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Resumo

A cavidade bucal é colonizada por diversos micro-organismos comensais € por
outros com potencial patogénico. Nesse sitio anatdmico, os estreptococos do grupo
mutans (EGM) e Candida (Ca) tém destaque por serem agentes etiolégicos que
participam do desenvolvimento da carie dentaria e da candidiase, respectivamente.
A formacao de biofilme microbiano € um importante fator de viruléncia que contribui
na patogenicidade desses micro-organismos. O objetivo desta pesquisa € avaliar o
efeito da quitosana, clorexidina e da combinac&o das duas na formacéo de biofilme
de EGM e Ca em escovas dentais. Para tanto, foram coletadas amostras da saliva
de 12 discentes da Universidade Estadual de Goias para o isolamento e
identificagdo presuntiva dos micro-organismos com base no crescimento em meios
seletivos e analise da morfologia macroscopica das colénias. EGM foram isolados
em 10 amostras com predominédncia de colbnias com aspecto mucdide e em 5
amostras foram isoladas col6nias com aspecto sugestivo de Ca. Posteriormente, os
micro-organismos foram cultivados em escovas dentarias embebidas em caldo de
cultura para se avaliar a formacao de biofilme dos isolados. Os resultados indicaram
que todos os isolados microbianos foram capazes de formar biofilmes nas condigbes
testadas, com contagens de células microbianas aderidas ao biofilme variando de
6,75 a 11,00 Log10 ufc.ml' para estreptococos do grupo mutans e 4,94 a 5,79
Log10 ufc.ml"! para Candida sp. Posteriormente foi avaliado impacto da solugdo de
quitosana a 1 mg.mL"", da clorexidina 0,60 mg.mL"! e da associagdo de ambas na
formacao de biofilme dos isolados em escovas dentais pré-tratadas. Os resultados
indicaram que a quitosana reduziu a formacao de biofilme dos isolados EGM4 e
EGMS5 nas escovas pré-tratadas. A clorexidina foi capaz de reduzir a formacao de
biofilme por todos os EGM e Ca8. A combinacdo dos compostos foi eficaz contra
EGM4, EGM 5 e Ca2. Em resumo, neste trabalho avaliamos a formacao de biofilme
em escovas dentais por estreptococos do grupo mutans e Candida sp. isolados da
boca de estudantes da Universidade Estadual de Goias. A metodologia de coleta de
amostras mostrou-se eficaz, pois os microrganismos nao foram recuperados em
apenas uma escova coletada. Na segunda parte do estudo, foi detectado que todos
os isolados foram capazes de formar biofilmes nas escovas, o que reforca a

importancia dos cuidados com a descontaminagdo das escovas dentais na



promogao da saude bucal. Sendo assim, conclui-se que a clorexidina foi o composto
com maior efetividade na reducdao da formacdo de biofiime pelos isolados
microbianos testados, seguido da associacdo de quitosana e clorexidina. A
quitosana apresentou o pior desempenho e a associagdo dos compostos nao foi

capaz de intensificar a reducao de biofilme da clorexidina.

Palavras-chave: quitosana, clorexidina, Streptococcus mutans, Candida albicans,

biofilme, carie dentaria, candidiase bucal, saliva.

Abstract

The oral cavity is colonized by several commensal microorganisms and by others
with pathogenic potential. In this anatomical site, mutans group streptococci (MGS)
and Candida (Ca) are highlighted as etiological agents that participate in the
development of dental caries and candidiasis, respectively. The formation of
microbial biofilm is an important virulence factor that contributes to the pathogenicity
of these microorganisms. The objective of this research is to evaluate the effect of
chitosan, chlorhexidine and the combination of the two on the formation of MGS and
Ca biofilm on toothbrushes. For this purpose, saliva samples were collected from 12
students from the Universidade Estadual de Goias for the isolation and presumptive
identification of microorganisms based on growth in selective media and analysis of
the macroscopic morphology of the colonies. MGS were isolated in 10 samples with
a predominance of colonies with a mucoid aspect and in 5 samples colonies with a
suggestive Ca aspect were isolated. Subsequently, the microorganisms were
cultured on toothbrushes soaked in culture broth to evaluate the biofilm formation of
the isolates. The results indicated that all microbial isolates were able to form biofilms
under the conditions tested, with microbial cell counts adhered to the biofilm ranging
from 6.75 to 11.00 Log10 cfu.ml for mutans streptococci and 4.94 to 5.79 Log10
cfu.ml! for Candida sp. Subsequently, the impact of 1 mg.mL" chitosan solution,
0.60 mg.mL"! chlorhexidine solution and the association of both on the biofilm
formation of the isolates on pre-treated toothbrushes was evaluated. The results
indicated that chitosan reduced the biofilm formation of the MGS4 and MGSS5 isolates

on the pre-treated brushes. Chlorhexidine was able to reduce biofilm formation by all



MGS and Ca8. The combination of compounds was effective against MGS4, MGS 5
and Ca2. In summary, in this work we evaluated the formation of biofilm on
toothbrushes by mutans streptococci and Candida sp. isolated from the mouths of
students at the State University of Goias. The sample collection methodology proved
to be effective, as the microorganisms were not recovered in just one brush collected.
In the second part of the study, it was found that all isolates were able to form
biofilms on toothbrushes, which reinforces the importance of taking care with
decontamination of toothbrushes in promoting oral health. Therefore, it can be
concluded that chlorhexidine was the compound with the highest biofilm-reducing
activity of MGS and Ca, followed by the association of chitosan and chlorhexidine;
only chitosan had the lowest inhibition results only on MGS and without Ca action.
The combination of compounds was not able to intensify the biofilm reduction of

chlorhexidine alone, but the association was more effective than chitosan.

Keywords: chitosan, chlorhexidine, Streptococcus mutans, Candida albicans,

biofilm, dental caries, oral candidiasis, saliva.



Introducéo

A cavidade bucal humana é consideravelmente colonizada por micro-
organismos logo apdés o0 nascimento que permanecem durante toda a vida.
Inicialmente, este processo ocorre através da adesdo de micro-organismos nos
tecidos duros e moles da boca e depende diretamente de fatores como manutencgéo
da higiene da boca, capacidade imunoldgica do individuo, uso de medicamentos,
ocorréncia de doengas sistémicas como diabetes e SIDA/HIV e tratamentos médicos

abrangendo radioterapia e quimioterapia (GERMANO et al., 2018).

Os Streptococcus mutans sdo bactérias associadas ao processo de instalagao
e desenvolvimento da carie dentaria que, por sua vez, relaciona-se a ingestao de
acucares pelo portador, higiene inadequada da cavidade bucal e por consequéncia,
aumento da populagcdo bacteriana. Deste modo, o tempo de exposicdo a esse
conjunto de fatores culmina na carie dentaria que é definida como uma doenca
bacteriana intimamente relacionada a presenca de biofilme polimicrobiano com
agregacao, metabolismo e secrecao de acido na superficie dental (BIRAL et al.,
2013).

Outro micro-organismo relevante na cavidade bucal € a Candida albicans.
Esta levedura faz parte da microbiota normal, mas que pode se comportar como
patogénica e causar candidiase na boca, no caso de quebra de equilibrio com o
hospedeiro (VILA et al., 2020).

O biofilme microbiano instala-se sobre a pelicula adquirida que se forma em
até 15 minutos ap6s a higienizacao e polimento do esmalte dentario e é considerada
como a primeira etapa para a formacdo de biofime, uma vez que os micro-
organismos colonizadores primarios aderem a pelicula e entdo promovem
agregacao de outros micro-organismos para induzir a formacdo da biomassa
esbranquicada de biofilme dentario como uma comunidade polimicrobiana (FARIA et
al., 2020).

Na cavidade bucal, o biofime microbiano, principalmente advindo da

participagdo associativa entre S. mutans e C. albicans, contribui para a protecao,



disseminacao e viruléncia dos micro-organismos e estad condicionado a presenca,
quantidade e diversidade de micro-organismos presentes, de modo a fornecer
interacao fisica, quimica e metabdlica em rela¢des de sinergia e antagonismo entre
os individuos da microbiota oral (DIAZ; VALM, 2020).

A investigac&o sobre o controle microbiano na cavidade bucal com compostos
naturais ou sintéticos visa interferir na formacao de biofiilme e no seu impacto na
preservacao e recuperacao da saude na boca. Dentre estes produtos, encontra-se a
quitosana que é um um polimero biocompativel, biodegradavel e mucoadesivo com
efeito antibacteriano descrito contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
além de ser considerado um produto antitumoral, cicatrizante e anticoagulante
(SEABRA, PELEGRINO e HADDAD, 2016).

A clorexidina € um produto sintético comumente empregado como agente
antimicrobiano de amplo espectro contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas
anaerobias e facultativas, fungos e virus. Tem ampla utilizacdo na pratica clinica
devido a seu poder antimicrobiano como medicamento de controle de biofilme bucal
para tratamento periodontal, como adjuvante na higienizagcdo bucal de paciente com
mobilidade reduzida, antes e ap6s procedimentos cirurgicos para manutencao de
baixos niveis bacterianos e também pode ser usada em tratamentos endoddnticos
substituindo a solucao de hipoclorito de sédio (FERRAZ et al., 2007).

Neste contexto, o presente trabalho investigou a capacidade de formacgao de
biofilme por estreptococos do grupo mutans e Candida sp. isolados da cavidade
bucal de estudantes da Universidade Estadual de Goias. Posteriormente, foi
avaliado o efeito da quitosana, clorexidina e da associagcdao de ambos compostos na

formacao de biofilme pelos isolados microbianos em escovas dentais.



Objetivos

Objetivo Geral

Avaliar a formacgéao de biofilme microbiano por estreptococos do grupo mutans
e Candida sp. em escovas dentais pré-tratadas com solucdo de clorexidina

0,60 mg.mL"" e quitosana 1 mg.mL"' e ambas associadas.
Objetivos especificos

Capitulo 1 - Descrever as metodologias empregadas para o isolamento e
identificagdo de S. mutans e C. albicans da cavidade bucal e estabelecer o

perfil de formacéao de biofilme dos isolados em condi¢des laboratoriais.

Capitulo 2 - Realizar um levantamento bibliografico sobre o emprego de

quitosana e clorexidina no controle microbiano oral.

Capitulo 3 - Avaliar a formacdo de biofime em escovas dentais por
estreptococos do grupo mutans e Candida sp. isolados da cavidade oral de

estudantes da Universidade Estadual de Goias.

Capitulo 4 - Comparar a formacado de biofilme por estreptococos do grupo
mutans e Candida sp. em escovas dentais tratadas com quitosana 1 mg.ml' e

digluconato de clorexidina 0,60 mg.mL™" clorexidina isoladas e em combinacé&o.
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Capitulo 4

ISOLAMENTO E CARACTERIZAGAOD
DA FORMACAO DE BIOFILME POR

Streptococcus mutans E Candida albicans
DA CAVIDADE BUCAL

REUBER MENDES ROCHA
JULIANE GL'!IMARAES DE CARVALHO
PLINIO LAZARO FALEIRO NAVES

1 INTRODUGAO

lém das fungoes mastigatoria e de fala, a boca esta ligada a
Aaparéncia e Tintegragio social, portanto, é crescente a preo-

cupagio com a satde bucal, dada a significincia do sistema
estomatognatico. A satde bucal é frequentemente comprometida por
doencas como cdrie, lesdes inflamatorias, infecciosas, cistos ¢ tumo-
res (JIN et al., 2016). A disponibilidade de agticares estimula a micro-
biota bucal acidogénica residente a proliferar e secretar dcido litico
que, por sua vez, induz a dissolu¢ao dos tecidos dentirios duros, o

que ¢ conhecido como carie (ALMEIDA et al., 2017).

A cdrie dentdria pode ser definida como um sinal clinico do

processo de desmineralizacao da superficie dentdria, causado pelo
metabolismo de biofilme bacteriano na presenca de agticar, princi-
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palmente a sacarose. A dissolugdo da superficie dentdria é um
processo quase sempre lento e, se nao houver alguma interferéncia,
pode progredir até a destruicao dentaria (FEJERSKOV; NYVAD;
KIDD, 2017). O processo de desmineralizagdo ocorre devido ao
desequilibrio nas flutuagdes do pH resultante de produgédo de acido
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litico proveniente do metabolismo microbiano, principalmente de
Streplococcus mutans (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

A complexidade da microbiota bucal humana ndo permite
creditar unicamente a um tipo de micro-organismo o desenvolvi-
mento da carie dentiria. Estudos in vive demonstraram que, além
dos Streptococcus mutans, outros micro-organismes acidogénicos
participam da etiologia do processo carioso, dentre eles, Streplococcus
salivarius, Actinomyces  viscosus, Lactobacillus  fermentum,
Lactobacillus salivarius e Streplococcus sanguis (JORGE, 2012).

Inicialmente, 08 micro-organismos interagem para a formacao do
biofilme ¢ expressam genes em resposta as condigdes bucais como pH,
oxigenacio, nutrientes ¢ presenca de superficie sdlida (RODRIGUES,
2019). O estabelecimento de biofilme polimicrobiano é um importante
fator na patogenia, pois propicia protecio aos micro-organismos asso-
clados, que, ao fermentarem os carboidratos disponiveis, reduzem o
pH local e intensificam a perda mineral (MALTZ ef al, 2016).

Contudo, nem todas as espécies residentes na boca humana
sio eminentemente prejudiciais. Candida albicans é outro impor-
tante micro-organismo bucal que, em situagdes de normalidade do
hospedeiro, é um componente comensal, mas que pode se compor-
tar como patogénico quando fatores locais e sistémicos sdo desen-
cadeados (WILLIAMS et al., 2013). A capacidade de transicio de
levedura para filamentosa estd diretamente relacionada 4 sua pato-
genia (HAN; CANNON; VILLAS-BOAS, 2011).

Essa levedura tem capacidade de colonizar a mucosa bucal e
superficies de proteses (MARTIN et al, 2011) & é relatada como causa

frequente de infeccoes orofaringeas (HILLER et al,, 2011); também
apresenta potencial cariogénico, sendo encontrada em 10% de dentes

cariados sem 8. mutans (AAS ef al, 2008; PEREIRA ef al., 2018).

E crescente a demanda por compostos sintéticos e naturais que
atuem de maneira complementar ao arsenal ja disponivel no controle
de micro-organismos patogénicos na cavidade bucal (MELO ef al,,
2015). A compreensio da dindmica da formacdo de biofilme contri-
bui diretamente para o estudo de estratégias que visam ao controle



de doencas microbianas bucais relacionadas a presenca e quantidade
de biofilme microblano nesse sitio anatdmico. Nesse contexto, o
objetivo deste capitulo é descrever as metodologias empregadas para
o isolamento e identificacio de Streplococcus mutans e Candida albi-
cans da cavidade bucal e estabelecer o perfil de formagao de biofilme
dos isolados em condigdes laboratoriais.

2 Sireplococcus mulans

5. mutans é uma bactéria Gram-positiva, anaerdbia facultativa
e imdvel com crescimento ideal a 37 °C na presenca de 5 a 10% de
didxido de carbono. Agrega-se ¢ forma biofilme bacteriano, meta-
boliza aclicares, especialmente a sacarose, libera dcido latico que
promove desmineralizacio dental, sendo, portanto, considerado
como o principal agente etiologico da carie humana (ARAUJO,
2012; MEI et al., 2013; SILVA et al., 2008).

s estreptococos mutans estio classificados em quatro subgru-
pos: C, E, F, K, baseados na composicio polissacarideo ramnose-
-glicose celular externa: cerca de 75% sdo tipo C, 20% tipo E ¢ o
restante, tipos F ou K. Essa descricdo permitiu aprimoramento de
estudos sobre mecanismo de acao, infeccio ¢ progressio patolégica
da bactéria (LEMOS et al,, 2018).

5. mutans pertence a familia Streplococaceas, que possul 6 grupos:
mutans, anginous, mitis, salivarius encontrados na boca. O grupo
mutans, por sua vez, engloba as espécies Streplococcus mutans, S.
sobrinus, 8. cricetus, 8. rattus, S. downei, 8. macacae, S. ferus. O Quadro
1 apresenta um compilado das principais caracteristicas de cada um.

Além do papel central na etiologia da carie, 5. mutans também
pode causar a endocardite bacteriana, condigio que é desenca-
deada por micro-organismos presentes na microbiota bucal indi-
gena, dentre os quais figuram S. mutans ¢ Candida, enlerococos ¢
outros estreptococos. Geralmente acomete valvulas cardiacas dani-
ficadas, mas pode ocorrer em qualquer parte do endocirdio
comprometido, resultando em embolia, infarto, febre baixa e suores
e até morte (SCHMALZLE, 2020).
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3 Candida albicans

As leveduras C. albicans sdo células esféricas, aerofacultativas,
com crescimento ideal em 30 a 37 °C por 24 a 48 horas em dgar
Sabouraud Dextrose Cloranfenicol (ASDC), que ¢ o meio mais
utilizado para cultive ¢ isolamento (VASCONCELOS et al., 2019).

O género Candida tem como principais espécies descritas a C.
albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei, sendo
a C. albicans a mais patogénica para humanos (NUCCI et al., 2010).
Os processos infecciosos sao denominados como candidoses ¢
podem ser do tipo cutinep-mucosa ou sistémica. No primeiro
grupo, estd a candidose oral ¢ genital - tratdveis com antifiingicos
menos complexos. Ja no segundo grupo, temos o acometimento de
drgaos internos ou  disseminacdo sanguinea (ANAISSIE;
MCGINNIS; PFALLER, 2009).

C. albicans & responsdvel por 95% dos casos de candidose; geral-
mente, ¢ um fungo comensal que ndo apresenta patogenia em indivi-
duos imunocompetentes (HOFS; MOGAVERO; HUEE, 2016). A
capacidade de desencadear uma candidose depende basicamente de
imunodepressio, entretanto essa infeccio também estad diretamente
relacionada a viruléncia da levedura, uma vez que expressa fatores
como aderéneia, polimorfismo, variabilidade fenotipica, producio
de exoenzimas, toxinas, biofilme (SANTANA et al, 2013).

C. albicans estd presente em cerca de 35% das pessoas sauda-
vels, sendo mais frequente em recém-nascidos. Os sitios bucais
preferidos para colonizacio sio as mucosas, a saliva e o palato, e,
neste tltimo a candidose ¢ relativamente comum, devido ao contato
do aerilico da protese apolado no palato duro (céu da boca) do
usudrio uma vez que o material plistico é mais propicio i retencio
e & colonizacio (ZHOU; LI, 2015). O dorso da lingua é o local onde
as leveduras estio abundantemente ¢, a partir desse sitio anatd-
mico, ocorre distribuicao para mucosa, dentes, placa e saliva secun-
dariamente (JORGE, 2012).

O micro-organismo possui mecanismos de fixacio que lhe
atribuem maior viruléncia. Geralmente, a adesdo i boca se da por
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relaghes eletrostaticas e ligacoes as superficies epiteliais da boca. A
saliva atua como barreira fisica e quimica pela presenca de antimi-
croblanos, como lisozima, lactoferrina e defensinas. O priprio
ambiente bucal controla proliferacio de C. albicans por meio do
fluxe salivar ou pelo movimento dos alimentos na mastigacio
(PETERS et al, 2012).

E fundamental compreender que C. albicans, no ambiente
bucal humano, tem varias apresentacdes clinicas. A patogenia estd
diretamente relacionada & transicio morfoldgica de levedura para
hifa, que ocorre como resposta a alteragbes locais do organismo. As
hifas iniciam a fixagio, o espalhamento ¢ a candidose por conse-
quéncia (WALL et al,, 2019),

4 FORMAGCAO DE BIOFILME MICROBIANO NA CAVI-
DADE BUCAL

O biofilme microbiano ¢ formado na superficie dentiria reco-
berta pela pelicula adquirida composta por proteinas e glicoprotei-
nas da saliva ¢ fluidos gengivais. Essa pelicula é formada em até 15
minutos apds a higienizacio e polimento do esmalte dentario e é
considerada como a primeira etapa para a fixacdo de 5. mutans ¢ na
formacio de biofilme dentario (FARIA ef al,, 2020).

A instalacio de biofilme bucal ocorre por etapas: inicialmente,
organismos primdrios grudam na superficie que possui proteinas e
substincias organicas. Uma vez aderidas, as células geram micro-
coldnias formadoras de matriz de exopolissacarideos que funciona
como matéria que adere colonizadores secundirios e estes podem
colar nos organismos primédrios ou se juntar com outros organis-
mos e posteriormente se aderir aos primirios. E importante ressal-
tar que o biofilme bucal ¢ uma comunidade complexa e distinta que
estd propensa a alteracdes locais quimicas, fsicas ou imunoldgicas.
Logo, a microbiota, quantidade ¢ localizacao de biofilme buecal,
pode mudar entre os individuos portadores ou até mesmo no
proprio individuo (NUNEZ; GARCEZ; RIBEIRO, 2015).

METODOS ETECHICAS APLICADOS NA PESQUISA INTERDISCIPLINAR EM SAUDE




O biofilme microbiano é considerado precursor na instalacao
e progressao de doencas bucais, como cdrie, gengivite e periodon-
tite (PEDRAZZI et al, 2009; SVOBODA et al, 2004). Entretanto,
pode ser removido com a escovacio dentaria devido ao atrito meca-
nico das cerdas da escova com a superficie dentiria ¢ do fio dental
nos espacos interdentais (OPPERMANN et al,, 2015).

Uma vez instalado ¢ maturado, o biofilme torna-se um emara-
nhado multipopulacional de micro-organismos que aumentam a
acidez ¢ desmineralizam progressiva ¢ irreversivelmente o dente
(ZENG; BURNE, 2013). Assim como para 8. mutans ¢ para C. albi-
cans, a formacao de biofilme é essencial para patogenicidade no
ambiente bucal (JEON et al., 2011).

5 ESTUDO DA FORMACAO DE BIOFILME POR MICRO-
-ORGANISMOS DA CAVIDADE BUCAL

5.1 Obtengao dos micro-organismos

Os micro-organismos avaliados foram obtidos de voluntirios
estudantes em nossa universidade. As amostras foram coletadas pelos
proprios participantes através de salivacdo nao estimulada por meio da
escovacio, Foram fornecidas escovas dentais descartdveis embaladas
individualmente, de cabo reto, cabeca pequena com arestas arredon-
dadas, tamanho 30 cerdas médias para maximizar a remocio dos
micro-organismos aderidos as superficies dentais dos voluntdrios
(LINDHE; LANG; KARRING; 2010, adaptado) (Figura 1).

O método de Bass modificado fol adotado, uma vez que é
deserito na literatura como padrao-ouro de higienizacio para adul-
tos, j4 que promove remocio adequada de placa ¢ ndo produz inji-
rias ao tecido gengival (LINDHE; LANG; KARRING, 2010). Um
encarte ilustrado auxiliou a instrucio dos participantes sobre os
passos da técnica e o tempo da coleta foi cronometrado para ser even-
tualmente utilizado como varidvel influenciadora dos resultados.
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Os participantes foram orientados a higienizar todas as faces
dos dentes e a lingua nao foi escovada.
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Legenda: Técnica de Bass modificada.l. Movimentos de vibraglo leve, englobando de 1 2 2 dentes
(vestibular); 2. Movimentos de vibragio leve, englobando de 1 a 2 dentes (palatina/lingual); 3.
Movimentos de varredura nos destes antertores, de cervical para Incisal; 4. Movimentos de varre-
dura mos dentes antersores, de cervical para incisal (palatina); 5. Movimentos de varredura nos
dentes anteriores, de cervical para incisal (lingual) 6. Movimento de vaivém nas faces oclusais de
todos os dentes, comecando pelos dltimos; 7. Inser¢io imediata em solugho fisiadogica estértl 0,.9%.

Fonte: Prprios autores (2021). Criado com BloRender.com ¢ imagem (escova de dente) de pixabay.
com

Como a dinimica da formacao do biofilme inicia-se com a
agregacao dos micro-organismos na pelicula adquirida, a sua proli-
feracdo ocorre entre 0 a 4 horas apos a limpeza da superficie denta-
ria. Entre 4 ¢ 24 horas, existe uma grande proliferacao microbiana
¢ formagao de microcoldnias; apds esse prazo, haverd sucessio
microbiana e coagregacio entre 1 a 14 dias e, a partir de 2 semanas,
ja se tem biofilme maduro (CARRANZA et al,, 2011). Considerando
a dinamica do crescimento dos biofilmes microbianos, as coletas
foram feitas dentro do prazo de 0 a 4 horas, contado a partir da
tultima higienizagao relatada pelo participante, seguindo os proto-
colos de periodo utilizados por Oliveira (2004) e Saraiva (2010), que
preconizam 2 e 3 horas, respectivamente.

Apds a coleta, as escovas foram acondicionadas em tubos tipo
Falcon, contendo 15 mL de solugio fisioldgica estéril (SFE 0,9%) sufi-
ciente para manter a cabe¢a das escovas imersas. (SOARES et al,




2007). Os tubos foram transportados até o Laboratdrio de Microbiologia
da Universidade Estadual de Goias para o processamento.

A execugdo dos ensaios microbiolégicos depende dos cuidados
com as coletas, que devem propiciar amostras livres de contamina-
¢ao ambiental, a0 mesmo tempo em que a rapidez do transporte
das amostras para processamento no laboratério deve garantir a
representatividade da microbiota bucal dos voluntarios.

Apos as coletas, as escovas encaminhadas ao Laboratério de
Microbiologia foram submetidas a banho ultrassonico por 5
minutos para o desprendimento dos micro-organismos aderidos.
Apos esse periodo, os tubos foram agitados e as escovas, removi-
das e descartadas.

Em seguida, as suspensoes resultantes foram diluidas em SFE
0,9% até 107 e repicadas em placas de dgar Mitis Salivarius
Bacitracina Sacarose (AMSBS) e dagar Sabouraud Dextrose
Cloranfenicol (ASDC) para crescimento de S. mutans e C. albicans,
respectivamente. As placas foram incubadas a 37 °C em microaero-
filia durante 48 a 72 horas para o crescimento dos micro-organis-
mos (Figura 2).

Figura 2 - Processamento microbiologico das amostras obtidas na coleta
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Fonte: Préprios autores (2021). Criado com BioRender.com ¢ imagem (escova de dente) de pixabay.
com.
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AMSBS £ um dos meios seletivos mais utilizados para 8. mutans
devido 4 adicio de 0,2 Ul (unidades internacionais) de bacitracina e
por conter 20% de sacarose como fonte primdria de aclicar. A baci-
tracina inibe crescimento de S. cricetus, 8. downei, S. macacae, S.
ferus. Por outro lado, 5. mutans, 8. sobinus e 5. rattus sdo favorecidos
por serem resistentes. A presenca de cristal violeta na composicio do
meio evita proliferacio de outras bactérias Gram-positivas (GOLD;
JORDAN; VAN HOUTE, 1973; JORGE, 2012).

O preparo de AMSBS requer que, apds a esterilizacio e resfria-
mento a 50 °C, se adicione 1 mL de telurito de potdssio 1% previa-
mente esterilizado por filtragao, e de 3,3 miligramas de bacitracina
em 10 mL de dgua destilada para cada litro final de preparado de
acordo com a metodologia empregada por Campos (2008).

As coldnias do 8. mutans crescidas em AMSES (Figura 3) tém
aspecto liso, brilhante, levemente elevado e arredondado, pegajoso,
semelhante a uma gota efou aspecto multilocular parecido com
vidro moido, com centro elevado ¢ cor azul escura que ao togue, &
dura e quebradica (SARAIVA, 2010; ZHOU; LI, 2015).




Figura 3 - Morfologia macroscépica de colonias crescidas em agar mitis
salivarius bacitracina sacarose (AMSBS) a 37 °C apos 72 horas em
microaerofilia. A, aspecto geral. B, Detalhe em aproximacao. Colénias de
cor azul escuro, centro levemente mais escurecido. Centro elevado,

aspecto pegajoso

Fonte: Propeios autores (2021)

A morfologia macroscéopica tipica de C. albicans em ASDC
(Figura 4) é de colonias esbranquicadas a amarelas, opacas, com
centro levemente mais escurecido que as bordas e cheiro caracteris-
tico de pao (fermentagao).

Apds os periodos de incubagido das placas, foi realizada a iden-
tificacao presuntiva por meio da andlise da morfologia colonial em
ambos os meios de cultivo. Assim que identificadas, colénias tipi-
cas de S. mutans e C. albicans foram repicadas em outras placas
com ASDC e AMSBS ¢ incubadas para o isolamento do cultivo. A
partir dessas placas, 3 a 5 colonias tipicas e isoladas foram transfe-
ridas para tubos, contendo caldo, infusio, cérebro e coracao (BHI)
com 20% de glicerol ¢, apos incubagio, aliquotas de 1 mL do caldo
crescido foram transferidas para tubos Eppendorf e, estes, armaze-
nados em refrigerador a 8 °C durante sete dias e congelamento em
freezer a -20 °C para armazenamento para as proximas etapas do
estudo (SILVA; COSTA; RECHE, 2008, adaptado).
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Figura 4 - Morfologia macroscépica de colonias crescidas em dgar
Sabouraud dextrose cloranfenicol (ASDC) a 37 °C apés 72 horas
microaerofilia. A, aspecto geral. B, Detalhe em aproximacao. Colonias
esféricas esbranquicadas, centro levemente mais elevado

Fante: Proprios astores (2021).

5.2 Ensaio da formacao de biofilme

Aliquotas congeladas dos micro-organismos foram repicadas
em placas com AMSBS ¢ ASDC, conforme descrito previamente.
Apés a incubagdo, coldnias crescidas tipicas foram transferidas
para tubos contendo 3 mL de SFE 0,9%. Em seguida, a turvagao da
suspensao foi ajustada visualmente com a escala 0,5 McFarland (1,5
x 10* ufe/mL) ¢ 0,2 mL foram transferidos para um tubo Falcon
com 19,8 mL de caldo BHI ¢ o inéculo inicial dos micro-organis-
mos foi ajustado a 1,5 x 10° ufe/mL para a realizacdo do ensaio de
formagio de biofilme.

Uma escova nova foi assepticamente colocada no tubo com a
suspensdao bacteriana, seguido de homogeneizacio e incubagdo
(OLIVEIRA, 2004). Logo apés, a escova foi transferida para outro
tubo contendo 20 mL de SFE 0,9% e agitada em homogenizador por
10 segundos (CAMARGO et al., 2013). Em seguida, a escova foi colo-
cada em outro tubo com 20 mL de SFE 0,9% ¢ submetido a ultrassom
por 5 minutos para desprendimento dos micro-organismos associa-
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dos ao biofilme formado (CHAVES et al., 2007). Posteriormente, as
escovas foram retiradas e a suspensdo dos micro-organismos fol
diluida e plaqueada para a determinacio de nimero de unidades
formadoras de coldnias recuperadas do biofilme.

5.3 Ensaio da inibicao da formagao de biofilme

s ensaios de inibicao da formacio de biofilme foram realiza-
dos seguindo o mesmo protocolo para os ensalos de formacio,
entretanto, a formacio de biofilme foi verificada na presenca de
concentracdes subinibitdrias de digluconato de clorexidina 0,06%,
quitosana 1,5% e uma mistura de ambos a proporcio de 1:1.

Todos os testes foram feitos em triplicata e os resultados foram
organizados como média e desvio padrio. A significincia das dife-
rencas encontradas ¢ testada com o teste t de Student com nivel de
significincia de 5%.

6 CONCLUSOES

O controle de biofilme na cavidade bucal constitui um grande
desafio e é parte fundamental na garantia da sadde humana. A dini-
mica do desenvolvimento dessa estrutura microbiana impacta na
etiologia ¢ evolucao das doencas bucais. Assim, a higienizacao inci-
plente da cavidade oral propicia o contato dos micro-organismos
residentes com nutrientes que favorecem o desenvolvimento do
biofilme. Nesse contexto, o conhecimento de métodos para a reducio
da carga microblana bucal é fundamental para limitar a maturacio
do biohlme a0 menor nivel possivel (MEYLE; CHAPPLE, 2015).
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O potencial da combinagio da quitosana com o digluconato de
clorexidina abre um panorama no controle de formacio de biofilme
em escovas dentdrias, em outros produtos bucais e na propria cavi-
dade bucal. Sua investigacao deve ser estimulada devido a atividade
antimicrobiana dos compostos, i viabilidade econdmica e 4 eficién-
cla elinica da associacio da clorexidina.
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Capitulo 2: USO DE QUITOSANA E CLOREXIDINA NO CONTROLE DE
ESTREPTOCOCOS DO GRUPO mutans NA CAVIDADE BUCAL

Resumo A cavidade € colonizada por mais de 700 espécies de micro-organismos,
patdogenos ou comensais. E portanto, a formacao e maturacdo de biofilme contitui
importante fator na patogenia desses micro-organismos. Diante disso, produtos com
acao antimicrobiana sdo amplamente utilizados como adjuntos na higiene bucal e
alternativas funcionais sdao amplamente estudadas. A clorexidina €& vastamente
utilizada e é determinada como padrao-ouro pelo amplo espectro de agao sobre
micro-organismos. Por outro lado, ha vasta literatura ressaltando a acgéo
antimicrobiana da quitosana. O objetivo deste estudo foi realizar um levantamento

bibliografico sobre 0 emprego de quitosana e clorexidina no controle microbiano oral.
Palavras-chave: quitosana, clorexidina, cavidade bucal, antimicrobiano, biofilme

Abstract The pathogen is colonized by more than 700 species of microorganisms,
pathogens or commensals. Therefore, the formation and maturation of the biofilm is
an important factor in the pathogenesis of these microorganisms. Furthermore, with
antimicrobial actions suitable for oral hygiene used as adjuncts, functional
alternatives are suitable for oral hygiene. Chlorhexidine is widely used and
determined as a pattern of action on microorganisms. On the other hand, there is a
vast literature highlighting the antimicrobial action of chitosan. The aim of this study
was to carry out a literature review on the use of chitosan and chlorhexidine in oral

microbial control.

Key words: chitosan, chlorhexidine, oral cavity, antimicrobial, biofilm



2. 1Introducéao

Apoés o nascimento, a cavidade oral é colonizada por micro-organismos que
ali vao permanecer por toda a vida. Inicialmente, as superficies de tecido mole s&o
colonizadas e entdo com a erupgao dos dentes, aumenta a gama de sitios de
colonizagdo e a diversidade de micro-organismos. A cavidade bucal humana é
altamente colonizada por diversas espécies: comensais ou patégenas. De maneira
geral, estando em equilibrio local, a coexisténcia microbiana induz saude bucal que
depende diretamente de fatores como higiene bucal, competéncia imunoldgica, uso
de medicamentos, doencgas sistémicas (como diabetes, AIDS), tratamentos médicos

como radioterapia e quimioterapia.

Na cavidade bucal humana existem micro-organismos residentes
permanentes que participam e mantém a saude local com relagbes harmdnicas com
0 hospedeiro na maioria do tempo e micro-organismos transitorios, que podem ser
potencialmente patogénicos ou nao pertencerem a microbiota da boca. O
estabelecimento da microbiota transitéria € geralmente controlada através de
antagonismo microbiano com a microbiota residente, de modo que seu pouco tempo
no local ndo gera prejuizo ao hospedeiro (BARBOZA-SOLIS; ACUNA-AMADOR,
2020).

Nesse contexto, o controle dos micro-organismos bucais € uma area de
importancia clinica, na qual ha a especialidade de “odontologia hospitalar’ que é
encarregada de cuidar do ambiente bucal de modo a evitar disseminacao de
infeccbes, manter e acelerar a recuperagcao do paciente em tratamento intenso
(NOMURA et al., 2020).

Estreptococos bucais

Os estreptococos do grupo mutans estao relacionados a patogénese da carie
dentaria, sendo que nem todos habitam cavidade bucal de humanos. A terminologia
estreptococos do grupo mutans, identifica um grupo com 7 espécies contendo 9
sorotipos diferentes: S. cricetus (sorotipo a), S. rattus (sorotipo b), S. mutans

(sorotipos c,e,f,k), S. ferus (sorotipo c), S. macacae (sorotipo c), S. sobrinus



(sorotipos d, g) e S. downeii (sorotipo h). Em seres humanos ha o predominio dos S.
mutans e S. sobrinus (MOMENI et al., 2019).

No Quadro 1 esta descrita a caracterizacdo dos componentes desse grupo. E
importante salientar que o grupo do estreptococos do grupo mutans apresenta 4
subgrupos de acordo com a composi¢ao celular externa de polissacarideo ramnose-
glicose, sendo 75% tipo C, 20% sé&o do tipo E e os 5% restantes sdo pertencentes
aos subgrupos F ou K. Além de ser essencial para diferenciagdo entre os micro-
organismos da mesma espécie, tal identificacdo também permitiu elucidar e
diferenciar acgdo, contaminacgdo, instalagdo e desenvolvimento de S. mutans
(LEMOS et al., 2019).

Quadro 1. Caracterizacao dos estreptococos do grupo mutans.

Espécies Diferenciacéao Identificacao

N&o produzem amonia.| Fermentagdao de manitol, lactose, sorbitol,
Colonizam a superficie | rafinose. Producdao de H»O, através da
S. sobrinus | dentaria humana e formam | enzima piruvato-oxidase (converte

colénias empilhadas | piruvato em acetil-fosfato em presenca de
asperas de 1 mm O2 e libera H2O2e CO2.
Isolados da microbiota | Producao de glucano como
S. rattus . . ~
bucal de roedores. | polissacarideo extracelular. Séo
Ocasionalmente sao | acidogénicos a partir de carboidratos
isolados da boca humana. | assim como S. mutans.
. , Nao sintetizam glucano. Sao
Isolados da microbiota . - . .
S. ferus acidogénicos a partir de carboidratos
bucal de roedores. :
assim como S. mutans e S. rattus.
Producgao de polissacarideos
S. Isolados da microbiota | extracelulares. Sdo acidogénicos a partir
macacae bucal de primatas de carboidratos assim como S. mutans,
S. rattus e S. ferus.
Presente na boca de| Producao de polissacarideos
roedores (ratos e | extracelulares como S. mutans e S.

S. cricetus | hamsters).Ocasionalmente | macacae. Sao acidogénicos a partir de
sdao isolados da boca | carboidratos. S. mutans, S. rattus, S.
humana. macacae e S. ferus




Sao0 isolados aderidos a
superficie dentaria humana

Fermentacdo de manitol, sorbitol,
rafinose, lactose, manose e produz acido

e séo grandes | em presenca de carboidratos.

S. mutans | metabolizadores de | Ndo fermentam xilose, glicerol. Possuem
sacarose. Estao | 3 antigenos polissacarideos c,e,f. Produz
relacionados a carie | H2O2. Produzem  polissacarideos
humana extracelulares e intracelulares.

Fonte: ZHOU; LI, 2015.

S. mutans e S. sobrinus tém relagdo com o desenvolvimento da céarie dentaria
e guardam relacdo com endocardite infecciosa, bacteremias, abcessos e infec¢oes
do trato respiratério. E complexa a diferenciacdo entre ambas as espécies, sendo

necessaria a realizagéo de testes bioquimicos (ODA et al., 2017).
Instalacdo e progressao da carie dentéaria

Em 1924, J. Kilian Clarke relatou de maneira inédita associagdo entre carie
dentaria e a bactéria que o autor chamou de “S. mutans”, dado seu aspecto ovalado
e diferenciado dos padrdoes obtidos até entdo; o autor relatou como um grupo
‘mutante” de estreptococos. Neste trabalho, fica explicito que até entdo ndo havia
nenhuma fundamentacao real sobre a causa da carie. Foi observado em dentes
humanos com cavidades cariosas, uma grande retencdo alimentar que rapidamente
adquiria carater acido. Acreditava-se que um grupo de bactérias chamado Bacillus
acidophilus poderia induzir e manter o processo carioso. Apoés analise laboratorial
em 24 dentes humanos, nao se isolou Bacillus acidophilus regularmente. A analise
foi repetida com outros 24 dentes e foi constatada presenca de material
esbranquicado que se mostrou ser composto por uma pelicula de estreptococos

bastante distintos e com caracteristica de serem acidogénicos na superficie dentaria.

A carie dentaria € multicausal e tem forte relacdo com fatores sociais,
alimentares, padroes de eficiéncia de higiene, composicao da saliva e acesso aos

servicos de saude gratuitos ou privados (DA SILVA et al., 2021).

Durante muito tempo, a premissa de que S. mutans era o unico causador da
carie dentaria foi adotada. Porém, atualmente sabe-se que as caracteristicas de
formacao de meio polissacaridico e baixo pH criam um local ideal para outras




espécies tolerantes e produtoras de acido. Isto explica a presenga de biofilme

polimicrobiano com presenca de S. mutans (LEMOS et al., 2019).

Tendo em vista a cariogenicidade das cepas, a boca humana mantém uma
constante troca de ions entre o meio, a saliva e os dentes, de modo que minerais
sdo constantemente retirados e integrados a estrutura dentaria. A carie dentaria
deve-se a uma quebra do equilibrio bucal no processo de desmineralizacdo e
remineralizagao dentaria quando a perda mineral se sobressai ao ganho. A defini¢do
atual caracteriza-a como uma doenga ndo passivel de erradicacdo dada sua
natureza microbiolégica e confluéncia de fatores causadores e intensificadores:
dieta, microbiota local, com altos niveis da bactéria causadora da carie e tempo que
correlaciona-se diretamente com o intervalo em que o pH local permanece abaixo de
5,0 (pH critico) (SAMARANAYAKE 2013).

A cariogenicidade esta ligada a fatores como a sintese de polissacarideos
intra e extracelulares, ao poder acidéogeno, acidoddfilo e acidurico, a propriedade de
adesividade em pelicula adquirida para formacdo de biofilme, producédo de
bacteriocinas que facilita a seletividade de microbiota (LAMONT; KOO e
HAJISHENGALLIS, 2018).

Importante fator de cariogenicidade e sobrevivéncia de S. mutans é sua
capacidade de abaixar, manter e sobreviver em pH acido. Basicamente o
metabolismo de carboidratos de S. mutans é essencial e eficiente de modo a manter
os niveis de ATP celular, afinal a bactéria envia para fora prétons usando ATP de

modo a equilibrar e manter o pH baixo (CHEN et al., 2020).

A sacarose oriunda da alimentacdo € a principal fonte de alimento para S.
mutans. Sendo assim, 90% da sacarose é absorvida através da enzima EllScr PTS
(especifica para transporte de sacarose e fosforilacdo de carboidratos) - esta
permite a obtencdo de energia através da respiracdo celular em presenca de
sacarose. Entdo tem-se a ativacdo da via de regulacdo do sistema LevQRST
(sistema de quatro componentes) que ativa a resposta extracelular na presenca de
acucares (ZENG; DAS e BURNE, 2011).



Basicamente, a progressao patogénica da carie se da por glicosiltransferases
produzidas por bactérias, que sintetizam polissacarideos (especialmente glucanos)
formando matriz extracelular de placa bacteriana. Essa placa favorece acumulo de
estreptococos do grupo mutans permitindo aderéncia a superficie dentaria; entao
esses micro-organismos vao metabolizar carboidratos e sintetizar acidos, entre os
quais o acido latico, que desmineralizam o dente. Iniciado esse processo, outras
cepas invadem os tecidos dentarios e fortalecem o processo carioso. A evolugdo da
carie dentaria passa pela colonizacdo pelas cepas, formacao de biofilme,

metabolismo e excrecgdo de acido (ITO et al., 2019).

A sacarose € o carboidrato com maior potencial cariogénico; identificada
como composto dissacarideo B 2,1 formado por glicose e frutose. S. mutans possui
diversos mecanismos para digerir a sacarose e liberar &cido: enzimas
glicosiltransferases (GTFs) transformam a sacarose em uma “cola” (um polimero
extracelular, glucano) que é o primeiro passo no sentido de aderir e acumular micro-

organismos formadores de biofilme (LEMOS et al., 2019).

S. mutans depende do metabolismo sacarolitico para obter energia e cresce
em presenca de sacarose, frutose ou glicose. Cinco enzimas agem diretamente na
sacarose a nivel extracelular: trés glicosiltransferases (GtfB, GtfC, GtfD) internalizam
a glicose presente na sacarose como homopolimeros (polimeros feitos de unidades
de mondmeros iguais) que induzem o biofilme a ser formado; uma frutano hidrolase
(enzima que associa-se a agua e quebra ligagoes) que libera frutose de sacarose,
frutanos e outros B-frutosideos; uma frutosiltransferase (Ftf) que acelera a
internalizacdo de frutose para ser utilizada como carboidratos extracelulares

inseridos na matriz do biofilme (ITO et al., 2019).

O biofilme é essencial no desenvolvimento da carie dentaria e é definido como
agregacao bacteriana, geralmente por diversas espécies que se desenvolvem
imersas em uma matriz viscosa que adere a superficie lisa do dente através da
pelicula adquirida, esta que se forma imediatamente apds a higienizacdo. Por sua
vez, a matéria viscosa tem composicdo basica de agua, exopolissacarideos,
proteinas, acidos nucléicos e substancias absorvidas pela col6nia que estejam em
contato com o biofilme. (GONG et al., 2021).



Controle microbiano na cavidade bucal

Em face da presenca de biofilme bucal, sdo necessarios meios de controle

microbiano, uma vez que a presencga microbiana € essencial, porém a quantidade e

tipos de cepas podem determinar a patogénese (PROCTOR et al., 2020).

Portanto, € necessario esclarecer os tipos de controle microbiano na cavidade

bucal: mecanico e quimico. O meio mecanico refere-se ao contato das cerdas da

escova e do fio dental com a estrutura dentaria de modo a remover e/ou

desorganizar as formacgdes celulares ali presentes e o quimico € o uso de

medicamentos/enxaguantes (SCHULDT et al., 2021). No quadro a seguir sao

apresentadas técnicas de escovagado com as respectivas particularidades.

Quadro 2. Principais técnicas de escovacao dental

Técnica

Execucéo

Stillman
modificada

Escova posicionada obliquamente em direcdo ao apice radicular do
dentede modo que a cabecga gira em direcao a oclusal/incisal

Bass

Cabeca da escova obliquamente localizada em relagdo ao apice tendo
as cerdas em 45 graus em relagdo ao sulco gengival, pressionadas
contra este com movimentos vibratérios curtos, e leves de dois em
dois dentes

Fones

Indicada principalmente para pacientes com alguma inabilidade
motora. As cerdas sao posicionadas no longo eixo do dente com
movimentos rotatérios, exceto na face oclusao que recebe "vai-vem"

Leonard

Cerdas da escova apoiadas apicalmente no tecido gengival e trazida
em movimento unico até a borda incisal/oclusal por vestibular e
palatina/lingual dos dentes. Nos anteriores, a escova € colocada na
vertical em relagao ao longo eixo do dente

Charters

As cerdas da escova sao posicionadas em 45 graus em relacdo ao
dente, e apenas a porc¢ao inicial ou final da escova contata o dente.
Entdo, é feita uma pressdao no tecido gengival de apical para
oclusal/incisal com vibracdes rapidas

Scrub

As cerdas posicionadas na face vestibular. Entdo, € feito um
movimento antero-posterior (vai-vem) a cada par de dentes, em todas
as faces dos dentes.

Fonte: CARRANZA et al., 2012.




Todavia, ha situagbes em que o controle mecanico somente ndo tem a
eficacia desejada ou ndo pode ser executado. Nessas situagdes, abre-se mao do
controle por meios quimicos através de medicamentos. Sdo classificados como
agente nao idnico, agente aldégeno, produtos naturais, 6leos essenciais, plantas
medicinais, agentes catiénicos (BUDASSORI, 2013). O quadro a seguir apresenta
resumo sobre os tipos de medicamentos de controle de biofiime bucal e suas

principais caracteristicas.

Quadro 3. Agentes de controle quimico de biofilme bucal

Agente

Descricao

Nao ibnico:

Triclosan

Acgdo germicida e anti-inflamatéria. E usado em enxaguantes na
concentracdo de 0,03%. Rompe a membrana do plasma por
aumentara permeabilidade celular, o que impede o metabolismo e a
reproducdo. Amplo espectro Gram-positivas, Gram-negativas,
esporos e Candida

Alégeno:
flaor

Altera o biofilme devido a rapida interagdo com a estrutura dentaria.
Atrapalha o metabolismo dos acgucares gerando reducdo da
acidogénese e da desmineralizacdo; também age na sintese de
polissacarideos responsaveis pela aderéncia ao dente

Compost
os naturais

Camomila, propolis, tomilho e salvia tem acado antisséptica, anti-
inflamatéria e  adstringente  antimicrobiana, Cacau inibe
Glicosiltransferase de S. mutans. Quitosana tem ja relatado agdes
antinflamatdria, antitumoral, antimicrobiana e cicatrizante. O ponto
positivo dos produtos naturais € os poucos efeitos colaterais

Oleos
essenciais

Timol, mentol e eucaliptol: antibacterianos pois se ligam ao biofilme e
alteram a viabilidade da parede celular sobre Gram-positivas e
leveduras. Sabor desagradavel

Plantas
medicinais

Alecrim, agrido, ipé, tanchagem: propriedades cicatrizantes e
adstringentes, sem acao bactericida; apresenta sinergismo quando
adicionados a outros componentes ativos

Cationicos

Cloreto de cetilperidinio: Eficiente contra Gram-positivas e Gram-
negativas: reduz metabolismo e aderéncia esmalte; 0 mecanismo de
acao é semelhante ao da clorexidina, mas com menor eficacia devido
a menor substantividade. Comercialmente usado a 0,05%.
Clorexidina: eficiente, facil manuseio, valor de mercado relativamente
baixo. Padrdo ouro de acdo antimicrobiana. Efetiva mesmo em
presenca de sangue e saliva. Pode causar alteracdo gustativa,
coloracao dentaria superficial marrom, descamacao mucosa

Fonte: DE ARAUJO et al., 2012; BUDASSORI, 2013; MARINHO; ARAUJO, 2007; BERNARDES et
al., 2010; PILLONI et al., 2021; SLOT et al., 2014.




Atividade antimicrobiana da quitosana na cavidade bucal

A quitosana é um polimero obtido através da desacetilagdo da quitina, sendo
este um polissacarideo presente em grandes quantidades em reservas naturais,
principalmente a partir do exoesqueleto de animais marinhos, dando um carater
relativamente barato a sua obtencdo, em fungcdo de parcerias com a industria de
pescados e pesqueira. Também esta presente em carapagas de insetos e parede
celular de fungos (XING et al., 2014).

Na figura a seguir é possivel identificar que sua estrutura € composta por
unidades B (1-4) 2-amino-2-deoxi-D-glucose (ou D-glucosamina) e dotada de cadeia
de polimeros. Sua quimica é representada por (CsH1104N)n (ASSIS; SILVA, 2003).

Figura 1. Férmula estrutural da quitosana

HOH,C NH;
HO -
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Fonte: ASSIS; SILVA, 2003.

Estudos recentes indicam varias fungdes da quitosana. Tem se mostrado um
composto de ampla empregabilidade, variando desde industria farmacologica até
agroindustria (BRAGA et al., 2019).

A versatilidade de uso, sem duvida é a caracteristica mais forte do polimero,
haja visto suas capacidades de ser biodegradavel, hidrofilico, atoxico e altamente
biocompativel (ZARGAR; ASHGARI e DASHTI, 2015).

Ademais, ha pesquisas que revelam uso na producao e desenvolvimento de
tecidos e como auxiliar na cicatrizacao de feridas. Essas aplicacdes sao baseadas



por ter liberagdo controlada enquanto medicamento, aderéncia ao tecido mucoso,

permeavel, catidnico e especialmente antimicrobiano (ALI; AHMED, 2018).

A inibicdo bacteriana, porém, € notada apenas em meio acido devido a sua
carga positiva; portanto, sua atividade em meios aquosos torna-se inviavel. Porém,
com vistas a melhorar a solubilidade aquosa, pesquisas vém investigando alteracdes
moleculares do composto de modo a deixa-lo mais soluvel enquanto mantém ou

aumentam a caracteristica antimicrobiana (JUNG et al., 2010).

O mecanismo de acao contra bactérias € indefinido até o momento. A teoria
mais aceita afirma que ha interagbes eletrostaticas entre os grupos amino
protonados, que estariam com carga positiva em ambiente acido e a membrana
celular bacteriana teria carga negativa (LI; YANG e YANG, 2015). Para Gram-
positivas, o peptideoglicano da parede da célula sofre hidrélise com consequente
extravasamento. Nas Gram-negativas, a quitosana causa aumento da
permeabilidade do envelope externo que impede o transito de nutrientes que resulta
em morte celular (TANG et al., 2010).

Outro mecanismo proposto sugere que a quitosana se liga ao DNA e impede
a sintese de RNA. Ao penetrar no nucleo do patégeno, a interferéncia no mecanismo
do RNA inibe a sintese proteica (KE et al., 2021). Os autores relatam que em seu
estudo foi observada a auséncia de atividade bactericida da quitosana em ph 7,0 ou

acima e creditam tal fato a baixissima solubilidade em tal condicao.

Outra hipbtese apresentada afirma que os ions metalicos na parte externa da
bactéria sdo quelados (metais se ligam a aminoacidos/peptideos/polissacarideos)
pelos grupos amino da quitosana, ja que a ligacao impede o crescimento da cepa
por impedir a liberacao de toxinas (KOLODYNSKA, 2012)

Alteracbes de grupos funcionais como trimetil, 2-hidroxi-3-trimetilamonio,
guanidinil, trimetil amdnio, piridiniumila e grupos alquila quaternarios conferem ao
composto energia positiva , dando solubilidade em meio aquoso e por consequéncia,

0 uso em atividades biomédicas em pH neutro (SAHARIAH et al., 2015).



A desacetilacdo (transformacado do grupo acetamida (NHCOH3) em amina
(NH2) através de uma base alcalina) esta intimamente ligada ao comportamento
biolégico e as propriedades da quitosana, de maneira especial na questdo
hidrofillica. Para tanto, a quitosana deve ter alterada a quantidade de grupos acetil,
que determinam a repeléncia a agua. (FENG, et al.,, 2012). A figura a seguir

apresenta as implicagdées do grau de desacetilagao nas propriedades da quitosana.

Figura 2. Implicacdes praticas da desacetilacdo da quitosana

' Solubilidade
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Acdo
antibacteriana

Fonte: ROLIM et al., 2018 (adaptado).

O grau de desacetilacdo leva a um aumento da atividade antimicrobiana em
fungos, bactérias Gram-positivas e Gram-negativas de forma especial em
Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Indicam ainda que grau de acetilacéo de
25% (desacetilacdo de 75%) induz o6tima caracteristica contra bactérias; as faixas
entre 92 e 88% também mostraram alta inibicdo. Industrias médica e farmacéutica
estudam as caracteristicas microbicida, antitumoral e cicatrizante em funcédo da boa
resposta biolégica da quitosana no corpo humano (CHUNG; CHEN, 2008).



Por outro lado, temos o grau de substituicdo que significa a quantidade de
grupos funcionais presentes na quitosana, que geralmente implica na substituicdo
dos grupos amino ou hidroxila. Tal substituicdo da maior agao antimicrobiana contra
fungos e bactérias. Posicdo e a quantidade de carga positiva geram maior efeito
bactericida, devido a mais grupos funcionais presentes na férmula molecular
(BADAWY; RABEA, 2012).

A quitosana guarda uma relacdo entre repeléncia a agua e atividade
antimicrobiana; porém, ndo é claro como isso acontece. Diante disso, estudos
indicam que adicdo ou alteracdo de mais um grupo funcional na estrutura da
quitosana visa aumentar a agdo microbicida e facilitar a manipulacao ou utilizagao
em areas como farmacia e medicina (SAHARIAH; MASSON, 2017).

Atividade antimicrobiana da clorexidina na cavidade bucal

A estrutura da clorexidina consiste em dois anéis clorofendlicos e dois grupos
bis-guanidina unidos por cadeias de hexametilénica. Devido aos grupos bis-
guanidina e uma base forte positiva insoluvel em agua, a apresentagdo comercial é
do tipo sal (HORTENSE et al.,, 2010). A figura a seguir apresenta a estrutura

quimica da clorexidina.

Figura 3. Férmula estrutural da clorexidina
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Fonte: BARBIN, 2008.

Como substancia quimica sintética, o digluconato de clorexidina € uma

molécula estavel que, em caso de ingestao, é secretada por vias metabdlicas



normais e em pequenas quantidades ndo é toxica. A agdo antimicrobiana ja é
amplamente conhecida, porém, ndao € eficaz contra esporos, salvo em altas
temperaturas (BAMBACE et al., 2003).

A clorexidina é uma grande aliada em saude bucal: em tratamento gengival,
pré, trans e pds cirurgico, antissepsia e descontaminagao e principalmente controle
de biofilme. Basicamente € um composto desinfetante de origem sintética, resultante
de pesquisas para controle da malaria na década de 1940. Tem espectro de agao

contra Gram-positivas, Gram-negativas e fungos (SERRA et al., 2018).

Seu mecanismo de agdo aumenta a permeabilidade da membrana celular que
acarreta em morte celular devido a lise do micro-organismo. E um produto altamente
empregado na pratica clinica devido a caracteristicas de controle da microbiota
bucal através de um efeito bacteriostatico dado pela inativacdo de ATPases que
impede a replicacdo celular. Com esse efeito, especificamente em controle de
biofilme, clorexidina reduz a capacidade de adesdo entre cepa bucal e esmalte
(FIORILLO, 2019).

Clorexidina tem afinidade pela membrana das células orais, saliva e
hidroxiapatita, de modo que adere ao dente e mucosa e € liberada gradualmente no
periodo de 24 horas. Nesse tempo age com mecanismo bacteriostatico (HERRERA
et al., 2007).

Foi investigada a reducdo de carie por uso de clorexidina; entretanto foi
revelado que, apesar de reduzir a quantidade de S. mutans, nao se pode determinar

reducédo de carie por uso de clorexidina (FIORILLO, 2019).

Clorexidina adere ao biofilme de modo a reduzir a multiplicagdo dos micro-
organismos. E bastante utilizado como auxiliar na higienizacéo e, especialmente em
pacientes que nao conseguem fazer o controle mecéanico do biofiime bucal
(HORTENSE et al., 2010).

Como medicamento a 0,12%, o uso de clorexidina deve ser prescrito e
acompanhado por um profissional a fim de evitar seus efeitos colaterais:
manchamento superficial de dentes e restauracdes, alteracdo de paladar (cessa



quando suspenso o uso0), gosto metdlico na boca, sensacdo de queimacao,
descamacao da mucosa. Em relagcao ao uso, é recomendado usar entre 30 minutos
e 2 horas apds a escovacgao para evitar interferéncia dos ingredientes do creme
dental (estudos indicam que o monofluorfosfato de sédio e o laurel sulfato de sodio
reduzem a acgao da clorexidina pela atragdo por anions - atomo negativo e cations -
atomo positivo); necessario bochecho por pelo menos 1 minuto (CERVINO et al.,
2017).

Conclusdes

O biofilme bucal além de ter papel fundamental na instalacdo de diversas
doencas bucais, é considerado um dos mecanismos de resisténcia bacteriana.
Sendo assim, a diminuigédo e controle do biofilme bacteriano reduzem a instalacéo e

disseminacgéao de infec¢gbes (FREIRE et al., 2018).

Em face do exposto anteriormente, a pesquisa em saude apresenta
alternativas de associacao de tratamentos naturais, quimicos e mecanicos de modo
a combater doencas bucais, reduzir contagem microbiana, restabelecer e manter a
saude do paciente, ao mesmo tempo que evita ocorréncia de quaisquer efeitos
colaterais como por exemplo sabor desagradavel (DE ASSIS et al., 2022).
Produtos como clorexidina, quitosana, Oleos essenciais e flior constituem

grandes aliados na busca pela melhora da saude bucal da populacdo como um todo.

Portanto, é necessario o constante aperfeicoamento dos métodos de controle
de biofilme e da microbiota bucal e neste contexto é relatado potencial antimicrobia-
no da quitosana ao passo que a clorexidina € o padrdo ouro de controle de biofilme
oral. Sendo assim, esperamos contribuir com a avaliacdo destes compostos isolados
e em associacdo na inibicdo da formacdo de biofilme em escovas dentais pelos

micro-organismos isolados.
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3. Resumo

A escovacdo dentdria é uma medida importante na promocado da saude bucal. No entanto, a
escova sofre a deposicao e proliferacdo de micro-organismos em suas cerdas durante o seu
uso. Além disso, foi demonstrada uma correlacdo entre a carga microbiana encontrada nas
escovas de dente e o estado dentadrio dos pacientes. Neste contexto, este trabalho tem
como objetivo avaliar a formacdo de biofilme em escovas dentais por estreptococos do
grupo mutans e Candida sp. isolados da cavidade oral de estudantes da Universidade
Estadual de Goias. A metodologia empregada permitiu a coleta, isolamento e identificacdo
morfoldgica presuntiva de micro-organismos bucais, bem como a avaliacdo da formacao de
biofilme por ambos os micro-organismos em escovas dentais estéreis. Os resultados
indicaram que todos os isolados microbianos foram capazes de formar biofilmes nas
condicOes testadas, com contagens de células microbianas aderidas ao biofilme variando de
6,75 a 11,00 Logio ufc.ml™? para estreptococos do grupo mutans e 4,94 a 5,79 Logio ufc.ml?
para Candida sp. Foram isolados estreptococos do grupo mutans e Candida sp. em 92.31%
das escovas usadas na coleta de amostras da cavidade bucal dos voluntarios. Todos os
micro-organismos isolados foram capazes de formar biofilme nas escovas, o que reforca a
importancia dos cuidados com a descontaminacdo das escovas dentais na promocao da
saude bucal.

Palavras-chave: biofilme microbiano, boca, carie dentaria, candidiase bucal, estudantes
3.2.Abstract

Tooth brushing is an important measure in promoting oral health. However, the brush
suffers the deposition and proliferation of microorganisms in its bristles during its use. In
addition, a correlation has been demonstrated between the microbial load found on
toothbrushes and the dental status of patients. In this context, this work aims to evaluate
the biofilm formation on toothbrushes by mutans group streptococci and Candida sp.
isolated from the oral cavity of students at the State University of Goias. The methodology
employed allowed the collection, isolation and presumptive morphological identification of
oral microorganisms, and also allowed the evaluation of biofilm formation by both
microorganisms in sterile toothbrushes. The results indicated that all microbial isolates were
able to form biofilms under the tested conditions, with microbial cell counts adhered to the
biofilm ranging from 6.75 to 11.00 Logio cfu.ml? for mutans group streptococci, and 4.94 to
5.79 Logio cfu.ml? for Candida sp. mutans group streptococci and Candida sp. were isolated
from 92.31% of the brushes used in the collection of samples from the oral cavity of the
volunteers. All microorganisms isolated were able to form biofilm on toothbrushes, which
corroborates the importance of care with decontamination of toothbrushes in promoting
oral health.

3.2.1. Key words: microbial biofilm, mouth, tooth decay, oral candidiasis, students



Introduction

Oral microbiota refers to the term used to determine the group of more than 700
species of microorganisms that symbiotically inhabit the oral cavity and that may be
beneficial or harmful to the human host. Current evidence demonstrates that the microbiota
plays a crucial role in the associations between oral and general systemic health (Barboza-
solis and Acufia-amador 2020).

Streptococci of the mutans group constitute about 70% of the cultivable
microorganisms in the oral cavity. They are Gram-positive, ovoid bacteria, organized in pairs
or chains that ferment dietary sugars and have acidogenic and adherence capacity. In
addition, they initiate and have a strong role in the production, increase and maturation of
biofilms (Schubert et al. 2021).

Previously, Streptococcus mutans were thought to be the only cause of dental caries
(Philip et al. 2018). However, it has recently been shown that C. albicans also plays a critical
role in the development of root caries, causing significant microbial dysbiosis and increased
abundance of acidogenic/aciduric S. mutans, which leads to the formation of a more
cariogenic polymicrobial biofilm (Du et al. 2021).

The microbial biofilm is the polymicrobial grouping involved in a viscous matrix
composed of water, exopolysaccharides, proteins, nucleic acids and substances absorbed by
the attached microorganisms that bind to the film acquired on the surface of the tooth
(Gong et al. 2021). This film is formed within 15 minutes after cleaning and polishing the
dental enamel and is considered the first step for the fixation of S. mutans and the formation
of dental biofilm (Faria et al. 2020).

Adequate control of the biofilm in the oral cavity results in a lower risk for the
development of oral and systemic diseases arising from the oral microbiota (Da Silva et al.
2021), and the toothbrush is an important instrument in the promotion of oral health.

Apposite tooth brushing provides partial removal of oral biofilm with reduction of
microorganisms related to the etiology of dental caries (Greenfield and Marangoni 2019).
However, the brush itself can become an environment for deposition and proliferation of
microorganisms in its bristles (Ansari et al. 2019). In addition, a correlation has been
demonstrated between the microbial load found on toothbrushes and the dental status of
patients (Bargrizan et al. 2018).

In this context, the objective of this work was to evaluate, under laboratory
conditions, the formation of biofilm on toothbrushes by streptococci of the mutans group
and Candida spp. isolated from the oral cavity of students at the State University of Goias in
Brazil.

Material and methods
Obtaining saliva samples

This study was submitted to the Research Ethics Committee of the State University of
Goias (UEG) in accordance with resolutions 196/96 and 466/12 for research involving human
beings of the Ministry of Health and the National Health Council through the Brazil Platform.
with Approval Opinion N°. 3.604.978. The Free and Informed Consent Term (FICT) was
signed and a copy delivered to the participant before any procedure in this research.



Saliva samples were collected with stimulation by tooth brushing, from 13 students
at the Central Campus of the State University of Goias in the city of Anapolis. Volunteers
were included according to the inclusion criteria: being of legal age, agreeing to participate
in the research by signing the necessary documentation, having good systemic health, not
having eaten in the period between the last brushing and collection, not having brushed
their teeth before collection and not having any missing tooth in the oral cavity, except for
third molars.

In the act of collecting the material, information was collected and then the
volunteers were instructed on brushing with the modified Bass technique (Lindhe et al.
2010). An illustrated insert was presented in order to facilitate brushing and standardize
sample collection by the participants, and the brushing time was timed. Toothpaste or
dental floss was not used and the tongue was not brushed.

Saliva samples were collected with new, disposable brushes with a size 30 rounded
head, 20 tufts and 14 cm long soft bristles that were previously sterilized in an autoclave at
125°C for 15 minutes.

Volunteers were taken to the bathroom and requested that, as soon as brushing was
completed, the brushes were immediately returned to be placed in Falcon tubes containing
15 mL of 0.9% sodium chloride sterile saline solution for transport, and subsequent
processing in the Microbiology Laboratory.

Microbiological processing

The samples were submitted to sonication to detach the microorganisms adhered to
the brushes in an ultrasonic bath at 40 kHz (Ultronique Q 5.9/40A, Indaiatuba, Sdo Paulo) for
5 minutes at room temperature (Chaves et al. 2007). Then the brushes were discarded and
the supernatants were diluted and plated up to 10 for the isolation of the collected
microorganisms.

Microbial samples were subcultured onto mitis salivarius agar (MSB) (Himedia,
Mumbai, India) supplemented with 20% sucrose PA (Neon, S3ao Paulo, Brazil), 0.2 IU
bacitracin (Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Germany) and 1% potassium tellurite (Dinamica,
Indaiatuba, Brazil) for the isolation of mutans group streptococci as described by Cota and
Alvim (2018) and on Sabouraud dextrose chloramphenicol agar (SDA) (KASVI, Sdo José dos
Pinhais, Brazil) for isolation of Candida sp. The plates were incubated at 35.5 °C in
microaerophilia for 72 hours (Figure 1).



Figure 1. Microbiological processing of samples
Al

‘ Toothbrush disposal

Serial dilution
10'to 108

‘ Sample plating

mMsB ||  spa |

Ultrasonic batch to detaching adhered
microorganisms

Streptococci
colonies in
MSB
Incubation
Candida spp. 35.5°C
colonies in microaerophilia
SDA 72 hours

Source: authors, 2022.

After incubation, growth readings were performed in the culture media with a colony
counter (MA-6000, Marconi, Piracicaba, Brazil) for the presumptive identification of the
microorganisms recovered from each brush.

The presumptive identification of the isolated microorganisms was carried out based
on the analysis of colonial aspects such as morphology, color, texture and odor after growth
in the respective selective culture media. The enriched MSB medium is highly selective for S.
mutans, S. sobrinus, S. salivarius and S. mitis. Smooth and convex colonies of light blue color
and raised center with the appearance of a dark blue central drop, with a sticky texture and
soft to the touch were identified as mutans group streptococci in this study (Saravia et al.
2020; Zhou and Li, 2020).

For the isolation and identification of Candida spp., the criteria used were growth in
SDA with chloramphenicol, with formation of whitish, spherical colonies, with a slightly
darker center and odor of the plates similar to bread fermentation (Sridhar et al. 2019).

After identification, the isolated microorganisms were frozen in aliquots for further
studies of biofilm formation (Silva et al. 2008).

Biofilm formation on brushes

Aliguots of the isolated microorganisms were subcultured in the respective culture
media and after incubation at 35.5 °C in microaerophilia for 72 hours, and then the purity of
the cultures was checked. Subsequently, three to five typical colonies were dissolved in 0.9%



sterile saline solution (0.9% SSS) at approximately 1.5 x 108 cfu.mL? with the 0.5 McFarland
scale. Then, 200 pL of the suspension was transferred to Falcons tubes with 19,800 uL of
Brain Heart Infusion Broth (BHI) (Himedia, Mumbai, India) adjusting and the initial inoculum
for the biofilm formation assay at 1.5 x 10° cfu.mL.

After preparation of the microbial inocula, sterile toothbrushes were aseptically
placed in Falcon tubes and the samples were incubated. Then, the brushes were removed
with sterile forceps and then rinsed in a Falcon tube with 20 mL of 0.9% SSS. After this
procedure, the brushes were transferred to other tubes with 20 mL of 0.9% SSS and
sonicated in an ultrasonic bath at 40 kHz (Ultronique Q 5.9/40A, Indaiatuba, S3o Paulo) for 5
minutes at room temperature (Chaves et al. 2007) for detachment of attached colonies and
subsequent counting in MSB and SDA media, for growth of mutans streptococci and Candida
sp., respectively (Figure 2).

Figure 2. Biofilm formation assay on sterile toothbrushes
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All microorganisms were evaluated in three independent replicates. The results of
the counts were transformed into Logio and the means and standard deviations were
calculated. Sterility controls and the Candida albicans ATCC 10231 were included in the
assay.



Results

3.5.1. Isolation and presumptive identification

Of the total of 13 brushes processed, microorganisms were isolated in 12 (92.31%),
in 1 (7.69%) brush were not isolated. A toothbrush that showed microbial growth was
removed from the study due to the waiving of a volunteer from participating in the
investigation.

A total of 15 types of colonies were obtained in the 11 brushes with microbial
growth. Of these, 10 colonies were suggestive of mutans group streptococci and 5 colonies
of Candida sp. In 6 (54.54%) brushes were isolated only streptococci of the mutans group, in
4 (36.36%) brushes were isolated both microorganisms and in 1 (9.10%) brush only Candida
sp. was found.

Table 1 presents the morphological description and presumptive identification of the
isolated microorganisms.

Table 1. Presumptive identification based on colonial morphology of the isolated
microorganisms.

Brush Culture medium / Colonial Image Identification
morphology

2 MSB / Smooth and convex colonies @ mutans group
of light blue color and raised center ;)@f ’ - streptococci
with the appearance of a dark blue | - .j , k.\
central drop, with a sticky texture (‘) (g:;)
and soft to the touch :

SDA / Colonies with a spherical / ? Candida sp.
shape, whitish or beige color,
slightly pigmented center and

characteristic odor of bread.

4 MSB / Smooth and convex colonies @ @ = mutans group
) @

of light blue color and raised center streptococci
with the appearance of a dark blue
central drop, with a sticky texture

and soft to the touch : @




MSB / Smooth and convex colonies

of light blue color and raised center

with the appearance of a dark blue

central drop, with a sticky texture
and soft to the touch

mutans group
streptococci

MSB / Smooth and convex colonies

of light blue color and raised center

with the appearance of a dark blue

central drop, with a sticky texture
and soft to the touch

mutans group
streptococci

MSB / Smooth and convex colonies

of light blue color and raised center

with the appearance of a dark blue

central drop, with a sticky texture
and soft to the touch

SDA / Colonies with a spherical

shape, whitish or beige color,

slightly pigmented center and
characteristic odor of bread

mutans group
streptococci

Candida sp.

MSB / Smooth and convex colonies

of light blue color and raised center

with the appearance of a dark blue

central drop, with a sticky texture
and soft to the touch

SDA / Colonies with a spherical

shape, whitish or beige color,

slightly pigmented center and
characteristic odor of bread

C

mutans group
streptococci

Candida sp.




9 MSB / Smooth and convex colonies
of light blue color and raised center
with the appearance of a dark blue

central drop, with a sticky texture
and soft to the touch

mutans group
streptococci

10 MSB / Smooth and convex colonies mutans group

of light blue color and raised center streptococci
with the appearance of a dark blue
central drop, with a sticky texture
and soft to the touch
11 SDA / Colonies with a spherical Candida sp.

shape, whitish or beige color,
slightly pigmented center and
characteristic odor of bread

12 MSB / Smooth and convex colonies mutans group

of light blue color and raised center streptococci
with the appearance of a dark blue
central drop, with a sticky texture
and soft to the touch
SDA / Colonies with a spherical Candida sp.

shape, whitish or beige color,
slightly pigmented center and
characteristic odor of bread

14 MSB / Smooth and convex colonies
of light blue color and raised center
with the appearance of a dark blue

central drop, with a sticky texture
and soft to the touch

mutans group
streptococci




Ca SDA / Colonies with a spherical Candida
ATCC shape, whitish or beige color, (“\ albicans
10321 slightly pigmented center and

characteristic odor of bread

Source: authors, 2022.

3.3.2 Biofilm formation on brushes

All microbial isolates were able to form biofilms under the tested conditions, with
microbial cell counts adhered to the biofilm ranging from 6.75 to 11.00 Logio cfu.ml? for
mutans streptococci, and 4.94 to 5.79 Logio cfu.ml! for Candida sp.

The isolates MS7 and MS14 were the major biofilm formers, with counts of
11.00+2.51 and 10.28+1.70 Logio cfu.ml?, respectively. The other streptococci remained
with more homogeneous counts. The isolated yeast counts were more uniform, as shown in
Figure 3.

Figure 3. Cell counts (Logio cfu.ml?) recovered from the microbial biofilms adhered in
toothbrushes
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Discussion

The oral cavity is colonized by several types of microorganisms, with the
establishment of a transient microbiota, generally controlled by microbial antagonism with
the resident microbiota and by routinely employed hygiene (Barboza-solis and Acufia-
amador 2020).

In the present study, brushes were used to isolate mutans group streptococci and
Candida sp. of the oral cavity of volunteers. Subsequently, we verified the ability of the
isolates to form biofilms on sterile brushes. In the first stage of the study, microorganisms
were isolated in 92.31% of the brushes used to obtain the microbial samples. Of the 15
microorganisms isolated, 10 were mutans group streptococci and 5 were Candida sp.

Tooth brushing is essential for oral hygiene, however the use of a toothbrush
requires care such as proper cleaning and frequent replacement to minimize contamination,
because during brushing, part of the oral microbiota can be transferred to the brush and the
toothbrush, and from then on, the microbial load tends to increase and diversify with each
use (Mantovani et al. 2019; Watanabe et al. 2010).

The mutans group streptococci are present in 90% of the world population, while
Candida albicans are isolated in 30-50% (Dabas, 2013). S. mutans are related to the
installation and progression of dental caries due to their ability to primarily adhere to the
smooth surface of the tooth and allow the subsequent aggregation of other acidogenic
microorganisms, with increased sucrose metabolism, lactic acid release and maturation of
polymicrobial biofilm (Kumar et al. 2017).

Yeasts of the Candida genus are part of the oral microbiota in situations of normality
of the host, but they can behave as pathogens when local and systemic factors are triggered
(Williams et al. 2013). In addition, Candida albicans has the ability to colonize the oral
mucosa and denture surfaces, and is reported as a frequent cause of oropharyngeal



infections and has cariogenic potential, being found in 10% of decayed teeth without S.
mutans (Pereira et al. 2018).

By itself, C. albicans has no cariogenic capacity, but in the presence of sucrose,
aggregation with S. mutans occurs, increasing the amount of aciduric acid-tolerant
microorganisms and the production of extracellular matrix. Therefore, there is a relationship
between the levels of caries, the amount of microorganisms and their ability to form
biofilms. In this way, the mixed biofilm of these microorganisms can intensify the carious
processes (Koo et al. 2018; Sounah and Madfa 2020). Furthermore, Candida is an
opportunistic fungus, and oral pathological manifestations are directly related to the
immune status of the host (Sharma 2019) since the occurrence of microbial biofilm in this
anatomical site is related to the oral health of the patient.

The data presented in Figure 3 indicate that all the isolates were able to form
biofilms on the brushes, with high counts of microorganisms associated with the biofilms.
These results are similar to the results obtained by other authors, although using different
substrates and methodologies. In a study on S. mutans biofilm formation on bovine tooth
enamel, the counts obtained in the control group ranged from 5.00 to 10.00 Logio cfu.ml?
(De Souza et al. 2020). The results found in the viability controls of studies that evaluated the
inhibition of biofilm formation by S. mutans were 6.5 and 10.00 Logio cfu.ml?, respectively
(Tokubo et al. 2018; Jafri et al. 2020). Regarding the cell counts associated with Candida
biofilm, other authors found counts ranging from 4.02 to 9.50 Log1o cfu.ml™? cells (Khan et al.
2022; Coimbra et al. 2021; Da Silva et al. 2019; Palma et al. 2018).

Biofilms constitute a form of existence of microorganisms encapsulated in an
extracellular matrix that holds cells together and forms a three-dimensional structure
resistant to extrinsic adversities (Li et al. 2019). In the oral cavity, the biofilm is adhered to
the surfaces of the mouth in general and tends to establish itself and increase if there is no
chemical or mechanical interference (De Menezes et al. 2020). Thus, microbial control
methods are used to reduce microbial biofilm and maintain oral health, the use of
mouthwashes and tooth brushing are common methods used for this purpose.

Conclusions

In summary, in this work we evaluated the biofilm formation on toothbrushes by
mutans group streptococci and Candida sp. isolated from the mouths of students at the
State University of Goids. The sample collection methodology proved to be effective, as
microorganisms were not recovered in just one brush collected. In the second part of the
study, it was detected that all isolates were able to form biofilms on the brushes, and that
the isolates showed considerable counts of microorganisms associated with the biofilm, with
emphasis on the counts of streptococci of the mutans group. In agreement with other
authors (Queiros and Passos 2019; Unahalekhaka et al. 2022), the results obtained in this
study highlight the importance of taking care with the decontamination of toothbrushes in
the promotion of oral health.
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Resumo: A cavidade bucal humana é colonizada por diversos micro-organismos que
estdo constantemente produzindo e maturando biofilme bucal. Este, por sua vez deve
ser controlado para manutenc¢ao de uma boa saude bucal. Varios métodos de controle
fisicos ou quimicos sdo utilizados e de maneira especial a clorexidina se mostra
bastante eficiente na reducdo do biofilme polimicrobiano. Como todo medicamento,
tem efeitos colaterais, o que induz investigacao de produtos tdo eficientes quanto. A
quitosana se mostra eficiente principalmente como agente antimicrobiano. O objetivo
deste ensaio clinico foi comparar a formacao de biofilme por estreptococos do grupo
mutans (EGM) e Candida sp. (Ca) em escovas dentais tratadas com quitosana 1
mg.ml" e digluconato de clorexidina 0,60 mg.mL"" clorexidina e ambos associados. Os
resultados revelam acao de reducao da formacéo de biofilme em escvovas nos trés
cenarios testados.da quitosana sobre EGM,; clorexidina reduziu a formacao de biofilme
de ambos o0s micro-organismos; a associacdo nao pareceu reforcar a acao

antimicrobiana dos compostos.

Palavras-chave: quitosana, clorexidina, streptococcus mutans, candida albicans,boca
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Abstract: The human oral cavity is colonized by several microorganisms that are
constantly producing and maturing oral biofilm. This, in turn, must be controlled to
maintain good oral health. Several methods of physical or chemical control are used
and, in a special way, chlorhexidine is shown to be quite efficient in reducing the
polymicrobial biofilm. Like any drug, it has side effects, which leads to the investigation
of products that are as efficient as possible. Chitosan is shown to be efficient mainly as
an antimicrobial agent. The objective of this clinical trial was to compare biofilm
formation by mutans group streptococci (EGM) and Candida sp. (Ca) in toothbrushes
treated with chitosan 1 mg.ml-1 and chlorhexidine digluconate 0.60 mg.mL-1
chlorhexidine and both associated. The results reveal action in reducing the formation
of biofilm on the brushes in the three scenarios tested. of chitosan in the EGM,;
chlorhexidine reduced biofilm formation of both microorganisms; the association did not

seem to reinforce the antimicrobial actionof the compounds.

Key words: chitosan, chlorhexidine, mutans streptococcus, candida albicans, mouth



Introducéo

A cavidade bucal é vastamente colonizada por micro-organismos que podem
ser patogénicos ou ndo. A cavidade bucal permite ampla gama de micro-organismos
devido a diferentes superficies/estruturas, escovacgdo, alimentacdo e estado
imunologico do hospedeiro que libera mediadores de inflamacdo (CAMPO, 2018;
ZHU, WANG & LI, 2010).

No contexto de cavidade bucal, Streptococcus mutans e Candida albicans
sdo diretamente ligados a carie dentaria e candidiase bucal respectivamente de
modo que o biofilme bucal tem papel fundamental na instalagcdo e progressao das
doencas bucais. S. mutans € considerada formador inicial de biofilme e também o
mais cariogénico micro-organismo. Também é relatado que a associagao entre S.
mutans e C. albicans aumenta o potencial cariogénico do biofilme bucal (CUGINI et
al., 2019; DU et al., 2020). A presenca de mais de 700 espécies de presentes na
cavidade bucal permite um biofilme polimicrobiano (KRAGH et al., 2016; EBRAHIMI,
SCHWARTZMAN & CORDERO, 2019).

O biofilme bucal se instala na boca como uma camada viscosa e
esbranquicada sobre os dentes e devido a sua formacgao sao altamente virulentos e
resistentes a antibiéticos, quando maduros. Todavia, € necessaria sua remogao e
controle sem alteracao da microbiota bucal normal (RATH, BAL & DUBEY, 2021).

S. mutans inicialmente adere a superficie lisa dentaria e inicia a formacéao de
matriz com co-agregacao de outros micro-organismos de modo a formar um
microambiente propicio para proliferacdo microbiana resistente ao acido que S.

mutans produz.

C. albicans € um fungo comensal da cavidade oral humana em condi¢des de
equilibrio local, mas com potencial patogénico em caso de queda de imunidade, uso
de medicacdes por longos periodos, tratamento de cancer, SIDA, imunodeprimidos,
retencao protética prolongada na boca (TALAPKO et al., 2021). Pode se manisfestar

nas formas da candidiase bucal.



Diante disso, € necessario o emprego de alternativas viaveis para controle de
biofilme. A quitosana € um polimero resultante da desacetilagdo da quitinaé
vastamente encontrado na natureza a partir do exoesqueleto de animais marinhos,
carapacas de insetos e parede celular de fungos. Tem acado cicatrizante,

antimicrobiana, cicatrizante, antitumoral (XING et al., 2014).

A clorexidina € considerada padrao-ouro no controle de biofilme bucal sendo
um composto desinfetante de origem sintética, resultante de pesquisas para controle
da malaria na década de 1940. Tem espectro de acdo contra Gram-positivas, Gram-
negativas e fungos. Seu uso prolongado pode gerar gosto desagradavel,

manchamento nos dentes, sensagao de ardéncia bucal (SERRA et al., 2018).

Nesse cenario, produtos naturais vém sendo amplamente estudados e a
quitosana tem uma gama de efeitos benéficos que podem ser aliados nas industrias
farmacéutica, médica, biomédica e odontologica. Atentando a isso, resolveu-se

avaliar sua acao frente a micro-organismos bucais em escovas de dente.

O presente trabalho objetivou avaliar a formagcdo de biofilme por
estreptococos do grupo mutans e Candida sp. em escovas dentais tratadas com
solugbes de quitosana 1 mg.ml e digluconato de clorexidina 0,60 mg.mL™" isoladas

e em combinacéo.
Material e métodos
Processamento microbiolégico

Foi avaliado um total de 6 micro-organismos, 3 estreptococos do grupo
mutans e 3 Candida sp. mantidos na colecdo do Laboratorio de Bioensaios e
isolados da cavidade bucal de voluntarios avaliados em projeto prévio aprovado pelo
Comité de Etica em pesquisa da UEG com parecer n° 3.604.978.

Os estreptococos do grupo mutans (EGM) foram reativadas em agar mitis
salivarius (MSB) (Himedia, Mumbai, india) suplementado com 20% de sacarose PA
(Neon, Sao Paulo, Brasil), 0,2 Ul de bacitracina (Dr. Ehrenstorfer, Augsburg,
Alemanha) e 1% de telurito de potassio (Dindmica, Indaiatuba, Brasil). As foram

reativadas em agar Sabouraud dextrose cloranfenicol (SDA) (KASVI, Sao José dos



Pinhais, Brasil). Todos micro-organismos foram incubados em microaerofilia a 35,5°
C por 72 horas, com a confirmacédo dos aspectos macroscopicos das colénias e o
isolamento das amostras antes do inicio dos testes (SARAVIA et al., 2020; ZHOU &
LI, 2020; SRIDHAR et al., 2019).

Preparacdo dos compostos

Foi utilizada quitosana Sigma-Aldrich (S&o Paulo, Brasil) (Lote #SLBF5331V-
% GA de 25% e massa molar viscosimétrica de 155000 g.mol™") gentilmente cedida
pela profa. Roberta Signini do Laboratorio de Sintese, Isolamento e Modificagao de
Compostos Organicos - LaBSIMCO/UEG

A solugdo de quitosana 1 mg.mL"' foi preparada assepticamente com
pesagem e dissolugdo de 20 mg em 20 mL de solu¢ao de acido acético a 1% sob
agitacdo magnética durante 24h. Em seguida o pH foi ajustado para 5,0 com a
adicao gradual de carbonato de sédio.

A solucdo de digluconato de clorexidina 0,60 mg.mL-! foi preparada com a
diluicdo de 1 mL do composto comercial a 2% (Reymer, Goias, Brasil) em 32 mL de
agua destilada esterilizada seguido da completa homogeneizacgao.

O preparo da mistura dos dois compostos foi realizada com a adi¢cao de 10
mL de cada suspensao com o dobro da concentracdo de cada solugao isolada em
um tubo Falcon de modo a se obter uma solu¢cdo de 20 mL com as mesmas

concentracdes dos compostos isolados.
Pré-tratamento das escovas dentais

Escovas dentais descartaveis com cabeca arredondada de tamanho 30 e 840
cerdas de nylon de dureza média e com cabo de 14 centimetros foram esterilizadas
em autoclave. Posteriormente, as escovas foram assepticamente transferidas para
tubos Falcon contendo as solugdes teste e mantidas em contato durante 1 minuto
(MARTINEZ-HERNANDEZ, REDA & HANNIG, 2020, adaptado). Em seguida as
escovas foram retiradas com auxilio de pinca estéril e reservadas para a etapa

seguinte dos ensaios de formacao de biofilme.
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Ensaio de formacé&o de biofilme

Aliquotas dos micro-organismos foram repicadas nos respectivos meios de
cultura e apds a incubacéao a 35,5° C em microaerofilia durante 72 horas, trés a cinco
colonias tipicas foram dissolvidas em SFE 0,9% e os inoculos ajustados com a
escala 0,5 de McFarland. Em seguida, 200 pL da suspensao foram transferidos para
tubos Falcons com 19.800 pL de caldo Brain Heart Infusion Broth (BHI) (Himedia,
Mumbai, india) ajustando-se e o inéculo inicial para o ensaio de formacdo de
biofilme a 1,5 x 10%ufc.mL"".

Posteriormente, escovas néao tratadas e pré-tratadas com as solu¢des-teste
foram assepticamente inseridas nos tubos Falcon com os inéculos microbianos e
foram incubadas a 35,5° C durante 72 horas. Apds a incubacgdo, cada escova foi
cuidadosamente transferida para outro tubo Falcon e enxaguada uma vez com SFE
0,9%.

Em seguida, as escovas foram transferidas para outros tubos Falcon com
SFE 0,9% e submetidas a sonicagdo em banho ultrass6nico por 5 minutos a 40 kHz
(Ultronique Q 5.9/40A, Indaiatuba, Sdo Paulo) em temperatura ambiente para
desprendimento das células associadas aos biofilmes nas escovas (CHAVES et al.,
2007). Logo, as escovas foram descartadas e os sobrenadantes diluidos e
plaqueados para a contagem dos micro-organismos viaveis. Todos 0s micro-
organismos foram avaliados em trés repeticbes independentes e os resultados das
contagens foram transformados em Logiwo € as médias e os desvio-padréo,
calculados (Microsoft Excel 2010).

O esquema a seguir apresenta as etapas da execucdo da formacao de

biofilme.
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Figura 1. Ensaio da formac&o de biofilme em escovas dentais

Tratgmento: 20 mL in6culo —
Quitosana bacterianoajustado (1,5 RAREERAENRICH
Clorexidina x 10° ufc.mL) tratado
Quitosana+clorexidina

1 minuto

B
i |

;__—1 "

| =

Submissdoa
banho Lavagemem

S ultrassodnico SFE0,9%

E!
APy
"

Incubacéo
il — = a35.5°C
E o= | o= | ——
Plagueamento =f .-~ e microaero
.MSB/S~DA . = « lj\( -E‘l - fiilia por
incubacdo/ — = :&& 72 horas
contagem =1 = N
Sadetind = L e =7 L
1 E. > }:
i PNy Ny

Fonte: os autores, 2022.

A significancia das diferencas entre os resultados observados nas escovas
nao tratadas e nas tratadas foi analisada com o teste t de Student pareado

convencional bicaudal com p < 0,05 e intervalo de confianca de 95% (Quickpad).
Resultados

A quitosana teve efetividade sobre 33,3% das amostras, quando utilizada
sozinha. Apenas as amostras de Ca 2 e 7 nao tiveram resultados de inibicdo pela
clorexidina, perfazendo uma efetividade sobre 66,6% das amostras testadas. Em se
tratando da combinacao pelos compostos associados, a efetividade se deu sobre
50% das amostras, sendo duas EGM e uma Ca.

A tabela a seguir apresenta os dados obtidos nos ensaios de formacao de
biofilme na auséncia e na presenca dos compostos testados (Tabela 1).
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Tabela 1. Resultados de formacao de biofilme na auséncia e presencga dos
compostos antimicrobianos.

Logio ufc.mL?

(MEDzDP)
Quitosana Clorexidina Combinacéo
Isolados CNT 1 mg.mL"’ p 0,60 mg.mL"" p p

EGM4  8,62+0,20 5,59+0,46  0,0334 4,47+1,10 0,0247 3,29+0,31 0,0075

EGM5  7,73+x0,66 5,40+0,53 0,0366 3,79+0,74 0,0001 4,12+0,47 0,0013

EGM8  8,44+0,36 7,45+0,84 - 6,71+£0,15 0,0191 6,99+1,00 -
Ca2 5,79+0,08 6,35+0,82 - 5,01+0,81 - 4,49+0,44 0,0322
Ca7 5,72+0,59 7,06+1,39 - 5,05+0,71 - 5,87+1,22 -
Ca8 5,20+0,12  5,84+0,59 - 4,15+0,22 0,0052 5,73+1,56 -

MED - Média

DP - Desvio padrao
CNT - Controle nao tratado
p - Nivel de significancia
EGM - Estreptocos do grupo mutans
Ca - Candida spp.
Fonte: os autores, 2022.

Discussao

O acumulo de biofilme bucal constitui importante fator de viruléncia e
disseminag¢ao de micro-organismos bucais sendo crucial na protecao e patogenia ao
permitir sinergia e/ou antagonismo entre as cepas presentes (DIAZ & VALM, 2020).

Sendo assim, o controle de biofilme bucal é fundamental na manutencéo e
promocao da saude bucal seja de maneira fisica (escovacgao/fio dental) ou quimica
(uso de medicamentos/enxaguantes). Oleos essenciais, fluor, triclosan, cloreto de
cetilperidinio, clorexidina sdo vastamente utilizados no controle microbiano bucal e
produtos naturais como a quitosana estdo se destacando devido a acao

antimicrobiana relatada. A literatura informa que a quitosana tém caracteristicas

78



antioxidante, imunologica, cicatrizante biocompativel, biodegradavel, atdxica
antitumoral, antibacteriana (WANG, XUE & MAO, 2020; ZARGAR, ASHGARI &
DASHTI, 2015; ALI & AHMED, 2018).

Streptococcus mutans € o colonizador primario da superficie dentaria e
portanto € o inicial e principal causador da carie dentaria devido a sintese de
sacarose, formacdo de biofilme e permissdao de co-agregacdo com consequente
formacao de biofilme polimicrobiano que por sua vez, gera um ambiente acido de
desmineralizacdo dentaria. Sendo assim, a quitosana em suas diversas
concentragdes e apresentacdes tem sido usada como agente antimicrobiano contra
este micro-organismo. Em estudo sobre quitosana gel sozinho e associado a zinco e
zeolita, Afrasiabi, Bahador & Partoazar (2021) indicaram que houve reducgédo da
formacao de biofilme pelo gel de quitosana de 3.15%, e que a associagao dos trés
componentes reduziu a formagao por estreptococos do grupo Streptococcus mutans
em até 33%.

Cavalcante et al. (2020), em estudo sobre inibicdo de biofilme de
Streptococcus mutans por nanoparticulas de quitosana associada a fototerapia,
elucidam que os resultados foram equiparados aos da clorexidina sem fototerapia.
Nossos testes ajustaram o pH em 5,0 para melhor agao antimicrobiana e a escolha
da concentragdo de 1 mg.mL") utilizada é relatada como subinibitoria 10 vezes
menor que a empregada por Afrasiabi, Bahador, & Partoazar (2021). Nossos
resultados evidenciaram que a quitosana teve efetividade sobre 33,3% das amostras
(EGM4 e EGM5) mas nao teve efeito de inibicdo de biofilme sobre EGM 8 nem sobre
as amostras de Ca.

Em contraponto, também ha relatos na literatura de uso da quitosana na
reducdo de biofilme formado por Candida. Garcia et al. (2021) apresentaram
resultados de até 80% de reducao de biomassa de biofilme de Candida sp.

Gondim et al. (2018) testaram nanoparticulas de quitosana na inibicdo da
formacao de biofilme na superficie de préteses e nas trés concentragoes testadas,
houve reducdo entre 25 a 50%, comparavel ao hipoclorito de sédio. Todavia,
nossos resultados nao indicaram acao significativa da quitosana na reducado da
formacao de biofilme de Candida sp.

Testes também foram feitos empregando a clorexidina que €& fartamente

utilizada na pratica clinica por agir na diminuicdo de patdgenos e controle de placa
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bacteriana (HEDGE & KAMATH, 2017). A clorexidina € o composto mais utilizado
para controle microbiano na cavidade bucal e controle negativo em estudos devido a
sua eficacia de amplo espectro (VADHANA et al., 2019). A concentracao utilizada
neste ensaio é sub-inibitoria, uma vez que comercialmente, € adotada concentracao
minima inibitéria de 0,12% (1,20 mg.ml).

Dias et al. (2018) investigaram a acdo da clorexidina sobre biofilme de
Streptococcus mutans em braquetes ortoddnticos e concluiram que mesmo mesmo
com em superficies com composigoes diferentes, a clorexidina tem forte potencial de
reducdo de biofilme. Nesse sentido, nossos resultados vao de encontro ao proposto
pela literatura: clorexidina foi capaz de reduzir a formacgao de biofilme de estreptocos
do grupo mutans nas trés amostras testadas.

Em relagcdo a Candida, Ramachandran et al. (2022) avaliaram a acao
antimicrobiana de clorexidina, quitosana, e mais dois compostos antimicrobianos e
descobriram que a clorexidina tem inibicdo maxima da formacdo de biofilme de
Candida e a quitosana tem efeito inibitério ligeiramente menor. Nossos resultados
indicam que a acao da clorexidina foi capaz de reduzir a formacao de biofilme em
uma das 3 amostras de Candida e em todas as amostras de EGM testadas.

Por fim, testou-se também a associacdo da quitosana e clorexidina contra
estreptococos do grupo mutans. Vilasan et al. (2020) concluiram em seu estudo que
o colutdrio de quitosana e clorexidina associadas tém melhor agcdo antimicrobiana
quando comparado ao uso dos enxaguantes separados. Mhasake et al (2018)
testaram a efetividade de quitosana e clorexidina separadas e associadas no
controle de biofilme de Streptococcus mutans e Candida albicans e indicaram que
ambos compostos sao efetivos no controle do biofilme bucal separados e que a
associacao potencializa o controle do biofilme desses micro-organismos. Nossos
achados indicam que a associacdao dos compostos teve 50% de eficacia contra os
seis micro-organismos testados, sendo que houve efetividade em duas amostras de

EGM e uma amostra de Candida.
Conclusdes

A efetividade da quitosana em relacdo a clorexidina foi menor conforme

relatado nos manuscritos consultados, de modo que a clorexidina sozinha teve a
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maior efetividade na redugdo do biofilme. Todavia, a associagdo da quitosana e

clorexidina no pré-tratamento das escovas nao foi mais efetivo que o pré-tratamento

apenas com clorexidina. O pré-tratamento com ambos 0s compostos foi mais efetivo

gue o pré-tratamento com a quitosana.
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Pesquisador Responsavel: REUBER MENDES ROCHA

CAAE: 18846619.8.0000.8113

Resumo:

“Introdugéio - A cavidade bucal € colonizada por micro-organismos como bactérias, fungos, virus, podendo
estar em harmonia e néo desencadeande nenhuma doenga. Mais de 700 espécies bacterianas foram
identificadas componde a microbicta da boca humana, mas o Streptococcus mutans possui um papel central
no estabelecimento da doenga carie. A quitosana & obtida através da desacetilagio da quitina, estando
presente principalmente no excesgueleto de animais marinhos. Estudes recentes indicam vérias agdes da
quitosana tais como antifingica e antibacteriana e tem se mostrado um composte promissor & de ampla
empregabilidade. Objetive - Avaliar o efeito da guitosana sobre Streptococcus mutans isolados de discentes
da Universidade Estadual de Geids. Metodologia - Serdo alvo desse estudo discentes matriculados nos
cursos de graduagdo e pos- graduagho do CCET/UEG. Para definigic do ndmero de representativo
amostral, sera confirmado quantos alunos estido regulamente matriculados e serda abordade nivel de
confianga de 85%. Os dados serdo fornecidos pela Secretaria Geral da Universidade. Sero recolhidas
amaostras salivares e de biofilme em escovas dentais de cerdas meédias através da
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higienizagéo feita pele participante espontaneamente e & partir disso, havera isclamento de Streptococcus
mutans. Esse procedimento sera filmado. Havera um mini-curse com os participantes sobre como melhorar
sus higiene buecsal e sua importéncia. Resuliados esperados — que a quitosana tenha agio bactericida e fou
bacteriostatica sobre Streptococcus mutans, melhorar a higienizagdo bucal dos parficipantes da pesquisa de

acordo com & técnica Bass modificads.”

Objetive da Pesquisa:

Objetiva Primario:

Avaliar o efeito da quitosana sobre Streptococcus mutans isolados de discentes da Universidade Estadual
de Goigs.

Objetivas Secundarios:

- Coletar amostras salivares de universitarios da Universidade Estadual de Goias utilizande escovas dentais
descartaveis livres de contaminagio, e promover isolamento de Streptococcus mutans;

- Executar uma atividade dindmica do tipo mini curso para elucidar os principais pontos a serem melhorades
na higienizagéo utilizando como base referéncia bibliografica de Periodontia Clinica, para elucidar a Técnica
de Bass medificada.

- Avaliar se ha agio bactericida/bacteriostatica in vitro da quitosana nas bactérias isoladas neste estudo.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

"4 saliva sera coletada escova nova especifica para a pesquisa, porém o ato de esfregar as cerdas com os
dentes pode implicar em sangraments gengival e devido & forga ou movimento inadequado, sendo tais
riscos inerentes & escovagdo feita no mbite domestico: no momento da coleta, vocg recebera instrugtes
para uma técnica especifica, de forma oral, visando uma coleta padronizads para todos os participantes.
Em segundo lugar, a higiene bucsal & particulsr & sua Execugﬁu na pesquisa poderia gerar desconforto,
porém esta serd executada individualmente, em banheiro apropriado com a porta fechada, previamente
higienizado. Sinta-se & vontade para executsr s escovagdo que for pedids pelo pesquisador, sem
preccupacdo com o tempo. Assim gue vocé terminar, & s chamar o pesquisador para recolher a escova.”

Beneficios:
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"A guitosana tem excelentes resultades quando ufilizada contra Streptococcus mutans e por issc abre-se
aqui o panorama do primeire beneficio: possibilidade de emprego do composto (obviamente se cbtidos
resultados que permitam), na indistria de higiene bueal que podendo adicionar a quitosana nos seus
produtos dando a eles efeitc antimicrobiano gue poderia resultar em redugao da carie dentaria. Em segundo
lugar, com a execugdo de mini-curso sobre escovacho dental, vocé terd informagdes sobre gual melhaor
técnica para cada caso melhorando suas salde gengival e dentaria. Ainda & provavel os conhecimentos
repassados a voce sejam disseminades no convivio denctande salde pablica.D terceiro aspecto & dado
pela produgdo de conhecimento cientifico para a comunidade académica, afinal o objetivo dessa pesquisa &
melharia da saude como um todo. Vocé podera solicitar acesso a dados da sua amaosira, como por exemplo
sua contagem bacteriana fotal, pois todo paciente & portador da bactéria S mutans. Quando vocé escova os
dentes, nio elimina a bactéria da saliva, mas sim reduz substancial o bicfilme {placa dentaria),pois apenas
por “limpeza™ profissional & possivel reduzir substancialmente o biofilme bucal. Um dos critérios de
vulnerabilidade para a carie dentdria & justamente a quantidade de bactérias presentes e vocé poderd
solicitar individualmente orientagies sobre como reduzir os niveis de coldnias bacterianas tomando por base
&5 contagens de suas amostras. Mo serd uma consulta sobre a microbiclogia bucal, mas sim orientagoes
generalizadas sobre medidas de melhora e adequagio da escovagdo para cada caso de cada paciente,
onde vocé podera solicitar esclarecimentos sobre sua escovagdo, usando o material didatico empregado e a

forma que vocé relatar executar sua higienizago.”

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

0 presente protocole de pesquisa frata-se de um projeto de mestrado do discente Reuber Mendes Rocha
para o programa de Pos-Graduagéo Stricto Sensu em Ciéncias Aplicadas a Produtos para Salde da
Universidade Estadual de Goias orientado pelo Prof. Dr. Plinio Lazaro Faleiro Naves.

Fretende-se avaliar o efeito da quitosana sobre Streptococcus mutans isolados de discentes de graduacéo e
pos-graduagio do CCET/UEG através da coleta de amostras salivares e de biofilme em escovas dentais de
cerdas médias através da higienizagdo feita pelo participants espontaneamente. Dessas amostras, serdo
isoladas a5 secas de Streptococcus mutans. Os participante também responderdo a um guestionaric
contendo perguntas gue versam sobre sua saude bucal. Os pesquisadores realizardc um mini curso aberto
a0 plblico, & em especial aos voluntarios da pesquisa sobre comeo melhorar a técnica de higienizagdo e
maximar o resultade da limpeza bucal. Os resultados do biofilme doado pelos participantes estao

disponiveis para acesso
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destes & qualguer momento.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Foram apresentados neste profocolo os seguintes documentos cbrigatarios:
- Folha de rosto apresenta.

- Termo de compromisso datado e assinado pelos pesquisadares.

- Instrumentos de coleta de dades apresentado.

- Cronograma dispondo de 0 dias para apreciagio do CEP-UEG.

- Termio de Anuéncia substituido pela Folha de Rosto.

- TCLE apresentade e de acordo com os critérios éficos vigentes

Recomendagies:
Mio se aplica.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

A analise dos documentos apresentados ndo apresentou divergéncias éticas de acordo com as normas

vigentes. O Protocolo de Pesquisa estd Aprovade por este CEP.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Infermamos que o Comité de Etica em PesquisalCEP-UEG considera o presente protocols APROVADD e

que o mesmo foi considerado em acordo com os principios étices vigentes. Reiteramos a importancia deste

Parecer Consubstanciado e lembramos que o pesquisador responsavel devera encaminhar os Relatorios

Parciais (semestralmente) & o Relatario Final de acorde com o disposto nas Resclugdes do Conselho

Macional de Saude. Os modelos enconfram-se disponiveis na pagina do CEP-UEG. O prazo para a entrega

do Relatorio Final, via notificagiio na Flataforma Brasil, & de até 30 dias apds o encerramento da pesquisa,

previsto para marco de 2021.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixe relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagio
Informa?:':ies Basicas PE_INFORMACO ES_BAE ICAS_DO P | 27082018 Acsito
do Projeto ROJETO 1389008 pdf 19:42:12
TCLE ! Termos de | TCLE.docx 271082018 | REUBER MEMDES Acsito
Assentimenta / 18:38:01 ROCHA

Ficaii
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Auséncia TCLE.docx 2T/0812019 | REUBER MENDES Aceito
18:358:01 | ROCHA
Projeto Detalhade /| | PROJETO2TDEAGOSTODE2018.docx | 27/08/2019 | REUBER MENDES Aceito
Brochura 18:38:35 | ROCHA
| Investigador
Folha de Rosto FOLHAROSTO27082018 pdf 2TI0B2019 | REUBER MENDES Aceito
18:37:43 | ROCHA
TCLE / Termos de | termodecompromisscassimadoedigitaliza| 07/08/201%9 | REUBER MEMDES Aceito
Assentimenta / do.pdf 08:43:54 | ROCHA
Justificative de
Ausencia
Outros TERMODECOMPROMISSOMODELOU | 30/06/2019 | REUBER MEMDES Aceito
EG.docx 21:50:10 | ROCHA
Qutros questionarnoDEautopercepcacsaudebuc | 3062019 | REUBER MEMDES Aceito
al.docx 21:48:08 | ROCHA
Cutros questionanoscsioeconomice.dosy 30/06/2019 | REUBER MEMDES Aceita
214708 | ROCHA
Situagao do Parecer:
Aprovado
Mecessita Apreciagdo da CONEP:
Mao
AMAPOLIS, 27 de Setembro de 2019
Assinado por:
Luciana de Souza Ondei
(Coordenador{a))
Enderego:  BR 153 Quadra Area, Km 89 ; Bloco I ; Témeo
Balrro: FAZENDA BARREIRD DO MEID CEP: 75.132-903
UF: GO Municiple: ANAPCLIZ
Telefone: (£2)3326-1434 E-mall: cepdiueg.br
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B - Questionario sobre escovacao

CONSUMIU
TEMPO DE |HORADAULTIMA HORADA  ALIMENTO
ESCOVACAO|  ESOVACAO COLETA APOS A
ESCOVACAO?

Paciente NOME IDADE

2 D2 21 03:34 10:00 13:14 NAO
3 D3 21 01:45 08:00 11:00 NAO
4 D4 30 01:45 07:40 11:00 NAO
5 D5 20 01:41 07:20 10:30 NAO
6 D6 22 01:42 12:32 15:30 NAO
i D7 20 03:52 12:10 15:40 NAO
8 D8 21 03:52 07:15 10:10 NAO
9 D9 22 01:07 07:20 10:40 NAO
10 D10 29 01:33 07:00 09:20 NAO
11 D11 26 01:06 07:00 10:00 NAO
12 D12 21 01:43 08:10 10:12 NAO

14 D14 23 02:20 07:40 10:20 NAO
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C-TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Vocé esta sendo convidado(a) a participar, como voluntario(a), da pesquisa
intitulada “Associacao da quitosana e clorexidina contra formacao de biofilmes
por estreptococos do grupo mutans e Candida albicans em escovas dentais”.
Meu nome é Reuber Mendes Rocha, sou o pesquisador responsavel e minha area
de atuacdo é Odontologia. Apds receber os esclarecimentos e as informacoes a
seguir, se vocé aceitar fazer parte do estudo, rubrique todas as paginas e assine ao
final deste documento, que esta impresso em duas vias, sendo que uma delas é sua
e a outra pertence ao pesquisador responsavel. Esclareco que em caso de recusa
na participagdo vocé nédo sera penalizado(a) de forma alguma. Mas se aceitar
participar, as duvidas sobre a pesquisa poderao ser esclarecidas pelo pesquisador
responsavel, via e-mail reuber.mr@gmail.com e, inclusive, sob forma de ligacéo
a cobrar, acrescentando o numero 9090 antes do seguinte contato telefénico:
(62)9 9441-0107. Ao persistirem as duvidas sobre os seus direitos como participante
desta pesquisa, vocé também podera fazer contato com o Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Estadual de Goias (CEP-UEG), localizado no Prédio da
Administracdo Central, BR 153, Km 99, Anapolis/GO, CEP: 75132-903, telefones:
(62) 3328-1439 e (62) 98325-0342, funcionamento: 8h as 12h e 13h as 17h, de

segunda a sexta-feira.
1. Informacdes Importantes sobre a Pesquisa:

Titulo: "Associacdo da quitosana e clorexidina contra formacdo de
biofilmes por estreptococos do grupo mutans e Candida albicans em escovas

dentais"

Justificativa: Tendo em vista a microbiota oral polimicrobiana, métodos e
meios de controle de biofilme mecanicos e quimicos sdao sempre aperfeicoados.
Sendo a clorexidina o padrdo ouro de controle de biofilme oral, comparar a
quitosana a ela torna-se um 6timo meio de avaliagao de eficacia, uma vez que entre
as varias caracteristicas, a quitosana tem antimicrobiana. Neste mérito, este escrito
avalia o comportamento da quitosana 1 mg.mL-! contra cepas selvagens de EGM e
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Candida sp. e ATCC 10231 de C. albicans. Os resultados de quitosana serao

comparados aos obtidos com clorexidina sub-inibitéria 0,60 mg.mL""
Objetivos:
Objetivo Geral

Avaliar a formacao de biofilme microbiano por EGM e C. albicans em escovas

dentais pré-tratadas com solugao de clorexidina 0,60 mg.mL-! e quitosana 1 mg.mL""

Objetivos especificos

Isolar e identificar presuntivamente EGM e C. albicans de estudantes voluntarios na
Universidade Estadual de Goias.

Determinar o indice de formacao de biofilme dos isolados em escovas dentais.
Determinar o indice de formac&o de biofilme por EGM e C. albicans em escovas
dentais pré-tratadas com solugdo de clorexidina 0,06 mg.mL"' e quitosana a 1

mg.mL"" e em combinacgéo.
Procedimentos utilizados da pesquisa

sera fornecida uma escova de dentes nova para que vocé faga sua escovagao
normal, sem creme dental em banheiro fechado e vocé ficara sozinho durante a
escovacgao; b) sua saliva retida na escova sera encaminhada para analise
laboratorial e cultivo da bactéria S. mutans.; c¢) havera preenchimento de
questionario sobre como vocé realiza sua higienizacdo em casa e sobre sua
condi¢cdo socioeconémica; d) vocé nao tera nenhum tipo de gasto, exposicdo ou
retaliacdo (em qualquer aspecto de como vocé escova 0s dentes, conservacao
da saude bucal, etc) se participar e podera se retirar do estudo a qualquer
momento; e) ndo havera pagamento, gratificacdo ou seguro para participagao.

( ) Permito a divulgacdo da minha imagem/voz/opinidao nos
resultados publicados da pesquisa;

( ) Nao permito a publicacdo da minha imagem/voz/opiniao

nos resultados publicados da pesquisa.
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Vocé podera entrar em contato com o pesquisador a qualquer instante e por
qualquer meio de comunicagdo citado acima para esclarecer duvidas sobre a
pesquisa.

Vocé tem o direito de se recusar a responder questdes que lhe causem desconforto
emocional e;ou constrangimento em entrevistas e questionarios que forem
aplicados na pesquisa e pode também se retirar da pesquisa a qualquer momento
sem qualquer penalizagéo

Os resultados da pesquisa serao tornados publicos, sejam eles favoraveis ou néao,
por motivo de publicagbes cientificas ou apresentagées em eventos cientificos;

Se ocorrer algum dano fisico ou material ao pesquisado, é reforcado compromisso
de total assisténcia e se for o caso, cobrimento de eventuais despesas.

Os dados da pesquisa serao armazenados em meio fisico, como impressdées ou em
meio digital através da gravacdo em computador. Serdo mantidos por 5 anos sob
cuidado do pesquisador, UEG e orientador e apds esse prazo serao deletados ou

picotados.

2. Riscos

De acordo com a resolugdo 466 de 2012, em seu inciso V, toda pesquisa
envolvendo seres humanos apresenta riscos para o participante, seja na coleta de
dados, fornecimento de informacgdes pessoais ou coletadas de fontes secundarias
ou obtencao de material audiovisual.

Estes sao os riscos aos quais vocé estara submisso:

A saliva sera coletada com escova nova especifica para a pesquisa, porém o ato de
esfregar as cerdas com os dentes pode implicar em sangramento gengival devido a
forca ou movimento inadequado, sendo tais riscos inerentes a escovacao feita em
ambito doméstico; no momento da coleta, vocé recebera instru¢cdes para uma
técnica especifica, de forma oral, visando uma coleta padronizada para todos os
participantes.

Em segundo lugar, a higiene bucal é particular, e sua execug¢ao na pesquisa poderia
gerar desconforto, porém esta sera executada individualmente, em banheiro
apropriado com a porta fechada, previamente higienizado. Sinta-se a vontade

para executar a escovacéao que for pedida pelo pesquisador, sem preocupagéo
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com o tempo. Assim que terminar, € sé chamar o pesquisador para recolher a

escova.
3. Beneficios

A quitosana tem excelentes resultados quando utilizada contra S. mutans e por isso
abre-se aqui o panorama do primeiro beneficio: possibilidade de emprego do
composto (obviamente se obtidos resultados que permitam), na industria de higiene
bucal que podendo adicionar a quitosana nos seus produtos dando a eles efeito
antimicrobiano que poderia resultar em reducdo da carie dentaria. Ainda € provavel
que os conhecimentos repassados a vocé sejam disseminados no convivio
denotando saude publica. O terceiro aspecto € dado pela produ¢do de conhecimento
cientifico para a comunidade académica, afinal o objetivo dessa pesquisa € melhoria

da saude como um todo.

Vocé podera solicitar acesso a dados da sua amostra, como por exemplo sua
contagem bacteriana total, pois o paciente € portador da bactéria S. mutans.
Quando vocé escova os dentes, ndo elimina a bactéria da saliva, mas sim reduz o
biofiime (placa dentaria), pois apenas por “limpeza” profissional é possivel reduzir
substancialmente o biofilme bucal. Um dos critérios de vulnerabilidade para a carie
dentaria é justamente a quantidade de bactérias presentes e vocé podera solicitar
individualmente orientacbes sobre como reduzir os niveis de colbnias
bacterianas tomando por base as contagens de suas amostras. Nao serd uma
consulta sobre a microbiologia bucal, mas sim orientacfes generalizadas
sobre medidas de melhora e adequacao da escovacéo para cada caso de cada
paciente, onde vocé podera solicitar esclarecimentos sobre sua escovacgao,
usando o material didatico empregado e a forma que vocé relata executar sua

higienizacao.
4. Declaracao do pesquisador responsavel:

Eu, Reuber Mendes Rocha, pesquisador responsavel por este estudo, esclareco que
cumprirei as informacgdes acima e que o participante tera acesso, se necessario, a
assisténcia integral e gratuita por danos diretos e indiretos, imediatos ou tardios
devido a sua participacao nesse estudo; e que suas informacgdes serao tratadas com
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confidencialidade e sigilo. O participante podera sair do estudo quando quiser, sem
qualquer penalizagcdo. Se tiver algum custo por participar da pesquisa, sera
ressarcido; e em caso de dano decorrente do estudo, tera direito a indenizacao,

conforme decisdes judiciais que possam suceder.
5. Consentimento do Participante de Pesquisa/Responsavel legal:

e T , abaixo
assinado, discuti com o pesquisador Reuber Mendes Rocha sobre a minha decisdo
em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propoésitos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as
garantias de assisténcia, confidencialidade e esclarecimentos permanentes. Ficou
claro também que minha participagcdo € voluntaria e isenta de despesas e que
poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, sem penalidades ou

prejuizo ou perda de qualquer beneficio.

Anapolis, ........ de .o de ..........

Assinatura do(a) participante de pesquisa/Responsavel legal

Data: / /

Assinatura do(a) pesquisador(a) responsavel

Data: / /
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A) Outros anexos especificos de cada pesquisa
Meios de cultura, solu¢des e reagentes

Os meios do tipo “4gar” foram preparados para adicionar entre 10 e 20 mL em
cada placa de Petri 50x10mm. As placas foram submetidas a teste de esterilidade

estando seladas hermeticamente.
Agar mitis salivarius bacitracina sacarose (AMSBS)

Descrito como meio seletivo para EGM (Biolog).

Composicao (g/L)

I 0] o 0 = USSP 10
BIOPEPIONA . ... e 10
D(+)-Glicose anidra ACS ... e 1
DS T= Tor= T £ o T 1 1 TSR 50
Fosfato DIpOtASSICO @NiArO.........uuuiiiiiiiiieeeecee e e e e 4
AzUl Tripan CertifiCadO.......cooeiieeiiie e e e 0,075
Violeta Cristal certifiCado ............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 0,0008
AGAr BACLEHOIOGICO ... e, 15

Para preparo de 400 mL do meio, 36 gramas sdo pesados em balancga
analitica e colocados em tubos com tampa. Entdo, os 400 mL de agua destilada sao
adicionados, junto com 80 gramas de sacarose, referentes a 20% do conteudo
seguido de homgeneizacao e autoclavagem a 125° C por 15 minutos em pressao de
trabalho 1,5 kgf/cm?. Enquanto isso, a solugdo de AMSBS esfria naturalmente até 50
° C para adicionar a bacitracina e telurito de potassio. Entdo, adiciona-se 1% (400uL)
de solucao de bacitracina na concentracao de 0,2Ul e 400 pL de telurito de potassio.
As placas foram armazenadas em geladeira e foram utilizadas em até 7 dias, por

isso foram feitos 400 mL de cada vez, afim de evitar desperdicio.

Solucéo de bacitracina

Pesa-se 13,20 mg do sal de bacitracina (Dr. Ehrenstorfer GmbH) em balancga
analitica e, em assepticamente adiciona-se 40mL de agua destilada. Esta solucao foi

utilizada proporcionalmente a quantidade de meio preparado (CAMPOS, 2006).
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Solucéao de telurito de potassio

Vinte mL solugdo de telurito de potassio 1% (pronta para uso) foi retirada do
recipiente original e filtrados com auxilio de filtro de papel do tipo “Millipore” de 0,22
pMm na ponta da seringa e guardado em tubo Falcon esterilizado com protecdo da

luz.
Agar Sabouraud dextrose cloranfenicol

Descrito como meio seletivo para Candida (Kasvi).

Composicao (g/L)

Digestdo Enzimatica de CaseiNa............cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiicee et 50
Digestdo Enzimatica de Tecido ANIMal ............oocciiiiiiiiiiiii e 50
L€ oo 1 = PP 40,0
CloranfeniCOL ........oooiiiiiiie e 0,5
Yo - | S USPPPPRPRPRN 15,0
Caldo BHI

Meio de cultura rico e nao seletivo, aqui utilizado para congelamento de cepas
e crescimento nao seletivo das amostras das escovas (Himedia).
Quando acrescido de 20% de glicerina em relagéo ao preparado total, é

usado na congelamento e manutengao das cepas isoladas.

Composicao (g/L)

PO de infUSA0 dE HIM .. ... e 12,5
BHI @M PO .ot 5,0
PepPtoNa ProtEICA ......ueiiei e a e 10,0
DEXIrOSE (GIOSE) ..cvveveiiie ettt a e e aaaaa 2,00
(0101 (=) (o 1o [=XK=To Yo 1o TP 5,0
[RTo TSy 7= ] (0 X6 [E-T<T0 Lo [oo NPT 2,5
o £ | PO UUPPPPRPPPPIN 15,0

Glicerina (glicerol)

Adicionada ao caldo BHI para conservacao e viabilidade dos micro-

organismos congelados. Teor de pureza >= 99,7%
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Adicionada na proporcao de 20% em relacao a quantidade de caldo BHI preparado.

Agar nutriente

Meio nutritivo ndo seletivo utilizado nos testes de esterilidade.

Composicao (g/L)

=) (o N o [T 0= 5 o = PSS 1,0
= | (O I o (=R I =3V <To (U] = T 2,0
PEPIONG ... e 5,0
104 (o] =3 (o Jo [T T | R 5,0
X T OO 15,0

Solucéo fisioldgica estéril 0,9%

Usada na para manter a inércia das cepas coletadas, lavagem, diluicdo dos

inéculos.

Composicao (g/L).

AQUA AESHIATA. ...t 1000 mL
104 (o] 1 (o 1 [IX=To T Lo TP 9
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