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RESUMO

As doengas periodontais s&o infecgbes causadas por microrganismos que
colonizam a superficie dental na margem gengival ou abaixo dela. Um dos
principais agravantes dessa patologia € o uso do tabaco. Estudos tém reportado
associagdo entre o cigamo e a perda Ossea alveolar, perda de insercéo
periodontal, bem como aumento da severidade das periodontopatias. No entanto,
pouco se sabe sobre o efeifo das principais substancias presentes no cigaro,
entre elas a nicotina ¢ a cotinina, sobre 0s agentes etioldgicos destas doencas.
Pouco se sabe também a respeito da cafeina, a qual esta intimamente relacionada
com o tabagismo. Assim, o objstivo desse estudo serd avaliar a afividade in vitro
da nicotina, cotinina e cafeina, comparando-0s com a clorexidina, sobre
estreptococos orais. As acdes dessas substancias serfo avaliadas em culturas

planctdnicas.



INTRODUGAO

A cavidade bucal, de modo similar & outros sitios do corpo humano
apresenta uma microbiota natural com composicio caracteristica, a qual coexiste
de modo harménico com o hospedeiro. Entretanto, a maioria dos individuos sofre,
em algum periodo de sua vida, episddios localizados de doengas bucais que sdo
causados por um desequilibrio na composicdo da microbiota bucal residente
(MARSH & MARTIN, 1992). As manifestacdes clinicas deste desequilibrio incluem
a cane dental € a doenga periodontal.

As doengas periodontais sdo infecgbes causadas por microrganismos gue
colonizam a superficie dental na margem gengival ou abaixo dela. Esses formam
um bicfilme patogénico que se adere sobre a superficie dental, de modo a produzir
acidos e produtos citotéxicos que levam a desmineralizagdo do esmatie efou a
inflamacdo gengival (SOCRANSKY & HAFFAJEE, 2002). Uma das principais
causas da instalagdo dessas doengas € o tabagismo.

Existem evidéncias substanciais sobre o efeito prejudicial do fumo na salde
periodontal. Em um trabalho conduzido por CALSINA et al. (2002), individuos
fumantes e fumantes antigos tiveram incidéncia de doenga periodontal 2,7 e 2.3
vezes maior do que individuos ndo fumantes, independente de sexo, idade ou
indice de placa.

Estudos t&m mostrado a associagdo sntre ¢ cigaito e a perda dssea
alveolar, reducdo da inser¢do periodontal, bem como ¢ aumento da prevaléncia e

a severidade das periodontites (MACGREGOR, 1982; PREBER & BERGSTROM,



1986; BERGSTROM & ELIASSON, 1987; BERGSTROM, 1989, HABER et al,
1993; BROWN et al, 1994; BERGSTROM & PREBER, 1994; GROSS! 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 afteragdes do ligamento periodontal ocorrem devido a modificagdes nos
fibroblastos, ocasionadas pelo fumo (GAMAL & BAYOMY, 2002).

Foi observado que em mulheres fumantes no periodo de pés-menopausa
(HILDEBOLT et al., 1997) e em pacientes com AIDS fumantes (PERSSON et al.,
1998b) existe um maior risco de perda de insercdo alveolar quando comparado
com pacientes ndo fumantes da mesma condigdo. Pacientes diabéticos fumantes
também tém maior probabilidade de desenvolver doencas periodontais do que

aqueles que nao fumam (MOORE st al., 1999).

A terapia periodontal em fumantes € menos eficaz do que em nao
fumantes, apresentando menor melhoria da profundidade de sondagem, dos
niveis de insercdo periodontal e resultados menos promissores em cirurgias de
impiantes (JOHNSON & HiLL, 2004).

Q tabaco tem sido associado a varias lesfes da cavidade oral, como
manchas nos dentes, melanoses, gengivite ulcerativa necrosante aguda, e outras
condicbes de lesdes periodontais, assim como queimaduras e piacas
queratinosas, lingua saburrosa negra, estomatites, erosbes no palato, leucoplasia,

dispiasia epitelial e carcinoma (MIRBOD & AHING, 2000).
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Individuos fumantes apresentam as respostas inflamatdrias e imunes aos
patégenos periodontais prejudicadas, com deficiéncia da fungdo neutrofilica
(OBEID & BERCY, 2000; KINANE & CHESTNUTT, 2000). Além dessa alteracio,
a produco de citocinas inflamatérias como a IL-1b e IL-8, estd aumentada no
fluido gengival crevicular de pacientes fumantes com  gengivites
(GIANNOPOULOU et al., 2003). O aumento de citocinas como a iL-1b e TNF«
também foi observado em um estudo in vitro que avaliou a secrecdo dessas
substancias por células mononucleares expostas a fumaca de tabaco (RYDER et
at., 2002).

Estudos associam o uso do tabaco ao aumento da hemorragia
(BERGSTROM & BOSTRON, 2001) e a resposta vasoconstritora do tecido
gengival (MAVROPOULOS et al., 2003).

No entanto, a relagéo entre o uso do tabaco e a microbiota oral ainda nao
foi bem esclarecida. HAFFAJEE & SOCRANSKY (2001) examinaram a
prevaléncia, a proporgao € 0s niveis de espécies bacterianas subgengivais em
aduitos fumantes e ndo fumantes. Foram observadas grandes diferengas na
prevaléncia de algumas bactérias, principalmente dos periodontopatégenos, na
microbiota de pacientes fumantes durante a formacfo do biofime. Em outro
estudo conduzido, foram avaliadas as proporcdes de 40 especies bacterianas em
amostras de superficie de tecidos moles e saliva de individuos, com ou sem
periodontite em fumantes e ndo fumantes. No entanto, nao foram encontradas

diferencas estatisticamente significantes entre a proporcdo de espécies
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bacterianas de fumantes e nao fumantes, havendo somente diferenca entre os
grupos compostos por individuos com ou sem periodontite (MAGER et al., 2003).

Entre as mais de 4000 substancias resultantes da combustdo do tabaco e
presentes na fumaca do cigamo, como ¢ mondxido de carbono, radicais oxidativos,
carcindgenos {ex. nitrosaminas), etc., estac as substancias psicoativas viciantes,
como a nicotina e a colfinina (TONETTI, 1998). A nicotina € considerada a
substancia farmacologicamente mais ativa do tabaco. A maior parte dela é
absorvida pela mucosa alveolar, mas a sua absor¢do pode ocorrer tambeém, de
forma mais lenta, através da mucosa oral, em quantidades suficientes para induzir
efeitos farmacologicos (ARMITAGE & TURNER, 1970). Sua metabolizacdo ocorre
rapidamente no organismo, tendo uma meia vida plasmatica de aproximadamente
2 horas (HAGAN, 1996).

Muitos dos efeitos indesejaveis do cigamo s@o atribuidos A nicotina,
relacionando-a com 0s processos patoldgicos do tecido periodontal. A perda
Ossea aiveolar que ocome em individuos fumantes pode estar relacionada a
estimulos dos osteoclastos pela nicotina (HENEMYRE et al., 2003). Muitos
estudos tém observado modificagdes nos fibroblastos induzidas pela nicotina
(LEONARDI, 1999; LAMMOUZI! et al.,, 2000; CHANG et al., 2002; CHANG et al,,
2003a; XU et al.,, 2003). O stress pode elevar os efeitos maléficos da nicotina no
tecido periodontal (BENATTI et al., 2003).

Tém sido reportadas alteragtes no processo inflamatdric pela nicotina, como
a estimulacdo da secrec8o de prostaglandina E; por mondcitos plasmaticos
(PAYNE et al,, 1996), o aumento de um mediador prd-inflamatorio, o peptideo

relacionado ao gene de calcitonina contribuindo para a inflamacao neurogénica
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(DUSSOR et al, 2003), expresséo ativada do RNA mensageiro para produgdo da
enzima COX-2 em fibroblastos (CHANG et al., 2003b), inibicdo das fungdes de
defesa dos neutréfilos (PABST et al., 1995), estimulacdo de apoptose por células
polimorfonucleares & inibicdo da liberacdo de IL-1 e da expressdo da atividade
pro-coagulante de mondcitos induzidos por lipopolissacarideos (MARIGGIO et al.,
2001).

A cotinina, um dos seus principais metabdlitos, possui uma meia-vida bem
mais longa, aproximadamente de 20 horas, 0 que faz com que sua presenca seja
pesquisada como indicador de exposicdo a nicotina (ERAMO et al., 2000). Devido
a rapida metabolizac&o da nicotina, a cotinina é encontrada em maior guantidade
do que a nicotina nos fluidos bioldgicos, inclusive na saliva (GHOSHEH, 2000).

Além da nicotina e da colinina, a cafeina esta presente em maior
guantidade nos liquidos biologicos de individuos fumantes. Essa evidéncia foi
relatada em estudos epidemicldgicos que constataram que os fumantes tendem a
consumir em maior quantidade, bebidas e outros produtos que contenham cafeina
do que ndo fumantes. Esses estudos tém demonstrado uma associacdo positiva
entre o fumo e o habito de beber café (BROWN & BENOWITZ, 1989; KALOW &
TANG, 1991; SWASON et al., 1994).

Mesmo tendo o conhecimento de que substancias como a nicotina, cotinina
e cafeina est@o presentes na cavidade oral de fumantes e gue elas podem estar
intimamente ligadas a causa das doengas periodontais, pouco se sabe sobre 0s

seus efeitos na microbiota bacteriana bucal.
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Desse modo, © presente estudo pretende avaliar o efeifo dessas
substancias sobre estreptococos orais, nas formas plancténicas, comparando os

resultados & acéo anti-séptica ja conhecida da clorexidina.
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OBJETIVC

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

com a clorexidinag, sobre estreptococos orais em culturas planctonicas.
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DESENVOLVIMENTO

Justificativa

O vicio de fumar ainda & uma pratica comum e aceita na sociedade
contemporanea e vem acarretando sérios desarranjos a integridade dos individuos
que fazem uso do fabaco. Entre a variedade de enfermidades causadas pelo
tabaco, estéo as doencas periodontais.

Varios sstudos ja evidenciaram a relagdo entre o cigarro, particutarmente a
nicotina, € a ocorréncia dessas doen¢as. No entanto, pouco se sabe scbre os
efeitos da nicotina, da cotinina e fambéem da cafeina (intimamente relacionada com
o habito de fumar) sobre as bactérias da microbiota oral.

PAVIA et al. {2000) em um estudo relacionando a atividade da nicotina
sobre o desenvolvimento microbioldgico de alguns fungos e bactérias (Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Listeria monocytogenes, Estreptococos do grupo
viridans, Cryptoccus neoformans, Bomelia burgdoiferi Staphylococcus aureus,
Mycobacterium phlei e Candida albicans) constataram que quantidades entre 100
a 250 ug/mL inibiam cerca de 50% destes microrganismos. Entretanto, nenhum
dos microrganismos estudados tem relagao direta com a doenga periodontal, o
que aponta para a necessidade de aprofundamento dos estudos sobre a atividade
da nicotina e das outras substancias sobre as bactérias patogénicas do sulco

periodontal.
A atividade in vitro da nicotina, cotinina e cafeina sobre 0s microrganismos

gue propiciam a formagéo do biofilme periodontal poderad contribuir para o
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entendimento da relagdo enfre as periodontopatias e estas substancias. Assim,
uma vez que estas substéncias estdo nommalmente presentes na saliva de
fumantes, sdo necessérios novos estudos para ¢ conhecimento dos seus efeitos
ou sobre sua possivel contribuicdo como substrato para o crescimento dos

estreptococos orais.
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MATERIAIS E METODOS

Substéncias utilizadas

Foram utilizadas para a avaliagdo de suas atividades, as seguintes
substéncias: nicotina (hidrogeno-tartarato de (-)-nicotina, Sigma® Co), cotinina ((-)-
cotinina, Sigma® Co), cafefna (Sigma® Co} e digluconato de clorexidina a 12%. As
solugbes foram feitas utifizando &gua (cafeina) ou alcool etilico como solvente
{cotinina).
Bactérias utilizadas para o estudo

Foram utilizadas as cepas das baciérias: Streptococcus oralis (PB-182),
Streptococcus mitis (ATCC-903) e Streptococcus gordonii (ATCC-10558). As

bactérias sédo rotingiramente mantidas em freezer & -70°C, em caldo infuso

cérebro coracédo (BHI, Difco®) contendo solugdo de glicerol a 40% (viv).

Procedimento para congelamento de microorganismos
Etapas anteriores ao congelamento do microrganismo:
1. Foi feita uma cuiltura overnight do microrganismo selecionado,
2. No dia seguinte, verificou-se (se ndo havia contaminag¢do) na cultura de
overnight (Gram e analises microscopicas),

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

microrganismo.
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Congelamento

1.

Preparou-se uma solucdo de glicerol a 40% em meio de cultura BHI
caldo a ser congelado, da seguinte forma:

Num tubo de ensaio foi colocado 2,0 mL de glicerol e 3,0 mL do meio de
cultura e agitado, produzindo assim a solugdo de glicerol a 40% . O
procedimento foi feito em camara de fluxo laminar;

A solucso foi autoclavada por 15 min, a 1 atm e 121° C;

Etiguetou-se os tubos eppendorf a serem congelados com o
microrganismo;

Foi colocado 0,4mbL da mistura de glicercl + meio de cultura em cada
tubo eppendorf esterilizado;

Adicionou-se¢ 0.4 mL da cultura contendo ¢ microrganismo a ser
congeiado aos 0,4 mL ja pipetados no eppendorf e estes foram agitados;
A mistura foi rapidamente congelads;

Apos 3 dias, um eppendorf qualguer congelado foi semeado em uma

placa para verificar 0 sucesso ou n&o do isolamento e congelamento.

Procedimento realizado na University of Rochester, laboratério de Modelo

de Cérie Animal, do Dr. W. H. Bowen {Prof. Pedro L. Rosalen, 1885).

Curva de crescimento bacteriano

Etapa 1 - Preparagio da cultura para curva de crescimento:

1.

Reativou-se a bactéria que estava congelada em soiugdo de glicerol a

40%. Colocou-se uma aliquota de 100 w em 10 mlL de caldo infuso-
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cérebro coragdo (BHI). A cultura foi incubada em estufa com 10% CO,
& 37° C, por volta de 18 h (ovemight);

No dia seguinte, verificou-se (se n&o havia contaminagdo) na cultura
(Gram, motilidade},

Ap6s verificacdc da pureza da cultura, a mesma foi preparada para
inoculagdio. O indeculo final continha por volta de 107 Unidades
Formadoras de Coldnia/ mL (UFC/mL);

Para obtencdo desse indculo, preparou-se urma mistura de solucdo
fisiologica (NaCl 0,9%) adicionando uma quantidade igual da cultura
ovemight. Comparou-s¢ com © padrioc MacFarland & (ver abaixg). A
comparacédo deve ser visual e espectrofotométrica. Para a comparagéo
espectrofotomeétrica, os valores de transmitancia de ambas devem ser o
mesmo, num comprimento de onda de 880 nm;

Apods a obtencdo da suspens&o bacteriana contendo aproximadamente
10® UFC/mL, foi feita a diluicdo em solucgéo fisioldgica até obter uma

diluigdo com 107 UFC/mL.

Preparagdo de solugdo padrdo 0,5 de MacFarland de BaS0O,

1. A preparagao foi realizada em capeala de fluxo;

2.

Preparou-se uma solugéo de BaCly 0,048M em bal&o volumétrico. Cobriu-
se o baldo com papel aluminic para evitar a degradagéao pela luz do BaCl;
Preparou-se a solugdo de H,S04 a 0,36N.

Preparou-se o padrdo adicionando 0,56 ml de BaCl, 0,048M e 99,5 mL

H>S04 a 0,36N.
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5. Os tubos foram armazenados hermeticamente fechados e conservados a

temperatura ambiente, no escuro.

Etapa 2 - .Curva de crescimento:

1.

Preparou-se guatro tubos de ensaio (quadruplicatas) contendo 9.9 mL de
BHI caldo. Inoculou-se 0.1 mL de da diluigdo contendo 107 UFC/mL. Dessa
forma, cada tubo continha 10° UFC/MmL;

Foram feitas leituras de absorbancia e transmiténcia desses tubos em
espectrofotdmetro, num comprimento de onda 880 nm;

A cada leitura feita, inoculou-se uma aliquota de 20 pb da cultura em
crescimento em placas de BHI agar, atraves de espalhamento com alca de
Drigalsky. Foram feitas diluicdes prévias, quando necessario. Cada diluicao
foi inoculada em duplicatas. As placas foram incubadas em estufa de CO;
10%, 4 37° C, por 48 h;

Procedeu-se as leituras de absorbancia e transmitancia e o plagueamento
seguindo um esquema de horarios, a partir do momento da incubacgéo:

0h-1h,3h-5h-55h-6h~-85h-8h-11h-23h.

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

bacteriano. As leituras e plagueamento de meia em meia hora foram assim
feitas na fase exponencial de crescimento. Dessa forma, essas leituras
podem ser modificadas para diferentes horéarios, desde gue coincidam com

a fase logaritmica de crescimento.
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S. Ap6s 48 h de incubagdo das placas contendo a bactéria pesquisada,
procedeu-se a contagem de coldnias, obtendo posteriormente a quantidade

de UFC/mL.

Prova de sensibilidade dos microrganismos em estado piancténico por
diluicdo em caldo:

1. Preparou-se a bateria de tubos de ensaio com as substincias a serem
testadas. Todas as concentragdes foram feitas em triplicatas;

2. Adicionou-se 7,56 mL de meio de caldc infuso cérebro coracdo em cada
tubo;

3. Tubos teste. Os tubos continham seis concentragdes regressivas das
substancias: nicotina, cotinina e cafeina (400, 100, 25, 6.25, 1.5 e 0.39
uglmL). As concentracdes de clorexidina foram: 1, 0.25, 0.0625, 0.0156,
0.0039 e 0.00097%. Os solventes para a preparacdo da solucdo-mae
foram: agua para a nicotina e cafeina; etanol absoluto para a cotinina.

4. Em trés baterias de tubos foram inoculados 75ul da cultura com o
microrganismo a ser testado. Os indeulos foram feitos com o microrganismo
na fase exponencial. Os tubos coniinham 10° UEC/mL;

5. Controles; Controle positivo de crescimento: sem nenhuma das solucdes,
porém com ¢ indculo. Controle negativo: todas as concentracbes da
substancia em teste, porem sem indculo; Controle negativo/negative: sem
nenhum inGculo ou solugdo; Controle para veiculos: foram acrescidos com

0 maior volume do solvente da cotinina, no caso 30 pl. de etanol absoluto.
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. Estando preparados os tubos, estes foram incubados em estufa de
microaerofilia (10% de CC,), em temperatura constante de 37°C, durante
18 horas;

. Decorrido este periodo, os ftubos foram submetidos & leitura em
espectrofotometria {medidas de absorblncia em espectrofotdmetro
Beckman, modelo DU-65, com lambda = 660nm, em cubetas descartaveis);
. Apbs este procedimento, foram inoculados 50 ul de cada tubo, depois da
diluicdo em soro fisioldgico. Os indculos foram dispersos em placas de Petri
contendo meio de cuitura BHI-&gar, utilizando a Spiral Plater {Don
Withley®).

. As placas foram incubadas em estufa de microaerofilta (10% de CO,), em
temperatura constante de 37°C. Apds este periodo, as placas foram
submetidas a contagem manual de coldnias, utiizando a técnica de
contagem por areas (para dispersdes 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 bactéria em
estudo, com o intuito de conhecer o seu tempo de crescimento, visando maior
interesse em encontrar o periodo de tempo em que a bactéria atinge sua fase de
crescimento logaritmico e relacionar a densidade Optica da cultura com a
guantidade de unidades formadoras de coldnia por mL. Conhecendo a curva de
crescimento dessas bactérias, os testes de sensibilidade dos microrganismas em
estado planctdnico por diluicdo em caldo puderam ser iniciados com o0 inéculo de
culturas que ja haviam atingido essa fase.

A curva de crescimento também foi Gtil para conhecer todas as fases de
crescimento e seus respectivos tempos, a fim de poder conduzir os testes dentro
do periodo em que a bactéria se mantém viavel.

Seguem-se abaixo as curvas de crescimento, relacionando a densidade
Optica (leitura de absorbancia - comprimento de onda 880nm) e o logaritmo das

unidades formadoras de coldnia por mL (UFC/mL).
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Analisando os graficos, observa-se uma boa correlagdo entre a absorbancia
e a densidade oOpfica, que foi importante para encontrar os indculos iniciais dos
experimentos conduzidos. Esses resultados ajudaram também a relacionar a
densidade éptica das culturas testadas e a diluicdo em soro fisiolégico a ser feita
para dispersdo em placas com BHI-agar nos testes de sensibilidade bacteriana, a
fim de tomar contavel o nimero de coldnias na placa.

Foi verificada uma excelente comelagio (R* > 0.9) entre os valores de
absorbancia e de niimero de ufe/mL, o que permitiu que os dados proporcionados
por essas curvas de crescimento fossem utilizados com grande sucesso nos

experimentos de Sensibilidade bacteriana em estado planctdnico.

Prova de sensibilidade dos microrganismos em estado planctonico por
dilui¢do em caldo

Os resuitados a segquir relacionam absorbancia e o logaritmo das unidades
formadoras de colonia (log ufc/mL) das cuituras de bactérias que foram expostas
as substancias-teste (cafeina, cotinina e nicotina) durante um periodo de 18 horas.
O crescimento bacteriano também foi avafiado na presenca da clorexidina. Os
graficos mostram as meédias dos valores de absorbancia e do logaritmo das

unidades formadoras de coldnia e 0s valores de desvio padrao.
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exposicao as substancias teste. Os valores de concentracdo iguais a zero
referem-se ao controle positivo de crescimento.

A partir dos dados dos graficos, & possivel notar que ndo houve diferenca
significativa no crescimento bacteriano entre os diferentes grupos (cafeina,
nicotina e cotinina). Em comparag@o com 0s controles positivos de crescimento,
ou seja, a bactéria na auséncia das substancias testadas, também nao houve
diferencas, Dessa forma, pode-se concluir que as substancias teste nao interferem
no crescimento bacteriano das espécies S. oralis, S. mitis e S. gordonii de
maneira significativa.

Em relagdo ao controle clorexidina, observa-se que nas concentragdes 0,20
pg/mL e 0,75 pg/mL para S. oralis , 0,195 ug/mL para S. mitis e 0,20ug/mL e
0,75ug/mL para S.gordonii houve um crescimento bacteriano, havendo inibicdo do
crescimento em concentragcdes superiores, 0 que indica que a metodologia usada

para o desenvolvimento do experimento & adequada.

Quanto aos controles, houve um bom crescimento nos controles positivos

(meio de cultura + bactéria; meio de cultura + 30puL de etanol + bactéria), este
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tltimo indicando que a quantidade de etanol utilizada para diluir a cotinina nio
teve alguma atividade inibitdria, ou seja, nao interferiu nos resultados. Os
controles negativos mostraram-se sem contaminagbes {meio de cultura; meio de

cultura + etanol meio de cuiltura + substéncias testadas).
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DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo sugerem que o Crescimento bacteriano
das espécies S. oralis, S. mitis e S.gordonii ndo & modificado na presenca de
cotinina, nicotina € cafeina. No entanto, esse foi um estudo in vitro, onde as cepas
testadas tiveram todas as condigbes 6timas de nutrientes, temperatura e ambiente
(microaerdfilia) para o seu crescimento. Provavelmente, in vivo, onde estas
bactérias se encontram formando o biofilme periodontal, no qual as condigdes de
crescimento ndo sao tao favoraveis, essas substancias possam interferir com o
crescimento.

Nao foram encontrados na literatura estudos in vivo ou in vifro que
relacionassem a nicotina, cotinina e cafeina com o crescimento de estreptococos
grais. Um Unico reiato na literatura relacionando a nicotina e sua atividade
antimicrobiana foi descrito por PAVIA et al. (2000). Neste estudo, concentragdes
de nicotina de 100 e 250 pg/mL. inibiram o crescimento em 50% de varias espécies
bacterianas entre elas estreptococos do grupo viridans. Porém, 0s autores né&o
citam quais espécies de estreptococos foram testadas. Embora o S. gordonii faga
parte desse grupo, a especie difere marcadamente de outros estreptococos do
mesmo grupo. Na realidade, muitos dos estreptococos do grupo viridans tém
como Unica caracteristica comum a capacidade de hemolisar parcialmente o
sangue.

A clorexidina vem sendo utilizada para o controle da formacdo da

microbiota dental ha muito tempo (LANG & BRECX 1986). Além disso, & também



utilizada para causar alteragdc na composicdo bacteriana supra-gengival,
p'roduzindo significante reduc&o na prorpogao de estreptococos, particularmente
dos S. mutans (EMILSON 1981).

Os resuftados obtidos com o uso da clorexidina demonstraram inibi¢éo do
crescimento bacteriano de forma concentragio-dependente, como ja observado
previamente por LANG & BRECX, 1886; GROPPO et al,, 2002; HERRERA &t al.,
2003.

As concentracdes de clorexidina que promoveram a inibigdo do crescimento
bacteriano (CIM) foram diferentes entre as trés espécies. O S. gordonii (0,31
ug/ml) foi o mais sensivel ao efeitc da clorexidina, seguidc do S. mifis
{0,75ug/mL) ¢ do S. oralis (12,5 pg/mL). A sensibilidade dessas espécies
bacterianas a clorexidina ja foi demonstrada em outros estudos.

Num estudo in vivo conduzido por D’ARCANGELO ef al. (1999), o
digluconato clorexidina a 0,12% foi bactericida para ¢ S. mitis, num tempo de
exposicdo a substancia de 10 minutos. Em outro estudo in vitro, onde o 8. mitis foi
exposto & clorexidina por 1 minuto, n@c foi observado inibicdo do crescimento
estatisticamente significante.

Qutros trabalhos também demonstram que a coagregacéo bacteriana
também pode ser alterada na presenga de clorexidina (LEE, 2001). A coagregacao
entre P.gingivalis (ATCC-381) e S. oralis (ATCC-8811) ou S. gordonii {DL-1) foi
prejudicada em concentracdes de clorexidinag de 6,02%, quando expostas a essa
substancia por 1 hora. Esse achado € muito importante, ja que a coagregacao €

uma etapa crucial para a formac&o do biofitme. No entanto, ndo foi mencionado se
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houve inibicdo do crescimento dessas bactérias. Porém, foi relatado que, na
concentracao de 0,02% a clorexidina nao foi bactericida para as espécies de
estreptococos, o que contradiz ¢ achado do nosso estudo. Em nossos
experimentos, a maior concentragdo de clorexidina testada (0,02%) promoveu a
morte de todas as bactérias estudadas, mostrando um forte efeito bactericida.
Essa diferenca de resuttados pode ser explicada pelo tempo de exposicdo a
clorexidina, que em nosso trabalho foi de 18 horas, enquanto no estudo de LEE

(2001) foi de apenas 1 hora.
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CONCLUSAQ

Pode-se concluir que, a excecdo da clorexidina, a nicotina, cotinina e
cafeina nao afetam o crescimento de alguns estreptococos orais (S. oralis, S. mitis

e S. gordonii).
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