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RESUMO

A cavidade bucal apresenta uma microbiota diversificada cujo equilibrio & essencial
para a manutencdo da saude. A formacdo de biofilmes pode dificultar o controle
microbiano, tornando os antissépticos importantes como agentes adjuvantes a
remogcdo mecanica. Nesse contexto, a quitosana tem apresentado potencial
antimicrobiano e a possivel associacdo com outros agentes, despertando interesse
para sua aplicacdo em produtos de higiene bucal. O objetivo deste estudo foi avaliar
a atividade antimicrobiana da quitosana, isolada e associada ao peréxido de
hidrogénio (Blue®M) e ao cloreto de cetilpiridinio (Colgate Plax®), frente a
Streptococcus mutans (ATCC 25175) e Candida albicans (ATCC 10231). Foram
determinadas as concentragdes inibitérias minimas (MIC) pelo método de
macrodiluicdo em caldo e as interagdes entre os agentes pelo método Checkerboard
modificado, com calculo do indice da fragdo da concentracao inibitoria (FICI). As
combinacgdes Colgate Plax®-+quitosana apresentaram FICI préximo de 2,0 para as
duas espécies analisadas e para Blue®M-+quitosana o FICI foi >4. Conclui-se que a
associacdo da quitosana ao Colgate Plax® nao resultou em efeito sinérgico,
enquanto sua combinacdo com o Blue®M mostrou-se antagbnica. Esses resultados
reforcam a necessidade de cautela ao combinar quitosana a antissépticos
comerciais e apontam para a importancia de novos estudos sobre diferentes
concentragdes e caracteristicas fisico-quimicas da quitosana, a fim de esclarecer
seu real potencial como agente adjuvante em enxaguatérios bucais.

INTRODUCAO

A cavidade bucal apresenta uma microbiota diversificada, cujo equilibrio € essencial
para a saude. Alteragdes nessa comunidade podem favorecer a disbiose e o
desenvolvimento de doencas, enquanto a organizacdo dos microrganismos em
biofilmes dificulta seu controle. Embora a remocao mecanica seja fundamental para
o controle microbiano, os antissépticos bucais podem atuar como agentes
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adjuvantes. A clorexidina apresenta elevada eficacia antimicrobiana, porém seu uso
prolongado esta associado a efeitos adversos e alteragées no equilibrio microbiano.
Alternativamente, o peréxido de hidrogénio e o cloreto de cetilpiridinio apresentam
menor atividade antimicrobiana, mas podem ser utilizados por periodos mais
prolongados. Nesse contexto, a quitosana apresenta potencial para associagcdo com
esses agentes, podendo contribuir para sua ag¢ao antimicrobiana (FARIAS et al.,
2019). Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial
antimicrobiano da quitosana e seu possivel efeito sinérgico quando associada a
antissépticos bucais a base de peréxido de hidrogénio e cloreto de cetilpiridinio.

MATERIAIS E METODOS
Preparo do inéculo microbiano e da solugdo de quitosana

Foram utilizadas cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 e Candida albicans
ATCC 10231, pertencentes ao Laboratorio de Microbiologia Basica da Universidade
Estadual de Maringa e armazenadas a —-20 °C. Apds descongelamento e reativagao,
as cepas foram submetidas a dois repiques em caldo Brain Heart Infusion (BHI;
Becton Dickinson & Co., Sparks, EUA), com incubagéao a 37 °C por 48 horas, em
microaerofilia para S. mutans e aerobiose para C. albicans. Posteriormente, foram
semeadas em agar BHI e, na sequéncia, 4 a 5 colénias foram transferidas para 5 mL
de caldo BHI. As suspensdes foram ajustadas a 0,5 na escala de McFarland,
correspondente a aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL. A solugdo de quitosana
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) foi preparada conforme PINI et al. (2020)
utilizando 1,0 g de quitosana, 0,5 mL de &cido acético e agua destilada para
preparar 50 mL da solucdo, sendo homogeneizada e mantida em repouso a
temperatura ambiente por 24 horas antes da utilizac&o.

Determinacdo da concentragdo inibitoria minima (MIC) das associagcées pelo método
Checkerboard modificado

As MICs da quitosana, do cloreto de cetilpiridinio (Colgate Plax®) e do perdxido de
hidrogénio (Blue®M) foram determinadas pelo método de macrodiluicdo, utilizando
caldo BHI para S. mutans e caldo RPMI 1640 para C. albicans, conforme CLSI M07-
A12 (2024). Ja a atividade antimicrobiana das associac¢oes foi avaliada pelo método
Checkerboard modificado, em duplicata, conforme metodologia adaptada de
ELIOPOULOS e MOELLERING (1991). Foram avaliadas as combinacdes entre
quitosana e o Colgate Plax® e Blue®M. As solugcbes foram homogeneizadas e
submetidas as mesmas condicoes de determinagdo das MICs. A interacédo foi
avaliada por meio do indice de concentracao inibitéria fracionada (FICI), calculado
por:

FIC] MIC antimicrobiano A combinado +  MIC antimicrobiano B combinado

MIC antimicrobiano A puro MIC antimicrobiano B puro
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Os resultados foram classificados como sinérgicos quando FICI < 0,5, indiferentes
quando 0,5 < FICI < 4 e antagbnicos quando FICI > 4.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As MICs frente a S. mutans e C. albicans foram determinadas isoladamente. Apos
isso foram realizados os testes de associacao por Checkerboard modificado, com as
combinacdes dos antissépticos com quitosana, conforme é possivel observar na
Tabela 1.

Tabela 1. Determinacao da concentracao inibitéria minima (MIC) dos
antissépticos bucais isoladamente e em associacao com a quitosana.

Microrganismos

Produtos MICs
S. mutans \ C. albicans
Colgate Plax® < 1/256 < 1/256
Blue®M < 1/256 < 1/256
Quitosana >1/2 1/2
Colgate Plax®+ Quitosana < 1/256 1/128
Blue®M+ Quitosana 1/2 >1/2

A partir desses dados, foi possivel determinar a FICI, conforme a Tabela 2. Dessa
forma, considerando os parametros metodoldgicos, os resultados caracterizam uma
associacao indiferente para Colgate Plax®+quitosana e antagonismo para
Blue®M+quitosana, frente as duas espécies.

Tabela 2. Interpretacao dos resultados da FICI para as combinacoes de Colgate
Plax®+quitosana e Blue®M+quitosana

Combinacéao Microrganismo Interpretacao

S. mutans 0,5 <FICI < 4 Indiferente

C0.gel AR ¢ QinsenE] C. albicans 0,5<FICI <4 Indiferente
. S. mutans >4 Antagonismo
SRt = gl C. albicans >4 Antagonismo

Embora alguns autores tenham demonstrado efeitos superiores ou semelhantes de
formulacbes com quitosana na reducdo de biofilme, gengivite e no combate a C.
albicans (PANDIYAN et al., 2022), nossos resultados evidenciaram que a adicdo da
quitosana as formula¢des do estudo néo incrementou a eficicia antimicrobiana dos
produtos frente tanto a S. mutans como C. albicans. Todavia, o estudo de VIEIRA
(2006) corrobora com nossos resultados, pois os dados demonstraram que a
quitosana nao apresenta efeito antimicrobiano superior ao controle.
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CONCLUSOES

Conclui-se que a associacao da quitosana ao Colgate Plax® nao resultou em efeito
sinérgico, enquanto sua combinacdo com o Blue®M mostrou-se antagénica. Esses
resultados reforcam a necessidade de cautela ao combinar quitosana a antissépticos
comerciais e apontam para a importancia de novos estudos sobre diferentes
concentragdes e caracteristicas fisico-quimicas da quitosana, a fim de esclarecer
seu real potencial como agente adjuvante em enxaguatérios bucais.
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