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RESUMO

A cavidade bucal constitui um sitio anatémico peculiar. Suas caracteristicas
permitem o desenvolvimento de uma comunidade microbiana tipica, bastante
diversificada e que se altera durante os diferentes periodos da vida tendendo, como
microbiota residente, a um estado de equilibrio que resulta na manutencdo da
saude.Entretanto, caso esse equilibrio seja quebrado, a microbiota pode se portar
como agressora oportunista ou deixar de exercer seu efeito barreira contra
microrganismos exégenos potencialmente patogénicos. E nesse contexto que a
utilizagcdo de enxaguantes bucais com agédo antimicrobiana, os antissépticos, ganha
importancia frente a possibilidade desses produtos estarem contribuindo para a
alteracdo da microbiota bucal. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar
comparativamente a ocorréncia de bactérias de interesse clinico na cavidade bucal
indicadoras de desequilibrio microbiano e tragar um perfil clinico-epidemioldgico dos
individuos que fazem uso regular desses enxaguantes. Os voluntarios foram
submetidos a inspe¢ao da cavidade bucal visando a analise de suas condigdes de
saude. As informacgdes obtidas foram registradas em uma Ficha Clinica. Apds serem
submetidos a uma triagem os voluntarios deram origem aos dois grupos de estudo:
o Grupo Controle (n=15) constituido pelos participantes nao usuarios de
antissépticos bucais e o Grupo Teste (n=15), constituido por usuarios regulares de
de tais produtos, ou seja, aqueles que utilizam o produto pelo menos 1 vez por dia,
todos os dias. Amostras de saliva estimulada foram submetidas a analises
dependentes de cultivo para avaliar os microrganismos presentes. Placas com
crescimento viavel tiveram seus morfotipos quantificados e caracterizados de acordo
com sua macro morfologia e foram posteriormente, identificados por testes
bioquimicos convencionais. Foram observadas diferencas no perfil clinico-
epidemioldgico entre os participantes dos diferentes grupos.Trinta e dois morfotipos
foram caracterizados, mantendo-se a prevaléncia de microrganismos gram-positivos
sobre 0s organismos gram-negativos. Tais morfotipos foram agrupados em 05
grupos bacterianos que demonstraram ocorréncias comuns entre os grupos de
estudo e uma distribuicdo diferenciada pelo uso de antissépticos. Os resultados
encontrados permitem sugerir que a utilizacdo regular de antissépticos altera a
microbiota bucal uma vez influéncia na distribuicdo dos grupos bacterianos. Tal
alteracao pode influenciar no mecanismo de regulagcdo saude x doenga e resultar em
processos infecciosos tanto por colonizacdo de espécies exdgenas como por
proliferacdo de espécies residentes.

Palavras chaves: Enxaguante bucal. Microbiota bucal. Diversidade.



ABSTRACT

The buccal cavity constitutes a peculiar anatomical site. Its characteristics allow the
development of a typical microbial community, which is very diversified and that
changes during the different periods of life, tending, as a resident microbiota, to a
state of equilibrium that results in the maintenance of health. However, in case this
equilibrium is broken, the microbiota may behave as an opportunistic aggressor or
fail to exert its barrier effect against potentially pathogenic exogenous
microorganisms. It is in this context that the use of mouthwashes with antimicrobial
action gains importance because the possibility of these products are contributing to
the alteration of the oral microbiota Thus, the objective of this study was to evaluate
the occurrence of bacteria of clinical interest in the oral cavity indicative of microbial
disequilibrium and to draw a clinical-epidemiological profile of individuals who
regularly use mouthwashes. The volunteers were submitted to the inspection of the
oral cavity aiming at the analysis of their health conditions. The information obtained
was recorded in a Clinical Record. After being screened the volunteers gave rise to
the two study groups: the Control Group (n = 15) consisting of non-rinsing
participants and the Test Group (n = 15), consisting of regular users of much,
namely, those that use the product at least 1 time a day, every day. Stimulated saliva
samples were collected and to analyses to assess cultivation-dependent
microorganisms present. Viable growth plates had their morph types quantified and
characterized according to your macro morphology. The identification of major
groups performed using conventional biochemical tests. The observed differences in
the clinical-epidemiological profile among the participants of the different groups.
Thirty-two morphotypes were characterized, maintaining the prevalence of gram-
positive microorganisms on gram-negative organisms. These morphotypes were
grouped in 05 bacterial groups that demonstrated common occurrences between the
study groups and a differentiated distribution by the use of rinsers. The results
suggest that the regular use of rinses changes the oral microbiota once it influences
the distribution of bacterial groups. Such alteration may influence the regulation
mechanism of health x disease and result in infectious processes both by
colonization of exogenous species and by proliferation of resident species.

Keywords: Mouth rinse. Buccal microbiota. Diversity.
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1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A cavidade bucal constitui um sitio anatdbmico peculiar no organismo
humano. Suas caracteristicas biolégicas permitem o desenvolvimento de uma
comunidade microbiana tipica, bastante diversificada e que se altera durante os
diferentes periodos da vida tendendo, como microbiota residente, a um estado de
equilibrio que resulta na manutencao da saude. Entretanto, caso esse processo de
equilibrio sofra uma ruptura, a microbiota pode se portar como agressora oportunista
(carater anfibidntico) ou deixar de exercer seu efeito barreira contra microrganismos
potencialmente patogénicos exdgenos. No desequilibrio, os microrganismos bucais
sdo potencialmente patogénicos para infecgdes locais ou sistémicas oportunistas. A
modulagdo da microbiota no desequilibrio pode resultar em alteragdes clinicas
relacionadas a doengas como carie e doengas periodontais, além de complicagbes
clinicas do trato gastrointestinal, como a Doen¢a de Crhon e Carcinoma de Células
Escamosas, por exemplo.

De maneira geral, o uso de substancias com potencial de auxiliar na
prevencdo e no tratamento de quadros infecto-inflamatérios nas gengivas e nos
dentes remonta 4000 anos a.C. Porém, foi sé na atualidade que o uso desses
produtos se tornou popular. Historicamente, o uso de enxaguantes bucais foi
preconizado como coadjuvante no controle da populagdo microbiana na cavidade
bucal em situagcbes relacionadas a falta de habilidade fisica ou deméncias
debilitantes em individuos na comunidade que resultavam no uso inadequado do
binbmio fio dental-escova, em situagbes pré e pos-cirurgicas com alto risco de
contaminagdo com potencial desenvolvimento de infecgdes e em processos
inflamatoérios na boca. Sendo os enxaguantes um importante aliado na pratica
odontologica promovendo o controle quimico da placa, o seu uso favorece a redugéo
nos niveis de biofiime dental, levando ao controle de doengas relacionadas como
gengivite, caries, dentre outras.

Entretanto, foi fora dos consultérios odontolégicos, os enxaguantes
adquiriram um carater cosmeético passando a ter seu uso estimulado por um extenso
apelo de marketing e sua venda livre. A partir dai, observou-se a incorporagéo
sistematizada de substéncias de carater antimicrobiano em dentifricios e

enxaguantes e o estimulo a seu uso, de maneira indiscriminada, desconsiderando
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os riscos desses de poder exercer um impacto adverso na saude humana e facilitar
a disseminacgao da resisténcia microbiana aos antimicrobianos.

A descoberta de drogas com potencial antimicrobiano e sua introdugéao na
pratica médica representou uma importante redu¢cdo na mortalidade por doencas
infecciosas, nas complicagdes decorrentes de procedimentos cirurgicos, além de
auxiliar no tratamento de pacientes transplantados e imunodeprimidos de maneira
profilatica. Porém, como resposta natural dos microrganismos ao seu uso, decorreu-
se o fendbmeno de resisténcia microbiana a essas substancias. Had quem defenda
que esse fendbmeno ocorreu concomitantemente a descoberta da Penicilina por
Fleming, uma vez que pouco tempo apds sua entrada no mercado, na década de
1940, ja era possivel observar linhagens de Staphylococcus aureus e Escherichia
coli resistentes a essa droga datando assim, o primeiro relato do fenbmeno de
resisténcia ainda no século XX. Entretanto € aceito hoje em dia que a resisténcia
bacteriana aos antimicrobianos seja tdo antigo quanto a evolugédo microbiana dos
mecanismos de antibiose que provavelmente tenham surgido para fins ecologicos de
modulacdo de populagcdes bacterianas e fungicas em ecossistemas complexos,
como ambientes polimicrobianos.

Desde sua instituicdo como arsenal terapéutico, o uso indiscriminado de
substancias com efeitos antimicrobianos e mesmo sua presenga natural no meio
ambiente, elevou a um novo patamar o fendmeno de resisténcia microbiana a
antimicrobianos, muito relacionado a mecanismos complexos de resisténcia cruzada
e co-resisténcia. O uso dessas substancias implica na selegdo de organismos
resistentes que podem tornar-se predominantes em uma populagdo e compartilhar
0s mecanismos genéticos e fisioldgicos de resisténcia aos biocidas com drogas
antimicrobianas de uso terapéutico. Além disso, esses mecanismos podem ser
transferidos para outras bactérias com grande impacto ecoldgico.

A transferéncia horizontal de genes relacionados a expressdo de
mecanismos fisiolégicos de resisténcia entre diferentes espécies bacterianas,
patogénicas ou ndo, assim como a transmissao subsequente dessas bactérias entre
varios hospedeiros e reservatorios ambientais, desempenha um papel importante na
emergéncia e disseminagdo da resisténcia bacteriana. Antes do século XXI, a
resisténcia bacteriana era notada, predominantemente, em ambientes hospitalares;
atualmente, este fenbmeno estd associado a diversos ambientes e setores de

atividade humana como a produgdo de alimentos, e pode atingir individuos
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saudaveis na comunidade. Assim, a resisténcia aos antimicrobianos, enquanto
fendmeno ecoldgico e seus desdobramentos € considerada, nos dias atuais, um
problema mundial de saude publica.

De maneira geral, a resisténcia das bactérias aos antimicrobianos e
biocidas pode ocorrer de maneira intrinseca, ou seja, através de mecanismos
naturais de um género ou espécie, como por exemplo, bactérias Gram positivas ou
Gram negativas que sdo naturalmente resistentes as drogas que interferem na
parede celular ou membrana por n&o atravessarem o peptideoglicano espesso ou a
membrana externa; ou adquirida, geralmente mediada por genes
extracromossomais e disseminada por conjugacao, transdugdo ou transformacao,
com consequente expressao de novos mecanismos fisiolégicos, como sistemas de
efluxo ativo, por exemplo. Ainda, bactérias podem sofrer mutacbes espontaneas e
adquirir resisténcia a uma determinada droga. Tais fendmenos manifestam-se
através de mecanismos globais, geneticamente determinados como a alteragao da
permeabilidade celular ou impermeabilidade, a produgdo de enzimas que degradam,
modificam ou inativam substancias com potencial antimicrobiano, a alteracao do sitio
de agao da droga e o bloqueio ou proteg¢ao do sitio alvo do antibiético.

Uma das questdes levantadas atualmente relaciona-se com a extensao
do fenbmeno em relacdo a resisténcia cruzada de um microrganismo a um
medicamento ao qual ndo foi exposto, resultante da exposigdo prolongada e
aquisicao/desenvolvimento de resisténcia em relagdo a outra substancia como um
biocida.Sob esse ponto de vista, € plausivel aceitar que o uso indiscriminado de
biocidas, sobretudo aqueles a base de metais como o cobre, o mercurio, entre
outros,possa contribuir para a manutencao da pressao seletiva com efeito cruzado a
resisténcia aos antimicrobianos uma vez que, além de compartilhamento de
mecanismos, a pressao exercida por essas substancias favorece a manutencao de
genoma extracromossomal (plasmideos) que podem carregar, além de genes
especificos de detoxificagcdo de metais e biocidas, diversos genes para resisténcia
aos antimicrobianos classicos de uso terapéutico (co-resisténcia). Nesse contexto,
0s enxaguantes bucais a base de substancias antimicrobianas ganham atencao pelo
seu uso corriqueiro, muitas vezes considerado inofensivo por profissionais da area
de saude e pela populagdo em geral.

Do exposto, partindo-se das consideracdes sobre o uso indiscriminado de

antissépticos bucais e seus desdobramentos que incluem a provavel relagdo com a
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resisténcia bacteriana aos antimicrobianos e alteragdes na ecologia do ecossistema
bucal, € proposto este trabalho. De maneira geral, o objetivo é direcionado a
avaliacdo da diversidade bacteriana cultivavel incluindo-se grupos de interesse
clinico-microbiologico tidos como transitérios na cavidade bucal e indicadores de
desequilibrio microbiano em individuos que fazem uso regular de antissépticos

bucais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cavidade bucal e a microbiota associada

Segundo Thomas e Greer (2010) define-se como “Microbiota” uma populagao
de organismos microscopicos que habitam um érgéo do corpo ou parte do corpo de
uma pessoa resultando em uma interacdo harménica. E o carater anfibiéntico dessa
interagdo microrganismos x homem que determina os processos de saude ou
doenca.

O corpo humano apresenta varios sitios anatdmicos que sao colonizados por
microrganismos, porém, cada regido representa um nicho ecologico que sera
colonizado por uma comunidade microbiana distinta (APOLONIO, PAULA e
MACHADO, 2018). Entre as caracteristicas benéficas da microbiota residente na
homesostase, citam-se a modulagdo do sistema imunoldgico, a barreira a
colonizagédo de patdgenos, a producdo de substancias utilizaveis pelo hospedeiro e
a degradacgao de produtos toxicos. Na boca, a presenca de mais de 700 espécies de
bactérias constitui um relevante recurso de defesa, pois dificulta a implantacao de
espécies patogénicas estranhas a essa microbiota (GAO Z et al., 2007, FREDRICKS
D.N, 2001 e DE LORENZO, J. L. 2004).

Fatores genéticos e ambientais parecem modular a composigdo da
microbiota. Neste sentido, qualquer fator externo que possa alterar o equilibrio da
microbiota, tal como a dieta ou o tratamento com antimicrobianos, deve ser
considerado como potencial para o desequilibrio e perda, concomitante das
propriedades benéficas destes microrganismos anfibionticos (KOSIEWICZ MM et.al.,
2011). Na boca, a microbiota bucal contribui para o desenvolvimento do sistema
imune, exerce seu efeito barreira, dentre outras caracteristicas, permitindo a
colonizagao equilibrada de grande variedade de microrganismos, podendo constituir
reservatorio de microrganismos potencialmente invasivos aos tecidos do hospedeiro
(MARCOTTE e LAVOIE, 1998).

A cavidade bucal apresenta uma enorme diversidade microbiana, diversidade
esta que inclui bactérias, virus, fungos e protozoarios (HE e SHI, 2009). Além de
cerca de 700 espécies de bactérias diferentes (contagem aproximada), os fungos
constituem também uma grande populagdo na microbiota bucal. Até o momento ja

foram listadas cerca de 74 géneros cultivaveis e 11 n&o cultivaveis (GHANNOUM et
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al., 2010). Isto significa que, no decorrer da vida humana, centenas de espécies
microbianas colonizam de maneira consistente esse compartimento, sem, no
entanto normalmente lhes causar mal algum.

Segundo Dewhirstet al., 2010, a cavidade bucal humana inclui varios
ecossitemas distintos, como dentes, sulco gengival, gengiva, lingua, bochecha,
labio, palato duro e palato mole que permitem uma elevada diversidade microbiana.
Essa diversidade contribui para a instalagdo de umadiversidade de microrganismos
comensais, simbidticos e potencialmente patogénicos, que compartilham o espaco
encontrando-se imersos na saliva e associados as superficies bucais formando um
ecossistema tipico (MUNRO e GRAP, 2004). Esses microrganismos podem ser
classificados como residentes (colonizadores constantes e tipicos em determinadas
condigdo fisioldgica, que quando em equilibrio atuam na fisiologia do hospedeiro), ou
transitérios (normalmente nao patogénicos, ou potencialmente patogénicos, que
apresentam flutuagdes continuas em sua constituicdo e que, habitualmente, ndo séo
essenciais ao hospedeiro) (JORGE, 1998; URENA, 2002). A microbiota transitéria,
incluindo microrganismos exdgenos oportunistas ou patégenos obrigatorios, podem
passar a colonizar a cavidade bucal do hospedeiro, no desequilibrio na microbiota
local, como, por exemplo, ocorréncia de enterobactérias e de Pseudomonas
aeruginosa na boca (DE LORENZO, 2004).

As espécies classificadas como residentes dividem-se de acordo com sua
frequéncia de ocorréncia na cavidade bucal: dominantes e suplementares. Tal
especie € considerada dominante, quando ocorre em altas concentracbes na
populacdo microbiana total, maior que 1%. Em contrapartida, outra espécie é
considerada suplementar quando ocorre em baixas propor¢gées (menor que 1%).
Pertencem a esse ultimo grupo bactérias do grupo estreptococos do grupo mutans,
Lactobacilos, Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis, e Treponema spp,
cujos numeros s6 aumentam se houver alteragdo ambiental (DE LORENZO, 2004).

A colonizagado da cavidade bucal e de suas estruturas inicia-se por meio do
contato com a microbiota materna (lactobacilos, corinebactérias, estreptococos e
leveduras) e objetos organizando-se nos primeiros dias de vida e estabilizando-se
ao longo da infancia. Gradativamente essa microbiota fica abundante e diversificada
(LOTUFO et al., 2001). Tal colonizagdo € altamente especifica e envolve um
processo de interagao bacteriana e receptores tissulares. Um microrganismo aderido

aos tecidos epiteliais pode fornecer o sitio para a ligagdo de outra espécie,
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contribuindo para manutengdo de uma microbiota abundante e diversificada.
Contudo a relagao entre a superficie dental e a gengiva, somada ao fluxo salivar,
favorece o acumulo destes microrganismos nessas superficies, ocasionando
grandes depdsitos bacterianos, também conhecidos como placa bacteriana, placa
dental ou biofilme (LANG et al.,1999; MARSH, 2004).

Na cavidade bucal, a lingua atua como um reservatério de microrganismos
anaerobios Gram negativos que, normalmente, aparecem associados a etiologia das
doencgas periodontais e a halitose (MARSH e MARTIN, 2009). Além disso, neste sitio
pode ser considerado também reservatério primario de fungos do género Candida. E
a partir dai que a mucosa bucal, gengivas, dentina, raiz, bolsas periondontais, placa
e saliva tornam-se colonizadas secundariamente (ARENDORF e WALKER, 1980).

Por outro lado, a superficie bucal é revestida pela saliva que além de exercer
atividade umidificante, lubrificante, tamponante e antimicrobiana (LEUNG et al.,
2000) abriga a microbiota salivar que desempenha importante papel na prevencao
da colonizagdo por bactérias exdgenas ou patogénicas. Embora desempenhe um
papel importante nas doencas da cavidade bucal e extrabucais, ainda pouco se sabe
sobre a diversidade desses microrganismos (HE et al., 2011).

Em geral, individuos com boa higiene bucal possuem uma microbiota
dominada por bactérias Gram positivas, especialmente Streptococcus spp. e
Actinomyces spp. Em uma menor frequéncia, podem também ocorrer bactérias
Gram negativas como Veillonella spp. Em contrapartida, em pessoas com baixo
controle da higienizagcdo observa-se uma maior diversidade, complexidade
microbiana sendo esta dominada por bactérias Gram negativas anaerdbias,
incluindo espiroquetas, cocos e bastonetes Gram positivos aciduricose
acidogénicos, além de anaerdbios facultativos que podem incluir membros da familia
Enterobaceriaceae, Enterococcus e ainda bastonetes Gram negativos nao
fermentadores (MUNRO et al., 2004; SCANNAPIECO, 2013).

E evidente a existéncia de uma associacdo entre os microrganismos bucais e
0 hospedeiro e, para que esta seja saudavel, deve haver uma relagdo harmoniosa
entre essas duas entidades (JENKINSON e LAMONT, 2005). O adequado
relacionamento entre sistema imunolégico e microbiota permite a indugdo de
respostas protetoras a patégenos e a manutengao de vias regulatérias envolvidas na

manutencdo da tolerancia a antigenos inécuos (APOLONIO, 2018). Assim, qualquer
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alteracdo no ambiente do hospedeiro levara a interrupgao da relacdo simbidtica

normal entre o hospedeiro e sua microbiota (MARSH, 2011).

2.2 O biofilme na cavidade bucal e os antissépticos

Na boca, o biofilme placa dental, o mais representativo, € formado por uma
biomassa densa, ndo calcificada e muito bem estruturada, constituida
exclusivamente por bactérias envolvidas e aglutinadas por uma matriz que
representa cerca de 75% de seu volume (DE LORENZO, 2004). A formacgéo desta
matriz € um processo dinamico e depende da disponibilidade de nutrientes, da
sintese e secrecao de material extracelular, estresse de cisalhamento, competigcao
social e pastoreio por outros organismos (FLEMMING et al., 2016).

Devido as caracteristicas anatdomicas e funcionais do sitio de colonizacgao, e
as praticas de higiene do hospedeiro, o biofilme dentario passa por ciclos continuos
de desorganizagédo e recolonizagdo (MADEIRA e QUEIROS-JUNIOR, 2018). Seu
desenvolvimento é fortemente influenciado pelos estreptococos bucais, principal
grupo de colonizadores primarios. Essa colonizagao inicial determina a composi¢ao
dos colonizadores posteriores no biofilme e afeta o estado de saude ou doenga do
hospedeiro (KRETH et al., 2009).

O método mais valioso para controle do biofilme dentario, com atuacao tanto
na sua prevengao como em sua remogao, consiste no controle mecanico. Tal
controle € uma técnica simples, constituida por varios dispositivos de limpeza sendo
0s mais eficazes, as escovas dentais e os dispositivos de limpeza interproximal
(GEBRAN; GEBERT, 2002). A limpeza do espaco interproximal é imprescindivel
para que nao ocorra acumulo de biofilme. Estudos mostram que a utilizagdo
adequada do fio dental remove até 80% do biofime sub e supragengival
(ECHEVERRIA e SANZ, 2005). Porém, essas técnicas nem sempre sao realizadas
adequadamente. E aceito que os métodos mecanicos de controle da placa
bacteriana na superficie dentaria requerem tempo, destreza manual e motivagao
(ADDY, 2008; GUNSOLLEY, 2010; MARSH, 2010; LESZCZYNSKA et al., 2011;
MACIAS et al., 2015).

Buscando suprir as deficiéncias relacionadas a ma higienizagcdo mecanica
para controle e remocgado do biofilme placa bacteriana na cavidade bucal, os

antissépticos bucais foram introduzidos na rotina odontoldgica, tendo como primeiro
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objetivo a eliminacado da placa bacteriana na zona supra e subgengival (BARNETT,
2003; GONZALEZ et al., 2014). Assim, o uso dos enxaguantes bucais com potencial
antimicrobianos, também denominados antissépticos, tem sido frequentemente,
indicado no controle quimico da placa como adjuvantes aos procedimentos
mecanicos ou para afecgdes especificas para pacientes sob o uso de aparelhos
ortodénticos, no pré e pos-operatorio de cirurgias ou em pacientes especiais
(MONFRIN; RIBEIRO, 2000; GEBRAN; GEBERT, 2002; ADDY, 2008).

Os antissépticos podem ser definidos como agentes anti-infecciosos para uso
local em superficies como pele ou mucosas (GONZALVEZ et al. 2014). Um
antisséptico ideal deve ter as seguintes propriedades: ndo ser absorvido pela pele
ou pelas mucosas; possuir acao rapida e permanente; apresentar caracteristicas
sensoriais agradaveis que permitam uma boa adesao por parte do usuario; ter baixa
toxicidade e amplo espectro antimicrobiano englobando tanto bactérias Gram
positivas como bactérias Gram negativas, além de fungos e virus e nao ser inativado
ao entrar em contato com matéria orgénica. Todavia ndo existe ainda um
antisséptico disponivel que reuna todas essas propriedades (FONT, 2001).

O registro mais antigo da utilizagcdo destes enxaguantes bucais como
coadjuvante no tratamento odontoldgico (doencas da gengiva) remota a medicina
chinesa, por volta de 2700 a.C. Varias civilizagbes antigas preconizavam a utilizagéo
de formulacdes sob a forma de elixires, pastas ou pds de aplicacao dentaria e bucal,
para melhoria cosmética das estruturas bucais ou alivio de patologias agudas. Tais
formulacbes baseavam-se, essencialmente, em produtos de origem animal e vegetal
e nao apresentavam qualquer tipo de evidéncia cientifica (ASADOORIAN, 2006). O
objetivo primario destas seria 0 mascaramento da halitose e o estabelecimento de
uma sensagao de frescor na cavidade bucal. Além disso, o efeito abrasivo de alguns
desses produtos contribuia para o desaparecimento de manchas dentarias
(RELVAS, 2015). Foi em meados do século XIX que Joseph Lister, cirurgido e
pesquisador, despontou como um dos principais proponentes da utilizacdo de
agentes quimicos como antissépticos (MANDEL, 1988). Anos depois, Miller
aprofundou os conhecimentos sobre enxaguantes bucais, classificando-os como
bacteriostaticos ou bactericidas (BURTON, 2004). Em meados da década de 1900,
solugbes antissépticas e germicidas bucais eram abundantes, embora poucos
fossem seus dados clinicos de apoio. A partir de 1960 observa-se uma mundanca

na abordagem de utilizacdo dessas preparacdes que tem seu foco alterado da
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prevencado de lesdes cariosas para estudos terapéuticos de antimicrobianos para
gengivite e periodontite (ASADOORIAN, 2006).

Mais recentemente, motivado pelas dificuldades com os métodos mecanicos
de higiene bucal os enxaguantes bucais com principios antimicrobianos tiveram seu
uso disseminado com o objetivo de controlar o biofilme dental e a gengivite (WITT et
al., 2005). Decorrente disto, as formulagbes de preparagdes bucal normalmente
usados em contextos clinicos como pré e pdés-cirurgicos; e as de prescricao das
lavagens bucal (tidas como adjuntas as medidas mecéanicas) aumentaram as vendas
e adquiriram uma parcela do mercado de produtos para a saude bucal domiciliar
(ASADOORIAN, 2006). Atualmente existem normas internacionais bem
estabelecidas para a seguranga de produtos de higienizagdo bucal e prevencéo de
patologias bucais. E neste cenario que a U. S. Food and Drug Administration (FDA),
a Canadian Dental Association, a British Dental Association e a American Dental
Association (ADA), definiram normas para regulamentacdo dos produtos para
controle e prevencdo de formacédo de placa bacteriana e gengivite (BARNETT,
2003). Entretanto, essas substancias ainda sdo de livre comercializagdo, sem
necessariamente, normatizacio de uso no Brasil.

Como um todo, os enxaguantes representam o meio mais simples para a
veiculacdo de substancias antissépticas, sendo uma mistura do componente ativo,
agua, alcool, surfactantes, umectantes e flavorizantes (TORRES et al., 2000). De
acordo com Van der Ouderaa (1991), para ser empregado na cavidade bucal, um
agente quimico deve apresentar seguranga, ou seja, nao deve ser toxico ou induzir
reacdes de sensibilizacdo nos pacientes, deve possuir sabor agradavel e facilidade
de manipulacdo, o que aumentaria a adesdo ao tratamento. Deve ser eficaz
demonstrando uma redugdo nos niveis de biofiime dentario e gengivite, deve
demonstrar especificidade para a microbiota periodontopatogénica e apresentar boa
substantividade, ou seja, capacidade de permanecer na cavidade bucal por periodo
de tempo suficiente para exercer seus efeitos. Atendendo, de maneira maior ou
menor a essas especificidades, varias substancias com ag¢ao antimicrobiana vém
sendo utilizadas sob a forma de enxaguantes e tem levantado uma preocupacéao
publica de longa data devido a controvérsia de poder exercer um impacto adverso
na saude humana e facilitar a disseminagao da resisténcia aos antimicrobianos
(YEE; GILBERT, 2016).

Atualmente uma grande quantidade de antissépticos bucais, de diferentes
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marcas e composi¢des, encontram-se disponivel no mercado. Estes tém sido
avaliados com relacdo a sua eficacia como agentes antiplaca e/ou antigengivite,
além do controle a halitose de origem bucal. A eficacia, a curto e longo prazo, destes
produtos ainda ndo é totalmente estabelecida e informacdes relacionadas ao seu
real beneficio podem trazer importantes implicagbes comerciais e sociais
(TOLENTINO et al., 2010).

2.2.1 Principios ativos mais comumente associados aos enxaguantes bucais

2.2.1.1 - Clorexidina

A Clorexidina foi proposta na década de 1950 como um antisséptico dérmico
para aplicagcdo em feridas cutaneas, mas rapidamente adquiriu popularidade em
outras areas da medicina, como obstetricia e a ginecologia. Ja na Odontologia, foi
utilizado inicialmente como um elixir bucal pré-cirurgico e em endodontia (LINDHE,
2003). A partir de entdo, por mais de trés décadas, a clorexidina tem sido
considerada o padrao-ouro em comparagoées com outros agentes quimicos devido a
sua capacidade de evitar a formacgao do biofilme dental (SEMENOFF et al., 2008).

A forma mais comum comercialmente € a de Digluconato de Clorexidina, a
qual apresenta maior atividade, devido a sua solubilidade, a qual permite
combinagdo com alcool (LINDHE, 2003; GONZALEZ et al., 2014). Pode ser
encontrada em dentifricios, géis, vernizes ou solugdes. Entretanto, seu uso em
dentifricios pode ser indevido, pois estes em geral apresentam detergentes (ex.
laurel sulfato de sddio), incompativeis com a clorexidina, reduzindo sua agdo. Na
forma de solugao, a concentragdo mais utilizada é de 0,12%, duas vezes ao dia.

Uma das principais vantagens de seu uso € o amplo espectro de atividade,
atuando tanto em bactérias Gram positivas como em Gram negativas, aerébias e
anaerobias, fungos e virus lipofilicos, como o HIV, HBV e Herpes simplex (LINDHE,
2003; PIETRUSKA et al., 2006; MANIVANNAN, 2008; MATHUR et al., 2011; MAYA
et al., 2011). Em altas concentragbes, a clorexidina promove a coagulagao das
proteinas citoplasmaticas e morte bacteriana e, em doses mais baixas, a integridade
da membrana celular é alterada, resultando num extravasamento dos componentes
bacterianos de baixo peso molecular (ZANATTA e ROSING, 2007). Em virtude das

células bacterianas serem carregadas negativamente e a clorexidina positivamente,
21



esta substancia é atraida pelas células, acabando por se ligar aos fosfolipidos das
membranas celulares. Desta forma, a permeabilidade da membrana aumenta o que
desencadeia a saida de compostos de baixo peso molecular, tal como os ions de
potassio, provocando forte adsor¢ao na superficie dos dentes (RELVAS, 2015).

Outro mecanismo proposto baseia-se na liberagao prolongada de clorexidina
ao longo de varias horas a partir de um reservatério bioquimico adsorvido nos
tecidos bucais que ndo os dentes. Tal liberagao, lenta e prolongada, atuaria de trés
maneiras distintas: (1) diminuindo a formagao de pelicula do esmalte por bloqueio
dos grupos acidicos das glicoproteinas salivares; (2) inibindo a capacidade de
fixagdo ao esmalte; (3) diminuindo a capacidade bacteriana de fixagdo a pelicula de
esmalte e precipitando os fatores aglutinadores da saliva que aumenta a fixagéo de
célcio e diminui a sua disponibilidade para integragdo na placa bacteriana (MATHUR
et al., 2011).

2.2.1.2 Cloreto de Cetilpiridinio

O cloreto de cetilpiridinio (CCP) figura como o principio ativo dos enxaguantes
bucais de amplo uso, sendo utilizado nos Estados Unidos da América por mais de
70 anos (PARASKEVAS, 2005).Seu efeito inibitério sobre o biofilme da placa
bacteriana foi descrito primeiramente por Schroeder e colaboradores, em 1962
(SEMENOFF et al., 2008). Por ser um composto de aménio quaternario, ao serem
carregados positivamente, tornam-se catidnicos e ligam-se com facilidade aos
tecidos orais garantindo uma boa adsor¢do pelas estruturas da cavidade oral
(PARASKEVAS, 2005).

O mecanismo de acdo do CCP esta relacionado ao aumento da
permeabilidade da parede celular bacteriana, o que favorece a lise celular, diminui o
metabolismo e a habilidade da bactéria de aderir-se a superficie dentaria. Tais
propriedades sao atribuidas ao cloreto de cetilperidinio numa concentragcdo de
0,05%, comum nos produtos comerciais (SEMENOFF et al, 2008). O CCP
demonstrou atividade antimicrobiana contra um amplo espetro de bactérias orais,
porém, sua agao ocorre de maneira mais efetiva sobre as Gram positivas (JENKINS,
1994). Tal atividade é considerada igual ou melhor do que a clorexidina, ao passo
que sua propriedade de inibicdo de placa ¢ inferior.

Tal diferenca pode estar relacionada a perda de parte de suas propriedades
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antimicrobianas com sua adsor¢ao nas superficies. Além disso, o CCP apresenta
menor eficacia clinica por possuir baixa substantividade, ou seja, por permanecer
ativo por menos tempo na cavidade oral (TORRES et al., 2000). Assim, apesar de
apresentar uma maior retencgao inicial, o CCP é eliminado da cavidade oral mais
rapidamente. O que implica naduragao de seu efeito terapéutico por um periodo,
aproximado, de até 90 minutos, enquanto a clorexidina, pode atingir um periodo de
até 7h (ALVES et al., 2012).

Acredita-se que os enxaguantes a base de cloreto de cetilpiridineo ocasionam
um aumento significativo na redugdo da microbiota oral, em comparagdo aos
enxaguatorios contendo compostos fendlicos, triclosan ou 6leos essenciais (DINIZ,
2014). Porém, o uso prolongado do cloreto de cetilpiridineo pode causar sensagéo
de queimacgao, descoloracdo dos dentes, ulceracdes recorrentes e aumento da
formagéao do célculo (GRANJEIRO, 1993)

2.2.1.3 Triclosan

O Triclosan® [5-cloro-2- (2,4-diclorofenoxi) fenol] tem sido usado
mundialmente ha mais de 40 anos em muitas areas, como produtos para cuidados
pessoais e ambientes clinicos (GAO et al., 2017). E um composto bifendlico, ndo
idnico, lipossoluvel, com largo espetro de agédo biocida que atua como inibidor do
crescimento de fungos, virus e, sobretudo bactérias. Essa substancia apresenta,
ainda, efeito anti-inflamatério (RELVAS, 2015). O triclosan pode ser encontrado no
mercado, para uso odontoldgico, como integrante de colutérios ou dentrificios na
concentragéo de 0,2 a 0,3% (TORRES et al., 2000).

O triclosan é muito utilizado em dentifricios e atua na desorganizagao da
membrana celular bacteriana, inibindo seu funcionamento enzimatico (SEMENOFF
et al., 2008). Sua acao baseia-se na desorganizagdo da membrana celular e inibigao
inespecifica de enzimas da membrana tanto de bactérias Gram positivas, quanto de
Gram negativas e até mesmo sobre fungos.Tal agao depende de sua disponibilidade
de concentracdo podendo esta ser bacteriostatica, quando em concentracdes
baixas, ou bactericida, quando em concentragdes elevadas (FOODet al., 2008). Ele
inibe a incorporagado e metabolismo da glicose por Streptococcus mutans, S. sanguis
e Actinomyces naeslundii, e a atividade in vitro de proteases tipo tripsina de

Porphyromonas gingivalis e Capnocytophaga gengivalis (TORRES et al., 2000).
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Alguns estudos realizados com Escherichia coli e Staphylococcus aureus
descreveram um efeito bacteriostatico deste composto através da inibicdo da sintese
de acidos graxos, pelo bloqueio da enzima NADH dependente enoil [proteina
transportadora de acil] redutase (Fabl). A inibicdo dessa via afeta as outras vias
biossintéticas dependentes desta enzima, como as de fosfolipidos, lipoproteinas e
lipopolissacarideos, que constituem a parede celular. A ligagéo do triclosan com a
enzima Fabl aumenta significativamente a afinidade da enzima pelo NAD+,
ocorrendo a formagdo de um complexo ternario estavel, onde o triclosan liga-se de
modo irreversivel ao sitio do substrato enoil (intermediario da via biossintética de
acidos gordos), inativando a enzima, o que resulta na inibicdo da sintese dos
mesmos. (SCHWEIZER, 2001; FOODet al., 2008; RILEY E LAMONT, 2013). Além
do efeito antimicrobiano direto, o triclosan apresenta ainda um efeito anti-inflamatério
local, promovendo a inibicdo da formacédo de fatores mediadores de inflamagao
gengival, atuando sob TNF-a, interleucina-1B8 e prostaglandina E2 (RAUTEMAAet
al., 2007).

A eficacia na acao antiplaca e a substantividade do triclosan, in vivo, quando
aplicado sozinho, sdo bastante limitadas(TORRES et al, 2000). Na tentativa de
suprir tais limitacbes sdo adotadas técnicas que busquem aumentar sua acdo. Uma
dessas técnicas é a adigdo de Gantrez, um copolimero que aumenta a retengao
bucal e diminui o indice de liberagao do triclosan. Outra técnica € a adigao de citrato
de zinco, um sal metélico que tem um efeito bactericida sinérgico com o triclosan,
diminuindo a presenca de bactérias anaerdbicas e espécies de Actinomyces na
placa bacteriana, e facilitando a agdo anti-enzimatica bacteriana (SEMENOFF et al.,
2008; FOOD et al., 2008; MARSH, 2010).

2.2.1.4 Oleos Essenciais (Timol, Eucaliptol, Mentol, Etc.)

O enxaguatério que apresenta o maior histérico de uso € composto por uma
solugdo hidro-alcodlica dos 6leos essenciais, oListerine®. Sua eficacia € geralmente
atribuida a sua atividade bactericida, porém, também demonstra-seefetivo no retardo
da colonizagdo bacteriana da superficie dental, além de inibicdo da agregacéo
bacteriana de Gram positivos (DINIZ, 2014).

Constituidos pela mistura de 6leos essenciais, como o timol, o mentol, o

eucaliptol e o salicilato de metila acrescidos de cloreto de zinco, os enxaguantes a
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base de 6leos essenciais interferem na formacao de cristais de fosfato de calcio, no
crescimento do cristal e na mineralizagdo da placa bacteriana, minimizando assim a
formacdo de tartaro. Seu mecanismo de agao consiste na desnaturacdo de
proteinas bacterianas, alteragdo da permeabilidade da membrana externa de
bactérias Gram negativas e quelagao de cations presentes no citoplasma bacteriano,
resultando na inativagdo de enzimas. Além da atividade antimicrobiana, o Listerine®
é capaz de exercer acéo anti-inflamatéria (GONCALVES et al., 2010).

A acdo dos 6leos essenciais € bem diminuida quando comparada as demais
substancias por apresentar uma baixa substantividade. Apesar disto, estudos de
curta duragao tem mostrado redugao de placa e gengivite na média de 35%, e os
estudos de longa duragdo tem mostrado uma reducdo de 25% na formagéao de placa
e de 29% de gengivite (TORRES et al., 2000). Segundo RAMOS et al. (2012),
enxaguantes a base de Oleos esséncias demonstram efetividade no controle de
Fusobacterium  nucleatum, Streptococcus mutans, Prevotella intermedia,
Lactobacillus casei e Candida albicans.

Ao uso dos enxaguantes a base de 6leos essenciais e alcool sdo atribuidos
efeitos adversos como sensacgao de queimacgao, ardéncia bucal e a possibilidade de
causar sensacao de queimagao, gosto desagradavel e o seu alto teor de alcool, que

pode contribuir para injurias @ mucosa bucal (DINIZ, 2014).

2.2.1.5 Fluor

As medidas profilaticas envolvendo os fluoretos na prevencdo de lesdes
cariosas mostraram-se, ao longo do tempo, bastante eficientes (DIVARIS et al,
2012). Frente a isso, atualmente, tais substancias estao disponiveis em diferentes
formas de aplicagdo e concentracdes sendo considerada, na odontologia, uma
estratégia eficaz para ajudar na remineralizagdo dos dentes e “padréo ouro” para a
prevencao da lesdo cariosa (BENSON et al., 2013).

Os enxaguantes bucais fluoretados podem ser composto de fluorfosfato
acidulado, fluoreto de estanho, fluoreto de amoénio e fluoreto de amina, séo
formulados em varias concentracdes, sendo as principais disponiveis como 0,05%
para uso diario e 0,2% para uso semanal (SANTOS et al., 2019).

Sabe-se que fluoreto exerce seu efeito sobre as bactérias da cavidade bucal

através da inibicdo das enzimas celulares e do aumento da permeabilidade do
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proton (H') nas membranas bacterianas sob a forma de fluoreto de hidrogénio (HF).
O fluoreto difunde-se nas bactérias cariogénicas sob a forma de HF. Quando o pH
extracelular se torna mais baixo, mais HF é formado e, maior quantidade desse
composto se difunde para dentro da célula. No meio intracelular, devido ao seu
maior pH ,0 HF se dissocia em H" e F". Este processo continuo provoca um acumulo
de fluor no citoplasma da célula e consequente reducédo do gradiente de prétons e
da atividade enzimatica (SANTOS ef al., 2019). Nesse momento, um colapso no
gradiente de prétons transmembrana, reduz a capacidade bacteriana em transportar
agucares contra o gradiente de concentragdo. O fluor inibe a enolase, (enzima
glicolitica que converte 2-fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato, (SUTTON, BENDER,
MARQUIS, 1987).

A sintese reduzida de fosfoenolpiruvato resulta na inibicdo do transporte de
acgucares e na diminuicao da sintese de ATP. Essa reducédo resulta na inibicdo da
bomba de prétons transmembrana (H+/ATPase), envolvida na geragdo de
gradientes de protons através da extrusdo de protons da célula as custas de
ATP(SANTOS et al., 2019).

2.3 Antibioticoterapia e resisténcia bacteriana

Antimicrobianos sdo compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir o
crescimento ou causar a morte de fungos ou bactérias. Tais compostos podem ser
classificados como bactericidas quando causam morte da bactéria, ou
bacteriostaticos, quando promovem a inibicdo de seu crescimento (WALSH, 2003).
As primeiras descrigdes sobre 0 uso desses agentes datam de 4000 anos. Diversas
civilizagdes antigas ja conheciam as propriedades terapéuticas de mofos ou bolores
e empregavam estes fungos no tratamento de feridas infectadas. Entretanto, foi
somente a partir do século XIX, com o desenvolvimento da alquimia, que as drogas
antimicrobianas passaram a ser obtidas por métodos laboratoriais (TAVARES,
2002).

Em 1910, Paul Ehrlich desenvolveu o primeiro antimicrobiano de origem
sintética, a arsfenamina, comercializada sobre o nome de Salvarsan®, usado contra
sifilis, porém poucos progressos foram conseguidos nos 20 anos seguintes para o
desenvolvimento de antimicrobianos, até a introdugéo da proflavina em 1934, agente

amplamente utilizado na Segunda Guerra Mundial, principalmente contra infec¢des
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de feridas profundas. Apesar deste avanco, o grande marco no tratamento das
infeccbes bacterianas ocorreu com a descoberta da penicilina por Alexander
Fleming, em 1929 (GUIMARAES, MOMESSO, PUPO, 2010), mas somente em 1940
Chain, Florey e colaboradores conseguiram isola-la das culturas do Penicillium,
purificar o composto, e realizar os primeiros ensaios clinicos com a droga. A
demonstracao do efeito terapéutico da penicilina G estimulou a busca por novas
substancias originadas do metabolismo de microrganismos (FERNANDES, 2006).
As pesquisas realizadas nos anos seguintes levaram a descoberta de uma grande
gama de drogas com efeito antimicrobiano como a estreptomicina (1944), o
cloranfenicol (1947), a clortretacliclina (1948), penicilinas semi-sintéticas (1958),
cefalosporinas (1960) e as fluoroquinolonas (1980) (GILMAN, 2003; SCHIMIDT,
2004). Tais drogas representaram uma revolugdo no tratamento de doencgas
infecciosas (CALVO; MARTINEZ-MARTINES, 2009).

Atualmente, as principais classes de antimicrobianos em uso clinico
compreendem substancias de origem natural, derivados semi-sintéticos e os
sintéticos. A atividade destes depende da sua ligagdo aos seus alvos bioquimicos,
obedecendo a uma saturagdo suficiente para bloquear a fungédo celular normal e
deter o crescimento microbiano (FISHER, MEROUEH, MOBASHERY, 2006). Freitas
et al. (2014) agrupa as drogas com agao antibacteriana em grupos conforme seu
mecanismo de agao. Assim, estes podem ser classificados como inibidores da
sintese de parede celular (Betalactamicos, Carbapenémicos e Monobactamicos);
inibidores da sintese de proteinas (Aminoglicosideos, Tetraciclinas, Cloranfenicol,
Macrolideos, Estreptograminas e Oxazolidinonas); inibidores da sintese de acidos
nucleicos (Quinolonas, Fluoroquinolonas e Rifamicinas); inibidores competitivos da
sintese de metabdlitos essenciais (Sulfonamidas) e aqueles que atuam gerando
danos sobre a menbrana plasmatica (Polimixinas).

Embora a penicilina tenha se apresentado como um farmaco extremamente
poderoso, apds poucos anos de seu uso sitematico, ainda na década de 1950, pode-
se observar o surgimento das primeiras linhagens de Staphylococcus
aureusresistentes a penicilina em hospitais de Londres (GILMAN, 2003). Em
meados de 1980, a resisténcia bacteriana continuava a crescer e a industria n&o
produzia novos agentes antimicrobianos como nos anos anteriores (APOLONIO;
GAIA; COUTINHO, 2018). Desde entao, o problema da resisténcia a antimicrobianos

passou a representar uma importancia consideravel na saude publica.
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A resisténcia bacteriana € um fendmeno biolégico natural que tem origem em
uma resposta evolutiva desses microrganismos a exposicdo a agentes
antimicrobianos (WRIGHT, 2007). As linhagens resistentes sdo caracterizadas como
aquelas capazes de se multiplicar em presenca de concentragcdes de
antimicrobianos mais altas do que as que provém de doses terapéuticas
dispensadas a humanos (WANNACHER, 2004). O aumento deste fenbmeno ocorre
pelo uso inadequado de substancias antimicrobianas na pratica médica, humana e
veterinaria, e em praticas de manejo empregadas na criagdo de animais para corte
(NORMANNO et al., 2007).

A resisténcia pode ocorrer de maneira intrinseca, normalmente género ou
especie-especifica, 0 que determina o espectro de acdo do antimicrobiano; ou de ser
adquirida devido a exposi¢cao continuada a antimicrobianos através de mutacdes
(delegbes, inser¢cbes ou mutagdes de ponto), propagacéao clonal ou por transferéncia
horizontal de genes de resisténcia localizados em elementos genéticos médveis
(NORMARK, NORMARK, 2002). A transferéncia horizontal de genes pode ocorrer
através de bacteridfagos (transdugao), plasmideos (conjugacéao) e insergéo direta de
DNA bacteriano de bactérias lisadas no ambiente (transformacao) (JAWETZ et al.,
2001).

O mecanismo de resisténcia mais comumente apresentado pelas bactérias é
o desenvolvimento de enzimas que degradam (beta-lactamases) ou alteram
(aminoglicosideocinases) a estrutura quimica do agente antimicrobiano. Porém,
outras estratégias podem ser utilizadas como: a modificagdo da permeabilidade da
membrana externa ao farmaco —através de porinas, que facilitam a entrada de
pequenas moléculas na célula e, passivamente, excluem drogas antimicrobianas; a
alteracao do sitio de acdo — que parece ser o mais especifico dos mecanismos de
resisténcia. A resisténcia aos aminoglicosideos esta associada a uma perda ou
alteracdo de uma proteina especifica na subunidade 30S do ribossomo bacteriano,
que atua como sitio de ligacdo em microrganismos suscetiveis; o desenvolvimento
de uma via metabdlica alternativa aquela inibida pelo farmaco e a super expressao
de bombas de efluxo — onde ocorrer a produgdo de complexos de proteinas que
atravessam toda a parede celular bacteriana, incluindo a membrana citoplasmatica,
e que, ativamente, promovem o efluxo dos antimicrobianos do interior da célula
(WRIGHT, 2005; ACHOUAK et al., 2001; LAMBERET, 2005; TAVARES, 2002; GOH

et al. 2002).
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2.4 Resisténcia cruzada e co-resisténcia aos antimicrobianos

Por um longo periodo, o uso indiscriminado de antimicrobianos na medicina
humana e criagdo de animais figurou como a principal causa do fenbmeno de
resisténcia bacteriana. Contudo, nos ultimos anos, preocupagdes surgiram sobre o
uso de biocidas como um fator contribuinte para a ocorréncia deste fendbmeno. Tais
preocupacdes baseiam-se no isolamento, in vitro, de bactérias com perfil de
tolerancia alterado apds exposicdo a biocidas em niveis de concentragao
considerados menores que sua concentragao inibitéria minima (RUSSELL, 2002).

O termo biocida é utilizado para identificar substancias com agao esterilizante,
desinfetante, antisséptica e sanitizante utilizadas no controle populacional
microbiano através da inativagdo destes microrganismos (RUSSEL, 2002). O
sucesso na prevencao de infecdes nos dias de hoje € altamente preocupante, face o
crescente fenbmeno da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, considerando-
se, sobretudo o progndstico dopaciente e evolugdo da doencga ja que a resisténcia a
drogas estd diretamente associada a possibilidade de alteracdo de viruléncia
bacteriana (PEREIRA et al., 2016; DIAS et al., 2017). Os biocidas, destacam-se
nese cenario, como coadjuvantes para o sucesso do controle de infec¢des e sao
amplamente utilizados em hospitais, em fazendas, na industria de alimentos e em
casa para o controle de microorganismos (WEBBER et al., 2015). Seus mecanismos
de acao antibacteriana ainda sao pouco esclarecidos, mas € provavel que tenham
multiplos sitios de acédo dentro de uma célula bacteriana. Atualmente, sabe-se que
estes interagem com a parede celular, produzem alteragbes na membrana
citoplasmatica afetando sua integridade, dissipam a forga motriz protbnica, inibem
enzimas, atuam como agentes alquilantes, reticulantes e intercalantes ou, de alguma
outra forma, interagem com grupos quimicos identificaveis na célula levando a dano
celular (DENYER e STEWART, 1998, WEBBER et al., 2015).

Varios genes que codificam tolerancia a metais, resisténcia aos biocidas e
aos antimicrobianos sdo comumente encontrados nos genes situados em elementos
extracromossomais, 0 que resulta na chamada co-resisténcia (SUMMERS, 2002). A
co-resisténcia é definida como dois ou mais genes de resisténcia geneticamente
ligados, ou seja, os genes responsaveis por duas ou mais resisténcias estdo

localizados préximos em um elemento genético mével (CHAPMAN, 2003).
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Osman et al. (2010) isolaram uma bactéria aquatica portadora de um
plasmideo que continha genes que conferiam resisténcia tanto a antimicrobianos
quanto a metais como o cromo e cobalto. Devido ao estreito arranjo dos genes, é
provavel que estes estejam sujeitos, durante um processo de transferéncia génica, a
uma transmissao conjunta. Uma ligagcado genética da tolerancia ao cobre codificada
pelo gene tcrB e da resisténcia aos macrolideos (ermA) e ao glicopeptideos (vanA)
foi observada por Hasman e Arestrup (2002) em Enterococcus faecium isolado de
animais de pecuaria. O que evidencia um fendbmeno de co-resisténcia ao cobre e a
antimicrobianos como o0s macrolideos, comumente utilizados na medicina
veterinaria, e os glicopeptideos, utilizados largamente no passado como promotor de
crescimento para a produgdo animal. Sabe-se que glicopeptideos, como a
vancomicina, pertencem ao grupo de antimicrobianos de ultima instancia na
medicina humana. Assim, esta ligacdo genética poderia ser um exemplo de
propagacao de resisténcia induzida por cobre a antimicrobianos relevantes na
medicina veterinaria e humana (DI CESARE, ECKERT e CORNO, 2016).

Um segundo mecanismo potencial na selecdo e proliferagdo de resisténcia
aos antimicrobianos € uma resisténcia cruzada a essas substancias. Neste caso,
ocorrera resisténcia a um antibioético ao qual a bactéria nunca tenha sido exposta,
que € consequéncia a resisténcia adquirida a um outro xenobitdtico (BAKER-
AUSTIN et al., 2006). Na ultima década, varios trabalhos tém relatado bactérias
resistentes aos antimicrobianos que possam surgir nos diferentes ambientes através
de co-resisténcia ou resisténcia cruzada a xenobidticos como os biocidas (FILALI et
al., 2000; SUMMERS, 2002). Os mecanismos de resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos sao bem compreendidos, no entanto, estudos detalhados sobre os
mecanismos de resisténcia aos biocidas evidenciam certa inespecificidade. Contudo,
sabe-se que pelo menos alguns mecanismos, como o sistema de efluxo, a alteracao
de permeabilidade e a modificagdo dos sitios de acido, sdo também aplicaveis a
biocidas. O que permite sugerir a possibilidade de ocorréncia de uma resisténcia
cruzada entre antimicrobianos e biocidas. (WEBBER et al., 2015).

Além disso, outro problema relacionado a resisténcia bacteriana &
contaminagao antropogénica do meio ambiente com metais pesados. A aquicultura e
as praticas agricolas contribuem para este problema através da utilizagdo de metais
como aditivos em racoes, fertilizantes organicos e inorganicos, pesticidas, produtos

anti-incrustantes associados ao uso de antimicrobianos, a fim de limitar a
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disseminacgao de infecgdes. Assim, comunidades bacterianas inteiras sdo expostas a
combinagdo de metais pesados e antimicrobianos. Tal exposicdo pode promover a
disseminagao da resisténcia aos antimicrobianos por meio da co-sele¢ao (SEILER e
BERENDONK, 2012; DI CESARE, ECKERT e CORNO, 2016).

Segundo Roberts e Mullany (2010) a proximidade das células bacterianas no
biofilme constitui um ambiente propicio para a transferéncia horizontal de genes, o
que pode levar a disseminagado de genes de resisténcia entre os individuos. Apesar
da presenca dessa massa densa de microrganismos, em condigdes de saude, a
microbiota bucal co-existe harmonicamente com o hospedeiro. E nesse contexto de
quebra de equilibrio, seja por fatores do hospedeiro, como alteragdes hormonais,
nas doengas, fluxo salivar, seja por fatores do ambiente como dieta, pH, potencial de
oxi-redugcao, ou por fatores da propria microbiota como expressdo de fatores de
viruléncia, que o desenvolvimento de doengas da cavidade bucal, como a carie e as

doencas periodontais, pode ocorrer.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Avaliar, comparativamente a diversidade bacteriana cultivavel incluindo a ocorréncia
de bactérias de interesse clinico-microbiolégico transitérias na cavidade bucal,
indicadoras de desequilibrio microbiano em individuos que fazem ou nao uso regular

de enxaguantes bucais.

3.2 Objetivos especificos:

Avaliar caracteristicas clinico-epidemiolégicas e comportamentais de individuos que
fazem o uso regular de enxaguantes bucais e sua percepcéo sobre o papel dos

microrganismos na saude bucal;

Avaliar qualitativa e quantitativamente a diversidade bacteriana na cavidade bucal de
individuos sob o uso regular de enxaguantes bucais ou ndo a partir de culturas
seletivas de amostras de saliva direcionadas ao estudo de bastonetes Gram

negativos e Cocos Gram positivos representativos;
Isolar e identificar enterobactérias, bastonetes Gram negativos ndo fermentadores,
estafilococos, enterococos e estreptococos a partir de amostras de saliva de

individuos sob o uso regular ou ndo de enxaguantes bucais.

Estabelecer relagdo entre uso regular de enxaguantes bucais e perfil microbiano nas

amostras de saliva de individuos sob o uso regular ou ndo de enxaguantes bucais.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento do estudo

Este € um estudo transversal, prospectivo e que foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Humanos da Universidade Federal de Juiz de Fora sob o
parecer numero 2.422.594/2013 (APENDICE A), no qual foram recrutados na
comunidade, na cidade de Juiz de Fora, MG, 30 individuos adultos, com bom estado
de saude bucal. Apds a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(APENDICE B), conforme resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude, a
saude bucal foi aferida em avaliagao clinica por cirurgia dentista. Os participantes
foram categorizados em 2 grupos: usuarios (n= 15) ou ndo de antissépticos bucais
(n=15). Entre os critérios de inclusao e exclusao citam-se idade superior a 18 anos,
sem alteragdes naso-faringeas, nao tabagistas ou respiradores bucais, sem historico
de diabetes mellitus, doencga renal, sem evidencia ou histéria recente de doencas
respiratorias (bronquite, sinusite ou tonsilite). Mulheres gravidas ou em periodo
lactante foram excluidas.

Em relagdo a saude bucal, individuos sem histérico de gengivite, doenga
periodontal, ou com bolsas periodontais = 4mm, lesdes cariosas ativas, lingua
saburrosa, portadores de préteses odontoldgicas, aparelhos ortodénticos fixos ou
piercings linguais. Foram excluidos, ainda, individuos que fizeram uso de drogas
antibacterianas nos ultimos seis meses (NALCACI & SONMEZ, 2008; BORDEN et
al., 2002; STEENBERGHE et al., 2001).

As informacgdes obtidas na avaliagao clinica foram registradas em uma Ficha
Clinica (APENDICE C), enquanto que os dados comportamentais e
séciodemograficos foram registrados em uma Ficha de Coleta de Informacgdes
(APENDICE D) que deu origem aos dois grupos de estudo: Grupo 1, denominado
Grupo Controle, composto pelos voluntarios ndo usuarios de antisséptico bucal; e
Grupo 2, composto pelos voluntarios usuarios regulares de antisséptico bucal. Neste
estudo foi definido como usuario regular de antisséptico bucal, o individuo que
declarou a utilizagao destas substancias pelo menos uma vez ao dia, nos setes dias

de uma semana.
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4.2 Coleta de amostras de saliva e preparacao para analises microbiolégicas

Amostras de saliva foram obtidas por estimulagdo através da mastigagéao,
durante 3 a 5 minutos, de uma fita de parafina inodora, insipida, incolor (JENSEN, et
al., 1998; LENANDER-LUMIKARI et al., 1995) previamente esterilizada em
autoclave. Transcorrido esse tempo a saliva, aproximadamente 3,5 mL, foi coletada
em um frasco de plastico descartavel, esterilizado, com tampa rosqueada. O material
foi mantido a temperatura de 2° a 8° C e submetido ao processamento no prazo
maximo de duas horas no Centro de Estudos em Microbiologia, o CEMIC, no

Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia do ICB/UFJF.

4.3 Isolamento bacteriano

No laboratdrio, aliquotas de 1,0mL da amostra de saliva foram submetidas a
agitacdo em vortex e, em seguida, diluidas, por diluicdo seriada, em solugao salina
(NaCl 0,85%) estéril até a concentragdo de 10™. Posteriormente, 0,1 mL de cada
diluicdo foi inoculada por esgotamento em placas de petri, com o auxilio de alga de
Drigalski, contendo agar Mitis Salivarius, para o isolamento de Streptococcus e
enterococcus, agar Eosina Azul de Metileno (Eosin Methylene Blue Agar), EMB,
para o isolamento de Gram negativos (enterobactérias e ndo fermentadores) e agar
Hipertdnico Manitol, AHM, para o isolamento seletivo de Staphylococcus. Uma
aliquota de 1mL da saliva sem diluicdo foi, ainda, inoculada em caldo tioglicolato
suplementado com hemina e menadiona, para preservagcdo do espécime original
durante os experimentos de cultura seletiva. Os meios foram incubados a 37°C, por
um periodo de 48 a 72 horas. As placas contendo AMS foram incubadas em
atmosfera de microaerofilia em jarras de vidro, pela utilizagdo do método da vela
para produgao de uma atmosfera de aproximadamente 5 a 7% de oxigénio.

Transcorrido o periodo de incubacéao, placas que demonstraram crescimento
viavel, entre 30 e 300 colbnias, tiveram seus morfotipos quantificados e
caracterizados de acordo com sua morfologia macroscoépica obedecendo a critérios
estabelecidos por Neder (1992), como tamanho; aspecto da borda; elevacéo;
textura; brilho; pigmentacdo e aspecto (se cremoso, oleoso, mucoide, ressecado,
pulverulento).

Posteriormente, trés a cinco colbnias de cada morfotipo foram transferidas
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para obtencao de culturas puras em agar Brain Heart Infusion (BHI) e incubado a 37
°C por 48 horas. As culturas obtidas foram avaliadas quanto o seu aspecto
morfotintorial pela coloracdo de Gram e estocadas em freezer a -80°C, em caldo

Brucella acrescido de glicerol (concentragao final 10%), para estudos posteriores.

4.4 Identificacao presuntiva da amostra

A identificagdo presuntiva dos cocos Gram positivos foi realizada através da
avaliagao das caracteristicas morfotintoriais apds coloragdo de Gram, determinagao
da habilidade de hidrolise da esculina, produgcdo de catalase, coagulase,
fermentagdo do manitol e fermentagdo anaerdbia da glicose. A identificacdo
presuntiva das bactérias Gram negativas foi realizada de acordo com as
caracteristicas morfotintoriais apds coloragdo de Gram, assim como a habilidade de
fermentar carboidratos, motilidade e producao de H,S.

As linhagens de referéncia de Enterococcus faecalis ATCC 51299,
Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Escherichia coli ATCC 25922 foram
utilizadas como controles para bactérias Gram positivas ou Gram negativas, e todos

os testes foram realizados em duplicata.

4.5 Estudos de correlagao e analise de dados

Para analise dos dados foi utilizado o pacote estatistico SPSS versédo 22.
Para as variaveis continuas foram utilizadas medidas de tendéncia central (média e
mediana) e de dispersao (desvio padrao), enquanto para as variaveis categoricas
foram utilizadas distribuicdo percentual. Foi utilizado Teste t de Student e valores de
p menores que 5% (p<0,05) foram considerados significantes.

A anadlise da variancia (ANOVA) foi aplicada para comparar a distribuigao e
contagem de diferentes grupos bacterianos nos diferentes meios de culturas
utilizados nas culturas seletivas comparativas entre os grupos de individuos. O nivel
de significancia foi definido como p<0,05.

O teste de ANOVA e o teste a posteriori de Tukey foram utilizados para
comparagdes da densidade bacteriana, bem como para a comparagdo dos
diferentes grupos nos espécimes de saliva amostrados. O nivel estabelecido para

significancia dos testes utilizados sera p<0,05.
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As analises de correlacdo foram realizados Testes de correlacdo de
Spearman e Pearson. Nestes, valores de p menores que 5 % (p<0,05) foram
considerados significativos. Para o coeficiente de correlacdo foram aceitos valores
variando entre -1 e +1. Onde quanto maior for o valor absoluto do coeficiente, mais
forte € a relagao entre as variaveis. Nesse sentido, um valor absoluto de 1 indica
uma relacao linear perfeita enquanto, uma correlagao perto de 0 indica que nao ha
relacdo linear entre as variaveis. O sinal de cada coeficiente indica a diregdo da
relagdo. Assim, variaveis com o coeficiente positivo tendem a aumentar ou diminuir
em conjunto ao passo que, variaveis com o coeficiente € negativo tendem a

aumentar a medida que as outras diminuem.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas sociodemograficas, comportamentais e clinicas dos

participantes

As caracteristicas sociodemograficas dos 30 voluntarios estdo apresentadas
na Tabela 1. A média de idade dos participantes foi de 22,3 anos e individuos do
sexo feminino prevaleceram em ambos os grupos. De maneira semelhante, os
participantes com ensino superior incompleto predominam tanto no grupo controle
quanto no de usuarios. Em contra partida, a renda mensal familiar mostrou-se
determinante na utilizagdo dos enxaguantes pelos participantes, uma vez que o
maior percentual de utilizagdo do produto foi encontrado no grupo com maior renda

declarada.

Tabela 1. Caracteristicas sociodemograficas do grupo de individuos amostrado

Grupo de individuos

Parametros
Controle, n=15 Usuarios, n=15
Média de idade (anos + DP) 22,3+44 225+4,5
Sexo (n; %) Masculino 02 (13,3 %) 06 (40 %)
Feminino 13 (86,7 %) 09 (60%)

Escolaridade Médio completo : )

(n; %)

Superior 10 (66,7 %) 10 (66,7 %)
Incompleto

Superior Completo 05 (33,3 %) 05 (33,3 %)

Renda em
salarios 1a2 01 (6,7 %) -
minimos* (n; %)

2a3 02 (13,4 %) 03 (20%)
3a4 02 (13,4 %) 04 (26,6)
4a5b 04 (26,6) 01 (6,7 %)
>5 05 (33,3 %) 06 (40 %)
Nao declararam 01 (6,7 %) 01 (6,7 %)

*Renda mensal em salarios minimos no Brasil em 2018 (R$ 954,00).



As caracteristicas comportamentais estudadas aparecem apresentadas na
Tabela 2 e exploram aspectos da higiene bucal dos participantes e os critérios
utiizados na escolha dos seus produtos de higiene bucal. Os resultados
encontrados mostram que individuos ndo usuarios de enxaguantes bucais, 0 grupo
controle, apresentam habitos mais frequentes de higienizacdo bucal e que, a
utilizacdo de tais produtos, ndo ocorre em detrimento aos processos mecanicos de
higienizagdo. Quanto aos critérios utilizados na escolha dos produtos de higiene
bucal os participantes indicaram como determinantes para a compra o prego € a
marca. Em menor escala foram citados a indicagdo de um profissional odontélogo e,
apenas no grupo controle, foi relatada a preocupag¢ao com a formulagao do produto
e a escolha por produtos que ndo contenham agentes antimicrobianos em sua

Composicao.

Tabela 2. Caracteristicas comportamentais

Grupo de individuos

Variaveis

Controle, n=15 Usuarios, n=15

Frequéncia de escovagéao

Critérios utilizados para

(n; %) 3 x dia 14 (93,3 %) 12 (80 %)

2 x dia - 02 (13,3 %)
Ap0Os as refeicdes 01 (6,7 %) 01 (6,7 %)

Freq“ﬁgﬂzﬂzlu(ﬂ'fizg’é° do 4 dia 09 (60 %) 11 (73,2 %)
2 x dia 02 (13,3 %) 01 (6,7 %)
3 x dia - 01 (6,7 %)
2 x semana - 01 (6,7 %)
3 a4 xsemana 01 (6,7 %) -
Nao utilizam 02 (13,3 %) 01 (6,7 %)
Nao declararam 01 (6,7 %) -

aquisicao dos produtos Preco 07 (46,6 %) 08 (53,3 %)
(n; %)
Marca 02 (13,3 %) 04 (26,7 %)
Indicagao 01 (6,7 %) 01 (6,7 %)
profissional
Principio ativo 01 (6,7 %) -

N&o declararam

04 (26,7 %)

02 (13,3 %)
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ApoOs inspecao da cavidade bucal os participantes tiveram suas condi¢gdes de
higiene bucal classificada como boa, regular ou ruim. Tais resultados, e demais
caracteristicas clinicas, dos participantes sdo apresentados na Tabela 3. Foram
observadas diferengas significativas (p <0,05) nas variaveis de nivel de controle de
placa, impaccdo alimentar e presenga de calculo dental. Esses resultados,
evidenciaram uma tendéncia de piora da condi¢do bucal nos individuos do grupo
controle relacionados ao aumento da ocorréncia de placa dental e situacdo de
impacgao alimentar. Em contrapartida, a presenca de calculo dental foi mais
evidenciada nos usuarios regulares de enxaguante bucal, o que podem estar
relacionado a diferengca nos habitos de higienizagdo bucal pelo binbémio fio-escova,
ou até mesmo a eficacia deste.Nao foram observadas alteragdes da mucosa em

nenhum dos grupos de estudo.

Tabela 3. Classificagdo da condi¢ao bucal e caracteristicas clinicas

Grupo de individuos

Variaveis (n; %)

Controle, n=15 Usuarios, n=15

Nivel de Controle de Placa Bom 11 (73,3 %) 12 (80 %)

Regular 04 (26,7 %) 03 (20%)

Ruim - -
Presenga Impacc¢ao alimentar Sim 07 (46,7 %) 03 (20%)

Nao 08 (53,3 %) 12 (80 %)
Presenca Calculo Sim 02 (13,3 %) 03 (20%)

Nao 13 (86,7 %) 12 (80 %)
Alteracdo nas mucosas Sim - -

Nao 15 (100 %) 15 (100 %)

5.2 Estudos de avaliagao da diversidade bacteriana

Nas culturas seletivas, foi observado crescimento bacteriano nos
diferentes meios utilizados. Do ponto de vista quantitativo, foram observadas
maiores contagens meédias de unidades formadoras de col6nias (UFC/mL) nos
meios AMS e EMB, respectivamente, a partir da saliva dos individuos de ambos os
grupos (Tabela 4). Contudo, observou-se menores valores na contagem média de

unidades formadoras de colénias (UFC/mL) a partir da saliva dos individuos usuarios
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de enxaguates nos meios AHM e AMS. Valores menores foram mais observados no
meio AHM, sendo acompanhada de um aumento na contagem média de unidades
formadoras de colénias (UFC/ mL) no meio EMB. Figuras 1.

Tabela 4. Distribuigdo quantitativa dos microrganismos em culturas seletivas.

Contagem média de Unidades Formadoras

Cultura Seletiva (meio) de Colbénias (Log UFC/mL) Valgi de
Controle, n=15 Usuarios, n=15
Agar Hipertbnico Manitol 3,39 2,78 0,046
Agar Mitis Salivarius 7,35 7,20 0,01
Agar Eosina Azul de 5,37 5.44 0,001

Metileno

* Teste de Tukey
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Figura 1 - Contagem média de Unidades Formadoras de Colbnias por meio de Isolamento. As letras
a e b indicam diferenca significativa entre os grupos de estudo (p<0.05). A: Agar Hiperténico Manitol;
B: Agar Mitis Salivarius; C: Agar Eosina Azul de Metileno.
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De maneira geral, foi observado crescimento bacteriano diferencial nos meios

de cultura utilizados, a partir dos espécimes de saliva obtidos nos dois grupos de

individuos, usuarios ou nao usuarios de enxaguantes bucais. As culturas que

apresentaram crescimento viavel tiveram suas colbnias contabilizadas e

caracterizadas dando resultando em 32 morfotipos e 407 isolados. Destas, 218
foram isoladas do AMS, 93 foram isoladas do AHM e 90 foram isoladas do EMB

(Tabela 5).

Tabela 5. Caracterizagéo e ocorréncia geral (%) dos morfotipos isolados em Agar

Mitis Salivarius.

Meio de

cultura Morfotipo

Caracteristicas

Ocorréncia
N (%)

M31

M32

M33

M34

AMS

M35

M36

M39

M42

Tamanho grande (= 5mm), forma irregular, elevagao do tipo
protuberante, estrutura lisa, brilho translicido, pigmentada
em azul claro, de aspecto umido e Gram Positivas.

Tamanho médio (2 a 5 mm), forma irregular, elevagao do tipo
protuberante, estrutura lisa, brilho translucido, pigmentada
em azul claro, de aspecto umido e Gram Positivas.

Tamanho médio (2 a 5 mm), com borda circular, elevagao do
tipo achatada, estrutura lisa, brilho opaco, pigmentada em
azul, com aspecto umido e Gram Positivas

Tamanho pequeno (£ 2 mm), com borda circular, elevagéo
do tipo convexa, estrutura lisa, brilho opaco, pigmentada em
azul, com aspecto umido e Gram Positivas

Tamanho pequeno (< 2 mm), com borda circular, elevagao
do tipo achatada, estrutura lisa, brilho opaco, pigmentada em
azul, com aspecto umido e Gram Positivas

Tamanho pequeno (< 2 mm), com borda irregular, elevacao
do tipo protuberante, estrutura lisa, brilho translucido,
pigmentada em azul claro, com aspecto umido e Gram
Positivas

Tamanho pequeno (£ 2 mm), com borda circular, elevacéo
do tipo convexa, estrutura lisa, brilho opaca, pigmentadas em
réseo, com aspecto viscoso e Gram Positivas

Tamanho pequeno (< 2 mm), puntiforme, elevagado do tipo
convexa, estrutura lisa, brilho translicido, pigmentada em
azul claro, com aspecto umido e Gram Positivas

12 (2,95)

52 (12,78)

64 (15,72)

75 (18,43)

03 (0,74)

06 (1,47)

03 (0,74)

03 (0,74)
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Tabela 6. Caracterizacdo e ocorréncia geral (%) dos morfotipos isolados em Agar

Hipertbnico Manitol.

Meio de

cultura

Morfotipo

Caracteristicas

Ocorréncia
n (%)

AHM

M1

M3

M4

M5

M6

M7

M8

M9

M10

M11

M12

Tamanho grande (= 5mm), com borda rizoide, elevacdo do
tipo achatada, estrutura filamentosa, brilho translucido,
pigmentadas em amarelo, com aspecto membranoso e Gram
Positivas

Tamanho grande (= 5mm), com borda circular, elevagao do
tipo convexa, estrutura lisa, brilho opaco, pigmentadas em
amarelo, com aspecto viscoso e Gram Positivas

Tamanho médio (2 a 5 mm), com borda circular, elevagao do
tipo convexa, estrutura lisa, brilho opaco, pigmentadas em
amarelo, com aspecto viscoso e Gram Positivas

Tamanho médio (2 a 5 mm), com borda circular, elevagao do
tipo convexa, estrutura lisa, brilho opaco, pigmentadas em
amarelo exibindo um halo, com aspecto viscoso e Gram
Positivas

Tamanho médio (2 a 5 mm), com borda circular, elevagao do
tipo convexa, estrutura lisa, brilho opaco, pigmentadas em
branco/réseo, com aspecto viscoso e Gram Positivas

Tamanho médio (2 a 5 mm), com borda circular, elevagao do
tipo convexa, estrutura lisa, brilho transparente, pigmentadas
em rosa, com aspecto umido e Gram Positivas

Tamanho pequeno (£ 2 mm), com borda circular, elevagao
do tipo convexa, estrutura lisa, brilho opaco, pigmentadas em
amarelo, com aspecto viscoso e Gram Positivas

Tamanho pequeno (£ 2 mm), com borda circular, elevagao
do tipo convexa, estrutura lisa, brilho opaco, pigmentadas em
amarelo, com aspecto umido e Gram Positivas

Tamanho pequeno (£ 2 mm), com borda circular, elevagao
do tipo convexa, estrutura lisa, brilho opaco, pigmentadas em
amarelo-palido, com aspecto viscoso e Gram Positivas

Tamanho pequeno (£ 2 mm), com borda circular, elevagao
do tipo convexa, estrutura lisa, brilho opaco, pigmentadas em
branco/réseo, com aspecto viscoso e Gram Positivas

Tamanho pequeno (< 2 mm), com borda irregular, elevagao
do tipo elevada, estrutura lisa, brilho transparente,
pigmentadas rosa, com aspecto viscoso e Gram Positivas

06 (1,47)

06 (1,47)

21 (5,16)

03 (0,74)

33 (8,11)

03 (0,74)

03 (0,74)

06 (1,47)

03 (0,74)

06 (1,47)

03 (0,74)
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Tabela 7. Caracterizagéo e ocorréncia geral (%) dos morfotipos isolados em Agar
Eosina Azul de Metileno.

Meio de
cultura

Morfotipo

Caracteristicas

Ocorréncia
n (%)

EMB

M18

M19

M20

M22

M23

M24

M25

M26

M27

M28

M29

M30

M41

Tamanho grande (= 5mm), com borda circular, elevagao do
tipo convexa, estrutura lisa, brilho opaco, pigmentada em
rosa, com aspecto Umido e Gram Negativas

Tamanho médio (2 a 5mm), com borda circular, elevacao do
tipo convexa, estrutura lisa, brilho opaco, pigmentada em
rosa, com aspecto gelationoso e Gram Negativas

Tamanho pequeno (£ 2 mm), com borda circular, elevagao
do tipo achatada, estrutura lisa, brilho opaco, pigmentada em
roxo, com aspecto seco e Gram Negativas

Tamanho pequeno (£ 2 mm), com borda circular, elevagao
do tipo convexa, estrutura lisa, brilho opaco, pigmentada em
roxo, com aspecto Umido e Gram Negativas

Tamanho pequeno (£ 2 mm), com borda circular, elevagao
do tipo convexa, estrutura lisa, brilho transparente, nao
pigmentada, com aspecto seco e Gram Negativas

Tamanho pequeno (= 2 mm), com forma filamentosa,
elevacdo do tipo elevada, estrutura rugosa, brilho opaco,
pigmentada em roxo, com aspecto seco e Gram Negativas

Tamanho pequeno (£ 2 mm), com forma irregular, elevacao
do tipo protuberante, estrutura rugosa, brilho opaco,
pigmentada em roxo, com aspecto membranoso e Gram
Negativas

Tamanho pequeno (£ 2 mm), puntiforme, elevagdo do tipo
convexa, estrutura lisa, brilho transparente, ndo pigmentada,
com aspecto seco e Gram Negativas

Tamanho pequeno (£ 2 mm), com forma irregular, elevagao
do tipo elevada, estrutura rugosa, brilho transparente,
pigmentada em roxo, com aspecto leitoso e Gram Negativas

Tamanho médio (2 a 5 mm), com forma irregular, elevagao
do tipo protuberante, estrutura rugosa, brilho opaco,
pigmentada em roxo, com aspecto membranoso e Gram
Negativas

Tamanho médio (2 a 5 mm), com forma rizoide, elevacao do
tipo elevada, estrutura rugosa, brilho opaco, pigmentada em
roxo, com aspecto viscoso e Gram Negativas

Tamanho médio (2 a 5 mm), com borda circular, elevagcéo do
tipo ondulada, estrutura lisa, brilho opaco, pigmentada em
roxo, com aspecto umido e Gram Negativas

Tamanhopequeno (< 2 mm), circular, elevagcdo do tipo
convexa, estrutura lisa, brilho opaco, pigmentada em rosa,
com aspecto umido e Gram Negativas

03 (0,74)

03 (0,74)

03 (0,74)

09 (2,21)

03 (0,74)

03 (0,74)

12 (2,95)

45 (11,08)

03 (0,74)

03 (0,74)

03 (0,74)

03 (0,74)

03 (0,74)
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A avaliagcdo da distribuicdo bacteriana, por morfotipos observados,
independentemente da sua identificacdo, sugere uma distribuicdo diferencial entre
os grupos de individuos amostrados, em fun¢cdo do habito de utilizagdo ou nao de
enxaguantes bucais. Os usuarios apresentaram, de maneira exclusiva, 12
morfotipos. Em contrapartida, o niumero de morfotipos exclusivos apresentados pelo
grupo controle foi de apenas 8. Ainda pode-se observar a existéncia de um grupo

comum, formado por 12 morfotipos, entre os grupos testados. Figura 2.
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Figura 2 — Diagrama de Venn representativo da diversidade de morfotipos, agrupamento qualitativo e
ocorréncia absoluta, de acordo com sua ocorréncia exclusiva e compartilhada entre individuos dos
grupos de estudo. a: M5; b:M8; c: M18; d: M19; e: M24; f: M29; g: M36; h: M39; i: M7; j: M9; k: M10; I:
M12; m: M20; n: M23; o: M27; p: M28; q: M30; r: M35; s: M41; t: M42; u: M1; v: M4; x:M6: w: M11; y:
M22; z: M25; a’: M26; b’: M31; ¢’: M32; d’: M33; e’: M34; f: M3.

Ainda nesse sentido, considerando a ocorréncia geral dos morfotipos
isolados, pode-se observar uma reducdo da ocorréncia e até mesmo auséncia de
crescimento de alguns morfotipos o que poderia sugerir uma alteragdo global na

diversidade bacteriana associada ao uso frequente de enxaguantes bucais. Figura 3.
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Abundincia re'ativa (%)

Grupos de estudo

Figura 3 — Estrutura da comunidade bacteriana bucal a partir de cultura seletiva e contagem de
UFC/mL, de amostras de saliva de individuos controle ou usuarios regulares de enxaguantes bucais

baseado na observagdo de morfotipos coloniais nos meios de cultura Agar Hiperténico Manitol, Agar
Mitis Salivarius e Agar Eosina Azul de Metileno.
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Pela aplicacdo do Teste de Correlagdo de Pearson foi observada correlagao
significativa (p<0,05) entre os dois grupos avaliados (correlagao positiva, r = 0,942).
Essa correlagao permite sugerir que o uso continuo de enxaguantes bucais favorece

a modificacdo da comunidade bacteriana estudada.

5.3 Identificagao presuntiva dos morfotipos isolados

Testes bioquimicos foram utilizados para a identificagdo presuntiva dos
morfotipos isolados e sua classificagdo em grupos bacterianos. No total, foram
isoladas 407 amostras bacterianas que, apods identificagdo presuntiva, foram
identificadas como pertencentes a 05 grandes grupos. O grupo de maior
predominancia foi o dos Bacilos entéricos gram-negativos (BGN), que agrupou 13
morfotipos, seguido pelo grupo dos Staphylococcus coagulase positiva (SCP) com
07 morfotipos, dos S. viridans (SGV) e Staphylococcus coagulase negativa (SCN),
ambos com 05 morfotipos e, com uma menor predominancia, o grupo dos
Enterococcus (ENT), com 02 morfotipos isolados.

As analises de niveis populacionais evidenciaram diferengas significativas,
p<0,05, entre os grupos analisados demostrando predominancia dos grupos
Enterococcus, Staphylococcus coagulase negativa e Staphylococcus coagulase
positiva tanto no grupo controle como no grupo de estudo. Tabela 8.

Tabela 8. Distribuicdo quantitativa dos microrganismos em grupos bacterianos.

Contagem média de Unidades

_ Formadoras de Colb6nias (Log Valor de

Grupo bacteriano UFC/mL) p*
Controle, n=15 Usuarios, n=15

Streptococcus viridans 2,64 1,62 0,041
Enterococcus 6,49 4,21 0,039
Staphylococcus coagulase 4.00 5.46 0,026
negativa
Sta,t_)_hylococcus coagulase 7.89 4.66 0,003
positiva
Bacﬂcs entéricos Gram 2.00 280 0,037
negativos

* Teste de Tukey
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Considerando-se a ocorréncia e a distribuicdo por abundancia relativa dos
morfotipos dentro de cada grupo bacteriano pode-se observar uma alteragdo no
padrao de distribuicdo destas bactérias no ecossistema bucal nos individuos dos
grupos de acordo com a utilizagdo ou ndo de antisséptico bucal (p<0,05). Essa
alteracao apenas nao foi significativa para o grupo do Staphylococcus coagulase
positiva. Figura4.

Entre os grupos bacterianos amostrados, foi observado, em geral, um maior
aumento na frequéncia média de ocorréncia e contagem de bastonetes Gram
negativos entéricos no grupo de individuos usuarios de antissépticos bucais. Oposto
foi observado para os isolados presuntivamente identificados como Staphylococcus

coagulase negativa.
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Figura 4 - Estrutura da comunidade bacteriana bucal a partir de cultura seletiva e contagem de
UFC/mL, de amostras de saliva de individuos controle ou usuarios regulares de antissépticos bucais,
baseado na identificagdo por grupos bacterianos. SGV - Streptococcus do grupo viridans; SCN —
Staphylococcus coagulase negativa; BGN - Enterobacterias; ENT — Enterococcus; SCP -

Staphylococcus coagulase positiva.
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5.4 Diversidade dos grupos bacterianos

Embora neste estudo tenha sido realizada apenas a identificagdo presuntiva
para estabelecimento de grandes grupos bacterianos (enterobacterias, enterococos,
estreptococos do grupo viridans e estafilococcus coagulase positiva e negativa),
uma andlise de estimativa de diversidade de morfotipos foi realizada nos grupos
identificados em relacdo a descrigdo e agrupamento bacteriano baseado nas
caracteristicas coloniais e microscopicas. Para isso, foi realizado o calculo através
da razao entre a contagem de UFC/mL de saliva coletada nos grupos e o numero
morfotipos exclusivos encontrados em cada grupo de identificagao.

A partir dessa medida, foi observado uma estimativa maior de diversidade
dos grupos SGV, ENT, SCN e BGN entre os individuos do grupo controle. Essa

estimativa apenas mostrou-se reduzida no grupo SCP.
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Figura 5 - Estimativa da diversidade dos grupos bacterianos de individuos controle ou usuarios
regulares de antissépticos bucais. SGV - Streptococcus do grupo viridans; ENT — Enterococcus; SCN
— Staphylococcus coagulase negativa; SCP — Staphylococcus coagulase positiva; BGN -

Enterobacterias.

48



6 DISCUSSAO

A cavidade bucal constitui um sitio anatémico peculiar. Suas caracteristicas
permitem o desenvolvimento de uma comunidade microbiana tipica, bastante
diversificada e susceptivel a uma enorme gama de alteracdes. A superficie bucal é
revestida pela saliva que além de exercer atividade umidificante, lubrificante,
tamponante e antimicrobiana (LEUNG et al., 2000) abriga a microbiota salivar que
desempenha importante papel na prevengao da colonizagao por bactérias exdgenas
ou patogénicas. Nesse sentido, todos os voluntarios participantes eram adultos
jovens e sem doenga periodontal ou sob uso de proteses, logo, portadores de
microbiota indigena bem estabelecida com predominio de cocos gram positivos do
grupo Viridans como descrito por FREITAS et al. 2014.

A resisténcia aos antimicrobianos € um importante problema de saude
publica e vastos recursos sao investidos na pesquisa de novas formas de combaté-
lo. Trabalhos experimentais recentes mostraram que a resisténcia a algumas drogas
pode resultar em maior susceptibilidade a outros, nomeadamente induzir a
sensibilidade cruzada (OBOLSKI, 2016). E nesse cenario que os enxaguantes
bucais com potencial antimicrobiano sado merecedores de maior atencgao
considerando seu potencial como agente de pressao seletiva sobre microrganismos
e promotor do processo de disbiose.

O registro mais antigo da utilizacdo de antissépticos bucais como
coadjuvante no tratamento odontolégico remota a medicina chinesa, por volta de 2
700 a. C (ASADOORIAN, 2006). Desde entao, os antissépticos tem sido utilizados
como coadjuvantes em processos relacionados a ma higienizagdo mecanica para
controle e remogao do biofilme placa bacteriana na cavidade bucal (BARNETT,
2003; GONZALEZ et al., 2014). Contudo, foi atualmente que uma grande quantidade
de antissépticos bucais, de diferentes marcas e composi¢cdes, ganharam as
prateleiras dos mercados e tiveram sua comercializacdo ampliada devido ao
comportamento dos consumidores, fatores culturais e de marketing (GOMES, 2007).
Seguindo essa tendéncia, a renda mensal familiar mostrou-se determinante na
utilizacdo dos antissépticos uma vez que os participantes usuarios deste, 92,4%,
declararam renda mensal acima de 4 salarios minimos. Corroborando nesse sentido,
todos os voluntarios do grupo controle declaram n&o utilizar o produto por seu preco

elevado. Quanto aos critérios utilizados para a escolha dos produtos de higiene
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bucal foram mais apontadas as variaveis de preco e marca. Dados semelhantes
foram descritos por Davoglio et al., (2009) e Bordin, (2017) ao afirmarem que os
fatores soécio-econdbmicos atuam como elementos diferenciadores nas acbes de
manutencio a saude.

A avaliagao das caracteristicas comportamentais evidenciou uma frequéncia
maior de higienizagdo com a utilizagdo do bindbmio-escova pelos individuos do grupo
controle. Porém, tais caracteristicas sua eficiéncia questionadas uma vez que
individuos do grupo controle demonstram, em exame clinico por profissional
especializado, uma tendéncia de piora da condicdo bucal relacionada ao aumento
da ocorréncia de placa dental e situagado de impacgao alimentar. A relagao entre tais
resultados, processo de higienizagdo ineficiente e a ocorréncia de impacgao
alimentar ja fora descrito por Mendes et al, (2016) ao afirmar que o
desenvolvimento de carie dentaria é altamente dependente do estilo de vida e da
qualidade da higiene bucal de um individuo. Kubo, 2011, afirma em um de seus
trabalhos que a utilizagdo de fio dental é um elemento indispensavel a escovagéo
dos dentes. Tais resultados permitem sugerir que os antissépticos bucais exercem
pouco efeito sobre a qualidade do processo de higienizagdo quando comparados a
um processo de remogao mecanico efetivo e eficiente do biofilme dentario. Em
consonancia, Casais et al., em 2013, afirmam que o debridamento do biofilme em
seus estagios iniciais garante uma higienizagdo mais eficiente uma vez que retarda
as préximas fases do processo de instalagao do biofilme.

Apos o processamento das amostras observou-se menores valores na
contagem meédia UFC/ mL a partir da saliva dos individuos usuarios de antissépticos
nos meios AHM e AMS, destinados ao isolamento de bactérias gram positivas. A
reducao nesses valores foi mais expressiva no meio AHM, sendo acompanhada de
um aumento na contagem média de unidades formadoras de coldénias no meio EMB.
A alteracao desses valores permite inferir uma agao efetiva dos antissépticos bucais
sobre a microbiota bucal. Segundo Lotufo et al. (2001) a microbiota bucal é
constituida em sua grande maioria por organismos gram positivos, especialmente
Streptococcus spp, € em uma menor frequéncia, por bactérias Gram negativas.
Esses resultados permitem também confirmar a eficacia da acdo dos antissépticos
sobre os microrganismos relacionados ao processo de instalagado e desenvolvimento
da céarie (NOCE, 2011). O incremento observado nos numeros dos microrganismos

Gram negativos acompanhado da reduc¢ao do grupo anteriormente citado evidencia
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o papel da microbiota autéctone como barreia a colonizagdo e implantagédo de
espécies patogénicas estranhas a essa microbiota ou mesmo a proliferacdo de
especies consideradas suplementar (DE LORENZO, 2004).

A quantificacado, caracterizagao e analise da distribui¢cao relativa dos isolados
de acordo com sua macro morfologia sugere uma distribuicdo diferencial de
morfotipos bacterianos entre os 2 grupos de individuos amostrados, em funcao do
habito de utilizacdo ou n&o de antissépticos bucais. Essa distribuicdo evidencia uma
maior variedade morfotipica nos individuos usuarios regulares de antisséptico
quando comparados aos individuos do grupo controle. Cabe ressaltar que a
caracterizagcao morfotipica nao reflete dados de uma identificacdo de espécies ou
grupos, uma vez que uma mesma espécie pode, de acordo as condigbes a que é
submetida, apresentar caracteristicas morfologicas colénias distintas (NEDER,
1992). Assim, pode-se afirmar que os componentes de uma microbiota bucal
submetidos ao stress de pressao seletiva pelo uso de antissépticos tendem a
expressar, em situagdes de isolamento, uma maior variabilidade morfotipica quando
comparados ao grupo controle (MARSH, 2011).

No que tange a ocorréncia geral dos morfotipos isolados, os dados
apresentados permitiram observar a acao dos antissépticos reduzindo, ou até
mesmo inibindo, o crescimento de alguns morfotipos o0 que poderia evidenciar uma
reducdo bacteriana associada ao uso frequente de antissépticos bucais. Contudo,
essa redugcdo nao ocorre considerando o carater dinamico das populagdes
bacterianas autoctones e seu potencial regulador da colonizagdo de um sitio
anatébmico (MARSH, 2010). Nesse sentido, foi observado uma relagdo diretamente
proporcional entre 0 uso de antissépticos bucais e a modificacdo da comunidade
bacteriana. Assim, neste estudo, foram identificados 12 morfotipos de ocorréncia
exclusiva no grupo dos usuarios de antissépticos, 08 morfotipos de ocorréncia
exclusiva no grupo controle e 12 morfotipos, entre os grupos testados. Tais achados
sugeriram o uso do antisséptico como uma acédo promotora da alteracdo da
comunidade bacteriana na cavidade bucal. Nesse sentido, foi observada uma
relagao direta entre a utilizagao de tal produto, a diminui¢do da populagao bacteriana
e 0 aumento da variedade de morfotipos observados.

As observagdes quanto as identificagdes presuntivas dos isolados por grupos
bacterianos demonstraram que um mesmo grupo bacteriano pode apresentar

caracteristicas morfoldgicas bastante diversas sob diferentes condigdes ambientais
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e de estresse, como aquelas encontradas no ecossistema bucal. Tal fato ja fora
descrito por ZAWADZKI et al (2017) ao descrever a agao da temperatura, do pH,
das condigdes de oxigenagdo e da disponibilidade de nutrientes como fatores que
influenciam no crescimento da microbiota oral. Relvas (2015) destaca ainda a
qualidade dos processos de higienizagdo como critério para o estabelecimento de
uma microbiota funcional. Os testes de identificacbes permitiram o agrupamento
dos 32 mortipos identificados em 05 grandes grupos bacterianos. As maiores
contagens médias de UFC/mL foram nos grupos relacionados ao Streptococcus
viridans e Enterococcus, seguidos pelos Staphylococcus coagulase negativa e
Staphylococcus aureus e pelos Bacilos Entéricos Gram-Negativos. Tais contagens
corroboram com o apresentado por Scannapieco (2013) ao caracterizar a ocorréncia
de grupos bacterianos na cavidade bucal. Esses valores seguiram a mesma
tendéncia observada na distribuicdo por morfotipo. Assim, a redugédo populacional
nos grupos SGV, ENT e SCP, microrganismos considerados normalmente inécuos
quando controlados pelos métodos de higienizagdo adequados, favoreceram a
proliferagdo dos grupos dos SCN e, em menor proporgéo daqueles relacionados ao
BGN. Grupos esses, relacionados a processos patogénicos. Os SCN, comum em
mucosas e tecido epitelial, quando na cavidade bucal, exerce importante fungdo na
patogénese da doenga periodontal e, segundo DOS SANTOS et al,, (2017) a
ocorréncia de microrganismos em grande quantidade, ndo comuns na cavidade
bucal, favorecem a manutencao das infecgdes bucais. De maneira semelhante a
proliferacdo dos BGN nos biofilmes pode contribuir para a inflamacao periodontal, a
endocardite bacteriana, halitose, infecdo endoddntica e actinomicose podendo
impactar negativamente a saude geral de um individuo. (RELVAS, 2015).

A ocorréncia dos SCP identificadas na presente pesquisa pode né&o
corresponder aos achados da literatura em fungdo do espécime clinico, saliva, ser
obtido de regibes diferentes de seu sitio de colonizagdo. Embora tal grupo ja tenha
sido descrito por Pace e Andrade (2007) no biofiime dentario de pacientes com

doenca periodontal.
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7 CONCLUSOES E CONSIDERAGOES FINAIS

A acdo antimicrobiana dos antissépticos bucais foi evidenciada pela
diminuicdo significativa na contagem média de UFC/mL nos participantes usuarios
de enxaguantes bucais.

A diferente ocorréncia de morfotipos entre os grupos de estudo sugere uma
acao promotora da alteracdo da comunidade bacteriana na cavidade bucal pelo uso
de enxaguante bucal. Nesse sentido, foi observada uma relagdo direta entre a
utilizacdo de tal produto a diminuicdo da populacdo bacteriana e o aumento do
numero de morfotipos bacterianos. Assim, ao reduzir a populagdo dos morfotipos
gram positivos, encontrados em maioria em uma cavidade bucal saudavel, o
enxaguante favorece o incremento de morfotipos gram-negativos. Assim, individuos
usuarios de enxaguantes teriam uma cavidade bucal com menor ocorréncia de
agentes bacterianos, porém com uma maior riqueza destes.

Apos identificagdo presuntiva, diferente do ocorrido anteriormente, ndo foram
encontrados grupos bacterianos de ocorréncia exclusiva no grupo teste ou no
controle sendo encontradas apenas variagdes nos numeros de UFC/mL relacionada
ao habito de utilizagdo ou ndo de enxaguante bucal. Nos individuos usuarios de
enxaguante bucal a diminuicdo de contagem média de representantes dos grupos
SGV, ENT e SCP foi acompanhada de um aumento na ocorréncia de contagem
média de representantes dos grupos dos bastonetes BGN e dos SCN. Tal achado
evidencia a agao dos enxaguantes como moduladores da populagéo bacteriana e
mostra que, embora nao afetem a diversidade bacteriana da cavidade bucal,
exercem papel determinante na proliferagdo de grupos, até entdo, suplementares a
microbiota bucal, indicando um possivel processo de disbiose.

Os resultados encontrados permitem sugerir que a utilizacdo regular de
enxaguantes altera a microbiota bucal podendo influenciar no mecanismo de
regulagcédo saude x doenga e resultar em processos infecciosos tanto por colonizagao
de espécies exdgenas como por proliferacdo de espécies residentes. Contudo,
outros estudos sdo necessarios para entender melhor a relagdo causal entre os

enxaguantes bucais e a microbiota bucal.
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APENDICE A - Parecer Consubstanciado do Cep

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ENXAGUANTES BUCAIS: INTERACAO COM MICROBIOTA E
INTERFERENCIA NA RESISTENCIA BACTERIANA AOS ANTIMICROBIANOS
Pesquisador:Ana Carolina Mbucais Apol6nio

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 79766317.9.0000.5147

Instituicao Proponente: Universidade Federal de Juiz de Fora — ICB

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio
DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.422.594

Apresentacao do Projeto:

Apresentagcdo do projeto esta estruturado de forma objetiva. Descreve as bases
cientificas que justificam o estudo.

Objetivo da Pesquisa:

Este estudo tem como objetivo geral, avaliar interferéncia de enxaguantes bucais na
diversidade microbiana e susceptibilidade a antimicrobianos na cavidade bucal.
Apresenta compatibilidade com a proposta de estudo.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

O risco que o projeto apresenta é caracterizado como risco minimo, considerando
que os individuos ndo sofrerdo qualquer dano ou prejuizo na realizagdo das
intervengdes propostas. Cita que o participante pode ter um incbmodo com a coleta
de saliva, mas que procurara amenizar com a coleta sendo realizada por
especialista.Os beneficios esperados estdo adequadamente descritos.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O projeto esta estruturado, delineado e fundamentado, sustenta os objetivos do
estudo. A metodologia estadescrita de forma objetiva. Apresentou todos os
documentos necessarios conforme protocolo do Comité.Orcamento da pesquisa:

informa que o Laboratério de Fisologia e Genética Molecular Bacteriana dolCB/UFJF

64



cobrira as despesas, pois ja possui a maioria dos recursos necessarios. O que nao
for cobertoficara a cargo do pesquisador.O projeto encontra-se em consonancia com
os principios éticos norteadores da ética na pesquisa cientifica envolvendo seres
humanos elencados na resolu¢do 466/12 do CNS e com a Norma Operacional N°
001/2013 CNS.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoéria:

Apresentou o termo de Consentimento Livre e Esclarecido,objetivo e com as
informagdes devidas. Relata que preservara o sigilo das informagdes e o anonimato
dos participantes. Atende as normas da resolugao 466/2012 - CNS.

Conclusoées ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoées:

Diante do exposto, o projeto esta aprovado, pois esta de acordo com os principios
éticos norteadores da ética em pesquisa estabelecido na Res. 466/12 CNS e com a
Norma Operacional N° 001/2013 CNS. Data prevista para o término da
pesquisa:Fevereiro de 2019.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa CEP/UFJF, de acordo com as
atribuicoes definidas na Res. CNS 466/12 e com a Norma Operacional N°001/2013
CNS, manifesta-se pela APROVACAO do protocolo de pesquisa proposto. Vale
lembrar ao pesquisador responsavel pelo projeto, o compromisso de envio ao CEP
de relatorios parciais e/ou total de sua pesquisa informando o andamento da
mesma, comunicando também eventos adversos e eventuais modificagdes no

protocolo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Arquivo Postagem Autor Situagao
Documento
Informagées | PB_INFORMACOES BASIC | 04/12/2017 Ana Aceito
Basicas AS DO P 11:07:08 Carolina
do Projeto ROJETO_1025698.pdf Mores
Apolbnio
Projeto projeto_Priscila.docx 04/12/2017 Ana Aceito
Detalhado / 10:55:37 Carolina
Brochura Mores
Investigador Apolbnio
Outros EXAMECLINICO.docx 04/12/2017 Ana Aceito
10:54:15 Carolina
Mores
Apolbnio
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Outros FICHAPARACOLETADEINF | 04/12/2017 Ana Aceito
ORMACOE 10:53:54 | Carolina
S.docx Mores
Apolbnio
Declaracgao de Decbiorrepositorio.pdf 08/11/2017 Ana Aceito
Manuseio 10:00:02 Carolina
Material Mores
Bioldgico / Apolbnio
Biorepositorio
/Biobanco
Declaracgao de Decinfraestrutura.pdf 08/11/201 Ana Aceito
Instituicdo e 09:59:31 Carolina
Infraestrutura Mores
Apolbnio
Folha de olhaderosto.pdf 08/11/2017 Ana Aceito
Rosto 09:57:27 Carolina
Mores
Apolbnio
TCLE / TCLE.docx 07/11/2017 Ana Aceito
Termos de 17:01:30 Carolina
Assentimento / Mores
Justificativa de Apolbnio

Auséncia

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagcao da CONEP:

Nao

JUIZ DE FORA, 07 de Dezembro de 2017
Patricia Aparecida Fontes Vieira
(Coordenador)




APENDICE B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

O Sr. (a) esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da
pesquisa “ENXAGUANTES BUCAIS: INTERAGAO COM MICROBIOTA E
INTERFERENCIA NA RESISTENCIA BACTERIANA AOS ANTIMICROBIANOS’.
Para tanto, pedimos a sua autorizagao para a coleta, o depédsito, 0 armazenamento,
a utilizagao e descarte do material biolégico humano do tipo saliva, cuja a utilizagcédo
esta vinculada somente a este projeto de pesquisa. Nesta pesquisa pretendemos
realizar uma comparacao entre as bactérias presentes na boca de pessoas que
fazem uso de solugdes para bochecho com aquelas presentes na boca de
voluntarios que nao utilizam tais produtos.Para esta pesquisa adotaremos os
seguintes procedimentos: sua saliva sera coletada em um frasco plastico
descartavel apropriado e, em seguida sera transportada, em contato com o gelo, ao
laboratorio de microbiologia, onde permanecera até sua analise. Apds a analise
todas as amostras serdo destruidas de maneira adequeada conforme
recomendagao dos orgaos de controle. Esta pesquisa é considerada uma pesquisa
de risco minimo, mas eventuais desconfortos decorrentes do procedimento de coleta
serdo minimizados por um examinador qualificado. A pesquisa contribuira para a
geracdo de dados que poderdo servir de base para acbes educativas e
conscientizagao sobre a utilizacdo das solugdes para bochecho, além de servir como
referéncia para estratégias que visem estimular a reflexdo sobre a utilizagao
continua dessas substancias.

Para participar deste estudo o Sr. (a) ndo terd nenhum custo, nem
recebera qualquer vantagem financeira.Apesar disso, caso sejam identificados e
comprovados danos provenientes desta pesquisa, o Sr.(a) tem assegurado o direito
a indenizacdo. O Sr. (a) tera o esclarecimento sobre o estudo em qualquer aspecto
que desejar e estara livre para participar ou recusar-se a participar e a qualquer
tempo e sem quaisquer prejuizos, pode retirar o consentimento de guarda e
utilizagcdo do material biolégico armazenado no Biorrepositorio, valendo a desisténcia
a partir da data de formalizacdo desta. A sua participagado € voluntaria, e a recusa
em participar ndo acarretara qualquer penalidade ou modificacdo na forma em que o
Sr. (a) é atendido (a). O pesquisador tratard a sua identidade com padrbes

profissionais de sigilo. Os resultados obtidos pela pesquisa, a partir de seu material
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biolégico, estardo a sua disposi¢cao quando finalizada. Seu nome ou o material que
indique sua participagado nao sera liberado sem a sua permissao.
O (A) Sr. (a) néo sera identificado (a) em nenhuma publicagdo que possa

resultar.
Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo
que uma sera arquivada pelo pesquisador responsavel, no Laboratorio de Fisiologia
e Genética Molecular Bacteriana do ICB/UFJF, e a outra sera fornecida ao Sr. (a).

Os dados, materiais e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados
com o pesquisador responsavel por um periodo de 5 (cinco) anos e apds esse
tempo serdo destruidos. Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padrdes
profissionais de sigilo, atendendo a legislacdo brasileira (Resolugbes N° 466/12;
441/11 e a Portaria 2.201 do Conselho Nacional de Saude e suas complementares),
utilizando as informagdes somente para os fins académicos e cientificos.

Eu, , portador do documento

de Identidade fui informado (a) dos objetivos da pesquisa
“ENXAGUANTES BUCAIS: INTERAGAO COM MICROBIOTA E INTERFERENCIA
NA RESISTENCIA BACTERIANA AOS ANTIMICROBIANOS”, de maneira clara e

detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar

novas informacdées e modificar minha decisdo de participar se assim o
desejar.Declaroque concordo em participar desta pesquisa. Recebi uma via original
deste termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de

ler e esclarecer as minhas duvidas.

Juiz de Fora, de de 20

Assinatura do Participante Assinatura do (a) Pesquisador (a)

Nome do Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. Ana Carolina MbucaisApolénio.Enderego: ICB/
Depto. de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia./ Avenida José Lourengo Kelmer, s/n — Campus
Universitario, Bairro Sdo Pedro. CEP:36036-900 - Juiz de Fora — MG. Fone: (32) 2102-3213. E-

mail:carolinaapolonio@gmail.com
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APENDICE C - Ficha Clinica

Higiene bucal: ( )BOA ( ) REGULAR ( )RUIM
Respirador bucal? ( ) SIM ( ) NAO
Sente frequentemente a boca “seca”? () SIM () NAO

*Caries: Quantas? Impacgéao alimentar:

*Calculo: SanGramento

gengival:

*Gengivite: Feridas

cirargicas:

*Periodontite:

*Comunicagao buco-sinusal ou buco-nasal:

*Alteracdo nas mucosas: () labios ( ) mucosa jugal () lingua () assoalho
() palato () regidao amigdaliana () gengivas
*OBS.:

Percepgao quanto a utilizagdao dos enxaguantes bucais

Q17: Questéo 1 - O enxaguante proporciona sensagao de refrescancia?
Q2: Questao 2 - Tem sensacao de queimacgao ou ardéncia?

Q4: Questéo 3 - O sabor do enxaguante é agradavel?

Q5: Questao 4—Por que vocé acha importante usar o enxaguante bucal?

Data da coleta:

Local da coleta:
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APENDICE D - Ficha de Coleta de Informacées
Data: / /

N° de identificagao:

Idade: Sexo: Escolaridade:

Renda Familiar: [ ] < 1 sa1 minimo L1 5 4 4 sal minimos

[ ] 1 a2 sal minimos L] 4 a5 sal minimos

] 2 a 3 sal minimos ] >5 sal minimos

Com que frequéncia escova os dentes?

D 1 x ao dia (pela manha ou a noite) D 3 x ao dia (manh4, tarde e noite)

D 2 x ao dia (manhéa e D Sempre que termino uma refeicao

Faz uso de dentifricio (pasta de dente)? D Sim D Nao
Se sim, qual ou quais?

Quantas vezes?

Faz uso de fio dental? Sim N3o
Quantas vezes? D D

Faz uso de enxaguante bucal? , _
Se sim, qual ou quais? D Sim D Nao

Quantas vezes?

Substitui a escovagio e o fio dental por esse produto? D Sim D N3o

Com que frequéncia?

Quais critérios utiliza para a compra de produtos de higiene bucal?

SAUDE GERAL
Apresenta algum problema de saude?

Digestivo/Intestinal/Hepatico/Pulmonar/Cardiaco/Renal/Diabetes/Hipertensdo/Reum

atismo/Problema ginecoldgico/Alergia/ Doenga auto-imune.

*Algum problema que nao foi perguntado?

Apresenta intolerancia a lactose, doenga de Crohn, Sindrome do intestino

irritavel, ou alguma outra? D Sim D N3o
Qual?
Apresentou algum quadro de desordem intestinal recentemente?

Quando? D Sim D Nao

Esta fazendo uso de algum medicamento? Sim
Qual? H Si H
Fez uso de antimicrobiano(s)/antibiéticos recentemente? 'm
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Se sim, qual ou quais?

Ha quanto tempo?

Quando foi a ultima vez que foi ao dentista?

O que o dentista fez?

Sua gengiva sangra quando vocé usa o fio dental? D Sim
Usa algum tipo de protese? D Sim D Néo
Usa aparelho ortodéntico? D Sim D Nao

Faz uso de bebida alcéolica? D Sim D Nao
Quantas vezes?
Quase todos os dias D 3 a 4 vezes por semana

D Uma vez por dia ou mais D 1 vez por més

D 1 a 2 vezes por semana D 2 a 3 vezes por més

Fuma? [ ] sim [ ] Nao
Quantas vezes?
Quase todos os dias D 3 a 4 vezes por semana

D Uma vez por dia ou mais D 1 vez por més

D 1 a 2 vezes por semana D 2 a 3 vezes por més

Observagoes:
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