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Resumo

Objetivo: Este estudo experimental in vitro avalia a atividade antibacteriana de pastas
dentifricas, comparando a eficacia das pastas dentifricas “ndo especializadas” com as
“especializadas para as gengivas”. Visando verificar se as pastas especializadas sdo, ou

ndo, mais eficazes no combate a bactérias periodontopatogénicas.

Materiais e métodos: Foi verificada a atividade antibacteriana de pastas dentifricas em
Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia, avaliando a inibi¢ao bacteriana pelo
método de difusdo em &gar (através da formagdo, ou ndo, de halo de inibicdo do
crescimento). Nas pastas que formaram halo de inibi¢do, verificou-se a capacidade de
provocarem morte bacteriana. Nas que nao formaram halo de inibigdo, através do teste
de suspensdo quantitativo, verificou-se a capacidade de reducdo do niimero de unidades
formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml) apos o contacto com as pastas durante 2

minutos.

Resultados: Todas as pastas dentifricas em estudo apresentaram efeito bactericida em
Porphyromonas  gingivalis e Prevotella intermedia. Relativamente as pastas
especializadas para as gengivas, as amostras de Elgydium Placa Bacteriana & Gengivas
e Arthrodont Classic Gengivas Irritadas provocaram a morte total das bactérias testadas
e as de PerioGard Colgate e Parodontax Original provocaram reducdes superiores a 10°
UFC/ml em ambas as bactérias. Quanto as pastas ndo especializadas, a amostra de
Aquafresh Tripla Protegdo Menta Fresca provocou uma redugdo superior a 10° UFC/ml
em ambas as bactérias, sendo que as restantes (Colgate Tripla A¢do; Oral-B 1-2-3;
Elgydium: Multi-A¢do) apresentaram reducdes superiores a 10° UFC/ml somente numa

das bactérias.

Conclusio: Aparentam existir diferengas na eficdcia antibacteriana entre as pastas
dentifricas “especializadas para as gengivas” e as “ndo especializadas”, sendo que as
pastas “especializadas para as gengivas” aparentam ser mais eficazes que as “ndo
especializadas”. Verificou-se também que aparentam existir diferencas na eficacia

antibacteriana entre as pastas dentifricas “especializadas para as gengivas” testadas.

Palavras-chave: Pastas Dentifricas; Doen¢a Periodontal; Atividade Antibacteriana;

Bactérias Periodontopatogénicas.






Abstract

Objective: This in vitro experimental study evaluates the antibacterial activity of
toothpastes, comparing the effectiveness of “non-specialized” toothpastes with those
“specialized for the gums”. Aiming to verify whether or not specialized toothpastes are

more effective in combating periodontopathogenic bacteria.

Materials and methods: The antibacterial activity of toothpastes was verified against
Porphyromonas gingivalis and Prevotella intermedia, evaluating bacterial inhibition
using the agar diffusion method (through the formation, or not, of a growth inhibition
halo). In toothpastes that formed an inhibition halo, the ability to cause bacterial death
was verified. In those that did not form an inhibition halo, the ability to reduce the
number of colony-forming units per milliliter (CFU/ml) after contact with the

toothpastes for 2 minutes was verified, through the quantitative suspension test.

Results: All toothpastes studied showed bactericidal effect against Porphyromonas
gingivalis and Prevotella intermedia. Regarding specialized for the gums toothpastes,
the samples of Elgydium Placa Bacteriana & Gengivas and Arthrodont Classic
Gengivas Irritadas caused the total death of the bacteria tested and those of PerioGard
Colgate and Parodontax Original caused reductions of more than 10> CFU/ml in both
bacteria. As for non-specialized toothpastes, the Aquafresh Tripla Protecdo Menta
Fresca sample caused a reduction of more than 10° CFU/ml in both bacteria, while the
remainder (Colgate Tripla Agdo; Oral-B 1-2-3; Elgydium: Multi-A¢do) showed

reductions greater than 10° CFU/ml in just one of the bacteria.

Conclusion: There appear to be differences in antibacterial effectiveness between
“specialized for the gums” and “non-specialized” toothpastes, with “specialized for the
gums” toothpastes appearing to be more effective than “non-specialized” toothpastes. It
was also found that there appeared to be differences in antibacterial effectiveness

between the “specialized for the gums” toothpastes tested.

Keywords: Toothpastes; Periodontal Disease; Antibacterial Activity;

Periodontopathogenic Bacteria.
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I INTRODUCAO

I. INTRODUCAO

A cavidade oral pode ser considerada um “espelho” da saude geral de um individuo,
além disso a saude oral demonstra ser um fator importante na manutencdo da saude,
bem-estar ¢ qualidade de vida. A higiene oral ¢ a medida mais importante para a
preservacao da saude oral e prevengao da doenga periodontal e da carie dentéria

(Agrawal & Gupta, 2020; Peres et al., 2019; Valkenburg et al., 2019).

As doengas orais sdo um problema global de saude publica com particular
preocupacao para diversos paises de baixo e médio-baixo rendimento em que se estima
um aumento do nimero de casos de doengas orais, em parte devido a praticas
inadequadas de higiene oral, & exposi¢ao inadequada ao fluor, a falta de acesso a
servigos de higiene oral, bem como ao consumo de alcool, tabaco e produtos
alimentares com alto teor de agucar (Iba & Adamu, 2021; Peres et al., 2019; WHO,

2022).

Atualmente, estdo disponiveis, e facilmente acessiveis, diversos produtos de higiene
oral, como escova de dentes, pasta dentifrica, colutério e fio dentario, que podem ser
utilizados para o controlo da placa bacteriana na cavidade oral, prevenir as doencas
orais, manter a estética e prevenir a halitose, mantendo assim uma boa higiene oral. A
escovagem dentaria ¢ um método essencial e adequado para a remocao mecanica da
placa bacteriana, quimicamente auxiliado pelos compostos presentes nas pastas
dentifricas. Recomenda-se uma escovagem com duragdo de 2 a 3 minutos, pelo menos 2
vezes por dia, em combina¢d@o com o uso de fio dentario ou de outro produto auxiliar de
limpeza interdentéaria (Agrawal & Gupta, 2020; Iba & Adamu, 2021; Valkenburg et al.,
2019).

Durante a sele¢do dos produtos de higiene oral, os individuos apresentam
dificuldade na escolha da pasta dentifrica mais adequada para as suas necessidades e
problemas. Existem diversos fatores que influenciam a sele¢do do produto de higiene
oral como o poder de compra (preco), as propriedades do produto (sabor, cor e
aparéncia) e a publicidade nos media. Talvez por este motivo, muitos individuos
consultam os profissionais de saude oral em busca da pasta dentifrica mais eficaz.
Sendo que, idealmente, os médicos dentistas recomendam a pasta dentifrica com base
nas necessidades especificas de cada paciente e na natureza dos seus problemas de
saude oral (Agrawal & Gupta, 2020; Subramanian et al., 2017; Umanah & Braimoh,
2017).
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Il. ENQUADRAMENTO TEORICO

1. Doenca periodontal

A doenca periodontal ¢ um processo patologico que afeta o periodonto, estrutura
responsavel pelo suporte dos dentes e que inclui o tecido gengival, o osso alveolar, o
cemento ¢ o ligamento periodontal. E uma doenca inflamatéria multifatorial associada a
uma disbiose da microbiota oral, resultante de um aumento de bactérias anaerobias
Gram-negativo no biofilme oral e desencadeada por uma resposta imunoldgica do
hospedeiro a essas bactérias (Gasner & Schure, 2023; Kinane et al., 2017; Minty et al.,
2019).

A doenga periodontal engloba a gengivite e a periodontite. A gengivite caracteriza-
se como uma inflamag¢do gengival que ocorre devido a uma acumula¢do de placa
bacteriana, mas sem perda de inser¢dio do tecido conjuntivo. E uma condi¢do que afeta
cerca de 90% da populacdo, mas que pode ser reversivel com mudangas no estilo de
vida e melhoria dos habitos de higiene oral. Quando a condicdo periodontal progride
para além da gengivite, designa-se de periodontite. A periodontite ¢ uma inflamagao
cronica e irreversivel em que a presenca de inflamagdo gengival leva a perda de
insercdo, o que consequentemente contribui para a formagao de bolsas periodontais e
possibilidade de perda dentéria (Gasner & Schure, 2023; Kinane et al., 2017; Madiba &
Bhayat, 2018).

1.1. Diagnéstico periodontal

Antes de iniciar o diagnostico periodontal, ¢ importante perceber quais as queixas e
as expetativas do paciente em relacdo ao tratamento, bem como obter uma minuciosa
historia clinica e, assim, identificar potenciais fatores de risco modificaveis ou nao
modificaveis para a doenga periodontal como, por exemplo, a diabetes mellitus € o
tabagismo. O diagndstico periodontal inclui a avaliacao de diversos parametros clinicos
como a profundidade de sondagem, a hemorragia a sondagem, o nivel de inser¢ao
clinica, os defeitos de furca, a mobilidade dentaria e o trauma oclusal que avaliam a
extensdo e a gravidade atual da doenga periodontal, apesar de ndo conseguirem prever a
atividade futura desta doenca. Através de exames complementares de diagndstico tais
como radiografias, € possivel determinar a extensao da perda ossea alveolar horizontal e

vertical (Kwon et al., 2021; Salvi et al., 2023).
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Um periodonto saudével consiste numa gengiva rosa, firme, pontilhada e bem-
adaptada ao osso subjacente e apresenta uma profundidade de sondagem de 1 a 3 mm,

nao possuindo sinais de hemorragia a sondagem (Gasner & Schure, 2023).

Na presenga de periodontite verifica-se uma gengiva vermelha com textura alterada,
aumento da profundidade de sondagem (bolsas periodontais superiores a 3mm),
hemorragia a sondagem, destrui¢do das estruturas de suporte dentdrio, recessdo ou
aumento da margem gengival, aumento da mobilidade dentédria e, consequentemente,
perda dentdria. A doenca periodontal ¢ indolor com exce¢ao dos casos em que ha
deslocamento dentario ou aparecimento de abscessos (Gasner & Schure, 2023; Kinane

et al., 2017).

A auséncia de hemorragia a sondagem pode ser considerada um indicador muito
confiavel para a estabilidade periodontal, representando a saiude periodontal com um
valor preditivo negativo de 98% a 99%. J4 a presenga de hemorragia a sondagem tem
um valor preditivo positivo baixo, uma vez que podem existir outros fatores que podem
ndo estar relacionados diretamente com a acumulagdo de placa bacteriana e causar
hemorragia gengival, como, por exemplo, a deficiéncia de vitamina C ou a terapéutica
com aspirina. Para além disso, fatores como a dimensao da sonda, a angulacido da sonda
e a pressao aplicada podem afetar a avaliacdo da inflamagdo gengival, isto ¢, a presenca
ou auséncia de hemorragia gengival. A pressdo aplicada durante a profundidade de

sondagem ndo deve ser superior a 0,25 N (Lang & Bartold, 2018).

O diagnostico da doenca periodontal deve ser preciso e precoce, ja que a perda dssea
e de tecido mole ocorre de forma progressiva e ¢, maioritariamente, irreversivel. No
entanto, numa fase inicial de gengivite, apesar de os pacientes terem hemorragia durante
a escovagem dentaria, tendem a nao sentir dor, o que faz com que raramente recorram

ao médico dentista por esse motivo (Kinane et al., 2017; Neves et al., 2019).

1.2. Nova classificacdo das doencas periodontais

Em 2017, foi adotado um novo esquema de classificacdo da doenca periodontal no
“Workshop Mundial de Classificagdo das Doengas e Condigdes Periodontais e Peri-

Implantares” que decorreu em Chicago (Caton et al., 2018).

De acordo com a nova classificagdo, a satde gengival clinica estd geralmente

associada a um infiltrado inflamatério e a uma resposta do hospedeiro compativel com
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homeostase, sendo caracterizada pela auséncia de hemorragia a sondagem, de eritema,
de edema e de sintomas do paciente. Podendo existir num periodonto intacto, onde ha
auséncia de perda Ossea e de insercdo clinica, ou num periodonto reduzido (com
periodontite estdvel ou sem periodontite), onde hé perda de insercao clinica e reduzido
nivel 6sseo. Um caso de satide periodontal num periodonto intacto ou reduzido de um
paciente sem periodontite ¢ caracterizado pela existéncia de hemorragia a sondagem
menor que 10% e valores de profundidade de sondagem menores ou iguais a 3 mm. No
entanto, ¢ importante ter em conta que um caso de satde periodontal num periodonto
reduzido de um paciente com periodontite estavel possui um maior risco de recorréncia
da doenca em comparagdo com um paciente sem historico de periodontite e apresenta
valores de profundidade de sondagem menores ou iguais a 4 mm e hemorragia a

sondagem menor que 10% (Chapple et al., 2018).

A gengivite pode ser dividida em dois tipos: gengivite induzida por placa dentéria e
doengas gengivais ndo induzidas por placa dentaria. A gengivite induzida por placa
dentaria ¢ definida como uma lesdo inflamatoria que resulta da interagdo entre o
biofilme dentario e a resposta imunoinflamatdria do hospedeiro, que permanece contida
na gengiva e ndo se estende aos tecidos periodontais de insercdo (cemento, ligamento
periodontal e osso alveolar). Pode ser reversivel através da reducao dos niveis de placa
dentaria na margem gengival. Um caso de gengivite num periodonto intacto ou num
periodonto reduzido (sem periodontite ou com periodontite estavel) ¢ caracterizado pela
existéncia de hemorragia gengival maior ou igual a 10% e valores de profundidade de
sondagem menores ou iguais a 3 mm. No entanto, ¢ importante ter em conta que 0s
pacientes com periodontite estdvel apresentam um alto risco de recorréncia de

periodontite (Chapple et al., 2018).

A periodontite ¢ uma doenca inflamatoria cronica multifatorial associada a um
biofilme disbiotico e caracterizada pela destrui¢ao progressiva dos tecidos de suporte
dentario. As suas principais caracteristicas incluem a perda de tecido de suporte
periodontal, manifestado através da perda de insercdo clinica e da perda de osso
alveolar, bem como da presenca de bolsas periodontais e hemorragia a sondagem
(Papapanou et al., 2018).

r

Clinicamente, ¢ considerado um caso de periodontite se uma perda de inser¢ao
interproximal for detetada em dois ou mais dentes ndo adjacentes ou se uma perda de

inser¢do clinica >3 mm com bolsas >3 mm em vestibular ou lingual/palatina for
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detetada em pelo menos dois dentes, sendo que a perda de inser¢do clinica ndo pode ser

atribuida a causas ndo relacionadas com a periodontite (Papapanou et al., 2018).

Com a nova classificagdo, a periodontite pode existir sob 3 formas: a periodontite
necrosante, a periodontite como manifestacdo direta de doencas sistémicas ¢ a
“periodontite”. A “periodontite” pode ser caracterizada consoante o seu estadio e grau.
O estadio (I a IV) depende da severidade da doenca e da presenca de fatores de
complexidade, podendo ser classificado consoante a sua extensdo e distribui¢do. O grau
(A a C) representa a taxa de progressao da doenca e avalia o risco de a doenga afetar de

forma negativa a saiude geral do individuo (Papapanou et al., 2018).

1.3. Epidemiologia

A doenca periodontal é considerada um problema de satide publica, representando a
sexta doenca mais comum em todo o mundo. Em Portugal, de acordo com o Inquérito
Nacional de Saude Oral da Direcao-Geral de Satde (DGS), em 2015, a prevaléncia de
periodontite era de 10,8% na faixa etdria dos 35 aos 44 anos e de 15,3% na faixa etéria
dos 65 aos 74 anos. No entanto, de acordo com a Global Burden of Disease, a
prevaléncia da doenga periodontal em Portugal estd em crescimento continuo e acima da
média mundial (Machado et al., 2020). Um estudo recente estima que a prevaléncia de
periodontite varie entre os 41,2% e os 69% para os municipios caracterizados como
periurbanos e urbanos, a maioria deles localizados na Area Metropolitana de Lisboa

(Antunes et al., 2020).

1.4. Fatores de risco

Sendo a doenca periodontal uma doenca multifatorial, esta surge como resultado de
fatores de risco modificdveis, nomeadamente o tabagismo, a ma higiene oral, a diabetes
mellitus e a gravidez, e de fatores de risco ndo modificaveis, como a idade e os fatores
genéticos. Ainda assim, o seu principal fator etiologico € a placa bacteriana (Gasner &

Schure, 2023; Harvey, 2017).

O tabagismo, o principal fator de risco modificavel da doenca periodontal, estd
associado a um aumento do risco e da gravidade da doenga periodontal e a uma
diminui¢do da eficicia do tratamento desta doenga. Os fumadores possuem um maior
nivel de perda 6ssea, uma maior perda de inser¢do periodontal, bolsas periodontais mais

profundas, tal como uma maior perda dentaria em comparagdo com os nao fumadores
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(Gasner & Schure, 2023; Kinane et al., 2017; Madiba & Bhayat, 2018). O efeito do
tabaco na composicdo da microbiota oral, na resposta imunoldgica e na capacidade de
cicatrizagdo do periodonto sdo os potenciais mecanismos responsaveis pelo efeito do
tabagismo na doenga periodontal. Assim, admite-se que o tabaco pode provocar uma
mudanga na composi¢ao do biofilme subgengival com um aumento da prevaléncia de
bactérias periodontopatogénicas. Para além disso, defende-se que pode levar ao atraso
do recrutamento e migra¢ao de neutrdfilos para os tecidos periodontais, comprometendo
assim os mecanismos de imunidade inata e aumentando o limiar de agressao aos tecidos
periodontais para iniciar a cascata inflamatéria. Também foram encontradas
concentragdes mais elevadas de elastase e metaloproteinase de matriz (MMP)-8 e
MMP-9 com atividade proteolitica e niveis mais baixos de inibidores de protease, como
alfa-2-macroglobulina e a-1-antitripsina. Assim, uma maior atividade colagenolitica em
conjunto com uma proporcdo reduzida de vasos sanguineos gengivais pode
comprometer a capacidade de cicatrizagdo periodontal (Leite et al., 2018). A inflamagao
dos tecidos periodontais normalmente gera hemorragia gengival durante a sondagem
periodontal ou até mesmo durante a escovagem dentdria. No entanto, os pacientes
fumadores possuem menor hemorragia gengival devido ao efeito vasoconstritor do
tabaco, o que contribui para a camuflagem da doenga periodontal (Kinane et al., 2017;

Santos et al., 2021).

Uma higiene oral inadequada provoca uma acumulagdo de bactérias e placa
bacteriana, desempenhando um papel importante no inicio e no desenvolvimento da

doenga periodontal (Gasner & Schure, 2023; Nazir, 2017).

A diabetes mellitus aumenta a prevaléncia e a gravidade da doencga periodontal, em
especial naqueles individuos que possuem a diabetes mal controlada. A satde
periodontal, em diabéticos, ¢ afetada através da reducdo da renovagdo dos tecidos e do
enfraquecimento dos mecanismos de defesa imunoldgica, ocorrendo uma maior
producao de citocinas pro-inflamatorias € uma menor eliminacdo de agentes
periodontopatogénicos. Por outro lado, a doenga periodontal pode influenciar o controlo
metabodlico da diabetes devido a um aumento da carga inflamatoria e da resisténcia a
insulina. Deste modo, conclui-se que a diabetes mellitus e a doenca periodontal tém uma
relacdo bidirecional (Kinane et al., 2017; Neves et al., 2019). A analise da hemoglobina
glicada (HbAlc) no sangue fornece evidéncias sobre os niveis médios de glicose no

sangue de um individuo nos ultimos dois a trés meses e ¢ o parametro utilizado para
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representar a influéncia da diabetes mellitus na taxa de progressdo da periodontite
(Papapanou et al., 2018; Sherwani et al., 2016). Deste modo, a diabetes mellitus
representa um modificador do Grau de periodontite. Assim, um individuo com
periodontite Grau A tem de ser normoglicémico, nao possuindo diagnostico de diabetes
mellitus. Para ser considerada periodontite Grau B, o individuo tem de possuir niveis de
HbAc inferiores a 7%. No entanto, se possuir a HbAlc com niveis iguais ou superiores

a 7%, ¢ considerada periodontite Grau C (Papapanou et al., 2018).

A gravidez esta associada a oscilagdes significativas nas hormonas sexuais
femininas, sendo que essas oscilagdes se correlacionam com um aumento na prevaléncia
e na gravidade da inflamagdo gengival. Ha estudos que mostram que gravidas com
doenga periodontal tém maior risco de sofrer efeitos adversos na gravidez, como pré-
eclampsia, parto pré-termo e baixo peso a nascenca, no entanto alguns estudos ndo
conseguiram confirmar essas associagcdes. Ainda assim, o tratamento periodontal numa
gravida é recomendado, uma vez que ¢ seguro tanto para a mde como para o feto, e
mesmo que ndo reduza o risco de efeitos adversos na gravidez, melhora a saude oral da

gravida (Bobetsis et al., 2020; Daalderop et al., 2018).

Com o avangar da idade, ocorre um aumento da prevaléncia da doenga periodontal
nos 1idosos, verificando-se uma diminui¢do do numero de fibras do ligamento
periodontal, da vascularizagdo e da capacidade de cicatrizagdo do osso alveolar. A
resposta inflamatoria nos idosos ocorre de forma mais dificultada o que pode deixa-los
mais suscetiveis a doenga periodontal. Ainda assim, a doenga periodontal pode ndo ser
causada apenas pelo envelhecimento celular, podendo ser o resultado de diversos
fatores, nomeadamente a exposi¢do prolongada a bactérias periodontopatogénicas
associada a doengas sistémicas, ao comprometimento motor e imunologico e a
substancias quimicas, tais como o alcool e o tabaco (Madiba & Bhayat, 2018; Rocha et

al., 2019).

A genética tem sido considerada um fator de risco para o inicio e progressao da
doenca periodontal. Esta predisposicdo genética € possivelmente conferida por um
conjunto de genes, deste modo sugere-se que os polimorfismos genéticos associados aos
genes envolvidos na produgdo de citocinas podem influenciar a patogénese da doenca
periodontal. A hipotese atual propde que o fendtipo especifico da doenga periodontal

pode ser o resultado de combinagdes de multiplos alelos de risco genético e das suas
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interacdes com fatores internos e externos (Kinane et al., 2017; Prashanthi et al., 2021;

Schaefer, 2018).

1.5. Placa bacteriana

A placa bacteriana consiste num biofilme complexo, isto €, num ecossistema de
microcolonias de bactérias envolvidas por uma matriz protetora composta por
glicoproteinas e polissacarideos extracelulares, tornando-as mais resistentes aos agentes
antimicrobianos. O biofilme possui canais circulatorios que permitem a entrada de
nutrientes e a saida de residuos ou metabolitos. Além disso, possui Quorum sensing, o
que permite que os microrganismos comuniquem entre si, € Autoinducers, que sao
moléculas secretadas pelas bactérias que regulam a expressdo génica. Dentro deste
ecossistema, existem microambientes com diferentes pH e diversas concentracdes de
metabolitos e produtos quimicos, permitindo a existéncia de diferentes espécies. Deste
modo, ha uma maior diversidade de bactérias, levando a infecdes mistas mais dificeis de

tratar (Harvey, 2017; Mehrotra & Singh, 2023).

A placa bacteriana nao pode ser eliminada com bochechos ou pela acdo de um jato
de dgua, ao contrario da matéria alba que, como nao esta fisicamente aderida a nenhuma
superficie, ¢ facilmente eliminada. Se a placa dentéria ndo for removida, esta ird sofrer

um processo de mineralizagdo e levar a formacao de calculo dentario (Harvey, 2017).

Apos a escovagem dentaria, em segundos, origina-se a pelicula adquirida, uma
camada acelular formada por glicoproteinas salivares, lipidos, mucina, produtos
extracelulares e fosfoproteinas nas superficies dentdrias. De seguida, surgem os
colonizadores primdrios, que sdo bactérias predominantemente Gram-positivo
anaerdbicas facultativas, como as espécies Streptococcus € Actinomyces. Mais de 80%
do biofilme inicial, é composto por Streptococcus, sendo considerada a principal
espécie de colonizadores precoces no biofilme oral (Aruni et al., 2015; Aspinall et al.,

2021; Harvey, 2017; Mehrotra & Singh, 2023).

A adesdo dos colonizadores primérios ocorre através do reconhecimento e da
ligagdo das adesinas que se projetam da superficie bacteriana as proteinas ricas em
prolina da pelicula. Estas ligagdes levam a uma alteragdo conformacional das proteinas
ricas em prolina e, consequentemente, a disponibilidade de locais recetores
denominados “criptitopos”. Através de coagregacdo, ha uma deposicdo de placa

bacteriana que se liga aquela ja existente, levando a uma deficiéncia de oxigénio e,
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eventualmente, a colonizagdo de bactérias maioritariamente anaerdbias Gram-negativo,
bastonetes ou filamentosas (Harvey, 2017; Mehrotra & Singh, 2023). A coagregacao ¢
um processo especifico em que bactérias geneticamente distintas se ligam umas as
outras através da interagdo entre adesinas proteicas, localizadas na parede celular ou nas
fimbrias, e recetores de polissacarideos, sendo este um dos mecanismos mais
importantes para a formacdo do biofilme oral. Assim, os colonizadores secundarios
ligam-se as bactérias que se encontram previamente ligadas a superficie dentaria (Hojo
et al., 2009; Rickard et al., 2003). O microrganismo Fusobacterium nucleatum ¢ uma
bactéria intermédia responsdvel pela ligacdo entre os colonizadores primdrios e os
colonizadores secundarios, uma vez que ¢ capaz de se coagregar com ambos (Harvey,

2017; Mehrotra & Singh, 2023).

Os biofilmes supragengivais e subgengivais ndo sao totalmente independentes, uma
vez que a remocdo do biofilme supragengival influencia a composi¢do do biofilme
subgengival e a sua capacidade de desenvolver a doenca periodontal. No entanto, a
microbiota subgengival ndo depende permanentemente da microbiota supragengival

para a sua sobrevivéncia e patogenicidade (Aruni et al., 2015).

1.6. Microbiota oral da doen¢a periodontal

Na placa subgengival, sdo encontradas aproximadamente 300 a 400 espécies
bacterianas, no entanto apenas cerca de 10 a 20 ¢ que sdo capazes de colonizar e,
consequentemente, causar danos nos tecidos periodontais. Para que ocorra colonizagao,
a espécie bacteriana necessita de ter a capacidade de se ligar aos tecidos periodontais, de
se multiplicar, de competir com outras bactérias presentes na cavidade oral e de
sobreviver aos mecanismos de defesa do hospedeiro (Madiba & Bhayat, 2018). As
bactérias orais comensais sdo responsaveis pela iniciagdo e propagacdo da doenca
periodontal através de disbiose (Gasner & Schure, 2023; Mohanty et al., 2019). O
processo de disbiose oral caracteriza-se pelo desequilibrio da homeostase entre os
tecidos do hospedeiro e a microbiota oral, podendo ocorrer como resultado da alteragao
dessa microbiota ou da falta de capacidade de resposta por parte do hospedeiro (Cugini
et al., 2021). Na periodontite hd uma substituicio de bactérias Gram-positivo
subgengivais por bactérias Gram-negativo (Gasner & Schure, 2023; Mohanty et al.,

2019).
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As Dbactérias periodontopatogénicas sao cocos, espiroquetas ou bacilos
anaerobios. As principais bactérias ligadas a doenga periodontal sdo Porphyromonas
gingivalis,  Prevotella  intermedia,  Bacteroides  forsythus,  Actinobacillus
actinomycetemcomitans € Treponema denticola (Madiba & Bhayat, 2018). As bactérias
anaerdbias multiplicam-se e sobrevivem na auséncia de oxigénio ou em baixas

condi¢des de potencial redox (Ramos, 2014).

As bactérias da placa subgengival estdo organizadas em 6 complexos microbianos
de Socransky: azul, amarelo, verde, roxo, laranja e vermelho (figura 1). O complexo
azul que corresponde a espécies de Actinomyces, o complexo amarelo que inclui
Streptococcus mitis, Streptococcus oralis e Streptococcus sanguis, o complexo verde
que inclui as espécies de Capnocytophaga, Actinobacillus actinomycetemcomitans
serotipo a, Eikenella corrodens e Campylobacter concisus e o complexo roxo que inclui
Veillonella parvula e Actinomyces odontolyticus. Estes 4 complexos sdo os primeiros
colonizadores da superficie dentaria (Aleksijevi¢ et al., 2022; Mohanty et al., 2019;
Socransky et al., 1998).

Actinomyces

species

V. parvula
A oclt,:;ﬂolyﬂcus

S. mitis
S. oralis

S. sanguls C. gracilis & muhe

Streptococcus sp.
S. gordonii

| ] T. forsythia
S. intermedius S. constellatis E. nodatum T denijlf::ofﬂ

P. gingivalis

E. corrodens
ingivalis C. showae

sputigena
]
:c A. actino. b S. noxia

Figura 1 - Representagdo esquematica dos complexos microbianos de Socransky (Socransky & Haffajee,

2005).

Os complexos laranja e vermelho incluem bactérias que estdo intimamente
relacionadas com condigdes periodontais patologicas e que geralmente se multiplicam
apds o crescimento das bactérias colonizadoras (Harvey, 2017; Mehrotra & Singh,

2023; Mohanty et al., 2019).
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As bactérias periodontopatogénicas Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia
e Treponema denticola fazem parte do complexo vermelho e raramente sdo encontradas
na auséncia de bactérias do complexo laranja. As bactérias Campylobacter gracilis,
Campylobacter rectus, Campylobacter showae, Eubacterium nodatum, subespécies de
Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium periodonticum, Peptostreptococcus micros,
Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens e Streptococcus constellatus pertencem ao
complexo laranja e sdo conhecidas como as bactérias anaerdbias Gram-negativo que
estabelecem a ponte entre as estirpes colonizadoras precoces e as bactérias do complexo
vermelho. Deste modo, o aumento da colonizagdo pelo complexo laranja leva a uma
maior colonizagdo pelo complexo vermelho (Mohanty et al., 2019; Park et al., 2015)

(figura 1).

As bactérias do complexo vermelho geralmente ndo sdo encontradas de forma
isolada nas bolsas periodontais, mas em associacdo, sugerindo a forma cooperativa com
que elas causam a destrui¢do do tecido periodontal. Isso ocorre devido a interagao entre
as espécies e a coagregacdo e interdependéncia metabolica que existe entre estas

bactérias (Nayak et al., 2018).

Ap0s a reclassificacdo do género Bacteroides, surgiram os géneros Prevotella e
Porphyromonas. Sao constituidos por bactérias pigmentadas, apesar de no género

Prevotella existirem espécies nao pigmentadas (Ramos, 2014).

No estudo experimental, desenvolvido mais a frente, serdo utilizadas as bactérias
Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia, que possuem uma forte relagdo com

o0 inicio e progressao da doenga periodontal (Cong et al., 2020).

1.6.1. Porphyromonas gingivalis

Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) ¢ uma bactéria anaerébia Gram-negativo
assacarolitica, ndo movel e em forma de bastonete responsavel pela progressdo da
doenca periodontal e destruicao dssea e tecidular. Esta bactéria pertence ao complexo

vermelho (How et al., 2016; Mohanty et al., 2019).

A palavra Porphyromonas tem origem grega e ¢ formada pela jun¢do de dois
termos: porphyreos que ¢ um adjetivo que significa roxo e monas que ¢ um substantivo
que significa unidade. Representa uma célula de porfirina que quando incubada em agar

com sangue, forma colonias brancas ou cremes que, com o tempo e¢ acumulacdo de
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heme, se tornam colonias redondas de pigmento preto. Esta requer a presenga de ferro
para o seu crescimento, necessitando de heme, hemina (forma oxidada do heme) e
vitamina K no seu meio de crescimento. O sulco subgengival da cavidade oral ¢ o
principal habitat desta bactéria, local onde produz energia através da fermentagdo de
aminoacidos presentes nas bolsas periodontais, uma vez que neste local a
disponibilidade de agucares ¢ baixa (How et al., 2016; Mei et al., 2020; Mohanty et al.,
2019).

A patogenicidade de um microrganismo depende da capacidade de este colonizar e
sobreviver aos mecanismos de defesa do hospedeiro, bem como da capacidade de este

produzir substancias que podem levar a destrui¢cao dos tecidos (How et al., 2016).

A sobrevivéncia, patogenicidade e colonizacdo de P. gingivalis nos tecidos
gengivais do hospedeiro depende de diversos fatores de viruléncia, como fimbrias,
hemolisina, hemaglutininas, capsula, vesiculas da membrana externa (OMVs),
lipopolissacarideos (LPS) e gingipains (Aleksijevié et al., 2022; How et al., 2016; Mei
et al., 2020).

As fimbrias ou “pili” sdo apéndices de superficie finos, filamentosos e proteicos que
se projetam da membrana externa de uma célula bacteriana e aumentam a adesdo
bacteriana a varios tipos de superficie incluindo a matriz extracelular, a células
hospedeiras e a outras bactérias. Estas estruturas permitem a interagdo com outras
bactérias orais, a formac¢ao de biofilme, a motilidade bacteriana bem como a adesao ¢ a
invasdo as células hospedeiras (Aleksijevi¢ et al., 2022; How et al., 2016; Jia et al.,

2019; Xu et al., 2020).

O heme ¢ uma fonte de ferro e protoporfirina IX, sendo que a sua disponibilidade
afeta a sobrevivéncia, o crescimento e a morfologia de P. gingivalis e,
consequentemente, a sua viruléncia. As hemoproteinas da saliva, o fluido gengival e os
eritrocitos sao as principais fontes de heme (Aleksijevi¢ et al., 2022; Jia et al., 2019;

Smalley & Olczak, 2016).

A capsula de P. gingivalis, também conhecida como antigénio K, ¢ uma estrutura
externa que, como um envelope, envolve a célula bacteriana e € constituida por
polissacarideos e 4agua. Esta estrutura evita a ativagdo do sistema imunoldgico do
hospedeiro e serve como mecanismo de defesa da c€lula bacteriana contra a fagocitose e

a morte celular (Aleksijevi¢ et al., 2022; Xu et al., 2020).
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As vesiculas da membrana externa (OMVs) sdo compostas por proteinas da
membrana externa, fosfolipidios, lipopolissacarideos (LPS), partes do periplasma, acido
desoxirribonucleico (DNA) e acido ribonucleico (RNA). Durante o seu crescimento, as
bactérias Gram-negativo podem libertar OMVs onde a ligagao entre o peptidoglicano e
a membrana externa estd enfraquecida. As OMVs estdo envolvidas na adaptacdo da
célula bacteriana ao stress, no desenvolvimento do biofilme, na aquisi¢ao de nutrientes e
na interagcdo com o hospedeiro e outras bactérias, tendo também a capacidade de invadir
e destruir as células hospedeiras ao evitar as suas respostas imunolédgicas (Aleksijevic et

al., 2022; Mei et al., 2020; Zhang et al., 2021).

A membrana celular externa consiste essencialmente em lipopolissacarideos (LPS),
sendo que para a sua viruléncia o componente lipidico A ¢ o mais relevante. Os LPS sdo
libertados apo6s a lise de bactérias ou através das OMVs de bactérias vivas. Este
constituinte da membrana externa influencia a manutencdo celular e estrutural das
bactérias Gram-negativo, bem como o controlo da entrada de moléculas hidrofobicas e
produtos toxicos. Para além disso, interrompe a remodelagdo 6ssea e produz uma
resposta inflamatdéria nos tecidos gengivais, criando um ambiente favoravel para a

progressao da doenca periodontal (How et al., 2016; Jia et al., 2019; Xu et al., 2020).

As gingipains fazem parte da familia das proteases de cisteina extracelular e podem
ser divididas em especificas de arginina e especificas de lisina. Estas enzimas tém
impacto na imunidade inata e adquirida, desempenhando papéis essenciais na
colonizacdo do hospedeiro, desativa¢do das defesas do hospedeiro, destruicao de tecidos
e aquisi¢ao de nutrientes. Tém um papel essencial na clivagem de ligagdes peptidicas e
polipeptidicas, compondo 85% da atividade proteolitica total de P. gingivalis. Para além
disso, promovem um aumento da hemorragia gengival através de alteragdes na
permeabilidade capilar e da inibicdo da coagulacdo sanguinea (Aleksijevi¢ et al., 2022;

Jia et al., 2019; Mei et al., 2020; Xu et al., 2020).

Através dos diversos fatores de viruléncia, P. gingivalis garante uma presenca mais
prolongada nos tecidos do hospedeiro, sobrevivendo mais tempo em condi¢des adversas
e contribuindo para a reabsor¢ao do osso alveolar, destruicdo dos tecidos periodontais e
aumento do risco de desenvolvimento de doencas sistémicas associadas a periodontite

(Aleksijevi¢ et al., 2022).

28



II. ENQUADRAMENTO TEORICO

1.6.2. Prevotella intermedia

As espécies de Prevotella sao bactérias anaerdbias Gram-negativo. Na cavidade
oral, as mais predominantes sdo: P. intermedia, P. melaninogenica, P. loescheii, P.

nigrescens ¢ P. denticola (Sharma et al., 2022).

Prevotella intermedia (P. intermedia) apresenta forma de cocobacilos ou de
bastonetes alargados e origina coldnias negras. Pertence ao complexo laranja e ¢
responsavel pela interconexdo entre os primeiros colonizadores e as espécies de
bactérias pertencentes ao complexo vermelho. E um dos principais microrganismos
responsaveis pela doenga periodontal, uma vez que tem a capacidade de estimular a
reabsor¢do Ossea e ativar ou inibir as células imunoldgicas através de alguns dos seus
fatores de patogenicidade, tais como os LPS e as proteases (Miinchow et al., 2015;

Sharma et al., 2022).

Como P. intermedia ¢ muito sensivel ao oxigénio, o sulco subgengival ¢ um dos
seus principais habitats, uma vez que se trata de um meio anaerébio. Assim, a sua fonte
de energia provém da vitamina K e da hemina presentes no fluido crevicular e de

carboidratos fermentaveis (Miinchow et al., 2015).

Os tecidos periodontais sdo atacados diretamente pelos fatores de viruléncia desta
bactéria e indiretamente pela libertacdo de metabolitos biologicamente ativos através da
resposta imunoldgica por parte do proprio hospedeiro (Sharma et al., 2022). Esta
bactéria tem a capacidade de lesar os tecidos periodontais, conseguindo resistir a
vancomicina e ao metronidazol através da sua capacidade de produzir B-lactamases

(Miinchow et al., 2015).

Dentro dos diversos fatores de patogenicidade, as adesinas, as fimbrias e as
proteinas da membrana externa permitem a adesdo e a fixacdo de P. intermedia as
células hospedeiras e a coagregagdo com outras bactérias, sendo este o primeiro passo

para o surgimento da doenga periodontal (Sharma et al., 2022).

A capsula ¢ composta por polissacarideos extracelulares que protegem a bactéria
contra a fagocitose e a sua destruicdo por parte dos leucocitos do hospedeiro,
fornecendo prote¢do contra agentes antimicrobianos. As enzimas protetoras contra o
oxigénio aumentam a sobrevivéncia desta bactéria nos tecidos periodontais (Miinchow

etal., 2015; Sharma et al., 2022).
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As proteases produzidas por P. intermedia t€m um papel importante ao destruir os
tecidos periodontais e interferir com os mecanismos de defesa do hospedeiro. Estas
degradam as imunoglobulinas do hospedeiro responsaveis por facilitar a fagocitose das
bactérias ou bloquear a sua aderéncia. Para além disso, sdo responsaveis pela inibi¢ao
das vias do complemento que participam nas defesas do organismo e de outras proteinas
plasmaticas que controlam a resposta inflamatéria. Fazem parte deste grupo, as
proteases de cisteina, as proteases de serina, as proteases semelhantes a tripsina e as

exopeptidases (Miinchow et al., 2015; Sharma et al., 2022).

Através da sua atividade hemolitica, as hemolisinas, produzidas por P. intermedia,
lisam eritrocitos para libertar hemoglobina e, consequentemente produzir heme. Assim,
ajudam a bactéria a sobreviver nas bolsas periodontais ¢ a obter ferro para o seu

crescimento a partir das hemacias do hospedeiro (Sharma et al., 2022).

Os LPS sdo responsaveis pela reabsor¢do Ossea e por processos de destruicio
tecidular através da producdo de toxinas ou da indugdo de uma resposta

imunopatolédgica (Miinchow et al., 2015; Sharma et al., 2022).

Assim, o controlo da microbiota oral ¢ essencial para que microrganismos como P.
intermedia possam ser mantidos em homeostase com o hospedeiro, de modo a ndo

provocar doenga periodontal (Miinchow et al., 2015).

1.7. Resposta do sistema imunoldgico do hospedeiro

A destrui¢do dos tecidos periodontais resulta em parte da resposta do sistema
imunolégico do hospedeiro as bactérias periodontopatogénicas, envolvendo os

mecanismos da imunidade inata e adaptativa (Harvey, 2017).

A imunidade inata trata-se de uma resposta inespecifica ativada pelo sistema
imunolodgico com o objetivo de proteger o hospedeiro nos primeiros dias imediatamente
apos uma infecdo bacteriana. Trata-se da primeira linha de defesa contra as bactérias
orais patogénicas invasoras, consistindo numa barreira epitelial oral e na atividade de
células fagociticas, incluindo neutrofilos e macréfagos, que atacam diretamente e,
consequentemente, eliminam as bactérias invasoras. Esta resposta inclui sinais de
inflamacdo aguda, como vasodilatagdo, aumento da permeabilidade vascular e migragdo
de neutrdfilos para o local da invasdo. Para além disso, ¢ responsavel pela diferenciagao

das células hospedeiras em células mais especializadas, o que desencadeia um aumento
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de mediadores pro-inflamatérios, nomeadamente a interleucina (IL)-1B, a
prostaglandina E2 e o fator de necrose tumoral (TNF)-a, que influenciam a perda 6ssea
presente na periodontite. Ao serem libertados, estes mediadores fornecem um feedback
positivo para as células responsaveis pela sua produgdo, originando uma cascata que
leva ao aumento da sua concentragdo. Durante a cascata, também ocorre a producdo de
mediadores anti-inflamatoérios, incluindo a IL-10 e o antagonista do recetor da IL-1 (IL-
Ira), que tem a funcdo de limitar a extensdo e a duragdo da destrui¢do dssea (Harvey,

2017; Luan et al., 2018; Mehrotra & Singh, 2023).

A imunidade inata ¢ responsavel pela ativacao da imunidade adaptativa, que ¢ uma
resposta imunologica especifica do antigénio e que envolve as células B e T (Harvey,

2017; Luan et al., 2018).

O RANK (recetor ativador do fator nuclear - kB), responsavel pela regulacdo da
reabsorcdo oOssea, ¢ ativado pelo seu ligante (RANKL) e induz a diferenciagdo e a
ativacdo dos osteoclastos que, consequentemente, reabsorvem o osso alveolar. Sendo
que na periodontite ativa, as principais fontes de RANKL sdo as células B e T. A
osteoprotegerina (OPG) ¢ responsavel pela inibicdo do RANK, estando em niveis mais
altos durante a satide periodontal e em niveis mais baixos na periodontite. Ja os niveis
de RANKL, encontram-se baixos na satde periodontal e altos na periodontite (Harvey,

2017; Mehrotra & Singh, 2023).

As células T-helper (Th) possuem diversos subconjuntos que levam a respostas
protetoras ou prejudiciais. O subconjunto Th17 (CD4+) desencadeia respostas que
reforcam a imunidade inata contra os microrganismos, mas também produz a citocina
IL-17 que pode causar a destruicdo dssea e tecidular. As células T reguladoras (Tregs)
tém uma fungdo protetora na inflamagao ao produzir IL-10 que suprime a ativagdo do

RANKL, sendo responsaveis pela restauragdo da homeostase (Harvey, 2017).

As células B no tecido linfoide associado a mucosa (MALT) participam na
imunidade adaptativa da doenca periodontal. As células dendriticas capturam o
antigénio estranho e apresentam-no as células T helper naive. Assim, as células T helper
naive tornam-se ativas e, consequentemente, ativam as células B que se tornam células
plasmaticas e produzem anticorpos no tecido conjuntivo junto ao local da invasdo. Esses
anticorpos sao transportados para o sulco gengival onde impedem a adesdo dos

microrganismos patogénicos que possuem esse antigénio especifico (Harvey, 2017).
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A imunidade inata e a imunidade adaptativa trabalham em conjunto, limitando a
infecdo bacteriana e restabelecendo a homeostase do tecido periodontal. No entanto,
todos estes processos produzem uma resposta imunoldgica que, consequentemente, leva

a destruicao dos tecidos periodontais (Harvey, 2017; Luan et al., 2018).

2. Pastas dentifricas

Dentro de todas as estratégias preventivas, a escovagem dentdria com pasta
dentifrica ¢ o método de higiene oral mais praticado em todo o mundo, sendo essencial

para a manutencao da satde oral (Gautam et al., 2017; Marinho et al., 2022).

Os dentifricos podem apresentar-se em forma de pasta, gel, espuma ou pd. A pasta
dentifrica ¢ um material semi-sélido que se torna fluido em contacto com a saliva e que
deve ser usado simultaneamente com uma escova de dentes (Marinho et al., 2022;
Martu et al., 2021; Subramanian et al., 2017). A escova de dentes ideal ¢ aquela que

remove de forma mais eficaz a placa bacteriana (Iba & Adamu, 2021).

A pasta dentifrica ajuda a desorganizar e a remover eficazmente a placa bacteriana,
prevenindo a desmineralizagdo dos tecidos dentarios duros e a destruicao dos tecidos de
sustentacdo (Lopes & Soares, 2022). O sucesso de qualquer pasta dentifrica estd na sua

capacidade de eliminar as bactérias orais patogénicas (Gautam et al., 2017).

A composi¢do de cada pasta dentifrica difere, mas a formula tipica ¢ 10-40% de
abrasivos, 20-70% de humectantes, 5-30% de agua, 1-2% de aglutinantes/espessantes,
1-3% de surfactantes/detergentes, 1-2% de aromatizantes e adogantes, 0,05-0,5% de

conservantes e 0,1-0,5% de agentes terapéuticos (Martu et al., 2021).

As pastas dentifricas sdo compostas por ingredientes ativos e inativos que devem ser
compativeis entre si. Sendo que cada ingrediente tem uma fungao especifica e que, em
conjunto com os restantes, contribui para um aumento da eficacia das pastas dentifricas.
Os ingredientes inativos sdo necessarios para a pasta dentifrica ter uma cor e um sabor
especifico, tornar a sua consisténcia espessa e permitir a unido dos seus componentes. Ja
os ingredientes ativos tém beneficios terapéuticos que ajudam a melhorar a higiene da

cavidade oral (Martu et al., 2021; Subramanian et al., 2017).
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2.1. Composicao basica

2.1.1. Abrasivos

Os abrasivos sdo substancias insoliveis que tém um papel muito importante na
limpeza e no polimento dos dentes, permitindo a remocdo da placa bacteriana e de
manchas extrinsecas. Deste modo, permitem obter uma superficie dentaria lisa e

brilhante (Martu et al., 2021; Subramanian et al., 2017).

A eficacia dos abrasivos depende do tipo, do tamanho e da quantidade de particulas
abrasivas, da superficie de contato, da dilui¢do pela saliva e da pressdo exercida durante
a escovagem. Estes devem ser abrasivos o suficiente para remover a placa bacteriana,
mas ndo devem provocar qualquer dano na superficie dentdria (Madhuri & Buggapati,

2017; Subramanian et al., 2017).

Destas substancias fazem parte a silica, os 6xidos metalicos, os fosfatos, os
carbonatos e os silicatos. Os abrasivos mais utilizados sao a silica hidratada, a alumina
hidratada, o carbonato de célcio, o fosfato bicalcico dihidratado, o pirofosfato de célcio,
o metafosfato de sodio, a perlita, a nanohidroxiapatita, o pd de diamante e o bicarbonato
de sodio. Sendo que a silica hidratada e o carbonato de calcio sdo usados em
concentragdes de 8 a 20%, enquanto a alumina e a perlita, devido a sua maior
abrasividade em relagdo ao esmalte, apenas sdo usadas em concentragdes de 1 a 2%

(Lippert, 2013; Martu et al., 2021).

2.1.2. Humectantes

Os humectantes atuam como agentes hidratantes, permitindo a manutencao do teor
de humidade, assim, evitam que a pasta dentifrica seque quando exposta ao ar ou até
durante o seu armazenamento. Estes também permitem a manutengdo da textura
cremosa da pasta dentifrica. Os humectantes mais utilizados sdo o sorbitol e a glicerina,
mas o polietilenoglicol (PEG)-8, o xilitol, o isomalte, o eritritol e o 6leo de parafina
também sdo comumente utilizados (Hemalatha et al., 2022; Lippert, 2013; Madhuri &
Buggapati, 2017; Martu et al., 2021).

2.1.3. Surfactantes/ Detergentes

Os surfactantes, também chamados de detergentes, sdo responsaveis pela acdo

espumante das pastas dentifricas e diminuem a tensdo superficial do meio liquido da
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cavidade oral, permitindo que todos os ingredientes da pasta dentifrica possam entrar
em contacto com os dentes e dissolver a placa bacteriana. Estes também atuam como
emulsionantes de agentes aromatizantes. O surfactante mais utilizado ¢ o lauril sulfato
de sodio, no entanto o lauril sarcosinato de sodio, os fluoretos de amina, o estearil
lactato de sodio, o estearil fumarato de sdédio e o cocoamidopropil betaina também sao
comumente utilizados (Hemalatha et al., 2022; Lippert, 2013; Madhuri & Buggapati,
2017; Martu et al., 2021).

2.1.4. Aglutinantes/ Espessantes

Os aglutinantes, também denominados por espessantes, sao coloides hidrofilicos que
previnem a separagdo da fase so6lida da fase liquida. Para além disso, dispersam ou
aumentam de volume na presenga de agua. O mais utilizado é o carboximetilcelulose de
sodio, que ¢ uma celulose sintética soluvel em agua, estavel e compativel com os outros
ingredientes. Também pode ser utilizado o alginato de sédio, a goma celulosica,
xantana, arabica, karaya e tragacanto, a hidroxietilcelulose, a carragenina, entre outros
(Hemalatha et al., 2022; Lippert, 2013; Madhuri & Buggapati, 2017; Martu et al.,
2021).

2.1.5. Conservantes

Os conservantes sdo utilizados para evitar o crescimento bacteriano durante o
armazenamento. Atualmente, as pastas dentifricas que contém conservantes sdo poucas,
porque o crescimento bacteriano ¢ impedido através de niveis elevados de humectantes
(devido a elevada pressdo osmotica na fase aquosa), de surfactantes anionicos (que sao
antimicrobianos) ou de aromatizantes (que contribuem para a estabilidade). Os
conservantes mais utilizados sdo os alcoois, o formaldeido, o acido benzodico, o
benzoato de sddio, o etilparabeno e o metilparabeno (Hemalatha et al., 2022; Lippert,

2013; Martu et al., 2021).

2.1.6. Corantes

A coloragdo da pasta dentifrica confere-lhe um aspeto agradavel, sendo relevante
para a aceitacdo por parte do consumidor. Os corantes mais utilizados sdo o didxido de
titdnio, que lhe confere uma cor branca, e a clorofila (Hemalatha et al., 2022; Lippert,

2013; Martu et al., 2021).
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2.1.7. Aromatizantes e adocantes

Os aromatizantes sdo adicionados as pastas dentifricas para disfarcar o sabor
desagradavel de outros ingredientes, proporcionando um halito agradavel e diversas
sensagoes, como frio, quente ou formigueiro, dependendo do aromatizante utilizado. Os
principais responsaveis pela sua solubilidade e dispersao sdo os surfactantes. O
aromatizante mais utilizado ¢ a menta, mas também podem ser utilizados outros, como
ervas, canela ou limao. J& os adogantes sao responsaveis por melhorar o sabor das pastas
dentifricas. Sendo os mais utilizados, a sacarina sodica, o sorbitol, o aspartame, a
sucralose, a glicerina e o xilitol (Hemalatha et al., 2022; Lippert, 2013; Martu et al.,
2021).

2.1.8. Agua

A d4gua ¢ um solvente dos ingredientes ativos inorganicos, nomeadamente dos
fluoretos. Quando a 4gua ndo esta presente, os ingredientes ativos inorganicos estdo no
estado solido e s6 podem interagir com os tecidos alvos apos a sua solubilizagdo em

contacto com a saliva (Lippert, 2013).

2.2. Agentes antimicrobianos

Os agentes antimicrobianos sdo incorporados nas pastas dentifricas para melhorar a
eficacia do controlo da placa bacteriana durante a escovagem dentaria, ajudando a
reduzir o nimero de microrganismos na cavidade oral. Consequentemente, auxiliam na
prevencdo da carie dentaria e das doengas periodontais, reduzindo o nimero de infe¢des
orais. Durante a sua atividade antibacteriana, estes podem ter efeitos bactericidas,
provocando a morte celular das bactérias através da rutura da parede celular e da
inibicao da atividade enzimatica, ou efeitos bacteriostaticos, afetando o funcionamento
das células bacterianas para tornd-las menos virulentas, através da interferéncia na
adesdo, no metabolismo ou no crescimento bacteriano (Gautam et al., 2017; Marinho et

al., 2022; Perry et al., 2014).

2.3. Classificacao de pastas dentifricas

As pastas dentifricas podem ser classificadas de acordo com as caracteristicas dos
ingredientes ativos: Pasta dentifrica para a prevengdo e tratamento da cérie dentéria;

para a prevencdo e tratamento da doenga periodontal; para o tratamento da
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hipersensibilidade; para o branqueamento dentario; ¢ com finalidade especifica

(Hemalatha et al., 2022; Maldupa et al., 2012).

2.3.1. Pasta dentifrica para a prevencio e tratamento da carie dentaria

O fltor tem a capacidade de diminuir a prevaléncia e a gravidade da carie dentaria
através da remineralizacdo do esmalte ¢ da inibicao da atividade bacteriana do biofilme
(Pollick, 2018). O tratamento da carie dentaria precoce passa pela redugdo do fator
etiologico, neste caso a placa bacteriana, e pelo aumento da concentragdo de fllor,
através da utilizacdo de uma pasta dentifrica com flior (Hemalatha et al., 2022;
Madhuri & Buggapati, 2017; Maldupa et al., 2012). Os fluoretos mais utilizados nas
pastas dentifricas s3o o fluoreto de s6dio, o monofluorfosfato de sédio, o fluoreto de

estanho e o fluoreto de amina (Martu et al., 2021).

A concentragdo de flior recomendada esta dependente tanto da idade do individuo
como do risco de carie dentdria que este detém. Entre os 18 meses € os 5 anos
(inclusive), recomenda-se o uso de pastas dentifricas com concentragdo de fltor de 500-
550 ppm (2 vezes por dia), enquanto para pacientes com 6 anos ou mais, estd indicado o
uso de pastas dentifricas padrdo com concentracdo de fliior de 1000-1500 ppm (2 ou
mais vezes por dia). Contudo, em pacientes com elevado risco de carie dentaria pode
estar recomendado o uso mais frequente da pasta dentifrica fluoretada, o inicio do uso
da pasta dentifrica numa idade mais jovem ou o inicio mais precoce do uso da pasta

dentifrica padrao (Do & Australian Research Centre for Population Oral Health, 2019).

Outro ingrediente usado para prevengao e tratamento da céarie dentaria € o xilitol, um
antibacteriano e estimulante salivar que reduz a formagdo de biofilme e a aderéncia
bacteriana, inibe a desmineralizacdo do esmalte através da reducdo da produgdo de
acido e inibe a bactéria Streptococcus mutans ao interromper a sua producao de energia

(Hemalatha et al., 2022; Janakiram et al., 2017; Maldupa et al., 2012).

2.3.2. Pasta dentifrica para a prevencdo e tratamento da doenca

periodontal

Para a prevencdo da doenga periodontal é importante remover a placa bacteriana
regularmente através da limpeza mecénica dos dentes e impedir o crescimento
bacteriano através de diversas substancias antissépticas e antibacterianas,

nomeadamente o triclosan, a clorohexidina, o peréxido de hidrogénio, o bicarbonato de
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sodio, a iodopovidona, o cloreto/citrato de zinco, cloreto/fluoreto de estanho, o cloreto
de cetilpiridinio, entre outras (Hemalatha et al., 2022; Lippert, 2013; Maldupa et al.,
2012, Sanz et al., 2013).

O triclosan ¢ um agente antiplaca que possui um efeito anti-inflamatorio, tendo a
capacidade de diminuir os sinais de gengivite através da inibi¢do do crescimento de
bactérias e da reducdo da produgdo de citocinas e mediadores inflamatdrios. Deste
modo, a inibicdo das vias da cicloxigenase e da lipoxigenase reduz a sintese de
prostaglandinas e leucotrienos. Este ¢ usado em combinagdo com o copolimero de acido
maleico e polivinilmetil-éter, o citrato de zinco ou o pirofosfato, o que aumenta a
substantividade do triclosan na cavidade oral (Hemalatha et al., 2022; Maldupa et al.,

2012; Sanz et al., 2013).

A clorohexidina (CHX) ¢ uma bisbiguanida catidnica que tem a capacidade de
romper a membrana celular bacteriana e, consequentemente, provocar lise celular.
Possui uma elevada atividade antibacteriana, podendo ser bactericida ou bacteriostatica
dependendo da sua concentragcdo (mecanismo de agdo dose-dependente). A CHX atua
sobre leveduras, virus e bactérias Gram-negativo e Gram-positivo, conseguindo
neutralizar agentes periodontopatogénicos como P. gingivalis e P. intermedia. Para
além do seu efeito antimicrobiano, esta possui a capacidade de interferir na adesdo
bacteriana, isto ¢, interage com glicoproteinas salivares e reduz a atividade de enzimas
bacterianas envolvidas na produgdo de glicano (glicosil transferase C). Possui também
elevada substantividade, permanecendo na cavidade oral durante varias horas. Pode ser
encontrada em 3 modos: digluconato (mais comum), acetato e sais de cloridrato. Devido
a sua elevada eficécia, esta ¢ considerada o gold standard dos agentes antiplaca. No
entanto, possui algumas desvantagens como pigmenta¢do dentaria e de restauragdes a
resina composta, descamagdo epitelial do tecido oral, alteragdo temporaria do paladar,
reagoes alérgicas e aumento da formacao de calculo dentario (Maldupa et al., 2012;

Martu et al., 2021; Perry et al., 2014; Rajendiran et al., 2021; Sanz et al., 2013).

O bicarbonato de sédio ¢ um abrasivo, no entanto demonstrou ter a capacidade de

reduzir a flora microbiana patogénica e regular o pH (Martu et al., 2021).

As pastas dentifricas a base de zinco controlam a placa bacteriana, prevenindo a
gengivite, a halitose e a formacdo de calculo dentario. Estas pastas demonstraram

possuir acao antibacteriana, tendo a capacidade de inibir a adesdo bacteriana, a atividade
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metabolica e o crescimento bacteriano. O zinco pode ser encontrado em forma de

cloreto de zinco ou citrato de zinco (Martu et al., 2021; Sanz et al., 2013).

O cloreto de cetilpiridinio (CPC) ¢ um composto de amoénio quaternario com
atividade antimicrobiana de amplo espectro. Atua sobre virus, leveduras e bactérias,
podendo ser bactericida e bacteriostatico. Este tem a capacidade de interagir com a
membrana celular bacteriana provocando a perda dos componentes celulares, alteragdes
no metabolismo, inibigdo no crescimento celular e, finalmente, morte celular. Possui
menor eficacia na reducdo da placa bacteriana e inflamagdo gengival do que a
clorohexidina. No entanto, quando combinado com a clorohexidina, aumenta a
atividade antimicrobiana e reduz os efeitos adversos da clorohexidina. Trata-se de um
composto seguro e eficaz na higiene oral, no entanto também tem alguns efeitos
adversos como gengivas irritadas e leve coloragdo dentaria (Rajendiran et al., 2021;

Sanz et al., 2013).

Também podem ser utlizadas pastas dentifricas com extratos naturais de plantas,
0leos essenciais, enzimas ou vitaminas, uma vez que estas substancias possuem eficacia
antibacteriana. O uso de antioxidantes tdpicos evita os efeitos negativos provocados
pela resposta imunoldgica do hospedeiro nos tecidos, sem impedir o seu efeito nos

microrganismos (Hemalatha et al., 2022; Maldupa et al., 2012).

Para remover o calculo dentario formado nos dentes, esta indicado o uso de
substancias que estabilizam a quantidade de célcio na saliva e provocam mudangas na
estrutura cristalina do calculo, como por exemplo, os pirofosfatos, o citrato de zinco e o

cloreto de zinco (Madhuri & Buggapati, 2017).

2.3.3. Pasta dentifrica para o tratamento da hipersensibilidade

A hipersensibilidade dentindria ¢ caracterizada como uma dor dentdria aguda e
transitoria que resulta imediatamente apos a ocorréncia de estimulos na dentina exposta
(Sharda et al., 2018). O tratamento da hipersensibilidade pode ser realizado através da
dessensibilizacdo nervosa (efeito analgésico) ou do bloqueio fisico dos tabulos

dentinarios (Lippert, 2013).

As pastas dentifricas analgésicas que contém nitrato de potéssio, cloreto de potassio
ou citrato de potassio fornecem o ido potassio (K') e sdo utilizadas com o intuito de

bloquear a transmissdo neuronal. Apesar do seu uso generalizado, a sua eficacia ainda
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esta a ser discutida, no entanto acredita-se que a solugdo salina de potdssio presente
nestas pastas dentifricas, ao manter um nivel elevado de K' extracelular, evita a
repolarizagdo da membrana da célula nervosa e inibe a transmissdo de impulsos sem
causar alteracdes na polpa dentdria (Hemalatha et al., 2022; Lippert, 2013; Maldupa et
al., 2012).

As pastas dentifricas responsaveis pelo bloqueio fisico dos tibulos dentindrios
podem conter fluoreto de estanho, acetato de estroncio, cloreto de estroncio,
fosfosilicato de sodio e calcio (biovidro) ou bicarbonato de arginina em combinagdo

com carbonato de célcio (Lippert, 2013).

Os compostos de flaor através da sua capacidade de remineralizacdo aumentam a
resisténcia da dentina aos acidos e criam uma barreira de fluoretos que bloqueia os
tubulos dentindrios. O fluoreto de estanho bloqueia os tibulos dentinarios e forma uma
camada protetora na superficie dentéria, criando uma reagdo do ido de estanho (Sn*")
libertado com os compostos de sodio, célcio e fosfato que leva a formagdo de

hexametafosfato de estanho e sodio (Hemalatha et al., 2022; Maldupa et al., 2012).

2.3.4. Pasta dentifrica para o branqueamento dentario

As pastas dentifricas especificas para o branqueamento dentario podem ser divididas
em dois grupos, pasta dentifrica whitening ou pasta dentifrica bleaching (Hemalatha et

al., 2022; Maldupa et al., 2012).

As pastas dentifricas whitening proporcionam aos dentes uma recuperagdo do
branco natural dos dentes ao remover a placa bacteriana manchada através de
substancias abrasivas ou quimicas. O processo de branqueamento desempenhado pelas
pastas dentifricas whitening com substancias abrasivas depende da dureza, tamanho,
forma e concentracdo das particulas e da pressdo exercida durante a escovagem
dentaria. As substancias abrasivas utilizadas englobam o didxido de silica, o didxido de
silica hidratado, o carbonato de calcio, o fosfato de célcio dihidratado, o pirofosfato de
calcio, o 6xido de aluminio, a perlita e o bicarbonato de sodio, que, juntamente com as
cerdas da escova de dentes, removem a placa dentdria manchada, mas ndo alteram a cor
original dos dentes. J& as pastas dentifricas whitening com substancias quimicas, como
o pirofosfato de sodio, o tripolifosfato de sodio, entre outros pirofosfatos, sdo
responsaveis pela deslocagdo das proteinas da pelicula e das manchas ligadas a pelicula

e pela preven¢do da adesdo de outras moléculas de coloracdao. Outras substancias com
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acdo quimica que possuem um efeito branqueador sdo as enzimas que aderem as
proteinas da pelicula, como a papaina. Uma das grandes vantagens das pastas dentifricas
com substancias quimicas em relagdo as substancias abrasivas ¢ que o seu efeito de
branqueamento ocorre em todos os locais onde a pasta dentifrica contacta incluindo
superficies interproximais € margens cervicais, isto €, zonas onde ¢ dificil alcangar com
as cerdas da escova de dentes (Hemalatha et al., 2022; Lippert, 2013; Madhuri &
Buggapati, 2017; Maldupa et al., 2012).

As pastas dentifricas bleaching contém substancias quimicas, como o peroxido de
hidrogénio ou o peroxido de célcio, que ao entrar em contacto com a superficie dentaria
ou penetrar no tecido dentario, quebram as moléculas das manchas e proporcionam um
efeito de branqueamento. A concentracdo de perdxido de hidrogénio e de peroxido de
calcio nas pastas dentifricas € insignificante, 1% e 0,5-0,7%, respetivamente. Ha falta de
evidéncia cientifica em relacdo a melhoria da cor dentaria interna, tendo em conta a
baixa concentragdo dos perdxidos e o curto tempo de exposi¢ao durante a escovagem

dentaria (Hemalatha et al., 2022; Madhuri & Buggapati, 2017; Maldupa et al., 2012).

2.3.5. Pasta dentifrica com finalidade especifica

Ha pastas dentifricas responsdveis por tratar situagdes especificas, como a
diminui¢do da secre¢do salivar ou problemas de origem viral. Por exemplo, as pastas
dentifricas com azeite, betaina ou xilitol estimulam a secrecao salivar em repouso, € as
pastas dentifricas que possuem larifano podem ser recomendadas para pacientes
propensos a infe¢des herpéticas ou reacdes autoimunes, como aftas (Hemalatha et al.,

2022; Madhuri & Buggapati, 2017; Maldupa et al., 2012).

2.4. Controlo quimico da placa bacteriana

Os agentes quimicos antiplaca, para fornecerem os efeitos mais benéficos para o
controlo da placa bacteriana, devem apresentar determinadas caracteristicas, incluindo a
acdo antiplaca, a substantividade, a baixa toxicidade, a auséncia de reacgdes de irritagdo e

a baixa permeabilidade (Perry et al., 2014).

Estes agentes antiplaca podem assumir uma funcdo bactericida, quando causam a
morte celular da bactéria, ou bacteriostatica, quando afetam a adesdo, o crescimento ou
0 metabolismo bacteriano, tornando assim a bactéria menos virulenta. A substantividade

trata-se da capacidade de o agente presente na pasta dentifrica aderir as estruturas da
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cavidade oral e de ser progressivamente libertado ao longo do tempo, exercendo um
efeito mais continuo ¢ aumentando a duragdo da sua eficacia. Devido a baixa toxicidade
e a auséncia de reagdes de irritacdo, os agentes podem exercer as suas fung¢des sem
danificar os tecidos do hospedeiro. Sendo o tecido da mucosa oral facilmente
atravessado por produtos quimicos, ¢ fundamental que estes agentes tenham uma baixa

permeabilidade, de modo a ficarem retidos na cavidade oral (Perry et al., 2014).

As pastas dentifricas com atividade antiplaca podem possuir diversos mecanismos
de agdo, como prevenir a adesdo bacteriana, limitar o crescimento bacteriano e/ou
coagregacdo, romper o biofilme j& estabelecido e alterar a composi¢do e/ou

patogenicidade do biofilme (Sanz et al., 2013).

2.5. Regulamentos da Comissio Europeia e selo de aceitacio da American

Dental Association (ADA)

A Comissao Europeia estabeleceu valores maximos de concentragdo de fluor,
triclosan e peréxido de hidrogénio presentes nas pastas dentifricas. Os compostos com
flior sdo permitidos na composicao das pastas dentifricas numa concentragdo entre
0,1% e 0,15%, calculada em flior. Sendo que estd autorizada a mistura de vdrios
compostos de flaor desde que a concentracdo méaxima em flior ndo exceda os 0,15%
(1500 ppm) (Martu et al., 2021; Regulamento (UE) n.® 344/2013 da comissdo de 4 de
abril de 2013). O triclosan ¢ permitido na composi¢do das pastas dentifricas até uma
concentragdo maxima de 0,3%, enquanto em produtos de lavagem da cavidade oral ¢ de

apenas 0,2% (Regulamento (UE) n.° 358/2014 da comissdo de 9 de abril de 2014).

Em produtos orais de venda ao publico, incluindo produtos de lavagem da cavidade
oral, pastas dentifricas e produtos de branqueamento dentario, o peroxido de hidrogénio
estd autorizado na concentracdo maxima de 0,1%. J4 os produtos de branqueamento
dentario vendidos exclusivamente por médicos dentistas podem ter concentragdes de
peréxido de hidrogénio entre os 0,1% e os 6% (Regulamento (UE) n.° 1197/2013 da

comissao de 25 de novembro de 2013).

A American Dental Association (ADA) ¢ uma fonte de informacao sobre a saude da
cavidade oral para médicos dentistas e pacientes. Em 1931, foi concebido o primeiro
selo de aceitagdo da ADA. Todos os produtos que possuem esse selo contém fluor e
podem ser usados com a garantia de que demonstraram seguranca e eficacia

(Valkenburg et al., 2019).
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III. OBJETIVOS E HIPOTESES

1. Objetivos do estudo

Este estudo tem como objetivo geral avaliar a atividade antibacteriana de pastas
dentifricas, comparando a eficdcia das pastas dentifricas “ndo especializadas” com as
pastas dentifricas “especializadas para as gengivas”. Deste modo, serd verificado se as
pastas “especializadas para as gengivas” sdo, ou ndo, mais eficazes no combate a

bactérias periodontopatogénicas.
Como objetivos especificos, este estudo pretende:

o Comparar a eficicia antibacteriana entre as pastas dentifricas que serdo testadas,
e assim identificar qual a mais eficaz na prevencao ¢ no combate a doenga

periodontal.

o Aprofundar o estudo das pastas utilizadas, identificando os seus principais
constituintes e, através dos dados previamente obtidos, verificar a existéncia de
uma correlagdo entre a presenca desses constituintes e a atividade antibacteriana

de uma pasta dentifrica.

2. Hipoteses do estudo
Foram formuladas as seguintes hipdteses de estudo:

1. Verificar se as pastas dentifricas “especializadas para as gengivas” sio mais
eficazes, quanto a atividade antibacteriana, que as pastas dentifricas “nao

especializadas”.

o H1.0 (hipdtese nula): Nao existem diferencas na eficacia antibacteriana
entre as pastas dentifricas “especializadas para as gengivas” e as “ndo
especializadas”, sendo que as pastas “especializadas para as gengivas” nao

sao mais eficazes que as “ndo especializadas™.

o H1.1 (hipdtese alternativa): Existem diferencas na eficicia antibacteriana
entre as pastas dentifricas “especializadas para as gengivas” e as ‘“ndo
especializadas”, sendo que as pastas “especializadas para as gengivas” sao

mais eficazes que as “ndo especializadas”.
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2. Verificar se existem diferencas na eficacia antibacteriana entre as pastas

dentifricas “especializadas para as gengivas” testadas.

o H2.0 (hipdtese nula): Nao existem diferencas na eficacia antibacteriana

entre as pastas dentifricas “especializadas para as gengivas” testadas.

o H2.1 (hipotese alternativa): Existem diferengas na eficacia antibacteriana

entre as pastas dentifricas “especializadas para as gengivas” testadas.
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IV. MATERIAIS E METODOS

1. Tipo de estudo e local da realiza¢iao do estudo

Trata-se de um estudo de investigacdo experimental in vitro realizado no

Laboratério de Microbiologia do Instituto Universitario Egas Moniz.

2. Estirpes bacterianas utilizadas

As estirpes Porphyromonas gingivalis (ATCC 28984) e Prevotella intermedia

(ATCC 20706) utilizadas foram conservadas conforme as instru¢des do fabricante.

3. Amostra

A amostra foi constituida por 8 pastas dentifricas, 4 “especializadas para as
gengivas” (Parodontax Original, PerioGard Colgate, Elgydium Placa Bacteriana &
Gengivas e Arthrodont Classic Gengivas Irritadas) e 4 “ndo especializadas” (Colgate
Tripla Agdo, Oral-B 1-2-3, Elgydium: Multi-Acdo e Aquafresh Tripla Protecdo Menta
Fresca) (tabela 1).

Tabela 1 - Pastas dentifricas utilizadas no estudo

Pastas dentifricas Pastas dentifricas
“especializadas para as gengivas” “nao especializadas”
Parodontax Original Colgate Tripla Agao

parod“(;(htax*'

-&
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4. Composicao quimica das pastas dentifricas

A composi¢do quimica de cada uma das pastas dentifricas estad disponivel nas

respetivas embalagens, de onde foram identificados individualmente todos os

ingredientes das pastas dentifricas em analise, sendo estes posteriormente categorizados

na tabela 2.

Tabela 2 - Composi¢do Quimica das Pastas Dentifricas adaptada do Radzki et al. (2022)

5 Zl h
Elgydium ® | Arthorodont ® gl;f:{rjz Coloate
Parodontax ® | PerioGard Placa Classic Oral-B ®: Pro tep o Elgydium ® ® Tf;' la
Original Colgate ® Bacteriana & Gengivas 1-2-3 ¢ Multi-Acdo P
. X Menta Acgdo
Gengivas Irritadas
Fresca
§ Carbonato de
‘@ | Bicarbonato de Silica Hidratada Calcio Carbonato de Silica Silica Silica Silica
g Sodio Calcio Hidratada | Hidratada | Hidratada |Hidratada
< Silica Hidratada
. Hidrolisados
g Sorbitol 1™ 4c Amido | Sorbitol
E Glicerina Glicerina Hidrogenado
9 Glicerina Sorbitol Glicerina Sorbitol Glicerina
5 PEG-8 PEG- Glicerina PEG.L2
6/PEG-8 PEG-12
)
4]
= . Goma Goma
g Algina Celulosica | Xantana Goma Goma
£ | Goma Xantana [HidroxietilceluloseHidroxietilcelulose - -
= . Celulosica |Celulosical
= Carragenina . .
ftn Carbomero (Carragenina
Cocoamidopropil
Betaina
] . PEG-40 Oleo de | Lauril Glicosideo | Metil Cocoil Lauril
& |Lauril Sulfato de ‘o o
= 1 Ricino Taurato de Sodio | Sulfato de . . . .
= Sédio . . P Lauril | Metil Cocoil | Lauril
= Hidrogenado | PEG-40 Oleo de Sodio
5] L. L Sulfato de | Taurato de |[Sulfato de
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5. Questao PICOST

A questdo motivadora para a realizagdo deste estudo foi elaborada de acordo com os
critérios da metodologia PICOST (Populacdo, Intervencdo, Comparacdo, Resultados,

Desenho do Estudo e Tempo).

Com este estudo pretendeu-se procurar dar resposta as seguintes perguntas de
partida: 1 - As pastas dentifricas “especializadas para as gengivas”, quando comparadas
com as pastas dentifricas “ndo especializadas”, sdo mais eficazes quanto a atividade
antibacteriana nas bactérias periodontopatogénicas Porphyromonas gingivalis e
Prevotella intermedia? 2 - Qual a pasta dentifrica mais eficaz na prevengao e combate a

doenga periodontal?

5.1. Populagao (P)

Foram definidos 10 grupos de estudo. Os grupos “CHX” e “ADE” correspondem aos
grupos de controlo positivo e negativo, respetivamente, e sdo colocados em todas as
placas de petri. Os grupos “PTAX”, “PGARD”, “EL-PBG” ¢ “AC-GI” correspondem as
pastas dentifricas “especializadas para as gengivas” e os grupos “COLG-3A”, “OB123”,
“EL-MULT” e “AQUA-3P” correspondem as pastas dentifricas “ndo especializadas”
(tabela 3).

Tabela 3 - Grupos de estudo

PTAX Parodontax Original
Pastas dentifricas | pGARD PerioGard Colgate
— | especializadas - - -
5 para as gengivas EL-PBG | Elgydium Placa Bacteriana & Gengivas PN
ﬁ AC-GI Arthrodont Classic Gengivas Irritadas
~
Controlo Positivo CHX Solucao de Clorohexidina a 2%
Controlo Negativo ADE Agua Destilada Estéril
COLG-3A Colgate Tripla Acao
Pastas dentifricas OB123 Oral-B 1-2-3
Q\ nao . . . ~
6 eSpeCializadaS EL-MULT Elgydlum Multl-AgaO =3x2
i AQUA-3P |Aquafresh Tripla Protecdo Menta Fresca
~
Controlo Positivo CHX Solucao de Clorohexidina a 2%
Controlo Negativo ADE Agua Destilada Estéril

Legenda: n - numero de amostras; 3 - experiéncia em triplicado; 2 - experiéncia em Porphyromonas gingivalis e

Prevotella intermedia.
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5.2. Intervencao (I)

Avaliar a atividade antibacteriana em Porphyromonas gingivalis e Prevotella
intermedia de pastas dentifricas “ndo especializadas” e de pastas dentifricas

“especializadas para as gengivas”.

5.3. Comparacao (C)

Comparar a eficacia antibacteriana das pastas dentifricas “nao especializadas” com
o « - N L.
as pastas dentifricas “especializadas para as gengivas” e comparar a eficacia

antibacteriana entre as pastas dentifricas “especializadas para as gengivas”.

5.4. Resultados (O)

Aparecimento de halo de inibi¢do do crescimento com morte ou inibi¢do bacteriana
e, em caso de ndo aparecimento de halo, redu¢do ou n3o do numero de unidades

formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml).

5.5. Desenho do estudo (S)

Para uma melhor compreensao, a figura 2 apresenta de forma visual o desenho do

estudo de investigacao experimental realizado.

Verificar a atividade antibacteriana das pastas
dentifricas nas bactérias P. gingivalis e P. intermedia

Ocorreu formagao Nao ocorreu

de halo formagdo de halo
Verificar se ocorreu inibi¢do ou Verificar se ocorreu reducao do
morte bacteriana numero de UFC/ml

Figura 2 - Esquematizag@o do estudo de investigacdo experimental

Neste estudo de investigacdo experimental in vitro, para verificar a atividade
antibacteriana das pastas dentifricas, foram utilizadas as bactérias Porphyromonas

gingivalis e Prevotella intermedia (figura 3 e 4):
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o Placa 1: Controlo negativo (ADE) + Controlo positivo (CHX) + 4 pastas
dentifricas “especializadas para as gengivas” (PTAX, PGARD, EL-PBG ¢ AC-
GI)

o Placa 2: Controlo negativo (ADE) + Controlo positivo (CHX) + 4 pastas
dentifricas “nao especializadas” (COLG-3A, OB123, EL-MULT e AQUA-3P)

PORPHYROMONAS GINGIVALIS

PLACA PLACA 2

e — —

| pearp |

Figura 3 - Esquematizagdo do método de difusdo em agar para verificar a atividade

antibacteriana das pastas dentifricas em P. gingivalis

PREVOTELLA INTERMEDIA

PLACA 1 PLACA 2

_— — e

| peamp | ‘|

Figura 4 - Esquematizacdo do método de difusdo em agar para verificar a atividade

antibacteriana das pastas dentifricas em P. intermedia

5.6. Tempo (T)

Apés a incubagdo de 72h verificar-se-4, ou nao, um halo de inibi¢do do

crescimento.
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6. Metodologia

6.1. Método de difusdao em agar

Neste estudo laboratorial foi utilizado um método de difusdo em agar, de modo a
avaliar a suscetibilidade bacteriana a agentes antimicrobianos incorporados em pastas

dentifricas.

O teste de difusdo em disco consiste em inocular o microrganismo em estudo e, em
seguida, colocar discos de papel de filtro que contenham o composto em estudo na
concentragdo desejada sobre a superficie do agar. O agente antimicrobiano difunde-se
no agar e inibe a multiplicagdo e o crescimento do microrganismo inoculado, criando
halos de inibi¢ao do crescimento. No entanto, a inibi¢ao do crescimento bacteriano nao
significa a morte bacteriana, uma vez que este método ndo tem a capacidade de

diferenciar efeitos bactericidas de efeitos bacteriostaticos (Balouiri et al., 2016).

Para esta investigagdo experimental, o método utilizado foi baseado no teste de
difusdo em disco, no entanto, ndo foram utilizados discos de papel de filtro, decidindo-
se colocar a solugdo de pasta dentifrica diretamente na superficie de dgar. Foi tomada
esta decisdo uma vez que, ao utilizar os discos de papel de filtro, seria necessario
remover o material particulado e apenas a parte liquida seria impregnada. No entanto,
durante a utilizagdo rotineira de pastas dentifricas, ndo ocorre essa remocao. Para além
disso, ndo existe evidéncia cientifica de que ao remover os agentes particulados nao
serdo alteradas as propriedades antibacterianas das pastas dentifricas. Ainda assim, antes
do inicio da experiéncia, foi testado o efeito da remocao do material particulado e, sob
as mesmas condigdes, a pasta dentifrica em que foi removido o material particulado
através de centrifugagdo nao criou halo de inibi¢do ao invés da pasta dentifrica que nao

foi sujeita a essa remog¢ao que criou halo de inibicao do crescimento.

As solugdes de pastas dentifricas foram obtidas misturando-se a pasta dentifrica com
agua destilada estéril numa proporcdo proxima de 1:3 (p/p) para simular as
concentragdes das pastas dentifricas quando utilizadas na cavidade oral (Vajrabhaya et

al., 2022).
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6.2. Método turbidimétrico

Nas amostras onde se verificou a presenca de halo de inibi¢do do crescimento foram
efetuadas sub-inoculacdes da zona de inibicdo para meio de cultura liquido, para
verificar se os microrganismos tinham sofrido morte bacteriana ou se apenas teria
existido inibicdo do crescimento. Assim, a presen¢a de turvagdo no meio demonstra a
presenca de bactérias vidveis, enquanto a auséncia de turvagdo indica a auséncia de
crescimento bacteriano, ou seja, que a pasta dentifrica provocou a morte total dos

microrganismos presentes (Retamozo et al., 2010).

6.3. Teste de suspensio quantitativo

A dilui¢do em série da suspensdo bacteriana reduz o nimero de microrganismos por
unidade de volume e permite a sua contagem (Silva et al., 2010). Os microrganismos
em estudo foram colocados em contacto com as pastas dentifricas durante 2 minutos, o
tempo minimo recomendado de escovagem dentaria (Iba & Adamu, 2021). Apds esse
intervalo de tempo, foi inoculada uma aliquota da mistura (solugdo de pasta dentifrica +
suspensdao de bactéria) em meio Columbia agar (5% de sangue de ovelha). Foi
adicionado Tween 80 estéril para inibir as substancias com capacidade antimicrobiana.
Apds a incubagdo, efetuou-se a contagem do nimero de unidades formadoras de
colonias por mililitro (UFC/ml), determinando a redug¢do provocada pela pasta

dentifrica.

7. Protocolo experimental

Este estudo experimental in vifro iniciou-se com a verificagdo da atividade
antibacteriana das pastas dentifricas nas bactérias periodontopatogénicas
Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia através do método de difusdao em
agar, ou seja, observando a formagdo, ou ndo, de halo de inibicdo do crescimento nas

placas inoculadas (Passo 1).

ApoOs os resultados obtidos, nas pastas que formaram halo de inibicdo do
crescimento verificou-se a ocorréncia de morte ou inibicao bacteriana (Passo 2A) e nas
pastas que nao formaram halo de inibi¢do efetuou-se o teste de suspensdo quantitativo,
verificando-se a capacidade de redu¢do do niimero de unidades formadoras de coldnias

por mililitro (UFC/ml) pelas pastas dentifricas (Passo 2B).

52



1V. MATERIAIS E METODOS

Passo 1: Verificacio da atividade antibacteriana das pastas dentifricas nas

bactérias Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia

Preparacdo das solucoes das pastas dentifricas

1.

Foi pesado 10 g de pasta dentifrica com recurso a uma balanca analitica e

juntou-se 20 ml de agua destilada estéril (ADE).

2. A solugdo foi homogeneizada com recurso a um agitador magnético.

3.

Repetiu-se para todas as pastas dentifricas em andlise.

Verificacdo da atividade antibacteriana

1.

Num tubo, foram efetuadas isoladamente as suspensdes das bactérias em estudo
(P. gingivalis e P. intermedia) com ADE, com uma densidade de 1.2 da escala

de McFarland (108 UFC/ml).

Com uma zaragatoa, foram inoculadas, isoladamente, as bactérias em estudo

num meio Columbia agar (5% de sangue de ovelha).

Foi colocado, isoladamente, 15 pl da solucdo de cada uma das pastas dentifricas

no respetivo meio inoculado.

Foi colocado, isoladamente, 15 pl de solucdo de clorohexidina a 2% (controlo
positivo) e 15 pl de dgua destilada estéril (controlo negativo) em todas as placas

utilizadas.

Os meios foram incubados a 37°C por 72h em atmosfera de anaerobiose.

Apoés a incubacdo, foi avaliada a formagdo, ou ndo, de halo de inibi¢do do

crescimento em torno das amostras das pastas dentifricas utilizadas.

Passo 2A: Verificando-se a formacao de halo de inibicdo do crescimento com diametro

suficiente para efetuar a sub-inoculacdo, foi testado se ocorreu inibigdo ou morte

bacteriana:

1.

Efetuaram-se sub-inocula¢des da zona do halo formado (figura 5) para meio de
cultura liquido fresco (caldo de BHI) através do corte de um fragmento de

gelose.

2. Os meios foram incubados a 37°C por 72h em atmosfera de anaerobiose.
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3. Foi verificada a presenca de turvacao através de inspecao visual.

Figura 5 - Imagem representativa da zona de

onde foi retirado o fragmento de gelose para

efetuar a sub-inoculagao.

Passo 2B: Verificando-se a auséncia de formagao de halo de inibicdo do crescimento,
ou o halo formado ndo permitir efetuar a sub-inoculacdo devido ao seu diametro
reduzido, foi efetuado com essa pasta dentifrica um teste de suspensao quantitativo para

verificar a redugdo do nimero de unidades formadoras de coldnias por mililitro:

1. Foi repetida a “Preparacdo das solugdes das pastas dentifricas” descrita
anteriormente.

2. Foi preparada a suspensdo da bactéria P. gingivalis com ADE numa densidade
de 1.2 da escala de McFarland.

3. Foram efetuadas diluigdes em série da suspensdo bacteriana até uma
concentracgao de 1:100000 (figura 6).

4. Foi inoculado 100 pl da solugdo final num meio Columbia agar (5% de sangue
de ovelha) (permitiu determinar o nuimero inicial de UFC/ml presentes na

suspensao).

100 pl 100 pl 1 ml 100 pl

Suspensdo da
bactéria

Figura 6 - Representagdo esquematica das diluicdes em série da suspensdo bacteriana para inoculagao no

meio
5. Foi colocado 100 pl de suspensao bacteriana em contacto com 900 pl de solugao

de cada pasta dentifrica durante 2 minutos.
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6. Foi inoculado 100 pl da mistura e, aquando do espalhamento, foi adicionado 50
pl de Tween 80 estéril num meio Columbia agar (5% de sangue de ovelha)

(figura 7).

10041 da suspenséio

—\bacterim

<= Tween 80

100 pl 50 ul

Figura 7 - Representagdo esquematica do ensaio quantitativo com a solugdo de pasta dentifrica
7. Repetiu-se o procedimento para P. intermedia.
8. Os meios foram incubados a 37°C por 72h em atmosfera de anaerobiose.

9. Ap6s a incubacdo, foi determinado o nimero de UFC/ml e avaliada a reducao.
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V. RESULTADOS

1. Verificacao da atividade antibacteriana das pastas dentifricas

ApOs a incubagdo, foi avaliada a formagdao, ou ndo, de halo de inibicdo do
crescimento em torno das amostras das pastas dentifricas utilizadas. Cada experiéncia
foi realizada em triplicado. Em todas as placas inoculadas, houve a formacao de halo de
inibicao do crescimento com a solugdo de clorohexidina a 2% que serviu como controlo
positivo e ndo houve formacao de halo de inibicdo do crescimento com a 4gua destilada

estéril que serviu como controlo negativo (figura 8 a 19).

1.1. Resultados das amostras de pastas “ndo especializadas” em

Porphyromonas gingivalis

Nao se verificou a formagdo de halo de inibigdo do crescimento nas amostras de
pastas dentifricas “ndo especializadas” COLG-3A (Colgate Tripla A¢do), OB123 (Oral-
B 1-2-3), EL-MULT (Elgydium: Multi-Ac¢ao) e AQUA-3P (Aquafresh Tripla Protecdo

Menta Fresca) em nenhuma das placas inoculadas com P. gingivalis (figura 8, 9 e 10).

Figura 8 Figura 9 Figura 10

Figura 8, 9 e 10 - Teste da eficacia antibacteriana das amostras das pastas dentifricas COLG-3A, OB123, EL-
MULT e AQUA-3P em P. gingivalis. ADE ¢ o controlo negativo e CHX ¢ o controlo positivo. Perspetiva
inferior da placa com a identificagdo das amostras (em cima) e perspetiva superior da placa com a visualizagdo

das coldnias (em baixo). A experiéncia foi realizada em triplicado.
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1.2. Resultados das amostras de pastas “nao especializadas” em Prevotella

intermedia

Nao se verificou a formagao de halo de inibigdo do crescimento nas amostras de
pastas dentifricas “ndo especializadas” COLG-3A (Colgate Tripla A¢ao), OB123 (Oral-
B 1-2-3), EL-MULT (Elgydium: Multi-A¢ao) e AQUA-3P (Aquafresh Tripla Prote¢do

Menta Fresca) em nenhuma das placas inoculadas com P. intermedia (figura 11, 12 e

13).

Figura 11 Figura 12 Figura 13

Figura 11, 12 e 13 - Teste da eficacia antibacteriana das amostras das pastas dentifricas COLG-3A,
OB123, EL-MULT e AQUA-3P em P. intermedia. ADE ¢ o controlo negativo e CHX ¢ o controlo
positivo. Perspetiva inferior da placa com a identificacdo das amostras (em cima) e perspetiva superior

da placa com a visualizag@o das coldnias (em baixo). A experiéncia foi realizada em triplicado.
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1.3. Resultados das amostras de pastas “especializadas para as gengivas” em

Porphyromonas gingivalis

Verificou-se a formagao de halos de inibicdo do crescimento nas amostras de pastas
dentifricas “especializadas para as gengivas” PGARD (PerioGard Colgate), AC-GI
(Arthrodont Classic Gengivas Irritadas) e EL-PBG (Elgydium Placa Bacteriana &
Gengivas) nas placas inoculadas com P. gingivalis, sendo que a amostra de EL-PBG
originou o maior halo de inibi¢do e a amostra de PGARD o menor halo de inibi¢do. No
entanto, nao se verificou a formacao de halo de inibicdo do crescimento na amostra de
PTAX (Parodontax Original) em nenhuma das placas inoculadas com P. gingivalis

(figura 14, 15 e 16).

Figura 14 Figura 15 Figura 16

Figura 14, 15 e 16 - Teste da eficécia antibacteriana das amostras das pastas dentifricas PTAX,
PGARD, EL-PBG e AC-GI em P. gingivalis. ADE é o controlo negativo e CHX € o controlo positivo.
Perspetiva inferior da placa com a identificagdo das amostras (em cima) e perspetiva superior da placa

com a visualizagdo das colonias (em baixo). A experiéncia foi realizada em triplicado.
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1.4. Resultados das amostras de pastas “especializadas para as gengivas” em

Prevotella intermedia

Verificou-se a formagao de halos de inibigdo do crescimento nas amostras de pastas
dentifricas “especializadas para as gengivas” EL-PBG (Elgydium Placa Bacteriana &
Gengivas) e AC-GI (Arthrodont Classic Gengivas Irritadas) nas placas inoculadas com
P. intermedia, sendo que a amostra de EL-PBG originou o maior halo de inibi¢do. No
entanto, nao se verificou a formacao de halo de inibi¢do do crescimento na amostra de

PTAX (Parodontax Original) nem na amostra de PGARD (PerioGard Colgate) em

nenhuma das placas inoculadas com P. intermedia (figura 17, 18 e 19).

Figura 17 Figura 18 Figura 19

Figura 17, 18 e 19 - Teste da eficacia antibacteriana das amostras das pastas dentifricas PTAX,
PGARD, EL-PBG e AC-GI em P. intermedia. ADE ¢ o controlo negativo e CHX ¢ o controlo positivo.
Perspetiva inferior da placa com a identificagdo das amostras (em cima) e perspetiva superior da placa

com a visualizagdo das coldnias (em baixo). A experiéncia foi realizada em triplicado.
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1.5. Resultados de todas as amostras de pastas dentifricas estudas em P.

gingivalis e P. intermedia

Na tabela 4, pode-se identificar quais as amostras das pastas dentifricas que

levaram a formagdo, ou ndo, de halo de inibi¢ao do crescimento em P. gingivalis e P.

intermedia.

Tabela 4 - Verificagdo da atividade antibacteriana das pastas dentifricas através da identificacdo da

formacao de halo de inibi¢do do crescimento

Amostras
das pastas P. gingivalis P. intermedia
dentifricas
COLG-3A Nao houve formacao de halo Nao houve formacao de halo
OB123 Nao houve formacao de halo Nao houve formagao de halo
EL-MULT Nao houve formacao de halo Nao houve formagao de halo
AQUA-3P Nao houve formacao de halo Nao houve formacao de halo
PTAX Nao houve formagao de halo Nao houve formagao de halo
Houve formagao de halo, mas
PGARD com diametro insuficiente para Nao houve formagao de halo
realizar sub-inoculagao
AC-GI Houve formagao de halo Houve formagao de halo
EL-PBG Houve formagao de halo Houve formagao de halo

Legenda: COLG-3A (Colgate Tripla A¢do); OB123 (Oral-B 1-2-3); EL-MULT (Elgydium: Multi-A¢do); AQUA-3P
(Aquafresh Tripla Prote¢do Menta Fresca); PTAX (Parodontax Original); PGARD (PerioGard Colgate), AC-GI

(Arthrodont Classic Gengivas Irritadas); EL-PBG (Elgydium Placa Bacteriana & Gengivas).

2. Verificacdo da atuacdo bactericida ou bacteriostiatica das amostras das

pastas dentifricas com formac¢do de halo de inibicdo do crescimento com

didmetro suficiente para realizar sub-inoculacio em ambas as bactérias

Através do método turbidimétrico, procurou-se verificar a atuacdo bactericida ou

bacteriostatica das amostras das pastas dentifricas AC-GI (Arthrodont Classic Gengivas

Irritadas) e EL-PBG (Elgydium Placa Bacteriana & Gengivas), uma vez que estas

formaram um halo de inibicdo do crescimento com didmetro suficiente para realizar

sub-inocula¢ao em P. gingivalis € P. intermedia. O tubo correspondente ao controlo

positivo (CHX) nao apresentou turvacdo e o correspondente ao controlo negativo

(ADE) apresentou turvagdo. Nos tubos correspondentes as amostras de AC-GI e de EL-

PBG em P. gingivalis e P. intermedia, verificou-se a auséncia de turvacdo do meio
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liquido de caldo de BHI (Brain Heart Infusion), o que demonstra que as pastas

dentifricas provocaram a morte total dos microorganismos estudados (figura 20 e 21).

Figura 20 - Ensaio para verificagdo da atividade Figura 21 - Ensaio para verificagdo da atividade
bactericida ou bacteriostatica das amostras de bactericida ou bacteriostatica das amostras de
AC-GI em P. gingivalis e P. intermedia. EL-PBG em P. gingivalis e P. intermedia.

3. Verificacdo da reducio do nimero de UFC/ml quando niao ha formacgao de
halo de inibicio do crescimento ou o halo formado nio permite efetuar a

sub-inoculac¢ao devido ao seu didmetro reduzido

Em Porphyromonas gingivalis, o crescimento bacteriano obtido através da
inocula¢do de 100 pl da solugdo com diluigdo de 1:100000 da suspensdo bacteriana
representa o controlo com contagens de 1 x 107 UFC/ml. A amostra de COLG-3A
resultou numa contagem de 1 x 10° UFC/ml, representando uma redugio de 10°
UFC/ml. A amostra de OBI23 resultou numa contagem de 2 x 10 UFC/ml,
representando uma redu¢iio de 10°® UFC/ml. A amostra de AQUA-3P resultou numa
contagem de 10 UFC/ml, representando uma redu¢do de 10° UFC/ml. As amostras de
PTAX, PGARD e EL-MULT resultaram numa contagem inferior a 10 UFC/ml,

representando uma redugo superior a 10® UFC/ml (tabela 5).
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Tabela 5 - Contagem e redugdo de UFC/ml de P. gingivalis

P. gingivalis Contagem de UFC/ml Redugdo de UFC/ml
CONTROLO 1 x 107
PTAX <10 > 106
= PGARD <10 > 10°
g COLG-3A 1x10? 10°
S OB123 2x 10 10°
5 EL-MULT <10 >10°
AQUA-3P 10 10°

Legenda: PTAX (Parodontax Original); PGARD (PerioGard Colgate); COLG-3A (Colgate Tripla Acdo); OB123
(Oral-B 1-2-3); EL-MULT (Elgydium: Multi-Agdo); AQUA-3P (Aquafresh Tripla Protecdo Menta Fresca).

Em Prevotella intermedia, o crescimento bacteriano obtido através da inoculacao

de 100 ul da solugao com diluicao de 1:100000 da suspensdo bacteriana representa o

controlo com contagens de 1 x 10° UFC/ml. A amostra de EL-MULT resultou na

presenca de 2 x 10 UFC/ml, representando uma redugio de 10° UFC/ml. A amostra de

OB123 resultou na presenca de 10 UFC/ml, representando uma redug¢io de 10° UFC/ml.
As amostras de PTAX, PGARD, COLG-3A e AQUA-3P resultaram numa contagem

inferior a 10 UFC/ml, representando uma redugio superior a 10° UFC/ml (tabela 6).

Tabela 6 - Contagem e redugdo de UFC/ml de P. intermedia

P. intermedia Contagem de UFC/ml Redugdo de UFC/ml
CONTROLO 1x10°
PTAX <10 >10°
% PGARD <10 >10°
é COLG-3A <10 > 10°
é OB123 10 10°
< EL-MULT 2x 10 10°
AQUA-3P <10 >10°

Legenda: PTAX (Parodontax Original); PGARD (PerioGard Colgate); COLG-3A (Colgate Tripla A¢do); OB123
(Oral-B 1-2-3); EL-MULT (Elgydium: Multi-Agdo); AQUA-3P (Aquafresh Tripla Protecdo Menta Fresca).

63



Comparagdo da eficdcia antibacteriana de pastas dentifricas em bactérias periodontopatogénicas: um estudo in vitro

4. Comparacio da eficacia antibacteriana das pastas dentifricas em estudo

Na tabela 7, encontram-se os resultados obtidos de todas as amostras das pastas
dentifricas testadas em ambas as bactérias, de forma a facilitar a analise da atividade
antibacteriana de cada pasta dentifrica e a comparagdo dessa atividade entre as pastas
“ndo especializadas™ e as pastas “especializadas para as gengivas”.

Tabela 7 - Quadro sintese da atividade antibacteriana apresentada pelas pastas dentifricas testadas em P.

gingivalis e em P. intermedia

Amo;)tzﬁiigs:;astas P. gingivalis P. intermedia

COLG-3A Redugio de 10° Redugdo > 10°

Nio OB123 Redugio de 10° Reducdo de 10°

Especializadas | E-MULT Redugio > 10° Reduciio de 10°

AQUA-3P Redugio de 10° Redugdo > 10°

PTAX Redugdo > 10° Redugdo > 10°

Especializadas | pGARD Redugdo > 10° Redugio > 10°

para as

gengivas AC-GI Morte bacteriana total Morte bacteriana total
EL-PBG Morte bacteriana total Morte bacteriana total

Legenda: COLG-3A (Colgate Tripla A¢do); OB123 (Oral-B 1-2-3); EL-MULT (Elgydium: Multi-A¢do); AQUA-3P
(Aquafresh Tripla Prote¢do Menta Fresca); PTAX (Parodontax Original); PGARD (PerioGard Colgate), AC-GI
(Arthrodont Classic Gengivas Irritadas); EL-PBG (Elgydium Placa Bacteriana & Gengivas).

64



VI. DISCUSSAO

VI. DISCUSSAO

Antes de mais, ¢ importante referir que este trabalho de investigacdo experimental
corresponde a um estudo pioneiro, que procura dar resposta a caréncia de estudos que
comparem as pastas dentifricas testadas em relagdo a sua atividade antibacteriana nas
bactérias P. gingivalis e P. intermedia. Assim, ao constatar a atividade antibacteriana,
previamente comprovada na literatura, de determinados ingredientes das pastas
dentifricas testadas, ¢ objetivado verificar a correlagdo desta atividade antibacteriana

conhecida dos ingredientes com os resultados obtidos em cada pasta dentifrica.

1. Verificacao da atividade antibacteriana das pastas dentifricas

As amostras das pastas “especializadas para as gengivas” AC-GI (Arthrodont
Classic Gengivas Irritadas) e EL-PBG (Elgydium Placa Bacteriana & Gengivas)
formaram halos de inibi¢do do crescimento nas placas inoculadas com P. gingivalis e P.
intermedia. Sendo que em ambas as bactérias, a amostra de EL-PBG originou o maior
halo de inibigdo. No entanto, a formagdo de um halo ndo significa necessariamente
morte bacteriana, uma vez que este método de difusdo em agar nao distingue os efeitos
bactericidas dos efeitos bacteriostaticos (Balouiri et al., 2016). Deste modo, avangou-se
para a fase seguinte da experiéncia para verificar se apenas ocorreu inibi¢do ou se

ocorreu morte bacteriana (Passo 2A).

A amostra da pasta “especializada para as gengivas” PGARD (PerioGard Colgate)
formou um pequeno halo de inibi¢do do crescimento nas placas inoculadas com P.
gingivalis, no entanto este ndo tinha um didmetro suficiente para realizar a sub-
inoculacdo e, assim, verificar se ocorreu inibicdo ou morte bacteriana. Deste modo,
decidiu-se avangar para o Passo 2B para confirmar a redu¢do do nimero de unidades
formadoras de colonias por mililitro desta bactéria. Nas placas inoculadas com P.
intermedia, esta pasta dentifrica ndo formou halo de inibi¢do do crescimento, entdo
realizou-se um ensaio quantitativo para determinar se, mesmo assim, existiria reducao

do nimero de UFC/ml (Passo 2B).

As amostras das pastas “ndo especializadas” COLG-3A (Colgate Tripla Acdo),
OB123 (Oral-B 1-2-3), EL-MULT (Elgydium: Multi-A¢3o) e AQUA-3P (Aquafresh
Tripla Protecdo Menta Fresca) e a amostra da pasta “especializada para as gengivas”
PTAX (Parodontax Original) ndo formaram halos de inibicdo do crescimento em

nenhuma das placas inoculadas com P. gingivalis nem com P. intermedia. Deste modo,
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avangou-se para a fase seguinte da experiéncia para verificar se, mesmo nao havendo

halo de inibicdo, ocorreu redugdo do nimero de UFC/ml (Passo 2B).

2. Verificacio da atuacdo bactericida ou bacteriostatica das amostras das
pastas dentifricas com formac¢ao de halo de inibi¢do do crescimento com

diametro suficiente para realizar sub-inoculacio em ambas as bactérias

Verificou-se que nao houve turvacdo do meio liquido de caldo de BHI (Brain Heart
Infusion) nos tubos correspondentes as amostras retiradas da area do halo de inibi¢do do
crescimento criado pela amostra de AC-GI (Arthrodont Classic Gengivas Irritadas) e de
EL-PBG (Elgydium Placa Bacteriana & Gengivas) em P. gingivalis e P. intermedia. A
auséncia de turvagdo demonstra que as amostras das pastas dentifricas AC-GI e EL-
PBG provocaram a morte bacteriana total na zona do halo de inibicdo em ambas as
bactérias, demonstrando que estas apresentam efeitos bactericidas contra P. gingivalis e

P. intermedia.

Ambas as pastas dentifricas foram testadas com a mesma concentragdo e quantidade
e provocaram a morte bacteriana tanto em P. gingivalis como em P. intermedia. Como a
amostra de EL-PBG originou um maior halo de inibi¢do do crescimento, podera indicar
que esta pasta dentifrica tem uma maior concentracdo de substancias com capacidade
antimicrobiana e/ou que essas substancias se difundem melhor na gelose, permitindo

inativar o crescimento bacteriano num raio de a¢cao maior.

Analisando os ingredientes ativos de todas as pastas dentifricas, pode-se verificar
que apenas as pastas dentifricas AC-GI e EL-PBG possuem cloreto de cetilpiridinio
(CPC) e carbonato de célcio, que so a pasta dentifrica AC-GI possui acido glicirretinico

e que so a pasta dentifrica EL-PBG possui digluconato de clorohexidina.

O carbonato de cdlcio ¢ um ingrediente que funciona como abrasivo, sendo um
agente de polimento da placa bacteriana e que, em conjunto com o fosfato, forma
fosfato de calcio que promove a remineraliza¢do dentaria (Li et al., 2014; Subramanian
et al., 2017). Contudo, neste estudo experimental, nem a sua capacidade abrasiva nem a
sua capacidade de remineralizacdo dentaria influenciaram os resultados obtidos. No
entanto, uma vez que em contacto com ADE o carbonato de célcio produz CO; na sua
forma gasosa e liberta ides de Ca e OH" para a solucdo, este conduz a um aumento de
pH (Nakashima et al., 2009). As bactérias periodontopatogénicas crescem em ambientes

moderadamente acidos, nomeadamente P. intermedia cresce em meios com 5 a 7 de pH
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e P. gingivalis em meios com 6,5 a 7 de pH (Rodriguez-Agurto et al., 2023). Assim, nao
se pode descartar a possibilidade de que parte da atividade antibacteriana ocorreu como
resultado da criagdo de um meio menos favoravel para o crescimento e desenvolvimento

das bactérias em estudo por parte do carbonato de calcio.

O cloreto de cetilpiridinio (CPC) apresenta atividade antibacteriana contra bactérias
Gram-negativo presentes na cavidade oral, incluindo P. gingivalis e P. intermedia. O
seu mecanismo de agdo ocorre através da interacdo com a membrana celular bacteriana
e provoca a perda dos componentes celulares, o que inibe o crescimento celular e, por
fim, causa a morte celular (Rajendiran et al., 2021; Sreenivasan et al., 2012). Os
resultados obtidos podem ser analisados perante a literatura existente, que demonstra
que um colutério com 0,05% de CPC possui maior eficacia na prevengdo e redugdo da
placa bacteriana do que um colutério oral de controlo sem CPC (Hernandez-Cott et al.,
2009; Lotufo et al., 2009). Um colutério com CPC possui uma capacidade de inibi¢do
microbiana superior, quando comparada com um colutério com flaor de concentracdo
idéntica (Sreenivasan et al., 2012). Deste modo, coloca-se a possibilidade de que o CPC
teve uma influéncia positiva na atividade antibacteriana apresentada pelas pastas

dentifricas AC-GI e EL-PBG.

O digluconato de clorohexidina ¢ o composto de CHX mais amplamente utilizado,
tendo elevada atividade antibacteriana contra bactérias Gram-negativo incluindo P.
gingivalis e P. intermedia (Martu et al., 2021; Rajendiran et al., 2021). Deste modo, ¢
espectavel que este composto seja significativamente responsdvel pela atividade

antibacteriana apresentada pela EL-PBG.

A floretina ¢ uma molécula de dihidrocalcona encontrada na maca. Esta apresenta
propriedades antioxidantes e antibacterianas contra bactérias como Staphylococcus
aureus € Escherichia coli, suprimindo a producdo de fimbrias, a adesdo as células
hospedeiras e a resposta inflamatéria induzida pelo TNF-a (Betts et al., 2018;
Moghaddam et al., 2022). Assim, ndao se pode eliminar a possibilidade de que esta
também possa ter propriedades antibacterianas contra as bactérias em estudo e,

consequentemente, ter influenciado positivamente os resultados da EL-PBG.

O 4cido glicirretinico, ingrediente obtido do alcaguz, ¢ um agente antibacteriano
natural contra diversas bactérias periodontopatogénicas, demonstrando ter uma maior
atividade em P. gingivalis do que em P. intermedia. Também demonstra ser, em
determinadas concentragdes, capaz de inibir a coagregacdo entre P. gingivalis e
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Streptococcus gordoni, etapa responsavel pela génese da formagao da placa bacteriana
supragengival (Dewake et al., 2021; Rajendiran et al., 2021). No entanto, perante este
estudo experimental, a capacidade do 4cido glicirretinico de inibir a coagregacao entre
P. gingivalis com outras bactérias ¢ de limitada relevancia, uma vez que esta se
encontrava inoculada de forma isolada. Nao obstante, a capacidade antibacteriana
inerente podera ser um dos fatores explicativos da atividade antibacteriana demonstrada

pela pasta dentifrica AC-GI.

Tanto os Oleos essenciais (6leo de anis estrelado chinés e 6leo de hortela-pimenta)
como os componentes de Oleos essenciais (limoneno, mentol e eugenol) podem ter
influenciado positivamente os resultados da pasta dentifrica AC-GI. O 6leo derivado das
frutas e sementes do anis estrelado chinés apresenta efeitos antibacterianos capazes de
inibir o crescimento de varios microrganismos potencialmente patogénicos (Assiry et
al., 2021). O oleo de hortela-pimenta possui atividade antibacteriana, ainda que fraca,
sendo mais tipicamente utilizado devido ao seu sabor agradavel e ndo propriamente ao
seu efeito antimicrobiano. No entanto, apesar disso, considera-se que quanto maior o
teor de mentol melhor a atividade antimicrobiana. Sabendo que a pasta dentifrica AC-
GI possui 6leo de hortela-pimenta e mentol, pode-se colocar a possibilidade de que, em
conjunto, estes possam contribuir para o efeito antibacteriano apresentado por esta pasta
dentifrica (Winiska et al., 2019). E provavel que o eugenol possa ter contribuido para o
efeito antibacteriano, pois ja demonstrou ter atividade antibacteriana para as bactérias P.

gingivalis e P. intermedia (Marchese et al., 2017).

J4

Ainda assim, € necessdrio avaliar as pastas dentifricas ndo somente pelos seus
componentes isolados, mas como uma multiplicidade de ingredientes que atuam

simultaneamente e, por vezes, em sinergia.

A AC-GI (Arthrodont Classic Gengivas Irritadas) apresenta como ingredientes
ativos o carbonato de calcio, o cloreto de cetilpiridinio e o &cido glicirretinico, o
primeiro sendo um tampao capaz de subir o pH da solugdo e os restantes sendo agentes
antibacterianos. Todos estes ingredientes sdo capazes de afetar positivamente a
atividade antibacteriana desta pasta dentifrica. Também ¢ importante referir que, apesar
da principal fungdo dos 6leos essenciais (6leo de anis estrelado chinés e 6leo de hortela-
pimenta) e dos componentes de 6leos essenciais (limoneno, mentol e eugenol) ser
aromatizar a pasta dentifricas, estes podem ter contribuido com as suas propriedades

antibacterianas para o efeito desta pasta dentifrica.
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A EL-PBG (Elgydium Placa Bacteriana & Gengivas) apresenta como ingredientes
ativos o carbonato de célcio, o cloreto de cetilpiridinio (CPC) e o digluconato de
clorohexidina (CHX), o primeiro sendo um tampao capaz de subir o pH da solugdo ¢ os
restantes sendo agentes antibacterianos. Estes dois ultimos ingredientes sao
extremamente eficientes como agentes antibacterianos, €, quando em conjunto, como ¢
0 caso nesta pasta dentifrica, a atividade antibacteriana ¢ exacerbada pela sinergia entre
os compostos. Dado que o CPC, quando combinado com a CHX, aumenta a atividade
antimicrobiana da CHX e reduz os seus efeitos adversos. Sendo que, um colutoério com
CHX a 0,12% + CPC a 0,05% fornece a mesma eficacia na reducdo de placa bacteriana
e hemorragia gengival do que um colutorio com CHX a 0,2% e possui reduzidos efeitos

adversos (Guerra et al., 2018; Rajendiran et al., 2021).

3. Verificacdo da reducio do nimero de UFC/ml quando niao ha formacao de
halo de inibicdo do crescimento ou o halo formado nao permite efetuar a

sub-inoculac¢ao devido ao seu diametro reduzido

Analisando os resultados, verificou-se que s6 as amostras das pastas dentifricas
especializadas PGARD (PerioGard Colgate) e PTAX (Parodontax Original) ¢ que
apresentaram, em simultineo, uma redugdo superior a 10° UFC/ml de P. gingivalis e
uma reducdo superior a 10° UFC/ml de P. intermedia. As amostras de pastas nio
especializadas provocaram uma reducgdo superior a 10® UFC/ml de P. gingivalis ou
superior a 10° UFC/ml de P. intermedia, mas nunca em ambas as bactérias em
simultaneo. A amostra de OB123 (Oral-B 1-2-3) ndo atingiu esse grau de reducdo em

nenhuma das bactérias.

No entanto, qualquer uma destas redugdes bacterianas demonstra que as pastas
dentifricas testadas apresentam capacidade antibacteriana. As normas ISO _EN 1276
(Chemical disinfectants and antiseptics - Quantitative suspension test for the evaluation
of bactericidal activity of chemical disinfectants and antiseptics used in food, industrial,
domestic and institutional areas) e ISO — EN 13727 (Chemical disinfectants and
antiseptics - Quantitative suspension test for the evaluation of bactericidal activity in the
medical area), nas quais este ensaio se baseou, indicam que se os produtos provocarem
uma redu¢do no nimero de bactérias, apos um determinado tempo de contacto, de 10°
UFC/ml (5 log) ou superior, possuem atividade bactericida. Assim, pode-se afirmar que

todas as pastas dentifricas testadas possuem efeito bactericida.
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Analisando os ingredientes ativos de todas as pastas dentifricas, o fluoreto de sddio
foi um dos mais comuns nas pastas dentifricas estudadas, estando presente na PTAX
(Parodontax Original), na OB123 (Oral-B 1-2-3), na AQUA-3P (Aquafresh Tripla
Protecdo Menta Fresca) e na COLG-3A (Colgate Tripla Agdo). Este fluoreto apresenta
efeitos anti-inflamatérios, que ndo sdo relevantes para este estudo experimental, e
efeitos bacteriostaticos através dos ides de flior (F') que tém a capacidade de interferir
no metabolismo bacteriano por meio da inibicdo enzimatica (Marinho et al., 2022;
Rajendiran et al., 2021; Wang et al., 2022). Assim, a reducao bacteriana apresentada
pelas pastas dentifricas que apenas apresentam fluoreto de sddio como ingrediente ativo

(OB123, AQUA-3P e COLG-3A), deve-se maioritariamente a este composto.

O bicarbonato de sddio, presente na pasta dentifrica PTAX (Parodontax Original), ¢
um ingrediente que reduz o biofilme oral através do polimento da superficie dentéria,
mas a sua fun¢dao de abrasivo ndo parece influenciar diretamente os resultados deste
estudo. No entanto, tal como o carbonato de calcio, o bicarbonato de so6dio tem a
capacidade de regular o pH, dificultando a criagdo de meios acidos favoraveis ao
crescimento e a multiplicagdo das bactérias periodontopatogénicas em estudo (Martu et

al., 2021; Rodriguez-Agurto et al., 2023).

Assim, sendo o bicarbonato de s6dio compativel com o fluoreto de sodio, coloca-se
a possibilidade de que esta combinacdo de ingredientes presentes na pasta dentifrica
PTAX resultou numa reducio bacteriana, superior a 10° UFC/ml de P. gingivalis e
superior a 10° UFC/ml de P. intermedia, devido ao efeito do fluoreto de s6dio em
interferir com o metabolismo bacteriano e ao efeito do bicarbonato de sdédio em regular

o pH.

O fluoreto de estanho tem agdo anti-inflamatoria e demonstra ter a capacidade de
reduzir a placa bacteriana e a hemorragia gengival. O ido de estanho, tal como o ido de
flior, tem a capacidade de interferir no metabolismo bacteriano. Aparenta ser mais
eficaz no controlo da placa bacteriana e na reducao da gengivite do que o fluoreto de
sodio, sendo capaz de alterar a composi¢do microbiana dentro do biofilme oral.
Frequentemente, ¢ combinado com fluoreto de amina (também designado por olaflur),
como ¢ no caso da pasta dentifrica PGARD (PerioGard Colgate). Esta combinagdo
apresenta uma maior atividade antibacteriana em comparagdo com o uso isolado de
fluoreto de amina e uma maior reducao da placa bacteriana do que o fluoreto de sodio.

O efeito antiplaca apresentado pelo fluoreto de amina ocorre através da inibi¢do da
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adesdo bacteriana (Cheng et al., 2017, Rajendiran et al., 2021; Sanz et al., 2013; Sh et
al., 2013). Assim, pode-se colocar a possibilidade de que a redugdo bacteriana, superior
a 10° UFC/ml de P. gingivalis e superior a 10° UFC/ml de P. intermedia, se possa dever
a esta combinacao de fluoretos bastante eficaz ¢ com melhores resultados do que as

pastas dentifricas que possuiam apenas fluoreto de sodio.

O hidrofluoreto de alcool nicotinilico (alcool nicotinilico HF), presente na pasta
dentifrica EL-MULT (Elgydium: Multi-A¢do), consiste em fluoridrato de nicometanol,
um ingrediente patenteado pelos Laboratorios Pierre Fabre como fluorinol (Radzki et
al., 2022). Trata-se de um sal organico de flior que possui um ido de flior ionicamente
ligado ao resto da molécula. O fluoridrato de nicometanol leva a uma maior e mais
rapida absorcao de fluor na superficie dentaria do que o fluoreto de sédio. Apresenta um
papel relevante durante as fases de remineralizacao, permitindo uma melhor resisténcia
aos ataques acidos, promovendo a fixa¢ao dos ides fluor no esmalte e prevenindo a
formagao da carie dentaria. No entanto, para este estudo experimental, o seu efeito de
remineralizacdo e anticarie ndo apresenta relevancia nos resultados. Contudo, este
também demonstrou ter um efeito inibitdrio na glicélise salivar, levando a uma menor
reducdo de pH e, consequentemente a meios menos acidos (Sharkov, 2017). Assim,
pode-se colocar a possibilidade de que o alcool nicotinilico HF, contribuiu para a
redugdo bacteriana efetuada pela EL-MULT, uma vez que a atividade antiglicolitica
pode ter dificultado o crescimento bacteriano, criando um meio menos favoravel para o
desenvolvimento das bactérias em estudo, e que o ido de fluor presente possa ter

interferido no metabolismo bacteriano.

O polietilenoglicol (PEG)-12 dimeticona, também presente na pasta dentifrica EL-
MULT, ¢ um ingrediente também denominado por siliglicol, que em combinagdo com o
alcool nicotinilico HF, promove uma maior absor¢ao do fltior. Para além disso, previne
a adesdo bacteriana na superficie do esmalte, ajudando a prevenir o aparecimento da
placa bacteriana (Sharkov, 2017). Apesar de ser um agente de revestimento, no estudo
experimental, este ndo conseguiu prevenir totalmente essa adesdo bacteriana no meio de
agar, no entanto ndo se pode retirar a possibilidade de que tenha influenciado de forma

positiva os resultados.

O extrato de phormidium uncinatum, também presente na pasta dentifrica EL-
MULT, ¢ um ingrediente também denominado por aquacyanee, protege as gengivas

gracas as suas propriedades antioxidantes (Mourelle et al., 2017). Contudo, este
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ingrediente, apesar de benéfico na prevengao e no combate a doenca periodontal,

aparentou ndo ser capaz de influenciar os resultados neste estudo experimental.

A EL-MULT possui diversos ingredientes que nenhuma das outras pastas dentifricas
em estudo apresenta, incluindo os seus ingredientes ativos (dlcool nicotinilico HF, do
PEG-12 dimeticona e do extrato de phormidium uncinatum). A combinagdo de alcool
nicotinilico HF e PEG-12 dimeticona pode explicar a redugdo superior a 10° de P.

gingivalis e a reducio de 10° de P. intermedia.

O limoneno ¢ um componente de dleos essenciais que apresenta baixa atividade
antimicrobiana quando usado isoladamente, principalmente em bactérias Gram-
negativo, uma vez que estas possuem uma membrana externa praticamente
impermeavel a moléculas hidrofobicas, apesar de algumas dessas moléculas
conseguirem passar pelas proteinas porinas (canais transmembrana hidrofilicos). No
entanto, ndo se pode eliminar a possibilidade de que, em conjunto com os outros agentes
antibacterianos, o limoneno interferiu positivamente na atividade antibacteriana
apresentada pelas pastas dentifricas AC-GI, PTAX, PGARD e AQUA-3P ¢ EL-MULT
(Gupta et al., 2021; Nazzaro et al., 2013).

No método de difusdo em agar, as propriedades fisico-quimicas de cada agente
antimicrobiano, tais como o coeficiente de difusdo e a solubilidade, influenciam a sua
difusdo pela matriz de agar e, consequentemente, os resultados obtidos (Marinho et al.,
2022). Assim, a influéncia dessas propriedades na difusdo pelo 4gar podera explicar o
porqué de algumas amostras de pastas dentifricas ndo criarem halo de inibi¢do do
crescimento, mas, quando realizado o ensaio quantitativo para avaliar a reducgdo

bacteriana, apresentarem reducdes bacterianas bastantes elevadas.

4. Comparaciao da eficacia antibacteriana das pastas dentifricas em estudo

Este estudo de investigacdo permitiu verificar que todas as pastas dentifricas em
estudo apresentaram efeito bactericida em P. gingivalis e P. intermedia. As amostras
das pastas especializadas EL-PBG (Elgydium Placa Bacteriana & Gengivas) e AC-GI
(Arthrodont Classic Gengivas Irritadas) provocaram a morte total das bactérias em
estudo e as amostras das pastas especializadas PGARD (PerioGard Colgate) e PTAX
(Parodontax Original) provocaram redugdes superiores a 10° UFC/ml (5 log) em ambas
as bactérias. Relativamente as pastas nao especializadas, a amostra de AQUA-3P

(Aquafresh Tripla Prote¢io Menta Fresca) provocou uma reducdo superior a 10°
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UFC/ml (5 log) em ambas as bactérias, enquanto as restantes apresentaram redugdes

superiores a 10° UFC/ml (5 log) em apenas uma das bactérias.

As amostras das pastas especializadas EL-PBG e AC-GI apresentaram resultados
que aparentam indicar uma acao antibacteriana superior as restantes pastas dentifricas,
apresentando a formagao de halos de inibicdo do crescimento com morte bacteriana
total em ambas as bactérias. A EL-PBG foi a pasta dentifrica que originou o maior halo
de inibi¢do do crescimento, indiciando que, dentro das pastas estudadas, esta é a pasta
dentifrica que tem um maior efeito antibacteriano em relagdo a estas duas espécies
periodontopatogénicas, o que poderd indicar que se trata da pasta dentifrica mais eficaz
na prevencao e no combate a doenca periodontal. Ja a amostra de AC-GI, apesar de nao
ter sido capaz de criar um halo de inibi¢do da mesma magnitude, continuou a
demonstrar possuir uma importante capacidade como agente bactericida. Contudo, a
aparente superioridade da EL-PBG podera estar conectada com uma maior concentragcdo
dos ingredientes ativos com capacidade antibacteriana e/ou com uma composi¢ao
quimica que permite uma melhor difusdo dos compostos antibacterianos pela matriz de
agar. As amostras de PGARD e PTAX ndo formaram halos de inibi¢do do crescimento
passiveis de serem submetidos a sub-inoculacdo, aparentando demonstrar uma menor
capacidade antibacteriana do que as amostras de EL-PBG e AC-GI, ainda assim,
provocaram reducdes superiores a 10° para P. gingivalis e superiores a 10° para P.

intermedia.
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Atendendo aos dados obtidos, ndo foi possivel efetuar tratamento estatistico, o que

impossibilitou a verificagdo das hipdteses de estudo.

Ainda assim, foi possivel verificar que aparentam existir diferencas na eficacia
antibacteriana entre as pastas dentifricas “especializadas para as gengivas” e as “nado
especializadas”, sendo que as pastas “especializadas para as gengivas” aparentam ser

mais eficazes que as “nao especializadas”.

Verificou-se ainda que aparentam existir diferengas na eficacia antibacteriana entre
as pastas dentifricas “especializadas para as gengivas” testadas, sendo que a EL-PBG
(Elgydium Placa Bacteriana & Gengivas) ¢ a pasta dentifrica que aparenta ter um maior
efeito antibacteriano em relagdo as bactérias Porphyromonas gingivalis ¢ Prevotella
intermedia, o que podera indicar que esta se trata da pasta dentifrica mais eficaz na

prevencao e no combate a doenga periodontal.
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VIIL. LIMITACOES DO ESTUDO E PERSPETIVAS FUTURAS

De real¢car que este estudo experimental, para além de pioneiro, ndo existindo na
literatura estudos idénticos com estas bactérias ou com o foco do presente estudo, trata-
se também de um estudo piloto, que podera ser continuado com um maior nimero de
amostras ¢ com mais ensaios, de modo a validar os resultados obtidos e reforcar as

conclusdes obtidas.

Ainda assim, ¢ importante ter em conta que este estudo experimental foi realizado in
vitro e as pastas dentifricas foram criadas para serem utilizadas na cavidade oral, para
além de perspetivarem um uso conjunto com a limpeza mecanica. Para além disso, a
atividade antibacteriana foi testada em bactérias isoladas, enquanto na cavidade oral, as
bactérias estdo organizadas em biofilmes complexos. Assim sendo, seria interessante
realizar este estudo experimental in vivo, de modo confirmar a eficacia antibacteriana

demonstrada pelas pastas dentifricas sob as caracteristicas em que sdo utilizadas.

Nao se pode descartar a possibilidade de na cavidade oral, com o seu uso rotineiro,
as pastas dentifricas resultarem com niveis de eficacia ligeiramente dispares daqueles
que aqui se verificaram, uma vez que num estudo in vitro nao se consegue usufruir da
totalidade das propriedades dos ingredientes ativos presentes nas pastas dentifricas.
Ainda assim, os resultados aqui expostos representam fortes preditores da eficacia
antibacteriana das pastas dentifricas sob andlise para a prevengdo e o combate a doencga

periodontal.
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