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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi verificar a hipétese de que enxaguatérios bucais sem dlcool apresentam
menor citotoxicidade quando comparado aos com dlcool. Avaliou-se os enxaguatérios Plax: Convencional (com
dlcool) e Sem dlcool em diferentes tempos: 1, 15, 30, 45, 60 e 120 segundos quanto seu efeito citotéxico em
fibroblastos gengivais L929. Utilizou-se 3 grupos controle: positivo (C+) detergente celular Tween 80, negativo (C-)
PBS, e controle de célula (CC) onde as células ndo foram expostas a nenhum material. O ensaio de citotoxicidade
foi realizado utilizando cultura celular de fibroblasto de camundongo (L929). Apés contato do enxaguatédrio com
as células, as mesmas foram colocadas em contato com o corante vital vermelho neutro utilizado-se a técnica
("dye uptake"). Os valores da quantidade de células vidveis, foram submetidos & andlise da varidncia (ANOVA)
para determinar se havia diferencas estatisticas entre os grupos, e posteriormente ao teste de Tukey (p<0.05).
Os resultados demonstraram maior citotoxicidade dos enxaguatérios com dlcool. Os enxaguatérios sem dlcool
apresentaram maior quantidade de células vidveis no entanto ainda assim apresentaram diferencas estatisticas
com os grupos controle de células e controle negativo (p<0.05). A citotoxicidade foi diretamente proporcional
ao tempo de exposicdo as culturas de células. Dessa forma pode-se concluir que a hipétese foi confirmada em
partes, haja vista que os enxaguatérios sem dlcool apresentaram menor citotoxicidade que os com dlcool, mas
ainda apresentaram citotoxicidade quando comparado aos grupos controle de célula e negativo.
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INTRODUGAO

Diversas doencas da cavidade oral estdo associadas
ao acUmulo do biofilme bucal, como carie, doencas
periodontais e infeccdes 1. Dessa forma, minimizar esse
paradigma de actmulo do biofilme é um fator impres-
cindivel para a manutencédo da satde bucal através de
meios mecdanicos2.

Para tal, a American Dental Association preconiza
a higiene mecénica da cavidade bucal por meio da
escovacdo, duas vezes por dia e da limpeza interdental,
uma vez ao dia3.

Como forma complementar, com finalidade de au-
xiliar os métodos convencionais de higiene, os agentes
quimicos apresentam bastante efetividade sendo indi-
cados na remocdo quimica de biofilmes orais contro-
lando o crescimento microbiano e, conseqientemente,
prevenindo possiveis infeccoes4-6.

Eles atuam no sentido profildtico, evitando que
ocorra um desequilibrio da microbiota quando os
métodos mecénicos sd@o ineficientes, ou terapéutico
visando atingir as bactérias relacionadas as doencas,
com o intuito de reequilibrar a microbiota com o hospe-
deiro quando o individuos j& apresenta uma microbiota
desequilibrada?.

As disponibilidades desses enxaguatérios bucais
contém distintos ingredientes ativos como éleos essen-
ciais, clorexidina e cloreto de cetilperidineo tratando-se
de uma mistura de componente ativo, dgua, dlcool,
surfactantes, umectantes e flavorizantes8.

Em sua maioria, na composicdo intrinseca contém
dlcool entre 5 e 25%, sendo igual ou superior as be-
bidas alcodlicas?, que é empregado para estabilizar e
dissolver os ingredientes ativos, provendo uma sensacéo
refrescante, prevenindo a contaminacéo por microor-
ganismos e aumentando o prazo de validade10.

Algumas preocupagdes, porém, tem sido levanta-
do acerca dos possiveis efeitos colaterais na cavidade
bucal devido o uso prolongado de colutérios contendo
dlcool, uma vez que sua acéo se dar na membrana ce-
lular alterando sua conformacdo da cadeia lipidica, ndo
sendo aconselhdvel a utilizacdo a todos os individuos
como criancas, lactantes e gestantes11.

Para isso, foram desenvolvidos enxaguatérios sem
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dlcool e que apresente eficdcia semelhante em relacdo
a formulacéo convencional.

Um dos principais desafios tem sido desenvolver e
selecionar substéncias biocompativeis12. Até pouco
antes do século passado, pouca informacéo cientifi-
ca estavam disponiveis sobre biocompatibilidade de
materiais e substancias de uso odontolégico sobre os
diferentes tipos de células13.

Reacdes téxicas, inflamatérias, alérgicas ou mu-
tagénicas sdo possiveis respostas bioldgicas frente a
essas substancias.

A toxicidade é um dos parémetros cruciais para a
avaliacdo de resposta biolégica e do potencial lesivo
que causar a morte de células ou tecidos, sendo hoje
o primeiro teste de escolha usado para quase todas as
novas substancias14.

Diante dessa premissa, o propdsito deste trabalho
é verificar a hipétese de que enxaguatérios bucais sem
dlcool apresentam menor citotoxicidade quando com-
parado aos com dlcool.

MATERIAIS E METODOS
CULTURA DE CELULAS

A linhagem celular utilizada foi L929 obtido do
American Type Culture Collection (ATCC, Rockville,
MD) (fibroblasto de camundongo) cultivada em meio
minimo essencial de Eagle (MEM) (Cultilab, Campi-
nas, Sdo Paulo, Brazil) suplementado com 2 mM de
L-glutamina (Sigma, St. Louis, Missouri, USA), 50 [1g/
ml de gentamicina (Schering Plough, Kenilworth, New
Jersey, USA) , 2,5 [Jg/ml de fungizona (Bristol-Myers-
Squibb, New York, USA), 0.25ml solucéo de bicarbo-
nato de sédio (Merck, Darmstadt, Germany), 10 mM
de HEPES (Sigma, St. Louis, Missouri, USA), e 10% de
soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, Sao Paulo,
Brazil) e mantida a 37 0C em ambiente contendo 5%
de CO2.

ENXAGUATORIO AVALIADO

Plax convencional com élcool em sua formulacao
e Plax sem élcool.

CONTROLES

Para verificar a resposta celular frente aos extremos,
outros trés grupos foram avaliados. Grupo CC (con-

trole de célula) onde as células ndo foram expostas a
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nenhum material, grupo C+ (controle positivo) Tween
80 detergente utilizado em solubilizacdo de proteinas
de membrana (Polioxietileno-20-Sorbitan), C- (controle
negativo) solucdo de PBS (Phosphate-bufferid saline).

Ensaio de citotoxicidade

Os enxaguatérios foram colocados, em quintrupli-
cata, em placas de 96 pogos contendo monocamada
confluente de L929. O tempo de contato do enxaguaté-
rio (100 ul) com as células foi 1, 15, 30, 45, 60 e 120
segundos. Apds contato o enxaguatdrio foi removido
seguido da colocacdo de meio de cultura sobre as
células. Apds isso a viabilidade celular foi determinada
através da técnica “dye-uptake”, descrita por Neyndorff
etal 15 em 1990.

Ou seja, foram adicionados 100 [JI de vermelho
neutro a 0,01% (Sigma, St. Louis, Missouri, USA), em
meio de cultura, em cada poco das microplacas e estas
foram incubadas a 370C por 3 horas para penetracdo
do corante nas células vivas. Passado esse periodo,
apos desprezar o corante, foram adicionados 100 []l de
solucao de formaldeido (Reagen, Rio de Janeiro, Brasil)

a 4% em PBS (NaCl 130 mM; KCl 2 mM; Na2HPO4

2H20 6 mM; K2HPO4 TmM, pH7,2) por 5 minutos,
para promover a fixacdo das células as placas. Em
seguida, para a extracdo do corante, foram adiciona-
dos 1000l de uma solucdo de 4cido acético (Vetec,
Rio de Janeiro, Brasil) a 1% com metanol (Reagen, Rio
de Janeiro, Brasil) a 50%. Apds 20 minutos a leitura
foi realizada em espectrofotémetro (BioTek, Winooski,
Vermont, USA) em um comprimento de onda de 492
nm.
ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do
programa SPSS 13.0 (SPSS Inc.,Chicago, lllinois). Andlise
estatistica descritiva incluindo média e desvio padréo foi cal-
culada para os grupos avaliados. Os valores da quantidade
de células vidveis foram submetidos & andlise de variéncia
(ANOVA) para deferminar se havia diferencas estatisticas
entre os grupos, e posteriormente ao teste de Tukey.
RESULTADOS

Os resultados obtidos quanto & citotoxicidade do
enxaguatério avaliado nos diferentes tempos estdo

descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Média, desvio padréo e andlise estatistica dos grupos avaliados.

1 seg 15 seg 30 seg 45 seg 60 seg 120 seg
Média/DP Est. | Média/DP | Est. | Média/DP | Est. | Média/DP | Est. | Média/DP | Est. | Média/DP Est.
Plax® com | 163,25 (48,69) | A 152,75(33,39) | A 140,5(14,93) | A 0,314(0,45) | A 0,090(0,00) A 0,085(0,01) A
Alcool
Plax® sem Al- | 354,8 (34,8) B |32560459 |8 |301,2(234) |8 34,4(122) |D 23139 D |11 D
cool
CcC 843,5 (37,95) C 905,5(53,3) C 717,5(76,39) 782(37,13) B 752,25(52,39) | B 861,25(101,7) B
C+ 160,25 (32,20) |A | 157,75(18,9) | A | 132,75(38,48) 128(36,80) | C | 122,75012,09) | € | 154(12,9) C
CcC 834 (28,67) C 935,5(17,23) | C 707,75(22,61) | C 696,5(55,97) | B 750,25 (25,5) | B 801,75(48,99) B

Est.= andlise estatistica onde letras iguais correspondem a auséncia de diferencas estatisticas (P>0.05).

DP= desvio padréo.
DISCUSSAO

A deficiéncia da manutencéo da sadde bucal pode
propiciar, em decorréncia do acimulo de biofilme, a
instalacéo de diversas doengas da cavidade oral16.
Com o intuito de manter a integridade dos tecidos
bucais é indispensavel que se tenha uma adequada
higienizacdo oral.

Aimplementacdo de solucdes antimicrobiana, como
forma complementar, fem demonstrado ser de grande

valia para estabelecer o equilibrio na cavidade oral e
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na sua higienizag@o17.

Os colutérios representam o veiculo mais trivial
para os agentes quimioprofildticos. Eles sdo constitui-
dos de substancias, que devido aos seus ingredientes e
secundariamente de suas concentracdes, os difere na
atuagdo na cavidade oral quanto & remocdo do acut-
mulo de biofilme dentdrio. Entretanto, o uso freqiente
e regular de substancias antimicrobianas ativas deve
ser avaliada de forma critica devido os efeitos adversos

que podem surgir como enfraquecimento dos dentes,
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alteracées na microflora oral, e irritacdo da mucosa
oral17.

A pluralidade dos colutérios com propriedades
antiplaca possui determinados graus farmacéuticos de
dlcool desnaturado com o propdsito de solubilidade,
preservacdo e atfividade germicida.

Vdrios estudos vém sendo geridos no que diz respei-
to aos efeitos adversos desses enxaguatérios, incluindo
o aumento do risco de desenvolver xerostomia, céncer
oral e a queima ou irritacéo18.

Com o intuito de conseguir caracteristicas de enxa-
guatérios mais favordveis, os fabricantes de materiais
odontolégicos lancam constantemente no mercado
produtos que tem como objetivo se enquadrar em todas
as peculiaridades pré-estabelecidas da cavidade oral.

Assim, o presente trabalho se dispds a verificar
a hipétese de que enxaguatdrios bucais sem dlcool
apresentam menor citotoxicidade quando comparado
aos com dlcool.

Neste estudo, para avaliar a citotoxicidade dos
enxaguatérios bucais, utilizou-se linhagem de célula
L929 (fibroblastos de camundongos), bastante usada
para avaliar a citotoxicidade de produtos de uso odon-
tolégico19-21.

O tempo de avaliacdo em contato com o enxagua-
tério (100 ul) com as células foide 1, 15, 30, 45, 60 e
120 segundos. A escolha desses tempos deu-se por ser
esses periodos os mais utilizados quando do bochecho
por parte dos pacientes. Os enxaguatérios, apds o
contato com os confluentes de L929, foram removidos
e posteriormente, sobre as células, colocou-se o meio
de cultura e analisou-se a viabilidade celular.

Os resultados do presente trabalho demonstraram
que os enxaguatdrios, que em sua composicdo havia
a presenca do dlcool, apresentaram maior citotoxici-
dade.

diferencas estatisticas com os grupos controle de células

Os enxaguatérios sem dlcool apresentaram

e controle negativo (p<0.05), porém, demonstraram
maior quantidade de células vidveis. Os resultados
apresentados por esse trabalho corroboram com
Santos et al22 quando avaliaram a citotoxicidade do
enxaguatério bucal Cepacol em diferentes periodos de

tempo. E vélido ressaltar que o tempo de exposicdo as
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culturas de células foram diretamente proporcional a
citotoxidade apresentada.

O resultado desta pesquisa contribuiu para o co-
nhecimento acerca do tratamento com emprego de
colutério demonstrando seus possiveis efeitos colaterais
na cavidade oral.

Dessa forma, ressalta-se a importéncia da utilizacdo
dos enxaguatdrios bucais sob a correta prescricéo do
cirurgido-dentista, tendo em vista a possibilidade de
ocorréncia de aparecimento de lesdes teciduais, pro-
vocadas principalmente pela presenca de dlcool, assim
como hipétese do trabalho se confirmou .
CONCLUSAO

Pode-se concluir que houve a confirmacéo da
hipétese, tendo em vista que os enxaguatdrios que
apresentaram menor citotoxicidade foram os que néo
continham é&lcool em sua formulacéo, entretanto eles
ainda apresentaram citotoxicidade comparado aos

grupos controle de célula e negativo.
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