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1. INTRODUCAO

Os enxaguatorios bucais sao utilizados em odontologia em varias areas,
como periodontia, cirurgia e prevencao odontologica (COELHO et al., 2019). Com
seu uso cada vez mais difundido, e apesar de sua eficacia comprovada, 0 uso a
longo prazo pode causar efeitos colaterais adversos (SATPATHY et al.,
2013;ZAMORA-PEREZ et al., 2013, SANTI et al., 2019). Para os autores, esses
efeitos estdo relacionados a componentes presentes nas formulacbes, como
alcool e clorexidina. Nesse sentido, pesquisas estdo sendo conduzidas na direcao
de encontrar produtos que apresentem reducdes de efeitos e de custos,
resultando em uma posicdo promissora quanto a inclusdo de fitoterapicos
relacionados aos cuidados de saude ( MATHUR et al., 2018).

Como alternativa, os enxaguatorios bucais veganos ou naturais, estao
ganhando espaco. E é crescente o0 numero desses materiais € marcas no
mercado, a escolha dos mesmos pode estar relacionada a eficacia e custo.
Recentes estudo investigaram a eficacia de enxaguatérios que continham extratos
de cha verde e, mostraram ndo haver diferenca aos enxaguatorios a base de
clorexidina na reducgéo de placa e inflamacao gengival (MARTHUR et al., 2018).
Haas et al. (2016), concluiram a eficacia do uso de enxaguatoérios contendo 6leos
essenciais derivados de plantas, em inflamacgdes gengivais, comparados a outro
com base de cetilpiridinio. Recentemente, Santi et al. (2019), concluiu que
produtos como Camelia sinensis, Curcuma, Anacardium occidentale Linn,
Schinustere binthifolius, apresentaram melhores resultados em reducéo de placa
e gengivite em relacéo a clorexidina.

Mesmo com a eficacia comprovada do uso de extratos de plantas contra
doengcas orais, e pela existéncia variada de enxaguatorios disponiveis
comercialmente que incluem um ou mais ingredientes ativos derivados de plantas.
Ainda assim, a maioria desses produtos também incluem substancias adicionais
gue podem ser artificiais e sintetizados quimicamente em laboratérios
(SPRINGHOUSE, 2003; SPARABOMDE, 2019). Dessa forma ndo sendo
totalmente de processamento natural.

Devido que nem sempre sao conhecidos todos os potenciais efeitos de
muitas substancias a decisdo sobre 0 uso destas deve ser equilibrada, através do
conhecimento de seus riscos e beneficios, de maneira que seus beneficios se
sobrepbem aos riscos (COELHO et al.,, 2019). Esse estudo foi uma anélise
preliminar para definir as concentragdes de enxaguatdrios que serdo utilizadas
nos proximos estudos. Desta forma, objetivou avaliar a citoxicidade de um
enxaguatorio bucal vegano comparado com outras marcas comerciais.

2. METODOLOGIA

Enxaguantes bucais avaliados e grupos controles
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Os produtos testados foram: enxaguatério vegano Organico Natural®
(Suavetex, Uberlandia — Minas Gerais, Brasil) (grupo experimental vegano = GV),
contendo extratos de curcuma, cravo e melaleuca, a composicdo com as
concentracbes dos extratos ndo € apresentada na embalagem; Panvel Oral
System®, 0,12% clorexidina ( Grupo Lifar, Porto Alegre — Rio Grande do Sul,
Brasil) (grupo controle 1= GC1), Listerine Cool mint® (Johnson & Johnson, Sdo
José dos Campos — Sao Paulo, Brasil) (grupo controle 2= GC2) e Controle celular
— CC com o uso de DMEM (meio de Eagle, controle de célula).

Ensaio de viabilidade celular

A linhagem celular utilizada foi L929 (fibroblasto de camundongo),
provenientes do Laboratério de Cultivo Celular da Faculdade de Odontologia,
Universidade Federal de Pelotas (NCT-BIO/UFPel). Para andlise de viabilidade
celular, 2x10* células/poco foram semeadas em 96 pocos, a suspensdo de
células foi diluida de acordo com o niumero de pocos necessarios ao ensaio, e
foram mantidas em incubadora com 5% de CO:2 a temperatura de 37°C, para
adesédo e proliferacdo celular. As células permaneceram incubadas até que
observou-se uma confluéncia em torno de 70-80% de fibroblastos no fundo dos
pocos. O meio suprajacente a essas células foi removido e em cada coluna foram
adicionados 200 pL de uma solugao contendo as diferentes concentracdes dos
enxaguatorios diluidos em meio de cultura DMEM. As células foram expostas as
seguintes diluicbes de enxaguatérios bucais, 1%, 10%, 25% e 50% com DMEM, e
o controle celular que nado foi exposto a nenhuma concentracado de enxaguatorio.
As células foram expostas por um periodo de 24 horas em incubadora com 5% de
CO: atemperatura de 37°C.

A viabilidade celular foi verificada através do ensaio MTT 3-(4,5-
dimethylthiazol- 2-yl) -2,5-diphenyl tetrazolium bromide). Apds a exposicao inicial
de 24 horas, 0 meio com enxaguatoério foi aspirado, as células foram lavadas por
duas vezes com PBS (Phosphate-bufferid saline) e adicionou-se a cada um dos
pocos 200 puL de meio DMEM e 10 pL da solucdo MTT, as placas foram
incubadas por 3h. ApdGs o periodo removeu-se toda a solugcdo MTT e adicionou-se
aos poc¢os 200 puL de DMSO (Synth, Sao Paulo, Brasil). As placas foram levadas
para o espectrofotbmetro (Thermoplate, TP-Reader) que realiza a leitura das
absorvancias utilizando utilizando o comprimento de onda de 540 nM. A
viabilidade celular foi entdo expressa em porcentagem de células vidveis em
relagdo ao grupo controle sem tratamento, e em seguida foi determinada a
realizacdo da analise estatistica.

As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa SIGMA
PLOT®. Andlise estatistica descritiva incluindo média e desvio padrdo foi
calculada. Os valores da quantidade de células viaveis foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) uma via para determinar se havia diferengas
estatisticas entre os grupos, e posteriormente ao teste de Tukey.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo da viabilidade celular permite demonstrar o efeito citotoxico de
diferentes substancias durante sua interacdo com os tecidos. A auséncia de um
efeito citotdxico do enxaguatério bucal vegano pode garantir uma boa resposta
clinica. Por outro lado, a presenca de um efeito citotoxico in vitro ndo garante que
0 material é toxico quando aplicado in vivo (MARREIRO et al., 2014)

Resultados da analise de viabilidade celular, apresentaram comportamento
dependente da taxa de concentracdo. As concentracdes de 50% e 25% nao
apresentaram diferenca significativa (p<0,001) para ambas as marcas. As
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concentracdes de 10 e 1% foram diferentes significativamente (p<0,001) para o
GV, e 1% para o GC2. Essas concentracdes apresentaram valores de média
proximos aos 80% de viabilidade celular (Figura 1). Para o GC1 que contém
0,12% clorexidina, apresentou as menores porcentagem de células viaveis,
resultando em um efeito citotoxico. Quanto as concentracdes avaliadas, as
correspondentes aos 10% e 1% foram as que apresentaram melhores resultados
de viabilidade celular apés incubacdo de 24 horas, com auséncia de efeitos
citotoxicos. Dessa forma, serdo consideradas viaveis para os proximos estudos. O
ensaio de viabilidade celular resultou em efeito promissor para o enxaguatorio
vegano, nas concentracdes de 10% e 1%, quando comparado as outras marcas
avaliadas.

Na literatura ainda ndo foram relatados ensaios com o uso de enxaguatoério
da marca Natural. Phiton et al. (2011) em ensaios de citotoxicidade para
enxaguantes da marca Listerine, relatou citotoxicidade. Alguns autores relataram
a citotoxicidade de enxaguatérios que contém clorexidina em células de
fibroblastos L929 (FLEMINGSON et al., 2008;WYGANOWSKA-SWIATKOWSKA
et al.,2016; BALLONI et al.,, 2016). Sparabombe et al. (2019) avaliando um
enxaguatorio com sua composicdo 100% natural, apresentou resultados
satisfatorios em um ensaio randomizado, provando ser eficaz quando comparado
ao placebo. Em outro ensaio randamizado, autores forneceram evidéncias para
sugerir o uso de um enxaguatério vendido comercialmente, que contém extratos
de curcuma, como adjuvante para doencas orais (ANUSHA et al., 2019). Mesmo
com a existéncia de estudos que visem avaliar a citotoxicidade da clorexidina em
fibroblastos, assim como de outros componentes (MARIOTTI et al., 1999), uma
comparacao de resultados se torna dificil, devido a variabilidade de metodologia
aplicada, produto comercial utilizado (com diferentes composi¢cdes de aditivos e
as vezes contendo alcool), concentracfes estudadas, tempo de exposicao e meio
escolhido (COELHO et al., 2019).
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Figura 1- Viabilidade celular e desvio padréo (%) apos 24 h — CC (representa 100% no grafico).
Diferencas estatisticas representadas * (p<0,001) ANOVA uma via seguido de TUKEY.

Esses resultados preliminares, mostraram que as concentracées a serem
testadas devem estar entre 10 e 1% , para garantir resultados satisfatorios. E
véalido ressaltar que o tempo de exposi¢cdo é muito importante, o préximo estudo
vai ser protocolar as devidas concentracfes em ensaios que simulem os tempos
de bochecho usualmente utilizados em ensaios cientificos.

4. CONCLUSOES
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O enxaguatério bucal vegano nas concentragcbes de 10 e 1% néo
apresentou toxicidade, com diferencas significativas (p<0,001), estabelecendo a
nova faixa de concentracdo a ser avaliada. Para os enxaguatérios GC1 e GC2,
identificou-se uma diminuicdo na viabilidade celular nas concentracdes de 50% e
25%, sendo citotoxico nessas concentracbes. Novas pesquisas futuras para
estabelecer a eficicia do enxaguatério bucal vegano serdo aplicadas.
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