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Resumo

Os dentifricos sdo o veiculo mais apropriado e eficiente para a libertacdo de agentes
terapéuticos na cavidade oral, uma vez que a escovagem dentaria € o método mais
amplamente usado de higiene oral, tendo como principal objectivo a prevencédo da cérie

dentaria e da doenca periodontal.

A enorme variedade de dentifricos disponiveis no mercado nacional, impde sérias

dificuldades na escolha dos mesmos por parte do consumidor.

A cérie dentaria é o resultado da interaccdo de diversas espécies bacterianas, no entanto,
Streptococcus mutans e Lactobacillus acidophillus desempenham um papel

preponderante no inicio e desenvolvimento desta doenca.

O objectivo deste estudo foi avaliar a eficacia anti-bacteriana de seis dentifricos
existentes no mercado nacional em Streptococcus mutans e Lactobacillus acidophillus.
Para o efeito, realizou-se um estudo experimental baseado no Método de difusdo em
agar (Método de Kirby e Bauer), a partir de uma amostra de 6 pastas dentifricas,
(Sensodyne® Proteccdo Total, Colgate® Anti-caries, Aquafresh® Limpeza Extrema
Polegar® com Fllor, Dia® Bi-fltor Action e Auchan® Anti-céries).

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente com recurso ao programa
informéatico SPSS® 16.0, através do qual foi determinado entre que dentifricos

existiram diferencas estatisticamente significativas.

Como resultados mais relevantes salienta-se que todas as pastas dentifricas estudadas
apresentaram eficicia anti-bacteriana em Streptococcus mutans e em Lactobacillus
acidophillus, verificando-se que existiram diferencas estatisticamente significativas
entre elas. Deste modo, concluiu-se que as pastas dentifricas Auchan® Anti-caries e
Dia® Bi-fluor Action foram, respectivamente, aquelas com maior e menor eficécia anti-

bacteriana nas duas bactérias utilizadas no estudo.



Abstract

Dentifrices are the most appropriate and efficient vehicle for releasing therapeutic
agents in the oral cavity, since tooth brushing is the most common method of oral

hygiene, whose main purpose is the prevention of dental caries and periodontal disease.

The enormous variety of dentifrices available in the national market imposes serious

trouble in their selection by consumers.

Dental caries is the result of the interaction of several bacterial species; however,
Streptococcus mutans and Lactobacillus acidophillus play a prevailing role in the

beginning and development of this disease.

This study was undertaken to evaluate the antibacterial efficacy of six commercial
dentifrices against Streptococcus mutans and Lactobacillus acidophillus. In order to
accomplish this, we conducted an experimental study based on Agar diffusion Method
(Kirby and Bauer Method), using a sample of six toothpastes (Sensodyne® Proteccao
Total, Colgate® Anti-caries, Aquafresh® Limpeza Extrema Polegar® com Fluor, Dia®
Bi-fldor Action e Auchan® Anti-céries).

The obtained data were submitted to statistical analyses using SPSS® 16.0 software,

which determinated significative statistical differences among the studied dentifrices.

As the most relevant results, we point out that all the studied toothpastes not only
possessed antibacterial efficacy on Streptococcus mutans and Lactobacillus
acidophillus, but also had significative statistical differences between them. Therefore,
we concluded that Auchan® Anti-caries and Dia® Bi-fluor Action toothpastes were,
respectively, those with more and less antibacterial efficacy in the two bacteria used in

this study.
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Estudo in vitro da eficacia anti-bacteriana de seis dentifricos

em Streptococcus mutans e Lactobacillus acidophillus

Introducéo

Ao longo da Histéria, os dentifricos t€ém sido usados por diferentes povos em todo o
mundo, essencialmente com os mesmos propoésitos: aliviar as dores dentérias, limpar e
fortalecer os dentes e eliminar o mau halito. A sua composi¢do evoluiu desde os pos
constituidos por ervas, minerais e cinzas de ossos de animais, passando por aguas
dentifricas contendo urina, vinagre, azeite e mel, até as sofisticadas pastas e géis
dentifricos disponiveis actualmente. O grande ponto de viragem na composicao dos
dentifricos, deu-se no final do século XIX e inicio do século XX, com o aparecimento
da teoria quimioparasitaria da carie dentaria, descrita por W.D. Miller, e descoberta das
propriedades anti-cariogénicas do flior (Fischman, 1992; Wohleber, 2002). Desde
entdo, os dentifricos tém sofrido um notdvel desenvolvimento na sua composi¢ao, com
a introducdo de agentes com propriedades terapéuticas, cujo objectivo € prevenir as
doencas orais como a carie dentdria e a doenga periodontal, e com a introdugdo de

agentes com propriedades cosméticas.

Os dentifricos sdo o veiculo mais apropriado e eficiente para a libertacdo de agentes
terap€uticos na cavidade oral dado que, para a maioria da populagdo, a escovagem
dentaria faz parte dos rituais diarios de higiene pessoal (Stephen, 1992). Deste modo, a
escovagem dos dentes com um dentifrico ¢ o método mais amplamente usado de
higiene oral (Scheie, 1992). E também um facto universalmente aceite que o uso de
dentifricos fluoretados constitui a medida mais eficiente no controlo da carie dentaria,
ndo s6 pela remogdo mecanica da placa bacteriana cariogénica, mas também pela

libertag@o de fluor na cavidade oral (Thylstrup, 1992).

Actualmente, existe uma enorme variedade de dentifricos, que diferem tanto no seu
modo de apresentacdo como na sua composi¢cdo. Em regra, todos contém flior na sua
composi¢do, mas também existem dentifricos com propriedades branqueadoras, anti-
tartaro, anti-gengivite, dessensibilizantes, contra o mau halito, contra a erosdo dentaria,
com extractos de plantas, e todas as combinagdes dai resultantes. Perante esta
diversidade de produtos, o consumidor enfrenta um complexo problema de decisdo em
relacdo a qual dentifrico devera escolher. Consequentemente, os Médicos Dentistas sdo

habitualmente confrontados com uma pergunta tipica por parte dos pacientes, familiares
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ou amigos: “Qual a pasta dentifrica que o(a) Doutor(a) recomenda?”. Nao existe uma
resposta padrdo para esta questdo, dado que o dentifrico recomendado depende muito
das necessidades individuais de cada paciente, como por exemplo, a elevada
susceptibilidade a carie, a erosdo, a doenca periodontal, a halitose, entre outras. Porém,
quando o paciente em causa nido apresenta qualquer tipo de patologia, ¢ apenas se
pretende recomendar o uso de um dentifrico com vista a prevenir a carie dentdria, as
davidas instalam-se, face a enorme variedade de produtos existentes no mercado. Desta
forma, ha que ter em conta factores de ordem socioecondémica, pois € indubitavel que
existe uma relacdo positiva entre a carie dentaria e os niveis sociais mais baixos
(Stephen, 1992). O estatuto socioeconémico, bem como todos os factores sociais que
dele dependam, podem ter uma acg¢do indirecta sobre o risco de desenvolvimento de
carie, dada a sua influéncia nos comportamentos preventivos e dietéticos (Melo, 2001).
Actualmente, perante as crescentes dificuldades econdmico-financeiras existentes no
nosso pais, serd pertinente ponderar o custo de uma pasta dentifrica ao recomenda-la a
um paciente. Atendendo a varias situacdes, como por exemplo em agregados familiares
numerosos, em que todos os membros da familia possuam habitos de higiene oral, serd
de esperar que a escolha de uma pasta dentifrica, além da influéncia publicitaria, se

prenda com o seu preco de mercado.

Ao longo da formagao académica, especialmente nos ltimos trés anos, desde o inicio
da componente clinica, a autora foi frequentemente questionada pelos pacientes sobre
qual o dentifrico que os Médicos Dentistas recomendam e se existe diferenca entre os
dentifricos de preco mais baixo em relacdo aqueles de preco mais elevado. Tais
questdes despertaram duvidas e uma enorme curiosidade na obteng¢dao de respostas,
tendo deste modo servido de impulso e motivacdo para a realizagdo da presente

monografia.

Desta forma, ¢ proposto investigar a eficdcia anti-bacteriana de seis dentifricos
existentes no mercado nacional, em relagdo as principais bactérias responsaveis pelo
inicio e desenvolvimento da céarie dentaria, respectivamente, Streptococcus mutans e
Lactobacillus acidophillus. Foram estudados trés dentifricos de marcas brancas
(Polegar® com Fluor, Dia® Bi-flior Action e Auchan® Anti-céries) e trés dentifricos

de marcas conhecidas (Sensodyne® Protec¢ao Total, Colgate® Anti-caries e
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Aquafresh® Limpeza Extrema), cujos precos de mercado variam significativamente

entre eles.

Para a elaboracdo deste trabalho recorreu-se a material bibliografico, disponivel em
livros e revistas cientificas, consultados nas bibliotecas universitarias da Faculdade de
Medicina Dentéaria da Universidade do Porto (FMDUP) e da Universidade Fernando
Pessoa (UFP). Também foram utilizados motores de busca da Internet, tais como o
Pubmed, a Medline, o Elsevier, a Scielo, o Science Direct e 0 Google, com as palavras-
chave “dentifrices”, “eficacia anti-bacteriana dos dentifricios”, “antimicrobial effect of
toothpaste”, “Streptococcus mutans”, “Lactobacillus acidophillus”, “dentifrices

composition” e “history of dentifrices”. A pesquisa bibliografica foi realizada no

periodo compreendido entre Janeiro de 2009 e Junho de 2009.

O estudo experimental foi realizado no Laboratério de Investigacdo de Microbiologia da
Faculdade de Ciéncias da Satde da Universidade Fernando Pessoa, entre Maio de 2009
e Junho de 2009, e para o efeito o protocolo experimental foi adaptado do Método do

disco de Kirby e Bauer.

Assim, esta monografia realizada mediante um estudo experimental, com posterior

analise estatistica dos resultados, tem como principais objectivos, de ordem académica:

» Verificar se os dentifricos em estudo possuem eficacia anti-bacteriana em

Streptococus mutans e Lactobacillus acidophillus;

» Comparar a eficacia anti-bacteriana dos seis dentifricos entre si, em Streptococus

mutans e em Lactobacillus acidophillus;

Desta forma, com este estudo experimental, ndo se pretende obter resultados para
extrapolagdes in vivo. Pretende-se sim obter dados que permitam ndo so orientar em
relacdo ao dentifrico que se poderd recomendar, como também concluir se serd prudente
aconselhar um dentifrico de pre¢o mais econémico, dado que as suas propriedades anti-

bacterianas sdo semelhantes aquelas de um dentifrico com um prego mais elevado.
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Ap6s a recolha e a devida analise estatistica dos dados obtidos neste estudo, foi possivel
concluir que todas as pastas dentifricas estudadas apresentaram eficicia anti-bacteriana
em Streptococcus mutans ¢ em Lactobacillus acidophillus. Adicionalmente, também foi
possivel constatar que, em relacdo as duas bactérias utilizadas no estudo, as pastas
dentifricas Auchan® Anti-caries e Polegar® com Fluor foram aquelas com maior
eficacia anti-bacteriana, e que a Dia® Bi-fluor Action relevou ser a pasta dentifrica

menos eficaz.

Em suma, poder-se-4 recomendar as pastas dentifricas Auchan® Anti-caries e Polegar®
com Fluor a todos os pacientes, e em especial aqueles com dificuldades

socioeconomicas, dado o preco relativamente baixo destes produtos.
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Desenvolvimento

. AHISTORIA DOS DENTIFRICOS

A palavra “dentifrico” comegou a ser usada em Inglaterra, por volta de 1558, sendo
definida como um pd ou outra preparagdo para esfregar ou limpar os dentes (Fischman,

1992).

Actualmente, segundo o “Mosby’s Dental Dictionary” (2004), pode-se definir um
dentifrico como “um composto farmacéutico usado em conjunto com uma escova de

dentes, para limpar e polir os dentes”.

Ao longo da Historia os dentifricos tém sido usados com finalidade estética, para
remover maus odores da boca, para fortalecer os dentes, evitando as dores dentarias, e

também como medida profilatica das doengas epidémicas (Fischman, 1992).

De seguida, abordar-se-4 a cronologia relativa ao aparecimento e evolucdo dos

dentifricos ao longo dos tempos, desde a Antiguidade até a Idade Contemporanea.

1. Antiguidade

A primeira referéncia historica aos dentifricos encontra-se nos Papiros de Ebers, um
livro médico egipcio, escrito por volta de 1500 a.C., que contém receitas para elaborar

preparagdes de limpeza dos dentes (Weinberger Cit. in Boléo 1964).

Nos escritos da civilizagdo mesopotamica encontram-se também receitas de pastas
oleosas para limpar os dentes, limpeza essa feita com o dedo indicador (que tera sido a
primeira escova de dentes) e seguida de lavagens com agua. A oferta aos visitantes de
vasos com agua para lavar a boca era um ritual desta civilizagdo (Proskaner cit. in Boléo

1964).
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No Cédigo de Mant, da medicina sacerdotal indiana, encontra-se descrito que todo o
sacerdote devia purificar a sua boca com um raminho de arvore e com uma pasta a base

de mel, azeite e extractos aromaticos (Rizzi Cit. in Boléo 1964).

Os judeus usavam gengibre e cinamomo para combater o mau halito, e sal para

branquear os dentes (Boléo, 1964).

Os gregos usavam dentifricos, sendo que Hipocrates (460-377 a.C) ¢ considerado o
primeiro a recomendar o seu uso. Para ele, a preparacdo do dentifrico consistia em
queimar as cabegas de uma lebre e trés ratos, apds retirar o intestino a dois deles, mas
sem nunca remover o figado ou o rim. Acreditava-se que tendo o rato e a lebre dentes
fortes, estas caracteristicas passariam ao ser humano se fossem utilizadas partes do

corpo destes animais na confec¢do dos dentifricos (Fischman, 1992).

Os romanos tinham grandes cuidados com os dentes, lavando-os e esfregando-os com
madeira e dentifricos feitos de chifres de veado queimados e cabecas calcinadas de
lebres, ratos e lobos, juntamente com calcanhares de boi queimados e pés de cabra.
Cascas de ovo trituradas, conchas de caracol e p6 de pedra-pomes eram frequentemente

misturadas com mirra e usadas por esta civilizagdo (Fischman, 1992).

Celso (25 a.C), recomendava a lavagem da boca com 4agua, e tal como os gregos e
judeus, o uso de sal marinho para limpar e branquear os dentes. Defendia também que
se deviam esfregar os dentes com uma mistura de pétalas de rosa trituradas, calculos de
bilis e mirra, pois esta mistura removia as manchas dos dentes, pelo efeito solvente da

mirra, e pelo efeito abrasivo dos calculos biliares (Fischman, 1992).

Samonico, no seu tratado de medicina, aconselhava a lavagem dos dentes com agua

(Boléo, 1964).

Plinio (23 a 79 d.C) recomendava a lavagem da boca com sal e com po6 de dentes de cdo
calcinados, misturados com mel. Defendia também que qualquer dentifrico poderia ser
melhorado adicionando uma espiga de nardo, que diminuia o mau cheiro da boca.

Propunha ainda um método de preparacao de carbonato de calcio, que consistia em
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retirar a membrana interna das cascas de ovo ¢ em seguida queima-las, de modo a

fornecer um bom dentifrico (Fischman, 1992).

Escribonio Largo (47 d.C.) descrevia um dentifrico feito de cevada moida misturada
com uma pasta de vinagre e mel, ao qual podia ser adicionado rabanete seco ao sol. A
massa resultante era dividida em bolas, e cada uma delas misturada com sal. Apos
serem carbonizadas e reduzidas a pd, eram aromatizadas com espiga de nardo
(Fischman, 1992). Escribonio Largo referia também que Messalina, mulher do
imperador Claudio, usava chifres de veado calcinado como um dos ingredientes dos

seus pos dentifricos (Boléo, 1964).

Galeno, o famoso fisico, observou que muitos dentifricos e pds fortaleciam os dentes e

gengivas (Fischman, 1992).

2. ldade Média

Na Idade Média, os cuidados com a limpeza da boca continuaram, seguindo-se 0s
conselhos de Galeno, Celso e da escola arabe. Mas ¢é essencialmente devido a
descoberta e divulgacao da imprensa, no séc. XV, que o conceito de limpeza da boca se

tornou popular (Boléo, 1964).

Avicenna, médico que viveu na Pérsia entre 980 e 1037, aconselhava os seus pacientes a
evitar os po6s dentifricos demasiado duros, uma vez que estes poderiam destruir a

estrutura dentaria (Fischman, 1992).

Albucasis, arabe que viveu de 1050 a 1122, recomendava o uso de pds dentifricos e a
lavagem com adstringentes e, ao contrario dos judeus, que consideravam o vinagre

maléfico, ele aconselhava as lavagens da boca com vinagre, sal e vinho (Boléo, 1964).

Al-Bayan, judeu nascido em 1161 no Cairo, publicou um tratado intitulado o
“Formulario Hospitalar”, em que num dos capitulos fala dos medicamentos para a boca
e dos dentifricos. Os principios activos basicos de um dentifrico eram adstringentes,

agentes germicidas e abrasivos. Ele recomendava dois dentifricos para polir os dentes,
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fortalecer as gengivas e eliminar o mau halito, que eram utilizados apds os bochechos
com vinagre e agua de rosas. Aconselhava ainda um dentifrico para diminuir a dor de
dentes provocada pelo frio, o que faz deduzir que a recessdo gengival ja fosse conhecida

naquela época (Fischman, 1992).

Pedro Hispano, médico lisboeta do séc. XII, que mais tarde viria a ser o Uinico papa
portugués (Jodo XXI), escreveu no “Thesaurus Pauperum” que a agua-forte, vinagre
branco e sangue de orago eram bons para limpar os dentes. Recomendava também
esfregar os dentes de quatro em quatro dias com uma mistura de pos de chifre de veado,

sal-gema e carvao, tudo moido e queimado, e azeite (Boléo, 1964).

Arnaldo de Vilanova, filosofo que viveu durante o séc. XIII, descreveu uma pasta para
branquear os dentes, recomendando a sua aplicagdo antes e depois das refeigdes

(Fischman, 1992).

Guy de Chauliac, no fim do séc. XIII, descreveu também varios dentifricos para reduzir
o tartaro, mas salientando que se estes ndo fossem eficazes, seria necessario raspar a

superficie dos dentes para o eliminar (Fischman, 1992).

Os indigenas da civilizagdo Maya pré-colombiana praticavam a higiene dentéria usando
cinza branca misturada com mel branco, ¢ com um pedago de pano esfregavam os

dentes com esta mistura até ficarem lisos e brancos (Fastlicht cit. in Boléo 1964).

3. Idade Moderna

O manuscrito “Le regime du Corps de Maitre Aldebrandin de Sienne”, que data de
1526, apresenta algumas receitas de pds para lavar os dentes, que consistem em chifres
de veado, sementes de tamaris e de cipreste, rosas ¢ piquenarte, cascum ¢ sal-gema

(Landouzy cit. in Boléo 1964)

No livro de Mestre Lafranco de 1495 e no livro de Francisco Martinez Castrillo de
1557, os dois livros impressos mais antigos que se conhecem sobre a arte dentaria em

Espanha, encontram-se numerosos conselhos para a limpeza dos dentes (Boléo, 1964).
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No livro “La Odontologia em Espafia en los textos castellanos del siglo XV, de
Francisco Vindel, escrito em 1952, encontram-se varias receitas compostas por ossos de
tibia, conchas do mar brancas, esponja do mar, porcelana, alimen, sal-gema, raizes de
canas queimadas, cevada tostada, pimenta e raspas de chifre queimado, tudo reduzido a

po, e utilizado para branquear os dentes e evitar que estes se deteriorassem (Bol€o,

1964).

Ambrosio Paré, descreveu uma pasta endurecida, com a forma de um bastonete e
comprimento de um dedo, que se ia gastando, e possivelmente os dentes também, a
medida de que ia sendo utilizada. Esta pasta era constituida por p6s de chifres de veado,
corais, conchas de moluscos, alimen, pedra-pomes, salitre, aromatizantes e mucilagens

(Boléo, 1964).

4. ldade Contemporanea

As primeiras noticias de escovas de dentes na
Europa datam do séc. XVII, embora se saiba
que, originalmente, estas surgiram na China,
centenas de anos antes (Ramirez cit. in Mandel
1998). A escova de dentes era considerada
como um objecto de grande luxo, assim como,

ao longo da Historia, os processos de limpeza

dos dentes indicam que era um privilégio das Figura 1 - Escovas de dentes em

classes de maior nivel social. exposicdo no  Museu Pierre
Fauchard, em Paris (Léfebure, 2001)

A popularidade dos po6s e cremes dentifricos aumentou
exponencialmente quando a escova de dentes foi
reinventada por William Addis por volta de 1770, em
Inglaterra. A fébrica, denominada sociedade William

Addis, abriu em Londres em 1780 (Lefébure, 2001),

perdurando até aos dias de hoje, em que o negdcio tem o

Figura 2 - Antigas caixas de

nome de “Wisdom Toothbrushes” (Wohleber, 2002). po dentifrico, em porcelana
(Léfebure, 2001)
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Pierre Fauchard, o Hipdcrates da Medicina Dentaria Moderna, que viveu entre 1678 e
1761, foi o primeiro médico que se dedicou exclusivamente aos problemas dentarios,
constituindo a Medicina Dentdria como disciplina independente (Lyons, 198-). Em
1746, Fauchard declarou que os pds, opiatas e colutorios que diziam limpar e branquear
os dentes, eram uma fraude. Observou que os principais ingredientes destes produtos
(po de tijolo, pedra-pomes, sumos acidos, espirito de vitriolo e alumina) eram todos
substancias que desgastavam o esmalte e conferiam manchas amarelas aos dentes
(Fischman, 1992). Criou assim algumas formulas de pds, pastas e aguas dentifricas,
bastante complexas (Dechaume, 1977). Fauchard aconselhava também a urina humana,
que, ndo podendo ser tomada ao natural, era destilada e dissolvida em aguardente, dgua
de cresson ou de coclearia (Prélat cit. in Boléo 1964). O emprego da urina é muito
antigo, sendo considerada, durante mais de dezoito séculos, como um remédio para
numerosas doencgas ¢ também como uma forma de combater o halito fétido (Cecconi Cit.

in Boléo 1964),

Em 1802, Longbothom publicou um tratado de Odontologia, em que afirmava que
qualquer liquido ou pd, contendo substincias que dissolvem o tartaro, também
destruiriam o esmalte dentdrio e levariam a perda prematura dos dentes, triste facto
mascarado nos proprios rotulos das embalagens, que davam instrugdes para que apos o
seu uso se lavasse imediatamente a boca, de modo a eliminar toda e qualquer particula
remanescente. Esta ldgica conclusdo acabou por ndo surtir efeito entre os seus colegas,

nem entre o publico (Fischman, 1992).

Em 1807, uma empresa londrina de produtos farmacéuticos recomendava o uso de p6 de
carvao como dentifrico, afirmando que este conferia aos dentes uma aparéncia branca e
sauddvel, que prevenia e tratava as sequelas no esmalte provocadas pelo escorbuto, e

que era muito eficaz na elimina¢do do mau sabor da boca (Fischman, 1992).

Perante as intimeras propagandas existentes aos dentifricos, os Médicos Dentistas
comecgaram a duvidar das verdadeiras propriedades que lhes eram publicitadas. Thomas
Berdmore revoltou-se contra os vendedores de pds dentifricos, segundo ele destrutivos
para os dentes, e deu indica¢des a populacdo alertando para a disting@o dos bons e dos

maus produtos (Fischman, 1992).
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W.D. Miller, em 1890, descreveu a sua teoria da carie dentéria, cuja causa estaria na
descalcificagdao do esmalte pelos acidos organicos, produzidos por bactérias da cavidade
oral através da sua actuagdo nos hidratos de carbono em contacto com o esmalte. Miller
impulsionou assim uma nova era da Medicina Dentaria preventiva. A sua teoria levou a
uma rapida expansdo da industria dos dentifricos, e deu lugar ao estudo, descoberta e
adicao de novas substancias aos mesmos. A industria sofreu uma grande modificagao,

passando a utilizar uma base alcalina nos seus constituintes (Fischman, 1992).

Originalmente, os dentifricos eram vendidos em jarras de
porcelana, onde todos os membros da familia mergulhavam as
suas escovas dentifricas. Em 1892, Washington Wentworth
Sheffield, um dentista de New London, Connecticut, inventou
o tubo de pasta dos dentes. Os tubos maledveis de metal
permitiam assim que cada membro da familia retirasse uma
por¢do individual de dentifrico. Os primeiros tubos eram de

estanho, surgindo, ao mesmo tempo, as maquinas de

enchimento automatico dos mesmos (Mandel, 1998).
Figura 3 - Frasco
de agua dentifrica
(Léfebure, 2001)

De 1900 a 1930, o sabdo dentifrico passou a ser muito

conhecido, apesar de um farmacéutico da Faculdade de Paris ter demonstrado a sua
nocividade quimica. Os dentifricos tornaram-se menos abrasivos € a sua composicao
tornou-se mais rica, pela adicdo de agentes anti-carie, do flior e de compostos

aromaticos, cujo objectivo era tornar o seu uso mais agradavel (Lefébure, 2001).

Nesta altura, a industria dos dentifricos teve um répido crescimento com uma grande
competitividade. A parte do sabor, ndo havia muitas diferencas de uma marca para
outra. A formula basica era essencialmente a mesma da do século anterior: carbonato de
calcio, o principal constituinte do giz, continuava a ser um abrasivo popular; detergentes
sintéticos, como o lauril sulfato, substituiam o sabao; o sorbitol substituia a glicerina por

ser mais doce; € a glicerina ainda era usada como lubrificante (Wohleber, 2002).
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LE DENTIFRICE
DE FRANCE

LN
DENTIFRICE IDEAL

Figura 4 - Painéis publicitarios da primeira metade do séc. XX -
Museu Dentario de Lyon (Léfebure, 2001)

Em 1909, o Professor William J. Gies, da Universidade da Columbia, iniciou um
extenso programa de investigacdo relacionando a composi¢do de varios produtos com
os seus atributos publicitarios. Durante um periodo de dez anos ele desmascarou as
falsas publicidades e os perigos inerentes aos dentifricos correspondentes (Mandel,

1998).

Em 1928, foi fundado o Departamento de Quimica da “American Dental Association”,
prestigiosa associacdo dos Médicos Dentistas americanos. Em 1930, nasceu o “Council
on Dental Therapeutics” - Conselho de Terapéutica Dentaria, que rapidamente langou
um programa de aceitacdo formal para os produtos dentarios com fins terapéuticos, e
que tinha como fun¢do conceder um selo de garantia aos dentifricos aprovados. O

primeiro dentifrico com fluor foi aprovado em 1960 (Mandel, 1998).

Em 1934, David Wemyss Jobson, natural de Edimburgo, afirmou que o p6 de pedra-
pomes era demasiado potente para ser usado frequentemente, e que todos os poOs
recomendados para branquear os dentes deviam ser evitados, uma vez que nao existem
substancias que facam os dentes realmente mais brancos do que eles s3o naturalmente

(Fischman, 1992).

J. Lefoulon, dentista parisiense da mesma época, foi dos primeiros a advogar o
bochecho antes da escovagem. Ele dizia que de manha, depois de acordar, se devia
bochechar a boca com agua tépida, e s6 depois usar o pd dentifrico, com o auxilio de

uma escova dura (Fischman, 1992).
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Apbs Guerra Mundial,

de

a Segunda

muitas  induUstrias dentifricos
comecaram a realizar estudos cientificos
para estabelecer uma razao fundamental
para o uso teraputico dos mesmos.
Entre elas, a Colgate anunciava o seu
“Creme Dental” e defendia que se
deviam escovar os dentes apos as
refeicdes. Apesar desta novidade, eram
poucas as pessoas que a incluiam no seu

quotidiano.
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Figura 5 - Painel publicitario da Colgate, 1950
(Léfebure, 2001)

Por volta de 1949, a ureia e o fosfato de amodnia foram introduzidos como ingredientes

activos dos dentifricos. Mais tarde, foi também introduzida a clorofila, como elemento

essencial para combater o mau halito.

Em 1954, a Colgate comercializou um dentifrico contendo N-lauril sarcosinato de

sodio, a0 mesmo tempo que o papel das enzimas e dos inibidores enzimaticos na

prevencgao da carie dentaria se tornavam do conhecimento geral (Fischman, 1992).

A Procter & Gamble apareceu no mercado em 1955, com o dentifrico Crest, a base de

fluoreto de estanho, o qual impulsionou uma nova era de dentifricos terapéuticos

(Wohleber, 2002).

Em suma, uma sociedade que outrora sobrevivia utilizando o p6 ou a pasta dentifrica,

actualmente tem uma variedade desorientadora de pastas para escolher — branqueadoras,

fluoretadas, anti-tartaro, para sensibilidade dentaria, e todas as outras combinagdes dai

resultantes.
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Il. ACARIE DENTARIA

Segundo Pereira (1996), a carie dentaria ¢ uma doenca bacteriana pds-eruptiva quase
sempre caracterizada por uma destruicdo progressiva e centripeta dos tecidos

mineralizados dos dentes.

A par com a doenca periodontal, ¢ considerada a doenca oral mais comum e uma das
principais causas de mortalidade dentaria, tendo uma distribui¢do a nivel mundial,
independentemente do sexo, idade ou nivel socioeconémico (Petersen, 2003; Al-

Sharbati, 2000).

De acordo com Petersen (2005), a carie dentdria continua a ser um grande problema de
satde oral na maioria dos paises industrializados, afectando 60 a 90% de criancas em
idade escolar e a grande maioria dos adultos. E também a doenca oral mais prevalente
em vérios paises da Asia e América Latina, enquanto que ¢ menos comum e menos

severa na maioria dos paises do continente Africano.

Segundo Bagramian (2009), uma visdo geral da epidemiologia existente sobre a carie
dentaria em varios paises, ¢ indicativa de um acentuado aumento na prevaléncia desta
doenga a nivel global, afectando tanto as criangas como os adultos. Caso ndo sejam
tomadas medidas, poder-se-4 colocar a possibilidade de se estar na iminéncia de uma
crise de saude publica. Para contornar esta situagdo devem-se retomar as estratégias de
saude publica oral tdo bem sucedidas no passado, como as campanhas para a fluoretacao
das aguas de consumo, os métodos de aplicacdo topica do fluor, os programas escolares
de educagdo para a satde oral e a enfatizacdo da importancia das técnicas de
escovagem, do uso de dentifricos, da diminui¢do do consumo de hidratos de carbono e

das visitas regulares ao médico dentista.

A cérie dentdria influencia a satde geral do individuo dado que tem um grande impacto
na vida quotidiana e bem-estar das pessoas, ao causar dor (e por vezes levar a infec¢des
locais ou gerais), diminuir a fungdo mastigatoria, provocar perturbacdes fonéticas e

alterar o desenvolvimento e a estética faciais (Petersen, 2005).
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Os diversos factores etiologicos da carie dentaria, que lhe conferem o seu caracter
multifactorial, podem ser agrupados em factores primarios, que sdao essenciais ou
indispensaveis a ocorréncia da doenca, e em factores secundarios, que tém diferentes

graus de influéncia na evolugdo das lesdes (Pereira, 1995).

Dentro dos factores primarios consideram-se, por sua vez, trés grupos de factores: do
hospedeiro, do agente e do ambiente. A ocorréncia de lesdes de céarie, e seu posterior
desenvolvimento, esta directamente relacionada com a interac¢ao favoravel destes trés

factores, exercendo-se durante um certo tempo (Al-Sharbati, 2000; Bowen, 1995).

Os factores do hospedeiro englobam a morfologia e a composi¢do quimica dos dentes e
a saliva. A morfologia dentdria estd intimamente relacionada com a carie, pois as
irregularidades morfologicas originadas pelas cuspides e sulcos das faces oclusais, bem
como os pontos de contacto entre as faces proximais de dentes adjacentes, facilitam a
acumulacdo de restos alimentares de dificil remog¢do, que se permanecerem por longos
periodos de tempo podem contribuir para o desenvolvimento de lesdes de carie. Do
mesmo modo, as hipoplasias do esmalte, as irregularidades morfoldgicas das arcadas
dentdrias ou as relagdes inter-maxilares anormais, sdo condi¢des que também favorecem
o desenvolvimento destas lesdes. A composi¢do quimica da por¢do mineralizada dos
dentes, principalmente do esmalte, ¢ um factor determinante no desenvolvimento do
processo cariogénico, pois vai condicionar a resisténcia desta estrutura a accao
acidogénica. Quando o flior ¢ incorporado nos dentes em desenvolvimento, o esmalte
torna-se mais resistente ¢ ¢ menor a sua dissolucdo em meio 4cido. A saliva contribui
para a defesa do hospedeiro contra a carie através da sua ac¢do de auto-limpeza da
cavidade oral, da sua capacidade tampao, neutralizando os acidos produzidos pelas
bactérias, da sua accao remineralizante das lesdes de carie, da libertagao de fluor e da

producdo de imunoglobulinas e enzimas anti-bacterianas (Pereira, 1996).

Os factores do agente compreendem as bactérias orais com potencial cariogénico, como
Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Streptococcus sanguis, Lactobacillus
acidophillus, Lactobacillus casei, Actinomyces viscosus, Actionomyces naeslundii, entre
outras (Bowen, 1995; Samaranayake, 1998). No entanto, Streptococcus mutans e

Lactobacillus spp. sdo as bactérias mais importantes no aparecimento e
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desenvolvimento da carie dentaria, tendo a capacidade para, na presenca de hidratos de
carbono, produzirem acidos que levam a uma diminui¢ao do pH do meio envolvente até
ao chamado valor critico (5,5). Abaixo deste valor ocorre a desmineralizacdo do
esmalte, tendo como consequéncias a destruicdo dos componentes organicos e

inorganicos do dente (Pereira, 1996).

Os factores do ambiente englobam o tipo de alimentos presentes na dieta, o tempo em
que os mesmos permanecem na cavidade oral e a frequéncia da sua ingestdo. O tipo de
dieta tem uma grande influéncia no processo cariogénico, pois a dissolugdo do esmalte
pelos acidos provenientes das bactérias resulta directamente do substrato que elas
utilizam para a fermentagdo. Deste modo, dentro dos hidratos de carbono, os
monossacarideos (como a glicose e a frutose) e os dissacarideos (como a sacarose) sdo
decompostos mais rapidamente pelas bactérias do que os polissacarideos. Para além
deste facto, a sacarose ¢ o unico substrato a partir do qual as bactérias conseguem
sintetizar os polissacarideos extracelulares fundamentais para a sua adesdo a placa
bacteriana, tornando-se assim o hidrato de carbono mais relevante no processo
cariogénico. Os alimentos que permane¢am maior tempo na cavidade oral, retidos nas
superficies dentarias, como aqueles com caracteristicas adesivas, sdo mais cariogénicos
do que os que passam rapidamente no mesmo local. A frequéncia alta de ingestoes
contribui para o aumento do risco de carie, uma vez que o processo de remineralizagao
que ocorre apds a descida do pH do meio, ndo se completa por falta de tempo (Melo,

2001).

Dentro dos factores secundarios, os que tém maior relevancia na prevaléncia da doenga
sao o nivel soOcio-cultural, a higiene oral, as doencas croénicas, o flior e a
hereditariedade. Os factores etioldgicos secunddrios, isoladamente, ndo sdo suficientes

para causar a doenga, sendo apenas indicadores de risco para a mesma (Melo, 2001).
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I1l. BACTERIAS CARIOGENICAS

A carie dentdria ¢ o resultado da interac¢do de diversas espécies bacterianas, como
anteriormente mencionado, no entanto, Streptococcus mutans e Lactobacillus
acidophillus desempenham um papel preponderante no inicio e desenvolvimento desta
doenca. Como tal, e uma vez que estas bactérias foram utilizadas no presente estudo

experimental, ir-se-a fazer uma breve descri¢ao das mesmas.

1. Streptococcus mutans

As bactérias do grupo Streptococcus constituem uma parte
integrante da flora comensal de animais e humanos. Embora
estejam geralmente associados a diversas patologias, tais como
faringite, febre reumatica, pneumonia, endocardite, meningite
e carie dentdria, nem todos os Streptococcus sdao patogénicos

(Nisengard, 1997).

Figura 6 -
Streptococcus mutans
(www.ronaldschulte.nl

Estas bactérias sdao esféricas ou ovais, possuem entre 0,5 ¢ 2,0

um de diametro e apresentam-se geralmente em cadeia ou aos pares. Sdo imoveis, nao

esporuladas, anaerdbias facultativas, catalase negativas e Gram-positivas (Murray,

2007).

Os estreptococos do grupo viridans englobam vérias espécies do género Streptococcus:
Strep. mutans, Strep. salivarius, Strep. oralis, Strep. sanguis, Strep. milleri, Strep.
sobrinus, Strep. rattus, Strep. cricetus, Strep. ferus, Strep. downei e Strep. macacae
(Holt, 1994; Brooks, 2007).

Streptococcus mutans é considerada a espécie bacteriana com maior capacidade
cariogénica, embora s6 se torne patogénica quando estd presente em quantidades

elevadas (Nisengard, 1997).
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Esta bactéria estd geralmente associada com a fase inicial da carie dentéria, gragas a sua
capacidade para formar placa bacteriana nas superficies lisas dos dentes, devido a
sintese de polissacarideos extracelulares, mais concretamente dextranos, altamente
viscosos e insoluveis em agua, obtidos a partir da sacarose. Consequentemente, a
auséncia de substrato, nomeadamente dos hidratos de carbono, dificulta o seu

crescimento e multiplicagdo (Murray, 2007).

Coloniza exclusivamente superficies ndo descamativas, e tem uma grande capacidade
acidogénica, produzindo especialmente 4cido lactico, que contribui para a descida do
pH do meio e a consequente desmineralizagdo da superficie dentaria. Além do mais, ¢

acidofila, tendo a capacidade para sobreviver em meios com o pH acido (Melo, 2001).

2. Lactobacillus acidophillus

O género Lactobacillus pertence ao grupo dos bacilos Gram-

positivos ndo esporulados. Sdo bactérias mesofilas,
raramente pigmentadas, anaerdbias facultativas e catalase
negativas. Apresentam forma de bacilos e o seu tamanho
varia entre os 0,5 e os 10,0 um. Sao bactérias exigentes a

nivel nutricional e, por conseguinte, crescem apenas em

meios enriquecidos (Holt, 1994).
Figura 7 -  Lactobacillus

acidophillus
(www.yourreturn.org)

Fazem parte da flora comensal de animais e humanos,

nomeadamente da flora oral, gastrointestinal e do tracto genital feminino. Também
estdo presentes nas plantas e em matéria organica em decomposicdo, sendo algumas
espécies patogénicas. Sao normalmente isolados da cavidade oral, estando relacionados
com o processo cariogénico, e, dentro do género, a espécie mais representativa ¢ o

Lactobacillus acidophillus (Samaranayake, 1998; Vyas, 2008).

A razdo pela qual Lactobacillus acidophillus é potencialmente patogénico prende-se
com o facto de serem bactérias acidogénicas e acidofilas, além de proliferarem na
presenca de qualquer tipo de hidratos de carbono e ndo apenas da sacarose

(Samaranayake, 1998). Contudo, ndo tém capacidade de adesdo a superficies duras,
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colonizando preferencialmente superficies retentivas, tais como fossas e fissuras,
margens das restauragdes, defeitos de esmalte ou caries pré-existentes. A colonizagdo de
caries pré-existentes, aliada ao facto de serem frequentemente isoladas de lesdes
profundas de cérie, faz com que estas bactérias estejam geralmente associadas com o
desenvolvimento da carie dentaria, contrariamente aos Streptococcus mutans, que estio

associados com a fase inicial desta doenca (Urefia, 1997).

A contagem do niimero de Lactobacillus na saliva é utilizada como um indicador de
actividade de carie de um individuo, uma vez que o nimero de Lactobacillus presente
na saliva de um paciente ¢ proporcional a quantidade de hidratos de carbono ingeridos
pelo mesmo. Este parametro ¢ amplamente utilizado em estudos epidemiologicos

(Samaranayake, 1998).

IV. DENTIFRICOS

Os dentifricos estdo disponiveis em varias formas tais como pastas, géis, liquidos ou
p6s, sendo as mais populares as duas primeiras, com mais de cinco bilides de tubos

consumidos por ano em todo o mundo (Reynolds, 1994).

Os dentifricos podem ser classificados em terapéuticos e em ndo terapéuticos ou
cosméticos, de acordo com a incorporagdo ou ndo de agentes com efeito terapéutico na
sua composi¢do. Os dentifricos ndo terapéuticos sdo aqueles cuja unica funcdo ¢ limpar
e polir os dentes, promovendo um halito agradavel. Os dentifricos terapéuticos além de
limparem e polirem os dentes, também contém substancias que se destinam a prevenir
ou tratar doengas orais, tais como a cérie dentdria e a doenga periodontal (Scheie, 1992;

Marder, 1966).

1. Composicéo basica

Uma pasta dentifrica contém, como componentes bdsicos, abrasivos (20 a 50%),
humectantes (20 a 40%), agua (20 a 35%), aglutinantes (1 a 2%), detergentes (1 a 3%),

e conservantes, corantes ¢ aromatizantes (1 a 3%) (Newburn cit. in Mandel, 1998).
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Os abrasivos sdo componentes insoliveis usados como agentes de limpeza e polimento,
que conferem suavidade e brilho as superficies dentarias, € que previnem ou retardam a
acumulacdo bacteriana. A abrasividade de um dentifrico ¢ extremamente importante,
pois deve ser suficiente para remover a placa bacteriana, mas sem nunca danificar o
esmalte. Os abrasivos mais comummente usados sdo o fosfato de calcio di-hidratado, o
fosfato de célcio anidro, o metafosfato de sddio insoluvel, o pirofosfato de calcio, o
carbonato de célcio, o carbonato de magnésio, o hidroxido de aluminio, o trisilicato de

magnésio, a silica, os silicatos e a silica gel desidratada (Reynolds, 1994).

Os humectantes sdo substancias utilizadas para prevenir perdas de agua, evitando o
endurecimento da pasta dentifrica quando exposta ao ar, e também para lhe conferir o
seu aspecto cremoso. Os humectantes mais utilizados sdo o glicerol e o sorbitol (que
tém um sabor adocicado), o propilenoglicol (que tem um sabor ligeiramente acre) e a
glicerina. Estas substincias necessitam de um agente conservante para prevenir o

crescimento bacteriano (Marder, 1966).

Os aglutinantes ou espessantes sdo coldides hidrofilicos que absorvem agua formando
uma massa viscosa, e sdo usados para estabilizar o conteido da pasta dentifrica, uma
vez que previnem a separacdo dos seus componentes solidos e liquidos. A maioria dos
aglutinantes organicos ¢é susceptivel a invasdo bacteriana, pelo que requerem a adigdo de
conservantes. Os aglutinantes mais usados sdo as gomas naturais (goma-arabica, goma
karaya e goma de tragacanto), os coloides obtidos de algas marinhas (alginato, extracto
de musgo da Irlanda e goma carragena), e os derivados sintéticos da celulose

(carboximetilcelulose e a hidroxietilcelulose) (Reynolds, 1994).

Os detergentes sdao substancias que reduzem a tensdo superficial, aumentando a
molhabilidade do dentifrico, e facilitando a remog¢do de manchas e a dispersdo dos
detritos e depdsitos de placa bacteriana que se acumulam nas superficies dentérias.
Também contribuem para a formagdo de espuma, facto bastante aprazivel entre os
consumidores, e alguns deles possuem propriedades anti-bacterianas. Os detergentes de
maior aplicabilidade sdo o lauril sulfato de sédio e o n-lauril sarcosinato de sodio

(Wilkins, 1989; Barkvoll, 1992).
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Os conservantes sdo usados para evitar a contaminagdo bacteriana nos aglutinantes e
humectantes, estando incluidos neste grupo o formaldeido, os alcoois, os benzoatos, os

¢ésteres do acido para-hidroxibenzodico e os diclorofendis (Marder, 1966).

Os corantes s3o utilizados com a finalidade de melhorar o aspecto da pasta dentiftica,
tornando-a mais atractiva para o publico. Para este proposito ¢ utilizado o dioéxido de
titanio para pastas de cor branca e tintas vegetais ou alimentares para pastas coloridas

(Reynolds, 1994).

Os aromatizantes sdo adicionados para conferir um sabor agradavel a pasta dentifrica e
também para mascarar o sabor menos aprazivel de outros componentes que entram na
sua constituicdo. O sabor do dentifrico ¢ um factor importante na selec¢do do mesmo
pela maioria das pessoas e resulta de uma combinacdo de varios componentes, como o
mentol, os 6leos essenciais (hortela-pimenta, menta spicata, gaultéria, anis, cravinho,
cominho, pimenta, eucalipto, citrinos, noz-moscada, tomilho, canela) e os adogantes

artificiais ndo cariogénicos, como a sacarina (Wilkins, 1989).

2. Agentes terapéuticos

Além da sua composicdo basica os dentifricos também podem incorporar agentes
terapéuticos, tais como anti-bacterianos, fluoretos, dessensibilizantes, branqueadores,

anti-inflamatorios e antibioticos (Andrade cit. in Rosell, 2004).

Uma vez que a placa bacteriana resulta de uma agregagdo complexa de varias espécies
bacterianas, a combinacdo de um ou mais agentes com efeitos inibitdrios
complementares vai aumentar de forma significativa a eficdcia dos mesmos (Torres,

2000).

2.1. Anti-bacterianos

Os dentifricos sdo considerados excelentes veiculos para os agentes anti-bacterianos
pois ndo exigem mudancas de héabito por parte dos pacientes, sendo assim bem aceites

pelos mesmos (Torres cit. in Ditterich, 2007).
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O uso de substancias anti-bacterianas tem como objectivo inibir a actividade bacteriana

no meio oral (Wilkins, 1989).

Os agentes anti-bacterianos incorporados nas pastas dentifricas podem ser divididos em
varias categorias, tais como agentes cationicos, agentes ndo idnicos, compostos
fenolicos, halogéneos, substincias naturais, agentes oxigenantes, enzimas e xilitol

(Torres, 2000).

2.1.1. Agentes catidnicos

Os agentes catidnicos como a clorohexidina, a alexidina, o cloreto de cetilpiridineo, a
hexetidina e os i0es metalicos sdo os mais eficazes de todos, pois ligam-se rapidamente

a superficie bacteriana, cuja carga ¢ negativa (Thylstrup, 1995).

A clorohexidina, classificada quimicamente como uma bisguanida, ¢ um dos agentes
anti-bacterianos mais estudados e mais eficazes. Possui um amplo espectro de ac¢do
actuando sobre bactérias Gram-positivas, bactérias Gram-negativas, bactérias aerdbias,
bactérias anaerébias facultativas, fungos e leveduras, e apresenta uma alta
substantividade, seguranca e eficiéncia. Em altas concentracdes ¢ bactericida, actuando
na desorganizacdo da membrana celular, e em baixas concentracdes ¢ bacteriostatica,
inibindo enzimas especificas da mesma. Streptococcus mutans ¢ muito sensivel a
clorohexidina, uma vez que esta inibe a incorporagao de hidratos de carbono por esta
bactéria, bem como o metabolismo para a formagao de acido lactico. Geralmente ¢
utilizada na forma de sal de digluconato, podendo ser incorporada em pastas dentifricas,
colutorios, géis, vernizes ou sprays (Thylstrup, 1995). Possui diferentes aplicagdes
clinicas, sendo usada para diminuir a formag¢do de placa bacteriana, prevenindo o
desenvolvimento da gengivite, para inibir Streptococcus mutans, prevenindo a carie
dentdria, como terapéutica adjuvante apds o tratamento cirargico (periodontal ou
maxilo-facial), em criangas ou adultos deficientes com problemas motores € em casos
de gengivite ulcerativa necrosante, para controlar a inflamagao (Wilkins, 1989). No
entanto, apesar da clorohexidina ser um excelente agente anti-bacteriano, devido aos
seus efeitos colaterais o seu uso deve ser restrito a indicagdes especificas, e deve ser

usada em pequenas concentragdes e por curtos periodos de tempo. Os efeitos colaterais
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mais frequentes sdo a pigmentagdo dos dentes, do dorso da lingua, das restauragdes e
das proteses, descamacdao das mucosas, disgeusia, paladar amargo e aumento da
deposicdo de tartaro supragengival, que podem ser atenuados com a redugdo da

concentragdo (Pereira, 1996).

A alexidina ¢ uma bisguanida com semelhangas estruturais a clorohexidina e embora a
sua eficacia clinica seja comparavel a ultima, o seu uso ndo ¢ comum. O cloreto de
cetilpiridineo ¢ um composto de amdnio quaternario com um amplo espectro de ac¢ao e,
segundo Gjermo (Cit. in Thylstrup 1995), as suas propriedades anti-bacterianas sdo
iguais ou melhores que a clorohexidina, embora a sua capacidade de inibicao de placa
bacteriana seja inferior. E amplamente usado em colutérios e ndo se acompanha de

muitos efeitos laterais atribuiveis a clorohexidina.

A hexetidina ¢ uma hexahidropiridina sintética activa contra bactérias (incluindo
Streptococcus mutans) e fungos, embora nas concentracdes clinicamente aceitdveis nos
colutorios ela tenha somente um efeito anti-placa, que ¢ aumentado quando € associada

a 10es metalicos (Thylstrup, 1995).

Os 10es metalicos, como o cobre, o estanho e o zinco, t€ém propriedades anti-bacterianas,
interagindo com bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, sendo que o cobre e o
estanho sdo mais eficazes que o zinco. Possuem grande substantividade, ficando retidos
nos locais de ac¢do e sendo lentamente libertados na cavidade oral. O fluoreto de
estanho, incorporado em pastas dentifricas, géis e colutdrios, possui propriedades
cariostaticas e anti-placa, e o citrato de zinco, o sulfato de zinco e o cloreto de zinco s@o
adicionados as pastas dentifricas pois t€ém um efeito anti-tartaro, ao interferirem com a
mineralizacdo da placa bacteriana. Todavia, os ides metalicos tém efeitos colaterais tais
como sabor metalico desagradavel, sensacdo de boca seca e coloragdo castanha ou

amarelada nos dentes (Davey, 1992).

2.1.2. Agentes ndo idnicos

Os agentes nao i6nicos estdo representados pelo triclosan, um derivado fendlico usado

como agente anti-bacteriano em pastas dentifricas e colutérios (0,2 a 0,3%), e cuja
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accdo se baseia na desorganizacgdo e inibi¢do de enzimas da membrana celular. Possui
um amplo espectro de acgdo, sendo activo contra bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas e fungos, e inibindo a incorporacdo e o metabolismo da glicose por
Streptoccoccus mutans. A eficacia anti-placa e a substantividade do triclosan sozinho
sdo limitadas, razdes que levaram a elaboragdo de duas novas férmulas:
Triclosan/Citrato de zinco, em que ¢ adicionado citrato de zinco de modo a potenciar o
seu efeito anti-bacteriano, e Triclosan/Gantrez, em que ¢ adicionado um copolimero,
acido maleico de éter metilico polivinil (PVM/MA), comercialmente conhecido como
Gantrez, que aumenta a sua eficacia, ao aumentar a retencdo oral e diminuir a sua
libertacdo. De acordo com Thylstrup (1995), estes produtos sdo eficazes contra a
gengivite, estando indicados em problemas periodontais, sendo desprovidos de ac¢do

cariostatica (Scheie, 1992; Cummins, 1992).

2.1.3. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos englobam os oleos essenciais, que, como foi referido
anteriormente, estdo presentes na composicao basica de um dentifrico na qualidade de
aromatizantes. Além desta propriedade, os 6leos essenciais também possuem ac¢do anti-
bacteriana, uma vez que inibem a formacao de placa bacteriana e previnem a gengivite.
O Listerine® (Johnson & Johnson) ¢ um representante desta categoria, sendo composto
por uma mistura de 6leos essenciais como o timol, o mentol, o eucaliptol e o salicitato
de metilo. O cloreto de zinco, 10 metélico citado anteriormente, pode ser utilizado em
associacdo aos Oleos essenciais, devido as suas propriedades anti-tartaro. Os efeitos
colaterais destas substancias sdo a sensacdo de ardor e de queimadura das mucosas

(Torres, 2000).

2.1.4. Halogéneos

O grupo dos halogéneos engloba os fluoretos, como o fluoreto de sédio, o

monofluorfosfato de soddio, o fluoreto de estanho e o diamino-fluoreto de prata.

O fluor foi o primeiro agente terapéutico a ser incorporado nos dentifricos, ¢ a primeira

pasta dentifrica com fluor a ser reconhecida com o selo de garantia da ADA data de
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1960 (Mandel, 1998). Actualmente, varios dentifricos fluoretados sdo reconhecidos pela
ADA como agentes cariostaticos seguros e eficazes, ¢ quase todos contém fluoreto de

sodio ou monofluorfosfato de sédio como principio activo (Pereira, 1996).

De acordo com Pereira (1996) ™ (...) a ac¢do cariostatica dos dentifricos fluoretados ¢
hoje universalmente reconhecida” e, como tal, o seu uso ¢ o principal factor na

diminuic¢ao da incidéncia da carie dentaria em todo o mundo.

O fluor tem diversos mecanismos de ac¢ao cariostatica, tendo efeitos na remineralizagao
e na solubilidade do esmalte, e uma ac¢do anti-bacteriana. O principal produto
resultante da reac¢do do fluor com a hidroxiapatite ¢ o fluoreto de calcio, que precipita
nos locais que estejam expostos ao fluor i6nico. A sua precipitacdo nas lesoes cariosas
iniciais, com consequente libertagdo de fllior, ¢ o0 mecanismo chave na remineralizagdo
destas lesdes. Quando o fllior esta presente na fase aquosa a volta da superficie dentéria,
na saliva e no fluido da placa, a solubilidade do esmalte ¢ baixa, o que lhe confere uma
maior resisténcia ao ataque acido. O flior também tem um efeito anti-bacteriano pois
impede a colonizacdo, o crescimento, a multiplicacdo e o metabolismo bacterianos

(Krasse, 1988; Thylstrup, 1995).

As pastas dentifricas podem conter diferentes concentra¢des de flior: concentragdes
baixas quando tém entre 250 e 500 ppm, concentragdes convencionais quando tém entre
1000 e 1100 ppm, e concentragdes altas quando t€ém entre 1450 e 1500 ppm. Os
dentifricos com alta concentracdo de flior tém maior eficacia cariostatica, no entanto
ndo devem ser usados em criangas em idade pré-escolar, e em criangas que tomem
suplementos de flior ou que vivam em areas com fluoretagdo das aguas de consumo,

sob o risco de provocar fluorose dentaria (Richards, 1992).

O efeito secundario mais importante da utilizacdo de pastas dentifricas fluoretadas ¢ a
fluorose dentdria, causada, principalmente, pela ingestdo cronica de dentifricos pelas
criangas e, como referido anteriormente, pelo uso de dentifricos com concentragdes
altas de flior. Muito raramente podem ocorrer reacgdes alérgicas, sob a forma de
queilites, gengivites, edema dos tecidos, ulceragdes e descamacao epitelial (Thylstrup,

1995).
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O fluoreto de sodio é, de todos os fluoretos, o mais eficaz. Tal como o
monofluorofosfato de so6dio, tem um efeito cariostatico pela diminui¢do da solubilidade
do esmalte, provocada pelos acidos produzidos pelas bactérias (Thylstrup, 1995). O
fluoreto de estanho tem propriedades anti-cariogénicas e de todos os fluoretos ¢ aquele
que tem uma semi-vida mais curta, sendo mais comummente utilizado na forma de gel e
na concentra¢do de 0,4%, que ¢ a mais eficaz. Tem uma aplicabilidade clinica limitada,
devido a sua instabilidade quimica, ao seu sabor metalico e a pigmentacdo negra e linear
que deixa nas superficies dentarias (Torres, 2000). O diamino-fluoreto de prata possui
ac¢do bactericida contra Streptococcus mutans e Lactobacillus sp., impedindo a
aglutina¢ao de dextranos e reduzindo a colonizacdo da superficie do esmalte por estas
bactérias. A sua utilizag¢do estd indicada no tratamento de caries rompantes, quando ndo
¢ possivel o tratamento restaurador, e também para impedir a progressdo de lesdes

cariosas (Torres, 2000).

2.1.5. Substancias naturais

As substancias naturais t€ém vindo a ser incorporadas em inimeras pastas dentifricas e
colutorios, devido as suas propriedades anti-bacterianas e anti-inflamatorias. A
fitoterapia (do grego therapeia = tratamento e phyton = vegetal), é o estudo das plantas
medicinais e suas aplicagdes, e cada vez tem maior aceitagdo por parte das pessoas, pelo
que a introducdo de agentes fitoterapéuticos em dentifricos tem ganho muita
popularidade (Ditterich, 2007). Sao exemplos de substancias naturais a salva, a menta, o
eucalipto, a camomila, a mirra, o aloé vera, o extracto de jud, o tomilho, o cacau, a

propolis, a sanguinarina, o extracto de malva e o quitosano.

A salva (Salvia officinalis L.) possui uma acg¢do anti-séptica e anti-inflamatoria, sendo
empregue no tratamento de estomatites, gengivites, glossites, aftas e halitose (Kozel cit.

in Torres, 2000).

A menta (Menta peperita L.) contém nas suas folhas um 6leo essencial rico em mentol,
mentona ¢ mentofurano, que possui propriedades anti-inflamatorias, sendo usada no
tratamento da estomatite, de outras inflamagdes da cavidade oral e da halitose (Barreto,

2005).
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O cucalipto (Eucalyptus globulus Labill.) contém um o6leo essencial constituido por
mais de 60% de eucaliptol, que ¢ utilizado para evitar a gengivite (Xavier cit. in Barreto,

2005).

Segundo Pereira (cit. in Barreto, 2005) a camomila (Matricaria chamomilla L.) ¢ a

mirra tém um efeito anti-bacteriano semelhante a clorohexidina.

O aloé vera ¢ uma planta rica em aloeferon, que actua na multiplicacdo celular,
acelerando a cicatrizacdo, em antraquinona, que tem uma accdo antisséptica, € em
acemannan, que ¢ um mucopolissacarideo com propriedades anti-virais, anti-bacterianas

e anti-micoticas.

O extracto de jua é um fitoterapéutico obtido da arvore de juazeiro (Zizyphus joazeiro
Mart.), cujo principal componente quimico ¢ uma saponina triterpénica derivada do
acido oleanolico que tem propriedades detergentes, abrasivas e anti-bacterianas

(Barreto, 2005).

O tomilho contém nas suas folhas 2 a 2,5 % de 6leos essenciais, como o cimol e o timol,

sendo empregue como um anti-séptico (Barriga cit. in Torres, 2000).

O extracto de cacau foi estudado in vitro por Paolino (cit. in Torres, 2000), que
observou a sua capacidade para inibir a enzima glicosil transferase, responsavel pela
formagao de polissacarideos extracelulares em varias bactérias, tais como Streptococcus

mutans.

A propolis ¢ uma substancia resinosa extraida em diversas plantas pelas abelhas e
modificada pelas enzimas contidas na sua saliva. De acordo com Figueiredo (cit. in
Torres 2000) esta resina possui propriedades anti-bacterianas, anti-inflamatorias,
cicatrizantes, anti-sépticas, entre outras, que estdo relacionadas com os seus principais
componentes como os flavonodides, os acidos fenodlicos e seus ésteres, que pertencem ao
grupo dos compostos fenolicos. A propoélis € activa contra Streptoccoccus mutans e tem
um mecanismo de inibi¢do da enzima glicosiltransferase, responsavel pela formacao de

placa bacteriana (Park cit. in Torres, 2000).
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A sanguinaria (Sanguinaria canadensis L.) ¢ um alcaldide vegetal, também podendo ser
classificada como um agente catiénico. O extracto de sanguinaria ¢ uma mistura de
alcaloides benzofenantridinos, obtidos através da extraccao alcodlica da seiva da raiz
desta planta. Pode ser incorporado em pastas dentifricas ou colutérios, devido a sua
accdo anti-bacteriana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, uma vez que
provoca alteragdes da superficie celular bacteriana, reduzindo a agregacao e adesdo. As
formulas comerciais desta substancia agregam-lhe o cloreto de zinco, aumentando assim
o seu potencial de inibicdo de formagdo de placa bacteriana. O efeito colateral do

extracto de sanguinaria ¢ a sensagao de ardor das mucosas (Thylstrup, 1995).

O extracto de malva ¢ também um alcaloide vegetal, com propriedades emolientes,
calmantes, expectorantes e anti-inflamatérias. A malva, associada ao quinosol e a
tiroticina, esta indicada para o tratamento de aftas, gengivites, estomatites ¢ abcessos

dentarios.

O quitosano ¢ um polimero hidrossoluvel semelhante a celulose, derivado da quitina,
abundantemente encontrada no exoesqueleto dos crustadceos marinhos, de onde ¢ na
maior parte das vezes extraida. Pode ser incorporado em dentifricos e colutdrios pelos
seus efeitos anti-bacterianos, sendo activo contra Streptoccoccus mutans e eficaz na

inibi¢do da formagdo da placa bacteriana (Torres, 2000).

2.1.6. Agentes oxigenantes

Os agentes oxigenantes, como o peroxido de hidrogénio, o perborato de sodio e o
peroxido de ureia, tém uma ac¢do anti-bacteriana limitada, uma vez que so sao eficazes
enquanto ha oxigénio disponivel. Além do mais, o uso crénico destas substancias pode
ser perigoso, uma vez que podem ter potencial mutagénico, aumentar o risco de
candidiase oral, provocar hipersensibilidade nas raizes dentdrias expostas e induzir
desmineraliza¢do das superficies dentarias. Deste modo, os agentes oxigenantes tém
maior aplicabilidade no tratamento da gengivite ulcerativa necrosante aguda (GUNA),
em casos de pericoronarites, € como agentes de irrigacdo das bolsas periodontais

(Wilkins, 1989).
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2.1.7. Enzimas

As enzimas, como a glucose oxidase, a amiloglucosidase, a lactoperoxidase e a
glucolactoperoxidase, podem ser incorporadas em pastas dentifricas e colutérios, se bem
que a sua eficécia clinica ainda ndo esteja totalmente esclarecida. Pensa-se que podem
ter um efeito anti-placa e anti-gengivite, ao actuarem no metabolismo da formagdo de
placa bacteriana. Em casos de xerostomia resultante de efeitos colaterais de
medicamentos, doengas das glandulas salivares (como o Sindrome de Sjogren) e
irradiacdo da cabeca e pescogo, enzimas como a lisozima, a lactoferrina e a peroxidase
também podem ser usadas com o intuito de restabelecerem a fung@o anti-bacteriana da

saliva (Cummins, 1992; Mandel, 1998).

2.1.8. Xilitol

O xilitol ¢ um pentiol que pode ser encontrado em muitas frutas, graos e vegetais, sendo
usado como aromatizante artificial. Tem um poder adocante semelhante ao da sacarose,
mas nao ¢ cariogénico, sendo por isso usado nos dentifricos como agente aromatizante e
como agente anti-bacteriano, uma vez que inibe o crescimento e o metabolismo de

Streptococcus mutans e da placa bacteriana (Amaechi cit. in Torres, 2000).

2.2. Dessensibilizantes

Os agentes dessensibilizantes sdo cada vez mais usados em dentifricos pois a
hipersensibilidade dentinaria ¢ cada vez mais frequente na populagdo, atingindo ambos
os sexos em propor¢des de 8,7 a 30% (Gillam cit in. Madhu, 2006). Os agentes
dessensibilizantes mais usados sdo o nitrato de potéssio, o citrato de potéssio, o cloreto
de potassio, o cloreto de estroncio, o citrato de sddio, o fluoreto de sodio, o fluoreto de
estanho, o oxalato férrico, o oxalato de potéassio e o fosfato de calcio. Os fluoretos
actuam diminuindo a permeabilidade dentinaria, pela precipitacdo do fluoreto de célcio,
que ¢ insoluvel, nos tibulos dentinarios. Os ides de potassio reduzem a excitabilidade
dos nervos tubulares, e os oxalatos e o fosfato de calcio também reduzem a
permeabilidade dentinaria. Estes principios activos sdo muitas vezes associados com o

objectivo de potenciar o seu efeito dessensibilizante, a excepcao do cloreto de estroncio
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e dos fluoretos, que ndo sdo compativeis. Embora estas substancias sejam altamente
eficazes, o seu uso devera ser prolongado, dado que a interrup¢do do tratamento pode

voltar a precipitar os sintomas (Mandel, 1998; Orchardson, 2006).

2.3. Branqueadores

Os agentes branqueadores sdo utilizados ndo s6 com objectivos estéticos, mas também
como parte do tratamento de alteragcdes causadas por factores sistémicos, metabolicos,
farmacoldgicos, traumadticos ou iatrogénicos. Para o efeito de branqueamento dentério
sdo incorporados as pastas dentifricas o peroxido de hidrogénio, o perdxido de
carbamida, o peréxido de célcio e o perborato de sddio, cujos mecanismos de ac¢do se
baseiam na libertacdo de oOxidos que irdo penetrar no esmalte e/ou nos tubulos
dentinarios, promovendo oxidacdo ou redu¢do dos pigmentos dentérios, e assim o efeito
branqueador. O peroxido de ureia ¢ muitas vezes associado a estes agentes, pois
aumenta a capacidade de penetracdo do esmalte pelo seu efeito abrasivo, e também
desempenha um papel muito importante na alcalinizagdo do meio, reduzindo os efeitos

adversos deste tipo de tratamento (Yamashita, 2006).

2.4. Anti-inflamatdrios

As substancias com propriedades anti-inflamatorias podem ser adicionadas as pastas
dentifricas, estando indicadas no tratamento de processos inflamatorios gengivais, uma
vez que favorecem a regeneragdo e epitelizacdo das mucosas. Como exemplos destas
substancias temos a alantoina, a pro-vitamina B5, a vitamina P, o 4cido hialurénico, a

enoxolona e a vitamina E (http://www.odontocat.com/dentcolca.htm).

2.5. Antibidticos

Antibioticos como a tetraciclina e a ampicilina podem ser incorporados nas pastas
dentifricas, embora o seu uso esteja confinado ao tratamento da doenga periodontal

recorrente /refractaria (Cummins, 1992).
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3. Aprovacao da “American Dental Association” (ADA)

A “American Dental Association” (ADA) tem um departamento denominado “Council
on Dental Therapeutics” (CDT) cuja fun¢do ¢ testar todos produtos de higiene oral que
se encontram comercialmente disponiveis, como as pastas dentifricas, os colutdrios, as

escovas dentifricas (manuais e eléctricas) e os fios dentarios. Estes produtos, apds o

estudo e investigacdo em termos de seguranca, eficicia e

veracidade das propriedades que lhe sdo publicitadas, podem ADA

ser classificados em “accepted” (aceites), “provisionally Accepted

accepted” (aceites provisoriamente) ¢ em “unaccepted” (ndo gme{'fa“
enta

aceites). A aprovacgio pela ADA é deste modo assegurada [\ Association o )

pelos selos de garantia, que seguem a nomenclatura acima
Figura 8 - Selo de

referida. O selo de garantia da ADA ¢ assim uma importante | aceitacio da ADA

(www.dentalproducts
report.com)

forma de controlo de todos os medicamentos e substancias

quimicas usadas no diagndstico, tratamento e prevengdo das

doengas orais (Wilkins, 1989; ADA, 2009).

As pastas dentifricas aprovadas com o selo de garantia da ADA encontram-se
discriminadas no website desta instituicdo, sendo importante referir que a maioria dos
dentifricos que se encontram a venda em hipermercados e supermercados nacionais,
incluindo aqueles testados no presente estudo experimental, ndo possuem esta

importante distingao.

4. Mecanismos de ac¢ao

Os agentes quimicos incorporados em pastas dentifricas, com o objectivo de controlar a
actividade cariogénica bacteriana, devem possuir certas caracteristicas, tais como: baixa
toxicidade e baixa permeabilidade pelos tecidos orais, isto ¢, ndo devem ser absorvidos
pelas mucosas, ndo devem provocar reac¢des de hipersensibilidade e irritacdo dos
tecidos e, caso sejam acidentalmente ingeridos, ndo devem manifestar toxicidade
sistémica; accdo especifica, ou seja, devem actuar sobre as bactérias cariogénicas mas
ndo devem alterar o equilibrio entre a flora comensal e o hospedeiro, de modo a evitar a

proliferacdo de bactérias oportunistas; substantividade, isto é, devem ficar retidos no
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local de acgdo por longos periodos de tempo e devem ser lentamente libertados,
evitando que o seu efeito seja rapidamente neutralizado pelo fluxo salivar; ac¢ao
bactericida rapida, de modo a evitar a seleccdo de bactérias resistentes; estabilidade em
solugdo, biodegradabilidade e actividade num amplo espectro de pH e de concentragdes;
sabor aceitavel e baixa probabilidade de provocar alteragdes no paladar e descoloragdes
dos dentes ¢ das mucosas (Caufield cit. in Pereira, 1996; Thylstrup, 1995; Ditterich,
2007).

O veiculo ideal para a libertagdo de agentes anti-bacterianos na cavidade oral deve
reunir certas caracteristicas, tais como a sua compatibilidade com o agente activo, uma
adequada biodisponibilidade do agente activo no local de ac¢do e uma boa aceitagao por
parte do paciente. Como ja foi supracitado, as pastas dentifricas constituem um

excelente veiculo para estas substancias (Torres, 2000).

Os agentes quimio-terapéuticos incorporados nos dentifricos, que foram descritos até
agora, possuem diversos modos de acgdo, tais como inibi¢do da colonizacdo bacteriana,
inibicao do crescimento e metabolismo bacterianos, desestruturacao da placa bacteriana

madura e modifica¢do da bioquimica e ecologia da placa bacteriana.

A inibi¢do da colonizag¢do bacteriana ¢ conseguida através da reducdao da adesdo das
bactérias nas superficies dentérias, sendo usados para este propdsito agentes, que uma

vez adsorvidos, diminuam a energia livre de superficie do esmalte.

A inibicdo do crescimento e metabolismo bacteriano ¢ exercida através de agentes anti-
bacterianos de largo espectro com propriedades bactericidas ou bacteriostaticas. Estes
agentes ligam-se a membrana bacteriana, interferindo com as suas fungdes e
perturbando o seu metabolismo, ou alterando a sua permeabilidade, que tem como
consequéncias o extravasamento dos componentes intracelulares e a desnaturagdo e

coagulacdo das proteinas citoplasmaticas.

A desestruturagdo da placa bacteriana madura ¢ obtida pela ac¢do hidrolitica de agentes
como as enzimas ¢ a clorohexidina, que promovem a desaglutinacao dos polissacarideos

extracelulares.
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A modificacdo da bioquimica da placa bacteriana, reduzindo a formagao de produtos

citotoxicos, e da ecologia da mesma, para uma flora menos patogénica, ¢ consequéncia

da supressdao prolongada do metabolismo bacteriano, pelo uso regular de agentes

quimio-terapéuticos (Cummins, 1992; Thylstrup, 1995; Busscher, 2006).

Estes diferentes mecanismos de ac¢do dos dentifricos, encontram-se resumidos no

esquema seguidamente apresentado.

Ingredientes Activos do Dentifrico

y

A

y

Y

Adsorc¢do aos tecidos orais

Penetragao na

placa bacteriana

Incorporag@o na saliva

A

A

A

A

y

Modificagdo quimica da
superficie

Substantividade, libertaggo lenta

A 4

y

Alteracdo da adesdo
bacteriana

e Morte

biofilme
e Desagregagdo bacteriana

das bactérias do

Morte das bactérias
salivares

Controlo quimico da placa bacteriana

2006)

Figura 9 - Apresentacdo esquematica dos diferentes mecanismos de ac¢do dos ingredientes activos
incorporados nos dentifricos, para o controlo quimico da placa bacteriana (adaptado de Busscher,
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V.ESTUDOS IN VITRO DE AVALIACAO DA ACTIVIDADE ANTI-
BACTERIANA DOS DENTIFRICOS

A investigacdo laboratorial sobre os componentes anti-bacterianos incorporados nos
dentifricos ¢ crucial para o desenvolvimento deste tipo de produtos terapéuticos. Os
estudos in vitro sdao uma forma rapida e relativamente economica de seleccionar os
componentes que apresentam propriedades anti-bacterianas, de modo a integra-los em
estudos mais complexos, como os ensaios clinicos. Por esta razao, os estudos in Vvitro
devem ser concebidos com os objectivos de determinar: o espectro de ac¢do anti-
bacteriana, os mecanismos de ac¢do anti-bacteriana, as formas de optimizagdo da ac¢ao
anti-bacteriana, o efeito modificador dos factores ambientais e do hospedeiro sobre a
accdo anti-bacteriana, e a ocorréncia de alguns efeitos laterais. Além do mais, os estudos
laboratoriais devem possuir previsibilidade, isto ¢, devem fornecer informacgdo que
facilite a escolha dos agentes anti-bacterianos a integrar em ensaios clinicos
longitudinais, de modo a reduzir o numero de experiéncias desnecessarias e altamente

onerosas conduzidas em animais € humanos (Marsh, 1992).

Contudo, torna-se pertinente salientar que os resultados obtidos nos estudos
laboratoriais devem ser cautelosamente interpretados, pois existem inimeros factores,
impossiveis de mimetizar in vitro, que podem alterar o uso ou a acg¢do de um
determinado produto. Desta forma, e embora este tipo de estudos fornegam informagao
valiosa sobre os ingredientes dos dentifricos e a suas combinagdes, essa mesma
informag¢do nao deve, de forma alguma, ser extrapolada para uma situagdo real (Addy,

1992).

1. Testes de sensibilidade bacteriana

Os testes de sensibilidade utilizados para avaliar os agentes anti-bacterianos usados na
Medicina Dentéaria baseiam-se naqueles que tém vindo a ser desenvolvidos para
aplicagdo clinica na area da Medicina. Este tipo de testes tem como objectivo a
determinagdo de dois importantes parametros: a concentracdo minima inibitoria (CMI) e
a concentracdo minima bactericida (CMB). A CMI ¢ a menor concentracdo a partir da

qual um agente possui a capacidade de inibir o crescimento bacteriano, e pode ser
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determinada de duas formas: pela incorporagdo de um agente inibidor, com uma vasta
gama de concentragdes, directamente numa placa de agar, ou por dilui¢des seriadas de
um inibidor, posteriormente incorporadas num meio liquido de crescimento bacteriano.
A CMI ¢ um parametro de especial importancia pois € o principal indicador da eficacia
anti-bacteriana de um agente. A CMB ¢é a menor concentracdo a partir da qual 99,9%
das bactérias presentes sao mortas pelo agente, num periodo de tempo definido. Embora
a CMB raramente tenha sido determinada para os agentes anti-bacterianos incorporados
nos dentifricos, as experiéncias com antibidticos sugerem que a CMB ¢ mais elevada do
que a CMI. No entanto, na Medicina Dentéria, os agentes anti-bacterianos sao
incorporados nos dentifricos com o intuito de controlar a placa bacteriana, em vez de a
eliminar, e prevenir a carie dentaria, em vez de a tratar. Consequentemente, os agentes
anti-bacterianos mais bem sucedidos sdo aqueles que possuem actividade num amplo
espectro de concentracdes, principalmente a niveis sub-letais e sub-CMI, ou seja,
aqueles que ficam retidos por longos periodos de tempo e sdo libertados lentamente

num nivel sub-MIC sao os mais eficazes (Marsh, 1992).

Existem varias técnicas para determinar a concentracdo minima inibitéria e a
concentragdo minima bactericida, tais como o método de difusdo em agar, os métodos
de diluicdo e o E-teste. (Urena, 1997). O método de difusdo em agar, que se encontra
bibliograficamente referenciado por varios autores (Souza-Gugelmin, 2006 ; Leyster,
2006; Barreto, 2005; Lee, 2004), sera seguidamente descrito, dado que foi aquele que

serviu de base para o estudo experimental realizado nesta monografia.

1.1. Método de difusdo em agar

O método de difusdao em agar, também denominado técnica de difusdo em agar pelo
sistema do disco, teste de difusdo do disco ou simplesmente método do disco, foi
desenvolvido por William Kirby e A.W. Bauer, em 1966. Este método ¢ actualmente
recomendado pela FDA (Food and Drug Administration) e estandardizado pelo CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute) (Urefia, 1997).

Embora esta técnica produza, essencialmente, resultados qualitativos, classificando as

bactérias em sensiveis, intermédias ou resistentes, também pode ser usada como um

35



Estudo in vitro da eficacia anti-bacteriana de seis dentifricos

em Streptococcus mutans e Lactobacillus acidophillus

teste quantitativo. As suas principais vantagens sao a flexibilidade no nimero e tipo de
agentes anti-bacterianos que podem ser testados, a facilidade de realizacdo de testes
individuais em qualquer altura, a simplicidade e rapidez de execucdo, e a obtencdo de
resultados precisos e reproduziveis. As suas principais desvantagens sdo a
inaplicabilidade em algumas bactérias de crescimento lento e também em algumas
bactérias anaerdbias, e a deficiente producdo de resultados em agentes anti-bacterianos

de fraca difusdo (Thornsberry, 1991)

O método do disco de Kirby e Bauer baseia-se no
principio de que se um disco impregnado com um
antibiodtico for colocado numa placa de agar
previamente inoculada com a bactéria em estudo,
ocorre um fenémeno de difusdo centrifuga/radial do

antibiotico através do agar, produzindo-se um

gradiente de concentracdo do mesmo. Desta forma, o

antibidtico estd presente em grandes concentracdes

Figura 10 — Método do disco de

perto do disco, e a medida que a distancia ao centro Kirby ¢ Bauer

do disco aumenta a concentragdo do antibidtico

diminui. Este fendmeno ¢ traduzido por um halo claro, transparente a volta do disco
quando ha inibicdo do crescimento bacteriano pelo antibiotico (Figura 10), o que
significa que quanto maior for o halo de inibicdo maior ¢ a sensibilidade da bactéria ao

antibiodtico (Urefia, 1997).

O meio de cultura recomendado para a realizagdao desta técnica é o meio de Mueller-
Hinton agar, no entanto, neste estudo foram usados os meios Brain Heart Infusion (BHI)
e Man, Rogosa, Sharpe (MRS), quer para a preparagdo dos indculos bacterianos, quer
para a realizag¢do da técnica de difusdo em agar. O uso destes meios alternativos deveu-
se ao facto de apds varias experiéncias preliminares se constatar que nao havia
crescimento das bactérias no meio preconizado por esta técnica. Depois de uma
exaustiva consulta bibliografica foram seleccionados os meios Brain Heart Infusion
(BHI) para o crescimento de Streptococcus mutans (Rosell, 2004; Barreto, 2005; Souza-
Gugelmin, 2006; Murray, 2007) e Man, Rogosa, Sharpe (MRS) para o crescimento de

Lactobacillus acidophillus (Danielsen, 2003), que se mostraram eficientes.
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Para a inoculagdo das placas ¢ introduzida uma zaragatoa estéril numa suspensdo
bacteriana de 0,5 McFarland, e o excesso ¢ removido rodando e pressionando a
zaragatoa contra as paredes do tubo, acima do nivel do liquido. Seguidamente realiza-se
o espalhamento na placa executando-se movimentos de ziguezague com a zaragatoa em
trés direcgdes. Apds a inoculagdo, as placas devem secar durante 3 a 5 minutos (no

maximo 15 minutos) (Wiley, 2008).

Passado este tempo, os discos sdo colocados na superficie das placas previamente
inoculadas, com o auxilio de uma pinga estéril. Os discos devem ser suavemente
pressionados contra a superficie do agar, utilizando-se a pinga ou uma agulha estéril, de
modo a assegurar um contacto intimo com a dita superficie. Para além do mais, os
discos devem ser dispostos com uma distancia suficiente entre si, para evitar a
sobreposi¢do dos halos de inibi¢do, e com uma distdncia minima de 10 a 15 mm da

periferia da placa (Urefia, 1997).

Apds quinze minutos da aplicagdo dos discos, as placas devem ser invertidas e
incubadas a 36°C (= 1°C). Um atraso de tempo neste processo pode condicionar uma

excessiva pré-difusdo do agente anti-bacteriano (Barry, 1991).

Os diametros dos halos de inibi¢do resultantes sao medidos em milimetros, com o
auxilio de uma craveira. A leitura dos halos deve ser efectuada por um tnico observador
a partir da placa de Petri colocada sobre uma base preta ndo reflectora, num local bem
iluminado. Os didmetros dos halos de inibigdo podem ser considerados equivalentes aos
valores de concentracdo minima inibitéria (CMI) do agente bacteriano, ou traduzidos
qualitativamente em trés categorias, baseadas nas tabelas de interpretacao de resultados.
Desta forma, uma bactéria pode ser classificada em: sensivel (S), intermédia (I), ou
resistente (R). Uma bactéria ¢ sensivel (S) a determinado agente quando o didmetro do
halo de inibi¢do ¢ igual ou superior ao valor estipulado, ¢ resistente (R) quando o
diametro do halo de inibi¢do ¢ igual ou inferior ao valor estipulado, e intermédia (I)
quando o diametro do halo de inibicao ¢ inferior ao valor estipulado para S e superior ao

valor estipulado para R (Wiley, 2008).
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VI. MATERIAL E METODOS

1. Material

1.1. Recolha de informacéao

Para a realizagdo desta monografia recorreu-se a material bibliografico escrito em
lingua portuguesa, inglesa e francesa, disponivel em livros e revistas cientificas,
consultados em varias bibliotecas universitarias. Como fontes de pesquisa foram ainda
utilizados motores de busca da Internet, tais como o Pubmed, a Medline, o Elsevier, a

Scielo, o Science Direct e o Google.

A recolha dos pregos de mercado das pastas dentifricas foi feita junto de seis superficies
comerciais: Jumbo (Maia), Continente (Maia), Pingo Doce (Maia), Feira Nova (Santa
Maria da Feira), Minipre¢o (Maia) e Intermarché (Santa Maria da Feira), no periodo
compreendido entre 08/01/09 e 10/01/09. Procurou-se minimizar o tempo de recolha de

forma a evitar possiveis alteragdes dos pregos.

1.2. Recursos materiais utilizados

Cultura de Streptococcus mutans (proveniente de um isolado clinico)

e Cultura de Lactobacillus acidophillus (ATCC4356)

e Meio Brain Heart Infusion (BHI) (Oxoid, Ref. CM0225) (para o crescimento de
Streptococcus mutans)

e Meio Man, Rogosa, Sharpe (MRS) (Oxoid, Ref. CM0359) (para o crescimento
de Lactobacillus acidophillus)
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e 6 pastas dentifricas: Sensodyne® Protec¢do Total (75ml), Colgate® Anti-caries
(75ml), Aquafresh® Limpeza Extrema (75ml), Polegar® com Fluor (75ml),
Dia® Bi-flaor Action (75ml), Auchan® Anti-céries (75ml).

e Discos estéreis de antibiograma com 6mm de diametro (Oxoid, Ref. CT0998B)

e Estufa (Binder, modelo BD115)

e Densitometro (BioMerieux, modelo Densimat)

e Centrifuga (Heraeus, modelo Biofuge Primo R)

e Balanca analitica (Acculab, modelo ALC 210.4)

e Vortex (Reagente 5, modelo ZX3)

e Jarra de anaerobiose e catalisadores de microaerofilia (Biomerieux, Ref. 96125)

e C(Craveira

2. Métodos

2.1. Tipo de estudo

O estudo apresentado ¢ de tipologia experimental, tendo sido realizado no Laboratorio
de Investigacdo de Microbiologia da Faculdade de Ciéncias da Satide da Universidade
Fernando Pessoa. O estudo ¢ constituido por trés experiéncias realizadas em momentos

temporais diferentes, sendo cada uma delas feita em triplicado.
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2.2. Populacao

O estudo teve como populacdo alvo as pastas dentifricas comercializadas nos

supermercados e/ou hipermercados nacionais.

2.3. Amostra

A amostra é constituida por seis pastas dentifricas: Sensodyne® Protec¢do Total (75ml)
— GlaxoSmithKline; Colgate® Anti-caries (75ml) — Colgate-Palmolive; Aquafresh®
Limpeza Extrema (75ml) — GlaxoSmithKline; Polegar® com Fluor (75ml) — Auchan
production; Dia® Bi-fltior Action (75ml) — Fabricante Grego desconhecido; Auchan®
Anti-caries (75ml) — BEM 1385-C.
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Figura 11 - Pastas dentifricas em estudo. A — Sensodyne Protec¢@o Total; B - Colgate Anti-caries; C -
Aquafresh Limpeza Extrema; D - Polegar com Fluor; E — Dia Bi-fluor Action; F - Auchan Anti-
caries

A composicdo quimica de cada um dos dentifricos em estudo encontra-se descrita na
Tabela 1, sendo importante referir que esta informacdo encontra-se disponivel nas

respectivas embalagens.
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MARCA COMERCIAL

COMPOSICAO A B C D E F
QUIMICA Sensodyne Colgate Anti- Aquafresh Polegar com Dia Bi-Flior | Auchan Creme
Proteccéo caries Limpeza Flaor Action Total Anti-
Total Extrema caries
Fosfato de Silica Silica
célcio di- hidratada hidratada
. Silica hidratado Silica Silica
Abrasivos - - . - -
hidratada hidratada hidratada Silica Silica
Glicerofosfato
de célcio Glicerofosfato Caulino
de calcio (silicato)
Sorbitol Glicerina Sorbitol Sorbitol
Humectantes | icorina Sorbitol Glicerina Sorbitol Propilenoglicol Sorbitol
Polietilenoglico | Polietilenoglico | Polietilenoglico Polietilenoglico
| (PEG-6) | (PEG-12) | (PEG-6) | (PEG-32)
Aglutinantes Carboximetilce | Goma xantana | Carboximetilce | Goma xantana | Goma xantana
Goma xantana lulose lulose
Goma
carragena
Lauril sulfato Lauril sulfato Lauril sulfato Lauril sulfato Lauril sulfato Lauril sulfato
Detergentes de sddio de sddio de sédio de sddio de sddio de sédio
Cocamidopropi
| betaina

Ester metilico Be dn_zoato de

do acido para- sodio

hidroxibenzoéic . - . -

o Ester metilico | Ester propilico

d_o éCIqo para- | do é4cido para-
Conservantes Ester propilico hidroxibenzoic | hidroxibenzdic
ot 0 o}

do acido para-

hidroxibenzoic . -

o Ester metilico
do &cido para-
hidroxibenzoéic
0

Dioxido de Dioxido de
. titanio Diéxido de titanio (CI Dioxido de
Corantes D'g;‘;ﬂ?ode titanio 77891) titanio
Cl 73360
(azul); Cl
74260 (verde)
Aroma Aroma Aroma Aroma Aroma Aroma

Aromatizantes

Sacarina de
sodio

Sacarina de
sodio

Sacarina de
sodio

Sacarina de
sodio

Sacarina de
sodio

Sacarina de
sodio

Pirofosfato
tetrassodico

Branqueadores

v  Anti-
inflamatdrios

Cloreto de
zinco
Hidréxido de
sédio

Alantoina

Fluoreto de
sodio

Limoneno Limoneno Limoneno
— Agentes
Terapéuticos
Monofluoro ISBOig?Orbonato de Monofluoro
fosfato de sédio fosfato de sédio
Monofluoro
Fluoreto de P
Anti- Fluoreto de I;élgiooreto de sodio Fluoreto de fosfato de sodio F/Ig_oreto de
bacterianos sodio sodio sodio

Triclosan

Ureia

Tabela 1 - Composi¢ao quimica dos seis dentifricos em estudo




Estudo in vitro da eficacia anti-bacteriana de seis dentifricos

em Streptococcus mutans e Lactobacillus acidophillus

2.3.1. Critérios de inclusdo da amostra

As pastas dentifricas foram seleccionadas de acordo com o seu preco de mercado, no
momento do estudo, tomando-se em consideracdo os pre¢os mais altos Versus os pregos
mais baixos. Por conseguinte, foram escolhidas trés pastas dentifricas de marcas
conhecidas e outras trés de marcas brancas ou proprias. Para as pastas dentifricas das
marcas proprias dos supermercados/hipermercados, tomou-se o valor de um so
estabelecimento comercial, uma vez que o preco ndo varia significativamente conforme
a localizagdo do mesmo. Quanto as pastas dentifricas de marcas comercializadas em
varios tipos de estabelecimentos comerciais, realizou-se a média dos precos consultados
em seis supermercados/hipermercados diferentes (Tabela 2). Os supermercados/
hipermercados escolhidos foram aqueles mais populares, de melhor acesso e,
basicamente, quase todos aqueles existentes a nivel nacional. Outro critério de inclusao
foi optar pelas pastas dentifricas cuja composi¢ao ¢ a mais simples possivel, e em que o
efeito publicitado é o mais proximo do efeito anti-cérie, que € aquele que se pretende

estudar.

Tabela 2 - Média dos pregos dos dentifricos em estudo (Precos consultados de 08/01/09 a 10/01/09)

Pastas dentifricas

Hipermercados/ T A uchan
Supermercados Sensodyne Colgqte Aquafresh Polegar Dia Bi- Creme
Protecgao An't1— Limpeza com Fll’l.OI‘ Total Anti-
Total caries Extrema Flaor Action L .

caries

Jumbo 348 € 1,75 € 2,36 € 0,82 € 0,99 €
Continente 3,47 € 1,91 € 2,35 €
Pingo Doce 3,48 € 1,49 € 2,39 €

Minipreco 3,39 € 1,48 € 2,99 € 0,89 €

Feira Nova 3,48 € 1,79 € 2,64 €
Intermarché 3,59 € 1,98 € 2,49 €

Meédia 3,48 € 1,73 € 254 € 0,82 € 0,89 € 0,99 €

2.3.2. Critérios de exclusdo da amostra

Nao fizeram parte do estudo as pastas dentifricas comercializadas em farmacias, na

Internet e em outro tipo de estabelecimentos comerciais, tais como as mercearias €
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minimercados. Por outro lado, as pastas dentifricas cuja composi¢ao ¢ mais complexa,
resultado da combinag¢dao de diversos tipos de agentes terap€uticos (anti-bacterianos,

fluoretos, branqueadores, dessensibilizantes), também foram excluidas deste estudo.

3. Protocolo experimental (adaptacdo do Método do disco de Kirby e Bauer)

1. Repicaram-se as culturas de Streptococcus mutans e Lactobacillus acidophillus

para caldos de BHI e MRS, respectivamente

2. Incubaram-se estes caldos na estufa a 37°C, durante 48 horas

3. Preparam-se os indculos bacterianos numa densidade de 0,5 da escala de Mc

Farland

4. Identificaram-se as pastas dentifricas com letras de A a F

5. Colocaram-se 10ml de 4gua estéril em cada um dos 6 tubos de Falcon,

previamente identificados de A a F

6. Pesaram-se 5g de cada pasta dentifrica numa balanca analitica, que foram

introduzidas nos tubos correspondentes, de modo a obter uma dilui¢ao de 1:2

7. Agitou-se cada um dos tubos no vortex, de modo a obter uma solucdo

homogénea

8. Centrifugaram-se as solugdes durante 20 minutos a 6000 rpm, com o objectivo

de precipitar as particulas s6lidas dos dentifricos

9. Colocaram-se 20ul de sobrenadante de cada solugdo nos discos de antibiograma

estéreis
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Figura 12 -
Solugdes
centrifugadas:

Sobrenadante

10. Procedeu-se a secagem dos discos numa estufa a 37°C durante 15 minutos

11. Inocularam-se as placas de MRS agar e BHI agar com culturas de Streptococcus
mutans e Lactobacillus acidophillus, respectivamente, utilizando-se uma
zaragatoa estéril pela técnica de difusdo em agar (Método do disco de Kirby e

Bauer)

12. Colocaram-se os discos correspondentes a cada pasta dentifrica nas placas
previamente inoculadas e identificadas. Os discos foram dispostos segundo uma

orientacdo triangular, de modo a evitar a sobreposi¢do dos halos de inibigao.

Figura 13 — Orientacdo triangular dos discos dos seis
dentifricos em estudo, com o disco controlo no centro das
placas

13. Incubaram-se as placas em jarros de anaerobiose a 37°C durante 48horas, em

atmosfera de microaerofilia
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14. Procedeu-se a medi¢do do diametro dos halos de /
inibicdo a volta dos discos (em milimetros) | # \\
4 b

utilizando uma craveira (Figura 14) &

15. Considerou-se que existe actividade anti-

bacteriana quando os halos de inibicdo sdo

maiores ou iguais do que 10 mm de didmetro Figura 14 — Craveira
(www.marazulazul.blo
gspot.com)

E importante real¢ar que os sobrenadantes resultantes da centrifugagdo das solucdes dos
dentifricos foram utilizados para a impregnacdo dos discos estéreis de antibiograma,
uma vez que sdo os componentes dos dentifricos soliveis em agua os responsaveis pela

accao anti-bacteriana dos mesmos (Barreto, 2005).

E também pertinente referir que no Método do Disco de Kirby e Bauer para os
antibidticos existem valores estandardizados para a determina¢do da sensibilidade das
bactérias. Contudo, esta classificagdo ¢ inexistente para os varios agentes anti-
bacterianos incorporados nos dentifricos. No entanto, Barry (1991) afirma que o agente
contido num disco deve ser suficientemente potente para produzir, no minimo, halos de
inibi¢do de 10 mm de didmetro, e ndo deve ser demasiado potente de modo a produzir
halos de inibi¢do maiores do que 40 mm de diametro. Com base nesta informacgao, neste
estudo experimental considerou-se que as pastas dentifricas em estudo possuem
actividade anti-bacteriana quando o halo de inibi¢ao resultante ¢ maior ou igual a 10

mm de didmetro, medida que também foi usada no estudo de Rosell et al. (2004).

4. Esquematizacao do estudo experimental

Este estudo foi constituido por trés experiéncias realizadas em momentos temporais
diferentes. Cada experiéncia foi feita nas duas bactérias, e em triplicado, o que resulta,
no total, em dezoito experiéncias, nove para cada bactéria. Colocaram-se trés discos,
correspondentes a trés dentifricos diferentes, em cada placa, de modo a evitar a
sobreposi¢do dos halos de inibi¢do. Desta forma, e uma vez que o estudo foi feito em
triplicado, em cada experiéncia obtivemos um total de doze placas, seis para o

Streptococcus mutans e seis para o Lactobacillus acidophillus.
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E importante salientar que todas as placas continham um disco “controlo”, impregnado
com agua estéril, e nas trés experiéncias, para cada bactéria, havia sempre uma “placa

controlo”, a qual ndo eram adicionados os discos.

Uma melhor visualizagdo e compreensdo do estudo realizado pode ser conseguida

através da observagdo do esquema em baixo apresentado.

Experiéncia 1 Experiéncia 2 Experiéncia 3
\ /\ \
Strep. L. Strep. L. Strep. L.
mutans acidophillus mutans acidophillus mutans acidophillus
- J J

Figura 15 - Apresentagdo esquematica do estudo laboratorial realizado. A - Sensodyne Protec¢do
Total; B - Colgate Anti-céries; C - Aquafresh Limpeza Extrema; D - Polegar com Fluor; E - Dia Bi-
Fluor Action; F- Auchan Creme Total Anti-caries; CT - Controlo.
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5. Andlise estatistica

Os dados recolhidos foram inseridos e analisados estatisticamente com recurso ao
programa informatico Statistical Package for the Social Sciences (SPSS®, versdo 16.0).
Para todos os testes estatisticos foi considerado um nivel de significancia de 0,05

(0=5%).

Para descrever os participantes do estudo foram aplicadas metodologias apropriadas de
analise descritiva, nomeadamente, graficos e medidas sumario. As variaveis categoricas
foram descritas através de frequéncias absolutas (n) e relativas (%), e as varidveis
continuas foram descritas utilizando medianas, minimos € maximos, uma vez que a

distribuicao destas ¢ assimétrica.

Para testar a distribui¢do do diametro (em milimetros) dos halos de inibi¢do das pastas
dentifricas em estudo nas bactérias Streptococcus mutans e Lactobacillus acidophillus
foi aplicado o teste Kruskal-Wallis, dado que a distribui¢do dos didmetros ¢ assimétrica.
Seguidamente fizeram-se comparagdes multiplas das médias das ordens com o teste
post-hoc LSD, para verificar entre que pastas dentifricas existem diferencas

estatisticamente significativas.
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VII. RESULTADOS

Os diametros dos halos de inibi¢do resultantes da actuagdo das seis pastas dentifricas na

bactéria Streptococcus mutans encontram-se discriminados na Tabela 3.

Tabela 3 — Diametros dos halos de inibi¢do, expressos em milimetros, das seis pastas
dentifricas em estudo, em Streptococcus mutans. A - Sensodyne Protec¢do Total; B -
Colgate Anti-caries; C - Aquafresh Limpeza Extrema; D - Polegar com Fluor; E - Dia
Bi-Fluor Action; F- Auchan Creme Total Anti-caries; CT - Controlo.

Diametro dos halos de inibigdo (mm)

Streptococcus
das pastas dentifricas em estudo

mutans

Experiéncia 1.1
Experiéncia 1 Experiéncia 1.2 32 29 33 33 28 34 0
Experiéncia 1.3 32 29 33 32 26 36 0
Experiéncia 2.1 37 27 33 35 28 36 0
Experiéncia 2 Experiéncia 2.2 36 29 32 37 29 34 0
Experiéncia 2.3 30 32 34 36 28 36 0
Experiéncia 3.1 26 28 25 30 25 32 0
Experiéncia 3 Experiéncia 3.2 26 27 28 29 24 29 0

Experiéncia 3.3 26 28 28 32 24 32 0

Os halos de inibi¢do resultantes da actuacdo das seis pastas dentifricas em estudo na
bactéria Streptococcus mutans, podem ser visualizados a partir da Figura 16, onde esta

representado um dos ensaios laboratoriais efectuados nesta bactéria.
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Figura 16 — Ensaio em Streptococcus mutans, onde € possivel visualizar os halos de inibigo
resultantes da ac¢do das seis pastas dentifricas. Ensaios em triplicado (figura a esquerda);
Placa controlo (figura a direita)

Os diametros dos halos de inibi¢do resultantes da actuagdo das seis pastas dentifricas na

bactéria Lactobacillus acidophillus encontram-se discriminados na Tabela 4.

Tabela 4 — Didmetros dos halos de inibi¢do, expressos em milimetros, das seis pastas
dentifricas em estudo, em Lactobacillus acidophillus. A - Sensodyne Protec¢do Total; B
- Colgate Anti-caries; C - Aquafresh Limpeza Extrema; D - Polegar com Fluor; E - Dia
Bi-Fluor Action; F- Auchan Creme Total Anti-caries; CT - Controlo

Diametro dos halos de inibi¢do (mm)

Lactobacillus
das pastas dentifricas em estudo

acidophillus

Experiéncia 1.1
Experiéncia 1 Experiéncial2 26 27 27 34 28 34 0
Experiéncia 1.3 29 28 30 33 25 31 0
Experiéncia 2.1 26 30 28 32 27 34 0
Experiéncia 2 Experiéncia2.2 26 31 32 33 28 31 0
Experiéncia 2.3 28 32 31 31 27 32 0
Experiéncia 3.1 27 30 30 45 34 42 0
Experiéncia 3 Experiéncia 3.2 27 33 30 37 30 40 0

Experiéncia 3.3 28 30 28 30 26 37 0
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Contrariamente as experiéncias realizadas em Streptococcus mutans, os halos de
inibigdo resultantes das experiéncias realizadas em Lactobacillus acidophillus sdo muito

dificeis de visualizar, razdo pela qual ndo sdo apresentadas figuras alusivas as mesmas.

A distribui¢ao dos diametros dos halos de inibicdo das pastas dentifricas em estudo nas
bactérias Streptococcus mutans e Lactobacillus acidophillus, pode ser visualizada a

partir das tabelas seguidamente apresentadas.

Tabela 5 — Distribui¢ao dos didmetros (em mm) dos halos de inibicdo das pastas dentifricas (n=54)
na bactéria Streptococcus mutans. N — n°® de experiéncias realizadas para cada pasta dentifrica; Min
- minimo; Max - maximo; £ - Teste de Krukal-Wallis
A B € D E F
n mediana  (min-max) pE P p p p P P
Pastas
Dentifricas
Dimetros A 9 32 (26-44) - 0076 0768 0167 0002 0,062
dos halos de 0,136 0,002 0,170
inibicdo na B 9 29 (27-32) 0,001
bactéria C 9 32 (25_34) _ 0,096 0,005 0,032
Streptococcus <0,001£
mutans (em 5 o 33 (29-37) - <0001 g5
mm) '
E 9 28 (24-29) : <0,001
F 9 34 (2556) -

Tabela 6 — Distribui¢ao dos didmetros (em mm) dos halos de inibigdo das pastas dentifricas (n=54)
na bactéria Lactobacillus acidophillus. N — n° de experiéncias realizadas para cada pasta dentifrica;
Min - minimo; Max - maximo; £ - Teste de Krukal-Wallis
A B C D E F
n mediana (min.max) pE p p p p p P
Pastas
Dentifricas
Diametros A 9 27 (26-31) - 0003 0049 <0001 0,708 <0,001
dos halos de 0279 0007 0,009
inibicdo na B 9 30 (27-33) - 0,002
bactéria c 9 30 27-32) . <0001 0107 ggp1
Lactobacillus <0,001£
acidophillus D T (30-45) - <0001 659
(em mm) '
E 9 27 (25-34) - <0,001
F 9 34 (31-42) o

50



Estudo in vitro da eficacia anti-bacteriana de seis dentifricos

em Streptococcus mutans e Lactobacillus acidophillus

Pela analise da Tabela 6 ¢ possivel verificar que existem diferengas estatisticamente
significativas na distribuicao dos didmetros dos halos de inibicdo das pastas dentifricas
em estudo (n=54; p <0,001) na bactéria Streptococcus mutans. A comparacdo multipla
das médias das ordens revela que essas diferencas sdo estatisticamente significativas

entre:

» As pastas dentifricas A ¢ E (p=0,002);

» As pastas dentifricas B e D (p=0,002), B e F (p=0,001);

» As pastas dentifricas C e E (p=0,005), C e F (p=0,032);

» As pastas dentifricas D e B (p=0,002), D ¢ E (p <0,001);

» As pastas dentifricas E e A (p=0,002), E e C (p=0,005), Ee D (p <0,001), Ee¢ F
(p <0,001);

» As pastas dentifricas F e B (p=0,001), F e C (p=0,032), F ¢ E (p <0,001).

Pela analise da Tabela 7 é possivel constatar que na bactéria Lactobacillus acidophillus
existem diferengas estatisticamente significativas, na distribui¢do dos diametros dos
halos de inibigdo das pastas dentifricas em estudo (n=54; p <0,001). A comparagao
multipla das médias das ordens revela que essas diferencas sdo estatisticamente

significativas entre:

» As pastas dentifricas A e B (p=0,003), A e C (p=0,049), A e D (p <0,001), Ae F
(p <0,001);

» As pastas dentifricas B ¢ A (p=0,003), B ¢ D (p=0,007), B ¢ E (p=0,009), B e F
(p=0,002);
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» As pastas dentifricas C e A (p=0,049), C e D (p <0,001), C e F (p <0,001);

» As pastas dentifricas D e A (p <0,001), D e B (p=0,007), D e C (p <0,001), D e
E (p <0,001);

» As pastas dentifricas E e B (p=0,009), E e D (p <0,001), E e F (p <0,001);

» As pastas dentifricas F e A (p <0,001), F e B (p=0,002), F e C (p <0,001), Fe E
(p <0,001).

Os graficos apresentados em seguida permitem visualizar a distribuicdo dos didmetros
dos halos de inibi¢do das pastas dentifricas em estudo nas bactérias Streptococcus
mutans (Grafico 1) e Lactobacillus acidophillus (Grafico 2). E de notar que todas as
pastas dentifricas em estudo possuem actividade anti-bacteriana nas duas bactérias,

dado que os halos de inibi¢do resultantes sdo maiores do que 10mm de didmetro.
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Grafico 1 — Distribuicdo dos didmetros (em mm) dos halos de inibi¢do das
pastas dentifricas (n=54) na bactéria Streptococcus mutans (£ - Teste de
Krukal-Wallis)

52



Estudo in vitro da eficacia anti-bacteriana de seis dentifricos

em Streptococcus mutans e Lactobacillus acidophillus

g

N
Q

3

o

Diametro do halo de inibi¢cdo para bactéria Lactobacillus
acidophillus (em mm)
8
. .

Y T T T T
A B C D E F

Pasta Dentifrica

Grafico 2 — Distribuigdo dos diametros (em mm) dos halos de inibi¢do das
pastas dentifricas (n=54) na bactéria Lactobacillus acidophillus (£ - Teste de
Krukal-Wallis)

VIII. DISCUSSAO

Antes de mais, torna-se pertinente salientar a caréncia de estudos feitos em Portugal que
comparem diferentes dentifricos em relacdo a sua eficdcia anti-bacteriana.
Consequentemente, a maioria dos estudos que abordam este tema e que serviram de
base para a elaboragdo deste trabalho, sdo realizados noutros paises, em que as pastas
dentifricas sdo diferentes daquelas disponiveis no mercado nacional. Além disso, a
enorme variabilidade em relagdo aos seus objectivos especificos, bem como as bactérias
utilizadas e o tipo de dentifricos investigados (na sua maioria dentifricos com extractos
de plantas), faz com que grande parte dos dados obtidos na presente monografia nao

possa ser confrontada com esses estudos.

De acordo com a andlise estatistica dos dados obtidos no estudo experimental, ¢
possivel verificar que todos os dentifricos estudados apresentaram eficacia anti-

bacteriana em Streptococcus mutans e em Lactobacillus acidophillus, dado que os
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diametros dos halos de inibigcdo resultantes da sua accdo nestas duas bactérias, sdo

sempre maiores do que 10mm de didmetro.

E importante referir que os didmetros dos halos de inibi¢io resultantes da ac¢io das seis
pastas dentifricas em estudo foram comparados entre si, em cada bactéria. No entanto,
esta comparacdo nao foi realizada entre as duas bactérias, dado que os meios de cultura
bacterianos sdo diferentes, o que condiciona a existéncia de possiveis diferencas nos

diametros dos halos de inibi¢do, tornando assim pouco fidedigna a sua comparagao.

1. Resultados do estudo em Streptococcus mutans

Contrariamente a Moran (Cit. in Addy, 1992), que refere que a maioria dos dentifricos
apresenta semelhante actividade anti-bacteriana in vitro, os didmetros dos halos de
inibi¢do resultantes da accdo dos seis dentifricos estudados apresentaram diferencas
estatisticamente significativas, o que ilustra a variabilidade da eficdcia anti-bacteriana

dos mesmos:

» A pasta dentifrica A (Sensodyne® Proteccdo Total) possuiu maior eficacia do

que a pasta dentifrica E (Dia® Bi-flior Action);

» A pasta dentifrica B (Colgate® Anti-caries) possuiu menor eficacia do que as

pastas dentifricas D (Polegar® com Fluor) e F (Auchan® Anti-céries);

» A pasta dentifrica C (Aquafresh® Limpeza Extrema) possuiu maior eficacia do
que a pasta dentifrica E (Dia® Bi-flaor Action), ¢ menor eficacia do que a F

(Auchan® Anti-caries);

» A pasta dentifrica D (Polegar® com Flior) possuiu maior eficacia do que as

pastas dentifricas B (Colgate® Anti-caries) e E (Dia® Bi-fltior Action);
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» A pasta dentifrica E (Dia® Bi-flior Action) possuiu menor eficacia do que as
pastas dentifricas A (Sensodyne® Proteccao Total), C (Aquafresh® Limpeza
Extrema), D (Polegar® com Fluor) e F (Auchan® Anti-céries);

» A pasta dentifrica F (Auchan® Anti-caries) possuiu maior eficacia do que as
pastas dentifricas B (Colgate® Anti-céries), C (Aquafresh® Limpeza Extrema) e
E (Dia® Bi-flaor Action).

1.1. Pastas dentifricas de marcas conhecidas

Entre as pastas dentifricas de marcas conhecidas, nomeadamente a Sensodyne®
Proteccdo Total, a Colgate® Anti-caries ¢ a Aquafresh® Limpeza Extrema, nao
existiram diferencas estatisticamente significativas em relacdo a sua eficdcia anti-

bacteriana em Streptococcus mutans.

1.2. Pastas dentifricas de marcas brancas

Entre as pastas dentifricas de marcas brancas existiram diferengas estatisticamente
significativas em relagdo a sua eficacia anti-bacteriana em Streptococcus mutans,
constatando-se que a Polegar® com Fluor e a Auchan® Anti-caries foram igualmente

eficazes, e que ambas possuiram maior eficacia do que Dia® Bi-fltior Action.

1.3. Pastas dentifricas de marcas conhecidas versus Pastas dentifricas de marcas

brancas

Entre as pastas dentifricas de marcas conhecidas e as pastas dentifricas de marcas
brancas existiram diferengas estatisticamente significativas em relacdo a sua eficacia

anti-bacteriana em Streptococcus mutans.

As marcas conhecidas foram mais eficazes do que as marcas brancas em duas situagdes:
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e ecm que a Sensodyne® Proteccdo Total foi mais eficaz do que a Dia® Bi-fltior

Action;

e ecm que a Aquafresh® Limpeza Extrema foi mais eficaz do que a Dia® Bi-fluor

Action.

As marcas brancas possuiram maior eficacia do que as marcas conhecidas em trés

situacoes:

e em que a Polegar® com Fluor foi mais eficaz do que a Colgate® Anti-caries;

e em que a Auchan® Anti-caries foi mais eficaz do que a Colgate® Anti-caries;

e ecm que a Auchan® Anti-céries foi mais eficaz do que a Aquafresh® Limpeza

Extrema.

De todas as pastas dentifricas estudadas em Streptococcus mutans, e de acordo com as
medianas dos didmetros dos halos de inibicdo, aquela que apresentou maior eficicia
anti-bacteriana foi a pasta dentifrica F (Auchan® Anti-caries), cuja mediana foi igual a
34mm. A que apresentou menor eficdcia anti-bacteriana foi a pasta dentifrica E (Dia®
Bi-flaor Action), cuja mediana foi igual a 28mm, seguindo-se a B (Colgate® Anti-
caries), cuja mediana foi igual a 29mm. Este resultado encontra-se de acordo com o
estudo de Leyster (2006), em que a Colgate® também foi um dos dentifricos com

menor eficacia anti-bacteriana em Streptococcus mutans.

2. Resultados do estudo em Lactobacillus acidophillus

Em Lactobacillus acidophillus também foi possivel verificar a variabilidade da eficacia
anti-bacteriana dos seis dentifricos estudados, dado que os didmetros dos halos de
inibi¢do resultantes da sua accdo apresentaram diferencas estatisticamente

significativas:
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A pasta dentifrica A (Sensodyne® Protec¢do Total) possuiu menor eficacia do
que as pastas dentifricas B (Colgate® Anti-caries), C (Aquafresh® Limpeza
Extrema), D (Polegar® com Fluor) e F (Auchan® Anti-céries);

A pasta dentifrica B (Colgate® Anti-céries) possuiu maior eficicia do que as
pastas dentifricas A (Sensodyne® Protecc¢do Total), E (Dia® Bi-flaor Action) e
F (Auchan® Anti-caries), ¢ menor eficicia do que a pasta dentifrica D

(Polegar® com Fluor);

A pasta dentifrica C (Aquafresh® Limpeza Extrema) possuiu maior eficacia do
que as pastas dentifricas A (Sensodyne® Proteccdo Total) e F (Auchan® Anti-

caries), e menor eficacia do que a pasta dentifrica D (Polegar® com Fluor);

A pasta dentifrica D (Polegar® com Fluor) possuiu maior eficacia do que as
pastas dentifricas A (Sensodyne® Protec¢do Total), B (Colgate® Anti-caries), C
(Aquafresh® Limpeza Extrema) e E (Dia® Bi-fltior Action);

A pasta dentifrica E (Dia® Bi-fluor Action) possuiu menor eficacia do que as
pastas dentifricas B (Colgate® Anti-caries), D (Polegar® com Fluor) e F
(Auchan® Anti-caries);

A pasta dentifrica F (Auchan® Anti-caries) possuiu maior eficicia do que as
pastas dentifricas A (Sensodyne® Protec¢do Total), B (Colgate® Anti-caries), C
(Aquafresh® Limpeza Extrema) e E (Dia® Bi-fluor Action).

2.1. Pastas dentifricas de marcas conhecidas

Entre as pastas dentifricas de marcas conhecidas existiram diferencas estatisticamente

significativas em rela¢do a sua eficacia anti-bacteriana em Lactobacillus acidophillus,

verificando-se que a Colgate® Anti-caries ¢ a Aquafresh® Limpeza Extrema foram

igualmente eficazes, resultado igual ao reportado pelo estudo de Leyster (2006) em

Lactobacillus acidophillus, e que ambas possuiram maior eficacia do que a Sensodyne®

Protecgao Total.
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2.2. Pastas dentifricas de marcas brancas

Entre as pastas dentifricas de marcas brancas existiram diferengas estatisticamente
significativas em relagdo a sua eficacia anti-bacteriana em Lactobacillus acidophillus,
constatando-se que a Polegar® com Fluor e a Auchan® Anti-céries foram igualmente
eficazes, e que ambas possuiram maior eficicia do que Dia® Bi-flior Action. Este

resultado foi semelhante ao anteriormente descrito em Streptococcus mutans.

2.3. Pastas dentifricas de marcas conhecidas versus Pastas dentifricas de marcas

brancas

Entre as pastas dentifricas de marcas conhecidas e as pastas dentifricas de marcas
brancas existiram diferencas estatisticamente significativas em relacdo a sua eficacia

anti-bacteriana em Lactobacillus acidophillus.

As marcas conhecidas foram mais eficazes do que as marcas brancas em trés situagoes:

e em que a Colgate® Anti-caries foi mais eficaz do que a Dia® Bi-flaor Action;

e em que a Colgate® Anti-céries foi mais eficaz do que a Auchan® Anti-céries;

e em que a Aquafresh® Limpeza Extrema foi mais eficaz do que a Auchan® Anti-

caries.

As marcas brancas possuiram maior eficdcia do que as marcas conhecidas em seis

situagoes:

e ecm que a Polegar® com Fluor foi mais eficaz do que a Sensodyne® Protec¢ao

Total;

e em que a Polegar® com Fluor foi mais eficaz do que a Colgate® Anti-céries;
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e ecm que a Polegar® com Fluor foi mais eficaz do que a Aquafresh® Limpeza

Extrema;

e ecm que a Auchan® Anti-céries foi mais eficaz do que a Sensodyne® Proteccao

Total,

e em que a Auchan® Anti-céries foi mais eficaz do que a Colgate® Anti-caries;

e ecm que a Auchan® Anti-céries foi mais eficaz do que a Aquafresh® Limpeza

Extrema.

De todas as pastas dentifricas estudadas em Lactobacillus acidophillus, e de acordo com
as medianas dos didmetros dos halos de inibi¢ao, aquela que apresentou maior eficacia
anti-bacteriana foi a pasta dentifrica F (Auchan® Anti-caries), cuja mediana foi igual a
34mm, e as que apresentaram menor eficicia anti-bacteriana foram as pastas dentifricas
E (Dia® Bi-fluor Action) e A (Sensodyne® Protec¢do Total), cujas medianas foram

iguais a 27mm.

3. Considerac0es gerais

Apesar de todos os dentifricos em estudo conterem fllior na sua composi¢do, apenas as
pastas dentifricas Colgate® Anti-caries, Aquafresh® Limpeza Extrema ¢ Auchan®
Anti-céries incorporam outro tipo de agentes anti-bacterianos (Tabela 1). Desta forma,
seria de esperar que estes dentifricos tivessem maior eficacia anti-bacteriana em relagao
a todos os outros estudados. Contudo, este facto s6 se verificou na pasta dentifrica
Auchan® Anti-céries, que além de ter sido aquela com maior eficdcia anti-bacteriana
tanto em Streptococcus mutans como em Lactobacillus acidophillus, foi também a
unica que continha triclosan. A incorporacdo deste agente anti-bacteriano, outrora
descrito no capitulo IV desta monografia, pode estar relacionada com este resultado, que
vem contrariar Moran (cit. in Addy, 1992), que afirma que a incorpora¢do de agentes
anti-bacterianos nos dentifricos ndo aumenta significativamente a eficicia anti-
bacteriana in vitro dos mesmos. Paradoxalmente, os estudos de Rosell et al. (2004), de

Barreto et al. (2005) e de Souza (2005) corroboram este resultado, pois verificam que os
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dentifricos que contém triclosan sdo aqueles que apresentam maior eficicia anti-

bacteriana in vitro.

Pela andlise dos resultados também foi possivel verificar que as pastas dentifricas de
marcas brancas possuiram maior eficdcia do que as pastas dentifricas de marcas
conhecidas num maior nimero de situagdes, tanto em Streptococcus mutans como em
Lactobacillus acidophillus. Consequentemente, a maior eficacia foi constatada nos
dentifricos de marcas brancas, cujo preco de mercado ¢ comparativamente mais baixo

em relacdo aos dentifricos de marcas conhecidas.
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Concluséao

Ap6s a recolha e a devida andlise estatistica dos dados obtidos neste estudo, foi possivel

concluir que:

» Todas as pastas dentifricas estudadas apresentaram eficacia anti-bacteriana em

Streptococcus mutans e em Lactobacillus acidophillus;

» A maior parte das pastas dentifricas estudadas apresentou variabilidade na sua
eficacia anti-bacteriana, tanto em Streptococcus mutans como em Lactobacillus
acidophillus, pois os didmetros dos halos de inibigdo resultantes da sua acgdo

nestas duas bactérias apresentaram diferencas estatisticamente significativas;

» As pastas dentifricas de marcas conhecidas ndo apresentaram diferengas
estatisticamente significativas na sua eficacia anti-bacteriana em Streptococcus
mutans, contrariamente ao ocorrido em Lactobacillus acidophillus, em que a
Colgate® Anti-caries e a Aquafresh® Limpeza Extrema se mostraram mais

eficazes do que a Sensodyne® Proteccao Total,

» As pastas dentifricas de marcas brancas apresentaram diferengas estatisticamente
significativas na sua eficdcia anti-bacteriana tanto em Streptococcus mutans
como em Lactobacillus acidophillus, constatando-se que a Polegar® com Fluor
e a Auchan® Anti-caries, foram igualmente eficazes entre si, e que cada uma

delas possuiu maior eficacia do que a Dia® Bi-fluor Action;

» As pastas dentifricas de marcas brancas foram mais eficazes, num maior nimero
de vezes, do que as pastas dentifricas de marcas conhecidas, tanto em

Streptococcus mutans como em Lactobacillus acidophillus;

» As pastas dentifricas Auchan® Anti-caries ¢ Dia® Bi-fluor Action foram,
respectivamente, aquelas com maior e menor eficcia anti-bacteriana, tanto em

Streptococcus mutans como em Lactobacillus acidophillus, constatando-se que
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os dentifricos de marcas brancas estudados foram aqueles que apresentaram

maior variabilidade entre si.

Os dados obtidos neste estudo permitem orientar em relagdo ao dentifrico que se pode
recomendar, pois embora todos os dentifricos estudados possuam uma Optima acc¢do
anti-bacteriana, uma vez que os diametros dos seus halos de inibicdo sdo muito
superiores a 10mm, foi constatado que nas duas bactérias utilizadas neste estudo as
pastas dentifricas Auchan® Anti-caries e Polegar® com Flior demonstraram ser as

mais eficazes.

Consequentemente, torna-se seguro aconselhar a todos os pacientes, independentemente
da sua situagdo socioeconodmica, duas das pastas dentifricas estudadas de preco mais
baixo, nomeadamente a Auchan® Anti-caries e a Polegar® com Fllor. Estes dentifricos
ndo s6 custam, em média, 0,99€ e 0,82€, respectivamente, como também revelaram ser
mais eficazes em duas bactérias cariogénicas do que os dentifricos de marcas

conhecidas, cujos pregos de mercado sao comparativamente mais elevados (Tabela 2).

No entanto, e uma vez que os presentes resultados sdo obtidos através de um estudo in
vitro, as pastas dentifricas investigadas necessitam de algumas propriedades, tais como
substantividade, amplo espectro de ac¢do, biocompatibilidade e baixa permeabilidade,
para se tornarem realmente efectivas no meio oral. Desta forma, ¢ imperativo uma
maior investigagao nesta area, baseada em estudos laboratoriais que recriem o meio
ambiente da cavidade oral, de modo a validar a eficacia dos dentifricos presentemente

estudados.
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