste
estudo, ou queira fazer denuncias e/ou reclamagdes quanto a condugdo do mesmo, sinta-se a
vontade para procurar o Comité de Etica em Pesquisa, da Faculdade de Odontologia de Bauru/USP,
Alameda Dr. Octavio Pinheiro Brisolla, 9-75, telefone (14)3235-8356 ou e-mail: cep@fob.usp.br e a
forma de contato com CONEP — Endereco: Esplanada dos Ministérios, Bloco G, Anexo B. Sala 104B,
telefone: (61) 3315-5878, e-mail: cns@saude.gov.br.

Rubrica do Pesquisador Responsavel:

Al. Dr. Octavio Pinheiro Brisolla, 9-75 — Bauru-SP — CEP 17012-901 - C.P. 73
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Pelo presente instrumento  que atende as exigéncias  legais, o Sr. (a)

portador da cédula de identidade , apos leitura minuciosa das informagdes
constantes neste TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO, devidamente explicada
pelos profissionais em seus minimos detalhes, ciente dos servicos e procedimentos aos quais sera
submetido, ndo restando quaisquer duvidas a respeito do lido e explicado, DECLARA e FIRMA seu
CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO concordando em participar da pesquisa proposta. Fica
claro que o participante da pesquisa, pode a qualquer momento retirar ssu CONSENTIMENTO LIVRE
E ESCLARECIDO e deixar de participar desta pesquisa e ciente de que todas as informacgdes
prestadas tornar-se-do confidenciais e guardadas por forga de sigilo profissional (Cap. I, Art. 9° do
Cédigo de Etica Odontoldgica (Res. CFO-118/2012).

Por fim, como pesquisador(a) responsavel pela pesquisa, DECLARO o cumprimento do disposto na
Resolugdo CNS n° 466 de 2012, contidos nos itens IV.3 e IV.5.a e na integra com a resolugdo CNS n°
466 de dezembro de 2012.

Por estarmos de acordo com o presente termo o firmamos em duas vias igualmente validas (uma via
para o participante da pesquisa e outra para o pesquisador) que serdo rubricadas em todas as suas
paginas e assinadas ao seu término, conforme o disposto pela Resolugdo CNS n° 466 de 2012, itens

IV.3.felV5.d.
Bauru, SP, de de
Assinatura do Participante da Pesquisa Prof. Paulo Sérgio da Silva Santos

Responsavel Principal

O Comité de Etica em Pesquisa — CEP, organizado e criado pela FOB-USP, em 29/06/98 (Portaria
GD/0698/FOB), previsto no item VIl da Resolugdo CNS n° 466/12 do Conselho Nacional de Saude do
Ministério da Saude (publicada no DOU de 13/06/2013), € um Colegiado interdisciplinar e
independente, de relevancia publica, de carater consultivo, deliberativo e educativo, criado para
defender os interesses dos participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade e para
contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrées éticos.

Qualquer denuncia e/ou reclamagao sobre sua participagdo na pesquisa podera ser reportada a este
CEP:

Horario e local de funcionamento:

Comité de Etica em Pesquisa

Faculdade de Odontologia de Bauru-USP - Prédio da Pés-Graduagéo (bloco E - pavimento superior),
de segunda a sexta-feira (em dias Uteis), no horario das 14hs as 17h30.

Alameda Dr. Octavio Pinheiro Brisolla, 9-75

Vila Universitaria — Bauru — SP — CEP 17012-901

Telefone/FAX(14)3235-8356

e-mail: cep@fob.usp.br
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