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RESUMO

A microbiota oral esta intimamente relacionada a formacéo do biofime
bacteriano e das doengas dele decorrentes. Uma redugao do numero destes
microrganismos implica, portanto, em prevencéo e controle destas doencgas.
Diversas substancias tém sido utilizadas para o controle quimico de placa
bacteriana como substitutas ou adjuntas aas procedimentos mecanicos. A
clorexidina tem mostrado grande efetividade antimicrobiana contra cepas gram-
positivas e negativas, fungos e leveduras, aerobicas facultativas e anaerdbicas,
sendo recomendada para o controle quimico do biofilme dental. Existem poucos
estudos avaliando a estabilidade da clorexidina, particularmente nas condi¢des de
temperatura brasileira. O objetivo deste trabalho € verificar através de testes in
vifro (colorimetrico, pH e microbiolégico) a qualidade e estabilidade de solugdes
para bochecho de digluconato de clorexidina 0,12% armazenadas sob diferentes

condigdes, por um periodo de 6 meses.



1. INTRODUGCAO

Tendo a carie dental sua origem na placa bacteriana, o controle desta placa é
fundamental para sua redugéo. A a¢do mecanica € o melhor método de controle da placa.
A escovacdo, que deve ser realizada diariamente, muitas vezes ndo é executada
adequadamente, pois consome tempo, necessita de motivacdo, educacdo e habilidade
manual por parte dos pacientes. Desse modo, o controle mecénico pode ser melhorado
ou substituido, em algumas situagdes especiais, pelo controle quimico. A clorexidina tem
sido o agente quimico mais estudado e considerado o mais seguro e eficaz na agéo
antiplaca (PUCHER & DANIEL, 1992; JENKINS et al., 1993; RENTON-HARPER et al,,
1996; HILDEBRANDT, 1996). Seu uso como substituto da escovaciio ocorre
exclusivamente quando a limpeza mecanica € muito dificil ou impossivel (ADDY,1986).

A clorexidina é utilizada em colutérios, géis e dentifricios para o controle de placa e
gengivite (NEIDLE & YAGIELA, 2000). Existem no comércio 0s mais variados preparos
para bochechos, podendo alguns possuir propriedades bactericidas ou bacteriostaticas
(OSTROLENK & WEISS, 1959) e as suas propriedades hidrofilicas e hidrofobicas séo
responsaveis pela eficacia do produto (FREITAS et al., 2003).

A clorexidina age através da interacdo eletrostatica de suas cargas positivas e
negativas na parede celular da bactéria, ocorrendo ruptura da mesma, precipitando o
citoplasma e causando a morte da bactéria. Na placa bacteriana, a clorexidina age
desalojando pontes de calcio, o que € um fator de adesividade de microorganismos para
formagéao de placa bacteriana, provocando sua desarticulagédo e, consequentemente, ndo
formacéo (DAVIES, 1973; HAMP, S. E. & EMILSON, C. G, 1973).

Devido ao carater catiénico 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,19688) reduzindo, assim, a habilidade de
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aderéncia e colonizagao das superficies dentais. Provavelmente, este ¢ o efeito antiplaca
mais significante da clorexidina (AXELSSON, 1993).

A clorexidina tem mostrado efeito bactericida contra cepas gram-positivas e
negativas, fungos e leveduras, aerébicas facultativas e anaerébicas (EMILSON, 1977).
Apesar de ser um agente antimicrobiano de largo espectro, a clorexidina afeta mais os
estreptococos do grupo mutans do que os outros microrganismos da microbiota oral
(EMILSON, 1977, MALTZ-TURKIENICZ et al., 1980; SCHAEKEN et al., 1984).

Uma propriedade positiva da clorexidina € a substantividade, que € a habilidade
intrinseca de ser retida na superficie oral e de ser liberada gradualmente em fluidos orais,
(FREITAS et al., 2003}, produzindo conseqiientemente um efeito bacteriostatico continuo
(NEIDLE & YAGIELA, 2000). Quando usada em altas concentra¢gdes, possui efeitos
bactericidas e, em baixas concentra¢des, exerce efeito bacteriostatico presente na placa
(VASCONCELQS, 2001). A concentragdo minima das solugdes a base de clorexidina que
produz inibicao bacteriana é 0,12%, sendo que concentragdes inferiores a esta falham em
reduzir a contagem de mutans na saliva (CLARK & GUEST, 1994).

Um fato raramente considerado €& a possibilidade de interagdes entre os
componentes dos enxaglatorios e do dentifricio utilizado na escovagido (BARKVOLL et
al., 1988; BARKVOLL et al., 1989).

O lauril sulfato de sédio (LSS) é um dos detergentes sintélicos mais utilizados em
dentifricios (WELLS & LUBOWE, 1964), com concentragio variando de 0,5% a 2,0%
(BARKVOLL et al., 1989). Este detergente e a clorexidina ndo sfo compativeis em
solugdo aguosa (BONESVOLL, 1977), pois, sendo a ultima um composto catidnico,
formara sais de baixa solubilidade com anions como sulfatos, fosfatos e carboxilas
(KIRKEGAARD et al., 1974; ROLLA et al., 1970; RGLLA & MELSEN, 1975; BARKVOLL et
al., 1988). O efeito antimicrobiano apresenta-se reduzido em suspensfes contendo

ambos (BARKVOLL et al., 1989).
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O intervalo recomendado entre a escovagado com dentifricio contendo LSS e um
bochecho com clorexidina, deve ser superior a 30 minutos ou preferencialmente préximo
de 2 horas apds a escovagdo (BARKVOLL et al., 1989).

O monofluorfosfato de sédio (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 acdo de ambos. A clorexidina e o monofluorfosfato de sodio, em

concentragdes clinicamente relevantes, nao sdo compativeis (BARKVOLL et al., 1988).

Entretanto, o fluoreto de sédio (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 tdxico sinérgico no
citoplasma bacteriano e nas enzimas responsaveis pela fermentagdo de carboidratos,
diminuindo a formagéo de acido pelos microrganismos (LUOMA, 1972; McDERMID et al.,

1985; MEURMAN, 1988).

Apesar da sua efetividade terapéutica, o uso clinico da clorexidina pode ocasionar
efeitos colaterais (GREENSTEIN et al, 1986). A clorexidina apresenta efeitos
indesejaveis como manchas nhos dentes, na lingua, perda do paladar e sensacgio de
queimacdo na lingua (CARVALHO et al, 1991). O manchamenio dentario é bem
documentado e, provavelmente, o mais problematico efeito adverso do uso destes
produtos orais (NORDBO, 1971; PRAYITNO & ADDY, 1979). Esses efeitos, no entanto,
podem ser solucionados através de uma profilaxia profissional ou quando da suspenséo
do tratamento (CARVALHO et al., 1991).

Muitos anti-sépticos bucais, quando testados clinicamente ou em laboratorio, nao
confirmam as propriedades efou especificagdes informadas pelo fabricante, o que pode
agravar as condicdes de higiene oral, em fun¢ao da falsa idéia de limpeza (MONFRIN,
2000). Desta forma, diante da escassez de trabalhos avaliando o efeito da armazenagem

sobre a eficacia de solugbes de clorexidina, o presente estudo teve como objetivos
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avaliar a atividade antimicrobiana e a integridade de solugées de digluconato de

clorexidina armazenadas em diferentes condigdes.



2. MATERIAIS E METODOS

2.1- Resumo do que foi realizado no periodo (Agosto/2004 Julho/2005)

Para o presente estudo foram adquiridos lotes de trés solugbes de digluconato de
clorexidina a 0,12%: uma de marca reconhecida no mercado brasileiro (Periogard® -
Solugéo 1), uma aviada em uma farmécia de manipulagéo de Piracicaba/SP (Proderma®-
Solugdo 2) e uma aviada em uma farmacia de manipulagéo de Limeira/SP (Farmavip®-
Solucéo 3), todas com prazo de validade superior ao periodo do estudo (8 meses).

ApoOs a compra das solu¢des, todas as amostras foram transferidas para frascos
iguais visando a padronizagao dos métodos de armazenagem (mesma area de superficie
de contato). Foram realizados os testes iniciais para a verificagdo colorimétrica e de pH
das amostras obtidas e determinacdc da atividade antimicrobiana das mesmas. Em
seguida, as amostras foram distribuidas nas diferentes condi¢bes de armazenagem e
foram avaliadas mensalmente durante um periodo de 6 meses com as metodologias
propostas. Foram utilizadas as seguintes condicdes:

1. geladeira ( 5t 0,1 °C),
2. temperatura ambiente com exposi¢ao de luz;
3. temperatura ambiente sem exposi¢éo de luz;
4. estufa de aerobiose a 37°C.
O Grafico 1 mostra a variagdo da temperatura média aferida semanalmente

durante o periodo de 6 meses.
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Grafico 1 - Variagao da temperatura meédia aferida semanalmente durante o periodo do

estudo.

2.2 - Analise de pH

As medidas de pH foram realizadas mensalmente em pHmetro ORION® modelo
290A acoplado a um micro-eletrodo LAZAR BNC. As condicoes de analise do pH foram
estabelecidas através de validagao com solugdes tampao Merck® (Merck S.A. IndUstrias
Quimicas) de pH conhecido (4,0 e 7,0) e testes de concordancia entre as medidas
aferidas com o eletrodo convencional € o microeletrodo, atestando sua confiabilidade. O

Grafico 2 mostra os valores de pH das solugbes de clorexidina obtidas em relacao aos 6

meses de estudo.
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Grafico 2 - Valores de pH das solugdes de clorexidina em fungao dos meses de avaliagao.
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2.3- Método colorimétrico

Para os testes colorimétricos do presente estudo foi utilizado uma adaptacao da
metodologia proposta por Wilson & Wilson (1993) que preconiza a utilizacdo de
bromotimol em leitura em espectrofotometria e consiste nas seguintes solugdes:

- Preparo da solugdo de bromotimol: 0,06g azul de bromotimol diluido em 100mL de
metanol.

- Preparo da solugéo tampao (pH 7,0): 48,8g de sodio ortofosfato dibasico, 24,4g de
sodio ortofosfato monobasico, 25g de cloreto de sddio, homogeneizados em 1L de
agua destilada e deionizada.

- Preparo das amostras para leitura em espectrofotometria:

Foram adicionados em funis de separagao: 500uL das amostras de clorexidina,
10mL de agua destilada e deionizada, 500uL de acido cloridrico a 1%, 1mL da solugéo
tampao e 100uL de azul de bromotimol (1). Apés a homogeneizagdo por agitacéo,
adicionou-se 500uL de tetracloreto de carbono e nova agitacéo por mais 1 minuto (2).
Depois de transcorridos 10 minutos, a fase contendo clorexidina foi separada através do

funil de separagao e submetida a leitura em espectrofotometria a 413nm (3).

2 3

Figura 1. Esquematiza¢ao do método colorimétrico.
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Segundo a metodologia proposta, foram realizadas curvas de calibragdo com
concentragbes abrangendo o intervalo de 0 a 100 pg/mL de clorexidina utilizando como
padréo uma solugéo de clorexidina a 20% (Sigma®) diluida em diferentes concentracdes.
Entretanto, foram observados problemas com a metodologia, uma vez que as retas
obtidas néo apresentavam linearidade. Com um ajuste no pH da solugao tampao para 7,4
e a troca da solugdo de bromotimol foi possivel obter curvas de calibracao satisfatérias
para a analise colorimétrica das amostras. A curva de calibragao obtida para a analise das
amostras,

assim como as concentracoes obtidas das solugbes testadas (em

porcentagem) sao demonstradas a seguir:

0.8

0.7 y = 0.0076x - 0.0516

R? = 0.9996

Densidade Optica (413nm)

0 1 e . — - S — —
0 20 40 60 80 100 120
Concentracao de clorexidina (ug/mL)

Figura 2 — Curva de calibragao obtida para a analise inicial das amostras (més 0).

Quadro 1 - Concentragdes das solucdes testadas de clorexidina (em porcentagem).

Concentracéo 4 o
Solugdao | D.O. (413nm) (wg/mL) Média (%)
1 0.326 49.62 017
2 0.201 33.17 0.11
3 0.201 33.24 0.11




2.4 - Método microbiologico

Microrganismos

Para verificar a atividade antimicrobiana das solugées de clorexidina obtidas foram
utlizados S. mutans UA 159, e S. aureus ATCC 25923. Os microrganismos foram
inicialmente reativados a partir das suas cuituras originais (mantidos em meio liquido BHI
(Brain Heart Infusion - Merck®) contendo 20% de glicerol a —80°C ou liofilizadas) e depois

cultivados em placas contendo BHI Agar (Merck®).

Determinagdo da Concentragao Inibitérita Minima (CIM) e da Concentragao
Bactericida Minima (CBM)

A avaliagao da atividade antimicrobiana das solucées foi realizada, em triplicatas,
através de testes de Concentrag&o Inibitéria Minima (CIM) e Concentragao Bactericida
Minima (CBM). Os mesmos procedimentos foram realizados mensalmente para verificar
se houve alteragéo na eficacia da atividade anfimicrobiana das solugdes armazenadas.

Ap6s o crescimento em agar, os microrganismos foram cultivados em caldo de BHI
e incubados por 18 horas em estufa a 37°C com 10% de CO; (para S. mutans) € 6 horas
em estufa a 37°C estufa de aerobiose (para S. aureus). Apods este periodo foi feita a
padronizagdo das suspensdes em espectrofotdmetro em 800 nm, com transmitancia em
torno de 80%, ajustando a concentragao dos inoculos para 10° ufe/ml, e apos diluicao,
para uma concentragao final de 10° ufc/mL.

Os tubos foram divididos em 3 séries de 5 tubos para o grupo experimental, mais
os tubos controle (positivo e negativo). Para a diluigdo, foi adicionado ao primeiro tubo 10
mL de solugdo (nao diluida em meio de cultura) de clorexidina a 0,12%. Apos agitagdo em
vortex, 5 mL foi transferido para ao segundo tubo com 5mL de MHB (Mlier Hinton Broth -
Merck®) , e assim sucessivamente até atingir as concentra¢des de 0,12%, 0,06%, 0,03%,

0,015% e 0,0075% (Figura 2). Depois das diluicdes, os tubos foram agitados em um
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agitador do tipo vortex. Apés a homogeneizagéo das solugdes, foram adicionadas em
cada tubo aliquotas de 100 pL das suspensobes bacterianas ja mencionadas anteriormente
e os tubos foram incubados por 18 horas em estufa a 37°C com 10% de CO; (para S.

mutans) e 18 horas em estufa a 37°C estufa de aerobiose (para S. aureus).

(AT AT

Mg
0,12% 0,06% 0,03% 0,015% 0,0075% Controles (+ e -)
Figura 3 — Esquema representando as diluigoes das solugdes de clorexidina.
Apods o periodo de incubacao, foram realizadas leituras em espectrofotometria a
660 nm dos tubos para avaliar a concentragao inibitéria minima (MIC) das solugbes de
clorexidina frente aos microrganismos testados.

Apoés a leitura em espectrofotometria, uma aliquota de 10 yL de cada tubo foi
inoculada em placas de BHI agar suplementado com 5% de sangue de carneiro atraves
do “Spiral-plater” (Whittley Automatic Spiral Plater da DW Scientific) e incubadas por 24
horas, a 37°C em estufa com 10% CO..

O CBM;q foi considerado a menor concentragao de clorexidina onde nao houve
crescimento celular sobre a superficie do agar inoculado (99,9% de morte microbiana) e o

CBMsg a concentragéo que reduziu o inéculo em 50%.



3. RESULTADOS
O Grafico 3 mostra a atividade antibacteriana contra S. aureus e S. mutans das

formulagGes de clorexidina antes dos periodos e das condi¢cdes de armazenagem.
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Grafico 3 — Valores da leitura em espectrofotometria (més 0) para S. aureus e S.

mutans.

Os valores mostram que todas as solugbes, em todas as concentragao foram
eficazes em reduzir ambas as cepas, uma vez que os valores de densidade Optica
situaram-se abaixo do valor obtido com as cepas na ausencia das formulagbes de
clorexidina (controle).

O Quadro 2 mostra os valores de controle para as duas cepas durante os periodos

estudados.



Quadro 2. Vaiores de densidade optica dos tubos controle considerando as duas

cepas durante os periodos estudados.

DENSIDADE OPTICA (660 nm)

I

S. aureus 8. mutans J

0.79 0.345 {

1.095 0.943 %
Més3 | 1104 0.854
Més 4 0.784 0.854
Més 5 0.973 0.874

\ Més 6 0.794 0.808 |

O Quadro 3 mostra os valores obtidos na leitura em espectrofotometria na analise
realizada durante os 6 meses, nas diferentes condicbes de armazenagem, considerando

a cepa de S. auyreus.
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Quadro 3 - Valores obtidos na leitura em espectrofotometria durante os 6 meses,

nas diferentes condigdes de armazenagem, considerando a cepa de S. aureus.

1

0,12

0,06

0,03

0,015
00075

0,12
0,06

003
0015
0,0073

0,12

0,06

0,03
0.015
0,0075

0,12

0,06

003
03
0.0075

012

0,08

0.03
0,015
0.0075

0,12
0.06
0,03
0015

0143
0,0175
o017
0,071
0,068

0072
0,095
0,084
0,06
0,051

0,15
0,082
0,009
0,01
0.

0,169
0,048
0,05
0,014
0,007

0,13
0.073
0,036
0,015
0,06

002
0,109
0,08
0,01
0,011

GELADEIRA ESTUFA COMLUZ SEMLUZ
Més Concentragdp Periogard Farmavip Proderma Periogard Farmavip Proderma Peripgard Farmavip Proderma Peripgard Farmavip Proderma
0,048 0.02 0.071 0,057 0,079 00117 0,045 0,098 0,076 0.05 .06
0,05 0,098 0,0108 0,049 0,08 0,0124 0,035 0,065 00132 0072 0,115
0.037 0,045 0.054 0,045 0,094 0,073 0,024 0,034 0,085 0.023 0,079
0,033 0,027 0,023 0,036 0,069 004 0,036 0,007 0,056 0,024 0,067
0.025 0,022 0.02 0.03 0,063 0,034 0,08 0,002 0,066 0,027 0,064
0.043 0,048 0 0,086 0,059 0,058 0,018 0,024 0,042 0,063 0,033
0,084 3,055 0047 0,131 0,024 0,173 0,041 0,034 0,085 0,024 0,028
0,064 0,024 0.022 0,047 0,021 0,074 0,011 0,024 0,067 0.089 0,013
0,02 0.018 0,011 0,023 0,022 0,081 0,013 0,013 0,049 0,105 0,007
0,012 0,014 0,008 0,021 0,013 0.068 0,006 0,015 0,069 0,106 0,028
0,03 0,13 0,138 0,03 0,231 0.06 0,037 0.079 0,07 0.016 0072
0,018 80,51 0,08 0,02 008 0,083 0,013 0,049 0,042 0,022 0,047
0,009 133,05 0,029 0,0016 0,67 0,06 0.007 0,021 0016 0,042 0,013
0,008 144 0,008 0,001 0,004 0,014 0,007 0.004 3,007 0,043 0,007
0,007 0,009 0,004 0,009 0,008 005 0,003 0,001 0005 0,005 0,004
0.04 0,085 0,15 0,035 0,289 0,005 0028 0,073 0.07 0,029 0,08
0,018 181 0,106 0.016 {1,088 0,093 0,02 3,048 0.043 0,027 0,042
oM 267 0,04 3,018 0,02 0,084 0,008 0,025 0,018 0,024 0,014
0,011 288 0,012 0,004 0,005 0,013 0,011 0.004 0,009 0,007 0,011
0,006 0,002 0,003 0,008 0,009 3,003 0 1 0,007 0,005 0,003
0,175 0,03 0,128 0,173 0,03 0,08 0,083 3,048 0,132 0,064 0,03
0038 0,02 0,059 0,092 0,025 0,041 0,05 0,016 0,066 0,053 0,018
0011 o7 0,018 0,011 0016 0,016 0,017 0,007 0,013 0,012 0.018
0,01 0.01 0,005 0,004 0,016 (008 0,005 0,003 0,006 0,002 0,08
0,608 0,008 0.005 0.008 0.009 0,002 0,603 0,006 0,015 0,005 0,008
0,014 0.014 0,043 0,02 0,001 0,017 0,041 0,014 0,012 0.025 0,009
0.024 0,119 0,078 0,021 0,035 0,045 0,035 007 001 0,034 0,04
0.042 0213 0,115 0,032 0,018 0,158 0,03 o017 0118 0,044 0.05
3,012 0,017 0,02 0,043 0.01 0052 0,018 o7 3,045 0.007 0,007
{0 0,033 0.042 0.012 0,02 0012 0,001 0,029 0,064 ] 0,0875

0,0075

O Quadro 4 mostra os valores obtidos na leitura em espectrofotometria na analise

realizada durante os 6 meses, nas diferentes condi¢gdes de armazenagem, considerando

acepade S. aureus.
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Quadro 4 - Valores obtidos na leitura em espectrofotometria durante os 6 meses,

nas diferentes condigbes de armazenagem, considerando a cepa de S. mutans.

GELADEIRA ESTUFA COMLLZ SEMLLZ

Més Concentragdo Periogard Farmavip Proderma Periogard Farmavip Proderma Periogard Farmavip Proderma Periogard Farmavip Proderma
012 0,03 0,026 0,066 0,049 0,024 0,108 0.024 0017 0,07 0,002 0,021 0,078
006 0 0.036 0,019 0,045 3,069 0,115 0,035 0,093 0,081 0,023 0,061 0,108

1 0,03 0012 0.012 0.035 0,036 0,037 0078 0041 0,04 0,055 0,003 3,034 0,059
0,015 0,018 0,003 014 0,039 0.026 0,043 0,003 0,031 0.067 0.008 0,024 0,037
0,0075 0,002 0,025 0,005 0,03 0,025 0.037 0,001 0,027 0,022 ] 0.025 0.029
012 0,044 0,035 0 0,058 0,032 0,001 0,03 0,026 ] 0,046 0,038 ]
0,06 0087 0031 0,031 0,108 0,039 0,002 0,054 0,021 0,034 0,073 0,022 0.048

2 0.03 0,021 0,023 0,012 0018 0,02 0,016 0,023 0,022 0018 0,031 0025 0017

0,015 0,012 0,03 0,035 0,009 0,027 0,009 0,011 8,015 0013 0,018 0.017 0,006
0.0075 0,009 0008 0,007 0,013 0.025 0,012 0.007 0018 0408 0,017 0,008 0,001

0,12 0,043 0,055 i} 0,077 0.045 0,165 0,037 0,032 0 0.06 0,078 0,181
0,06 0,031 0,07 0,08 0017 0.037 0.047 0,045 0,028 0,039 0,08 0.021 0.05
3 0,03 0,029 0.025 0,034 0.04 0,029 0,03 0.026 0,032 0018 0.209 3,025 0.028

0,015 0.0m 0.018 0.014 0,02 0,02 0,013 0,025 HE 0,023 0,035 0,012 0.011
0,0075 0,005 H 007 0,005 0,001 0014 0012 0,03 3,001 0013 0,049 0,005

012 0,045 0,045 0,002 0,015 0,034 015 0.041 0,029 0,007 0,057 0,097 012
0,06 00187 0039 0,065 0,018 0,038 0,067 0,065 0,024 0,045 0080 0,008 0,034
4 0,03 0,035 0,034 0,031 0,084 0,024 0,034 0,025 0,031 0,024 0,054 0,034 0,017

0,015 0,008 0,021 0.013 0,037 0.013 0,08 0.032 g.017 0.007 0,027 0017 0,05
0,0075 .01 0,013 0,08 0.003 0,001 0,12 0.011 0,004 0.001 0015 009 0,003

0,12 0,065 0,042 0,001 0,036 0,035 0,004 0,065 0,083 0,243 0,057 0,14 0,315
0.06 0,031 0,043 0.054 0,034 0.027 0,031 0034 00784 0,067 0,035 0.015 0027
§ 0,03 o7 0,024 6.037 0,034 0.027 0,012 0,018 0.364 0,035 0.034 0,017 0,026
0,015 0,018 0,014 0,017 0,012 07 0,04 0.008 0048 0017 0,027 oz 0,017

0.0075 0,009 0,001 0,65 0,001 0,014 0,001 06,008 0.012 0,006 0.001 0,008 0,17

0,12 0,015 0,015 0,024 0,021 0.001 0,033 0,019 0,018 0,004 0,026 0,009 0021
0.06 0,042 0,064 0,068 0.02 {1,005 0,075 0,024 0,078 0,078 0.035 0,039 0,073
& 0,03 0,084 0,145 0,048 0,038 0,005 0,171 0,026 0,189 0,113 0,008 0,004 0,043
0.015 0,007 0,045 0,048 0.021 ] 0,098 0.035 0,063 0,043 0092 0006 0015
0,0075 0,001 0,023 0,031 0 0,016 0,004 0,005 0,015 0,01 o 0,488 it

Embora tenha sido observado crescimento bacteriano em diversas concentracdes
considerando cada uma das formulagdes, em nenhuma situagdo houve crescimento

similar ao observado nos tubos controle, o que indicarta perda de fungio da formulacao.



4. DISCUSSAO

A clorexidina € um dos mais seguros e efetivos agentes antimicrobianos
incorporados a bochechos e dentifricios para higienizagéo tradicional (HILDEBRANDT,
1996; OWENS, 1997). Embora, seja considerada como um agente antimicrobiano de
largo espectro, sua caracteristica seletiva para microrganismos do grupo mutans ja foi
relatada por outros autores (EMILSON, 1977; MALTZ-TURKIENICZ ef ai., 1980;
SCHAEKEN ef al., 1984). SREENIVASAN & GITTINS (2004) observaram uma redugéo
significativa da microbiota bucal, de maneira geral, quando bochechos de solugdo de
clorexidina a 0,12% foram realizados. No presente estudo, a eficacia in vitro contra os
estreptococos do grupo mutans pode ser mais uma vez comprovada, sendo que a
armazenagem das solugées nio interferiu significativamente na atividade antimicrobiana.

KULKARNI & DAMLE (2003) demonstraram que enxaguatérios com clorexidina sdo
mais eficazes em reduzir S. mutans quando comparados g outros enxagiatorios. O efeito
antimicrobiano da clorexidina contra esses microrganismos também pode ser observado
mesmo em concentracbes relativamente baixas (KANAZAWA & UEDA, 2004). Esses
trabalhos condizem com o presente estudo, uma vez que a clorexidina apresentou
atividade antimicrobiana contra Sfrepfococcus mutans mesmo nas menores diluigbes
avaliadas, fato ndo observados com a cepa de Staphylococcus aureus.

Cepas de S. aureus podem causar, entre outras doencas, a endocardite bacteniana
e infecgbes pos-operatdrias. Desta forma, a redugéo destes microrganismos na cavidade
bucal antes dos procedimentos cirlrgicos é muito importante. Estudos tém demonstrado
que uma redug¢io significativa destes microrganismos pode ser obtida com um bochecho
de clorexidina a 0,12%. (DE ALBUQUERQUE et al., 2004).

A atividade antimicrobiana da clorexidina contra as cepas de Staphylococcus
aureus foi observada nas 3 solugbes avaliadas, inclusive nas amostras das solugdes

armazenadas em estufa a 37°C. Esses resultados corroboram com varios estudos
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(AMORIM ef al., 2004, KANAZAWA & UEDA, 2004), mostrando a excelente atividade
antimicrobiana frente a estes microrganismos.

Além disso, esses dados aliados aos dados dos ensaios microbiolégicos com as
cepas de Strepfococcus mutans demonstram a preservagéo da atividade antimicrobiana
das solugbes de clorexidina avaliadas mesmo guando armazenadas em condigdes
criticas como a estufa a 37°C, uma vez que todas as amostras avaliadas apresentaram
redugéo significativa do crescimento das bactérias avaliadas.

Dentre os métodos empregados para a determinagdo da concentracdo de
clorexidina podem ser citados a cromatografia liquida de alta eficiéncia (TSUCHIYA ef af.,
1999) e o espectrofotométrico (WILSON & WILSON, 1993). No presente estudo foi
utilizado 0 método cromatografico, sendo que o mesmo foi eficaz para a quantificacio de
todas as amostras analisadas, independentemente do periodo e da condicao de
armazenagem avaliados.

Foi feita uma alteracdo da metodologia em relagéo ao projeto iniciaimente proposto
para a quantificacéo da clorexidina. O método espectrofotométrico, embora eficaz para a
dosagem da clorexidina como demonstrado no relatério parcial, foi substituido para o
método cromatografico devido a dificuldade em se obter um reagente para a sua
realizagdo (tetracloreto de carbono, de uso controlado). Desta forma, o método
cromatografico passou a ser utilizado, sendo que o mesmo apresentou eficacia e
facilidade de manuseio para a dosagem das amosfras.

A andlise cromatografica e do pH das diferentes solugbes de clorexidina permitiu
verificar que o método de armazenagem nhao interferiu nas propriedades quimicas das
solugbes, uma vez que nao foram observadas diferengas significativas tanto nas
concentracbes como no pH das solugdes avaliadas, inclusive nas solugdes armazenadas

em estufa a 37°C.
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5. CONCLUSAO
Desta forma, o presente trabalho permite concluir que © método de
armazenamento n&o interfere nas propriedades quimicas e na atividade antimicrobiana

das solucdes de clorexidina por um periodo de 6 meses.
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