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RESUMO

2. RESUMO

A microbiota oral, em particular os estreptococos do grupo mutans, esta
intimamente relacionada a formagdo do biofilme bacteriano e das doencas dele
decorrentes. Uma reducdo do numero destes microrganismos implica, portanto,
em prevencao e controle destas doencas. Neste trabalho foram testadas trés
solugdes: clorexidina a 0,12% (controle positivo) e solugdes aquosas de alho
(Allium sativum) a 2,5% e Oleo de melaleuca (Melaleuca alternifolia) a 0,2%.
Trinta voluntarios sadios foram divididos aleatoriamente em trés grupos
experimentais de acordo com a solugao em teste. Amostras de saliva foram
colhidas, diluidas e inoculadas (5uL) em placas contendo agar sangue e MSB.
Todas as placas foram incubadas sob atmosfera de 10% CO, por 48 horas. Em
seguida, as placas de agar sangue foram incubadas sob condigdes de aerobiose
por mais 24 horas. Apds estes procedimentos foram obtidos os numeros de
unidades formadoras de colonias de microrganismos totais e do grupo mutans,
considerando os valores iniciais (sem a utilizacao das solugdes), com o uso das
solugdes controle (apenas o veiculo das solugdes), com o uso das solucdes em
teste e uma e duas semanas apds os tratamentos. O grau de desconforto e
possiveis efeitos colaterais das solugdes foram avaliados através de um
questionario. Os resultados mostraram que nao houve diferenca estatisticamente
significante, em nivel de 5%, no efeito de reducdo entre as trés solugbes testadas

tanto sobre microrganismos totais (clorexidina 30,3%, 6leo de melaleuca 39,8% e
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solucao de alho 25,4%) como para estreptococos do grupo mutans (clorexidina
51,6%, oleo de melaleuca 47,3% e solucao de alho 51,5%). A reducdo do nimero
de microrganismos nas duas semanas subseqlientes ao uso das solucoes foi
observada somente com uso das solucdes de alho e dleo de melaleuca. O maior
grau de desconforto foi proporcionado pela solucao de alho a 2,5%. Os
desconfortos relatados foram (em % do total de respostas): gosto ruim
(clorexidina 40%, melaleuca 30%, alho 100%), ardéncia (clorexidina 40%,
melaleuca 60%, alho 100%), mau halito (clorexidina 40%, melaleuca 20%, alho
90%) e nausea (clorexidina 0%, melaleuca 10%, alho 30%). Desta forma, foi
possivel concluir que, embora a solucdo de alho tenha apresentado efeitos
indesejaveis, esta solucdo bem como a de dleo de melaleuca podem ser utilizadas

como alternativa a clorexidina.

PALAVRAS-CHAVE: clorexidina, Alho, d6leo essencial, anti-sépticos orais,

antibacterianos.
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3. ABSTRACT

The oral microbiota has a strong relationship with plaque formation and
dental caries. Therefore, a reduction in the number of oral microorganisms is
important to prevent oral diseases. A five-week study was carried out with thirty
subjects. The first week was considered base-line; in the second week a placebo
mouthrinse was used by all of the subjects, and in the third week they were
randomly divided into three groups. Clorhexidine 0.12% mouthrinse was used as
positive control for the first group, 2.5% garlic (A/lium sativum) mouthrinse for the
second one, and 0.2% tea tree oil (Melaleuca alternifolia) mouthrinse for the third
one. Two saliva samples were collected during this period and in the following two
weeks (post-treatment). Five microliters were inoculated on plates containing
blood agar and MSB. All the plates were incubated under 10% CO; conditions for
48 hours. After this period, blood agar plates were incubated under aerobiosis
condition for 24 hours. Total microorganisms and mutans streptococci were
counted. The results did not show significant differences among the tested
solutions in the reduction of total microorganisms (clorhexidine 37.2%, M.
alternifolia 41%, garlic 30.6%) and in the reduction of mutans streptococci
(clorhexidine 68.4%, M. alternifolia 63.6%, garlic 53.5%). Lower levels of
microorganisms in the post-treatment period were observed only when garlic and

M. alternifolia solutions were used. The related discomforts were (in % of total
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answer) unpleasant taste (clorhexidine 40%, M. alternifolia 30%, garlic 100%),
ardency (clorhexidine 40%, M. alternifolia 60%, garlic 100%), bad breath
(clorhexidine 40%, M. alternifolia 20%, garlic 90%) and nausea (clorhexidine 0%,
M. alternifolia 10%, garlic 30%). It was concluded that garlic and M. alternifolia

could be used as alternatives to clorhexidine, in spite of the related discomforts.

KEY-WORDS: Clorhexidine, tea tree oil, garlic, antiseptic, essential oil.
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4. INTRODUCAO

O uso de fitoterapicos tem sido muito mais difundido e pesquisado em
Medicina do que sobre outras areas de saude, como a Odontologia. Entretanto,
atualmente tem se observado uma crescente demanda comercial destes produtos.
E provavel que muitas das propriedades verificadas em pesquisas de cunho médico
pudessem também ser aplicadas a Odontologia. Muitos fitoterapicos podem
exercer, por exemplo, inibicdo no crescimento ou desenvolvimento de bactérias

que fazem parte do biofilme dentario humano.

Segundo a OMS, 80% da populacao mundial usa a medicina popular,
principalmente através do uso de plantas medicinais, para suprir as necessidades

de assisténcia médica primaria (ELISABETSKY, 1987).

Cerca de 74% das 119 drogas desenvolvidas a partir de plantas até
1985, foram obtidas através de estudos que avaliavam o uso popular de espécies

bem conhecidas (FARNSWORTH, 1985; ELISABETSKY, 1987).

Uma analise feita no sistema “MEDLINE” em 1997, usando como

|Il

palavra-chave “medicinal” e “plant”, revelou que, em 30 anos, foram publicados

13.339 trabalhos (SOUCCAR & LAPA, 1997). Em novembro de 1999, em repetindo-
se este procedimento, encontrar-se-ia 16.352 artigos, ou seja, um crescimento de

22% em dois anos. Deste Ultimo total, 299 artigos sao ligados as propriedades
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antimicrobianas, sendo 40 deles publicados em 1998 e 1999, o que revela um

aumento crescente por fitoterapicos com propriedades antimicrobianas.

Novos produtos, com a finalidade de reduzir o nimero de bactérias que
colonizam a cavidade oral sao colocados no mercado a cada dia. A maior parte
deles é derivada de uma substancia: a clorexidina. Reconhecida, tanto pela sua

eficacia, quanto por seus efeitos adversos (BOWDEN, 1996).

Alguns agentes fitoterapicos tém como caracteristica algumas das
vantagens da clorexidina, tais como seu poder antimicrobiano. A utilizacao deles
poderia contribuir de maneira incisiva no tratamento e prevencao das patologias

orais, como a carie e a doenca periodontal.
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5. REVISAO DA LITERATURA

5.1. CLOREXIDINA

Os estreptococos do grupo mutans, particularmente o S. mutanse o S.
sobrinus, sao associados com carie dentaria humana (GIBBONS & van HOUTE,
1975; LOESCHE et al., 1975; DASANAYAKE et al., 1995; BOWDEN, 1996).
Juntamente com os Lactobacillus spp., eles sao considerados como
odontopatdgenos significantes. Devido a sua associacgdo com a carie, uma
avaliacdo do numero destes estreptococos no biofilme dentario e na saliva pode
ser Util como auxiliar no diagndstico da atividade da doenca. Em conjunto com
este conceito, o controle e prevencao de caries tém sido relacionados a uma
reducdo do numero de bactérias que colonizam a cavidade oral de um individuo
(ZICKERT et al.,, 1982; ZICKERT et al., 1983; GISSELSSON et al., 1988;

LINDQUIST et al., 1989; ISOKANGAS et al., 1991; BOWDEN, 1996).

Um dos principais métodos de quantificacao destas bactérias é realizado
em amostras de saliva estimulada colhidas de voluntarios que se submetem a
algum tratamento (DASANAYAKE et al., 1995). Este procedimento é justificado
pela relagdo direta entre o nimero de estreptococos na saliva e o nimero de sitios

intra-orais colonizados (TOGELIUS et al., 1984; DASANAYAKE et al., 1995).
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Desta forma, um controle apropriado do biofilme bacteriano é o fator
chave para a prevencdo das doencas dentais (LODAL et al., 1961; SUOMI et al.,

1971; AXELSSON et al., 1991).

A remocao mecanica do biofilme bacteriano por escovacao, utilizando-se
dentifricios € a forma mais comum de controle de cérie dentdria no mundo
desenvolvido (FRANDSEN, 1986). Entretanto, os pacientes tém dificuldade em
manter um nivel aceitavel de higiene oral, o qual é dificiimente atingido pelo
método mecanico e, por isso, agentes antimicrobianos estao sendo incorporados
em solucbes para bochecho e dentifricios, como suplementos a higienizagao

tradicional (LINDHE et al., 1984; RAMBERG et al., 1992; OWENS, 1997).

Os enxagliatérios orais devem ser considerados como coadjuvantes na

higiene oral sendo utilizados antes ou apos a escovacao (OWENS et al, 1997).

Muito destes agentes vém sendo estudados com o objetivo de reduzir
0s niveis de estreptococos orais. A clorexidina € um dos mais seguros e efetivos
(PUCHER & DANIEL, 1992; JENKINS et al., 1993; RENTON-HARPER et al., 1996;
HILDEBRANDT, 1996). Seu uso como substituto da escovacao ocorre
exclusivamente quando a limpeza mecanica € muito dificil ou impossivel

(ADDY, 1986).

A clorexidina é quimicamente uma bisguanida cationica, sendo mais

estavel na forma de sal (FARDAL & TURNBULL, 1986). O mecanismo de agao da

20

Ramacciato, J.C. Atividade antimicrobiana de solugbes a base de alho (Allium sativum), 6leo de melaleuca (Melaleuca
alternifolia) e clorexidina sobre microrganismos totais e estreptococos do grupo mutans. Estudo in vivo.




REVISAO DA LITERATURA

clorexidina que resulta em efeito antimicrobiano comeca com sua adsorcao na
superficie da célula bacteriana, provocando pequenas rupturas na membrana
citoplasmatica, o que afeta a permeabilidade celular e permite que a droga entre
na célula precipitando seu citoplasma (HENNESSEY, 1973). Devido ao carater
cationico a clorexidina tem forte afinidade por anions, tais como os ions fosfato da
parede celular da microbiota oral que normalmente coloniza as superficies dentais
(HUGO & LONGWORTH,1966) reduzindo, assim, a habilidade de aderéncia e
colonizacdo das superficies dentais. Provavelmente, este é o efeito antiplaca mais

significante da clorexidina (AXELSSON, 1993).

A clorexidina tem mostrado efeito bactericida contra cepas gram-
positivas e negativas, fungos e leveduras, aerdbicas facultativas e anaerodbicas
(EMILSON, 1977). Apesar de ser um agente antimicrobiano de largo espectro, os
estreptococos do grupo mutans sao mais fortemente afetados que os outros
membros da microbiota oral (EMILSON, 1977; MALTZ-TURKIENICZ et al., 1980;

SCHAEKEN et al., 1984).

A concentracao minima das solucdes a base de clorexidina que produz
inibicdo bacteriana é 0,12%. Concentragdes inferiores falham em reduzir a

contagem de mutans na saliva (CLARK & GUEST, 1994).

NETUSCHIL et al. (1989) observaram uma reducao de 22 a 40% no

nimero de microrganismos viaveis no biofilme bacteriano apds 1 hora de um
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bochecho com clorexidina a 0,1%. Entre 6 e 8 horas o niUmero de microrganismos

havia voltado aos patamares originais.

CLARK & GUEST (1994) mostraram redugao significativa (mais de 10
vezes o0 numero inicial) de S. mutans e lactobacilos, em pacientes idosos
submetidos a bochechos Unicos, diarios, de clorexidina a 0,12%. Os autores
observam que a utilizacdo de um bochecho didrio poderia ser suficiente para

promover baixos niveis de microrganismos dentro da cavidade oral.

Apds 3 dias de bochechos diarios com clorexidina 0,2% foi observado
que houve reducdo de mais de 99,99% das células vidveis/mm? com relacdo ao
controle, sendo que o composto fendlico Listerine® produziu reducdo de 97%. O
nimero de bactérias totais foi 99% e 80% menor, com relacao ao controle, para a

clorexidina e Listerine®, respectivamente (NETUSCHIL et al., 1995).

Um fato raramente considerado € a possibilidade de interagbes entre os
componentes dos enxagliatérios e do dentifricio utilizado na escovagao (BARKVOLL

et al., 1988; BARKVOLL et al., 1989).

O lauril sulfato de sédio (LSS) é um dos detergentes sintéticos mais
utilizados em dentifricios (WELLS & LUBOWE, 1964; GRAMLING, 1971), com
concentragao variando de 0,5% a 2,0% (BARKVOLL et al., 1989). Este detergente
e a clorexidina ndo sao compativeis em solucao aquosa (BONESVOLL, 1977), pois,

sendo a Ultima um composto catidnico, formara sais de baixa solubilidade com
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anions como sulfatos, fosfatos e carboxilas (KIRKEGAARD et al., 1974; ROLLA et
al., 1970; R@LLA & MELSEN, 1975; BARKVOLL et al., 1988). O efeito
antimicrobiano apresenta-se reduzido em suspensodes contendo ambos (BARKVOLL

et al., 1989).

O intervalo recomendado entre a escovacdao com dentifricio contendo
LSS e um bochecho com clorexidina, deve ser superior a 30 minutos ou

preferencialmente proximo de 2 horas ap6s a escovacao (BARKVOLL et al., 1989).

O monofluorfosfato de sdédio (MFP) é uma forma de flior comumente
utilizada em dentifricios e que também interage com a clorexidina formando sais
de baixa solubilidade e diminuindo assim a acao de ambos. A clorexidina e o
monofluorfosfato de sddio, em concentracdes clinicamente relevantes, nao sao

compativeis (BARKVOLL et al., 1988).

Entretanto, o fluoreto de sodio (NaF) é compativel com a clorexidina e
podem ser utilizados em conjunto sem prejuizo da atividade de ambos (CURY et
al., 1994). Quando combinados, a clorexidina e o fluoreto de sddio apresentam
efeito toxico sinérgico no citoplasma bacteriano e nas enzimas responsaveis pela
fermentacdo de carboidratos, diminuindo a formagdo de acido pelos

microrganismos (LUOMA, 1972; McDERMID et al., 1985; MEURMAN, 1988).

O uso clinico da clorexidina pode ocasionar efeitos colaterais

(GREENSTEIN et al., 1986). O manchamento dentario € bem documentado e,
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provavelmente, o mais problematico efeito adverso do uso destes produtos orais
(NORDBO, 1971; PRAYITNO & ADDY, 1979). Nao ha duvidas que estes anti-
sépticos catidnicos podem precipitar ou ligar-se a superficies anibnicas
cromogénicas contidas em alimentos e bebidas (JENKINS et al., 1993; LEARD &

ADDY, 1997), que podem provocar ou aumentar as manchas.

Outros efeitos colaterais, como gosto desagradavel e alteracbes de
paladar ou até mesmo a inflamagao gengival, apresentam-se como desconfortos

também relatados (BOWDEN, 1996).

Além de seu uso como anti-séptico oral a clorexidina também é
extensamente utilizada com o mesmo fim em feridas. Entretanto, apesar de uma
solugdo a 0,002% desta droga, mostrar minima citotoxicidade, ela é capaz de
suprimir a divisao celular humana quase completamente, afetando também a
contracao do colageno e a sintese protéica total. Isto significa que, embora tida
como anti-séptico seguro, a clorexidina poderia atrapalhar o processo de reparo

em feridas (PUCHER & DANIEL, 1992).

24

Ramacciato, J.C. Atividade antimicrobiana de solugbes a base de alho (Allium sativum), 6leo de melaleuca (Melaleuca
alternifolia) e clorexidina sobre microrganismos totais e estreptococos do grupo mutans. Estudo in vivo.




REVISAO DA LITERATURA

5.2. O ALHO (Allium sativum)

A utilizacdo de substancias naturais no tratamento das mais diversas
patologias é antiga e vem reflorescendo com grande forga no presente. Um estudo
conduzido por FRATE et al. (1996) mostrou que mais de 70% da populacao de
uma regiao central do Mississipi, fez uso de pelo menos uma “planta medicinal” em

1995. Dentre elas, uma das mais utilizadas era o alho.

O alho é um alimento utilizado como fitoterapico, sendo mencionado em
1500 a.C. em uma receita egipcia, o Papirus Ebers (BIEDERMANN, 1995). E
conhecido por suas propriedades medicinais desde tempos remotos, sendo
utilizado popularmente para uma grande variedade de problemas, desde picadas
de cobras até doencgas da pele (VENUGOPAL & VENUGOPAL, 1995). Pesquisas tém
sido desenvolvidas buscando aplicacOes praticas desta substancia, calcadas em sua
capacidade de inibicao de crescimento e lise bacteriana, sendo que seus maiores
componentes inibitdrios, a alicina e tiosulfonatos, ja foram definidos (GONZALES-

FANDOS et al., 1994).

Um estudo comparativo entre a acao de um extrato de alho puro
(0,5g/mL) e cloridrato de tetraciclina (0,4mg/mL), em concentracOes tidas como
equivalentes, sobre bactérias do ceco humano, mostrou que o alho foi mais efetivo

como agente antimicrobiano (SHASHIKANTH et al., 1984).
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Sobre Candida albicans, um fungo oral oportunista, o efeito de um
extrato aquoso de alho mostrou inibicdo da sintese de proteinas, de acidos
nucléicos e de lipidios do fungo, traduzindo-se em um potente efeito fungicida

(ADETUMBI et al., 1986).

VENUGOPAL & VENUGOPAL, em 1995, observaram a acao do alho em
88 dermatofitos isolados da pele humana, através da técnica de diluicdo em agar.
Os resultados mostraram que extratos aquosos, diluidos em 1:150 e 1:100,

inibiram 50 e 90%, respectivamente, das cepas testadas.

CELLINI et al. (1996) investigaram o efeito do extrato aquoso de duas
variedades de alho frente a cepas de Helicobacter pylori e observaram que a
concentragao necessaria para a inibicao do crescimento era de 2 a 5mg/ml, sendo
que esta ultima concentracdo, inibiu 90% (CIMg) das cepas testadas. A
concentracdo bactericida minima (CBM) foi igual ou 2 vezes maior que a

concentragao inibitdria minima (CIM).

Em 1983, ELNIMA et al. estudaram a atividade de extratos de alho e
cebola (Allium cepa) sobre a microbiota oral de voluntarios, bem como sua
atividade antimicrobiana, in vitro, sobre varias outras cepas. Ambos os extratos
mostraram atividade sobre Gram-positivos, Gram-negativos e sobre fungos, sendo
que o alho mostrou-se sempre mais eficiente do que a cebola. Dentre os

enxaguatodrios utilizados pelos autores, aquele que apresentava 10% de alho e um
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quarto de solucdo de Ringer produziu uma reducao significante no nimero de

bactérias orais.

5.3. Melaleuca alternifolia

As arvores de Melaleuca alternifolia, da familia das mirtaceas
(Myrtaceae), podem atingir 7 metros de altura, tem uma casca fina e folhas
longas e pontiagudas que, quando partidas, emitem um aroma forte. Podem ser
cortadas apds 15 meses do cultivo e recortadas a cada ano, pois o crescimento é
rapido e podem sobreviver ao fogo e a inundagdes, sendo o dleo produzido estavel
e facilmente estocado e transportado. As grandes plantagbes australianas tém
garantido um suprimento de dleo em grande quantidade e de boa qualidade

(WILLIANS et al., 1990).

O dleo obtido das folhas pode conter quantidades variadas de terpenos
(pireno, terpineno e cimeno), terpinenol (terpinen-4-ol), sesquiterpenos e cineol
(ALTMAN, 1989) que s3ao os constituintes mais importantes relacionados a
atividade antimicrobiana. O comité australiano de padronizacdao estabelece que o
6leo deve conter quantidades de cineol abaixo de 15% e de terpinen-4-ol acima de
30% para que tenha eficacia minima como anti-séptico (AUSTRALIAN STANDARD

AS 2782-85).
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Estes niveis minimos e maximos sdo indicados principalmente porque o
cineol é um conhecido irritante da pele e o terpinen-4-ol é apontado como sendo o
maior contribuinte da atividade antimicrobiana dentre os componentes. O dleo tido
como sendo de qualidade superior contém entre 2 e 5% de cineol e entre 40 a

47% de terpinen-4-ol (WILLIANS et al., 1990).

Existem evidéncias que os aborigenes australianos esmagavam folhas
de M. alternifolia para obter cataplasmas de acdo antibacteriana séculos antes do

conhecimento cientifico sobre os microrganismos (WILLIANS et al., 1990).

O oleo da M. alternifolia nao mancha, tem boas propriedades de
penetracao tecidual e é compativel com sabdes, sendo considerado um solvente
poderoso. Penfold, em 1929, foi o primeiro a detectar as suas propriedades
antimicrobianas. E ativo contra uma ampla gama de bactérias Gram
positivas/negativas e fungos. A CIM contra os patdgenos mais comuns situa-se

entre 0,5 a 1% (ALTMAN, 1989).

Solugdes aquosas do Oleo da M. alternifolia podem ser obtidas
adicionando-se agentes emulsificantes tradicionalmente utilizados pela industria de
cosméticos como o Tween 20 ou Tween 80, os quais nado interferem com qualquer

propriedade antimicrobiana do 6leo (WILLIANS et al., 1990).

HAMMER et al. (1998) observaram in vitro que o fungo Candida albicans

ATCC 10231 e 81 outras cepas deste microrganismo foram inibidas numa
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concentragao de 0,25%, sugerindo sua utilidade no tratamento tdpico de infeccdes
superficiais provocadas pelo fungo. Conclusdo semelhante a encontrada

anteriormente por NENOFF et al. (1996).

Outros autores testaram o O6leo contra C. albicans, Trichophyton
rubrum, T. mentagrophytes, T. tonsurans, Aspergillus niger, Penicillium sp.,
Epidermophyton floccosum e Microsporum gypsum. Encontraram uma atividade
antimicrobiana significante contra todas elas, exceto ao E. floccosum e sugeriram
que o Oleo poderia ser util no tratamento de infeccdes fungicas da pele (CONCHA

et al., 1998).

HAMMER et al. (1996) observaram sensibilidade ao oOleo, de
microrganismos encontrados na pele, tais como a Serratia marcescens
(CIM=0,25%), Pseudomonas aeruginosa (CIM=3%), Klebsiella pneumoniae
(CBM=0,25%) e Staphylococcus capitis (CBM=8%). Concluiram que o éleo poderia
ser Util removendo a microbiota oportunista da pele e suprimir, sem remover, a

microbiota residente.

CARSON et al. (1995a) testaram a atividade /in vitro do dleo contra 66
cepas de S. aureus, sendo 64 delas resistentes a meticilina (MRSA) e encontraram
uma CIM de 0,25%. Em um estudo similar, outros autores examinaram a
sensibilidade bacteriana de cepas de Escherichia coli e S. aureus ao oleo e

observaram CIM de 0,25% para a primeira e 0,5% para a segunda. Relataram
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sucesso no uso do detergente Tween 80 para aumentar a solubilidade do dleo

(CARSON et al., 1995b).

WALSH & LONGSTAFF (1987) obtiveram CIM de 400 ppm para
estreptococos mutans e de 200 ppm para varias bactérias anaerdbias orais a
excecao de cepas de A. viscosus (800ppm), sugerindo a utilizacdo do agente

contra bactérias periodontopatogénicas.

JACOBS & HORNFELDT (1994) relataram um caso de intoxicacao de um
menino de dois anos que apresentou como sintomas confusdao mental e
impossibilidade de locomocdo, 30 min apds ingerir uma quantidade menor do que
10 mL de um produto contendo 100% do 6leo, tornando-se assintomatico apods 5

horas da ingestao.

JANDOUREK et al. (1998) conduziram um estudo clinico onde avaliaram
a eficacia de uma solugdo oral de dleo de melaleuca em pacientes aidéticos
apresentando candidose orofaringeana refrataria ao fluconazol. Os pacientes
fizeram uso de 15 mL de uma solugdo de melaleuca, através de bochecho e
gargarejo, 4 vezes ao dia, durante 2 a 4 semanas. Concluiram que a solucdo pode

ser um regime alternativo para esta patologia.

RAMACCIATO et al. (1999) testaram as propriedades antimicrobianas do
oleo da M. alternifolia sobre cepas padroes de estreptococos orais € S. aureus, in

vitro. Os resultados observados para as cepas de estreptococos do grupo mutans
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foram CIM<0,0125% e CBMip =0,2%, para as cepas de estreptococos do grupo
oralis foram CIM<0,05% e CBM;g = 0,4% e para o S. aureus foram CIM = 0,1%
e CBMjp = 0,2%. O teste de aderéncia em superficie de vidro para os
microrganismos orais mostrou que a concentracao de 0,1% foi suficiente para

inibir totalmente a aderéncia bacteriana.

31

Ramacciato, J.C. Atividade antimicrobiana de solugbes a base de alho (Allium sativum), 6leo de melaleuca (Melaleuca
alternifolia) e clorexidina sobre microrganismos totais e estreptococos do grupo mutans. Estudo in vivo.



PROPOSICAO

6. PROPOSICAO

Os objetivos deste trabalho foram:

1. Observar o efeito de uma solucao aquosa de alho a 2,5%, de dleo de
melaleuca a 0,2% e de clorexidina 0,12%, na forma de bochechos, sobre a
microbiota oral total e de estreptococos do grupo mutans, em voluntarios

sadios;

2. Observar o nivel de efeitos colaterais ou indesejaveis devido ao uso das

solugoes.
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7. MATERIAL E METODO

7.1. MATERIAL

7.1.1. MEIOS DE CULTURA

Para a determinacao da contagem de microrganismos totais foram
utilizadas placas de Petri (5 x 2 cm), contendo 5 mL de agar base’ com sangue de
carneiro desfibrinado e estéril a 5%. Para a contagem parcial de estreptococos do
grupo mutans foram utilizadas placas de igual tamanho e mesma quantidade de
MSB! (&gar Mitis Salivarius com bacitracina? 200 U/L, 15% de sacarose® e telurito
de potdssio® a 1%), que é o meio seletivo para estreptococos do grupo mutans

(GOLD et al., 1973).

Para cada diluicdo, obtida através das amostras coletadas, foram feitas
duplicatas, isto ¢, cada diluicdo foi semeada em duas placas de agar sangue e em

duas placas contendo MSB.

! Difco Co.
% Sigma Co
3 Merck do Brasil
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7.2. METODO

7.2.1. SELECAO DOS VOLUNTARIOS

Conforme definido na Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de
Saude, esta pesquisa foi submetida ao Comité de ética da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba — Unicamp (CEP-FOP-UNICAMP) e s foi realizada apds

aprovagao pelo mesmo (nimero do protocolo 35/99 — Anexo 01).

Cada voluntario recebeu um termo de consentimento (Anexo 02) onde
constavam todos os detalhes do projeto de pesquisa. Somente apds a anuéncia do
voluntario, através da assinatura do termo, sem qualquer espécie de coacao e com
o esclarecimento de possiveis duvidas, este foi considerado como participante da

pesquisa.

Foram utilizados 30 (trinta) individuos selecionados através de

anamnese e exame clinico com as seguintes caracteristicas:

1. Estudantes universitarios de graduacao e pdés-graduacao, sendo 14 Homens e

16 mulheres com idade entre 18 e 35 anos;

2. Saudaveis, isto €, sem apresentar patologias sistémicas, que poderiam impedir

a utilizacdo das substancias em estudo;
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3. Nao poderiam ter feito uso de nenhum enxagiatorio bucal ou substancia

antimicrobiana, ha pelo menos duas semanas antes do inicio do estudo;

4. Sem auséncia de qualquer elemento dentario (a excecao dos terceiros

molares) ou presenca de proteses;

5. Sem historico de alergia ou outros problemas decorrentes do uso de qualquer

um dos componentes de quaisquer das solucoes que seriam utilizadas.

O tipo de dentifricio utilizado pelos individuos foi padronizado durante o
periodo de uso das solucdes controle e teste, sendo utilizado o creme dental Tandy

com fluoreto de sddio (NaF) a 1100 ppm.
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7.2.2. SISTEMATIZACAO DA PESQUISA

A Figura 1 representa a distribuicdo do periodo de tempo do estudo com

relacao aos procedimentos realizados.

DIAS PROCEDIMENTOS COLHEITA SEMANA

! INICIO DA FASE EXPERIMENTAL — VALORES BASAIS

2

3

4 1 12

5

6

7

L
VALOR BASAL OU INICIAL
s

1 INICIO DO USO DA SOLUCAO CONTROLE PELOS 30 OLUNTARIOS
2
3
4 1 22
5
6
7 2
8 FIM DO USO DA SOLUCAO CONTROLE PELOS 30 VOLUNTARIOS

VALORES DE REDUC/I' O CONTROLE
1 CLOREXIDINA ALHO MELALEUCA
2
3
4 1
5 32
6
7 2
8 FIM DO USO DOS TRATAMENTOS PELOS 30 VOLUNTARIOS

JL

1
2
3 4eb5?
4
5 unica

Figura 1 - Distribuicdo do periodo de tempo do estudo com relacdo aos

procedimentos realizados.
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7.2.3. PRIMEIRA SEMANA - VALORES BASAIS

Na primeira semana de estudo, os voluntarios ndo foram submetidos a
padronizacdo de dentifricio ou a qualquer tratamento com solugdes para bochecho,
as colheitas foram realizadas nas condicdes habituais, a fim de verificar a

microbiota normal de cada voluntario.

Nesta semana, todos os voluntarios compareceram duas vezes, com
espacamento de dois dias, no periodo da manha (até as 9:00h), a area de
Farmacologia, Anestesiologia e Terapéutica da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba para a colheita de amostras de saliva e quantificacao de microrganismos
totais e mutans. A média individual dos resultados obtidos com as duas medidas
foi considerada como valor basal do niUmero de microrganismos totais e de mutans
de cada voluntario e serviu como referéncia (linha base) para comparacao com as

demais condigOes do estudo.

7.2.4. SEGUNDA SEMANA - SOLUCAO CONTROLE

Na semana seguinte a que foram verificados os valores basais, o
dentifricio utilizado foi padronizado para todas as escovacgdes do dia e todos os 30
individuos selecionados receberam uma solucdo controle* contendo o veiculo

utilizado nas soluces em teste (agua destilada, esterilizada adicionada de esséncia
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de hortela a 5% e sorbitol a 2%). Cada um dos 30 voluntarios recebeu um frasco
plastico contendo 300 mL da solucdo controle com as instrucdes, por escrito, de

como utiliza-la (Anexo 03).

Diariamente, durante 7 dias consecutivos, uma hora apds a Ultima
higienizacdo bucal do dia, os voluntarios bochechavam 10 mL da solucdao por 1
minuto. Apds o bochecho, os voluntarios eram orientados a nao beber liquidos ou

alimentarem-se durante pelo menos 2 horas.

Nesta semana, trés e seis dias apds o inicio da utilizacdo da solucdo
controle e sem que o individuo interrompesse o uso desta, foram colhidas
amostras de saliva e quantificados os microrganismos totais e mutans. Os
resultados obtidos com este procedimento foram considerados como o valor do

numero de microrganismos totais e de mutans.

Decorrida a semana de uso da solucdo controle, os voluntarios foram
divididos aleatoriamente em grupos de 10 e cada grupo foi submetido a um dos

trés tratamentos com as solucdes teste, clorexidina, 6leo de melaleuca e alho.

* Fornecido pela farmacia de manipulagdo da rede Drogal®

38

Ramacciato, J.C. Atividade antimicrobiana de solugbes a base de alho (Allium sativum), 6leo de melaleuca (Melaleuca
alternifolia) e clorexidina sobre microrganismos totais e estreptococos do grupo mutans. Estudo in vivo.




MATERIAL E METODO

7.2.5. TERCEIRA SEMANA — SOLUCOES TESTE
SOLUCAO DE ALHO A 2,5%

A variedade de alho (Allium sativum) branca® (grupo branco, subgrupo
nobre, classe quatro, tipo especial, de procedéncia brasileira) foi obtida no

mercado local.

Para a confeccao do extrato de alho, a casca seca ao redor dos bulbos
era totalmente removida e somente aqueles que se apresentassem intactos, sem

qualquer sinal de infeccao por fungos ou qualquer outra anomalia, eram utilizados.

Uma vez selecionados, 100 g de bulbos eram triturados em um
liquidificador durante 10 min, com adicao de 100 mL de agua destilada. O produto
resultante passava por uma dupla filtragem a véacuo® com filtro de papel, sendo
posteriormente esterilizado através da passagem por um novo filtro de membrana’

de 0,2 um de diametro de poro (ELNIMA et al., 1983).

O extrato resultante apresentou uma concentracao de 25% cuja
composicao foi analisada através de cromatografia gasosa (aparelho HP5890, com
temperatura de 280°C, gas hélio, fluxo 1mL/min, coluna HP5 e biblioteca de
compostos NIST98) no Centro de Pesquisa Quimica, Bioldgica e Agricola da

UNICAMP (CPQBA-UNICAMP). O extrato era fornecido para a farmacia de

5 Nossoalho, KALIR & Orneles Ltda.
% Bomba de vacuo Marconi com sistema de filtragem de membrana marca Sartorius
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manipulacdo®, sendo entdo diluido no veiculo (solucdo controle) até atingir uma

concentragao de 2,5%.

Cada um dos 10 voluntarios recebeu um frasco plastico contendo
300mL desta solugao, juntamente com as instrucdes por escrito de como utiliza-la
(Anexo 03). Diariamente, durante sete dias consecutivos, uma hora apos a Ultima
higienizacao do dia, os voluntarios bochechavam 10 mL da solucdo por 1 minuto.
Apds o bochecho, os voluntarios foram orientados a nao beber liquidos ou

alimentarem-se durante pelo menos 2 horas.

Nesta semana, trés e seis dias apos o inicio da utilizacdo das solugbes
em teste e sem que o individuo interrompesse o uso delas, foram colhidas

amostras de saliva e quantificados os microrganismos totais e mutans.

SOLUCAO DE OLEO DE MELALEUCA A 0,2 %

O extrato utilizado para este estudo era importado da Australia, sendo
obtido por uma farmacia de manipulacdo® cuja composicdo foi analisada através de
cromatografia gasosa (aparelho Kovatz 1M., com temperatura de 240°C, gas hélio,

fluxo 1mL/min, coluna DB1 e biblioteca de compostos NIST98) no Centro de

7 Minisart, Sartorius )
¥ Farmacia de manipulagio da rede Drogal®
? Galena farmacia de Manipulagdo Ltda.
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Pesquisa Quimica, Bioldgica e Agricola da UNICAMP (CPQBA-UNICAMP), para o

controle de qualidade do éleo.

Uma vez comprovada a qualidade do extrato (WILLIANS et al.,1990),
este foi enviado para a farméacia de manipulacdo'® que, a exemplo das outras
solucOes, fazia a diluicdo do o6leo usando o veiculo (solucao controle), com a

adicdo de Tween 80 a 0,5%, até atingir uma concentracao de 0,2%.

Cada um dos 10 voluntarios recebeu um frasco plastico contendo
300mL desta solucao com as instrucdes por escrito de como utiliza-la (Anexo 03).
Diariamente, durante sete dias consecutivos, uma hora apos a ultima higienizacao
do dia, os voluntarios bochechavam 10 mL da solugdo por 1min. Apds o bochecho,
os voluntarios foram orientados a nao beber liquidos ou alimentarem-se durante

pelo menos 2 horas.

Nesta semana, trés e seis dias apds o inicio da utilizacdo das solugbes
em teste e sem que o individuo interrompesse o uso delas, foram colhidas

amostras de saliva e quantificados os microrganismos totais e mutans.

SOLUCAO DE CLOREXIDINA A 0,12 %

A solucdo teste de clorexidina®® foi feita a partir de 120 mg de gluconato

' Fornecida pela farmacia de manipulagdo Drogal®
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de clorexidina diluida em 100 mL de agua destilada, deionizada e esterilizada,
adicionando-se sorbitol a 2% e esséncia de horteld a 5 %, concentracao final de

0,12%.

Cada um dos 10 voluntarios recebeu um frasco plastico contendo 300mL
desta solucdo com as instrucbes por escrito de como utiliza-la (Anexo 03).
Diariamente, durante sete dias consecutivos, uma hora apos a Ultima higienizacao
do dia, os voluntarios bochechavam 10 mL da solugao por 1min. Apds o bochecho,
os voluntarios foram orientados a nao beber liquidos ou alimentarem-se durante

pelo menos 2 horas.

Nesta semana, trés e seis dias apds o inicio da utilizacdo das solugbes
em teste e sem que o individuo interrompesse o uso delas, foram colhidas
amostras de saliva e enumeradas as quantidades de microrganismos totais e

mutans.

7.2.6. QUARTA e QUINTA SEMANAS — POS-TRATAMENTO

Decorrida a semana de uso da solugao teste de cada grupo, o uso delas
e do dentifricio padronizado foi suspenso, sendo cada voluntario orientado a voltar
aos seus habitos normais prévios ao experimento. Uma vez por semana, nas duas

semanas seguintes (quarta e quinta semanas do estudo) a interrupcdo dos
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tratamentos, foram colhidas novas amostras de saliva, sendo quantificados os

microrganismos totais e mutans de cada individuo.

Os resultados obtidos com este procedimento foram comparados com o
nimero de microrganismos totais e de mutans do valor de referéncia obtido na

primeira semana para verificar se o voluntario havia voltado a sua condicao inicial.

7.2.7. QUANTIFICACAO DOS MICRORGANISMOS

Nos dias marcados para a colheita das amostras de saliva, o0s
voluntarios recebiam 2g de parafina solida para mastigar durante 2 min,
estimulando a formacao salivar (DASANAYAKE et al.,, 1995). Todos eram
orientados a desprezar a saliva assim obtida e, em seguida, aproximadamente 1
mL de saliva de cada voluntario era colhida em um tubo de ensaio de 130x10 mm,
com tampa de rosca, autoclavado. Uma ponteira descartavel de 1mL foi adaptada
a cada tubo, de forma a facilitar a colheita. Os tubos com as amostras eram
submetidos a dispers3o num sonicador'! com amplitude a 5% e 6 pulsos com ciclo
total de 59s (9,9s de pulso e 5s de intervalo). As amostras eram diluidas 100 e
1000 vezes, com a adicdo de soro fisioldgico esterilizado em tubo tipo Eppendorf.
As amostras de saliva restantes eram identificadas com um cédigo e armazenadas

em geladeira.
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As amostras diluidas eram pipetadas e espalhadas com auxilio de alca
de Drigalski esterilizada (aliquotas de 5 pL), nas em duas placas de Petri contendo

os meios (MSB e agar sangue).

Apos estes procedimentos, todas as placas eram depositadas em

estufa'? com 10% de press3o de CO, e a 37°C de temperatura, por 48 horas.

As placas de MSB eram quantificadas enquanto as placas de agar
sangue permaneciam por mais 24 horas na estufa de cultura®® para sé ap6s este

periodo serem quantificadas.

A Figura 2 representa o esquema da metodologia de colheita.

Colheita:
E;ﬂ%:jwmspersﬁogfi pppsgooz i

p/ diluigoes

a7 9 & %g & U,.!,

24h Distribuicdo em

oo ee =
L% ¢

= Contagem

‘L

Figura 2. Esquema da metodologia de colheita.

"' Vibra Cell 400w, Sonics & Materials Inc
21G 150, Jovan
13002 CB, Fanem Ltda.
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7.2.8. MEDICAO DE POSSIVEIS EFEITOS COLATERAIS

Nos dias de colheita das amostras de saliva, cada voluntario recebia um
formulario (Anexo 04), indagando sobre o gosto e odor das solucdes além de
possiveis alteracdes no paladar, halito ou qualquer outro efeito desagradavel,
ocasionado pelo uso das solugdes controle ou teste. Neste formulario, cada
sensacao descrita poderia ser quantificada aleatoriamente numa escala analdgica

na qual a medida (X), era enquadrada na seguinte definicao:
0 — Nenhuma alteragao/sensacao;

0 < X £2,5-Sensacao leve;

2,5 < X £ 5,5 - Sensacao moderada;

5,5 < X £ 8,5 — Sensacao grave e

8,5 < X £ 10 — Sensacao severa.

Apds o término do experimento, cada sujeito era submetido, segundo a
sua vontade, a uma profilaxia profissional, com auxilio de taca de borracha e pedra

pomes, procedimento que seria executado pelos pesquisadores.
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7.2.9. FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

Trés médias de percentagens individuais de reducdo de microrganismos,

foram consideradas:
1. Aquelas do grupo controle considerando o valor inicial como sendo 100%;

2. Aquelas dos grupos de tratamento durante a semana do seu uso,

considerando o seu valor controle como sendo 100% e;

3. Aquelas dos grupos de tratamento apds 1 e 2 semanas do término do seu

uso, considerando o valor durante a fase de tratamento como sendo 100%.

As médias do numero ufc/pL, observadas apds a utilizacao das solucoes
nas diversas fases do estudo (basal, médias provenientes do controle, médias
provenientes da utilizagdo das solugdes-teste e primeira/segunda semanas apds o
término) e os dados referentes aos questionarios sobre efeitos indesejaveis (em
nivel ordinal) foram analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis, com nivel de

significancia de 5%

' Software Bioestat for Windows, versio 1.0
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8. RESULTADOS

A Figura 3 e Tabela 1 mostram, respectivamente, o cromatograma e a
constituicao (através da comparacao com a biblioteca de compostos do aparelho)

do dleo de melaleuca utilizado neste estudo.

Figura 3. Cromatograma do éleo de melaleuca utilizado.

Tabela 1

Relacao dos elementos constituintes do 6leo.

substancia area do pico % da drea % provavel
1 alfa thuieno 7712714 0,55 0.5
2 alfa pineno 20002350 1,42 1
3 alfa terpineno 83249552 5,92 5
4 1 metil 4 - 1 metil etil benzeno 64121071 4,56 4
5 1,8 cineol 48775574 3,47 3
6 gama terpineno 224383620 15,95 16
7 alfa terpinoleno 31717949 2,25 2
8 terpinen-4-ol 717128700 50,97 50
9 alfa terpineol 50359663 3,58 3
10 alfa gujuneno 4870053 0,34 <0,2
11 trans caryofileno 7092865 0,5 0,5
12 + aromadendreno 22574822 1,6 1
12 dalts ~adinana 29700407 D _7C o~
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A Figura 4 e Tabela 2 mostram, respectivamente, o cromatograma e a
constituicao (através da comparacao com a biblioteca de compostos do aparelho)

do extrato aquoso de alho utilizado neste estudo.

TIC: ALHO-BRC.D

- “H‘,ELL e

f Tty T T T | DA T T
Time > 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00

Figura 4. Cromatograma do extrato aquoso de alho.

Tabela 2

Relacao dos elementos constituintes do extrato.

n.o pico substancia Tempo de % provavel
1 D-limoneno 10,936 3.83
2 Dialil-disulfito 12,814 27,23
3 Alil-dihidropropanoato 13,579 2,67
4 Tetradecano 24,245 12,49
5 Dibutil-ftalato 40,924 5,73
6 Bis (2-etilhexil) ftalato 54,111 6,78

O Grafico 1 representa as médias de redugao de estreptococos do grupo

mutans (Anexo 08) dos grupos onde foram utilizadas as solugdes controle,
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clorexidina, alho e 6leo de melaleuca, dentro de um mesmo periodo de estudo

(segunda, terceira e quarta/quinta semanas).

100

o 80

g

g‘ 60

2 40 a

(- 4

$ 20 - b

07 . uarta/quinta
segunda semana | terceira semana 9 cemanas

H clorexidina 33.58 51.59 0.07
H melaleuca 36.67 47.28 25.27
O aho 23.76 51.45 33.55

Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente diferentes (p<0,05) considerando uma
mesma semana de estudo.

Grafico 1. Médias de reducdao (+ epm) de estreptococos do grupo

mutans.

Os Graficos 2, 3 e 4 representam, respectivamente, as médias de ufc
de S. mutans sp./mL de (os valores podem ser encontrados no Anexo 05),
observadas pela utilizacao das solucdes nas diversas fases do estudo (inicial,
primeira e segunda medidas durante a utilizacao do controle, primeira e segunda
medidas durante a utilizacdao das solucdes, primeira e segunda semanas apds o

término).
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Letras diferentes indicam diferencgas estatisticamente diferentes (p<0,05).

Grafico 2. Médias (xepm) de ufc de S. mutans sp./mL do

grupo da clorexidina.
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Letras diferentes indicam diferencgas estatisticamente diferentes (p<0,05).

Grafico 3. Médias (xepm) de ufc de S. mutans sp./mL do grupo da

solucao de alho.
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Letras diferentes indicam diferencgas estatisticamente diferentes (p<0,05).

Grafico 4. Médias (xepm) de ufc de S. mutans sp./mL do dleo de

melaleuca a 0,2%.

O Grafico 5 representa as médias de reducao de microrganismos totais
(Anexo 08) os grupos onde foram utilizadas as solugdes controle, clorexidina, alho
e 6leo de melaleuca, dentro de um mesmo periodo de estudo (segunda, terceira e

quarta/quinta semanas).
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100
v 80
g
O
> 60
[a]
1T
¢ 40
o
N
o
20 -
0 - ,
. quarta/quinta
segunda semana terceira semana
semanas
@ clorexidina 32.55 30.37 16.25
m melaleuca 27.31 39.77 55.83
O alho 23.15 25.43 58.12

Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente diferentes (p<0,05) considerando uma

mesma semana de estudo.

Os Graficos 6, 7 e 8

numero de unidades formadoras de colonia (ufc/mL) de microrganismos totais (os
valores podem ser encontrados no Anexo 06), observadas pela utilizacao das
solugdes nas diversas fases do estudo (basal, primeira e segunda medidas durante

a utilizacao do controle, primeira e segunda medidas durante a utilizacao das

soluces, primeira e segunda semanas apds o término).
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Grafico 6. Médias (xepm) de ufc de microrganismos totais/mL no

grupo da clorexidina.
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grupo de alho.

Grafico 7. Médias (xepm) de ufc de microrganismos totais/mL no
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Letras diferentes indicam diferencgas estatisticamente diferentes (p<0,05).

Grafico 8. Médias (+epm) de ufc de microrganismos totais/mL

no grupo da melaleuca.

Os Graficos 9 a 14 representam, respectivamente, as percentagens dos
efeitos colaterais observados pela utilizacdao das solucdes controle (Grafico 9),

clorexidina, 6leo de melaleuca e extrato de alho.
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Barras com positivas representam efeitos considerados benéficos e negativas representam efeitos
maléficos.

Graficos 9 a 14. Percentagens dos efeitos colaterais observados.
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Os resultados referentes ao grupo controle, alteracao de cor nos dentes
(p=0,68) e efeitos sistémicos (p=0,49) ndo apresentaram diferencas

estatisticamente significantes entre os trés tratamentos (p>0,05).

Os resultados relacionados a ardéncia/queimacdo, halito resultante e
gosto das solugdes, apresentaram diferencas estatisticamente significantes. O alho
apresentou maior queimacao do que a clorexidina (p=0,0032) e melaleuca
(p=0,049), o halito dos voluntarios do grupo do alho foi pior em relacdo a
clorexidina (p=0,049) e melaleuca (p=0,0066) e o gosto da solucao de alho foi
considerado mais desagradavel que aquele da clorexidina (p=0,0066) e melaleuca
(p=0,0016). A anadlise mostrou que nao houve diferencas estatisticamente
significantes entre as solucdbes de clorexidina e melaleuca (p>0,05) quanto a

nenhum parametro.
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9. DISCUSSAO

A quantificagdo dos estreptococos do grupo mutans na saliva, no
presente trabalho, foi escolhida como método de avaliagdo da eficacia dos
tratamentos devido a sua associacdo com a carie dentaria e o biofilme bacteriano
(GIBBONS & van HOUTE, 1975; LOESCHE et al., 1975; DASANAYAKE et al., 1995;
BOWDEN, 1996). A redugdo do nimero destas bactérias tem sido relacionada com
o controle e prevencao de doencas orais (ZICKERT et al., 1982; ZICKERT et al.,
1983; GISSELSSON et al., 1988; LINDQUIST et al., 1989; ISOKANGAS et al., 1991;

BOWDEN, 1996).

Todos os voluntarios apresentaram-se, em graus variados (média de
0,25 x 10% ufc/mL no inicio do estudo), colonizados por S. mutans spp., fato
constatado pelos resultados do cultivo da saliva em MSB, conforme preconizado

por GOLD (1973).

A saliva foi escolhida como nicho representativo da contaminagao oral
pois, a contagem de seus microrganismos € apontada como o principal método
utilizado para a quantificacdo de S. mutans spp. (DASANAYAKE et al., 1995),
existindo uma relagdo direta entre seu nimero e o ndmero de sitios intra-orais
colonizados (TOGELIUS et al., 1984; DASANAYAKE et al., 1995). Assim a reducao
do numero de microrganismos proporcionada por cada tratamento, verificada
neste estudo, poderia indicar uma condicao de reducao do biofilme bacteriano ou
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da doenca cérie, embora estes pardmetros ndo tenham sido medidos (LODAL et

al., 1961; SUOMI et al., 1971; AXELSSON et al., 1991).

O dentifricio utilizado neste estudo continha fluoreto de sédio 1100 ppm
(Tandy®), pois, nesta forma, o flior é compativel com a clorexidina e ambos
podem ser utilizados ao mesmo tempo, sem prejuizo de atividade conforme
relatado por CURY et al. (1994). Ao contrario, o monofluorfosfato de sddio (MFP),
outra forma comumente utilizada em dentifricios, interage com a clorexidina
formando sais de baixa solubilidade e diminuindo assim a agao de ambos

(BARKVOLL et al., 1988), sendo portanto preterido neste estudo.

Um outro componente, encontrado em todos os dentifricios, tido como
incompativel com a clorexidina é o detergente lauril sulfato de sodio (LSS)
(KIRKEGAARD et al.,, 1974; ROLLA et al.,, 1970; R@LLA & MELSEN, 1975;
BONESVOLL, 1977; BARKVOLL et al.,, 1988). Devido a esta incompatibilidade,
BARKVOLL et al. (1989) recomendam um intervalo entre a escovacao com estes
dentifricios e bochechos com clorexidina, superior a 30 minutos ou,
preferencialmente, proximo de 2 horas apds a escovacao, razao pela qual os
voluntarios desta pesquisa foram instruidos a fazer o bochecho com as solugoes

uma hora apds a ultima escovacao.

Para que tenha eficacia minima como anti-séptico, o 6leo de melaleuca

deve apresentar uma percentagem de cineol (agente irritante) abaixo de 15% e de
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terpinen-4-ol (agente antimicrobiano) acima de 30% (AUSTRALIAN STANDARD AS
2782-85). Os valores comprovados pele cromatografia gasosa, indicam que o éleo

utilizado neste estudo era de qualidade superior (WILLIANS et al., 1990).

A concentragao de 0,2% escolhida para a solugao do dleo de melaleuca
¢ apoiada pelo fato de que a CIM contra os patdgenos mais comuns situa-se entre
0,5 a 1% (ALTMAN, 1989), sendo que RAMACCIATO et al. (1999) observaram
CIM<0,0125% e CBMjqo de 0,2% para S. mutans spp. e CIM<0,05% e CBM;q de

0,4% para S. oralis spp., in vitro.

Como agente emulsificante para solucdes aquosas do 6leo de melaleuca
foi utilizado o Tween 80, tradicionalmente utilizado pela indistria de cosméticos,
pois nao interfere com qualquer propriedade antimicrobiana do 6leo (WILLIANS et

al., 1990; CARSON et al., 1995b).

As capacidades de inibicao de crescimento e lise bacteriana do extrato
de alho devem-se & presenca da alicina e tiosulfonatos (GONZALES-FANDOS et al.,
1994). A analise cromatografica, embora ndo tenha permitido a identificacao de
todos os componentes do extrato utilizado, mostrou a presenca de sulfatos e

ftalatos.

A concentracao do extrato de alho de 2,5%, empregada neste estudo,
mostrou em estudos preliminares, ser suficiente para inibicdo de microrganismos

orais, nao justificando portanto uma concentragao mais alta como descrito por
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ELNIMA et al. (1983), pois efeitos colaterais como mau halito e gosto desagradavel
da solucao poderiam ser agravados. Estes Ultimos autores verificaram uma
reducdo do numero de bactérias com o uso de enxagiiatorios a base de alho a

10%.

A média de reducao de S. mutans spp. observada neste estudo com
relacdo a clorexidina é similar aquela verificada por NETUSCHIL et al. (1989),
embora as condicdes metodoldgicas tenham sido diferentes. Mais importante que a
reducdo em si, é o fato de que a clorexidina nao conseguiu manter baixos niveis
destes microrganismos, 2 semanas ap0ds o término do uso da solucdo, o que vai ao
encontro dos achados destes autores, que observaram auséncia de efeito apds 6 e

8 horas do uso da solucao.

Dentre as varias posologias possiveis para o uso da clorexidina, aquela
que usa a concentracao de 0,12%, com bochechos Unicos e diarios ja mostrou ser
eficaz (CLARK & GUEST, 1994). Os achados do presente estudo sao concordantes
aos destes autores que mostraram reducdo de mais de 10 vezes o numero inicial

de S. mutans spp.

Uma vez que a clorexidina a 0,12% apresentou, no presente trabalho,
uma eficacia comparavel aquela verificada na literatura, seria possivel inferir que

as solucdes de 6leo de melaleuca a 0,2% e extrato de alho a 2,5% seriam tdo
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eficazes quanto a mesma, pois as percentagens de reducdo nao apresentaram

diferencas estatisticamente significantes (p<0,05).

A agdo antimicrobiana destes dois agentes fitoterapicos (o alho e o dleo
de melaleuca) verificada neste trabalho, ja foi citada em estudos prévios.
JANDOUREK et al. (1998) mostraram, em um estudo clinico, a eficacia do dleo de
melaleuca sobre fungos orais, assim como a CIM para estreptococos mutans e

varias bactérias anaerdbias orais foi estabelecida (WALSH & LONGSTAFF, 1987).

O presente trabalho comprova os achados /n vitro de RAMACCIATO et
al. (1999) que observaram valores de concentracdo inibitéria minima menores que
0,0125% e bactericida igual a 0,2% para cepas de S. mutans sp. e valores de
concentragao inibitéria minima menores que 0,05% e bactericida igual a 0,4%
para cepas de estreptococos do grupo oralis. Este mesmo trabalho mostrou
inibicdo total de aderéncia em superficie de vidro para os microrganismos orais
com uma concentracdo de 0,2% do odleo. Os presentes achados clinicos

corroboram estes dados e confirmam a eficacia do oleo.

Da mesma forma, a atividade antimicrobiana do alho foi demonstrada
sobre Candida albicans, um fungo oral oportunista (ADETUMBI et al., 1986) e
também sobre bactérias orais /in vivo e in vitro (ELNIMA et al., 1983). Estes dados
vao ao encontro dos achados do presente trabalho, quando o alho provou sua

atividade sobre S. mutans sp e microrganismos totais.
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Os efeitos colaterais da clorexidina tais como, manchas provocadas nos
dentes (GREENSTEIN et al., 1986; JENKINS et al., 1993; LEARD & ADDY, 1997),
gosto desagradavel e alteracdes de paladar ou até mesmo a inflamacao gengival
(BOWDEN, 1996), nao foram verificados. A razao provavel seria a posologia
empregada, isto é, bochechos Unicos diarios, por um curto espaco de tempo (1

semana).

Embora haja relatos de intoxicacdo com o 6leo da melaleuca (JACOBS &
HORNFELDT, 1994) o presente trabalho mostrou que, na concentracao
empregada, 0 mesmo mostrou ser seguro, uma vez que nao houve relatos de

complicagdes sistémicas sérias.

Como esperado, as maiores implicacdes quanto aos efeitos colaterais
recairam sobre a solucdo de extrato aquoso de alho que provocou sensacao

significativa de mau halito nos individuos e com gosto desagradavel.

Assim, o dleo de melaleuca e, com as devidas correcOes nos efeitos
adversos que proporciona, também o extrato de alho, poderiam ser incorporados
em solucbes para bochecho e dentifricios, como suplementos a higienizagao
tradicional, atuando como agentes antimicrobianos tao eficazes quanto a

clorexidina (LINDHE et al., 1984; RAMBERG et al., 1992; OWENS, 1997).
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10. CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtido podemos concluir que:

1. A solugdo aquosa de alho a 2,5% e de 6leo de melaleuca a 0,2%, quando
usadas na forma de bochechos, exibiram eficacia similar a solucao de
clorexidina a 0,12% na reducao da microbiota oral total e de estreptococos
do grupo mutans, em voluntarios sadios, podendo ser indicadas como

alternativas clinicas;

2. As solugbes de alho a 2,5% e de 6leo de melaleuca a 0,2% apresentaram
efeito residual nas duas semanas pds-tratamento, apresentando efeito de

reducao enquanto que a clorexidina nao conseguiu exercer este efeito.

3. A solugdo aquosa de alho a 2,5% apresentou o maior nivel de efeitos
colaterais ou indesejaveis, sendo que as solucdes de 6leo de melaleuca a
0,2% e de clorexidina 0,12% nao apresentaram efeitos colaterais ou

indesejaveis.
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12.2. — ANEXO 02

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

As informacOes contidas neste termo foram fornecidas pelo Prof. Dr.
Francisco Carlos Groppo e pela aluna de mestrado C.D. Juliana Cama Ramacciato,
com o objetivo de firmar o consentimento livre e esclarecido, através do qual vocg,
sujeito da pesquisa, autoriza sua participagao, com pleno conhecimento da
natureza dos procedimentos e riscos a que se submetera, com a capacidade de
livre-arbitrio e livre de qualquer coacao.

I. Titulo do Trabalho Experimental

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE SOLUCOES A BASE DE ALHO (Allium
sativum), OLEO DE MELALEUCA (Melaleuca alternifolia) E CLOREXIDINA,
SOBRE MICRORGANISMOS TOTAIS E ESTREPTOCOCOS DO GRUPO
MUTANS. ESTUDO IN VIVO.

II. Justificativa

Apesar da proximidade de um novo século e dos avangos cientificos, a
humanidade ainda convive com doencas tao antigas quanto sua propria existéncia:
a carie e a doenca periodontal.

Muito tempo, trabalho e dinheiro tém sido consumidos na tentativa de
melhorar estes problemas. Novas pastas dentais, técnicas e diversos tipos de
produtos vém sendo colocadas no mercado para um numero cada vez maior de
consumidores. Grande parte destes produtos podem trazer junto de seus
beneficios, diversos problemas, tais como o manchamento dentario e o gosto
metalico ocasionado pela clorexidina.

O objetivo deste trabalho é testar uma substancia natural, o alho (Allium
sativum), em seres humanos, bem como de uma solugdo a base de clorexidina a
0,12% (ja existente no comércio e usada com freqiiéncia), sobre a contagem de
bactérias na saliva.

III. Objetivo

O presente estudo visa verificar a atividade antimicrobiana de trés solucoes,
a base de alho, dleo de melaleuca e clorexidina, todas adicionadas de edulcorantes
comumente usados em medicamentos.
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IV. Procedimentos do Experimento

SELECAO DOS VOLUNTARIOS

Conforme definido na Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude,
esta pesquisa sera submetida a comissa@o de ética da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba — Unicamp e so sera realizada caso seja aprovada pela mesma.

Cada voluntario recebera um termo de consentimento onde constarao todos
os detalhes do projeto. Somente apds a anuéncia do voluntario, através da
assinatura do termo, sem qualquer espécie de coagao e com o esclarecimento de
possiveis duvidas, este sera considerado participante da pesquisa.

Serdo utilizados neste experimento 30 (trinta) individuos com as seguintes
caracteristicas:

1. Estudantes universitarios de graduacao e pos-graduacao;

2. Idade entre 18 e 35 anos;

3. Saudaveis, isto é, sem apresentar patologias sistémicas, que impecam a
utilizagdo das substancias em estudo;

4. Nao tenham feito uso de nenhum enxagliatério bucal ou substancia
antimicrobiana, pelo menos ha duas semanas antes do inicio do estudo;

5. Sem auséncia de qualquer elemento dentario (a excegdo dos terceiros molares)
ou presenca de proteses;

6. Historia de alergia ou outros problemas decorrentes do uso de qualquer um dos
componentes de quaisquer das solugdes a serem empregadas.

Estes voluntarios serdo selecionados através de anamnese e exame clinico.

O tipo de dentifricio utilizado pelos individuos sera padronizado durante todo
o periodo de estudo, sendo utilizado o creme dental Tandy (Kolynos do Brasil) que
contém fluoretode sddio (NaF) na sua composicao.

SOLUCAO CONTROLE

Todos os 30 individuos selecionados receberdo, na segunda semana, uma
solucdo controle contendo o veiculo utilizado nas solucdes em teste (agua
destilada, esterilizada adicionada de esséncia de hortela a 5% e sorbitol a 2%).
Cada um dos 30 voluntarios, recebera um frasco plastico contendo 300mL desta
solucdo e devera utilizar 10 mL em cada bochecho diario durante 1 minuto, 1 hora
apos a ultima escovacao do dia, durante 7 dias consecutivos. Apds o bochecho, os
voluntarios nao poderdo beber liquidos ou alimentarem-se durante pelo menos 2
horas.

Nesta semana, dois e quatro dias apds o inicio da utilizagdo da solucdao
controle e sem que o individuo interrompa o uso desta, serdo enumeradas a
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quantidade de microrganismos totais e mutans. A média individual dos resultados
obtidos com este procedimento sera considerada como valor do numero de
microrganismos totais e de mutans.

Decorrido esta semana, os voluntarios serao divididos aleatoriamente em
grupos de 10 e cada grupo sera submetido a um dos trés tratamentos.

TRATAMENTO COM O ALHO A 2,5 %

Serao obtidos no mercado local a variedade de alho (Allium sativum)
branca, sendo as informagdes quanto ao tipo, a classificacdao, a regidao de
procedéncia e a época provavel da colheita fornecidas pela empresa distribuidora.
A casca seca ao redor dos bulbos sera removida e aqueles que se apresentarem
intactos, sem qualquer sinal de infeccao por fungos ou qualquer outra anomalia,
serao utilizados.

Uma vez selecionados, 100 g de bulbos serao triturados em um
liguidificador, por 10 min, com adicdo de 100 mL de agua destilada. O produto
resultante sera duplamente filtrado em um sistema de filtragem a vacuo e
esterilizado através da passagem por um filtro de membrana de 0,22 pm de
diametro de poro.

Este extrato resultante sera considerado como sendo de concentracao 25%
e devera ser diluido em agua deionizada e esterilizada (adicionada de esséncia de
hortela a 5% e sorbitol a 2%) até atingir uma concentragao de 2,5%. Cada um
dos 10 voluntarios, recebera um frasco contendo plasticos 300 mL desta solugdo e
devera utilizar 10 mL em cada bochecho diario durante 1 minuto, durante 7 dias
consecutivos. Apds o bochecho, os voluntarios ndao poderdao beber liquidos ou
alimentarem-se durante pelo menos 2 horas.

Nesta semana, dois e quatro dias ap0s o inicio da utilizacdo do tratamento e
sem que o individuo interrompa-o, serdao enumeradas a quantidade de
microrganismos totais e mutans. A média individual dos resultados obtidos com
este procedimento sera considerada como o nimero de microrganismos totais e de
mutans ocasionada pelo tratamento e sera comparada ao valor de referéncia
obtido na semana anterior.

TRATAMENTO COM O OLEO DE MELALEUCA A 0,2 %

Serd utilizado um extrato proveniente de uma farmacia de manipulagao
(Galena farmacia de manipulacdo Ltda) cuja composicdo sera analisada através de
cromatografia gasosa (aparelho Kovatz 1. M., com temperatura de 240°C, gas
hélio, fluxo 1mL/min e coluna DB1), devendo enquadrar-se no padrdo tido como
qualidade superior, ou seja, conter entre 2 e 5% ou menos de cineol e entre 40 a
47% ou mais de terpinen-4-ol (WILLIANS et al., 1990).

Uma vez verificada a qualidade do extrato, este sera diluido a uma
concentragdo de 0,2% (v/v) em agua destilada, deionizada e esterilizada,
adicionando-se Tween 80 a 0,5%, sorbitol a 2% e esséncia de hortela a 5%,
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sendo 300 mL acondicionados em frascos plasticos. Cada um dos 10 voluntarios,
recebera um frasco e devera utilizar 10 mL em cada bochecho didrio durante 1
minuto, durante 7 dias consecutivos. Apds o bochecho, os voluntarios nao poderao
beber liquidos ou alimentarem-se durante pelo menos 2 horas.

Nesta semana, dois e quatro dias apds o inicio da utilizacdo deste
tratamento e sem que o individuo interrompa-o, serdo enumeradas a quantidade
de microrganismos totais e mutans. A média individual dos resultados obtidos com
este procedimento sera considerada como o nimero de microrganismos totais e de
mutans ocasionada pelo tratamento e sera comparada ao valor de referéncia
obtido na semana anterior.

TRATAMENTO COM CLOREXIDINA A 0,12 %

Utilizaremos uma solucao de 200 mg de digluconato de clorexidina diluida
em 100 mL de agua destilada, deionizada e esterilizada, adicionando-se sorbitol a
2% e esséncia de horteld a 5 %, sendo 300 mL acondicionados em frascos
plasticos. Cada um dos 10 voluntarios, recebera um frasco e devera utilizar 10 mL
em cada um dos dois bochechos diarios durante 1 minuto, durante 7 dias
consecutivos. Um bochecho devera ser realizado a noite antes de dormir, apds
escovagao e o outro pela manha ao acordar, antes da escovagao. Apds o bochecho
noturno os voluntarios ndo poderdao beber liquidos ou alimentarem-se durante pelo
menos 2 horas.

Nesta segunda semana, dois e quatro dias apds o inicio da utilizacdo deste
tratamento e sem que o individuo interrompa-o, serdo enumeradas a quantidade
de microrganismos totais e mutans. A média individual dos resultados obtidos com
este procedimento sera considerada como o nimero de microrganismos totais e de
mutans ocasionada pelo tratamento e sera comparada ao valor de referéncia
obtido na semana anterior.

RETORNO AOS VALORES BASAIS

Decorrida a semana de tratamento, dois e quatro dias apds a interrupcao
dos tratamentos serao enumeradas a quantidade de microrganismos totais e
mutans de cada individuo. A média individual dos resultados obtidos com este
procedimento serd comparada com o numero de microrganismos totais e de
mutans do valor de referéncia obtido na primeira semana. Caso a diferenca destes
valores seja maior que dez vezes, na semana seguinte, até o limite de trés
semanas, serao tomadas as medidas novamente.

QUANTIFICAGAO DOS MICRORGANISMOS

Nos dias marcados para a colheita da saliva os voluntarios receberao 2g de
parafina solida e a mastigardao por 2 min, para estimular a formacao salivar
(DASANAYAKE et al., 1995), sendo que os voluntarios serdo orientados para
desprezar a saliva assim obtida. Sera colhida, a seguir, 1 mL de saliva de cada
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voluntario que sera armazenada em um tubo de ensaio identificado com um
cédigo.

Os tubos com as amostras serdao submetidos a dispersao em sonicador. As
amostras serdao diluidas 100 e 1000 vezes, com a adicao de soro fisioldgico
esterilizado.

Das amostras de saliva diluidas serdo pipetadas aliquotas de 5 pL, que
serao espalhadas com auxilio de alga de Drigauski esterilizada, em duas placas de
Petri de 5 cm de diametro contendo 5mL de agar Mitis Salivarius Bacitracina —
(MSB) para contagem dos estreptococos do grupo mutans e outras duas contendo
5 mL de agar base com 5% de sangue de carneiro desfribinado e estéril (BAS)
para contagem de microrganismos totais.

Apds a inoculacdo, todas as placas serdo depositadas em estufa com 10%
de pressao de CO, e a 37°C de temperatura, por 48 horas. Decorrido este periodo,
as placas contendo BAS serdo depositadas em estufa em aerobiose a 37°C de
temperatura, por 24 horas.

Apos estes periodos, serdo estabelecidos, através de contagem manual, o
numero total de microrganismos no agar sangue e o numero de mutans nas placas
contendo MSB.

MEDICI'-'\O DE POSSIVEIS EFEITOS COLATERAIS

Nos dias de colheita de amostras de saliva, cada voluntario recebera um
formulario, indagando sobre o gosto e odor das solugdes e ainda possiveis
alteracdes no paladar ou qualquer outro efeito desagradavel, ocasionados pelo uso
dos tratamentos ou controle.

Apds o término do experimento, cada sujeito sera submetido, segundo a
sua vontade, a uma profilaxia profissional, com auxilio de taca de borracha e pedra
pomes a ser executado pelos pesquisadores.

FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

Os dados obtidos serdo analisados através da média da porcentagem de
reducdo de microrganismos, considerando-se cada individuo, provocada pela
utilizacdao dos tratamentos contra os valores basais. Os dados obtidos serao
submetidos ao teste de Kruskal-Wallis, com nivel de significancia de 5%.

LOCAL DA PESQUISA

As fases laboratoriais tais como a obtencdo das solugdes de alho, de dleo de
melaleuca e de clorexidina, manipulagdo dos meios de cultura e enumeragao dos
microrganismos serao desenvolvidas nos laboratdrios da Area de Farmacologia,
Anestesiologia e Terapéutica da Faculdade de Odontologia de Piracicaba. As fases
de selecdo dos voluntarios e distribuicdo dos mesmos em grupos, a coleta das
amostras para enumeracao dos microrganismos e medicao de possiveis efeitos
colaterais sera feita nas dependéncias das clinicas de Especializacdo da Faculdade
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de Odontologia de Piracicaba. Os sujeitos da pesquisa farao uso das solugdes
propostas em suas residéncias no periodo noturno.
RESULTADOS ESPERADOS

De acordo com o0 que mostra a literatura, esperamos com esta metodologia
obter os seguintes resultados:
1 - Uma atividade antimicrobiana da solucao de alho e/ou do dleo de melaleuca

comparavel (ou superior) aquela da clorexidina a 0,2%;

2 - Auséncia de efeitos colaterais ou indesejaveis com relacdo as solucoes.

ANALISE CRITICA DOS RISCOS E BENEFICIOS

Os riscos decorrentes deste projeto provavelmente serao os seguintes:

1. Manchamento dentario, presenca de gosto metdlico e adstringente na boca,
quando do uso da solucao a base de clorexidina;

2. Sensacao de queimacao ou ardéncia bem como odor desagradavel, quando do
uso da solugdo a base de alho ou de dleo de melaleuca;

Quanto aos riscos provaveis pelo uso da solucdo a base de clorexidina,
pode-se dizer que sao extensamente pesquisados e comprovados na literatura. A
reversibilidade e a pequena importancia dada a estes riscos também sao
comprovadas pela analise da literatura. Desta forma, caso algum destes sintomas
aparecam, serao facilmente sanados apds a interrupcdo da pesquisa. O
manchamento é retirado pelo simples polimento dental profissional (que sera
oferecido a todos os participantes), o gosto metalico e adstringente desaparece um
ou dois dias apds a interrupgao do uso da solucao a base de clorexidina.

A sensacdo de queimagao ou ardéncia e o odor desagradavel nao
encontram respaldo na literatura e sao citados aqui apenas como probabilidade em
virtude das caracteristicas observadas no alho. Vale lembrar que o alho é um
alimento muito consumido €, no Unico relato existente na literatura indexada sobre
de sua acao sobre estreptococos orais de pacientes, ndao existem citacoes de
qualquer natureza sobre efeitos adversos, colaterais ou indesejaveis, quando foi
utilizado em solucao a 10%. Assim esperamos que, mMesmo que aparecam
quaisquer efeitos colaterais ou indesejaveis, estes sejam rapidamente sanados pela
retirada do uso da solucao a base de alho.

O dleo de melaleuca tem odor similar ao eucalipto e um sabor levemente
adstringente podendo causar sensacao de queimagao na mucosa oral. Um relato
de uso de 15 mL de uma solucdo a base do dleo (ndo ha indicagdo da
concentracdo utilizada) em pacientes aidéticos revelou que 8 entre 12 pacientes
relataram sensacdo de queimacao leve a moderada que cessou gradualmente apos
a primeira semana de uso (JANDOUREK, A.; VAISHAMPAYAN, J.K.; VAZQUEZ, J.A.
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Efficacy of melaleuca oral solution for the treatment of fluconazole refractory oral
candidiasis in AIDS patients. AIDS, 12(9):1033-7, 1998).

Caso a atividade antimicrobiana do alho e do 6leo de melaleuca mostre-se
similar ou superior aquela da clorexidina, poderdo substituir esta Ultima com uma
série de vantagens, tais como preco mais baixo, maior facilidade de confecgao,
menor toxicidade etc.

V. Desconfortos ou Riscos Esperados
Os desconfortos que possam eventualmente aparecer sao:

a) Ardéncia pelo uso das solucoes;
b) Manchamento superficial;
c) Sensacdo de gosto metalico;

d) Gosto ou odor ruins (ou estranhos) provocados pelo uso das solugoes;
e) Sinais de alergia;
f)  Resisténcia bacteriana as solugoes.

VI. Beneficios do Experimento

O experimento visa testar a capacidade de matar bactérias de duas
substancias naturais, o alho e o dleo de melaleuca, em comparagdo com uma
substancia antibidtica ja conhecida, a clorexidina.

Caso as substancias demonstrem a atividade antimicrobiana esperada, pode
ser uma alternativa futura importante a utilizagao da clorexidina.

VII. Forma de acompanhamento e assisténcia e garantia de
esclarecimentos

Os voluntarios tem a garantia de que receberdo respostas a qualquer
pergunta, ou esclarecimento a qualquer duvida, acerca dos procedimentos, riscos,
beneficios e outros assuntos relacionados com a pesquisa.

Assumem também, os pesquisadores citados acima, o compromisso de
proporcionar informacao atualizada obtida durante o estudo, ainda que esta possa
afetar a vontade do individuo em continuar participando dele.

Ambos os pesquisadores acompanharam e assistirdo os voluntarios a todo
momento, durante a pesquisa ou quando assim solicitados.

VIII. Retirada do Consentimento

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de retirar seu consentimento ou se
recusar a participar, a qualqguer momento e deixar de participar do estudo,
conforme determinacao da Resolucao 196/96 do CNS do Ministério da Saude. Caso
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deixe de participar do estudo por qualquer razao o sujeito ndo sofrera qualquer
tipo de prejuizo.
IX. Garantia de sigilo

Comprometem-se 0s pesquisadores de resguardar todas as informacoes
individuais acerca da pesquisa, tratando-as com impessoalidade e nao revelando a
identidade do sujeito que as originou.

X. Formas de ressarcimento de despesas e de indenizacao

N3o estdo previstas despesas aos individuos nesta pesquisa, porém caso
ocorram, em funcao da pesquisa, ficam responsaveis 0s pesquisadores em
ressarci-las. Da mesma forma ficam responsaveis os autores em indenizar em
comum acordo com os voluntarios, eventuais danos decorrentes desta pesquisa.

XI. Consentimento Pds-Informacao

Eu, , certifico que tendo

lido as informagdes acima e suficientemente esclarecido de todos os itens, pelo
Prof. Dr. Francisco Carlos Groppo e pela C.D. Juliana Cama Ramacciato, estou
plenamente de acordo com a realizagdo do experimento. Assim, eu autorizo a

execucao do trabalho de pesquisa, exposto acima, em mim.

Piracicaba, de de 1999.

Nome:

Assinatura:
12 via da instituicao, 22 via do sujeito da pesquisa
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12.3. — ANEXO 03

é"&. Faculdade de Odontologia de Piracicaba
ﬁy Universidade Estadual de Campinas

UNICAMP

USO EXTERNO

Bochechar diariamente 10 ml da solucao (o equivalente
a uma colher de sopa), durante um minuto, cerca de 1

hora apos a altima escovacao, antes de dormir.

- NAO lavar a boca apés o bochecho;

- NAO comer e beber nada por pelo menos 2 horas apés
o bochecho;

- NAO ENGOLIR A SOLUCAO;

- NAO DEIXAR AO ALCANCE DE CRIANCAS.

Inico___/ [ \
Término /]
Juliana Cama Ramacciato

Cirurgia Dentista
CRO 972397
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12.4 — ANEXO 04

QUESTIONARIO DE AVALIACAO DE SAUDE

Marque na escala de 0 a 10 (abaixo), a nota vocé atribuiria para as seguintes
sensacgoes:

1) ardéncia ou queimacao na boca pelo uso da solugdo:

2 10
2 L 4
nada insuportavel
2) alteracao de cor em seus dentes:
0 10
* *
nada insuportavel

3) gosto desagradavel ou alteracdo gustativa durante o uso da solugdo:

0 10
. .
nada insuportavel

4) mudanca do halito durante o uso da solugao:

0 10
. *
nada insuportavel

5) alteracdo sistémica durante o uso das solugbes: (enjoos, diarréia, vomito,
nauseas ou qualquer distirbio que alterou sua rotina) — anote abaixo do final

da escala o ocorrido:

0 10
. .
nada insuportavel
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12.5 — ANEXO 05

Tabela 3

Médias de ufc de estreptococos/mL.

CLOREXIDINA
voluntario basal controle 1 controle 2 ativo1l ativo 2 semanal semana 2
1 365 172 99 90 51 70 70
2 588.5 342 267 128 120 390 866
3 116.5 175 75 61 103 140 132
4 235 26 13 14 12 80 150
5 347.5 449 336 158 37 170 280
6 540 30 1311 21 47 120 250
7 230 27 33 23 32 30 30
8 130 171 54 57 86 170 160
9 133.5 86 94 30 47 120 160
10 369 1443 195 245 266 220 389
média 305.5 292.1 247.7 82.7 80.1 151 248.7
MELALEUCA
voluntario basal controle 1 controle 2 ativo1 ativo2 semanal semana 2
1 174.5 131 140 105.6  55.7 80 53
2 137.5 71 45 38.7 27.7 11 46
3 45.5 40 19 6 55.1 26 122
4 116.5 284 280 10.2 26.1 150 33
5 88.5 58 28 2.5 1.8 9 16
6 207.5 93 117 89.7 53.6 16 37
7 323.5 619 473 120.6 100.7 23 35
8 83.5 30 104 75.2 101.5 14 14
9 91.5 38 31 26.4 20.7 27 27
10 136.5 45 41 21.5 14.8 18 25
média 140.5 140.9 127.8 49.64 45.77 37.4 40.8
ALHO
voluntario basal controlel controle2 ativol ativo2 semanal semana 2
1 226.5 451 482 819 819 306 94
2 157.5 85 81 73.1 41.6 87 66
3 150.5 62 514 130.9 219.8 42 24
4 218.5 404 515 122.1 86 10 10
5 795 538 480 290 104.5 218 55
6 398.5 397 540 64.4 59.5 97 569
7 333 164 86 28.2 19.8 41 41
8 154 234 213 122.6  90.3 27 83
9 444.5 40 32 26.8 28.1 21 49
10 95.5 214 77 82 28.1 50 50
média 297.35 258.9 302 175.91 149.67 89.9 104.1
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12.6 — ANEXO 06

Tabela 4

Médias de ufc de microrganismos totais/mL.

CLOREXIDINA

voluntario basal controle 1 controle 2 ativo1l ativo2 semanal semana 2

1 39200 22600 30500 23800 25750 6400
2 105950 67100 377400 38900 86450 3000 44400
3 89400 29400 23800 38050 46750 71800 15000
4 30700 48200 32300 12150 19600 31300 23900
5 39500 196000 70100 69600 67700 147500 66400
6 91300 66300 2300 90200 5450 61100 89200
7 170300 17000 96000 101700 85750 100600
8 95700 20000 28400 93600 40350 76300 61000
9 1900 14700 2200 6950 1250 3100 3500
10 102550 127500 38700 10050 49050 3100 52100
média 76650 60880 70170 48500 42810 50420 44437,5
MELALEUCA
voluntario basal controle 1 controle 2 ativo1l ativo 2 semanal semana 2
1 29800 31600 62000 13000 41000 19000
2 43550 23600 5000 58000 8000 12000 12000
3 40450 26800 61000 13000 6000 2000 10000
4 96200 57900 12000 51000 16000 15000
5 59900 27000 46000 8000 4000 4000 8000
6 64050 61800 34000 27000 6000 2000 3000
7 25600 57000 33000 31000 25000 5000 19000
8 51050 61100 117000 20000 28000 9000
9 36400 8000 7000 60000 7000 5000
10 36600 37800 38000 19000 47000 2000 7000
média 48360 42733,3 41600 24700 24100 7700 91429
ALHO
voluntario basal controlel controle2 ativol ativo2 semanal semana 2
1 25150 26400 21000 26000 24000 15000 12000
2 33700 36300 36000 41000 43000 12000 13000
3 35600 62300 139000 44000 9000 15000 16000
4 43350 54200 25000 24000 17000 6000 5000
5 92200 31300 25000 54000 99000 7000 21000
6 300 31500 11000 37000 29000 7000 17000
7 90850 58100 8000 40000 68000 10000
8 39600 31300 159000 34000 5000 4000 23000
9 84550 66200 13000 26000 48000 12000 50000
10 68700 57100 38000 12000 39000 6000

média 51400 45470 47500 33800 38100 9333,3 18555,6
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12.7 — ANEXO 07
Tabela 5

Dados obtidos com a aplicacao de questionario.

nenhuma leve moderada grave severa

Clorexidina 100 0 0 0 0
Efeitos Sistémicos  Melaleuca 90 -10 0 0 0
Alho 70 -10 -20 0 0
Clorexidina 60 20 20 0 0
Halito Melaleuca 80 10 10 0 0
Alho 10 -50 -20 0 -20
Clorexidina 60 -20 -20 0 0
Gosto da Solucao  Melaleuca 70 -20 -10 0 0
Alho 0 -40 -20 0 -40
Clorexidina 100 0 0 0 0
Alteracao da Cor Melaleuca 80 10 10 0 0
Alho 100 0 0 0 0
Clorexidina 60 -30 -10 0 0
Ardéncia ou Queimacao Melaleuca 40 -40 -20 0 0
Alho 0 -30 -60 -10 0

Legenda: Valores positivos representam efeitos considerados benéficos e negativos

representam efeitos maléficos.
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12.8 — ANEXO 08
Tabela 6

Dados obtidos com a aplicacao de questionario.

clor

voluntarioControle Ativo quarta/quinta

1 629 48 0.7

2 48.3 59.3 0

3 0 34.4 0

4 91.7 33.3 0

5 0 75.2 0

6 0 94.9 0

7 87 8.3 0

8 13.5 36.4 0

9 32.6 57.2 0

10 0 68.8 0

média 33.651.58 0.07
mela

voluntarioControle Ativo quarta/quinta

1 22.3 40.5 17.5

2 57.8 42.8 14.2

3 35.2 0 0

4 0 93.6 0

5 514 95 0

6 49.4 31.8 63

7 0 79.7 73.8

8 19.8 0 84.2

9 62.3 31.7 0

10 68.5 57.8 0

média 36.6747.29 25.27
alho

voluntarioControle Ativo quarta/quinta

1 0 0 75.6
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2 47.3 30.9 0
3 0 39.1 81.2
4 0 77.4 90.4
5 36 61.2 30.8
6 0 86.8 0
7 62.5 80.8 0
8 0 524 48.3
9 91.9 23.8 0
10 0 62.2 9.2
média 23.7751.46 33.55
totais

clor

voluntarioControle Ativo quarta/quinta

1 32.3 6.7 74.2
2 0 71.8 62.2
3 702 0 0
4 0 60.6 0
5 0 48.4 0
6 624 0 0
7 66.8 0 0
8 747 0 0
9 0 51.5 19.5
10 19 64.4 6.6
média 32.5430.34 16.25
mela

voluntarioControle Ativo quarta/quinta

1 0 42.3 29.6
2 67.2 0 63.6
3 0 78.4 36.8
4 63.7 4.1 55.2
5 39.1 83.6 0
6 25.2 65.6 84.8
7 0 37.8 57.1
8 0 73 62.5
9 78 0 82.1
10 0 129 86.4
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média 27.3239.77 55.81
alho

voluntarioControle Ativo quarta/quinta

1 5.8 0 46
2 0 0 70.2
3 0 73.7 41.5
4 8.7 48.2 73.2
5 69.5 0 81.7
6 0 0 63.6
7 63.6 0 81.5
8 0 79.5 30.8
9 53.2 6.6 16.2
10 30.8 46.4 76.5
média 23.1625.44 58.12
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