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RESUMO 

As doen9as periodontais sao infec<;iies causadas par microrganismos que 

co/onizam a superficle dental na margem genglval ou abaixo de/a. Um dos 

principals agravantes dessa patologla e o usa do !abaca. Estudos !em reportado 

associa9fio entre o cigarro e a perda 6ssea alveolar, perda de inser9iio 

periodontal, bem como aumento da severidade das periodontopatias. No entanto, 

pouco se sabe sabre o efeito das principals substanclas presentes no cigarro, 

entre e/as a nicotina e a cotinina, sabre os agentes etio/6gicos destas doen9as. 

Pouco se sa be tambem a respeito da cafe ina, a qual esta Intima mente re/aclonada 

com o tabagismo. Assim, o objetivo desse estudo sera avaliar a atividade in vitro 

da nicotina, cotinina e cafefna, comparando-os com a clorexidina, sabre 

estreptococos orals. As a96es dessas substanclas seriio avalladas em culturas 

planctonicas. 
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INTRODU9AO 

A cavidade bucal, de modo similar a outros sitios do corpo humano 

apresenta uma microbiota natural com composi98o caracteristica, a qual coexists 

de modo harmOnica com o hospedeiro. Entretanto, a maioria dos indivfduos sofre, 

em algum periodo de sua vida, epis6dios localizados de doenc;as bucais que sao 

causados par um desequilibrio na composi<;:ao da microbiota bucal residente 

(MARSH & MARTIN, 1992). As manifesta96es clinicas deste desequilibrio incluem 

a carie dental e a doenc;a periodontal. 

As doen<;:as periodontais sao infecy6es causadas par microrganismos que 

colonizam a superficie dental na margem gengival ou abaixo dela. Esses formam 

um biofilme patogenico que se adere sabre a superficie dental, de modo a produzir 

acidos e produtos citot6xicos que levam a desmineralizavao do esmalte e/ou a 

inflama<;:ao gengival (SOCRANSKY & HAFFAJEE, 2002). Uma das principals 

causas da instala<;:ao dessas doen<;:as e 0 tabagismo. 

Existem evid€mcias substanciais sabre o efeito prejudicial do fumo na saude 

periodontal. Em um trabalho conduzido par CALSINA et al. (2002), individuos 

fumantes e fumantes antigos tiveram incidencia de doenc;a periodontal 2, 7 e 2,3 

vezes maior do que individuos nao fumantes, independente de sexo, idade ou 

indica de placa. 

Estudos tem mostrado a associa<;iio entre o cigarro e a perda 6ssea 

alveolar, redu<;:ao da inser<;:ao periodontal, bem como o aumento da prevalencia e 

a severidade das periodontites (MACGREGOR, 1992; PREBER & BERGSTROM, 
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1986; BERGSTROM & ELIASSON, 1987; BERGSTROM, 1989, HABER et al., 

1993; BROWN et al., 1994; BERGSTROM & PREBER, 1994; GROSSI et al., 

1994, 1995; SCHENKEIN et al., 1995; ALPAGOT et al., 1996; MULLALY et al., 

1996; BECK et al., 1997; DOLAN et al., 1997; MACHTEI et al., 1997, 1999; 

AXELSSON et al., 1998; GUNSOLLEY et al., 1998; NORDERYD & HUGOSON, 

1998; PERSSON et al., 1998; ELTER et al., 1999; HAFFAJEE & SOCRANSKY, 

2001 ). As aRera¢es do ligamento periodontal ocorrem devido a ｭ ｯ ､ ｾ ｩ ｣ ｡ ﾢ ･ ｳ s nos 

fibroblastos, ocasionadas pelo fumo (GAMAL & BAYOMY, 2002). 

Foi observado que em mulheres fumantes no periodo de p6s-menopausa 

(HILDEBOLT et al., 1997) e em pacientes com AIDS fumantes (PERSSON et al., 

1998b) existe urn maior risco de perda de inseryiio alveolar quando comparado 

com pacientes nao fumantes da mesma condiyao. Pacientes diabeticos fumantes 

tambem tern maior probabilidade de desenvolver doenyas periodontais do que 

aqueles que niio fumam (MOORE et al., 1999). 

A terapia periodontal em fumantes e menos eficaz do que em nao 

fumantes, apresentando menor melhoria da profundidade de sondagem, dos 

niveis de inseryiio periodontal e resultados menos promissores em cirurgias de 

implantes (JOHNSON & HILL, 2004). 

0 tabaco tern sido associado a varias lesOes da cavidade oral, como 

manchas nos dentes, melanoses, gengivile ulcerativa necrosanta aguda, e outras 

condi¢es de lesOes periodontais, assim como queimaduras e placas 

queratinosas, lingua saburrosa negra, estomatitas, erosiles no palate, leucoplasia, 

displasia epttelial e carcinoma (MIRBOD & AHING, 2000). 
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lndividuos fumantes apresentam as respostas inflamat6rtas e imunes aos 

pat6genos pertodontais prejudicadas, com deficiencia da funt<'io neutrofifica 

(OBEID & BERCY, 2000; KINANE & CHESTNUTT, 2000). Alem dessa aKeravao, 

a produvao de citocinas inflamat6rias como a IL-1b e IL-8, esta aumentada no 

fluido gengival crevicular de pacientes fumantes com ｧ ･ ｮ ｧ ｩ ｶ ｾ ･ ｳ s

(GIANNOPOULOU et al., 2003). 0 aumento de citocinas como a IL-1b e TNF-a 

tambem foi observado em urn estudo in vitro que avaliou a secre«'io dessas 

substancias por celulas mononucieares expostas a ｦ ｵ ｭ ｡ ｾ ~ de tabaco (RYDER et 

al., 2002). 

Estudos associam o uso do tabaco ao aumento da hemorragia 

(BERGSTROM & BOSTRON, 2001) e a resposta vasoconsbitora do tecido 

gengival (MA VROPOULOS et al., 2003). 

No entanto, a rela«'ia entre o uso do tabaco e a microbiota oral ainda nao 

foi bern esclarecida. HAFFAJEE & SOCRANSKY (2001) examinaram a 

prevaiEmcia, a propor«'ii e os niveis de esp&cies baclerianas subgengivais em 

adultos fumantes e nao fumantes. Foram observadas grandes ､ ｩ ｦ ･ ｲ ･ ｮ ｾ ｳ s na 

prevalencia de algumas bacterias, principalmente dos partodontopat6genos, na 

microbiota de pacientes fumantes durante a formavao do biotilme. Em outro 

estudo conduzido, foram avaliadas as propon;oes de 40 especies baclerianas em 

amostras de superficie de tecidos moles e saliva de individuos, com ou sem 

pertodontite em fumantes e nao fumantes. No entanto, nao foram encontradas 

､ ｩ ｦ ･ ｲ ･ ｮ ｾ ｳ s estatisticamente significantes entre a propoi\'Bo de especies 
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bacterianas de fumantes e nao fumantes, havendo somente diferen<;a entre os 

grupos compostos por individuos com ou sem periodonttte (MAGER et al., 2003). 

Entre as mais de 4000 substancias resultantes da combustao do tabaco e 

presentes na fuma<;a do cigarro, como o monoxide de carbona, radicais oxidaijvos, 

carcin6genos (ex. nitrosaminas), etc., estao as substancias psicoativas viciantes, 

como a nicotina e a cotinina (TONETTI, 1998). A nicotina e considerada a 

substancia farmacologicamente mais ativa do tabaco. A maier parte dela e 

absorvida pela mucosa alveolar, mas a sua absorc;ao pode ocorrer tambem, de 

forma mais lenta, atraves da mucosa oral, em quantidades suficientes para induzir 

efeitos farmacol6gicos (ARMITAGE & TURNER, 1970). Sua metaboliza<;iio ocorre 

rapidamente no organismo, tendo uma meia vida plasmatica de apmximadamente 

2 horas (HAGAN, 1998). 

Muilos dos efeilos indesejaveis do cigarro sao atribuidos a nicolina, 

relacionando-a com os processes patol6gicos do tecido periodontal. A perda 

6ssea alveolar que ocorre em individuos fumantes pode estar relacionada a 

estimulos dos osteoclastos pela nicotina (HENEMYRE at al., 2003). Muilos 

estudos tem observado modifica<;(ies nos fibmblastos induzidas pela nicotina 

(LEONARDI, 1999; LAHMOUZI et al., 2000; CHANG et al., 2002; CHANG et al., 

2003a; XU et al., 2003). 0 stress pode elevar os efeilos maleficos da nicotina no 

tecido periodontal (BENA TTl et al., 2003). 

Tern sido reportadas alterayiies no pmcesso infiamat61i0 pela nicotina, como 

a estimula<;iio da secre<;iio de prostaglandins E2 por mon6citos plasmaticos 

{PAYNE et al., 1996), o aumento de um mediador pr6-infiamat6rio, o peptideo 

relacionado ao gene de calcitonina contribuindo para a inflama<;iio neumgenica 
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(DUSSOR et al., 2003), expressilo ativada do RNA mensageiro para produ<;:ilo da 

enzima COX-2 em fibroblastos (CHANG et al., 2003b), inibi9ilo das tun96es de 

defesa dos neutr6filos (PABST et al., 1995), estimula9ao de apoptose par celulas 

polimortonucleares e inibi9ilo da libera9ilo de IL-1 e da expressao da atividade 

pr6-coagulante de mon6citos induzidos par lipopolissacarideos (MARIGGIO et al., 

2001 ). 

A cotinina, urn dos seus principais metab61itos, possui uma meia-vida bern 

mais longa, aproximadamente de 20 horas, o que faz com que sua presen9a seja 

pesquisada como indicador de exposi<;:ilo a nicotina (ERAMO et al., 2000). Devido 

a rilpida metabolizagEto da nicotina, a cotinina e encontrada em maier quantidade 

do que a nicotina nos fiuidos biol6gicos, inclusive na saliva (GHOSHEH, 2000). 

Alem da nicotina e da cotinina, a cafeina esta presents em maior 

quantidade nos liquidos biol6gicos de individuos fumantes. Essa evidencia foi 

relatada em estudos epidemiol6gicos que constataram que as fumantes tendem a 

consumir em maier quantidade, bebidas e outros produtos que contenham cafe ina 

do que nao fumantes. Esses estudos tern demonstrado uma associa<;:ilo positiva 

entre a fume e a habito de beber cafe (BROWN & BENOWITZ, 1989; KALOW & 

TANG, 1991; SWASON et al., 1994). 

Mesmo tendo o conhecimento de que substancias como a nicotina, cotinina 

e cafefna estao presentes na cavidade oral de fumantes e que elas podem estar 

intimamente ligadas a causa das doenyas periodontais, pouco se sabe sabre as 

seus efeitos na microbiota bacteliana bucal. 
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Desse modo, o presents estudo pretende avaliar o efeito dessas 

subst8.ncias sobre estreptococos orais, nas formas planct6nicas, comparando os 

resultados a agao anti-septica ja conhecida da clorexidina. 

UHIVfiiSI!lADE ES'mDUAl DE CAMPIHIIS 
FliCUlDADE DE ｾ ｾ Ｇ ｬ ｾ ｩ ｏ ｩ ｊ ｉ ｾ ｩ ｬ ｬ l ｄ ｾ ~ PIRACICII!Ift 

ｴ ｜ ｩ ､ Ａ ｉ ｏ ｈ ｩ ｾ ｊ J
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OBJETIVO 

Avaliar in vitro a atividade da nicotina, cotinina e cafeina, comparando-as 

com a clorexidina, sabre estreptococos orais em culturas planct6nicas. 
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DESENVOLVIMENTO 

Justiticativa 

0 vicio de fumar ainda ei uma pnltica comum e aceita na sociedade 

contemporanea e vem acarretando seirios desarranjos a integridade dos individuos 

que fazem usa do !abaca. Entre a valiedade de enfermidades causadas pelo 

!abaca, estao as doenyas peliodontais. 

Valios estudos ja evidenciaram a relavao entre o cigarro, particularmente a 

nicotina, e a ocorrencia dessas doengas. No entanto, pouco se sabe sabre os 

eteitos da nicotina, da cotinina e tambSm da cafefna (intimamente relacionada com 

o habito de fumar) sobre as bacteilias da microbiota oral. 

PAVIA el at. (2000) em um estudo relacionando a atividade da nicotina 

sabre o desenvolvimento microbiol6gico de alguns fungos e bacteirias (Escherichia 

coli, Klebsiella pneumoniae, Listeria monocytogenes, Estreptococos do grupo 

viridans, Cryptoccus neoformans, BoiTeiia burgdorfari, Staphylococcus aureus, 

Mycobacterium ph lei e Candida alb/cans) constataram que quantidades entre 100 

a 250 ｾ ｧ Ｏ ｭ ｬ l inibiam cerca de 50% destes microrganismos. Entretanto, nenhum 

dos microrganismos estudados tem relavao direta com a doen9a periodontal, o 

que aponta para a necessidade de aprofundamento dos estudos sabre a atividade 

da nicotine e das outras substancias sabre as bacterias patogenicas do sulco 

periodontal. 

A atividade in vitro da nicotina, cotinina e cafefna sabre as microrganismos 

que propiciam a formay£to do biofilme periodontal podera contribuir para o 
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entendimento da rela<;iio entre as periodontopatias e estas substimcias. Assim, 

uma vez que estas subsUmcias estao nonnalmente presentes na saliva de 

fumantes, siio necessanos novas estudos para o conhecimento dos seus efeitos 

ou sabre sua possivel ｣ ｯ ｮ ｴ ｲ ｩ ｢ ｵ ｩ ｾ ｩ ｩ ｯ o como substrata para o crescimento dos 

estreptococos orais. 
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MATERIAlS E METODOS 

Substancias utilizadas 

Foram utilizactas para a avaliayao de suas atividades, as seguintes 

substilncias: nicoiina (hidrogeno-tartarato de (-)-nicotina, Sigma® Co), cotinina ((-)­

cotinina, Sigma® Co), cafefna (Sigma® Co) e digluconato de clorexidina a 12%. As 

ｳ ｯ ｬ ｵ ｾ ｯ ･ ｳ s foram feitas utilizando agua (cafefna) au alcool etflico como solvente 

(cotinina). 

Bacterias utilizadas para o estudo 

Foram utilizadas as cepas das bacterias: Streptococcus ora/is (PB-182), 

Streptococcus mitis (A TCC-903) e Streptococcus gordonii (A TCC-1 0558). As 

bact8rias sao rotineiramente mantidas em freezer a -70°C, em caldo infuse 

cerebra ｣ ｯ ｲ ｡ ｾ ｯ o (BHI, Difco®) contendo ｳ ｯ ｬ ｵ ｾ ｯ o de glicerol a 40% (v/v). 

Procedimento para congelamento de microorganismos 

Etapas anteriores ao congelamento do microrganismo: 

1. Foi feita uma cultura overnight do micmrganismo selecionado; 

2. No dia seguinte, verificou-se (se nao havia ｣ ｯ ｮ ｴ ｡ ｭ ｩ ｮ ｡ ｾ ｡ ｯ Ｉ ) na culture de 

ovemight (Gram e analises microsc6picas); 

3. Ap6s as analises, iniciou-se o procedimento para congelar o 

microrganismo. 
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Congelamento 

1. Preparou-se uma solu9iio de glicerol a 40% em meio de cultura BHI 

caldo a ser congelado, da seguinte forma: 

Num tube de ensaio foi colocado 2,0 mL de glicerol e 3,0 mL do meio de 

cultura e agitado, produzindo assim a solu9iio de glicerol a 40% . 0 

procedimento foi feito em ciimara de fluxo laminar; 

2. A solu9iio foi autoclavada por 15 min, a 1 atm e 121° C; 

3. Etiquetou-se os tubes eppendorf a serem congelados com o 

microrganismo; 

4. Foi colocado 0,4mL da mistura de glicerol + meio de cultura em cada 

tube eppendorf esterilizado; 

5. Adicionou-se 0,4 mL da culture contendo o microrganismo a ser 

congelado aos 0,4 mL jil pipetados no eppendorf e estes foram agitados; 

6. A mistura foi rapidamente congelada; 

7. Ap6s 3 dias, urn eppendorf qualquer congelado foi semeado em uma 

place para verificar o sucesso ou nao do isolamento e congelamento. 

Procedimento realizado na University of Rochester, laborat6rio de Modele 

de Cane Animal, do Dr. W H. Bowen (Prof. Pedro L. Rosalen, 1995). 

Curva de crescimento bacteriano 

Etapa 1 - Prepara9iio da culture para curve de crescimento: 

1. Reativou-se a bacteria que estava congelada em solu9iio de glicerol a 

40%. Colocou-se uma aliquota de 100 ｾ ｉ I em 10 mL de caldo infuse-
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cerebra coragiio (BHI). A cultura foi incubada em estufa com 10% C02, 

a 37°C, par volta de 18 h (overnight); 

2. No dia seguinte, verificou-se (se nao havia contaminagao) na cultura 

(Gram, motilidade); 

3. Ap6s verificagiio da pureza da cultura, a mesma foi preparada para 

inocula gila. 0 inocula final continha par volta de 10
7 

Unidades 

Formadoras de Colonia/ mL (UFC/mL); 

4. Para obtenc;ao desse in6culo, preparou-se uma mistura de solu98.o 

fisiol6gica (NaCI 0,9%) adicionando uma quantidade igual da cultura 

overnight. Comparou-se com o padriio MacFar1and 5 (ver abaixo). A 

comparagiio deve ser visual e espectrofotometrica. Para a comparagiio 

espectrofotometrica, os valores de transmit8.ncia de ambas devem ser o 

mesmo, num comprimento de onda de 880 nm; 

5. Ap6s a obtengiio da suspensiio bacteriana contendo aproximadamente 

108 UFC/mL, foi leila a dilui9iio em so1u91io fisiol6gica ate abler uma 

dilui91i0 com 107 UFC/ml. 

ｐ ｲ ･ ｰ ｡ ｲ ｡ ｾ ｡ ｯ o de ｳ ｯ ｬ ｵ ｾ ｡ ｯ o padrao 0,5 de MacFarland de Baso. 

1. A preparagiio foi realizada em capela de fiuxo; 

2. Preparou-se uma solu91io de BaCI2 0,048M em baliio volumetrico. Cobriu­

se o baliio com papel aluminio para evitar a degradagiio pela luz do BaCI,; 

3. Preparou-se a solugao de H,S04 a 0,36N. 

4. Preparou-se o padrao adicionando 0,5 ml de SaC!, 0,048M e 99,5 ml 

H,so. a 0,36N. 

20 



5. Os tubas foram armazenados hermeticamente fechados e conservados a 

temperatura ambiente, no escuro. 

Etapa 2- .Curva de crescimento: 

1. Preparou-se quatro tubas de ensaio (quadruplicatas) contendo 9.9 ml de 

BHI caldo. lnoculou-se 0.1 mL de da diluiyao contendo 10
7 

UFC/ml. Dessa 

forma, cada tuba continha 10
5 

UFC/ml; 

2. Foram feitas leituras de absorbfmcia e transmitancia desses tubas em 

espectrofotometro, num comprimento de onda 880 nm; 

3. A cada leitura leila, inoculou-se uma aliquota de 20 f'L da cultura em 

crescimento em placas de BHI agar, atraves de espalhamento com ｡ ｬ ｾ ｡ a de 

Drigalsky. Foram feitas ､ ｩ ｬ ｵ ｩ ｾ Ｕ ･ ｳ s previas, quando necessaria. Gada ､ ｩ ｬ ｵ ｩ ｾ ｡ ｯ o

foi inoculada em duplicatas. As placas foram incubadas em estufa de co, 

10%, a 37° c. par 48 h; 

4. Procedeu-se as leituras de absorbancia e transmitancia e o plaqueamento 

seguindo urn esquema de horc3.rios, a partir do memento da incuba9ao: 

0 h- 1 h, 3 h- 5 h- 5,5 h- 6 h- 6,5 h- 8 h -11 h- 23 h. 

Obs.: Os horarios podem ser alterados de acordo com o ritmo de crescimento 

bacteriano. As leituras e plaqueamento de meia em meia hora foram assim 

feitas na lase exponencial de crescimento. Dessa forma, essas leituras 

podem ser modificadas para diferentes horarios, desde que coincidam com 

a fase logaritmica de crescimento. 
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5. Ap6s 48 h de incubac;;ao das placas contendo a bacteria pesquisada, 

procedeu-se a contagem de col6nias, obtendo posteriormente a quantidade 

de UFC/ml. 

Prova de sensibllidade dos microrganismos em estado planctonico por 

diluil;ao em caldo: 

1. Preparou-se a batelia de tubas de ensaio com as substancias a serem 

testadas. Todas as concentrac;;Oes foram feitas em triplicatas; 

2. Adicionou-se 7,5 ml de meio de caldo infuso cerebra corac;;ao em cada 

tuba; 

3. Tubas teste: Os tubas continham seis concentrac;;oes regressivas das 

substancias: nicotina, cotinina e cafeina (400, 100, 25, 6.25, 1.5 e 0.39 

ｾ ｧ Ｏ ｭ ｬ Ｉ Ｎ . As concentrac;;Oes de clorexidina foram: 1, 0.25, 0.0625, 0.0156, 

0.0039 e 0.00097%. Os solventes para a preparac;;ao da soluc;;iio-mae 

foram: agua para a nicotina e cafeina; etanol absolute para a cotinina. 

4. Em Ires baterias de tubas foram inoculados Ｗ Ｕ ｾ Ｑ 1 da culture com o 

microrganismo a ser testado. Os in6culos foram feitos cam o microrganismo 

na fase exponencial. Os tubos continham 105 UFC/ml; 

5. Controles: Controle positive de crescimento: sem nenhuma das soluc;;oes, 

porem com o inocula. Controle negative: todas as concentrac;;Qes da 

substancia em teste, porem sem inocula; Controle negativo/negativo: sem 

nenhum inOcula au ｳ ｯ ｬ ｵ ｾ ｡ ｯ ［ ; Centrale para veiculos: foram acrescidos com 

o maier volume do solvents da cotinina, no case 30 ｾ ｌ L de etanol absolute. 

22 



6. Estando preparados os tubas, estes foram incubados em estufa de 

microaerofilia (10% de CO,), em temperatura constants de 37'C, durante 

18 horas; 

7. Deccrrido este periodo, os tubos foram submetidos a leitura em 

espectrofotometria (medidas de absorbancia em espectrofotometro 

Beckman, modelo DU-65, com lambda= 660nm, em cubetas descartaveis); 

8. Ap6s este procedimento, foram inoculados 50 ｾ ｌ L de cada tubo, depois da 

dilui9ao em soro fisiol6gico. Os in6culos foram disperses em placas de Petri 

contendo meio de cultura BHI-agar, utilizando a Spiral Plater (Don 

Withley®). 

9. As placas foram incubadas em estufa de microaerofilia (1 0% de CO,), em 

temperatura constante de 37'C. Ap6s este periodo, as placas foram 

submetidas a contagem manual de coiOnias, utilizando a tecnica de 

contagem par areas (para dispers6es em placa feitas utilizando a Spiral 

Plater). 
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RESULTADOS 

Curva de Crescimento Bacteriano 

Foi observado o crescimento bacteriano das duas cepas de bacteria em 

estudo, com o intuito de conhecer o seu tempo de crescimento, visando maior 

interesse em encontrar o periodo de tempo em que a bacteria atinge sua lase de 

crescimento logaritmico e relacionar a densidade 6ptica da cultura com a 

quantidade de unidades lormadoras de colonia par ml. Conhecendo a curva de 

crescimento dessas bact8rias, as testes de sensibilidade dos microrganismos em 

estado planctonico par ､ ｩ ｬ ｵ ｩ ｾ ｡ ｯ o em caldo puderam ser iniciados com o in6culo de 

culturas que ja haviam atingido essa lase. 

A curva de crescimento tamb8m foi Util para conhecer todas as fases de 

crescimento e seus respectivos tempos, a fim de poder conduzir os testes dentro 

do perfodo em que a bacteria se mantem viavel. 

Seguem-se abaixo as curvas de crescimer'lto, relacionando a densidade 

6ptica (leitura de absorbiincia - comprimento de onda 880nm) e o logaritmo das 

unidades lormadoras de colonia par ml (UFC/ml). 
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Analisando os graticos, obseJVa-se uma boa correla9llo entre a absort>ancia 

e a densidade 6ptica, que foi importante para encontrar os in6culos iniciais dos 

experimentos conduzidos. Esses resultados ajudaram tambem a relacionar a 

densidade 6ptica das cuHuras testadas e a dilui9llo em soro fisiol6gico a ser feita 

para dispersiio em places com BHI-agar nos testes de sensibilidade bacteriana, a 

fim de tomar contiwel o numero de colonias na place. 

Foi verificada uma excelente correla9llo (R2 > 0.9) entre os valores de 

absort>ancia e de numero de ufclml, o que permitiu que os dados proporcionados 

por essas cuJVas de crescimento fossem utilizados com grande sucesso nos 

experimentos de Sensibilidade bacleriana em estado planctonico. 

Prova de sensibilidade dos microrganismos em estado ptanct6nico por 

dltui!;io em caldo 

Os resultados a seguir relacionam absort>ancia e o logaritmo das unidades 

fonnadoras de colOnia (log ufc/ml) das cultures de beclerias que foram expostas 

as substancias-teste (cateina, cotinina e nicotine) durante um periodo de 18 horas. 

0 crescimento bacteriano tambem foi avaliado na ｰ ｲ ･ ｳ ･ ｾ ~ da clorexidina. Os 

graficos mostram as medias dos valores de absort>ancia e do logaritmo das 

unidades formadoras de colonia e os valores de desvio padrao. 
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･ ｸ ｰ ｯ ｳ ｩ ｾ ｯ o as substancias teste. Os valores de ｣ ｯ ｮ ｣ ･ ｮ ｴ ｲ ｡ ｾ ｯ o iguais a zero 

referem-se ao controle positivo de crescimento. 

A partir dos dados dos graficos, e possivel notar que nao houve ､ ｩ ｦ ･ ｲ ･ ｮ ｾ ~

significativa no crescimento bacteriano entre os diferentes grupos (cafeina, 

nicotina e cotinina). Em ｣ ｯ ｭ ｰ ｡ ｲ ｡ ｾ ｯ o com os controles positivos de crescimento, 

ou seja, a bacteria na ausencia das substancias testadas, tambem nao houve 

diferenc;as. Dessa fonna, pode-se concluir que as substancias teste nao interferem 

no crescimento bacteriano das especies S. ora/is, S. mitis e S. gordonii de 

maneira significative. 

Em rela9flo ao controle clorexidina, observa-se que nas concentra«;oes 0,20 

J,Jg/mL e 0, 75 ｾ ｧ Ｏ ｭ ｌ L para S. ora/is , 0,195 ｾ ｧ Ｏ ｭ ｌ L para S. mitis e 0,20j..lg/ml e 

0,751lQ/mL para S.gordonii houve urn crescimento bacteriano, havendo ｩ ｮ ｩ ｢ ｩ ｾ ｯ o do 

crescimento em ｣ ｯ ｮ ｣ ･ ｮ ｴ ｲ ｡ ｾ ｳ s superiores, o que indica que a metodologia usada 

para 0 desenvolvimento do experimento e adequada. 

Quanto aos controles, houve urn born crescimento nos controles positivos 

(meio de cultura + bacteria; meio de cultura + 301lL de etanol + bacteria), este 
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ultimo indicando que a quantidade de etanol utilizada para diluir a cotinina nao 

teve alguma atividade inibit6ria, ou seja, niio interferiu nos resultados. Os 

controles negatives mostraram-se sem contaminav5es (meio de cultura; meio de 

cultura + etanol; meio de cultura + substancias testadas). 
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DISCUSSAO 

Os resultados do presente estudo sugerem que o crescimento bacteriano 

das especies S. ora/is, S. mitis e S.gorctonii nao e ｭ ｯ ､ ｾ ｩ ｣ ｡ ､ ｯ o na presen9a de 

colin ina, nicotina e cafe ina. No entanto, esse foi urn estudo in vftro, onde as cepas 

testadas tiveram Iadas as condi<;Qes 6timas de nutrientes, temperatura e ambiente 

(microaer6filia) para o seu crescimento. Provavelmente, in vivo, onde estas 

bacterias se encontram formando a biofilme periodontal, no qual as condi96es de 

crescimento nao sao tao favoraveis, essas substancias possam interferir com o 

crescimento. 

Nao foram encontrados na literatura estudos in vivo ou in vitro que 

relacionassem a nicotina, cotinina e cafefna com o crescimento de estreptococos 

orais. Urn Unico relata na literatura relacionando a nicotina e sua atividade 

antimicrobiana foi descrito par PAVIA et at. (2000). Neste estudo, concentra96es 

de nicotina de 100 e 250 ｾ ｧ Ｏ ｭ ｬ l inibiram o crescimento em 50% de varias especies 

bacterianas entre elas estreptococos do grupo viridans. Porem, os autores nao 

citam quais especies de estreptococos foram testadas. Embora o S. gordonii fa9a 

parte desse grupo, a especie difere marcadamente de outros estreptococos do 

mesmo grupo. Na realidade, muitos dos estreptococos do grupo viridans tern 

como lmica caracterfstica comum a capacidade de hemolisar parcialmente o 

sangue. 

A clorexidina vern sendo utilizada para o controle da forma9ao da 

mk;robiota dental ha muito tempo (LANG & BRECX 1986). Alem disso, e tamb8m 
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utilizada para causar alterayao na composiyao bacteriana supra-gengival, 

produzindo significante reduyao na prorpoyao de estreptococos, particulamnente 

dosS. mutans (EMILSON 1981). 

Os resultados obtidos com a usa da clorexidina demonstraram inibiyao do 

crescimento bacteriano de forma concentragao-dependente, como j8. observado 

previamente par LANG & BRECX, 1986; GROPPO eta/., 2002; HERRERA et al., 

2003. 

As concentray6es de clorexidina que promoveram a inibi9ao do crescimento 

bacteriano (CIM) foram diferentes entre as tres especies. 0 S. gordonii (0,31 

ｾ ｧ Ｏ ｭ ｌ Ｉ ) foi o mais sensivel ao efeito da clorexidina, seguido do S. mitis 

Ｈ Ｐ Ｌ Ｗ Ｕ ｾ ｧ Ｏ ｭ ｌ Ｉ ) e do S. ora/is (12,5 ｾ ｧ Ｏ ｭ ｌ Ｉ Ｎ . A sensibilidade dessas especies 

bacterianas a clorexidina ja foi demonstrada em outros estudos. 

Num estudo in vivo conduzido par D'ARCANGELO et a/. (1999), a 

digluconato clorexidina a 0, 12% foi bactericida para a S. mitis, num tempo de 

exposic;ao a substancia de 1 o minutes. Em outre estudo in vitro, onde a S. mitis foi 

exposto a clorexidina par 1 minuto, nao foi observado inibiyao do crescimento 

estatisticamente significante. 

Outros trabalhos tambEim demonstram que a coagregayiio bacteriana 

tambem pode ser alterada na presen9a de clarexidina (LEE, 2001 ). A coagregayao 

entre P.gingivalis (ATCC-381) e S. ora/is (ATCC-9811) au S. gordonii (DL-1) foi 

prejudicada em concentrac;5es de clorexidina de 0,02%, quando expostas a essa 

substiincia par 1 hora. Esse achado e muito importante, ja que a coagregayao e 

uma etapa crucial para a formac;ao do biofilme. No entanto, n8o foi mencionado se 
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houve inibi\Oiio do crescimento dessas bacterias. Porem, foi relatado que, na 

concentra,ao de 0,02% a clorexidina niio foi bactericida para as especies de 

estreptococos, o que contradiz o achado do nosso estudo. Em nossos 

experimentos, a maier concentraviio de clorexidina testada (0,02%) promoveu a 

morte de todas as bact8rias estudadas, mostrando um torte efeito bactericide. 

Essa diferenva de resultados pede ser explicada pelo tempo de exposiviio a 

clorexidina, que em nosso trabalho foi de 18 horas, enquanto no estudo de LEE 

(2001) foi de apenas 1 hera. 
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CONCLUSAO 

Pode-se concluir que, a excegiio da clorexidina, a nicotine, cotinina e 

cafeina niio afetam o crescimento de alguns estreptococos orals (S. ora/is, S. mitis 

e S. gordonii). 
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