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EFEITO DAS ASSOCIAGUES ENTRE TRICLOSAN-SANTREZ-ZINCO-PIROFOSFATC NA ATIVIDADS TRIPSINA & NA FORMAGAD DE (SY.
RESUMO & SUMMARY

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de dentifricios contendo
triclosan-copolimero (E), triclosan-zinco (D), triclosan-copolimero-zinco-
pirofosfato (C), triclosan-pircfosfate (B) quando comparados a um dentifricio
placebo (A), na atividade de enzimas tipo tripsina (BAPNA) presente na placa
dental e na formaglio de compostos sulfurados voidteis (CSV) com o uso de um
monitor de sulfetos portdtil (HALIMETER, Interscan-USA), através do modelo
da gengivite experimental. Durante a fase clinica, foi realizado um estudo
cruzado, duplo cego, de cinco periodos, onde a escovagdo dental foi suprimida por
21 dias, no quarto quadrante da boca de 19 voluntdrios. Em cada periodo, os
voluntdrios aplicaram um dos dentifricios na regido teste, trés vezes ao dia, com
o auxilio de uma mafriz, isolando esta da escovagdo, a qual foi redlizada no
restante da boca. Intervalos de 30 dias aconteceram entre os periodos. Para a
fase laboratorial, foram coletados a placa dental e o hdlito bucal dos voluntdrios
guando estes completaram os 21 dias de cada periodo. Os resultados estatisticos
{p=0,05) dos dados obtidos com o teste BAPNA (nmol do produto/mg de placa x
min), para cada fratamento, foram os seguintes: A- 10,98a + 0,61; B- 11,35a +
1,75:. C-2,82b+043; D- 941a £ 1,95; E- 6,03¢c + 1,17. Para a formacdo dos CSV
(ppb): A- 81.84a + 4,22; B- 48,79b + 198; C- 40,21c + 2,67; D- 71,16d + 2,98;
E- 4453bc + 1,94 (médias seguidas de letras diferentes, estatisticamente,

diferem entre si). Concluiu-se que os dentifricios contendo as formulacOes

triclosan-copolimero-zinco-pirofosfato e triclosan-copolimero apresentaram os

melhores resultados na reducdo da atividade tipo tripsina e da formacdo de CSV

durante a gengivite experimental.

PALAVRAS CHAVE: Triclosan, gengivite experimental, C5V, BAPNA.
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SUMMARY

The objective of this study was to compare the effectQ of dentifrices
containing triclosan-copolymer (E), triclosan-zinc (D), triclosan-copolymer-zinc-
pyrophosphate (C), triclosan-pyrophosphate (D), with that of a placebo
dentifrice without friclosan (A), on the trypsin activity (BAPNA) in dental
plaque and on velatile sulphide compounds (VSC) formation by a portable
sulphide monitor (HALIMETER, Interscan-USA). A double blind, cross over,
experimental gingivitis study was conducted on 19 dental students during a 21-
day period. without toothbrushing, by a particl mouth experimental model.
Subjects were randomly assigned fo one of five dentifrices using groups.
Undiluted test or placebo dentifrices were applied to the experimental teeth
via toothshield. Thirty-day-wash-out intervals happened among the
experimental periods, The data from baseline were subjected to statistical
analysis (p=0,05), according to the "Cross Over” design. The results for trypsin
activity {nmolproduct/mgxmin) showed that at the day 21: A- 10,98a + 0,61, B-
1135a + 1,75; C- 282b = 043; D- 9,41a + 1,95; €- 6,03c + 1,17. For V5C (ppb)
formation: A- 81,84a + 4,22; B- 48,79 + 1,98. C- 402ic + 2,67: D- 71,16d =
298; E- 4453bc + 1,94 (means followed by different letters differs

statistically). It was concluded that the dentifrices containing triclosan-

copolymer-zinc-pyrophosphate and tIriclosan-copolymer presented the best

results for VSC and trypsin activity reduction during experimental gingivitis.

KEY WORDS: Triclosan, experimental gingivitis, VSC, BAPNA.
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INTRODUCAO

Em Periodontia estd estabelecido que a interagiio entre a infecgio
bacteriana da placa dental e o perfil bio-emocional do hospedeiro (GENCO, 1996;
SALLUM et dl, 1999) € o responsdvel pelo aparecimento e progressdo da
doenga periodontal, sendo no entanto a placa dental o fator etioldgico primordial
e desencadeante de todo o processo inflamatdrio periodontal (LOE et al.,
1965). Eéfudas epidemioldgicos demonstram que a gengivite tem diminuido nos
paises desenvolvidos em virtude da grande atengdo que se tem dado & higiene
bucal como requisito fundamental para a salde geral do individuo (HUGOSON &
RYLANDER, 1982; HAFFAJEE et al., 1988).

No Brasil a gengivite ainda € um achade constante entre criangas,
adolescentes e adultos devido a higiene bucal deficiente e ao baixo padrdo sécio-
econdmice da grande maioria da populagdo.

A Organizagdo Mundial de Sadde (W.H.O_, 1981) sugeriu que a meta de
“satide bucal para todos" deverd ser alcangada teoricamente até o ano 2000.
Foram estabelecidos os objetivos primordiais deste final de milénio, que incluem
a reductio de 50% no nimero de pessoas que tém perda dentdria antes dos
quarenta anos de idade e a reduclio de 25% de pessoas com mais de 65 anos de

idade, que sofrem perda total dos dentes.
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Assim como LOE et al. (1965), através da gengivite experimental em
humanos, demonstraram que o aclimulo de placa bacteriana supragengival induz @
gengivite, LINDHE et al. (1975) demonstraram que a periodontite se
desenvolvia a partir de gengivites localizadas. Essa perda de suporte periodontal
seria o resultado nfo apenas de um crescimenfo a longo prazo da placa na
margem gengival, mas também em virtude das mudancas ecoldgicas, quantitativas
e qualitativas da microbiota subgengival e do préprio hospedeiro (LOESCHE,
1976; KORNMAN, 1985; MARSH, 1994),

Os fatores especificos bacterianos e do hospedeiro que determinam a
converso da gengivite localizada para a periodontite, ainda ndo foram
totaimente estabelecidos, e, apesar do controle mecénico da pldéa dental ser o
método mais efetivo e utilizado pela populagio em geral, existe evidéncia de que
o grau de motivagiio e capacidade operacional requeridos estdo muito aquém da
habilidade da maioria dos pacientes (MASSLER et al_, 1957; LINDHE & KOCH,
1967). Por outro lado, os experimentos de LOESCHE (1992) e WIKSTROM et
al. (1994) demonstraram a importancia da presenca de certos microorganismos
anaerdbios Gram negativos na placa dental que sintetizam enzimas com atividade
tipo tripsina, as quais estariam diretamente relacionadas ao processo de
destruicdo dos tecidos periodontais. A detecclo de niveis elevados destes

microorganismos na placa removida de nichos clinicamente sauddveis indicaria
9
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uma infecgto prémﬁiigicn considerada de risco em potencial & sadde periodontal
(LOESCHE et al., 1987).

Tal situagdo tem motivado os pesquisadores a investigarem o controle
quimico da placa dental (HULL, 1980) através da utilizaglio de agentes quimicos
antimicrobianos presentes em enxagliatdrios bucais e em dentifricios. De acordo
com a literafura, tem se destacade o uso do triclosan e suas associacdes com o
copolimero Gantrez®, o zinco e o pirofosfato, através da reducdo dos indices de
placa e gengival dos individuos que utilizam tais produtos. Por outro lado, o
modelo da gengivite experimental em humanos tem sido utilizado para a avaliagdio
da efetividade de agentes antimicrobianos (SAXTON & van der OUDERAA,
1989). NOGUEIRA-FILHO et al. (1997), observaram a efetividade clinica da
associaglio entre  friclosan-copolimero-zinco-pirofosfate  presente em
dentifricios comerciais brasileiros, quanto ao seu efeito na redugto da formagto
da placa supragengival e da gengivite experimental.

Cada vez mais, verifica-se na literatura a correlago entre as doengas
periodontais e os quadros de halitose, que afetam milhares de pessoas em todo o
mundo. Sabe-se que os constituintes orgdnicos voldteis da cavidade bucal humana
oferecem uma fonte potencial de informagSes do quadro sistémico do individuo,
podendo servir até como marcadores diagndsticos em estados de salde ou

doenca (KOSTELC et al., 1984). Com isso, os compostos voldteis sulfurados
10
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(CSV) tém sido detectados em dreas especificas da cavidade bucal, observando-
se uma maior quantidade em pacientes periodontais, caracterizando inclusive
casos de halitose nestes pacientes. Por sua vez, o modelo da gengivite
experimental permite examinar quantitativamente e até quadlitativamente as
mudangas na formagdo dos CSV, cujo monitoramento poderia indicar uma
correlagdo positiva no que tange ¢ indugdo da gengivite.

Logo, dada a importdncia de assunto exposto, e tendo em vista a escassez
de trabalhos que avaliem o relagdo entre as associagdes entre triclosan-zinco-
copolimero-pirofosfato, presentes em dentifricios com a atividade de enzimas
bacterianas do tipo tripsina, foi identificada neste trabalho esta atividade
enzimdtica em uma placa dental submetida a estas associagbes para estabelecer-
se par@metros comparatives quanto & sua efetividade. Iguaimente, os compostos
sulfidrilos voldteis (metil mercaptano, sulfeto de hidrogénio, dimetil sulfeto e
dcido sulfidrico), produzidos nos periodos experimentais foram também
quantificados durante a indugto da gengivite experimental, para observar-se
comparativamente o possivel efeito de tais dentifricios: com a redugde do
malodor bucal, o qual estaria gerclmente associado & quadros de doenca

periodontal.

11
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REVISAO DA LITERATURA

I. TRICLOSAN ( 2, 4.4-tricloro-2'- hidroxidifenil éter )

O triclosan (fig. 1) se apresenta como um agente antimicrobiano ndo iGnico
de amplo espectro (FURIA & SCHENKEL, 1968), classificado como um bisfenol
iipcssolﬁ;fei (BLACK et al., 1975), de baixa toxicidade (6AFFAR et al., 1997;
MODEER et al., 1996; ZUCKERBRAUN et al., 1998), que € usado hd mais de
duas décadas na composicdc de sabonetes, desodorantes, preparagdes

dermatoldgicas, e mais recentemente em dentifricios e enxagliatdries bucais.

i// 2.,4,4- tricloro-2'-hidroxidifenil éter
t Cl 0 ﬁ}—c}
\ Il 0 /j

FIGURA 1~ Estrutura quimica do Triclosan.

REGOS & HITZ (1989) asseguraram o amplo espectro desta droga,
inibindo bactérias Gram positivas, Gram negativas e fungos. Seu modo de agdo

consiste no aumento da permeabilidade da parede celular bacteriana, por

13
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adsorver-se na porgdo lipidica da membrana celular da bactéria, resultando na
liberagdio do contelido citoplasmdtico da mesma, devido & sua natureza lipolitica,
e por isto interferindo nos mecanismos vitais de transporte bacteriano
{MEINCKE et al., 1980). O triclosan mostra-se eficaz na redugdo da formagdo
de placa dental bacteriana, especialmente em superficies livres de placg,
sugerindo que ele pode estar adsorvide na superficie dental e prevenir; tanto a
adesdo chfer-iana , quanto o seu crescimento e colonizagdo (MARSH, 1991).
Quanto ao mecanismo de acdo desta substéncia anti-placa, nota-se que seu
mecanismo proposto de agdo € na desorganizacdio geral da membrana celular e na
inibi¢do especifica de enzimas da membrana celular bacteriana, mostrando seu
efeito antfimicrobiano por inibir a captagdo e metabolismo de glicose por
Streptococcus mutans e Actinomyces naeslundii, além de inibir a atividade de
proteases do tipo tripsina de Porphyromonas gingivalis e Capnocytophaga (CURY,
1997). GILBERT et al. (1987) estudaram, por cromatografia, a retengiio e a
distribuicdo intra-oral do triclosan em humanos, apés o uso de um dentifricio
contendo triclosan a 0,5%. Os autores observaram que 38% desta substdncia
contida em um grama de dentifricio, e 62% em trés gramas, foram retidos na
cavidade bucal. O triclosan inclusive foi detectado e medido na placa e na saliva.

Niveis de aproximadamente 20-30mg de triclosan / ml de saliva, puderam ser

14
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detectados 5 minutos apds o uso do dentifricio, caindo em 2 horas para 3-4mg /
ml. Foi também observada uma inibiglio na produgdo de dcidos pelos 5. mutans da
piﬂcq bacteriana. Logo, a concentragto de friclosan presente na placa, na saliva e
na superficie do dente, mostrou-se como um dos fatores que determinam a
atividade clinica do dentifricio que o contenha.

II. CITRATO DE ZINCO

O citrato de zinco é um sal metdlico de propriedades antimicrobianas
(SCHIMID et al., 1974; FISCHMANN et al., 1975; ADDY et al., 1980;
HARRAP et al., 1984a; HARRAP et al., 1984b), que € utilizado na composigdo
de dentifricios e colutérios como auxiliar na redugdio do actimulo de placa dental.
O mecanismo de aglio desta substdncia anti-placa, quanto ac seu local proposto
de agfo, € na inibigdo especifica de enzimas de membrana e intracelulares
{CURY, 1997).

Interessados na acdo quimica dos sais de zinco, SAXTON et al. (1986)
estudaram o efeitc de dentifricios contendo 05% de citrato de zinco no
acumulo de placa, numa série de cinco estudos duplo cegos, em 88 individuos. Os
dados obtidos mostrarem que o uso de dentifricios contendo citrato de zinco
reduzia o crescimento da placa bacteriona existente, similarmente ao efeito do

uso de um dentifricio contendo 04% de fluorete estanhoso. Também foi
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possivel, através da espectroscopia de absorgdo atdmica, observar  niveis
elevados de zinco na placa e na saliva, 3-4 horas apds a escovagdo, evidenciando
sua aglio anti-placa.

1IT. GANTREZ® ( Copolimero do Acido Maleico e do Polivinilmetil éter )

Este copolimero, tem side incorporade ao triclosan presenfe na
formulagdo dos dentifricios mdltipla aglio, com o objetivo de aumentar a
permanéncia do mesmo nas estruturas bucais (URQUHART & ADDY, 1991).

A funco do copolimero Gantrez® estd baseada no aumento da
biodisponibilidade do friclosan, através da sua habilidade de aumentar a
concentracdo deste agente na "camada limite de difusdo”, encontrada na mucosa
bucal e na superficie dental (EARCIA-GODOY et al. 1990). Apesar disso, vdrios
estudos laboratoriais e clinicos continuam sendo executados no intuito de
discutir qual associagdo € a mais favordvel no controle da placa dental e da
gengivite. (6AFFAR et al., 1990; GAFFAR et al., 1994).

AFFLITTO et al. (1989) estucdaram a concentracdo do triclosan na saliva
e na placa dental para avaliar o efetividade de um dentifricio contende 0,3% de
triclosan e Gantrez®. Os resultades indicaram que os niveis salivares variaram
entre 19,7 mg/mi em cinco minutos e 1 mwg/ml em 2 horas apds o uso deste

dentifricio. Apds uma hora, foi encontrada uma concentragtio de 25 mg/g de
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triclosan na placa e 62 mg/ml na saliva. Conciuiram que este dentifricio
apresentava uma biodisponibilidade de triclosan aceitdvel, reduzindo a formacdo
de placa dental durante o estudo.

Segunde LINDHE (1990), quando um dentifricio contendo 02% de
triclosan, incorpora 2% do copoiimero do dcido maleico e do polivinilmetil éter -
Gantrez® - na sua formulagto, ocorre elevacdio na retengo do triclosan na placa,
na salivale na superficie dos tecidos moles bucais.

IV. PIROFOSFATO

O pirofosfato de sédio € um sal que tem a capacidade de interagir com a
hidroxiapatita de esmalte dental, inibindo a formagdo de cristais de cdlcio e
assim reduzindo a formagdo de cdlculos dem‘cis (CIANCIO et al., 1995). As
formulacdes comerciais dos dentifricios anti-tdrtaro t&m mostrado um potencial
significativo na prevengto da deposigio de cdiculos supragengivais (EMBERY &
ROLLA, 1992).

No entanto, a acdo isolada do pirofesfato nde tem mostrado qualquer agdo
anti-placa ou anti-gengivite, sendo necessdria a associagio a outras substdncias
como o triclosan (BEISWANGER et al., 1991). Por oufro lado, o estudo de
JACKSON & Mc DONALD (1994) concluiu que o pirofosfato oumentaria a

adsorglio de triclosan em discos de hidroxiapatita, retardando o crescimento
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bacteriano. Clinicamente, pode-se pressupor que a a¢do combinada do triclosan-
pirofosfate poderia reduzir ndo apenas o crescimento bacteriano mas também a
gengivite e a formagdo de cdlculos.

V. DENTIFRICIOS MULTIPLA ACAO

A antiga visdo dos dentifricios como meros cosméticos foi totalmente
reformuloda desde a chegada dos dentifricios miltipla aglio, que além de
proporcionarem uma protegdio anti-cdrie pelo flior ativo, té€m o papel de
contribuir para a melhora na salde gengival com suas propriedades anti-placa,
anti-gengivite e anti-fdrtaro, conferidas pela inciustio nas suas formulagbes de
agentes quimicos antimicrobianos como o triclosan, um dos principais agentes no
controle da gengivite e da placa dental bacteriana (THE ORAL CARE REPORT,
1996).

O primeiro estudo sobre o efeito de m dentifricio multipla agdo foi
realizado por SAXTON et al. (1986) que investigou o efeito de um dentifricio
contendo 05% de triclosan e 1% de citrato de zinco no controle da placa
bacteriana e da gengivite. Duas avaliagbes foram realizadas. Na primeira, a
atividade de um dentifricio contendo ambos os agentes foi comparada com a
atividade individual de cada um deles e a um placebo, através da suspens@o da

escovagdo por 96 horas, com o uso concomitante dos dentifricios diluidos em
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dgua. Numa segunda fase, comparou-se a agdo deste dentifricio a um placebo,
através de um estudo duplo cego, cruzado, em 28 dias sob escovacdo normal. Os
resultados obtidos com o levantamento dos fndices de Placa, Gengival e de
Sangramento mostraram que o dentifricio teste reduzia em até 50% o actimulo
de placa, melhorando a satide gengival.

A investigagdo da retengdo do triclosan na cavidade bucal foi estudada por
GILBERT (1987q) , que num estudo em humanos, mediu a retencdo e liberagéo do
triclosan a 0,2% e do citrato de zinco a 05%, apds o uso de um dentifricio
mdltipla agdo. Os resultados mestraram que aproximadamente 1/4 de ambos foi
retido imediatamente apds a escovagdo dental. Apds duas horas da escovagéo, as
concentracdes salivares cairam de 7,5 ug g ™ (triclosan) e de 7,0 pg g * ( zinco) ,
caindo entdo apds cinco minutos para 05 ug g’ e 1,2 ug g* , respectivamente. A
eficdcia destes agentes antimicrobianos estaria baseada na relagfio enfre sua
concentragdo e o tempo de exposi¢do requerides para reduzir o crescimento
bacteriano. J& CREETH et al. (1993) estudaram o triclosan, quanto a sua
liberag8io e permanéncia na cavidade bucal, usando trés dentifricios comerciais:
o primeiro contendo 0,3% de triclosan e 2% de Gantrez ®. outro contendo 0,3%
de triclosan e 5% de pirofosfato e o terceiro contendo 0,3% de triclosan e

0,75% de citrato de zinco. O dentifricio contendo triclosan e citrato de zinco
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liberou mais triclosan na saliva que os outros dois; o mesmo também produziu os
maiores niveis de triclosan na placa dental, numa proporgdo de 109 versus 78ug
/g de placa. Tais resultados demonstraram que uma meihor liberag@o de triclosan
requer uma formulagfo altamente otimizada, sugerinde ainda que os efeitos
clinicos do dentifricio contendo friclosan e zinco, foram mais expressivos por
causa da maior liberacdo do triclosan deste denfifricio nos reservatérios bucais,
seguido do efeifo complementar antimicrobiano do zinco.

O estudo "in vitro* da agdo antimicrobiana do dentifricio contendo
triclosan e Gantrez® - Colgate Gum Protection, comparado a dentifricios
contendo triclosan e sem Gantrez® - Crest Gum Health e Neo-Mentadent P, foi
realizado em cepas de bactéria bucais Gram positivas e Gram negativas
semeadas em discos de hidroxiapatita com cobertura de saliva. Esta investigagdio
bioquimica e microbioclégica indicou que o “Colgate &um PFrotection” foi
significativamente mais efetivo na redugdo da placa bacteriana, das proteinas e
dos carbohidratos formados nos discos, que os dentifricios sem o copolimero
Gantrez ®. Também notou-se que a presenga do lauril sulfato de sédio, o
sulfactante anidnico mais utilizado nas formulagdes de dentifricios, ndo alterou a
efetividade antibacteriana do triclosan. (GAFFAR et al., 1990)

ZAMBON et al. (1990) , analisaram o efeito do triclosan a 0,3%
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associado ao Gantrez® a 0,2% presentes num dentifricio, sobre a microbiota da
placa dental, através de um estudo duplo cego de 28 semanas em 81 voluntdrios.
Os resuitados revelaram que o uso de tal dentifricio, por um longo perfodo de
tempo, ndo resultava em mudangas na microbiota da placa supragengival, nem
favorecia o crescimento de espécies bacterianas oportunistas ou patogénicas, ao
contrdrio, o uso deste denfifricio favorecia o crescimento de S, sanguis, que sdio
compativeis com a saide gengival.

No estudo de BRADSHAW et al. (1993), foi confirmada a superioridade
do uso individual do triclosan, quando comparado & agdv associada ou individual
do citrate de zinco, na inibicdo de A. viscosus e em cinco espécies de bactérias
Gram negativas. Jd LINDHE et al. (1993), verificaram a redugdo da placa
bacteriana preexistente e da gengivite, numa amostra de 120 pessoas, mediante
escovagdo com dentifricio contendo triclosan e Gantrez ®, quando comparado a
um dentifricio placebo. Através da avaliagdo dos indices de placa e gengival, os
autores confirmaram o hipdtese do triclosan poder reduzir a microbiota
patogénica na placa dental.

WALKER et al. (1994) realizaram um estudo duplo cego, de seis meses de
duracdio, em 144 voluntdrios para examinar o efeito de um dentifricio contendo

0,3% de triclosan e 2% de Gantrez®, na microbiota da placa dental
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supragengival, quando comparado a um placebo. A placa foi coletada nas
superficies bucal e lingual dos quatro dentes teste no “baseline”, no terceiro e
no sexto més, e analisada microbiologicomente através de microscopia de campo
escuro, da coloractio Gram, da imunofluorescéncia e de culturas seletivas e ndo
seletivas. Concluiram que ambos dentifricios reduziram o ndmero de
microorganismos cultiviveis em todos os periodos. Nenhum deles causou
quaisquerf mudangas negativas na composi¢do da microbiota normal, nem levou ao
aparecimento de patdgenos periodontais ou de oportunistas.

SATHLER & FISCHER (1996) estudaram os efeitos anti-placa da
associago Triclosan-copolimero-zinco-pirofosfato, através de um estudo
cruzado, duplo cego, por sete dias, em quatorze estudantes de odontologia. O
dentifricio teste foi o Kolynos Agdo Total e o controle foi o Kolynos Super
Branco. Os resultados mostraram uma diferenca estatisticamente significativa
nos indices de placa apenas das superficies proximais dos dentes, com o uso do
dentifricio teste, apesar de ndo serem observadas diferencas no indice gengival
entre o dentifricio teste e controle.

VI. GENGIVITE EXPERIMENTAL.COM USO DE DENTIFRICIOS MULTIPLA ACAO

O estudo cldssico de LOE et al. estabeleceu em 1965 o modelo da

gengivite experimental em humanos, mostrando o papel etioldgico primordial da
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placa bacteriana no aparecimento e progressdo da gengivite. PUTT et al, (1993)
demonstraram que o modelo de estudo da gengivite experimental em regides
parciais da boca, num periodo de 21 dias, permitia o desenvolvimento da placa e
da gengivite nas regides selecionadas e protegidas com a matriz acrilica
individual, validando este modelo clinico na avaliagdio dos efeitos quimioterdpicos
dos dentifricios.

$4XTON & van der OUDERAA (1989) utilizaram em 34 individuos, o
modelo da gengivite experimental em regides parcigis da boca (BOSMAN &
POWEL modificade) para estudar a eficdcia de um dentifricio contendo citrato
de zinco e triclosan em reduzir o desenvolvimento da gengivite por um perfodo
de 28 dias. Os autores constataram: (1) a viabilidade do modelo de investigagdo
proposto em testar dentifricios ndo diluidos: (2) o dentifricio contendo
triclosan e citrato de zinco poderia reduzir o acimulo de placa, retardando o
estabelecimento da gengivite.

JONES et al. (1990) aplicaram o modelo da gengivite experimental em
regides parciais da boca em 53 voluntdrios, para estabelecer o efeito de um
dentifricio contendo 0,2% de ftriclosan e 05 % de citrato de zinco no
desenvolvimento da gengivite crdnica, associando as mudangas na flora da placa

dental correlacionadas & gengivite. Concluiram que além de reduzir a placa do
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grupo teste, os agentes anti-placa testados reduziram o ndmero de bactérias
anderdbicas, potenciaimente periodontopatogénicas. Isto. foi considerado
parficularmente significativo, pois tais bactérias estdo geralmente associadas
com a gengivite crdnica,

SAXTON et al. (1993) investigaram a habilidade do triclosan, presente
em dentifricios, em retardar o desenvolvimento da gengivite através do modelo
da geng'fvife experimental modificado, duranfe um periode de 21 dias sem
escovagdo. A combinagdo do ftriclosan com o citrato de zinco reduziu
significativamente a formagdo da placa e da gengivite em relagdo ao controle e &
associagdo do triclosan com o copolimero. Concluiram que o dentifricio contendo
triciosan e zinco teria um maior potencial anti-gengivite que os outros
dentifricios testados.

NOGUEIRA-FILHO et al. verificaram a efetividade clinica  das
associagdes entre ftriclosan-copolimero-zinco-pirofosfato presentes em trés
dentifricios do mercado brasileiro, através do modelo da gengivite experimental.
Foi realizado um estudo cruzado, duplo cego, de quatro etapas, numa amostra de
25 voluntdrios, onde a escovacde dental do quarto quadrante da boca foi
suprimida por 21 dias. Os voluntdrios aplicaram um dos dentifricios na regido

teste trés vezes ao dia. Apés 21 dias, foram avaliados, na regido ndo escovada,
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os indices de placa, de gengivite e de sangramento gengival. Os resultados
obtidos apds os tratamentos com os dentifricios placebo, Kolynos Agde Total,
Colgate Total e Signal Global permitiram afirmar que a associagdo triclosan-
copolimero-zinco-pirefosfato contida no Kolynos Agdo Total foi a mais eficiente
na redugdo da formagdo da placa supragengival, da gengivite e do sangramento
gengival.
VILI. ATIVIDADE DE ENZIMAS TIPO TRIPSINA

Estudos taxon8micos dos microorganismos da placa dental bacteriana tém
demonstrado que espécies de Treponema denticola, Porphyromonas gingivalis e
Bacteroides forsytus possuem uma enzima tipo tripsina (SLOTS et al., 198l e
LAUGHON et al., 1982). A atividade da enzima tipo fripsina poderia ser
detectada laboratoriaimente pela hidrélise do substrato colorimétrico N-
benzoyl-DL-arginine-2-naphthylamide (BANA). Como estes microorganismos sdo
considerados periodontopatogénicos, fornou-se interessante determinar sua
presenca e relaciond-la com a atividade de doenga periodontal. (LOESCHE et
al., 1987)

LOESCHE (1992) discutiu a importancia dos testes de diagnéstico para
bactérias especificas da doenga periodontal, afirmando que as sondas de DNA e

o teste BANA seriam os mais efetivos em detectar a presenga de certos
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periopatégenos na placa dental. Este procedimento poderia entdo facilitar o
sucesso do tratamento periodontal.

WIKSTROM et al. ( 1994 ) determinaram as proporcdes de £. gingivalis,
Prevotella intermedia, A. actinomycetemcomitans, F. nucleatum, Capnocytophaga
spp, Camphylobacter rectus e Eikerella corrodens ufilizando o substrato N-
benzoyl-L-arginine-p-nitroanilide (BAPNA) observando-se a atividade amidolitica
no ﬂuido‘ crevicular durante trés anos. Concluiram que Porphyromonas gingivalis
estava fortemente relacionada com o teste BAPNA, o qual se mostrou rdpido e
de baixo custo. O substrato enzimdtico BAPNA, fem a mesma especificidade
enzimdtica e sensibilidade similar ao substrato tipo tripsina BANA.

VIII. COMPOSTOS SULFURADOS YOLATEIS (CSV)
Historico

Desde os tempos pré-biblicos jd existem registros da halitose como um
problema de desaprovagdo social entre os individuos de uma sociedade. O odor
do hdlito também foi por sécules considerado um grande recurso diagndstico,
inclusive Hipécrates evidenciava que o nariz era "um guia diagndstico confidvel”
para vdrias desordens sist€micas, como o hdlito cetdnico dos diabéticos e o

hélite urémico dos insuficientes renais (MASSLER et al., 1957).
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Porém, a halitose sé foi considerada doenca em 1898, quando HOWE
descreveu esta condiglo como importante no diagndstico de doencas sistémicas.
Definigdo

Conhecida como mau hdlito, maiodor bucal, fefor oris ou fetor ex ore, a
halitose (do Latim Aalitus- hélito e osis- condigtio) refere-se a uma alteracto do
hdlito de origem local ou sistémica caracterizada primordiaimente pela emanagtio
de odorgs fétidos pela boca, sendo portanto uma condigdo humana de grande
interesse publico que afeta uma larga proporgde da populagdo e pode conduzir ao
desenvolvimento de neuroses, isolamento social, processos de divdrcio e até
suicidio daqueles que sofrem desta patologic (ROSENBERG et al., 1992). No
entanto, € um problema bastante ignorado no campo da pesquisa cientifica, em
contraste com o grande interesse publico a seu respeito.

Define-se a halitose usualmente pela formagdo de grupos quimicos voldteis
derivados do enxofre (-SH) que sdo exalados pela cavidade bucal denotando
sempre um odor desagraddvel. Tais substdncias, chamadas de compostos
sulfurados voldteis (CSV), sto o sulfeto de hidrogénio (H:S), metil mercaptano
(CH:SH) e dimetil sulfeto [(CH3).S] (TONZETICH, 1977) , os quais sdo
freqlientemente produzides na cavidade bucal através da metabolizagtio de

substratos proteicos por microorganismos bucais (SPOUGE, 1964).
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Sinfeticamente, a predugdo dos CSV inicia-se pela hidrélise de proteinas
em aminodcidos sequida da conversde de cadeias disulfidicas em grupos tidis.
Estes aminodcidos sto entdo catabolizades pelas bactérias que revestem os
tecidos duros e moles da cavidade bucal, particularmente a lingua, sendo entdo
gerados os gases fétidos H;S e CH3sSH. A principal transformagtio disulfeto-tiol
€ a da cistina em cisteina e do glutatiol oxidado em glutatiol (GRIGOR &
ROBERTS, 1992).

Etiologia

O hdlito normal é uma caracteristica individual do ser humano e
susceptivel a variagoes locais ou sistémicas, porém a halitose é uma condigdo que
foge da normalidade podendo ter uma origem patoldgica ou fisiolégica. Na
condigdo fisioldgica, sua natureza € tempordria e existe quando os CSV sdo
produzidos e liberados pela ingestdo de certos alimentos como ervas, temperos,
e por alguns vegetais como cebola, atho, nabo, rabanete e alho-pord; ou de
bebidas aromdticas como café, chds, vinhos, uisque conhaque, licores e cerveja.
Situagdes de fome, constipago, desidratagdio, xerostomia transitéria noturna
(hélito matinal) e tabagismo também podem caracterizar o mal hdlito (RICHTER,

1996).
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A condigdo patoldgica ocorre essencialmente pelos mesmos mecanismos da
halitose fisioldgica, sendo que nesta condigdo ocorre também a liberagdo
pulmonar de substdncias voldteis de origem sangiiinea. A halitose patolégica ndo
¢ facilmente reversivel e tende a persistir quando ndo tratada (TONZETICH,
1978), e pode ser causada por alguns fatores intra e extra-orais (de origem local
e/ou sistémica) como gengivites, periodontites, inflamagdes nasais, sinusite
cronica, diabetes mellitus, insuficiéncia hepdtica, cirrose biliar primdria, uremia,
carcinoma pulmonar, cirrose hepdtica descompensada, distirbios neuroldgicos,
dentre outras alteragdes sistémicas (PRETI et al., 1995). Na maioria dos casos,
o mau hdlito se origina dentro da propria cavidade bucal, numa média de 87% dos
casos (DELANGUE et al., 1997).

Também participam da etiologia da halitose alguns microorganismos
periodontopatogénicos (p.ex. Porphyromonas  gingivalis, Prevotela
intermedia/nigrescens, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Campylobacter
rectus, Fusobacterium nucleatum, Peptostreptococcus micros e Bacteroides
forsythus) pois sdo grandes produtores de voldteis sulfidrilicos, que sdo os
precursores do mal odor bucal. As bactérias presentes em fissuras, vilosidades e
irregularidades superficiais da lingua, que compdem a “saburra”, e das tonsilas

estdo também correlacionadas com a halitose, visto que estes microorganismos
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proliferam-se intensamente, principalmente por estarem protegidos da agdo
salivar e colonizando sitios com baixa concentragdo de oxigénio (YAEGAKI &
SANADA, 1992; BOSY et al., 1994).

Ja o estudo de van STEENBERGUE (1997) reportou, em 260 pacientes,
que 87% destes tinham na boca a causa da sua halitose, 8% por problemas
otorrinolaringoldgicos e 5% outras causas (fig. 2). E, dentre as causas bucais
estariam a saburra lingual (41%), a gengivite (31%) e a periodontite (28%), como

estd ilustrado na figura 3.

B boca O periodontite
& otorrino @ gengivite
O outros Olingua
FIGURA 2- Etilogia geral da halitose FIGURA 3- Etilogia bucal da halitose

Diagnéstico
Existem descritas na literatura algumas técnicas para a detecgdo dos
CSV, como a andlise organoléptica, a cromatografia gasosa e as andlises

bioquimicas de saliva total, porém sdo artificios laboratoriais, ds vezes de alto
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custo, que se justificam para uso cientifico. O monitor de sulfidrilos portdtil
(ROSENBERG et al., 1991), HALIMETER RH-17E, Interscan Corporation-USA,
€ um aparelho que foi introduzido recentemente no mercado mundial e tem sido
utilizado fanto em pesquisas clinicas quanto em ambiente de consultdrio. O
método € de fdcil utilizagtio e detecta a produgdo real dos compostos voléteis
CSV do individuo, diferindo do método salivar onde existe a indugdo da formagdo
dos grupos sulfidrilos laboratorialmente (TONZETICH, 1978; SCHMIDT &
TARBET, 1978; KOSTELC et al_, 1984;: ROSENBERG et al., 1991; ROSENBERG
et al., 1991; YAEGAKI & SANADA, 1992; BOSY et al., 1994).
Aspectos Periodontais

A Periodontia ignorou por muito tempo o problema do mal odor bucal. Apés
a descrigto das bases bioldgicas da halitose por TONZETICH et al. {(1996), a
comunidade cientifica tem mostrado interesse nesta drea. Porém, recentemente
este problema tem recebido uma atengdo especial pelos periodontistas, visto que
uma grande parte da populagfo adulta portadora de doengas periodontais sofre
de quadros de halitose e vai procurar o tratamento nos seus consultérios.

Alguns trabalhos tem merecido destaque na literatura que se refere aos
aspectos pericdontais e sua relagdo com a halitose. Utilizando o modelo da

gengivite experimental, foi demonstrado, através da cromatografia gasosa, que a
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produgdo de grupos sulfidrilos salivares estaria aumentada nos quadros de
gengivite e diminuida em quadros de sadde gengival (KOSTELC et al., 1984). Jd
o trabalho de YAEGAKI et al. (1992) demonstrou a produgdo de CSV em
quadros de periodontite do adulto, e o efeito da remogdo da saburra lingual na
redugdo da halitose nestes pacientes. Os autores verificaream caltas
concentragdes de CSV no hdlito dos pacientes com bolsas maiores ou iguais a 4
mm de p;'ofundidade,, quando comparados a pacientes que tinham bolsas menores
que 4mm, concluindo que o presenga de altas concentragies de CSV,
especiaimente o metilmercaptano, poderiam acelerar a progresséio da perda de
insergdo periodontal.

KOZLOVSKY et al. (1994) investigaram a associacdo entre o teste BANA
(utilizado para detecglio de microorganismos  produtores de enzimas tipo
tripsing) e os parémetros de malodor bucal. A partir de amostras obtidas da
saliva e sulco gengival, os resultados deste trabalho sugeriram que os valores
obtidos com o teste BANA estariam associados co malodor bucal, indicando o
seu uso na avaliagdo da formagdo de grupoes sulfidrilos.

Tratamento
O objetivo do tratamento da halitose estd direcionado na eliminagdo do

malodor bucal do paciente afetado, de acordo com a sua eticlogia. Para RECHTER
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(1996) o tratamento consiste em trés fases: eliminagio da halitose; orientactio
do paciente no controle das varidveis etiolégicas e monitoramento do paciente na
sua evoluglio pessoal na superaglo da apreensdo psicossocial e desconforto
relacionados ao mau hélito.

Obviamente, tratando-se de problemas de etiologia sistémica, local ou
psicoldgica, a terapia indicada € a redugtio dos niveis de CSV bucais. Nos casos
onde a higiene bucal estd comprometida, os métodos de higiene bucal e a
educagtio do paciente para sadde como um todo sdo os eleitos, onde devem ser
previstas instrugbes de remogdo mecdnica de placa dental {escova dental, fio
dental e dispositivos de limpeza da lingua), prescrigtio de auxiliares quimicos e
remogdo profissional de aclimulos de cdleculo, bem como nos casos de
periodontite o tratamento das bolsas periodontais existentes.

Porém, a grande dificuldade no tratamento da halitose reside na sua
prépria etiologia. BEN-ARYEH et al. (1998) através de suas experiéncias na
clinica de halitose com a utilizagio de vdrios recursos diagndsticos, afirmaram
que 26% dos pacientes sofrem de problemas otorrinolaringoidgicos, 23% sofrem
de problemas odontolégicos, 18% queixam-se de desconforto oral e 10% de
patologias gastrointestinais. No entanto 31% daoqueles que se queixam de

halitose ndo apresentam um problema clinico detectdvel, indicando inclusive
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casos de halitese psicoldgica.

Na drea da Periodontia, os estudos indicam que a halitose pode ser
controlada pela eliminagio do acimulo de placa dental e do tratamento de
quadros de gengivite e periodontite, bem como a constante limpeza da lingua e o
uso da clorexidina (ROSENBERG et al., 1992; QUIRYNEN et al., 1998). Alguns
estudos clinicos tém sido realizados com o objetivo de avaliar o efeito de
den?ifri;ios. contendo triclosan na formagdio dos compostos voldteis sulfurados.

HUNTINGTON ef al. (1995) demonstraram que o uso regular de um
dentifricio contendo triclosan-zinco reduzia significativamente os niveis de
grupos sulfidrilos quando comparado co uso de um dentifricio placebo. NILES
et al. (1994) mostraram que o usc continuado de um dentifricio contendo
triclosan-copolimere reduzia a formagdo dos sulfidrilos. Outro estudo
desenvolvido por NILES (1994) indicou que o use prolongado de um denftifricio
contendo friclosan-copolimero reduzia significativamente o malodor bucal,
oferecendo uma protegdo inclusive durante o periodo da noite.

BRUNETTE & NELSON (1998) indicam a utilizagdio de um dentifricio
contendo a associagdo entre bicarbonato de sédio e zinco na reduglio dos VSC,
que se manteria por até 3 horas apds a escovagdo. Bochechos com cloridrato de

zinco fambém té€m sido indicados {CURTIS et al., 1998). O trabalho de
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GREENSTEIN et al. (1997) demonstrou alguns beneficios com a utilizacto de
bochechos comerciais oxidantes no tratamento da halitose, quando comparado &
ineficiéncia do consumo de gomas de mascar e produtos comestiveis a base de
menta (refrescantes bucais vendidos comercialmente, come o Tic Tac- Ferrero,

Germany).
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PROPOSICAO

O presente trabalho, dentro das condigfes experimentais utilizadas, teve
como objetivos:

(1) avaliar comparativamente a atividade das enzimas fipo tripsina
presentes na placa dental bacteriana acumulada na presenca de dentifricios
contendo friclosan e associagBes, apds 21 dias de indugdo de gengivite
experimental em humanos;

(2) avaliar comparativamente a formagdo dos compostos sulfurados
voldteis (CSV) na presenca de dentifricios contendo friclosan e associagles,

antes e apds os 21 dias de indugdio de gengivite experimental em humanos.
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MATERIAL E METODOS

I. SELECAO DA AMOSTRA

Para o presente estudo, foram selecionados 19 estudantes da Faculdade
de Odontologia de Piracicaba - UNICAMP, que se apresentaram como
voluntdrios, e que concordaram em participar desta pesquisa.

I.a. Critérios de Selegdo

Foram selecionados entre os estudantes, 13 mulheres e 6 homens, com
faixa etdria entre 19-30 anos, apés um exame clinico-anamnésico, 0s quais ndo
cpresentavam histdéria médica de doengas sist€micas ou uso permanente de
drogas; ndo eram fumantes: as do sexo feminino ndo estavam em gestagdo; todos
apresentando pelo menos vinte dentes na boca, e pelo menos quatre dentes
mandibulares {entre canino e segundo molar), auséncia de préteses dentdrias e
de profundidade de sondagem maior ou igual a trés milimetros (auséncia de
bolsas periodontais), além de apresentarem Indice de Placa (SILNESS & LOE,
1964) e Indice Gengival (LOE, 1967) menores que 1. Os dados dos participantes
da pesquisa foram enotados na ficha clinica periodontal e no questiondrio

anamnésico (anexo Al).
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I.b. Aspectos Eticos da Pesquisa

Os volunfdrfios assinaram o Termo de Consent_imgnfc_ para Tratamento e
Pesquisa, segundo o Cddigo de Etica Profissional Odontolégico (C.F.0. 179/93) e
a Declaragdo de Helsinque IT (anexo AZ). A pesquisa teve a aprovaclo do Comitée
de Etica da FOP-UNICAMP (apéndice 5).

II ) CONFECCAO DA MATRIZ INDIVIDUAL

A partir da selecfio da amostra dos voluntdrios, seguiu-se a execucdo da
etapa laboratorial, com a confeccdo das 19 matrizes de polivinilacetato.

II. a. Confecgdo do Modelo

Os 19 voluntdrios foram atendidos na clinica de pés-graduagdc da drea de
Periodontia da FOP - UNICAMP, onde os quatro dentes mandibulares foram
moldados com alginato™ e com moldeira parcial’; o molde foi entdio vazado em
gesso pedra’ para obtengdo do modelo de trabaiho.

II. b. Confecgdo da Placa de Alivio

Sobre cada modelo, utilizando-se um plastificador & vdcuo®, confeccionou-

se previamente uma placa de alivio com uma lmina de polivinilacetato ® do tipo

cristal, com Imm de espessura. Esta placa deveria recobrir toda a drea

JELTRATE { 580 Paule, 5.P. - Brasil )
TENAX ( Sto Paulo, S.P, - Brasil )
HERODENT ({ Séis Paulo, 5.P. - Brasil )

BIOART ( 580 Paule, 5.P.- Brasil )
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dental, inclusive ultrapassando 2 mm a margem gengival, tanto na vestibular
como na lingual. A placa assim recortada, serviria para criar um espago que
propiciaria o acimulo de placa na porgdo cervical dos dentes teste, sob a matriz
individual final a ser confeccionada.
II. ¢c. Confecgdo da Matriz

Sobre a placa de alivio reposicionada no modelo, foi confeccionada uma
matriz individual (“toothshield”), utilizando-se uma ldmina de polivinilacetato do
tipo cristal, com 2 mm de espessura, igualmente preparada no plastificador a

vdcuo e recortada conforme foi a placa de alivio (fig. 4).

F16.4: Matriz individual de polivinilacetato de 2mm de espessura, confeccionada sobre
a placa de alivio, destacada do modelo de gesso.
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III. DENTIFRICIOS

As amostras dos dentifricios Kolynos Agdo Total (Kolynos do Brasil, SP.),
Colgate Total (Gessy Lever, S.P.), Signal Global (Gessy Lever, SP.) e o placebo
Sorriso (Kolynos do Brasil, SP.) foram compradas no comércio brasileiro. As
amostras do dentifricio Crest Complete (Procter & Gamble, England, U.K.) foram
compradas no comércio de Londres (Inglaterra, U.K.). Todas as amostras foram
reenfubadas em tubos idénticos (fig. 5), e codificadas em laboratdrio
especializado (Laboratdrio Proderma, Piracicaba, SP.), para que nem o

examinador nem o paciente soubessem identificar o contelido das mesmas.

FT5

FI6.5: Amostras padronizadas dos dentifricios utilizados na pesquisa, codificadas - A,
B, C, D e E - para o estudo duplo cego.
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O sigilo dos cddigos foi revelado no final do estudo. Todos os
participantes testaram os cinco dentifricios, em periodos alternados, de acordo
com o estudo cruzado proposto.

III.a. Dentifricio SORRISO - placebo

Combposicdo:

III.b. Dentifricio KOLYNOS ACAO TOTAL
Composicdo:

IIT.c. Dentifricio COLGATE TOTAL

Composiciio:
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IIT.d. Dentifricio SIGNAL G6LOBAL
Composicdo:

III.e. Dentifricio CREST COMPLETE
Composicdo:
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IV. DELINEAMENTO DO ESTUDO
IV.1. FASE CLINICA DA PESQUISA

Um estudo cruzado, duplo cego, foi redalizado com os 19 estudantes, de
acordo com o modelo de gengivite experimental modificado (SAXTON & van der
OUDERAA, 1989). Os voluntdrios foram divididos aleatoriamente em cinco
grupos denominados de Grupos I, II, III, IV e V, apds o sorteio de um nome
para cada nimero preestabelecido. O experimento constou de uma fase inicial
(pré-experimental) de trinta dias e subseqiientemente de uma fase experimental
composta de cinco periodos de 21 dias nos quais foram testados os dentifricios,

com intervalos entre eles de trinta dias.

IV.1. a. FASE PRE-EXPERIMENTAL

Os voluntdrios se submeteram a um exame bucal criterioso realizado pelo
pesquisador, para levantar inicialmente o Indice de Placa de SILNESS & LOE
(1964) - IPL -, o Indice Gengival de LOE (1967) - 16 - e o Indice de
Sangramento Gengival de AINAMO & BAY (1975) - IS de todos os dentes
(apéndice 1), visando o balanceamento entre os grupos. Foi realizada, em seguida,
a remoglo profissional da placa dental bacteriana em todas as superficies
dentais de cada voluntdrio. Os dados foram anctados em fichas clinicas da
disciplina de Periodontia da FOP - UNICAMP. S6 apds este exame inicial, os 19

voluntdrios foram divididos aleatoriamente nos cinco grupos, de acorde com o
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delineamento da pesquisa, passando por um perfodo de trinta dias (adequagdo),
para obter-se uma condiglio ecoldgica bacteriana equi'libr‘ada}:dﬁde'fédbs eles
escovaram seus dentes de maneira habitual, mas com § dené‘ifﬁicio confrole e
com a escova dental padronizada ( * ) de cerdas m:aci.as,
IV.1. b. FASE EXPERIMENTAL

Imediatamente apés o fase pré-experimental foi iniciada a fase
experimgnfai, que.ccnsfou de cinco periodos de 21 dias, com inTe.,r'vn:Ios de trinta
dias (periodo “"wash out”) conforme o diagrama pr'opo:sfo. (péé. 47), onde .a.s

voluntdrios foram divididos por sorteio em cinco grupos de quatro individuos:

* TOHNSON'S { Sdo Paule, SP. - Brasil )
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IV.1.c. Diagrama do cruzamento dos dentifricios nos 05 periodos experimentais.
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Dent.

Dent.

Dent.

Dent.
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Todos receberam no inicio de cada periodo um "kit" individual contendo: a
matriz individual previamente confeccionada, acondicionada numa caixa pldstica
personalizada; uma escova dental nova padronizada ( * ), e uma bisnaga de
dentifricio codificada de acordo com os respectivos grupos.

Durante os 21 dias de cada periodo experimental, trés vezes por dia, os
voluntdrios deveriam preencher a matriz individual com o dentifricio
"codificado”, levando-a & cavidade bucal para recobrir os dentes teste,
permitindo assim a retengdo e um intimo contato do dentifricio com a superficie
dental. A matriz permanecia no local durante o periodo habitual da escovagdo
dental, a fim de eliminar uma provdvel agdo mecdnica involuntdria da escova
sobre essa regido (fig. 6). Os outros dentes eram escovados da maneira usual,
sem nenhuma alteragdo nos seus hdbitos e com o mesmo dentifricio. Apds a
escovagdo, a matriz deveria ser removida, sendo sugerido o enxdglie bucal com
dgua corrente e a ndo ingestdo de alimentos por duas horas.

Todos receberam instrugdes, verbais e por escrito, para a utilizagdo
correta da matriz (anexo A4) e dos dentifricios; no entanto, ndo foram dadas

outras instrugdes de higiene bucal.

* JOHNSON'S ( Sdo Paulo, S.P. - Brasil )
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FI6.6: Matriz individual de polivinilacetato (2mm) preenchida com o dentifricio
experimental, protegendo os dentes teste da agdo mecanica da escova dental, durante a
escovacdo habitual de um voluntdrio.

IV.2- FASE LABORATORIAL

IV.2. a. FLUXO SALIVAR
Coleta da saliva estimulada

Nos dias "0“ e "21"de todos os periodos da fase clinica experimental,
foram coletadas amostras salivares através da goma base (01 grama) mastigada
por 5 minutos, onde toda a saliva produzida era expectorada num copo pldstico
de 50 m| devidamente codificado e pré-pesado. A saliva foi entdo pesada numa
balanga de precisdo, e o valor obtido subtraido do peso dos copos pldsticos, para

que se obtivesse o fluxo salivar (ml/min) de cada voluntdrio.
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IV.2.b. AVALIACAO DOS COMPOSTOS SULFURADOS VOLATEIS (CSV)
Preparagdo dos voluntarios

Nos dias O e 21 de cada periodo experimental, os voluntdrios
compareceram na clinica de Periodontia da FOP-UNICAMP no periodo da manhg,
entre 7:00 e 8:30hs, sem escovar os dentes e em jejum absoluto (BOSY et al.,
1994). Também foi solicitado que fossem evitados perfumes e outros cosméticos
aromatizados de uso pessoal (KOZLOVSKY et al., 1994).

Concentragoes dos CSV

As medidas quantitativas dos compostos sulfurados voldteis foram
realizadas com a utilizagdo de um monitor de sulfetos industrial portdtil* (fig.
7), o qual apresenta um visor digital que era sempre zerado no ar do ambiente
anteriormente a cada medida, para que pudesse ser visualizado o pico mdximo
das concentragdes dos CSV expressas em partes por bilhdo (ppb).

Para as tomadas de hdlito, cada voluntdrio deveria ficar em siléncio sem
abrir a boca por 3 minutos, respirando pelo nariz (BOSY et al., 1994). Pedia-se
entdo que o voluntdrio abrisse a boca para que fosse introduzido na cavidade
bucal do mesmo um canudo de pldstico, que estava conectado ao monitor através

de uma mangueira de borracha, até aproximadamente 4 centimetros (fig. 8).

* HALIMETER RH-17E, Interscan Corporation ( Chatsworth,USA)
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FI6.7: Monitor de sulfetos industrial portdatil utilizado para quantificagdo dos CSV no
DIA O e DIA 21 de cada periodo experimental de 21 dias.

FI6.8: Quantificagdo da concentragdo dos CSV pelo monitor, mostrando um voluntario
introduzindo o canudo de pldstico na cavidade bucal até aproximadamente 4cm.

51



EFEITO DAS ASS50CTIACOES ENTRE TRICLOSAN-SANTREZ -ZINCO-PIROFOSFATO NA ATIVIDADE TRIPSINA £ NA FORMACAC DE CSV

O voluntdrio entdo deveria respirar pelo nariz durante o processo, para
que a bomba a vdcuo do monitor sugasse o ar através do canudo numa proporgdo
de aproximadamente 1500mL/min. A medida em que a amostra de ar passava
através do sensor eletrolitico no interior do monitor, uma concentragdo de CSV
era estimada. O pico mdximo dos voldteis (PMCSV) de cada voluntdrio era entdo
determinado em partes por bilhdo (ppb) equivalentes aos compostos sulfulrados,

através da leitura direta da escala analdgica do monitor.

IV.2. c. ANALISE DA PLACA DENTAL BACTERIANA

Para a analise da placa bacteriana dos voluntdrios da pesquisa, realizou-se
inicialmente a coleta de um “pool” de placas de cada individuo.
Coleta da placa

No dia "21“ de cada periodo, foram coletadas as placas bacterianas
formadas na regido-teste da pesquisa de cada voluntdrio, a qual compreendia
quatro dentes mandibulares que ficaram protegidos da escovagdo habitual com a
matriz individual. Para cada periodo foram utilizados: 19 tubos de
microcentrifugagdo pré-pesados e codificados de acordo com o cédigo individual
e imutdvel de cada voluntdrio da pesquisa e 19 curetas periodontais do tipo

Gracey devidamente esterilizadas. A drea-teste foi secada e isolada com rolos
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de algoddo estéreis para entdo ser realizada a coleta da placa dental supra e
subgengival acumuladas nos dentes-teste, com o uso do bordo ndo cortante da
cureta, (figs. 9 e 10) a fim de evitar a remogdo de raspas de esmalte dental. O
"pool” de placa obtido de cada voluntdrios foi acondicionado individualmente em
fubos pré-pesados (fig.11). Imediatamente apds a coleta, os tubos foram entdo
novamente pesados e o0s valores tabulados em uma ficha apropriada.
Congelamento

Os 19 tubos codificados de cada etapa foram congelados para a

manutengdo das placas coletadas, propiciando as futuras andlises.

F16.9: Coleta da placa dental supragengival acumulada no periodo clinico de 21 dias nos
dentes-teste, através do uso do bordo ndo cortante da cureta de Gracey.
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FI&.10: Coleta da placa dental subgengival acumulada no perlodo clinico de 21 dias nos
dentes-teste, através do uso do bordo ndo cortante da cureta de Gracey.

FIG.11: "Pool" de placa obtido nos quatro dentes-teste de um dos voluntarios,
acondicionado individualmente em tubo eppendorf.



| EFEITO DAS ASSOCIALOES ENTRE TRICLOSAN-GANTREZ -ZINCO-PIROFOSFATO NA ATIVIDADE TRIPSINA E NA FORMAGAC DE CSV

| MATERZAL E METODOSS

Procedimentos enzimaticos

A avaliacdo da atividade enzimdtica da placa coletada foi realizada no
Laboratorio de Bioguimica da FOP-UNICAMP. Este teste consistiu em colocar a
amostra em contato com um substrato (BAPNA), a fim de que as enzimas tipo
tripsina presentes o degradasse, originando uma reagdo colorimétrica amarelada
(fig.12), cuja intensidade seria proporcional a atividade enzimdtica da placa,
sendo um indicativo da presenga de periodontopatdgenos. Apds o periodo de
incubagdo, foi realizada a leitura da coloragdo resultante por
espectrofotometria em comprimento de onda de 405nm (fig. 13) e a absorbdncia
resultante de cada amostra relacionada com a quantidade de placa e o periodo de
incubacdo das amostras (resultados expressos em nmol de enzima que estaria
sendo liberado por mg de placa por minuto, ou seja, nmol/ mg placa x min).

Para o preparo da placa bacteriana na determinagdo da atividade de enzima
tipo fripsina acrescentou-se, em cada eppendorf (contendo as amostras de
placa), Iml de tampdo Tris 0,05M pH 7,5 (com 5mM de CaCl;) contendo 1mM de
BAPNA, independente do peso da placa. Preparou-se também um eppendorf de
"Blank” de enzima contendo apenas 1ml de Tris/BAPNA (sem placa). Os tubos
foram agitados no Vortex e colocados, na presenga de gelo, em um processador
ultra-sénico de 100 watts por 10 minutos com ciclos de 2 segundos seguidos de 2

segundos de descanso.
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Apos estes procedimentos, as amostras foram incubadas em banho-maria, a
37°C, por 17 horas. A reagdo foi parada, em gelo, acrescentando-se 100y de
dcido acético, para entdo serem centrifugadas por 5 minutos. Finalmente, era
realizada a leitura no espectofotémetro a 405nm.

Para o cdlculo da atividade enzimdtica, foi estabelecido o seguinte cdlculo:

A= Absorbdncia da amostra contendo a placa bacteriana - Absorbéncia do Blank

de Tris/BAPNA sem placa bacteriana.

1mol do produto Absorbancia de 8800
1000mmol do produto 8800
X A

Xmmol x 1000= Xymol do produto

X pmol do produto 1020 min (17 horas
de incubagdo)
b 1 min
Y pmol/ min peso de placa
coletada em mg
Z 1mg

Logo Z= tmol/mg placa x min x 1000 = nmol/mg placa x min
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FIG.12: Amostras de placa apds a incubagdo, apresentando as reagdes colorimétricas
(tons de amarelo) proporcional a atividade de tripsina ( teste BAPNA).

FIG.13: Espectrofotémetro utilizado para detecgdo da reagdo colorimétrica (OD 405)
obtida com o substrato BAPNA nas amostras de placa dental dos voluntdrios.
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V- COLETA DE DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS

No DIA O de cada periodo foi realizado, em todos voluntdrios, o
levantamento dos IPL, I6 e o IS, cujos dados obtidos foram anotados na ficha
clinica desenvolvida para o experimento (anexo A3). Seguiu-se a remogdo
profissional da placa dental dos dentes teste com o uso do jato abrasivo de
bicarbonato de sddio ( * ). Antes e apds a profilaxia, os voluntdrios foram
submetidos ao levantamento dos CSV através do uso do monitor portatil de
sulfetos (**).

No dltimo dia de cada periodo, DIA 21, foi reclizada, em todos

voluntdrios, a coleta da placa dental acumulada, e também o levantamento dos
CSV dos mesmos. Seguia-se, apds a coleta da placa e da andlise dos €SV, uma
profilaxia profissional com jato abrasivo de bicarbonato de sédio. A bisnaga de
dentifricio codificada foi devolvida junto & escova utilizada ao final de cada
periodo, evitando a reutilizagdo das mesmas. A matriz individual de cada
voluntdrio era também devolvida para o pesquisador, sendo substituida para o

préximo periodo experimental.

* GNATUS (Sdo Paulo, 5.P.)
** HALIME TER RH-17E, Interscan Corporation ( Chatsworth USA)

58



EFEITO DAS A§50€Iﬁ§5€5 ENTRE TRICLOSAN-GANTREZ -ZINCD-FIROFOSFATO NA ATIVIDADE TRIPSINA £ NA FORMACAD DE C5V.
HATIRIAL B RETCDOS

Nos intervalos (periodos "wash out") de trinta dias, entre os periodos
experimentais, os voluntdrios voltavam a praticar sua higiene bucal convencional

com o dentifricio placebo e uma escova dental nova, fornecidos pelo pesquisador.

VII- FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

Os dados obtidos da andlise enzimdtica da placa dental e da concentragdo
dos CSV, depois de tabulados, foram analisados estatisticamente pelo teste 7 de
“Student”, pelo teste de Kruskal Wallis e pela correlagdo de Pearson, de acordo

com o pardmetro em questdo.
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RESULTADOS

I. OBSERVACOES PESSOAIS DOS VOLUNTARIOS

Os grupos foram semelhantes em relagdo a idade. Houve uma boa
aceitagdo enfre os grupos quanto ao uso dos dentifricios estabelecidos e da
matriz individual durante todo o experimento. A concorddncia foi satisfatdria
quanto ao regime proposto de escovacdo a ser executada trés vezes ao dia, com
o uso concomitante da matriz. Os voluntdrios receberam da entidade
financiadora do projeto (FAPESP) o valor de R$150,00 (cento e cinglienta reais)
para o ressarcimento de gastos pessoais de alimentacdo e transporte, durante o
experimento. Dos 20 participantes que iniciaram a pesquisa, 19 completaram
todas as etapas.

II. OBSERVACOES CLINICAS
II. a. Placa Dental Bacteriana

Constatou-se visualrnenﬂfe que ocorreu a formagdo de placa dental em
todos os voluntdrios em quantidades varidveis, de acordo com as caracteristicas
individuais de cada um, e do tipo de dentifricio - A, B, €, D ou E que estava
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sendo empregado (fig. 14), o que confirmou clinicamente o modelo experimental
utilizado. Foi realizado o levantamento do IPL no inicio de cada um dos cinco
periodos da fase experimental ( DIA O ), sempre antes da remogdo profissional
da placa dental (apéndice 1). Isto foi feito com o intuito de observar e

acompanhar o balanceamento dos grupos, verificando a homogeneidade da

amostra.

FI6.14. Aspecto clinico no final do periodo experimental ( Dia 21 ), da regido onde foi
suprimida a escovagdo. Observa-se, apés evidenciagdo com fuccina bdsica, a grande
quantidade de placa dental formada.

62



SFEITO DAS ASSOCIAGOES ENTRE TRICLOSAN-GANTREZ-ZINCO -PIROFOSFATO NA ATIVIDADE TRIPSINA E NA FORMAGAC DE CSV
RESLLTACOS

II. b. Inflamagdo Gengival

Clinicamente pode-se observar no exame visual que, no decorrer dos cinco
periodos experimentais, houve a ocorréncia da inflamagdo da gengiva marginal,
que agravou-se do inicio - DIA O - para o final - DIA 21 - (fig.15). No entanto,
apds a remogdo profissional da placa dental, e durante o periodo de intervalo
entre os periodos feste, havia a remissdo deste quadro, o que caracterizou a
volta dos tecides gengivais aos aspectos clinicos da normalidade. Foi realizado o
levantamento do I6 no inicio de cada um dos cinco periodos da fase
experimental ( ODIA O ), sempre antes da remocdo profissional da placa dental

(apéndice 1).

- /' s 4 -
FI&.15. Aspecto clinico no final do periodo experimental ( Dia 21 ) onde foi suprimida a
escovagdo. Observa-se a gengivite marginal na regido dos dentes 42, 43e 44.
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III. RESULTADOS ESTATISTICOS

Na decodificagdo dos dentifricios avaliados apés a finalizagdo dos
periodos experimentais, de acordo com o delineamento duplo cego da pesquisa,
foram identificadas as amostras como se segue:

AMOSTRA A - dentifricio placebo

AMOSTRA B - dentifricio CREST COMPLETE® (triclosan + pirofosfato)
AMOSTRA C- dentifricio KOLYNOS ACAQ TOTAL®(triclosan + zinco +
copolimero + pirofosfato)

AMOSTRA D- dentifricio SIGNAL GLOBAL®(triclosan + zinco)

AMOSTRA E - dentifricio COLGATE TOTAL®(triclosan + copolimero)

Para os tratamentos A, B, C, D e E foram avaliadas estatisticamente as
varidveis: enzimas tipo tripsina (BAPNA), compostos sulfurados voldteis (CSV) e
fluxo salivar. As avaliagdes estatisticas foram utilizadas de acordo com cada
varidvel (nivel de significancia dos testes em 5% de significancia):

» Fluxo salivar (na comparagdo entre periodos), foi realizada a andlise de
varidncia com um critério de classificagdo (teste de Kruskal-Wallis);

» BAPNA, CSVO, CSV21 e CSV foi utilizado o delineamento “cross-over”
(Comparagdes de médias: teste 7):

> CSV21 e BAPNA. (Coeficiente de Correlagdo de Pearson).
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III.1. AVALIACAO DO FLUXO SALIVAR

O teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis para comparagdo de fluxo
salivar, nos dias 0 e 21, entre os 05 periodos experimentais ndo apresentou
significancia estatistica (P= 0,0905).
IIT.2. AVALIACAO ENZIMATICA
BAPNA: No dia 21, os tratamentos A, B e D ndo diferiram entre si e diferiram
dos demais. O tratamento C diferiu significativamente dos demais, o mesmo

ocorrendo com o Tratamento E ( tabela 1).

TABELA 1. Médias e seus desvios padriio da atividade especifica de enzimas

tipo tripsina (teste BAPNA) na placa dental apds os tratamentos.

_ Tratamentos _proguto/mgxmin
Placebo 10 98& + 0 61
Tri+Ppi -+ 11,350+ 1,75

Tri+Zn+Ppi+6& 2,82b+0,43
Tri+Zn 9.41a+ 195

Tri+& 6,03c+117

(médias sequidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de 5% de significancia)
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III.3. AVALIACAO DOS CsV

€SV - dia 0: Os resultados da andlise através do délineaménfo Créss;éver
indicam que apenas a varidvel CSV no dia O ndo apresentou diferenca
significativa ém*re os tratamentos.
CSV - dia 21: A maior média foi observada com o TraTumeﬁfe A diferindo
significativamente dos demais. A segunda maioé médié foi observada com o
?ra‘mmerﬁo D, ocorrendo 0 mesmo que A. Os tratamentos C e £ ndo dife.r%r‘c:r;\
entre si e este ditimo ndo diferiu de B;
CSV - diferenga entre o 21° dia e o dia O Os tratamentos A e D ndo
diferiram entre si e diferiram dos demais. E os tratamentos B, € ¢ E ndo
diferiram entre si.

A tabela 2 apresenta os resultados numéricos da andlise estatistica:
TABELA 2. Médias e seus desvios padrdo dos valores dos compostos sulfurados

voldteis CSV (ppb) no hdlito bucal dos voluntdrios antes e apds os tratamentos.

Tratamentos

Antes e Eépois
Placebo 2853a+2,12 | 81,84a+422
Tri+Ppi | 28470:2,62 | 48,79b:1,98
Tri+Zn+Ppi+6 | 25530+ 2,44 | 40,21c+2,67
Tri+Zn 27 160+ 2,03 71 16e+ 2,98
Tri+6 27.05a:1,90 | 4453bc+1,94

(médias sequidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de 5% de significancia)
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III.4. AVALIACAO COMPARATIVA DAS VARIAVEIS CSV E BAPNA

Na tentativa de correlacionar os niveis de CSV e a presenca da atividade
de enzimas tipo tripsina foram montadas duas tabelas (3 e 4) para a possive!
identificaclo desta correlagdio. Os valores numéricos de todas as varidveis nos
periodos experimentais, bem como sua significncia estatistica estdo igualmente
apresentados.

TABELA 3- Comparagto entre as médias das varidveis CSV e BAPNA e seus

desvios padrdo, nos periodos experimentais dos tratamentos A B, C, D e E.

Placebo 2853 a 2,12

Tri+Ppi 2847 a 2,62

CsV dia O Tri+Zn+Ppi+& 2553 a 2,44
Tri+Zn 2716 a 2,03

Tri+& 2?,95 a 1,90

Placebo 8184 a 422

Tri+Ppi 4879Db 1,98

€SV dia 21 Tri+Zn+Ppi+& 4021 ¢ 267
Tri+Zn 7116 e 298

} Tri+6 44 53 be 1,94

Placebo 1098 a 0.61

Tri+Ppi 11,350 1,75

BAPNA dia 21 Tri+Zn+Ppi+&6 282b 0,43
Tri+Zn 941l a 1,95

. Tri+& 603 c¢ 117

(médias sequidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de 5% de significdncia)
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TABELA 4- Resultados das correlacdes entre as varidveis de interesse, em coda

tratamento estudado:

P
SV 21° DIA

7 (0,0520)

-04519

ratame
C

SV 28 D14 023477 (0.3333)

CSV 21° DIA 033526 (0.1606)

C5V 21" DIA -0,10102 (0,6807)

a !

csvare o

»*

0,55593 (0,0135) *

coeficiente de correlagdo significativo 5%
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DIscussAo

Com a proximidade do ano 2000, inicia-se uma reflexdo sobre os avangos
na higiene bucal (FISCHMANN, 1997). A despeito dos novos estilos de vida e da
dieta "junkie” do sécule XX, ainda reside no controle da placa dental bacteriana,
guer seja por métodos mecdinicos quer seja por métodos quimicos auxiliares, o
principal recurso na prevencdo e combate da cdrie dental e da doenga
periodontal.

Esta pesquisa teve por objetivos avaliar o efeito de dentifricios contendo
triclosan e associagdes na atividade de enzimas tipo tripsina e na formagdo de
CSV durante a gengivite experimental. Dos 20 voluntdrios gque iniciaram a
pesquisa, 19 chegaram ao final dela. Logo considerou-se satisfatéria a aceitagdo
dos voluntdrios oo regime proposfo, possivelmente em virtude do modelo
experimental escolhido, que os privou da escovagdo de apenas quatro dentes.
Outro dado relevante foi a escovagdo dental de trés vezes ao dia: isto porque,
apesar de alguns estudos internacionais usualmente implementarem um regime
de duas escovagdes, os voluntdrios desta pesquisa optaram por este regime, fato

este constatado quando do preenchimento do questiondric anamnésico.
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A gengivite experimental tem sido utilizada por vdrios autores, desde sua
concepgdo por LOE et al. (1965), com o intuite de estudar a inflamagdo gengival
obtida pelo actimulo de placa dental bacteriana através da supressdo total da
escovagdo dental. Neste presente estudo utilizou-se o modelo da gengivite
experimental, mas em regides parciais da boca (SAXTON & van der OUDERAA,
1989), para a avaliagdo da efetividade de dentifricios contendo triclosan e
associagdes na formagdo de compostos sulfurados voldteis CSV e na atividade de
enzimas tipo tripsina da placa dental. O modelo da gengivite experimental
também pode ser (til para o estudo da iniciagdo da doenga periodontal em
humanos. LAMSTER et al. (1985) estudaram os eventos histolégicos que
acontecem durante a gengivite experimental. O tecido conjuntive subjacente ao
epitélio sulcular inicia seu processo de perda de coldgeno jé no segundo dia de
experimento; com uma semana a les@o formada no conjuntivo pode envolver de 5
a 15% do tecido periodontal marginal, e apds 21 dias, nota-se a perde de porgdes
de tecido conjuntivo. Os achados destes autores indicam que o mecanismo
homeostdtico do hospedeiro € o responsdvel pelo equilibrio entre agressores
(enzimas microbianas) e agressdo (inflamag8o), através da liberagto de
inibidores de proteases (SHENKEIN & GENCO, 1977), como as anti-tripsinas,

anti-papainas e oz-macroglobulinas no fluido gengival crevicular, produzidas
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localmente por fibroblastos e macrdfagos.

A fase pré-experimental de trinta dias, desta pesquisa, estd de acordo
com outros trabalhos (HULL, 1980: SAXTON & van der OUDERAA, 1989;
SAXTON et al., 1993) que utilizaram periodos de trés a quatro semanas. Uma
preocupagdo metodoldgica importante foi a homogeneidade da amostra que se
submeteu 4 esta pesquisa clinica, observada nos valores do CSV, fluxo salivar,
IPL e IG nos dia O de cada periodo. Os critérios de selegdo adotados, associades
aos resultados obtidos, permitiram a assertiva de que todos os grupos
experimentais eram homogéneos no DIA O dos cinco periodos experimentais.
Pode-se observar que tanto a quantidade de CSV quanto o fluxo salivar
mantiveram-se homogéneos durante a pesquisa. Além disso, teve-se cuidado
também na padronizacdo da aplicagdo local dos dentifricios propostos, obtida
através da zona de alivio criada na matriz individual que padronizou a quantidade
de dentifricio na regido (LOE, 1967). O estudo duplo cego tem sido uftilizado
para a avaliagiio de diferentes produtos, com o objetivo de evitar a
tendenciosidade tanto dos voluntdrios quanto do pesquisador, o que levou &
codificacdo das amostras dos dentifricios desta pesquisa. Alem disso, a
abstencdo da escovacdo eliminou um possivel efeito de énfase da escovagdo pela

motivacdo tendenciosa ou efeito "Hawthorne” (OWENS et al_, 1997).
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Seguindo-se a fase experimental, observou-se a vantagem do estudo
cruzado { "cross over” ) no equilibrioc da aclio de possiveis variagdes inter-
individuais dos voluntdrios nos resultados, visto que todos usaram os cinco
dentifricios { A, B, C, D e E ) no decorrer dos cinco periodos experimentais.
Logo, as variagdes intra-individuais foram sende distribuidas entre os periodos,

além de diminuir os possiveis efeitos residuais ou “carry over”.

No estudo da formagdo de CSV e sua relagdo com a h'a'li‘rbsé, foi instituido
o uso do monitor portdtil de sulfetos (Halimetro) nesta pesquisa pois este
consiste num aparelho compacto, de custo relativamente baixo, que foi
desenvolvido por" ROSENBSRG et al. (1991). Apesar de ndo apresentar a
sensibilidade da cromatografia gasosa, ele se aproxima das medidas

orgarolépticas, apresentando uma alta reprodutibilidede clinica (BOSY, 1997).

As enzimas tipo fripsina sdo proteases encontradas aderidas
externamente 4 membrana celular de certos microorganismos (E-RENIER' &
McBRIDE, 1987), como as Porphyromonas gingivalis, Bacremfa’és fbrs‘yfhu.s" e
Treponema denticola, sendo um importante fator de viruléncia destas badér‘ias
na destruicdo dos tecidos periodontais (LAUGHON et al., 1982; NIEMINEN et
al., 1993), a qual acontece em virtude da degradagdo de. fibms coldgenas

periodontais causada por radicais oxigenados livres e por proteases ativas
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(FIGUEIREDO & GUSTAFSSON, 1998). A atividade desta enzima pode ser
encontrada na placa dental, na saliva e no fluido crevicular, sendo medida
basicamente por substratos cromogénicos, como o benzoyl-bL-arginine-p-
naphthylamide (BANA) e o N-benzoyl-L-arginine-p-nitroanilide (BAPNA). A
hidrélise destes substratos determina a atividade enzimdtica por uma reacdo
colorimétrica. No entanto, sabe-se que o reagente BAPNA € quatro vezes mais
rapidamente hidrolisado que 0 BANA (YOSHIMURA et al., 1984), sendo esta
uma das razdes da escolha do teste BAPNA nesta pesquisa, além da possibilidade

de recalizar-se a mensuracdo espectrofotométrica das reagdes.

Quanto aos resultados da presente pesquisa, todes os dentifricios que
continham triclosan nas suas formulagdes (C, D e E) reduziram, de certa forma,
a atividade de enzimas tipo tripsina da placa dental acumulada, apds os 21 dias
de gengivite experimental. Porém, o dentifricio € (triclosan-copolimero-zinco-
pirofosfate) foi o que mais reduziu a atividade enzimdtica demonstrada peios
valores obtidos com o teste BAPNA, seguido do dentifricic E (triclosan-
copolimero) e dos dentifricios A, B e D 0os quais ndo diferiram entre si. Um fato
incongruente foi a participagdo do dentifricio placebo na redugdo da atividade
enzimdtica, haja visto que na sua formulagdo ndo havia agentes antimicrobianos.

O que poderia justificar tal situagdo seria possivelmente a presenca de outros
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ingredientes, como o lauril sulfato de sdédio (ADDY et al., 1990) ou ‘agentes
flavorizantes (EMBERY & ROLLA, 1992) que poderiam estar modificando o

padrdo de formagdo da placa dental na drea feste.

A discussdio sobre a efetividade do dentifricio C (triclosan-copolimero-
zinco-pirofosfato) na redugdo da atividade de enzimas tipo tripsina fica limitada
pela inobserviincia de outros estudos que avaliem tal situagdo. O trabaltho clinico
de SATHLER & FISCHER (1996) avaliou esta associacdo comparando-a com um
placebo, porém devido ds diferencas metodoldgicas pouco poderia inferir-se
deste trabalho; jé o trabalho de NOGUEIRA-FILHO et al. (1997) indicou a
maior efetividade clinica dessa associagdo na redugfio dos indices de placa,
gengival e de sangramento, quando comparada ds associagdes triclosan-zinco e
triclosan-copolimero. Extrapolando, entdo, para a situagdo dentifricio C testado
nesta pesquisa, poderia ser suposto que o Gantrez®, quando associado ao zinco e
ao triclosan, estaria teoricamente aumentando a efetividade deste dentifricio
pelo aumento da retenco de triclosan na placa, o qual feria também a
contribuicio do sinergismo com o zinco. Isto poderia explicar a reducgdo da

atividade enzimdtica da placa dental.

Trabalhos clinicos, no entanto, tém demonstrade a efetividade da

associagdo triclosan-zinco no controle da placa dental (ADDY et al., 1990;
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LINDHE et al., 1993; SAXTON et al., 1993; SVATUN et al., 1993;
TAHMASSEBI et al., 1994; BINNEY et al., 1995; WALER, 1997), apesar de
alguns trabalhos questionarem a efetividade de tal associagdo (BRADSHAW et
al., 1993; WALKER et al., 1994; SKAARE et al., 1997). Existem muitos
trabalhos indicando que a associacdo triclosan-copolimero fraria significativos
beneficios a satide gengival e ao controle da placa dental (6ARCIA-GODOY et
al., 199Q: GAFFAR et al., 1990; DENEPTIVA et al., 1992; PALOMO et dl_,
1994; KANCHANAKAMOL et al., 1995; ROSLING et al., 1997a; ROSLING et
al., 1997b; ELLWOOD et al., 1998), mostrando inclusive a superioridade
desta associagfo quando comparada d acdo de dentifricios formulados com
triclosan-zinco (GAFFAR et al., 1994; RENVERT & BIRKHED, 1995). Outros
estudos porém, ainda divergiram quanto ao seu real beneficio (JENKINS et al_,

1989; ADDY et al., 1990; BINNEY et al., 1995; BINNEY et al., 1997 ).

Como os resultados desta pesquisa mostraram diferencas significativas
entre os dentifricios contendo triclosan-copolimero (E) e triclosan-zinco (D),
tornou-se discutivel a afirmaglo (CREETH et al., 1993 ) de que a associagdo
triclosan-zinco liberaria mais triclosan na saliva e na placa do que a associagdo
triclosan-copolimero, visto que a literatura descreve o papel do copolimero

Gantrez® no sumento da retencdo do triclosan (AFFLITTO et al., 1989:
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GAFFAR et al., 1994) e que o zinco ofereceria apenas um sinergismo
antimicrobiano d esta associagdo (MARSH, 1991; CURY, 1997). No entanto, ndo
foram observados trabalhos que relacionassem a atividade enzimdtica da placa
dental e dentifricios contendo triclosan. No caso da associacdio entre triclosan-
pirofosfato, a literatura tem indicado sua eficdcia no que se refere & maior
adsor¢do do triclosan as estruturas dentais, reduzinde a formagdo de placa
dental (J ACKSON & McDONALD, 1994; FAIRBROTHER et al., 1997;
BARTIZEK et al., 1999: CAO et al., 1999).

Ainda sobre os resuitados do teste BAPNA e na tentativa de justificar a
efetividade do dentifricio E (triclosan-copolimero) vale ressaltar o aspecto da
retengdo do friclosan na mucosa bucal, nos dentes, na pelicula adquirida, na saliva
e na prépria placa, que tem sido advogado pela literatura ds propriedades. fisico-
quimicas independentes de adsorgdo lipofilica do triclosan (GILBERT, 1987a;
GILBERT et al., 1987b: CREETH et al., 1993). Porém, tem sido notada a
importdncia do copolimero do dcido maleico e do poliviniimetil éter, o Gantrez®,
descrito como um coadjuvante no aumento da retengéo e da bio.d.ispon.ibilidade do
triclosan presente em dentifricios ds estruturas bucais (ZAMBON et al., 1990;

PALOMO et al., 1994; HAWLEY et dl., 1995).
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Qutra possivel explicaglo para a efetividade do dentifricic E quanto 4
atividode enzimdtica, seria o efeito anti-inflamatdério do triclosan presente
nessa formulagdo, jd destacado na literatura (LINDHE et al., 1993; SAXTON
et al., 1993; MODEER et al., 1996; MUSTAFA et al., 1999) demonstrando
que este agente quimico age ndo s6 como um antimicrobiano de amplo espectro,
mas também diretamente no processo inflamatdrio. A agio anti-flogistica do
Tricicsan‘ seria primordialmente advinda da sua agdio na redugtio da formagdo de
importantes mediadores da inflamagdo, interferindo no ciclo da cicloxagenase e
da lipoxagenase e consegiientemente na produgto de prostaglandinas E: e de
jeucotrienos (6AFFAR et al., 1997), podendo inclusive alterar a produgdo de
interferon-y pelos fibroblastos (MUSTAFA et al., 1999). As alteragbes
microbioldgicas advindas da utilizaglio por longes periodos de tempo das
associacdes entre triclosan-copolimero-zinco-pirofosfato presentes em
dentifricios t€m sido descritas na literatura como ndo preocupantes. Ao
contrdrio, tem sido notada uma redugdo da microbiota oportunista e
possivelmente periodontopategénica (JENKINS et al., 1989. GAFFAR et al.,
1990), tendo alguns trabalhos constatade o favorecimento do crescimento de
uma microbiota bacteriana compativel com a salde dos tecidos dentais e

gengivais (HAWLEY et al., 1995; TEN CATE, 1996).
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Quanto a redu¢do da formagdo de CSV, na presente pesquisa, todos os
dentifricios que continham triclosan nas suas formulagdes (B, C, D e E) foram
efetivos apés os 21 dias de gengivite experimental, quando comparados ao
dentifricio A (placebo), o qual apresentou o resultado mais desfavordvel, seguido
do dentifricio D. Os dentifricios B, C e E foram os que mais reduziram os niveis
de C5V, ndo havendo diferengas estatisticas entre estes produtos. A literatura
mostra que muitos dentifricios e colufdrios stio efetivos na redugdo dos CSV
(van STEENBERGUE, 1997). A despeito da similaridade de efeitos entre as
formulagdes B, € e E encontradas nesta pesquisa, alguns trabalhos indicam a
utilizagdio de dentifricios contendo triclosan e sais de zinco (HUNTINGTON et
al_,1995: BRUNETTE & NELSON, 1998), cuja justificativa se baseia no fato do
zinco inibir a produgtio de CSV pela sua afinidade com os grupos sulfidrilos e
tidis, o que levaria 4 inibicdo dos precursores da prépria halitose. Porém, o
estudo de WALER (1997) ndo indicou uma correlacdo clinica do zinco com a
inibicdo dos CSV e da suposta afinidade por grupos sulfidrilos. Por outro lado,
outros estudos tém indicado a utilizaglio da associagBo triclosan-copolimero no
combate & formacdio de CSV e da minimizagdo dos quadros clinicos de halitose
(NILES et al., 1994; NILES, 1994: SHARMA et al., 1999). Contudo, ndo

observou-se avaliagfes comparativas na liferatura, come o presenfe estudo,
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entre dentifricios contendo triclosan-zinco e triclosan-copolimero, dificultando

a discussdo sobre os resultados alcancados.

De qualquer sorte, sabe-se que a halitese tem sido correlacionada com a
concentragio de CSV produzidos na cavidade bucal através da atividade
metabélica de periodontopatégenos em 87% dos casos (van STEENBERGUE,
1997), o que foi confirmado nos estudos sobre a gengivite experimental
(KOSTELC et al., 1984; KO et al., 1996). Individuos acometidos de doenca
periodontal freglientemente sofrem de halitose (TONZETICH, 1996), e uma
correlactio positiva tem sido encontrada entre a severidade da periodontite e os
niveis de CSV (YAEGAKI & SANADA, 1992; SALVADOR et al., 1999). Neste
presente trabalho, foi observada a correlagdo positiva entre o teste BAPNA e a
formagdo de CSV, demonstrade no fratamento E {tabela 4, no capitulo dos
resultadoes), existindo uma forte correlagdo entre a presenga da atividade da
enzima tipo tripsina e a formagdo de CSV (r=056, p«0,01), o que viria a
constatar a relactio direta entre a possivel presenca de periodontopatdgenos e a
formagdo de compostos sulfurados. Outros frabalhos, como o de KOZLOVSKY
et al. (1994) também jé havia indicado a correlagfio positiva (r=0,50, p<0,001)
entre o teste BANA e a formaglo de CSV: e por SALVADOR et al. (1999),

confirmou-se uma forte correlacdio (r=055, p<0,01) entre a presenga de
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pericdontopatdgenos pelo teste BANA e a halitose.

Contudo, apesar de muitos fabricantes de produtos denominados de "anti-
halitose” afirmarem que estes contém os elementos antimicrobianos necessdrios
para promover a sua cura, oferecendo ainda uma protegdo adicional por longos
periodos de tempo estarem disponiveis no mercado, sabe-se que nenhum deles
elimina problema, funcionando muitas vezes como paliativos que induzem os
pacientes doentes a falsas sensagbes de cura (BOSY, 1997). Estudos mais
recentes t€m mostrado novos produtos com forte potencial anti-halitose, como
os extratos dos chd verde e preto tailandeses, os quais iniciam um novo capitulo

em busca da cura da halitose.

No que se referem ao triclosan, motive deste atual trabalho, as pesquisas
tendem & procura de novos sistemas de liberagdo e retengdo do triclosan na
cavidade bucal, como o trabatho de ROLLA et al. (1993), onde se ponderou a
adig¢do do silicone em dentifricios, ou de novas formas quimicas de utilizagdo do
préprio triclosan (GREENMAN & NELSON, 1996), buscando o aumento de sua
biodisponibilidade ¢ acdo prolongada no controle da placa dental bacteriana, da
gengivite marginal e da halitose. Os estudos mais recentes discutem a
possibilidade dos dentifricios contendo triclosan poderem ser. coadjuvantes. na

manuten¢do da salde periodontal durante a terapia de suporte, mesmo em
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pacientes susceptiveis d recorréncia da doenca periodontal (ROSLING et al_,

1997a; ROSLING et al., 1997h; ELLWOOD et al., 1998).

- Finalmente, este estudo experimental representa a mais um passo no
controle quimico da placa dental bacteriana supragengival, da gengivite marginai
e seus reflexos na formagic de compostos sulfurados voldteis, na atividade de
proteases bacterianas, através da utilizagtio de dentifricios contendo triclosane
associacdes. No entanto, mais estudos sdo necessdrios para se estabelecer a
efetividade preventiva e terapéutica deste sistema de controle quimico de placa

dental, via dentifricios, sobre a halitose e a destruigdo dos tecidos periodontais.

Na realidade, os estudos epidemioldgicos mais recentes indicam que as
pessoas estdo mantendo seus dentes por mais tempo que antigamente. Agentes
quimicos e outros dispositivos ¥€m emergido, culturalmente ou por pesquisas, no
intuito de habilitar os individuos a manter sua saide bucal, a despeito das
indmeras influéncias ambientais do mundo moderno. A profissdo odontoldgica, no
geral, tem o desafio de desenvolver e aperfeigoar a miriade de dispositivos e
agenfes para combater e superar estes novos fatores “patogénicos”. A
motivagdio do paciente e a odontologia preventivista, no entanto, constituem os
maiores desafios. As pessoas certamente continuam comendo, falando e

vestindo-se bem, dentro de suas préprias condigbes, porém estas mesmas
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pessoas tém placa dental, gengivite, periodontite e mau hdlito, o que vem a
demonstrar a eterna busca pela homeostasia do corpo e por conseguinte da

men’re.
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CONCLUSOES

A comparagdo do efeito das associagdes entre triclosan-copolimero-zinco-
pircfosfato presentes em dentifricios miltipla agdo, através do modelo da

gengivite experimental em regibes parciais da boca, permite afirmar que:

1-} A associaglo triclosan-copolimero-zinco-pirofosfato (dentifricio C),
apresentou a maior redugdo da atividade tripsina da placa dental, seguida da
associagdo triclosan-copolimero (E), podendo ser Uteis no controle da gengivite
marginal;

2-) As associagdes triclosan-copolimero-zinco-pirofosfate (C), triclosan-
copolimero (E) e triclosan-pirofosfato (B) reduziram similarmente os niveis de
compostos sulfurados voldteis no hdlito dos voluntdrios que os utilizaram,
podendo ser indicadas como coadjuvantes no tratamento da halitose de origem

periodontal.
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ANEXO Al. Modelo de Ficha Anamnésica usada na selecdo da amostra de voluntdrios.

PERIODONTIA

ANAMNESE INDIVIDUAL

/fNOME: l \

ENDERECO:

TELEFONE: ( )

DATA NASCIMENTO: / / IDADE:
ESTADO CIVIL:
\\PEREODO LETIVO: IDENTIFICACAQ: /

1- Vocé é portador de alguma alteracdo sistémica? sim( ) néo( )
Qual (is) 7
2- Esté em tratamento medico 7 sim{ )} nao{ )

3- Faz uso de algum medicamento ?  sim{ ) néo( )

Qual (is) ?

4- E alérgico a algum medicamento ? sim{ ) ndo( )
Qual (is) ?

5- E fumante ? sim( ) ndo( )

6-Estagravida? sim( ) ndo( )
7- Vocé usa aparelho ortodontico 7 sim( )} ndo( ) fixo( ) movel( )

&. Qual dentifricio vocé esta usando 7

8- Faz uso de bochechos? sim( ) ndo( )
Qual (is) substancia(s) 7

10- Quantas vezes escova seus dentes por dia?  Tx( ) 2x( ) 3x{ ) +3x( )
11- Faz uso de fioffita dental? sim( ) ndo( ) Frequéncia:1x{ )2x( } 3x( ) +3x( )
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ANEXO A2. Modelo do termo de consentimento €tico para pesquisa em humanos.

TERMO DE CONSENTIMENTO PARA TRATAMENTO E PESQUISA

Por esse instrumento particular declaro, para efeitos éticos e legais, que eu

{ nome ) ,
( nacionalidade ) , ( profisséo ) , portador(a)
do R.G. C.lLC. , residente e domiciliado(a) a
Rua , na cidade de , Estado

, concordo com absoluta consciéncia dos procedimentos a que vou me
submeter para a realizagdo da fase experimental da tese de Doutoramento do curso de
Clinica Odontolégica - érea de Periodontia, nos termos abaixo relacionados:

1) Esclare¢o que recebi todas as informagdes sobre minha participagdo nesse
experimento, possuindo plena liberdade para me abster em paricipar da referida
pesquisa a qualquer momento;

2) Esclareco também, que fui amplamente informado por um profissional que néo
estd envolvido na presente pesquisa , sobre os possiveis beneficios e riscos aos quais
estou me submetendo durante este experimento, tomando conhecimento de que o meu
consentimento ndo exime a responsabilidade do profissional que esta executando esta
pesquisa; o

3) Todas essas normas estdo de acordo com o Coédigo de ética Profissional
Odontoldgico, segundo a resolugdo C.F.0. 179/93, e com a declaragéo de Helsinque Ii.

Por estar de pleno acordo com o teor do presente termo, assino abaixo 0 mesmo.

Piracicaba, de de 1998. |

Assinatura do Paciente Assinatura do

Pesquisador

Assinatura do profissional que

efetuou o esclarecimento ao paciente
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EFEITO DAS ASSOUIASOES ENTRE TRICLOSAN-GANTREZ -ZINCO-PIROFOSFATO MA ATIVIDADE TRIPSINA E NA FORMAGAD DE £5V,
ANENQS

ANEXO A3. Modelo de Ficha Clinica Periodontal useda para o levantamento de dados.

PERIODONTIA

IDENT.: ____
PERIODO:____ DENTIFRICIO:
DATA:_ DIA:___

FICHA CLINICA - AREA TESTE
DENTE a7 46 45 o 44 43 MEDIA
BOLSA D Y M l l l ! l | I I I_ _-I ;
RETR. y .
MOBILIDADE

iINDICE PLACA - IP
47 46 45 44 43 MEDIA

INDICE GENGIVAL - IG
47 46 45 44 43 MED

INDICE SANGRAMENTO - IS
47 46 45 44 43
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EFEITO BAS ASSOCIAZOES ENTRE TRICLOSAN-SANTREZ -ZINCG.PIROFCSFATO NA ATIVIDADE TRIPSINA £ MA FORMACAD DE CSV.
ANEXDS

ANEXO A4. Modelo da listagem de instrugdes escritas fornecidas aos voluntdrios.

INSTRUGCOES PARA O USO DO DENTIFRICIO EXPERIMENTAL
{ periodo de 21 dias )

1- Use o dentifricio apds o café da manha, no almogo e antes de dormir ( 3 X DiA );
2- Aplique o dentifricio na matriz, numa linha unica que a preencha,

3- Coioqué a matriz protegendo os dentes teste, pressionaﬂd'cj—a' até encaixar;

4- Coloque dentifricio na escova e escove 0s outros dentes normalmente:

5- Enxagle a boca com agua corrente;

6- Ndo coma nada por 2 horas.

Atencao: Nio use outro dentifricio ou qualquer tipo de enxaguatério bucal
durante o experimento.

Atengao: Nao faga limpeza interproximal na regiao teste.

Atengao: No caso de antibidticos, avise-nos da sua utilizagéo durante a

pesquisa.

OBS: E IMPRESCINDIVEL SEU COMPARECIMENTO NO DEPARTAMENTO DE
PERIODONTIA DAFOP, NODIA _ENODIA __,AS HORAS.

O TUBO DE DENTIFRICIO VAZIO E A ESCOVA DENTAL DEVERAO SER
DEVOLVIDOS NO FINAL DA PESQUISA. |
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Fﬁgm DAS ASSOCTACOES ENTRE TRICLOSAN-GANTREZ-ZINCO-PIROFOSFATO NA ATIVIDADE TRIPSINA € NA FORMACAO DE SV
APENDICES

APENDICE 1. Valores do fndice de Placa (IP), Gengival (I6) e de Sangramento Gengival (IS) dos periodos 1,
2,3, 4e5n DIAOQ.

Dentifricio Peripde 1 Perlodo 2 Perfndo 3 Perfodo 4 Perfodo &

volunidrio P IG 8 iy IG 8 H IG 1S H G 15 P G s
1 0,090 | 0,286 {0,125! 0,083 | 0,201 0 0,090/ 0,28610,125{0,08310,281{ O | 0,083 {0,291 o

2 0416 (01661 O 0,416 | 0,166 0 [0,333/10,41610,063]0,416 (0,188 0O 0,416 10,1686 0

3 0,416 | 0,416 (0,083 0,333 | 0,416 0,063 [0,416]0,41610,063 | 0,333 | 0,416 {0,063 0,333 10,416 (0,063

4 0,125 { 0,375/0,187| 0,250 | 0,375 0,250 [0,125}0,375/0,187 0,250 | 0,375 0,250 0,250 {0,375} 0,250

5 0,250 | 0,333 10,250{ 0,125 | 0,417 {0,188 {0,250/ 0,333(0,250|0,125{0,417 {0,188 0,125 | 0,417 {0,188

6

7

8

0,083 | 0,583 |0,233| 0,083 | 0,500 0,313 [0,08310,583}0,233{0,2500,333{0,250] 0,125 10,417 /0,188
0,051 | 0,083 10,080} 0,042 | 0,083 0 10,083 0,583{0,23310,083|0,5830,233{ 0,083 | 0,500 0,313
0,051 10,28210,321} 0,042 10,292 0,125 10,051]0,083 ;0,080 0,05110,08310,080) 0,042 10,083} 0
9 0,735 | 0,167 10,067| 0,735 | 0,167 ] 0,313 |0,73510,16710,313 {0,333 | 0,333{0,125{ 0,735 {0,167 | 0,087
10 0,333 10,233 0,085 0,333 | 0,333 0,125 |0,333{0,33310,125] 0,333 | 0,333 {0,125 0,735 {0,167 0,313
C 11 0,042 {0,083 10,250( 0,042 | 0,083 | 0,250 {0,042]0,083|0,250{0,042 0,083 10,250] 0,333 {0,333(0,125
12 X X X X X X X X X x x | x x X X
13 0,083 | 0,208 |0,125] 0,223 | 0,208 | 0,250 {0,083|0,3131 O 10,128|0,1871{0,125] 0,073 {0,083 ©
14 0,073 10,083 0 0,125 | 0,167 0 ]0,073/0,083] 0 10,12810,1670,125! 0,128 10,167 0,089
) 15 0,128 | 0,167 10,089} 0,128 | 0,167 | 0,125 10,128 0,167 [0,089{0,128 0,167 10,125 0,280 {0,083 0
16 0,280 10,0837 O 0,083 | 0,313 0 {0,280{0,0837 0O 10,12810,167]0,088} 0,128 |0,16710125
17 0,208 | 0,417 10,2501 0,083 | 0,417 | 0,250 {0,120| 0,250 0,435 0,083 0,313 {0,500} 0,125 | 0,250 0
18 0,458 {0,417 (0,250] 0,088 | 0,313 | 0,250 [0,458{0,417{0,250(0,125(0,250{ O | 0,083 10,313 0,500
E 19 01867 |0125] O 0,125 [ 0,250 0 0,08910,313 10,250 |1 0,208 0,417 |0,250! 0,125 | 0,250 0
20 0,120 | 0,25010,435]| 0,083 | 0,313 | 0,500 {0,12510,250] 0 0,458 10,417 10,250] 0,083 {0,313 0,500
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EFEITO DAS ASSOCIACOES ENTRE TRICLOSAN-GANTREZ-ZINCO-PIROFOSFATO NA ATIVIDADE TRIPSINA £ NA FORMACAO DE €5V
APENDICES

APENDICE 2. Valores do fluxo salivar nos dias O e 21 nos PERIODOS 1, 2, 3, 4 ¢ 5.

PERIODO 1 PERIODO 2 PERIODO 3 PERIODO 4 PERIODO 5

Dia0 | dia21 Dia 0 dia 21 Dia0 dia 21 Dia 0 dia 21 Dia 0 dia 21

ID] FLUXO | FLUXO | FLUXO FLUXO | FLUXO | FLUXO | FLUXO | FLUXO | FLUXO | FLUXO
mi/min | mi/min mi/min mi/min mi/min mi/min ml/min mi/min mi/min mi/min
1 1,81 | 1,83 1,85 1,99 1,95 2,00 1,84 1,88 1,81 1,95
2 1,05 1,10 1,08 1,21 1,23 1,39 1,48 2,02 1,05 1,10
3 251 | 2,51 2,40 2,54 1,52 1,71 1,90 2,51 2,40 2,56
4 2,19 | 2,87 2,15 2,15 212 2,55 2,58 2,67 2,18 2,77
5| 1,36 1,49 1,46 1,58 1,60 1,65 1,39 1,49 1,36 1,49
6 1,10 1,14 1,84 2,00 1,18 1,22 1,20 1,34 | 1,09 1,19
7 1,60 1,61 1,48 2,30 1,51 1,61 1,60 1,86 1,83 1,95
8| 1,70 1,73 1,90 1,91 1,70 1,73 1,70 1,95 1,10 | 1,55
9 1,33 1,35 1,33 1,55 1,33 1,42 1,33 1,51 1,50 1,61
10 2,23 2,47 2,83 2,89 2,60 2,67 2,56 2,69 247 | 2,69
11 1,16 1,25 1,16 1,30 1,20 1,36 1,22 1,36 1,39 1,56
12 X X X X X X X X X X
13 2,09 2,25 2,00 2,55 2,00 2,00 2,08 2,19 2,15 215
14 1,47 1,62 1,47 1,71 1,44 1,59 1,39 1,60 1,45 1,65
15 1,46 1,27 | 1,40 1,40 1,38 1,25 1,33 1,35 1,27 1,36
16 1,84 2,00 1,80 2,00 1,95 2,05 2,01 2,23 1,84 2,51
17 1,48 | 2,30 1,48 1,99 1,54 | 1,66 1,55 2,33 1,51 2,16
18 1,90 1,71 1,87 1,76 1,89 1,78 1,67 1,71 1,74 | 1,71
19 2,58 2,55 2,66 2,75 2,42 2,59 2,22 2,56 2,61 2,58
20 2,34 2,13 214 2,25 1,98 2,13 2,32 2,36 2,51 2,49

119



EFEITO DAS ASSOCTACOES ENTRE TRICLOSAN-GANTREZ -ZINCO-PIROFOSFATO NA ATIVIDADE TRIPSINA E NA FORMACAC DE €SV,

APENDICES

APENDICE 3. Valores da atividade enzimética BAPNA {nmolxmgxmin) nas amostras de placa dental coletadas

no DIA 21 dos PEREODOS 1, 2, 3, 4 ¢ 5.

momomom OO Q] G OO0 0 W 0 @ m R PP P

Ol OO mmypm mj O O O O 2 | P b W @ W @

BB B ot W om WM omom MmO 0o o oo

O QO C PP P P o o @ o mmmm o O O O

W Wwm o OO O PPPOO Qe mm mm

6,24

1,09

9,15

6,86

4,03
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EFEITO DAS ASSOCTACOES ENTRE TRICLOSAN-GANTREZ-ZINCO-PIROFOSFATC NA ATIVIDADE TRIPSIMA £ NA FORMACAC DE C5V.
APENDICES

APENDICE 4. Valores quantitativos dos CVS ( ppb ) no hdlito dos voluntdarios nos PERTODOS 1 ,2,3,4¢ 5 nos
dias O e 21.

|
e L e b
Al 42 | 135 |B| 32 45 | D | 32 | 52 [€] 30 35 | E| 34 45
Al 38 62 | B| 34 46 |D| 35 66 |C| 25 31 |E| 22 39
Al 14 36 | B 17 32 |D| 18 | B0 [c]| 15 31 |E] 19 37
B 55 53 | A| 45 78 | €| 48 49 | E| 44 55 | D| 41 74
B 13 58 | A| 33 82 ¢ 10 45 [E| 14 5 [D1 16 68
B | 22 52 | A| 25 81 |C| 23 45 |E| 21 39 | D| 19 51
CREY 59 | A| 30 75 | C| 33 36 | E| 35 31 | D| 32 70
c | 31 42 | p| 33 70 |E| 28 50 |B]| 29 55 | A 26 89
c| 26 40 | D] 22 68 | E | 22 55 |B| 23 57 |A] 18 87
c| 43 55 | D| 35 61 | E| 37 44 |B| 40 50 |A| 38 92
| x X | «x X E] X X |B] X X A X X
D| 28 93 | E| 39 59 |B| 33 55 |A| 36 79 | €| 35 31
D [ 39 68 | E| 28 55 | B | 36 45 |[A| 24 95 |[C| 26 29
D | 23 87 |E| 19 44 [B| 25 | 43 [A[ 16 88 | C| 15 19
Bl 18 | 79 |E| 17 | 3 |B| 15 | 36 |A| 16 89 | C| 14 24
E| 23 3 [¢| 20 | 51 [A] 25 85 |D| 22 | 95 |B[ 21 60
E| 26 39 | €| 21 59 |A| 24 68 |D| 29 84 |B| 30 45
E| 22 37 | ¢ | 08 58 |[A| 24 76 |D| 10 77 | B| 08 32

TET] 224 42 |c| 30 | 5 |AT] 30 80 |D| 31 76 | B| 33 55
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Piracicaba, 13 de agosto de 1997.

Prof. Dr. ANTONIO WILSON SALLUM
Chefe do DEPTQ,DEPROT. E \PERIODONTIA
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