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RESUMO

Este estudo avaliou a atividade antimicrobiana do &cido fosférico a
37%, associado ou ndo a clorexidina 2%, frente a cepas de
Streptococcus mutans (ATCC 25175), S. mitis (ATCC 903), S. oralis
(ATCC 10557) S. salivarius (ATCC 7073) e Lactobacillus casei (ATCC
9595). Cepas padronizadas destas bactérias (10® UFC/mL) foram
semeadas com ‘swabs’ em placas de agar sangue (Mueller-Hinton
acrescido de 5% de sangue). Para o teste de difusdo em agar, cinco
grupos foram avaliados: G1 (controle negativo): solugdo salina; G2:
agua destilada; G3: acido fosforico 37%; G4: acido fosférico 37%
associado a clorexidina 2%; G5 (controle positivo): clorexidina
0,12%. Realizaram-se os procedimentos em duplicata. As placas
foram mantidas em microaerofilia a 37°C por 48 horas e, em seguida,
procedeu-se a mensuracao, em milimetros, dos halos de inibicdo por
intermédio de um paquimetro manual. As médias aritméticas (em
mm) para S. mutans foram: 0,00 (G1 e G2); 26,50 (G3); 25,00
(G4); 23,50 (G5). As médias para S. mitis foram: 0,00 (G1 e G2);
35,50 (G3); 35,00 (G4); 24,50 (G5). As médias para S. oralis foram:
0,00 (G1 e G2); 37,00 (G3); 39,00 (G4); 15,50 (G5). As médias para
S. salivarius foram: 0,00(G1 e G2); 25,00 (G3); 21,00 (G4); 21,00
(G5). As médias para L. casei foram: 0,00 (G1 e G2); 24,50 (G3);
22,00 (G4); 22,00 (G5). O acido fosforico a 37% apresentou agdo
inibitéria sobre todas as cepas em teste. A associagdo da clorexidina
2% ao acido fosférico 37% proporcionou um aumento no efeito
inibitdrio frente S. oralis, mas ndo sobre os demais microrganismos.

Palavras-chave: Biofilmes; Ataque Acido Dentario; Dentistica
Operatoria.

ABSTRACT

This study evaluated the antimicrobial activity of the 37% phosphoric
acid, associated or not to 2% chlorexidine, over Streptococcus
mutans (ATCC 25175), S. mitis (ATCC 903), S. oralis (10557), S.
salivarius (ATCC 7073) and Lactobacillus casei (ATCC 9595). Strains
standardized in 10 CFU/mL were sowed with swabs in plates of blood
agar (Mueller-Hinton with 5% of blood). To the diffusion in agar, five
groups were appraised: G1 (negative control): saline solution; G2:
distilled water; G3: 37% phosphoric acid; G4: 37% phosphoric acid
37% associated to 2% chlorexidine; G5 (positive control): 0.12%
chlorexidine. Tests were carried through twice. The plates were
maintained in microaerophilia at 37°C for 48 hours and, soon
afterwards, the measurements of the inhibition zone were proceeded,
in millimeters, through a caliper rule. The arithmetic averages (in
mm) for S. mutans were: 0.00 (G1 and G2); 26.50 (G3); 25.00 (G4);
23.50 (G5). The averages for S. mitis were: 0.00 (G1 and G2); 35.50
(G3); 35.00 (G4); 24.50 (G5). The averages for S. oralis were: 0.00
(G1 and G2); 37.00 (G3); 39.00 (G4); 15.50 (G5). The averages for
S. salivarius were: 0.00(G1 and G2); 25.00 (G3); 21.00 (G4); 21.00
(G5). The averages for L. casei were: 0.00 (G1 and G2); 24.50 (G3);
22.00 (G4); 22.00 (G5). The 37% phosphoric acid presented
inhibitory effect over all bacteria tested. The association between 2%
chlorexidine and the 37% phosphoric acid provided greater
antimicrobial effect over S. oralis, but not for the other
microorganisms.
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INTRODUGAO condicionou a superficie do esmalte com
acido fosforico a 85% por 30 segundos e
Em 1955, Buonocore realizou um estudo entdo, aplicou resina acrilica sobre uma

qgue é a base da odontologia adesiva. Ele

superficie asperizada micromecanicamente.
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Ele provou que a retengdo de resina
dispensada sobre a area tratada de esmalte
era maximizada se comparada com aquela
obtida pelo material sobre a superficie
adamantina higida.!

O &cido fosférico age na superficie do
esmalte dentario elevando a energia de
superficie por remover  cristais de
hidroxiapatita ndo-reativos e a pelicula
adquirida, provocando, desta forma, uma
ampliacdo da area superficial ao transformar
a superficie em um tecido altamente
poroso?. Este fato permite que o compdsito
resinoso penetre as microporosidades,
formando tags resinosos, produzindo assim
uma adesdo mecanica ao esmalte.?

Uma outra propriedade de acido
fosférico que se reveste de interesse clinico
€ a sua acdo antibacteriana. Esta
caracteristica € essencial principalmente
para aqueles sistemas adesivos que se
fundamentam como mecanismo de unido a
dentina na remocdo total do smear layer
(lama dentinaria formada de residuos
depositados durante a fase de preparo
cavitario que contém, particularmente,
componentes inorganicos do esmalte e
dentina, coldgeno e componentes salivares e
bactérias).*

Nesta perspectiva, torna-se importante
ressaltar que o biofilme dentario é composto
por Streptococcus salivarius, Streptococcus
mitis e Streptococcus oralis que sao os
estreptococos conhecidos como
colonizadores iniciais. Apds a erupcdo dos
dentes, S. mutans e S. sanguis ja sao
encontrados na cavidade bucal e, na
seqliéncia, novas espécies se mostram
presentes, como Lactobacillus casei.®

Levando em consideracdo a presenca
destas bactérias na superficie dentaria,
verifica-se que o acido condicionador deve
proporcionar atividade antimicrobiana e
fortalecer o selamento marginal, visto que o
acesso bacteriano é uma das causas
principais de resposta inflamatéria pulpar
associada a restauragdo.®

Com a finalidade de minimizar ou
eliminar os prejuizos causados pelos
microrganismos associados a carie
secundaria, agentes antibacterianos, tais
como: clorexidina,’ prépolis ou antibidticos®”®
tem sido introduzidos na composicao dos
sistemas adesivos.

Face ao exposto, o propdsito desse
estudo in vitro foi avaliar a atividade
antimicrobiana do acido fosforico a 37%,
associado ou nao a clorexidina a 2%, frente
a cepas de S. mutans (ATCC 25175), S.
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mitis (ATCC 903), S. oralis (ATCC 10557),
S. salivarius (ATCC 7073) e Lactobacillus
casei (ATCC 9595).

MATERIAIS E METODOS
Condicionadores acidos

Os acidos fosfoéricos utilizados no
presente estudo foram: a) Attaque gel®
(Biodinamica, Ibipora, Brasil) - constituido
do o acido fosférico a 37%; b) Acid gel®
(Villevie, Joinville, Brasil) - que apresenta
em sua composicdo acido fosférico a 37%
com clorexidina a 2%.

Microrganismos

Foram utilizadas cepas padrao de
Streptococcus mutans (ATCC 25175),
Streptococcus mitis (ATCC 903),
Streptococcus oralis (ATCC 10557),

Streptococcus salivarius (ATCC 7073) e
Lactobacillus casei (ATCC 9595) oriundas do
Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude da Fundacdo Oswaldo Cruz. As
linhagens foram reativadas em caldo BHI
(DIFCO®, Sao Paulo, Brasil) em estufa
bacterioldgica em microaerofilia utilizando a
técnica da chama da vela a 37°C.}° As
culturas foram armazenadas em um freezer
em caldo BHI contendo 20% (v/v) glicerol.

Avaliacao da atividade antimicrobiana

Culturas bacterianas desenvolvidas em
BHI liquido por 24 horas (10® UFC/mL)
foram semeadas com ‘swabs’ em placas de
petri (90mm / 15mm, Alfa-lab®, Sao Paulo,
Brasil) contendo 10 mL de agar sangue
(Mueller-Hinton [DIFCO®, Sao Paulo, Brasil]
acrescido de 5% de sangue de carneiro
desfibrinado). Para a técnica de &agar-
difusao, cinco grupos foram avaliados,
conforme descrito no Quadro 1:

Grupos Descricao

G1 (controle Solugao salina (ADV®,

negativo) Nova Odessa, Brasil)

G2 Agua destilada

G3 Attaque gel® (acido
fosférico a 37%)

G4 Acid gel® (acido fosfdrico
a 37% com clorexidina a 2
%)

G5 (controle PerioGard® (Colgate, Sao

positivo) Paulo, Brasil)
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Quadro 1: Disposicao dos grupos analisados
pela técnica de agar-difusao.




Em seguida, dispensou-se 50ul de cada
produto em pogos de 6 mm de diametro no
agar, sendo as placas mantidas em
microaerofilia a 37°C por 48 horas. Os
ensaios foram efetuados em duplicada.
Procedeu-se a mensuracdo dos halos com o
auxilio de um paquimetro, a qual foi
efetuada por um Unico examinador treinado,
considerando-se com atividade
antimicrobiana halos de inibicdo > 7mm.*%.

Analise dos dados

Os achados relativos a atividade
antimicrobiana dos diferentes produtos
foram avaliados por intermédio da
estatistica descritiva, mediante a obtencdo
das médias dos halos de inibigdo.

RESULTADOS

Constatou-se susceptibilidade
bacteriana para os grupos G3, G4 e G5, bem
como auséncia da formacdo de halos para
0s grupos G1 e G2 (Tabela 1).

Tabela 1: Médias dos didmetros dos halos
de inibicdo dos grupos experimentais frente
a bactérias formadoras do biofilme dentario
obtidos pela técnica de agar-difusdo.

Média dos diametros dos halos de

bl_a:rc]pea:'?aer?ass inibicdo (em milimetros)

G1 G2 G3 G4 G5
S. mutans

0,00 0,00 26,50 25,00 23,50
S. mitis

0,00 0,00 3550 3500 24,50
S. oralis

0,00 0,00 37,00 39,00 15,50

S. salivarius 0,00 0,00 2500 21,00 21,00

Lactobacillus
casei 0,00 0,00 24,50 22,00 22,00

*Susceptibilidade: halos = 7mm.

Nos grupos em que houve atividade
antimicrobiana, verifica-se que a
susceptibilidade frente aos microrganismos
se apresenta variavel para cada produto,
sendo ela maior para o S. oralis naqueles do
acido fosfério (associado ou nao a
clorexidina), enquanto no controle positivo
tal condigao foi observada para o S. mitis.

DISCUSSAO
Uma consideracdo inicial deve ser feita

sobre as limitagcdes dos estudos in vitro,
posto que os resultados obtidos por meio

Vieira et al.

deste tipo de investigacdao ndao devem ser
extrapolados para uma condigdo clinica,
uma vez que podem nao refletir o real efeito
do material quando aplicado numa situacao
in vivo. Todavia, as pesquisas laboratoriais
ddo suporte para ensaios clinicos.? Uma das
limitagbes do presente estudo estd
relacionada ao fato de nao reproduzir
condicdes fisiologicas do substrato
adamantino e dentinario.

O presente ensaio demonstrou a agao
antimicrobiana por meio da técnica de agar-
difusdo do acido fosférico a 37% associado
ou nao a clorexidina a 2% frente a cepas
formadoras do biofilme dentario. A técnica
de difusdao no agar é utilizada como o teste
padrdo para mensurar  propriedades
antibacterianas de materiais, apesar das
suas limitagbes, que sao, dentre outras,
medir apenas componentes que sdo sollveis
em agua.®?

O resultado do condicionamento acido é
favorecer a adaptacdo do material
restaurador a um substrato
(esmalte/dentina) limpo e o mais livre
possivel de microrganismos'®, visto que
bactérias remanescentes podem permanecer
na interface dente/restauracao e aumentar o
risco do desenvolvimento da carie
secundaria ou recorrente'®>, sendo tal
condicdo causada pela smear layer
contaminada que é parcialmente
incorporada a camada hibrida.'®

O &cido fosforico apresenta um
potencial bactericida e remove a smear
layer sendo largamente empregado na
técnica da hidridizagdo.* Contudo, alguns
estudos demonstram que apesar de ser
efetivo na reducdo do nimero de bactérias
remanescentes, ndo é capaz de elimina-las
completamente,!”1819

Ao ser avaliado o efeito do
condicionamento acido por um minuto na
viabilidade da microflora em caries oclusais,
foi comparada a modificacdo nesta
microflora nas superficies condicionadas ou
ndo previamente a aplicacdo de selante
autopolimerizdvel. Observou-se que o
condicionamento por si sé reduziu em 75%
0o numero de culturas de microrganismos
vidveis.!’

O crescimento e a acido-tolerancia do
biofime dentario tém sido investigados,
verificando-se que ha uma expressiva
tolerancia ao acido do S. mutans e L. casei
em comparagdo com outras espécies de
microrganismos presentes no biofilme oral.
Essa caracteristica ndo é sd vista pela sua
habilidade de iniciar e manter o crescimento
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em niveis baixos de pH mas também pela
capacidade de produzir acido latico em pH
5,0.18 Apesar de ser uma propriedade
dessas espécies, ambas apresentaram-se
sensiveis aos  condicionadores  acidos
empregados neste estudo, como pode ser
visualizado na tabela 1.

Autores previamente analisaram o efeito
do condicionamento acido na presenca de
colénias bacterianas em assoalhos de
preparos cavitarios classe I em um ensaio
clinico com pacientes com idade variando
entre 20 e 26 anos. Aplicou-se 4acido
fosféorico a 37% na dentina por dez
segundos e as amostras obtidas foram
analisadas microbiologicamente. Os
resultados alcangados revelaram que antes
do condicionamento 75% da amostra estava
positiva para presenca de bactéria e essa
porcentagem caiu para 53% da amostra
apo6s o tratamento, evidenciando assim que
a técnica de condicionamento acido nao foi
capaz de remover totalmente as bactérias
presentes nos  preparos  cavitarios.’
Observou-se que o acido fosféorico ndo
removeu todas as bactérias selvagens nesse
ensaio clinico, porém os condicionadores
foram efetivos em inibir o crescimento das
cepas padrao testadas no presente trabalho.

Alguns estudos propdem a adicao de
substéncias antimicrobianas aos
biomateriais odontolégicos uma vez que tal
associacao pode potencializar o efeito de
determinado material.® Averiguou-se o efeito
antimicrobiano do cimento ionomérico
associado a antibioticos (cefaclor,
ciprofloxacina e metronidazol) em inibir S.
mutans. Constatou-se um aumento do
potencial antibacteriano desse material em
relacdo a S. mutans. Os valores médios dos
halos de inibicado aumentaram 16,7mm do
cimento ionomérico convencional para o
cimento associado aos antibidticos.?*® A
adicdo da clorexidina a 2% ao acido
fosforico a 37%, avaliada neste ensaio pela
técnica de agar-difusdo, ndo potencializou o
efeito do mesmo, exceto para S. oralis.

A clorexidina (desinfetante
biocompativel) por apresentar
substantividade (manter-se estavel e ativa
por longos periodos de tempo) e reduzir a
populacdo microbiana?! tem sido agregada a
materiais da clinica odontolégica.’
Entretanto, a associacao da clorexidina a
2% ao acido fosférico a 37% ndo propiciou
um aumento do efeito inibitério, exceto para
S. oralis, conforme pode ser observado na
tabela 1.

http://www.ufpe.br/ijd

146 Int J Dent, Recife, 10(3):143-147, jul./set.,2011

Estudo anterior realizado a fim de se
verificar a atividade antimicrobiana do acido
fosférico associado ou nao a laserterapia
sobre cepas de S. mutans. Verificou-se que
o acido fosforico a 37% apresentou efeito
inibitoério sobre as cepas e que a associagao
do laser de baixa intensidade com o acido
fosférico, independente dos padroes de
intensidade, ndo acarretou um acréscimo
inibitério sobre S. mutans.*> Apesar da
presente pesquisa, ndao avaliar a associagao
da laserterapia ao condicionador acido,
observou-se a atividade antimicrobiana
sobre os microrganismos ensaiados.

Diante dos achados desta pesquisa,
sugere-se que estudos adicionais sejam
realizados com espécies diferentes,
abrangendo cepas de referéncia e selvagem
para verificar se a atividade antimicrobiana
dos condicionadores acidos se comporta de
forma similar a demonstrada no presente
trabalho.

CONCLUSAO

O 4&cido fosférico a 37% associado ou
nao a clorexidina apresentou efeito inibitério
sobre todas as cepas em teste. A presenga
da clorexidina a 2% no agente
condicionador proporcionou maior efeito
inibitério frente S. oralis, mas nao sobre os
demais microrganismos.
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