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RESUMO

Desenvolvimento, avaliacdo clinica e microbiol6gica de um verniz dentéario de
prépolis sobre reducdo de streptococcus mutans em criancas. Edilson Martins
Rodrigues Neto. Orientadora: Profa. Dra. Marta Maria de Franga Fonteles. Tese de
Doutorado em Farmacologia. Departamento de Fisiologia e Farmacologia.
Faculdade de Medicina. Universidade Federal do Ceara, 2017.

A cérie dentéria € uma condicdo acuUcar-dependente que pode ser definida como o
processo de desmineralizacdo da matriz dentaria no esmalte e/ou dentina induzida
por meio &cido, apresentando multiplos fatores que podem modular essa via. A
prépolis se apresenta como uma resina responsavel pelo selamento das colmeias de
abelhas (Apis mellifera), sendo proveniente da coleta delas em diversos tipos de
vegetais. Atualmente se tem conhecimento de pelo menos 200 tipos de compostos
identificados na propolis, a partir de amostras geogréficas diferentes e da
diversidade botanica. A caracterizacdo quimica da prépolis padronizou constituintes
como: acidos fendlicos prenilados, lignanas, terpenos e alcoois terpénicos, além de
derivados p-curmarinicos. Vernizes a base de produtos naturais vém sendo
estudados em pesquisas in vitro como agentes anti-carie. Ndo foram encontrados,
na literatura, relatos da utilizacéo de vernizes a base de prépolis vermelha brasileira,
bem como ensaios clinicos comparando esses vernizes a outros. Este estudo
buscou realizar o desenvolvimento, avaliacdo clinica e microbiolégica de verniz
dentario de propolis vermelha sobre reducéo de streptococcus mutans em criangas,
com finalidade de prevencdo da carie dentaria. Trata-se de um ensaio clinico,
randomizado, duplo-cego e longitudinal, controlado. Foram selecionadas, para
participacdo do estudo, 99 criancas. Primeiramente se realizou um estudo piloto
para verificar a melhor concentracdo do verniz de prépolis para se dar seguimento
ao ensaio clinico no qual os voluntéarios foram divididos em 3 grupos acompanhados
por 360 dias: verniz de clorexidina, verniz de Fluor e verniz de prépolis. Houve
expressiva reducdo da carga microbiana, com significancia estatistica, de
streptococcus mutans nos dias 90 e 180 apdés a aplicacdo do verniz de propolis em
relacdo ao grupo tratado com o verniz de clorexidina e com o verniz de flaor.
Conclui-se que verniz dentario de propolis vermelha brasileira 2,5% se mostrou
eficaz no controle das unidades formadoras de colbénias de Streptococcus mutans na
cavidade oral, quando utilizado no intervalo de 90 dias.

Palavras-chave: Streptococcus mutans. Clorexidina. Carie. Criancas. Prépolis
Vermelha



ABSTRACT

Development, clinical evaluation and microbiological of a dental varnish of
propolis about reduction of streptococcus mutans in children. Edilson Martins
Rodrigues Neto. Supervisor: Phd Professor Marta Maria from Franga Fonteles.
Doctoral thesis in Pharmacology. Department of Physiology and Pharmacology.

Faculty of Medicine. Federal university of Ceara, 2017

The dental decay is a sugar-dependent condition that can be defined as the process
of demineralization of the dental head office in the enamel and/or dentine induced by
acid middle, presenting multiples factors that can modulate that road. The prépolis
comes as a responsible resin for the sealing of the beehives of bees (Apis mellifera),
being originating from his/her collection in several types of vegetables. Now
knowledge is had of at least 200 types of identified compositions in the prépolis,
starting from different geographical samples and of the botanical diversity. The
chemical characterization of the propolis standardized constituent as: fenolics
prenilads acids, lignans, terpens and terpenics alcohols , besides having derived p-
curmarinics. Varnish base of natural products has been studied in researches in vitro
as agents anti-decay. They were not found, in the literature, reports of the varnish
use the base of Brazilian red prépolis, as well as clinical rehearsals comparing those
varnish the other ones. This study looked for to accomplish the development, clinical
evaluation and microbiological of dental varnish of red prépolis about reduction of
streptococcus mutans in children, with purpose of prevention of the dental decay. It is
a clinical rehearsal, randomized, double-blind and longitudinal, controlled. They were
selected, for participation of the study, 99 children. Firstly he/she took place a pilot
study to verify the best concentration of the propolis varnish to feel continuation to
the clinical rehearsal in which the volunteers were divided in 3 groups accompanied
by 360 days: clorexidina varnish, Fluor varnish and prépolis varnish. There was
expressive reduction of the microbial load, with statistical significance, of
streptococcus mutans on 90 and 180 after the application of the prépolis varnish in
relation to the group treated with the clorexidina varnish and with the fldor varnish.
Concui-if that dental varnish of Brazilian red prépolis 2,5% were shown effective in
the control of the units forming of colonies of Streptococcus mutans in the oral cavity,
when used in the interval of 90 days.

Key words: Streptococcus mutans. Chlorhexidine. Dental decay. Children. Red

Propolis
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1. INTRODUCAO

1.1 Céarie dentaria

7z

A cérie dentaria é uma condicdo acUcar-dependente que pode ser
definida como o processo de desmineralizacdo da matriz dentaria no esmalte
e/ou dentina induzida por meio &cido, apresentando mudltiplos fatores que
podem modular essa via (ZAFAR; HARNEKAR; SIDDIQ, 2009; TENUTA;
CURY, 2010). Por sua vez, a Carie de Primeira Infancia (CPI) pode ser definida
como uma doenca multifatorial, que acomete a denticdo decidua. Caracteriza-
se pela presenca de pelo menos um dente cariado (lesdo com ou sem
cavitacdo), a auséncia de um dente (por carie), ou a existéncia de uma
restauracdo provisOria em um dente, em uma crianga de idade compreendida
entre 0 e 71 meses (COSTA et al.,, 2010; LOBO et al.,, 2011). A Figura 1

apresenta um tipo de lesdo cariosa cavitada.

Figura 1: Pequena les@o cariosa cavitada na superficie oclusal de um molar mandibular.
(fonte: GONZALEZ-CABEZAS,2010)

No contexto epidemiolégico, a carie dentaria € uma doenca com ampla
distribuicdo global, apresentando elevada prevaléncia e acometendo cerca de
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80 a 99% da populacdo mundial, sendo ela a principal causa de auséncias
dentarias (SEGUEN HERNANDEZ et al., 2010; SIMON-SORO; MIRA, 2015).
Nos Estados Unidos, mais de 50% das criancas entre 5 a 9 anos de idade,
apresentam pelo menos uma lesdo cavitada ou restauracdo, e essa proporgao
aumenta para 78% entre os jovens de 17 anos; sendo que em populacdes de
menor poder aquisitivo esses niveis encontram-se mais elevados
(BAGRAMIAN et al., 2009).

Um inquérito de salde bucal, produzido na Australia, verificou que pelo
menos 37% dos escolares apresentaram uma auséncia de dente deciduo,
sendo que 84% desses casos se deram por caréncia de tratamento dentario
adequado (ARROW,; RAHEB; MILLER, 2013).

No Brasil, a doenca carie € verificada por meio do indice CPOd, que
significa o numero médio de dentes permanentes cariados, perdidos e
obturados (ressalta-se, que, dentes obturados sao referentes a restaurados e
nao situacbes de tratamento endodontico), aos 12 anos de idade, em
determinado espaco geografico, no ano considerado. Esse indice estima a
experiéncia presente e passada do ataque da carie dentaria a denticdo
permanente (BRASIL, 2011).

A idade de 12 anos é adotada internacionalmente como parametro
basico para uso do indicador. Os valores do indice correspondem aos
seguintes graus de severidade: muito baixo (0,0 a 1,1), baixo (1,2 a 2,6),
moderado (2,7 a 4,4), alto (4,5 a 6,5) e muito alto (6,6 e mais). Valores
elevados indicam mas condicbes de saude bucal da populacéo,
frequentemente associadas a condi¢cbes socioecondmicas desfavoraveis, a
dificuldade de acesso aos servigos e a habitos deletérios, como alto consumo
de acucares, mas também pode indicar limitado acesso ao flior (BRASIL,
2011).

Em territorio brasileiro, no ano de 2010, atingiu-se um indice CPO-d de
2,1, correspondendo a um grau de severidade baixo e obtendo-se uma reducéo
evolutiva nesse critério desde 1986 até 2010, quando foi realizado a Pesquisa
Nacional de Saude Bucal (SB Brasil) (BRASIL, 2011). A evolucdo temporal do

Brasil e por Regido pode ser visualizada na Tabela 1.
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Tabela 1: Evolucéo temporal do indice CPO-d no Brasil e suas Regides em escolares.

Regido 1986 1996 2003 2010
Brasil 6,7 3,1 2,8 2,1
Norte 7,5 4,3 3,1 3,2
Nordeste 6,9 29 3,2 2,7
Sudeste 6,0 2,1 2,3 1,7
Sul 6,3 2,4 2,3 2,0
Centro-Oeste 8,5 2,9 3,2 2,6

Fonte: Ministério da Saude, 2011

Apesar da doenca carie ter sua prevaléncia diminuida, assim como 0s
graus de severidade em paises desenvolvidos, percebe-se que ela ainda é um
desafio para os programas de saude publica de paises em desenvolvimento
pelo alto consumo de calorias vazias, baixa exposi¢do ao F , e dificuldade no
acesso a servi¢cos de saude bucal (JAMES; PARNELL; WHELTON, 2010).

O classico postulado de Koch, uma das pedras angulares da
microbiologia, descreve que uma doenca infecciosa sera causada por um
micro-organismo patogénico, sendo esse norteador aplicado a maioria das
doencas infecciosas (SIMON-SORO; MIRA, 2015). Na década de 1920 foram
isolados os Streptococcus mutans (SM) em lesfGes cariosas, nesse contexto,
seguindo o postulado de Koch, esses foram caracterizados como 0 agente
etiolégico da carie dentaria; mantendo sua importancia clinica durante décadas
como principal agente causador da carie. Assim, esses micro-organismos
nortearam, durante muito tempo, as condutas de prevencao, diagnostico e
tratamento da doenca céarie (SIMON-SORO; MIRA, 2015). Entretanto, com o
passar do tempo, novas espécies microbianas, como lactobacilos e
bifidobactérias, foram isoladas em lesbes de carie, comprovando assim, que 0
Streptococcus mutans ndo seria o Unico patégeno cariogénico, mas que as
lesbes cariosas eram favorecidas por uma complexa associagcdo de micro-
organismo acidogénicos presentes no biofiime bacteriano aderido a placa
dentéaria (SIMON-SORO; MIRA, 2015).
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No equilibrio normal da microbiota oral, micro-oganimos acidogénicos
interagem metabolicamente com carboidratos fermentéveis favorecendo o fluxo
da cérie dentéria, tornando-se, assim, parte relevante do processo patolégico.
Dessa interacdo complexa de micro-organismos surge o biofilme bacteriano
que fica aderido na superficie dentaria, dessa maneira, 0 ambiente propicio
para desmineralizacdo dentaria encontra-se formado (ZAFAR; HARNEKAR;
SIDDIQ, 2009; LOBO et al., 2014).

O biofilme bacteriano € constituido por uma comunidade microbiolégica
organizada em uma matriz extracelular adesiva que fica aderida as superficies
dentarias, em condi¢cbes ideais como de alto consumo de carboidratos
fermentdveis, pode haver corrupcdo nesse microssistema culminando em
alteracdes bioguimicas e microbiolégicas que favoreceram o processo de carie
dentaria (CCAHUANA-VASQUEZ; CURY, 2010; SIMON-SORO; MIRA, 2015).
O acumulo do biofilme bacteriano é considerado um dos fatores criticos para o
curso da formacdo da lesdo cariosa. Quando ocorre a ineficacia do controle
mecanico e ndo ha desestabilizacdo dos sitios de biofilme estagnados, havera
uma pressao natural com selecdo de micro-organismos do género
Streptococcus e Lactobacilos que se tornaram dominantes no biofilme
favorecendo, assim, os processos de desmineralizacdo da matriz dentéria por

producado de acido em processos fermentativos (DE-CARLI et al., 2011).

Esse processo de pressao seletiva pode ser explicado pelo seguinte
fluxo: inicialmente ocorre uma grande oferta de carboidratos fermentaveis
provenientes da dieta, na cavidade oral, assim 0s micro-organismos iniciam a
producdo de acido, sintese de polissacarideos extracelulares e de energia
para seus processos bioquimicos. Apos essa fase ocorre um periodo refratario
de “fome de agucar”, no qual pode ocorrer a selegao de micro-organismos mais
tolerantes a um meio acido (CCAHUANA-VASQUEZ; CURY, 2010).

Quando o pH atinge niveis criticos para esmalte ou dentina, estes
perderdo calcio e fosfato, sofrendo desmineralizacdo. O pH permanece critico
por um tempo que varia de 20 minutos a horas, e entédo retorna ao normal. O
tempo para haver a reversao ao pH normal depende da forma como o acucar é

ingerido, em que periodo do dia, sendo também relevante a acdo da saliva.
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Assim, se o acucar for ingerido na forma liquida, o pH volta ao normal mais
rapidamente do que se alimentos sélidos forem consumidos. Por exemplo,
biscoitos recheados, por serem mais retentivos, sdo 45% mais cariogénicos
que aclcar puro (CCAHUANA-VASQUEZ; CURY, 2010; GONZALEZ-
CABEZAS,2010).

Toda a perda da estrutura mineral dentaria, formada majoritariamente
por hidroxiapatita, faz parte do processo patoldgico da doenca carie. Os cristais
de hidroxiapatita na superficie do dente passam regularmente por periodos
naturais de ganho mineral (remineralizacdo) e perda mineral
(desmineralizacdo), particularmente em superficies cobertas por biofilmes
(estagnados) ndo perturbados. Quando esse processo chega a um ponto no
qual a desmineralizacdo atinge um nivel maior que o de mineralizacao, tem-se
instalada a génese da céarie dentaria (GONZALEZ-CABEZAS,2010) (Figura 2).

I Cérie Dentéria l Reparo Dentério |

I Desmineralizacio | ” I Remineralizacéo

*Biofilme; / \ \ *Fluoreto;
*Carboidratos \ *Czlcio;
fermentaveis; \ *Fosfato;

Figura 2: Processo simplificado Des\Remineralizagdo (fonte: adaptado de
https://science.education.nih.gov/supplements/nih2/oral-health/images/guide/L5/L5-79a.gif)

No momento que a desmineralizacdo supera a remineralizacdo a

superficie dentaria tendera a ter sua rugosidade e porosidade aumentada. Esse
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aumento de porosidade leva a formacdo de uma lesdo subtecidual, que se
diferencia de outras lesGes dentarias erosivas como as causadas por
desmineralizacdo por acidos fortes, nas quais o tecido dentério sofre perda da
estrutura do esmalte camada por camada. Esse fendbmeno é explicado pela
maior resisténcia da parede externa da placa dentaria devido, principalmente, o
maior aporte de fons que favorecem a remineralizacdo como F, Ca®* e POy,
deixando, assim, as camadas mais internas com maior sensibilidade a acao do
H" produzido (GONZALEZ-CABEZAS, 2010; BUZALAF et al., 2011).

Além disso, a composicado bioldgica do tecido dentinario apresenta um
menor percentual de hidroxiapatita, porém essa se encontra na forma de
polimorfos que apresentam reticulos cristalinos de pequenas dimensfes e
consequentemente com menor estabilidade, assim a hidroxiapatita dentinaria
se torna mais reativa que a do esmalte dentario, pois oferecerd uma maior
superficie de contato e, portanto, necessitard de um menor grau de energia
para que haja quebra do reticulo cristalino do soélido pelo solvente (GONZALEZ-
CABEZAS, 2010; BUZALAF et al, 2011) (Figura 3).
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Figura 3: Composicao bioldgica do esmalte dentario e tecido dentinério. (fonte: adaptado
de BUZALAF et al, 2011)

A remineralizacdo deve ser o resultado esperado em qualquer
tratamento de manejo de céarie dentaria, esse fenbmeno em lesdes nao

cavitadas tem sido relatada desde o inicio do século XX, quando se observou
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gue o esmalte desmineralizado endureceu na presenca de saliva. O processo
de remineralizac&o ocorre na presenca de fons de Ca** e PO, biodisponiveis,
sendo fortemente potencializado pela presenca de F, desse modo, o fluxo
salivar, a dieta do paciente para aporte de desses ions na cavidade oral e a
suplementacdo de F  veiculado em diversas formas farmacéuticas como:
dentifricios fluoretados, colutorios, vernizes e geéis; torna-se fundamental para
o favorecimento da remineralizacdo (GONZALEZ-CABEZAS,2010; TENUTA,
CURY,2010).

Os acucares fermentaveis, tais como sacarose, frutose e glicose
contribuem de modo substancial para a patogénese e processo de
desenvolvimento da cérie dentaria. Além disso, a sacarose por ser um
edulcorante barato e de facil acesso, encontrando-se presente huma gama de
alimentos processados ou ndo, tem a capacidade de converter alimentos néo
cariogénicos ou anti-cariogénicos em cariogénicos. Com esse maior aporte de
carboidratos fermentaveis no biofilme ocorre uma desregulacdo da microbiota
normal havendo uma diminuicdo de micro-organismos, que sao capazes de
controlar naturalmente o crescimento da populacdo de outras bactérias
acidogénicas (ZAFAR; HARNEKAR; SIDDIQ, 2009).

Durante o sono o fluxo salivar é reduzido culminando numa diminui¢ao
da neutralizacdo dos &cidos produzidos no biofilme e numa menor
desestabilizacdo do mesmo, por conta da diminuicdo da veiculacdo de
anticorpos, imunocomplexos, proteinas do sistema complemento e defensinas
na cavidade oral. Desse modo, ocorrera uma maior e mais efetiva interacdo
entre o biofilme e a superficie dentaria, favorecendo o processo de
desmineralizagdo. A saber: a cada unidade de pH diminuida no biofilme
bacteriano aumenta-se em 10 vezes a solubilidade da hidroxiapatita (ZAFAR;
HARNEKAR; SIDDIQ, 2009; BUZALAF et al, 2011).

Um fator importante de etiologia e diagnostico da doenca carie é o fator
relacionado ao hospedeiro. A carie dentaria ocorre de modo relativamente
lento, requerendo de 1 a 2 anos para sua progressao através do esmalte, isso
dependendo das condicbes do meio. Aparentemente, existem fatores do

hospedeiro que favorecem a formacdo da carie e mecanismos que inibem o
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seu desenvolvimento. O primeiro fator do hospedeiro que favorece a céarie sao
0s contornos anatdbmicos dos dentes e a forma da arcada. O dente molar
possui muitos sulcos e fissuras profundos que favorecem o desenvolvimento da
placa, e o desenvolvimento evolucionario da forma do arco humano levou ao
contato proximal dos dentes e ao aparecimento de apinhamentos (HABIBIAN et
al., 2001; TENUTA, CURY,2010; GONZALEZ-CABEZAS,2010).

Outro componente importante € a higiene oral, pois a desorganizagdo do
biofilme, através da escovacédo, impede que ele se torne espesso, facilitando,
assim, a auto-limpeza pela saliva e equilibrando o0 processo de
desmineralizacdo-remineralizacdo. A higiene oral deficiente permite que um
maior nimero de superficies seja coberta por biofilme maduro, tornando-as
mais susceptiveis ao desenvolvimento de lesdes cariosas. Logo, se esses
fatores forem encontrados no hospedeiro, serdo fortemente sugestivos de alto
risco a carie, devendo ser controlados para evitar o aparecimento da doenca
(HABIBIAN et al., 2001; TENUTA, CURY,2010; GONZALEZ-CABEZAS,2010).

Entretanto, em conceitos mais atuais e complexos, a carie dentaria pode
ser caracterizada como uma condi¢do patolégica crénica multifatorial agucar-
dependente, que envolve variaveis como higiene oral, dieta cariogénica,
microbiota oral, fatores relacionados ao individuo e socioeconémicos (TENUTA,
CURY, 2010; BUZALAF et al., 2011; SIMON-SORO; MIRA, 2015).

1.2 Clorexidina

Os agentes antimicrobianos demonstram grande valor no processo de
prevencdo da doenca cérie, haja vista o papel da microbiota patogénica
residente no biofilme oral na génese desse processo (JAMES; PARNELL;
WHELTON, 2010). A clorexidina corresponde a um antimicrobiano de largo
espectro e sua formula consiste em dois anéis simétricos de 4-clorofenil e
dois grupos de biguanida conectados por uma cadeia central de

hexametileno. O gluconato de clorexidina é um anti-séptico quimico,


http://pt.wikipedia.org/wiki/Anti-s%C3%A9ptico

antifngico e um composto bactericida capaz de eliminar tanto micro-
organismos gram-positivos quanto micro-organismos gram-negativos, no
entanto mostra-se menos eficiente contra 0S micro-organismos gram-
negativos. Também, sendo um bacteriostatico em concentracdes baixas,
impedindo a proliferacdo de bactérias. A clorexidina tem grande afinidade
pelas bactérias, provavelmente em decorréncia da adsor¢cdo da molécula
catibnica (positiva) & parede celular aniénica (negativa) do micro-organismo.
Essa adsorcdo aumenta a permeabilidade da membrana bacteriana, abrindo
verdadeiras crateras, permitindo a penetracdo da clorexidina no citoplasma,
causando a morte da bactéria (GREENSTEIN, 1986; MALTZ; RIBEIRO;
HASHIZUME, 2007; JAMES; PARNELL; WHELTON, 2010; SLOT et
al.,2011).

E um agente antimicrobiano que apresenta alta substantividade, ou
seja, alta capacidade de manutencao por um tempo prolongado na cavidade
oral, demonstrando propriedades de adsorcdo na superficie dentaria, e
apresentando uma acao contra os Streptococcus mutans, principalmente por
sua capacidade de se aderir aos polissacarideos extracelulares. Entretanto a
clorexidina ndo apresenta atividade viricida e nem contra bacilos alcool-
acidos resistentes. Outra limitacdo do uso do farmaco e a impossibilidade da
sua veiculacdo em formas farmacéuticas que apresentem substancias de
carater anidénico na sua composicdo, o que levaria a precipitacao do farmaco
(GREENSTEIN, 1986; MALTZ; RIBEIRO; HASHIZUME, 2007; JAMES;
PARNELL; WHELTON, 2010; SLOT et al.,2011).

Em funcado de suas cargas positivas, reage com a superficie da célula
microbiana, destruindo a integridade da membrana celular, principalmente
pela ligacdo dos grupos biguanida aos fosfolipidios da membrana (Figura 4).
Assim, ela induz modificagbes estruturais que levam a um desequilibrio
osmotico na célula provocando a ruptura da membrana, o vazamento de
componentes intracelulares, precipitacdo do citoplasma e a morte do micro-
organismo (MALTZ; RIBEIRO; HASHIZUME, 2007; JAMES; PARNELL;
WHELTON, 2010).
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O uso do farmaco se encontra consolidado na pratica clinica
odontoldgica, tendo sido exaustivamente estudado como agente terapéutico
anti-placa e anti-gengivite, além de ter sido demonstrado que seu uso é
favoravel no processo de prevencao e controle da céarie dentaria (JAMES,;
PARNELL; WHELTON, 2010).
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Figura 4: Representagdo quimica da férmula estrutural plana do digluconato de
clorexidina (fonte: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/5b/Chlorhexidine.png )

Trata-se do agente quimioterapico anti-infeccioso mais utilizado pelos
profissionais na prevencdo da carie dentaria em criancas. Trabalhos
demonstram que a aplicacéo clinica da clorexidina na cavidade oral, na forma
de gel ou colutorio, apresenta um efeito de reducdo dos niveis de
Streptococcus mutans na saliva e placa dentaria, ainda que, posteriormente, os
niveis bacterianos eventualmente aumentem para niveis encontrados antes do
tratamento. Essa substancia hidrossolivel em pH fisiolégico dissocia-se,
liberando o componente catidnico, apresenta alta substantividade, e a sua
atuacdo sobre a pelicula adquirida, em microorganismos gram-positivos e
gram-negativos, leva a uma reducdo significativa nos niveis de placa
bacteriana (FIGUEIREDO et al., 2004).

A clorexidina tem sido utilizada na Odontologia em diferentes

concentracfes e em diferentes veiculos: verniz de clorexidina a 1%, 10%, 20%,
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25%, 33% e 40%, gel de clorexidina numa concentracdo a 1%, em
enxaguatorios com uso didrio em concentragfes a 0,12 % e 0,2% e finalmente
como goma de mascar (LOBO, 2008; SLOT et al., 2011). Entretanto, cabe
ressaltar que a clorexidina, por ter seu uso disseminado em ambientes de
cuidados de saude e fora deles, deve ter seu uso atrelado a uma criteriosa
avaliacao clinica, pois como qualquer agente antimicrobiano, seja antibiético ou
quimioterapico, o farmaco encontra-se sujeito a resisténcia bacteriana. Tendo
esse fenbmeno ja sido documento na literatura com bactérias Gram + e Gram —
(HORNER; MAWER; WILCOX, 2012).

Devido a agao antimicrobiana bem estabelecida, a clorexidina tem sido
utilizada, segundo demonstra a literatura, como controle positivo em diversos
estudos clinicos e laboratoriais (FIGUEIREDO et al., 2004). Mas, a sua
necessidade de frequéncia de aplicacdo, o gosto desagradavel, o
manchamento dos dentes, dentre outros efeitos negativos, tém estimulado a
procura por alternativas mais apropriadas para criangcas jovens. Portanto,
embora sendo considerada como padrédo-ouro para a inibicdo da formacéo da
placa bacteriana dentéria, a clorexidina vem sendo questionada para uso como
antimicrobiano contra céarie (VOLLMER et al.,, 2010; LOBO et al., 2014). A
Figura 5 apresenta o aspecto de manchamento dentario causado pelo uso

cronico com clorexidina.
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Figura 5: Manchamento dentario causado por uso crénico de colutorio bucal de
clorexidina. (fonte: http://www.prestige-dental-care.com.my/blog/wp-
content/uploads/2011/02/chlorhexidine-staining.jpg)

Um ensaio clinico randomizado que contou com a participacdo de 1101
voluntarios, que utilizaram um colutério de clorexidina 0,12% (p/v) diariamente
por 1 més e, posteriormente, uma vez por semana durante 5 meses nao
demonstrou diferencas significativas na reducdo da carie dentaria frente ao
placebo durante um periodo de acompanhamento de 5 anos (WYATT, 2007).

Em contrapartida outro ensaio clinico avaliou a eficacia de um verniz de
clorexidina 10%(p/v), aplicado em consultorio odontoldgico, em 240 pacientes
com xerostomia e que apresentavam elevado risco para desenvolvimento de
carie dentéria frente a um placebo de cloridrato de quinina para mimetizar o
sabor amargo da clorexidina. Os pacientes receberam 4 tratamentos semanais
e um quinto tratamento com 6 meses. O grupo do verniz de clorexidina
apresentou uma reducao relativa de 24,5% de céries radiculares e coronais
combinadas e 40,8% em caries radiculares isoladas, além de uma diminuicdo
de 14,4% no aumento das caries pré-existentes (BANTING et al, 2000).

Em uma revisdo sistematica, que reuniu 16 ensaios clinicos com verniz
de clorexidina, por conta dos resultados apresentados serem conflitantes
chegou-se a constatagcdo que a evidéncia de efichcia do produto era
inconclusiva (TWETMAN, 2004). Em outra reviséo sistematica, verificou-se que

o verniz de clorexidina apenas apresentava efeito na prevencdo da carie
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dentaria quando aplicado em intervalos de 3 a 4 meses, sendo que nao foi
verificado eficacia em intervalos mais longos de aplicacdo (ZHANG et al, 2006).
Também foi feita a comparacdo dos resultados de seis ensaios clinicos, nos
quais o uso do verniz de clorexidina foi comparado com o tratamento placebo
ou de nao intervencdo. N&o foi verificada reducao significativa da carie
dentaria com o tratamento, sendo verificada apenas reducédo da populacédo de
Streptococcus mutans (JAMES; PARNELL; WHELTON, 2010).

No entanto, apesar de se documentar a atividade da clorexidina
veiculada em diversas formas farmacéuticas de uso odontoldgico, ndo se pode
extrapolar sua agcédo antimicrobiana frente ao Streptococcus mutans para um
efeito anti-cariogénico propriamente dito, pois apesar do importante papel da
microbiota oral no processo da génese da carie dentaria sabe-se que a riqueza
de micro-organismo no biofilme bacteriano € enorme e, ainda assim entende-
se gue a situacdo patoldgica apresenta uma gama de fatores que devem ser
levado em consideracdo (TENUTA, CURY,2010; SLOT et al, 2011; SIMON-
SORO; MIRA, 2015).

1.3 Flaor

O fldor foi introduzido na pratica clinica odontoldgica desde a década de
1970. Ainda que nao se tivesse, na época, decifrado totalmente a etiologia da
carie dentaria e seu papel no processo de reparo tecidual, sempre foi
considerado um dos grandes responsaveis pelo declinio exponencial da
prevaléncia da cérie dentaria na populacdo, principalmente em paises
desenvolvidos. Entretanto ressalta-se que uma exposicao exacerbada ao ion F
durante o desenvolvimento dentario pode acarretar em fluorose dentaria, sendo
esse 0 Unico efeito clinicamente relevante comprovado em odontologia
(BUZALAF et al., 2011).

O aumento da prevaléncia da fluorose dentaria ocorreu de forma

cronoldgica e diretamente proporcional a diminuicdo da céarie dentaria, sendo
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que a fluorose muito leve a leve é um efeito secundario a terapia que gera
pouco ou nenhum efeito na qualidade de vida do paciente. Porém, é necessario
que o profissional odontdlogo tenha acertada cautela, necesséaria no seu uso,
para prevenir a fluorose moderada a grave (BUZALAF et al., 2011).

A suplementacdo da agua de abastecimento publico foi a primeira
estratégia para prevencdo de caries que utilizou o flior de forma terapéutica.
Outra conduta inicialmente empregada foi a orientacao de gestantes a utilizar a
suplementacdo com F para protecao dos filhos contra céries dentérias, sendo
desaconselhada atualmente. Nas décadas 1940 a 1970 o mecanismo de acao
cariostatico do fluor foi baseado na sua absorcdo pelo esmalte dentario e
consequente aumento da resisténcia a desmineralizacdo, pois a fluorapatita
seria mais persistente a dissolugcdo que a hidroxiapatita em meio acido
(BUZALAF et al., 2011; FRAZAO; PERES; CURY, 2011).

Esse fenbmeno poderia ser atribuido a apresentacdo de um reticulo
cristalino mais organizado e estavel do solido da fluorapatita, necessitando,
consequentemente, de uma maior energia para que ocorresse a sua
solubilizagdo no meio. Assim, assumia-se o risco de fluorose de bom grado
tendo em vista os inquestionaveis beneficios da fluorterapia na prevencéo da
carie (BUZALAF et al., 2011, FRAZAO; PERES; CURY, 2011).

Entretanto, essa proposicdo nao elucidava totalmente o mecanismo de
acao cariostatico do fluor, pois na superficie do esmalte a concentracao
maxima de F é de 3.000 ppm, com substituicio de cerca de 8% de
hidroxiapatita por fluorapatita, sendo que esse valor decai no interior do tecido
para cerca de 50 ppm. Assim, estudos adicionais concluiram que o flior em
solugéo nas fases fluidas do ambiente oral, mesmo em concentragcbes baixas
como de 1 ppm pode reduzir substancialmente a solubilidade da hidroxiapatita
em meio acido e consequentemente a desmineralizacdo (BUZALAF et al.,
2011).

Frente a um desafio acido a saliva tendera a alcalinizar o pH bucal,
quando esse atingir um valor proximo de 5,5 a remineralizacdo acontecera de
forma natural, uma vez que a saliva estara supersaturada de minerais em

relacdo ao tecido dentario. Tracos de F em solucdo irdo favorecer esse
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processo, pois o fllor ird se adsorver na matriz desmineralizada atraindo ions
de Ca?*, formando um ndcleo de remineralizagéo, um ponto critico no processo
de cristalizacdo, que por sua vez sera mais resistente a um desafio erosivo
acido, vide figura 06 (GONZALEZ-CABEZAS, 2010; BUZALAF et al., 2011).

increased
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Figura 6: Processo esquemético da remineralizacdo dentaria na presenca do fldor. (fonte:
BUZALAF et al, 2011)

O floor ainda parece apresentar efeitos anticariogénicos quando
administrado de forma sistémica, como na agua de abastecimento publico, pois
apesar de realmente apresentar grande efeito toépico ao se impregnar na matriz
dentaria e ao ficar em solucéo nos fluidos orais; também foi demonstrado que a
exposicdo ao flior num periodo pré-erupcional dentario gera uma adsorcao do
ion no esmalte dentario em formacéo, garantindo, assim, a formacdo de uma
matriz dentaria menos propensa a erosao e com possibilidade de liberacédo de
fluoreto, no meio oral, frente a um desafio 4cido apds a erupcédo do dente
(SINGH; SPENCER; BRENNAN, 2007).

Quando administrado de forma sistémica parte do flior absorvido tende
a ser novamente secretado pelas glandulas salivares, favorecendo, desse
modo, o enriqguecimento dos fluidos orais e consequente melhora nos

processos de remineralizacao dentaria (TENUTA, CURY, 2010).

Os beneficios da fluoretacdo da agua de abastecimento podem ser
verificados, também, no preparo dos alimentos, pois ao se cozinhar feijdo e

arroz com agua fluoretada, aumenta-se em até 4 vezes a concentracao de fldor
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na saliva. Esses alimentos tendem a ficar impregnado durante o preparo com o
ion, havendo uma posterior liberacdo do F no momento da mastigacao da
refeicdo (TENUTA, CURY,2010).

Em solucgéo nos fluidos biolégicos o flior pode apresentar efeitos sobre a
microbiota oral. Com a producdo de acidos pela fermentacdo bacteriana os
jons de F interagem com o H' produzido, formando HF esse por sua vez é
bastante permeavel a membrana celular bacteriana e volta a se dissociar em
meio citosolico, estando novamente na forma ionizavel disponivel para inibir
algumas vias metabodlicas dos micro-organismos, ajudando, assim, de forma
indireta a reduzir a producédo de acido no biofilme, como demonstrado na figura
07 (KOO, 2008).

Nesse contexto, o ion fluoreto ndo demonstra ser um bacteriostatico
propriamente dito, mas causaria um stress metabdlico sobre o0s micro-
organismos, ao dificultar a realizacdo de alguns processos bioquimicos como:
inibicdo da atividade glicolitica, producdo de acido e sintese de glucano
(BUZALAF et al., 2011).

H'+F +
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Figura 7. Acumulo, distribuicdo e efluxo de F em bactérias orais. (fonte: BUZALAF et a.l,
2011)
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Dentre as formas farmacéuticas que veiculam o F destacam-se o0s
dentifricios, pois esses conseguem combinar acdo mecanica que
desestabilizara o biofilme bacteriano com o aumento de flior na cavidade oral.
Quando o componente abrasivo do dentifricio € o carbonato de célcio, ganha-
se um incremento positivo na relacao des/remineralizacdo pois o0 aumento de
Ca?"intra oral também ira favorecer o processo de remineralizacdo junto com o
fldor (TENUTA, CURY,2010; BUZALAF et al., 2011).

Produtos de uso profissional com alta concentragdo de flior como géis
(9.000 a 12.300 ppm) e vernizes dentarios (22.500 ppm) irdo agir ndo apenas
aumentando transitoriamente a concentracdo de fldor intraoral, mas também
gerando a precipitacao de sais de origem dentaria formando depdsitos minerais
na cavidade oral como flourapatita e floureto de célcio que néo irdo se dissolver
nos fluidos orais, mas terdo sua liberacdo mediada pelo equilibrio quimico de
dissolucéo, de modo lento; atuando, assim, como reservas de fllor e célcio na
cavidade oral que serdo recrutadas no momento de um desafio erosivo acido
(TENUTA, CURY,2010; BUZALAF et al., 2011).

Esses métodos de uso profissional de formulagées de flior com altas
concentracbes se mostram bastantes Uteis na prevencdo e controle da cérie
dentaria em populacdes de alto risco, pois a liberacdo lenta e prolongada
desses ions ir4 favorecer tanto a remineralizacdo quanto a diminuicdo da
producdo de acido, por stress do metabolismo bacteriano (TENUTA, CURY,
2010; BUZALAF et al., 2011; SLADE et al., 2011).

Num ensaio clinico conduzido com 543 criancas aborigenes australianas
que foram acompanhadas por 2 anos, a cada 6 meses, com aplicacdo de
verniz de flior observou-se que houve uma reducdo de 24 a 36% nha presenca
de céries dentarias e uma prevencdo de 31% quando comparadas com as
criancas acompanhadas no grupo controle, desse modo, percebeu-se que flaor
na forma de verniz é uma opcéo eficaz no controle da carie em criancas
(SLADE et al., 2011).
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Uma revisao sistematica que avaliou 23 ensaios clinicos randomizados
ou ndo, que utilizaram verniz de flior em concentracdo de 2,26% (fluoreto
total), aplicados em criancas de 6 meses a 15 anos e dois desses em adultos
de 44 a 79 (prevencdo de carie radicular), nos quais os vernizes foram
aplicados a cada 6 meses ou anualmente. Foi demonstrado que a utilizacao de
vernizes de flior nessa concentracdo, em pacientes de 6 a 18 anos, na
prevencdo de caries dentarias coronais e radiculares é recomendavel,
apresentando um nivel evidéncia moderada (WEYANT, 2013). Entretanto, esse
mesmo estudo avaliou outros 3 ensaios clinicos, nos quais se usou o verniz de
flor na concentracdo de 0,1% sendo esse confrontado com um placebo ou
apenas orientacbes de higiene oral, a idade dos pacientes variou de 5 a 12
anos. Concluiu-se que a utilizacdo de verniz de flior nessa concentracdo nao
apresentou evidéncia de beneficios, ndo sendo recomendavel a sua utilizacédo

com a finalidade de prevencéo de caries (WEYANT et al, 2013).

Uma metanalise avaliou 8 ensaios clinicos que comparavam 0 uso de
dentifricio fluoretado padrdao e com baixa concentracdo de fllor em criancas
pré-escolares versus um placebo ou nenhuma intervencdo. Os dados
revelaram que houve reducdo significativa de 31% de caries na superficie
dentaria e de 16% no dente, enquanto o dentifricio de baixa concentracao de
flior se mostrou eficaz apenas na reducdo da céarie de superficie com 40%.
Desse modo, concluiu-se que os dentifricios padrdo sdo eficazes na prevencao
de caries dentarias em pré-escolares, devendo seu uso ser recomendado
nessa faixa etaria (DOS SANTOS; NADANOVSKY; DE OLIVEIRA, 2013).

Dois trabalhos de revisdo avaliaram o uso do flior na forma de colutério
numa concentragédo de 0,9% em criangas com mais de 6 anos; foi concluido
gue em criancas acima dessa idade o uso de colutorio fluoretado se mostrou
benéfico na prevencdo da carie dentéria e que pelos riscos de degluticdo ndo
deve ser indicado para criangas menores (TENUTA, CURY, 2010; WEYANT et
al., 2013).

Em um estudo de revisdo que avaliou a qualidade e consumo da agua
fluoretada descreve-se que a flouretacdo da agua se mostrou efetiva na

prevencdo da carie dentaria, com uma mediana de 14,6% na reducédo de
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criancas com carie e com 40% de prevencdo a novas caries, entretanto os
autores alertam para o risco de fluorose dentaria e outros problemas de saude,
como lesdes renais, por conta do consumo de agua com teor maior de 0,9
mg/L de F (FRAZAO; PERES; CURY, 2011).

A fluorose dentaria é caracterizada pela exposicdo excessiva e/ou
cronica de fldor levando a sua deposicdo no esmalte dentario, que ocorre
durante o processo de odontogénese provocando, desse modo, um
manchamento dos dentes. As manchas se caracterizam clinicamente por
coloracdo branca a castanho escuro e presenca de um esmalte dentario opaco,
podendo inferir também em ocorréncia de areas hipoplasicas e de erosao;
figura 08 (BEVILACQUA; SACRAMENTO; FELICIO, 2015).

E importante ressaltar que quando essas manchas flouréticas atingem
de 25 a 50% da superficie dentéria serdo classificadas com flourose leve, ou
seja, sem significancia clinica e estética (FRAZAO; PERES; CURY, 2011).

Figura 8: Manchas difusas e transversais da opacidade fluorética. (fonte: FRAZAO;
PERES; CURY, 2011)

O tratamento estético da fluorose consiste na remocdo mecéanica da
camada superficial do esmalte defeituoso até que se atinja uma camada de

esmalte normal. Também podem ser eleitas condutas terapéuticas como o
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clareamento e restauracdes, a depender da gravidade das lesbGes
(BEVILACQUA; SACRAMENTO; FELICIO, 2015).

1.4 Propolis

O termo prépolis é derivado do grego pro- em defesa e polis- cidade,
assim, a prépolis € o componente resinoso utilizado para proteger a colmeia
das abelhas criando um ambiente quase estéril e sendo utilizada para
mumificar insetos e outros animais que venham morrer dentro da colmeia
(LUSTOSA et al., 2008).

A propolis se apresenta como uma resina responséavel pelo selamento
das colmeias de abelhas (Apis mellifera), sendo proveniente da coleta delas em
diversos tipos de vegetais. Atualmente se tem conhecimento de pelo menos
200 tipos de compostos identificados na prépolis, a partir de amostras
geograficas diferentes e da diversidade botanica. A caracterizagdo quimica da
propolis padronizou constituintes como: acidos fendlicos prenilados, lignanas,
terpenos e alcodis terpénicos, além de derivados p-curmarinicos (ANAUTTE
NETO et a.l, 2013). Trata-se de um derivado formado por secrecdo mandibular
das abelhas, e resina de diversos vegetais, assim quanto maior a variedade de
amostras coletadas maior sera a atividade terapéutica da propolis, pois essa
apresenta a capacidade de incorporar as propriedades terapéuticas dos
vegetais coletados (LUSTOSA et al, 2008).

Nesse contexto, cita-se 0 caso da propolis proveniente da Europa cuja
principal fonte de coleta das abelhas é o exudato de flores do género Popolus,
garantindo, assim, uma maior uniformidade na composi¢cdo quimica dessa
propolis, mas, no entanto, essa apresenta potencial terapéutico bastante

limitado sendo pouco explorada economicamente (LIBERIO et al, 2009).

No Brasil, a prépolis é considerada um alimento tendo sua producéo e
comercializacao regida pela portaria N° 6, de 25 de julho de 1985 do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), apresentando assim sua

seguranca comprovada pelo amplo uso popular tradicional (BRASIL, 1985).
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Para que medicamentos a base de propolis sejam registrados deve-se
seguir a “Nota técnica para o registro de produtos contendo préopolis” da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) de 2005 (BRASIL, 2005b).
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Figura 9: Representacdo quimica estrutural plana do &cido caféico (A) e do acido
cindmico (B) (fonte: Autor via ChemsSketch®)

Sua composicdo quimica centesimal de modo geral é caracterizada por
50- 55% de resinas e balsamos, 30% de cera, 10% de dleos volateis, 5% de
pélen e 5% de outras substancias que variam de acordo com flora local e a
espécie da abelha produtora (LIBERIO et al., 2009).

A prépolis € uma resina ndo téxica que demonstrou ter aplicacbes
clinicas em uma gama de disturbios de saude, mas por apresentar grande
variacdo da sua composicdo quimica, cada tipo de prépolis tendera a
apresentar diferentes atividades terapéuticas. No mundo, foram padronizados
guimicamente 12 tipos de propolis, sendo o tipo 3 proveniente da regido sul do
Brasil, 0 6 do nordeste e 0 12 da sudeste (DUARTE et al, 2006).

A Figura 10 apresenta as trés variedades de prépolis brasileira,
denominadas, popularmente, conforme a cor que a sua resina apresenta, e
pelo principal vegetal que é coletada. Assim, tem-se a: propolis ‘vermelha’,
derivada de Dalbergia ecastophylum (rabo-de-bugio), a ‘verde’ , da Baccharis
dracucunlifolia (alecrim do campo), e a prépolis ‘marrom’, da Copaifera sp
(copaiba) (DA SILVA et al, 2013).
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Figura 10: Extratos brutos resinosos de propolis brasileira verde (A), marrom (B) e
vermelha (C). (Fonte: adaptada de http://www.apiarioboaesperanca.com.br/loja/c/propolis)

Dentre os efeitos farmacoldgicos da propolis pode-se listar: atividade
antimicrobiana contra bactérias, fungos e virus; atividade anti-inflamatéria,
imunomoduladora e cicatrizante (LONGHINI et al., 2007; LUSTOSA et al.,
2008; ANAUTTE NETO et al., 2013). Particularmente, o efeito antibiético da
propolis pode ser explicado por dois mecanismos distintos: um regulado,
principalmente, pela flavonona pinocembrina, pelo flavonol galagina e ao éster
feniletii do &cido caféico que agirdo, num mecanismo ndo elucidado
completamente, na inibicAo da RNA-polimerase bacteriana e os flavonoides
como: o acido caféico, acido benzéico, acido cinamico irdo atuar via producéo
de danos nas paredes ou membranas celulares dos micro-organismos.
Entretanto, observa-se atividade antimicrobiana maior frente a bactérias Gram
+ quando comparado com a Gram -. Esse fato pode ser explicado, de modo
tedrico, pela maior complexidade da parede celular das bactérias Gram- e o
maior teor de lipideos presente em sua estrutura que dificultariam a acédo dos
organocomplexos (LUSTOSA et al., 2008).

A prépolis também demonstrou excelente atividade fungistatica e
fungicida in vitro contra leveduras causadora de onicomicoses (LONGHINI et

al., 2007). Além disso, um ensaio clinico comparou a eficacia de uma pomada
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de propolis canadense, contra aciclovir em pomada e placedo no tratamento do
Herpes genital do tipo Il recorrente. A formulagdo com prépolis demonstrou
resultados mais efetivos que os dois outros grupos levando a um menor tempo
de cicatrizacdo das lesbes e reducdo dos sintomas locais (VYNOGRAD;
VYNOGRAD; SOSNOWSKI, 2000).

A atividade anti-inflamatoria da propolis explica-se por dois mecanismos:
no primeiro ocorre a inibicdo das ciclooxigenase e lipooxigenases com
consequente diminuicdo da producdo de prostaglandinas, prostaciclinas e
tromboxano; ja& um segundo efeito sera coordenado pela inibicdo da
fosfolipase-A2 que levard a uma reducédo na producdo do acido aracdoénico,
bloqueando, dessa forma, toda a cascata da inflamacéao. Essas duas acdes sdo
mediadas, principalmente, pela galangina e pelo éacido fenil éster caféico,
respectivamente (LUSTOSA et al., 2008).

A prépolis tem demonstrado ainda efeito imunomodulador, pois além de
inibir a sintese de prostanoides inflamatérios, ela também ir4 estimular o timo
potenciando a imunidade celular de modo inespecifico e promovendo aumento

da atividade fagocitica de polimorfonucleares (KOSALEC et al., 2005).

As trés variedades de prépolis brasileira demonstram atividade
farmacoldgica antiplaca e anticaries, sendo que a prépolis nordestina vermelha,
tipo 6, apresenta maior atividade anticariogénica in vitro e in vivo (DUARTE et
al., 2006).

Dentre os constituintes quimicos presentes na propolis vermelha do
nordeste pode-se citar o0 vestitol e neovestitol, isoflavonoides que
demonstraram atividade antimicrobiana frente ao Streptococcus mutans,
Streptococcus sobrinus, Staphylococcus aureus, Actinomyces naeslundii e
atividade anti-inflmatéria (BUENO-SILVA et al., 2013a). Esses dados
corroboram com a literatura que descreve que 0s principais agentes
anticariogénicos presentes na propolis sdo de carater apolar, sendo assim a

solucéo hidroalcodlica um veiculo extrator ideal (HAYACIBARA et al., 2005).
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Figura 11: Representacdo quimica estrutural plana do neovestitol (A) e vestitol (B),
respectivamente. (fonte: BUENO-SILVA et al, 2013a)

Em odontologia, diversos estudos demonstra a atividade da prépolis
contra Streptococcus mutans e Lactobacillus Salivarius corroborando ainda
mais com a atividade anticariogénica da propolis vermelha (LIBERIO et al.,
2009; ANAUTTE NETO et al., 2013; BUENO-SILVA et al., 2013a).

Outro estudo realizado com ratos utilizou a producdo de um biofilme
bacteriano oral induzido pela infec¢cdo de Streptococcus mutans, S. sobrinus e
dieta cariogénica. Os animais foram tratados por 5 semanas com extrato de
propolis. Ao final conclui-se que os extratos ndo apresentaram reducdo
significativa da carga microbiana, mas verificou-se que houve um decréscimo
na producdo de acido no biofilme, assim como, diminuicdo na incidéncia de
carie superficial e sua gravidade. O estudo sugere que o extrato de propolis

demonstra um potencial cariostatico (DUARTE et al., 2006).

Um trabalho realizado in vitro testou trés extratos de prépolis,
provenientes dos estados do Parana, Minas Gerais e Sao Paulo, contra
Streptococcus mutans e Lactobacillus casei. As trés amostras de propolis
apresentaram atividade contra S. mutans, sendo a originaria de Minas Gerais
a mais potente, entretanto nenhum dos extratos exibiu atividade contra L. casei
(NOGUEIRA et al., 2007).

Dados de um trabalho com propolis nigeriana, no qual testou-se sua
atividade frente a Streptococcus mutans isolados de lesfes cariosas in vitro,
demonstraram que o0s extratos nas concentracdes de 4, 8, 16 e 32 yg /mL
apresentaram uma forte inibigio do crescimento microbiano quando

comparada a solucéo alcoolica e agua pura usadas como branco. Dessa forma
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o efeito antibiético pode realmente ser atribuido a prépolis e ndo ao etanol
(OPHORI; ERIAGBONYE; UGBODAGA, 2010).

Num estudo realizado para verificagdo de efeito antimicrobiano contra
Streptococcus mutans e Streptococcus sanguinis, utilizaram-se 3 extratos de
prépolis brasileira; a verde, a vermelha e a marrom, de forma isolada ou em
associacdo de extratos. Percebeu-se que todas apresentavam atividade frente
aos micro-organismos testados, mas que a vermelha foi mais potente de forma

isolada e também quando associada com verde (DA SILVA et al., 2013).

Um ensaio clinico comparou a utilizacdo de prépolis a 2% num colutério
ndo alcodlico, com a clorexida 0,12% colutério e um placebo. Os pacientes
foram acompanhados por 45 dias, utilizando o colutério especifico por 28 dias.
Verificou-se a carga microbiana de Streptococcus mutans e Lactobacillus
salivarius nos dias 14 e 28, o colutorio de prépolis se mostrou mais efetivo na
reducdo dos micro-organismos que a clorexidina e o placebo (ANAUATE
NETTO et al, 2013).

Em outro ensaio clinico foi avaliada a acdo do extrato hidroalcodlico de
prépolis a 5% e o extrato associado com fluoreto de sddio, ambas com a forma
farmacéutica de gel, sobre o acimulo de biofilme dentario. Verificou-se que
ambas as formulagbes conseguiram suprimir a carga microbiana de
Streptococcus mutans e o acumulo do biofilme sem diferencas significativas,
porém apenas o gel em associacdo com fluoreto de sédio foi capaz de inativar
manchas brancas de maneira significativa. Esses dados demonstram que a
possibilidade de associacéo entre o fluoreto de sédio e o extrato de préopolis
parece ser bastante promissora como agente anticaries (DE-CARLI et al.,
2011).

1.5 Vernizes dentarios

Vernizes dentarios sdo formas farmacéuticas de uso odontolégico.

Geralmente, sendo compostos por uma matriz polimérica, excipientes
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farmacéuticos e um principio ativo, normalmente flior ou clorexidina. Os
polimeros mais utilizados séo a etilcelulose, a quitosana e acrilato ou acetato
de vinila, esses podem ser utilizados na forma de polimeros isolados ou em
combinacgao (DE LUCA et al., 2014).

Essas formulacbes apresentam como vantagens a grande adesdo na
parede dentaria e a liberacdo lenta e gradual dos principios ativos, desse
modo, ocorre um prolongamento do efeito do agente terapéutico veiculado
nessa forma farmacéutica seja ele um antimicrobiano ou anticariogénico
(FRANCA et al., 2014). Além disso, a forma farmacéutica de verniz dentario
permite uma maior superficie de contato entre o ativo e a placa dentaria,
favorecendo desse modo uma maior interagdo entre o ativo e o dente
(TANIKAWA-VERGILIO et al., 2008).

Como as criancas menores de seis anos ainda ndo possuem o habito
adequado de “cuspir’, as formulagdes mais adequadas para a prevencao da
doenca cérie nessa idade seriam 0s vernizes, ao invés de enxaguatoério ou gel,
e também devido a sua alta capacidade retentiva e de liberacdo lenta do
principio ativo (WEYANT et al, 2013).

1.6 Relevancia do Estudo

A incidéncia de carie em criancas na faixa etaria de 36 a 71 meses,
apesar da diminuicdo histérica que ocorreu de forma exponencial, ainda é
muito alta, bem como o consumo de agucares fermentaveis na forma de balas,
chicletes, bombons e outras formas alimentares de “calorias vazias”, por conta
de seu preco acessivel, facilidade de aquisicéo e praticidade de consumo. Uma
alternativa terapéutica interessante seria a utilizacdo de vernizes dentarios que
veiculassem algum agente antimicrobiano. Ao se reduzir a quantidade de
unidades formadoras de colbnias de Streptococcus mutans, haveria a
possibilidade de maior controle da microbiota oral, dificultando o aparecimento

das lesdes de carie.
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Vernizes a base de produtos naturais vém sendo estudados em
pesquisas in vitro como agentes anti-carie. Ndo foram encontrados, na
literatura, relatos da utilizagdo de vernizes a base de propolis vermelha
brasileira, bem como ensaios clinicos comparando esses vernizes a outros
existentes no mercado, que ja apresentam eficacia comprovada na prevencao

da carie.

Em consequéncia do exposto, essa forma farmacéutica teria uma boa
utilizagdo nos pacientes infantis, com a finalidade de auxiliar no controle da
doenca cérie, através de uma possivel atividade antimicrobiana desses

vernizes a base do extrato hidroalcodlico da propolis vermelha brasileira.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Realizar o desenvolvimento, avaliacdo clinica e microbiolégica de verniz

dentario de propolis vermelha sobre reducdo de streptococcus mutans em

criancas, com finalidade de prevencao da céarie dentaria

2.2 Objetivos especificos

Desenvolver a formulagdo de um verniz dentario capaz de veicular o

extrato alcodlico de prépolis vermelha brasileira;

Realizar um ensaio clinico piloto com vernizes dentarios de proépolis
vermelha brasileira, de diferentes concentra¢cfes, para nortear a escolha
do mais efetivo na diminuicdo da carga microbiana de Streptococcus

mutans;

Avaliar a acdo antimicrobiana dos vernizes in vivo, por meio da
contagem do numero de unidades formadoras de colbnias de
Streptococcus mutans, antes e apos 0s tratamentos propostos, na saliva

de escolares;

Verificar o aparecimento de les6es de carie em criangas que receberam
tratamento dentario com vernizes a base de prépolis vermelha, de flior
(Fluorniz®), controle negativo, e de clorexidina a 1% (Cervitec®), o

controle positivo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Tipo de estudo

Trata-se de um ensaio clinico, randomizado, duplo-cego e

longitudinal, controlado.

3.2 Populagéo do estudo

Foram selecionadas, para participacdo do estudo, 99 criancas,
matriculadas em escolas publicas do Estado do Ceara. A triagem foi feita por
meio de um exame clinico odontoldgico, feito em clinica especifica, por

profissional qualificado.

3.2.1 Critérios de incluséao

Os critérios de inclusédo foram: criancas com idade de 36 a 71 meses,
ambos 0s géneros, pertencentes a escolas publicas, e que apresentaram
molares deciduos higidos, bem como auséncia de lesdo cariosa. Ainda, com
anuéncia dos pais/responsaveis e assinatura do Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (APENDICE A).

3.2.2 Critérios de exclusao

Como critérios de exclusdo foram adotados: presenca de alguma

doenca sistémica ou a aplicacdo ou uso de algum antibiético ou quimioterapico
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anti-infeccioso, trés meses previamente ao inicio da pesquisa, historico de

alguma alergia, e presenca de leséo cariosa ativa.

3.3 Aspectos éticos

O referido projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Ceara sob o N° 195.096 (ANEXO A), tendo sua
elaboracdo sido norteada pela Resolucdo CNS/MS 466/12 e pela Declaracéo
de Helsinque na sua ultima atualizagdo em 2013. Os pais foram convidados a
participarem da pesquisa e informados sobre a mesma para posterior

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

3.4 Examinadores

A coleta das amostras, anamnese, aplicacdo do tratamento, exame clinico
para avaliacdo inicial, e avaliagbes subsequentes para verificagdo do
aparecimento de novas lesbes, foram realizadas por um profissional
odontdlogo, caracterizando seu vinculo como pesquisador adjunto, contando
com o auxilio de alunos de odontologia, de iniciacdo cientifica, envolvidos no

projeto de pesquisa.

Para minimizar os vieses de diagndéstico entre os grupos, foi realizada
uma calibragcdo do pesquisador adjunto dentista, de acordo com critérios
recomendados pela World Health Organization (1993), obtendo-se o indice de

kappa entre 0,8-1.

3.5 Obtencéao, Manipulacao e Identificacdo do extrato

Para esse estudo foi selecionado o extrato de propolis vermelha
brasileira, que € a mais abundante no nordeste e a que tem documentada a

melhor atividade contra micro-organismos presentes no biofilme bacteriano
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dentério (LIBERIO et al., 2009; DA SILVA et al., 2013).

O extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha brasileira foi obtido a partir
da empresa Natural Pharma, e manipulado no laboratorio de Farmacotécnica
da Faculdade de Farmacia, Odontologia e Enfermagem, da Universidade
Federal do Ceara (UFC) de maneira padronizada, visando a eliminacéo de toda
umidade presente no extrato, por conta da incompatibilidade da &4gua, com a
matriz polimérica do verniz, findando na producdo de um extrato alcodlico
absoluto.

Em seguida, uma amostra do extrato alcodlico absoluto foi submetida a
identificagdo quimica de seus constituintes no Centro Nordestino de Aplicacéo
e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear — CENAUREMN, do Departamento
de Quimica Orgéanica e Inorgéanica, da Universidade Federal do Ceara. Para
devida caracterizacdo quimica foi utilizada a técnica analitica de Ressonancia
Magnética Nuclear, por espectros de hidrogénio, padronizando os constituintes
quimicos Quercetina, Vestitol e neovestitol. Desse modo, buscou-se garantir a

qualidade do extrato utilizado e a reprodutibilidade do estudo.

3.6 Desenvolvimento dos vernizes

Na preparacdo dos vernizes de propolis, buscou-se obter produtos
farmacéuticos semelhantes aos disponiveis no mercado, de forma a se obter
similaridade de cor, odor, consisténcia e sabor. Os vernizes foram manipulados
com o extrato padronizado de propolis vermelha (ressuspendendido em alcool
absoluto), etilcelulose e alcool etilico absoluto, no laboratério de

Farmacotécnica do curso de Farméacia, da Universidade Federal do Ceara.

Inicialmente, evaporou-se, em temperatura controlada, todo o solvente do
extrato hidroacoodlico de propolis até que restasse apenas uma matéria

resinosa, e essa foi ressuspendida em alcool etilico absoluto (Figura 12).
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Figura 12: Extrato de prdpolis vermelha brasileira ressuspendido em &lcool absouluto
em repouso e ap6s a precipitacdo. (fonte: o Autor)

Posteriormente, a etilcelulose foi dissolvida no &lcool etilico absoluto com o
auxilio de um sonicador, dando origem a um verniz base (Figural3). Num
terceiro momento o verniz base foi incorporado com o sobrenadante do extrato

de prépolis vermelha brasileira nas diversas concentracfes testadas.

Figura 13: Verniz dentéario base, sem principios ativos. (Fonte: o Autor)



51

3.7 Estudo in vivo - Ensaio piloto

Para o ensaio piloto foram selecionadas 24 criancas, divididas em quatro
grupos, para utilizacdo do verniz dentario de prépolis vermelha brasileira nas
concentragbes de 1%; 2,5%, 5% e 10%. Foram realizadas duas coletas de
saliva, uma antes da aplicacdo do verniz, e uma logo apdés. Nessas amostras
foram quantificadas a carga microbiana de Streptococcus mutans, e verificou-
se qual das formulacbes foi capaz de gerar a maior reducdo dessa populacdo
de micro-organismos; assim, pode-se escolher a melhor opcdo de
concentracdo do prépolis no verniz dentério.

3.8 Estudo in vivo - divisao dos grupos e aplicagao dos vernizes

ApGs o ensaio piloto, foram selecionadas 75 criangas e divididas em trés
grupos, com 25 criancas cada. O grupo | recebeu aplicacdo do verniz de
prépolis vermelha brasileira, o grupo Il de clorexidina a 1% (Cervitec®), o grupo
[Il de verniz de flior a 2,26% (Fluorniz®). Cada paciente recebeu a aplicacédo
do verniz correspondente ao seu grupo nos quatro segundos molares
deciduos. Antes da aplicacdo dos vernizes, os dentes foram limpos
profissionalmente com uma escova tipo Robinson e pedra-pomes. Os vernizes
foram aplicados, com isolamento relativo, no dente selecionado usando um
microbrush. Apds 10s, o verniz foi sutilmente seco pelo ar da seringa triplice.
Os rolos de algodéo foram retirados apos 25 s para evitar a contaminacao da
saliva. O verniz foi aplicado 4 vezes para cada dente: no baseline, apos 3
meses, 6 meses e apos 1 ano do inicio do tratamento. Durante a avaliagéo, foi,

também, registrada a presenca ou auséncia de carie nos dentes avaliados.

3.9 Anélise microbiologica

A saliva de cada paciente foi coletada em quatro momentos: no baseline,

apos 3, 6 e 12 meses do inicio do tratamento. Os pacientes mascaram um
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fragmento de Parafim® (3x3 cm), durante 60 segundos, para estimular a
producdo de saliva e liberar as bactérias do biofilme dentéario. Esta foi coletada
por meio de uma pipeta descartavel e armazenada em Eppendorfs® estéreis
para subsequente andlise. As amostras foram transportadas ao laboratério em
um isopor, contendo gelo, e analisadas em ndo mais do que 2 horas depois de
coletadas. Um volume de 0,1 mL de cada amostra foi transferido para um tubo
de hemolise estéril, contendo 0,9mL de solugéo salina. Esse processo foi
repetido duas vezes, estabelecendo diluicdbes de 1:100 e de 1:1000. Um
volume correspondente a 10uL de cada diluicdo foi semeado em um meio de
agar mitis salivarius bacitracina (MSB) em triplicatas. As placas foram
incubadas a 37° C, durante 48 horas, em jarras de microaerofilia, e colocadas
em estufa. ApOs esse periodo, colénias com caracteristicas morfologicas dos
SM foram contadas. As bactérias foram expressas na forma de UFC/mL de

saliva.

3.10 Exames clinicos de controle

Foram realizados exames clinicos antes do inicio do tratamento e antes
das aplicacbes dos vernizes que ocorreram com 3, 6 e 12 meses, com 0
objetivo de avaliar o impacto da terapia antimicrobiana no surgimento de lesdes
de cérie. Durante a avaliacdo, foi registrada a presenca de carie nos dentes
avaliados. Também foram observados aspectos como sulco pigmentado sem
retencdo a sonda (selamento biologico), mancha branca por carie dentaria e

auséncia de carie dentaria.

3.11 Anédlise dos resultados

Para o estudo piloto as variaveis quantitativas, nimero de unidades
formadoras de colénia (UFC) e reducéo absoluta das UFCs, foram inicialmente
analisadas pelo teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade da
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distribuicdo. Como tal requisito foi observado em todos os casos, entdo, para a
estatistica descritiva, calcularam-se a média e o desvio padrdo, assim como
foram empregados testes paramétricos para a estatistica analitica. Para
comparar as quatro concentracdes (1, 2,5, 5 e 10%), utilizou-se a andlise de
variancia (ANOVA), associada ao teste de comparacGes multiplas de Tukey,
para verificar diferencas entre as concentragcoes aos pares. Comparacdes entre
0 pré e pods-tratamento, considerando uma dada concentracdo, foram feitas
pelo teste t para amostras emparelhadas.

Para o ensaio clinico, os dados relativos ao numero de UFC foram
inicialmente transformados com o propdsito de homogeneizar as variancias e
tornar a distribuicdo mais préxima da normalidade. Para tanto, utilizou-se uma

transformacao logaritmica conforme a seguinte equacao:
y = log ,, (x) = log( x) .

Em virtude de existirem valores iguais a zero, adicionou-se 1 a X, uma vez que

a funcéo logaritmica esta definida apenas para x > 0.

Os valores transformados do numero de UFC foram inicialmente
analisados pelo teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade da
distribuicdo. Assim, para a estatistica descritiva, calcularam-se a média e o
desvio padrao, bem como foram usados empregados testes paramétricos para
a analise dos dados. A andlise de variancia (ANOVA) foi usada para comparar
0s trés grupos em cada tempo (analise intergrupos), associada ao teste de
comparacdes multiplas de Tukey, para verificar diferengas entre 0s grupos aos
pares. Comparacdes entre os diversos tempos dentro de cada grupo (analise
intragrupo) foram feitas pela analise de varidncia (ANOVA) para medidas
repetidas, associada ao teste de comparacdes multiplas de Tukey, para
verificar diferencas entre os tempos aos pares. Em todas as analises,
estabeleceu-se o nivel de significancia em 0,05 (5%), sendo considerado como
estatisticamente significante um valor P menor que 0,05. O software GraphPad
Prism® versdo 5.00 para Windows® (GraphPad Software, San Diego, California,
USA, 2007) foi usado tanto para a realizagdo dos procedimentos estatisticos

como para a elaboracéo dos graficos.
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4. RESULTADOS

4.1 Resultados da primeira etapa do estudo: estudo piloto

O estudo piloto contou com a participacdo de 24 criangas voluntarias, de
ambos 0s sexos; entretanto, uma amostra foi perdida, pois ndo se pode
evidenciar o crescimento de colonias no meio de cultura. Assim, o estudo
seguiu com a manutencéo de trés grupos, com amostra de seis pacientes, e
um grupo de cinco.

Na Tabela 2 pode-se verificar a reducdo absoluta de unidades
formadoras de colénia (UFC) de Streptococcus mutans, nas amostras, apos o
tratamento com o0s vernizes, nas concentracdes testadas numa diluicdo de
1:100. Observa-se uma reducédo da carga microbiana na saliva nos pacientes

tratados com o verniz de prépolis vermelha brasileira a 2,5%.

Tabela 2: Reducdo absoluta do numero de unidades formadoras de col6énia (UFC) , de
Streptococcus mutans mensurada nas amostras de saliva de 5 ou 6 criangas, com
diluicdo de 1:100, tratadas com verniz de prépolis nas seguintes concentragdes: 1, 2,5, 5
e 10%.

Diluicédo 1:100

1% 2,5% 5% 10%
2,34 15,33 7,33 4,00
7,00 12,00 1,66 1,00
12,00 8,34 20,67
7,00 23,67 3,67 1,00
0,34 -0,33 0,33 0,00
1,34 0,67 11,33 18,00

Ao avaliar a Tabela 3, pode-se verificar valores de diminuicdo na

reducdo da carga microbiana de Streptococcus mutans, na saliva, numa
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diluichio de 1:1000. O tratamento com o0s vernizes de propolis nas

concentracdes de 1% e 2,5% alcancaram a mesma média de reducéo.

Tabela 3: Reducao absoluta do numero de unidades formadoras de col6énia (UFC) de
Streptococcus mutans mensurada nas amostras de saliva de 5 ou 6 criancas, com
diluicdo de 1:1000, tratadas com verniz de prépolis nas seguintes concentragdes: 1, 2,5,
5 e 10%.

Diluigéo 1:1000

1% 2,5% 5% 10%
4,33 10,66 5,00 1,00
0,33 1,33 0,67 1,00
11,00 1,67 0,33 1,00
0,00 7,33 0,33 1,00
5,67 0,33 0,00
0,33 0,33 0,67 2,67

A Figura 14 demonstra, graficamente, as médias de reducbes de UFC
de Streptococcus mutans, apds o tratamento com as concentracdes testadas
nos pacientes. Nota-se uma maior redu¢cdo com a utilizacdo do verniz na

concentracdo de 2,5%.
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Figura 14: Grafico da reducédo absoluta (média e desvio padrdo) do numero de unidades
formadoras de colénia (UFC) de Streptococcus mutans mensurada nas amostras de
saliva com diluicdo de 1:100 ou 1:1000 e tratadas com verniz de prépolis nas seguintes
concentragdes: 1, 2,5, 5 e 10%.
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Na Tabela 4 sdo expressos os valores de média e desvio padrdo da
reducdo da carga microbiana na saliva, ap0s o tratamento com 0s vernizes nas
concentragbes testadas. Verifica-se que o verniz de prépolis vermelha
brasileira, na concentracao de 2,5%, apresentou a maior reducao nos testes de
ambas as diluicdes; entretanto, também, n&o apresentou significancia
estatistica (Teste T) mas, ainda assim, foi 0 que mais se aproximou do valor de
p < 0,05. Dessa forma a formulagdo com 2,5% de prépolis vermelha brasileira
foi a escolhida para dar continuidade ao estudo clinico.

Tabela 4: Reducgdo absoluta do niumero de unidades formadoras de col6nia (UFC) de
Streptococcus mutans mensurada nas amostras de saliva de 5 ou 6 criancas, com
diluicdo de 1:100 ou 1:1000, tratadas com verniz de prépolis nas seguintes

concentragdes: 1, 2,5, 5 e 10%. Em cada concentracdo, comparacdes entre as duas
diluicdes foram realizadas mediante o uso do teste t para amostras emparelhadas.

Concentragéo Diluicéo 1:100 Dilui¢éo 1:1000 Significancia
(%) (Teste t)

Média Desvio Média Desvio
padrao padrao

1 5,00 4,45 3,61 4,33 p =0,5106

2,5 9,95 9,12 3,61 4,34 p = 0,0605

5 4,86 4,48 1,17 1,89 p =0,1302

10 7,45 9,35 1,33 0,75 p= 0,1400

A escolha da concentracdo do verniz de propolis vermelha brasileira, a
2,5%, pode, também, ser amparada pela andlise da Tabela 5, na qual verifica-
se que houve uma maior reducdo, com significancia estatistica em relagéo aos

outros grupos testados, numa diluicdo da amostra de 1:10.



58

Tabela 5: Niumero de unidades formadoras de colénia (UFC) de Streptococcus mutans
verificado nas amostras de saliva de 5 ou 6 criangas, com diluicdo de 1:10, antes e ap0s
o tratamento com verniz de prépolis nas seguintes concentracdes: 1, 2,5, 5 e 10%

Concentragéo Pré-tratamento Pds-tratamento Significanci

(%) a (Teste t)
Média Desvio Média Desvio
padréao padréo

1 (n=6) 8,22 521 3,22 3,30 p = 0,0402

2,5 (n=6) 11,06 8,23 1,11 1,69 p = 0,0443

5 (n=5) 8,06 6,94 3,20 3,02 p =0,0720

10 (n=6) 9,67 12,64 2,22 4,81 p = 0,1085

Durante a realizagdo do estudo piloto n&o foram verificadas ocorréncias de
reacoes adversas. Apenas foi relatado, pelos pacientes, o incomodo,

considerado ‘ leve’, pelo forte cheiro do alcool no verniz dentério.

4.2 Resultados da segunda etapa do estudo: ensaio clinico

O ensaio clinico contou com a participacdo de 75 voluntarios sendo
divididos em trés grupos de tratamento: verniz de clorexidina, verniz de flior e
verniz de prépolis. Entretanto, um paciente do grupo verniz de propolis foi
perdido, pois a crianca havia se mudado para outro pais, ficando esse grupo

com 24 pacientes.

4.2.1 Diluigdo 1:100

Na Figura 15, observa-se a média e desvio padrdao da carga
microbiana de Streptococcus mutans efetuadas nas amostras de saliva de 25
pacientes tratados com verniz de clorexidina. A analise de variancia (ANOVA)
para medidas repetidas foi usada para comparar os diversos tempos,
associada ao teste de comparacbes multiplas de Tukey, para verificar
diferencas entre os tempos aos pares. Observa-se que houve diferenca

estatisticamente significante no dia 180 em relacdo ao baseline.
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Figura 15: Grafico da quantidade (média e desvio padrdo) de Streptococcus mutans,
expressa como log (nimero de UFC por mL de saliva), mensurada em amostras de saliva
com diluicdo de 1:100 no pré-tratamento (dia 1) e nos dias 90, 180 e 360 apds a
aplicacdo do verniz de clorexidina. (* p<0,05)

Ao se analisar a Figura 16, percebe-se que houve diferenca significativa
na carga microbiana de Streptococcus mutans, resultando em uma diminuicao

dessa carga, em todos os periodos pés-tratamento com o verniz de fltor.
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Figura 16: Grafico da quantidade (média e desvio padrdo) de Streptococcus mutans,
expressa como log (nimero de UFC por mL de saliva), mensurada em amostras de saliva
com diluicdo de 1:100 no pré-tratamento (dia 1) e nos dias 90, 180 e 360 ap6s a
aplicacdo do verniz de fldor (*** P<0,001)

No grafico a seguir (Figura 17), observa-se a diminuicdo da carga

microbiana nas amostras de saliva diluidas de 1:100 em todos os periodos nos



60

pacientes tratados com o verniz de propolis vermelha brasileira; entretanto,

apenas as reducdes nos periodos de 90 e 180 dias foram consideradas
estatisticamente significativas.
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Figura 17: Gréafico da quantidade (média e desvio padrdo) de Streptococcus mutans,
expressa como log (numero de UFC por ml de saliva), mensurada em amostras de saliva
com diluicdo de 1:100 no pré-tratamento (dia 1) e nos dias 90, 180 e 360 ap6s a
aplicacdo do verniz de prépolis. (* P<0,05; ** P<0,01)

A Figura 18 apresenta a comparagdo estatistica dos trés tratamentos,
com os diferentes vernizes, no periodo de acompanhamento dos pacientes.
Observa-se que 0 grupo tratado com o verniz de propolis vermelha brasileira
apresentou reducdo no quantitativo de carga microbiana, estatisticamente
significativo, em relacdo aos demais nos periodos de 1, 90 e 180 dias. Por sua

vez, o grupo do verniz de flior sé6 demonstrou significancia estatistica no
primeiro periodo.
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Figura 18: Grafico da quantidade (média e desvio padrdo) de Streptococcus mutans,
expressa como log (numero de UFC por ml de saliva), mensurada em amostras de saliva
com diluicdo de 1:100 nos dias 1 (pré-tratamento), 90, 180 e 360 nos pacientes tratados
com os vernizes de clorexidina, fldor e prépolis. (* P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001)

A Tabela 6 apresenta andlise de periodo de tratamento entre os trés
grupos de vernizes. Observou-se a significancia estatistica na média das
concentracbes de Streptococcus mutans, no grupo verniz de propolis, nos
periodos de 1, 90 e 180 dias, e no dia 1, para o verniz de flaor.

Tabela 6. Quantidade de Streptococcus mutans, expressa como log (numero de UFC por
ml de saliva), mensurada em amostras de saliva com diluicdo de 1:100 nos dias 1 (pré-

tratamento), 90, 180 e 360 nos pacientes tratados com os vernizes de clorexidina, flaor e
prépolis.

_ Clorexidina Flaor Propolis Significancia
o Média £ DP Média + DP Média + DP (ANOVA)

1 0,58 £0,43 0,86 + 0,37 1,01 +£0,40° p=0,0010
90 0,38 + 0,23 0,51+0,33 0,64 + 0,45% p=0,0403
180 0,33+0,14 0,41 +0,24 0,60 + 0,40° p=0,0042
360 0,55 £+ 0,52 0,53+0,44 0,71+0,35 p=0,2869

* %(p<0,05), °(p<0,01) e °(p<0,001) denotam diferencas estatisticamente significantes em
relacdo ao verniz de clorexidina no mesmo dia (teste de Tukey).



62

Ao se analisar a Tabela 7 é exposta a comparacao entre os periodos de
tratamento dos grupos de diferentes vernizes. Percebe-se que 0 grupo verniz
de clorexidina apresentou diminuicdo da carga microbiana com significancia
estatistica no dia 180; o grupo verniz de flior nos trés periodos de tratamento e
o grupo verniz de propolis vermelha brasileira nos dias 90 e 180.

Tabela 7: Quantidade de Streptococcus mutans, expressa como log (nimero de UFC por
ml de saliva), mensurada em amostras de saliva com diluicdo de 1:100 nos dias 1 (pré-

tratamento), 90, 180 e 360 nos pacientes tratados com os vernizes de clorexidina, flior e
prépolis.

Clorexidina Flaor Propolis
Dia
Média + DP Média + DP Média + DP
1 0,58 + 0,43 0,86 + 0,37 1,01 +£0,40
90 0,38 + 0,23 0,51 + 0,33° 0,64 + 0,45%
180 0,33+0,14* 0,41 + 0,24° 0,60 + 0,40°
360 0,55+ 0,52 0,53 + 0,44° 0,71+ 0,35
Significancia
P=0,0107 P<0,0001 P=0,0036
(ANOVA)

(P<0,05), "(P<0,01) e %(P<0,001) denotam diferencas estatisticamente significantes em relacéo
ao dia 1 (teste de Tukey).

Pelo exposto, ao se analisar, comparativamente, a reducao da carga
microbiana gerada pelo tratamento com os vernizes testados, observa-se um
desempenho satisfatério do tratamento com o verniz de prépolis vermelha
brasileira, na reducédo da carga de Streptococcus mutans, principalmente nos
periodos intermediarios 90 e 180 dias, por conta da reducao, estatisticamente

significante, na andlise de saliva, na diluicdo de 1:100.
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4.2.2 Diluicdo 1:1000

Os dados apresentados na Figura 19 correspondem a meédia e desvio
padrdao das medicdes efetuadas nas amostras de saliva de 25 pacientes
tratados com verniz de clorexidina. A andlise de variancia (ANOVA) para
medidas repetidas foi usada para comparar os diversos tempos, associada ao
teste de comparacdes multiplas de Tukey, para verificar diferencas entre os
tempos aos pares. Os simbolos *(p<0,05) e **(p<0,01) denotam diferencas
estatisticamente significantes em relacdo ao dia 1. Verifica-se esse fenémeno
nos dias 180 e 360.
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Figura 19: Gréfico da quantidade (média e desvio padrdo) de Streptococcus mutans,
expressa como log (numero de UFC por ml de saliva), mensurada em amostras de saliva
com diluicdo de 1:1000 no pré-tratamento (dia 1) e nos dias 90, 180 e 360 apés a
aplicacdo do verniz de clorexidina. (* p<0,05; ** p<0,01)

Pelo exposto no gréafico da Figura 20, observa-se que o tratamento com
verniz de fldor conseguiu reduzir a carga microbiana salivar quando essa foi
semeada numa concentracdo de 1:1000. Essa redugcdo se manteve durante
todos os periodos do estudo, no entanto apenas no dia 180 essa diferenca se

mostrou estatisticamente significante com um valor de p<0,05.
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Figura 20: Gréafico da quantidade (média e desvio padrdo) de Streptococcus mutans,
expressa como log (numero de UFC por ml de saliva), mensurada em amostras de saliva

com diluicdo de 1:1000 no pré-tratamento (dia 1) e nos dias 90, 180 e 360 apés a
aplicacdo de verniz de flaor. (* p<0,05)

Na Figura 21 é demonstrada, graficamente, a evolucdo da contagem
microbiana em amostras de saliva numa diluicdo de 1:1000 durante o
tratamento com o verniz de prépolis vermelha brasileira. Verifica-se que houve
uma diminuicdo em todos os periodos em relacdo ao baseline, mas sendo
apenas estatisticamente significante nos dias 90 e 180. No dia 360 houve um

aumento da carga microbiana, sendo esse estatisticamente significante em
relacdo ao dia 180.
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Figura 21: Grafico da quantidade (média e desvio padrdo) de Streptococcus mutans,
expressa como log (nimero de UFC por ml de saliva), mensurada em amostras de saliva
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com diluicdo de 1:1000 no pré-tratamento (dia 1) e nos dias 90, 180 e 360 apos a
aplicacdo de verniz de propolis. (* p<0,05; ** p<0,01; +(p<0,05) indica diferenca
estatisticamente significante em relacédo ao dia 180)

O grafico seguinte (Figura 22) apresenta a comparacao estatistica dos
trés tratamentos com os diferentes vernizes no periodo de acompanhamento
dos pacientes. Pelo exposto, constata-se que o grupo tratado com o verniz de
propolis denota diferencas estatisticamente significantes em relagdo ao verniz
de clorexidina no baseline, dia 180 e 360, contudo ao ser comparado com o
grupo tratado com o verniz de fldor, foi encontrada significancia estatistica no

inicio do tratamento e no dia 360.
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Figura 22: Gréafico da quantidade (média e desvio padrdo) de Streptococcus mutans,
expressa como log (nimero de UFC por ml de saliva), mensurada em amostras de saliva
com diluigao de 1:1000 nos dias 1 (pré-tratamento), 90, 180 e 360 nos pacientes tratados
com os vernizes de clorexidina, flior e propolis. (** p<0,01; *** p<0,001 em relacdo a
clorexidina; + p<0,05 em relacéo a flaor)

Na Tabela 8 sdo expressas as comparagdes, durante o tratamento com 0s
diferentes vernizes, da carga microbiana nas amostras de saliva por periodo de
tratamento. Verifica-se que no dia 1, o grupo tratado com verniz de propolis
apresentou diferencas estatisticas significantes frente ao grupo tratado com

verniz de flior e de clorexidina. Essa diferenca estabeleceu-se apenas para
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com o grupo da clorexidina, no dia 180, e voltando a aparecer, para ambos os

grupos, no dia 360.

Tabela 8. Quantidade de Streptococcus mutans, expressa como log (namero de UFC por
ml de saliva), mensurada em amostras de saliva com diluicdo de 1:1000 nos dias 1 (pré-
tratamento), 90, 180 e 360 nos pacientes tratados com os vernizes de clorexidina, flior e
prépolis.

_ Clorexidina Flaor Propolis Significancia
o8 Média + DP Média + DP Média + DP (ANOVA)

1 0,45 + 0,26 0,48 + 0,20 0,68 + 0,24%¢ p=0,0023
90 0,33+ 0,13 0,36 + 0,11 0,45 + 0,25 p=0,0766
180 0,30 £ 0,00 0,34 £ 0,07 0,40 £ 0,18° p=0,0120
360 0,31+0,18 0,40 £ 0,28 0,64 + 0,36°° p=0,0004

?(p<0,01) e °(p<0,001) denotam diferencas estatisticamente significantes em relacdo ao verniz
de clorexidina no mesmo dia, enquanto a letra °(p<0,05) corresponde a diferenca
estatisticamente significante em relagdo ao verniz de fldor no mesmo dia (teste de Tukey).

A comparacdo entre os periodos de tratamento dos grupos de diferentes
vernizes é demonstrada na Tabela 9. Observa-se que no grupo tratado com o
verniz de clorexidina houve uma reducdo da carga microbiana de modo
estatisticamente significativo nos dias 180 e 360. No grupo tratado com verniz
de fldor no dia 180. Por sua vez, no grupo tratado com o verniz de propolis, nos
dias 90 e 180, houve, no entanto, um aumento estatisticamente significativo,
guando se compara o dia 180 com o dia 360; mesmo assim, apresentado um

valor menor que o baseline.
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Tabela 9: Quantidade de Streptococcus mutans, expressa como log (nimero de UFC por
ml de saliva), mensurada em amostras de saliva com diluicdo de 1:100 nos dias 1 (pré-
tratamento), 90, 180 e 360 nos pacientes tratados com os vernizes de clorexidina, fldor e

prépolis

Clorexidina Flaor Prépolis
Dia
Média + DP Média + DP Média + DP
1 0,45 + 0,26 0,48 + 0,20 0,68 + 0,24
90 0,33+0,13 0,36 + 0,11 0,45 + 0,252
180 0,30 + 0,00° 0,34 + 0,072 0,40 + 0,18°
360 0,31 +0,18% 0,40 + 0,28 0,64 + 0,36°
Significancia
p=0,0037 p=0,0417 p=0,0021
(ANOVA)

?(p<0,05) e °(p<0,01) denotam diferencas estatisticamente significantes em relacéo ao dia 1,
enquanto a letra e °(p<0,05) indica diferenca estatisticamente significante em relagdo ao dia

180

Ao final do estudo foi verificada a presenca de caries em cinco criancas
tratadas com o verniz de clorexidina; no grupo tratado com o verniz de prépolis
vermelha brasileira foram evidenciadas lesGes cariosas em duas criancas,
apesar dessas ndo estarem localizadas nos molares. Ja no grupo tratado com

o verniz de flbor, ndo foram desenvolvidas lesdes cariosas.
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5. DISCUSSAO

A prospecgdo de recursos alternativos para o controle da doenga cérie é
uma realidade atualmente. Nesse contexto analisa-se que a carie dentéria &
uma doenca modulada por multiplos fatores, entre eles os micro-organismos
acidogénicos. Desse modo, ao se controlar a populacdo microbiana
cariogénica no biofilme dentario pode-se ter uma alternativa para o controle da
carie dentaria (LOBO et al., 2008).

Assim, verifica-se a necessidade de estudar a acdo de novos agentes de
origem natural. A prépolis vermelha brasileira jA& vem sendo estudada em
diversos trabalhos nos quais demonstrou atividade frente a micro-organismo
que estdo envolvidos no processo da carie dentéria (LIBERIO et al., 2009;
ANAUTTE NETO et al., 2013; BUENO-SILVA et al., 2013a). Entretanto, ainda
ha necessidade de estudos de avaliacdo da veiculacdo da propolis em outras
formas farmacéuticas, como 0s vernizes dentarios, pois esses apresentam uma
caracteristica bastante peculiar; a liberacdo lenta dos principios ativos na
cavidade oral, gerando, desse modo, um sistema de liberagéo prolongada na

boca.

Como nao se observou referéncias na literatura sobre a concentragdo mais
adequada para veiculacdo da prépolis vermelha brasileira, na forma
farmacéutica de verniz dentério, foi necessario a realizacdo de um estudo piloto
preliminar para que essa concentracdo pudesse ser estabelecida para uso em

odontopediatria, viabilizando que o estudo clinico pudesse prosseguir.

Estudos in vitro e in vivo serviram de suporte para a utilizacdo da propolis
vermelha brasileira. Num estudo in vitro foi verificada a acdo do extrato
alcodlico da propolis vermelha brasileira frente ao Streptococcus mutans e
Streptococcus sobrinus, além disso, ainda foi constatada a capacidade do
extrato de inibir a producéo de acido pelos micro-organismos testados, fato que
sera benéfico no processo de génese da carie dentéria. Essa diminuicdo da
producdo de &cido foi atribuida a inibicdo enzimatica da F-ATPase citosolica
(DUARTE et al.,2006).
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A acdo in vitro dos extratos de propolis frente ao Streptococcus mutans
também foi confirmada em outros estudos. Dados do estudo de Nogueira et al.
(2007) demonstram a acdo dos extratos de propolis brasileira coletados de
diversas regides frente ao Streptococcus mutans. No trabalho de Ophori,
Eriagbonye e Ugbodaga (2010), testou-se, exitosamente, o extrato de prépolis
nigeriana que, assim como as variedades brasileiras, apresenta grande

diversidade de constituintes quimicos.

No presente estudo o verniz de propolis vermelha brasileira apresentou a
melhor concentracdo de 2,5%; essa foi verificada apds a realizacdo do estudo
piloto. Acredita-se que pelo fato da grande complexidade de constituintes
quimicos presentes na prépolis vermelha brasileira uma forma farmacéutica
com menor concentragdo apresentaria uma menor interacdo entre 0s
excipientes farmacéuticos utilizados na formulacéo. Entretanto, € necessaria a
posterior realizacao de estudos de pré-formulagdes como compatibilidade entre
0s excipientes farmacéuticos e o extrato de prépolis que pode ser verificado por
metodologia de estresse térmico, a citar: Differential scanning calorimetry
(DSC) [calorimetria exploratéria diferencial] e termogravimetria (BRASIL,
2005a). Outra analise farmacéutica que seria interessante para melhoria da
performance do produto seria a realizagéo de ensaio de liberagdo do principio
ativo no qual seria possivel verificar a taxa de liberacdo do extrato de propolis
pela matriz polimérica do verniz dentario (BRASIL, 2005a).

Além disso, durante a realizacdo do estudo piloto, ndo foram verificadas a
ocorréncia de reacdes adversas nos pacientes tratados com o verniz dentéario
de prépolis vermelha brasileira, mesmo em concentracdes diferentes. A Unica
queixa correlata das criancas foi o sabor forte de alcool, por conta da alta
graduacéo alcodlica da formulacdo. Entretanto, essa percepc¢ao era transitoria,

pois rapidamente o alcool contido no verniz evaporava.

Os vernizes dentarios sao formas farmacéuticas de uso odontolégico que
apresentam uma boa aceitacao por parte do paciente pediatrico. Apresentando
como vantagem uma aplicagdo relativamente rapida (variando de 1 a 4 minutos
e logo apos a crianca pode fechar a boca), simples e segura para o profissional

odontopediatra, no consultorio, e sendo oportuna também pelo fato da crianca
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pequena nao sofrer o risco da degluticdo do produto como no uso de colutdrios
e géis dentarios (CARVALHO et al., 2010; WEYANT et al., 2013).

No presente estudo o verniz de propolis vermelha brasileira foi capaz de
atuar na reducdo da carga microbiana de Streptococcus mutans salivar, sendo
eficaz nos periodos de 90 e 180 dias ap0s a sua aplicacdo, apesar ter gerado

reducado no dia 360 essa ndo se mostrou estatisticamente significativa.

Numa revisdo sistematica é descrito que varios estudos que foram
avaliados utilizam, na sua metodologia, a aplicacéo do verniz de clorexidina em
pacientes pediatricos a cada 2/3 meses (JAMES; PARNELL; WHELTON,
2010). Em outra revisdo sistematica, verificou-se que o verniz de clorexidina
apenas apresentava efeito na prevencao da carie dentaria quando aplicado em
intervalos de 3 a 4 meses (ZHANG et al, 2006). Num ensaio clinico realizado
com pacientes hebiatricos, com utilizacdo de vernizes de clorexidina, as
aplicacdes dos grupos foram divididas em mensais, a cada dois meses, e a
cada quatro meses (DERKS et al., 2008).

Nesse contexto, aplicacdes do verniz dentario de propolis vermelha
brasileira a 2,5% demonstrariam maior eficacia, caso fossem repetidas com
menor espaco de tempo. Pelos dados apresentados no estudo, uma aplicacéo
a cada 3 meses seria mais interessante para inclusdo do produto farmacéutico

na pratica clinica odontolégica.

Outro fator relevante foi a expressiva carga microbiana inicial de
Streptococcus mutans apresentada pelos pacientes do grupo tratado com o
verniz dentario de propolis, quando comparada aos pacientes tratados nos
outros dois grupos. Dados da literatura correlacionam uma alta carga
microbiana em pacientes pediatricos com habitos deficitarios de higiene oral
por parte dos pais, uma vez que as criangas nao sao responsaveis o suficiente
para realizar essa rotina de limpeza e higienizagdo (LOSSO et al., 2009).
Tendo em vista que o controle da populacdo microbiana no biofilme é apenas
um dos fatores que devem nortear o controle da carie dentaria, esse pode ter
sido um viés do nosso estudo, por conta da falta de uniformidade desse

parametro entre os grupos de tratamento dos diferentes vernizes.
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Entretanto, o indice de pacientes que apresentaram carie dentaria no
grupo tratado com o verniz de proépolis foi relativamente baixo, mesmo com a
elevacdo da carga microbiana no dia 360. Esse fato pode ser explicado, em
parte, pela presenca de pelo menos dois constituintes quimicos na propolis
vermelha brasileira: o vestitol e neovestitol (BUENO-SILVA et al.,, 2013a;
BUENO-SILVA et al., 2013b). Esses isoflavonoides apresentam grande efeito
antioxidante e antimicrobiano. Dados de um estudo in vitro no qual foram
isolados os dois constituintes quimicos, foi demonstrado que eles possuem a
capacidade de diminuir a producéo de polissacarideos extracelulares soluveis e
insolaveis. Desse modo, a producéo e a adesividade do biofilme bacteriano, na
matriz dentaria, estaria diminuida; o que seria benéfico para o processo de
cariogénse, pois ocorreria menor interacdo do biofiime com a placa dentaria
(BUENO-SILVA et al., 2013b).

Outro resultado desse estudo de Bueno-Silva e colaboradores (2013)
revelou que esses compostos possuem a capacidade de gerar um stress no
metabolismo do Streptococcus mutans diminuindo a atividades de diversas
enzimas, dentre elas as glicosiltransferases, que auxiliam na formacdo do
biofiime, e também de outras rotas metabdlicas envolvidas na producédo de
acido pelos microorganismos. Contudo, 0s compostos ndo apresentaram

atividade microbicida expressiva frente ao Streptococcus mutans.

Essas acoes do vestitol e neovestitol podem ser bastante promissoras no
processo cariogénico, pois parecem diminuir o acumulo do biofilme na matriz

dentaria e a sua viruléncia.

Um estudo in vitro avaliou a atividade antimicrobiana de vernizes de
propolis verde nas concentracdes de 5, 10 e 15% com quitosana. Os vernizes
foram testados frente aos micro-organismos Streptococcus mutans,
Streptococcus  sanguinis,  Streptococcus  salivarius,  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermédia,
Fusobacterium nucleatum, Candida albicans, Candida lusitaniae e Candida,
dubliniensi, sendo comparados com a clorexidina e nistatina. Contra todos os

micro-organismos testados, o0 verniz de propolis verde e quitosana em
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diferentes concentracbes demonstraram acao superior que a clorexidina e a
nistatina (FRANCA et al., 2014). Além disso, esse estudo também verificou que
a prépolis consegue ser liberada pela forma farmacéutica de verniz dentario por
até nove semanas, com liberacdo de 20 a 30% da propolis nas primeiras 24h.
Pelo exposto, verifica-se um perfil de agcdo semelhante ao encontrado no verniz
de propolis estudado no nosso presente ensaio, que conseguiu apresentar
resultados satisfatorios até em um intervalo de 90 dias da aplicagdo, no dia
180.

Outro estudo in vitro também avaliou a acdo de vernizes de propolis verde
nas concentracdes de 5, 10 e 15% com quitosana frente a micro-organismo
cariogénicos. Foram testados 0s micro-organismos Streptococcus mutans,
Streptococcus sanguinis, Streptococcus salivarius e Lactobacillus casei. Os
vernizes de propolis verde e quitosana de diferentes concentracdes inibiram o
crescimento dos micro-organismos de modo significante, de modo semelhante
ao extrato de propolis puro, demonstrando ndo haver, uma possivel,
incompatibilidade na liberacédo da propolis pelo verniz. Além disso, 0s vernizes
de prépolis em todas as concentracbes apresentaram maior inibicdo do
crescimento microbiano que a clorexidina (DE LUCA et al., 2014). Ainda, o
trabalho de De Luca e colaboradores também realizou o teste citotoxicidade
dos vernizes, em diferentes concentragdes; verificou-se que o0 verniz de
propolis verde e quitosana apresentou uma citotoxicidade muito baixa de
acordo com a ISO 10993-5 de 2009, que rege os ensaios de citotoxicidade de

dispositivos com finalidade clinica .

Diferentemente do estudo anterior o verniz de proépolis utilizado liberou,
guase que na sua totalidade, flavonoides, nas primeiras 24h, ndo sendo essa
uma caracteristica desejada numa forma farmacéutica de verniz dentario, na
qual se busca uma liberacdo prolongada e sustentada dos principios ativos

conforme menciona DE LUCA et al., 2014.

O grupo tratado com o verniz de clorexidina, como esperado, apresentou
reducdo estatisticamente significativa da carga microbiana de Streptococcus

mutans nas amostras de saliva, no dia 180, na diluicdo de 1:100, e nos dias
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180 e 360, na diluicdo de 1:1000. Entretanto, ao final do estudo cinco criancas

foram diagnosticadas com carie dentéria.

Atualmente ndo hd um consenso na literatura sobre a real utilidade do
verniz de clorexidina na prevencdo de caries dentéarias. Uma revisédo
sistematica avaliou a eficacia de vernizes de clorexidina na prevencao da carie
dentaria em criancas. Um total de 12 estudos foi incluido e chegou-se ao
veredito que a eficacia do verniz de clorexidina para prevencdo de céries é
inconclusiva (JAMES; PARNELL; WHELTON, 2010).

Outra revisdo sistematica feito por SLOT e colaboradores, 2011, avaliou a
eficAcia do verniz de clorexidina na prevencdo de caries radiculares. Nessa
revisdo, foram selecionados 6 estudos publicados, nos quais foi verificado que
o verniz de clorexidina é eficaz quando a profilaxia dentaria € realizada por
profissional, e que pode apresentar beneficio quando utilizado para prevencéao
em pacientes com alto risco de céries (pacientes geriatricos e com xerostomia).
Desse modo, a revisao concluiu que o verniz de clorexidina se mostra benéfico
quando ha limpeza profissional regular, e em pacientes com necessidades
especiais; entretanto, o nivel dessa recomendacdao foi classificada como fraca
conforme os critérios de avaliacdo de evidéncia estabelecidos por SLOT e

colaboradores.

Apesar da clorexidina diminuir de modo efetivo a carga microbiana no
biofiilme dentario, novamente leva-se em consideracdo que a carie € uma
doenca acucar-dependente mediada por mdultiplos fatores. Assim, torna-se
necessaria uma abordagem mais ampla para melhor controle dessa condicao

clinica (ZAFAR; HARNEKAR; SIDDIQ, 2009; TENUTA, CURY, 2010).

O grupo tratado com o verniz de flior apresentou uma reducéo significativa
da carga microbiana de modo sustentado durante o estudo, nos dias 90,180 e
360, quando verificada na diluicdo de 1:100. Entretanto quando se realizou a
contagem de unidades formadoras de colénias na diluicdo de 1:1000 da saliva
apenas foi evidenciado uma reducdo da carga microbiana estatisticamente
significativa no dia 180. Essa diminui¢do pode ser explicada pelo efeito residual
do fldor na cavidade oral, assim o farmaco ndo apresentaria efeito

antimicrobiano especificamente, mas pela capacidade de causar stress no
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metabolismo do Streptococcus mutans controlando assim a populacdo do

micro-organismo na cavidade oral (BUZALAF et al., 2011).

Esses resultados corroboram com os de um ensaio clinico que avaliou a
atividade antimicrobiana frente a Streptococcus mutans de um verniz de flaor
em criancas. Nesse estudo houve extensiva reducédo da carga microbiana apos
o tratamento. No entanto, no referido estudo realizou-se a coleta de material
biologico dos pacientes somente 24h ap6s a aplicacdo do verniz.
Diferenciando, assim, da metodologia do presente estudo, pois € sabido que o
fluoreto presente no verniz sofre uma grande liberacdo nas primeiras horas,
apresentando, desse modo, um potencial antimicrobiano propriamente dito
(JEEVARATHAN et al., 2007).

Em outro estudo, realizado in vitro se avaliou o efeito antimicrobiano do
verniz de flaor frente a Streptococcus mutans e Streptococcus sanguinis por
difusdo em biofilme experimental. Nos resultados foi verificado que o fluoreto
liberado pelo verniz foi capaz de inibir o crescimento microbiano,
principalmente nas primeiras 24h e sendo sustentado por até 96h (ERDEM et

al., 2012). Esses dados também apoiam os do presente estudo.

Dados de um estudo in vitro que avaliaram a atividade antimicrobiana do
verniz de fldor sobre Streptococcus mutans durante 94h, revelaram que o
fluoreto liberado pelo verniz foi capaz de reduzir a adesividade dos micro-
organismos no disco de hidroxiapatita. Entretanto como era de se esperar o
efeito inibitorio sobre o crescimento dos Streptococcus mutans, a producao de
polissacarideos insolUveis extracelulares e producdo de éacido foi diminuido
com o passar do tempo. Quando esses dados sao extrapolados para clinica
verifica-se a necessidade da reaplicagdo do verniz dentario para sustentacao

do seu efeito sobre a microbiota oral (CHAU et al., 2014).

Apesar de todos os dados apresentados, ressalta-se que o principal efeito
anticariogénico do fluor, na cavidade oral, sera representado pelo reforco
positivo no processo de des/remineralizacdo, no qual se diminuira a
desmineralizacdo da matriz dentaria pela formacdo da fluorapatita, mais
resistente a dissolucdo em meio &cido. Ocorrera, entdo, o favorecimento da

remineralizacao, pela formacédo do nucleo de fluorapatita na matriz desgastada
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qgue recrutara os minerais em solucdo nos fluidos orais para a placa dentaria
(GONZALEZ-CABEZAS, 2010; BUZALAF et al., 2011).

Um ensaio clinico avaliou a atividade antimicrobiana frente ao Streptococcus
mutans, o acumulo de biofilme e quantificacdo das manchas brancas ativas de
um gel dentario de propolis e um gel dentario de prépolis com fluoreto de sédio.
Foi verificado que ambos os géis apresentaram efeitos benéficos na reducéo
da carga microbiana de Streptococcus mutans e em relacdo ao acumulo de
biofilme, sem apresentar diferencas estatisticamente significantes. Contudo,
apenas o gel associado de proépolis e fluoreto de sodio foi capaz de inativar de
modo significante as manchas brancas (DE-CARLI et al, 2011). Esses dados
sdo bastante relevantes, pois demonstram uma associagdo que pode ser
explorada em estudos posteriores, para desenvolvimento de um novo produto
farmacéutico anticariogénico, uma vez que ele atuara em duas vias do controle
da doenca carie: na reducdo da carga microbiana de bactérias acidogénicas e

de maneira a modular positivamente o processo des/remineralizacao.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Por meio da realizacdo do estudo piloto foi verificado que a melhor
concentracdo para o verniz de prépolis vermelha brasileira € de 2,5%.

Durante a segunda etapa do estudo apurou-se que o verniz de propolis
vermelha brasileira 2,5% apresentou Otima atividade antimicrobiana frente ao
Streptococcus mutans nos dias 90 e 180, ao final do estudo duas criangas
apresentaram caries dentarias em incisivos centrais. O verniz de clorexidina so
gerou reducdo estatisticamente significativa nos dias 180 e 360 e ao fim do
estudo cinco criancas apresentaram caries dentarias, inclusive nos molares em
que o verniz foi aplicado. O verniz de flior gerou uma menor reducéo da carga
microbiana frente aos outros grupos, mas teve seu efeito sustentado até o
altimo atendimento do paciente, no qual nenhuma crianga apresentou carie

dentaria.

Para melhor a¢éo clinica do verniz dentario de propolis vermelha brasileira

recomenda-se sua utilizacdo em intervalos de reaplicacfes a cada 90 dias.

O verniz de prépolis vermelha brasileira poderia ser uma alternativa
farmacoeconomicamente vidvel como adjuvante na prevencdo da carie

dentaria, podendo futuramente ser incluido no Sistema Unico de Saude.

Foi realizado o deposito de pedido de patete do verniz de propolis vermelha
testado no estudo (ANEXO B).

Recomenda-se a realizacdo de estudo de pré-formulacdo do verniz
dentario de propolis vermelha brasileira a 2,5% a fim de melhorar a

performance do produto desenvolvido.

Recomenda-se a realizacdo de novos estudos com essa e outras formas
farmacéuticas de uso odontolégico associando a prépolis vermelha brasileira e

o fluoreto de sodio para prevencéao de caries dentarias.



79

CONCLUSAO




80

7. CONCLUSAO

O verniz dentério de propolis vermelha brasileira 2,5% mostrou-se eficaz no
controle das unidades formadoras de colbnias de Streptococcus mutans na

cavidade oral, quando utilizado no intervalo de 90 dias.
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APENDICE A
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“AVALIAGAO CLINICA E MICROBIOLOGICA DO USO DE VERNIZES CONTENDO PRODUTOS DE
PLANTAS NATURAIS PARA PREVENCAO DE CARIE EM CRIANCAS”

Seu filho ou filha esta sendo convidado a participar de um projeto de
pesquisa. Sua participacdo € importante, porém, ele(a) ndo deve participar
contra vontade propria ou contra a sua vontade. Leia com atencdo as
informagdes abaixo, sentindo-se livre para fazer qualquer pergunta que
desejar, para que ndo haja davida alguma sobre os procedimentos a serem

realizados.

a) O objetivo da pesquisa € testar o uso tépico (aplicado aos dentes),

na forma de verniz, de um medicamento no tratamento da carie

b) Durante o estudo vocé devera fornecer informacao sobre o estado
geral de saude do seu filho ou filha, bem como possiveis reacfes alérgicas que

ele(a) ja possa ter tido

c) A participacdo neste estudo consistira de:
e Exame dentério de seu filho ou filha,

¢ Utilizacdo de um medicamento sobre os dentes de seu filho ou filha
(aplicagao topica) de um “remédio”, por 3 vezes: inicialmente, apds

3 meses e apds 6 meses, com freqiiéncia de 1 (uma) vez ao dia.

¢ Coleta de saliva de seu filho ou filha por 4 vezes: inicialmente, apos
trés meses, apés 6 meses e apdés 1 ano. Para que seja feita a
coleta seu filho ou filha tera que mastigar um pequeno pedaco de
“chiclete” por um minuto, e a mesma se encontrara ligada a um
pedaco de fio dental para evitar que o seu filho ou filha venha a

engolir material. Depois de decorrido o tempo 0 mesmo sera
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retirado da boca e colocado em um pequeno frasco.

d) A aplicacéo do “remédio”, a coleta de saliva e o exame dentario NAO

causardo DOR ao seu filho ou filha.
f) Seu filho ou filna NAO RECEBERA INJECAO de anestésico local.

g) Essa pesquisa oferece o raro risco de seu filho(a) ter alergia ao
medicamento (remédio). Para diminuir as chances de alergias solicitamos
informacgdes sobre a saude dele ou dela, estando preparados para suspender
o tratamento, e usar remeédios para alergia caso isso ocorra. Qualquer falta
de informacdo de sua parte (responsavel pela crianca) a respeito das
condicdes de saude do seu filho (a) exclui totalmente a responsabilidade da

equipe de pesquisa.

h) Apds a aplicacdo do tratamento a saliva recolhida (conforme descrito
acima) e analisada para descobrir se 0 remédio usado nos dentes de seu
filho ou filha foi capaz de diminuir a nUmero de bactérias da boca que causam

carie, podendo trazer como beneficio um tratamento para carie no futuro.

i)A participacdo neste estudo lhe da o direito de seu filho ou filha ser

acompanhado (a) por um aluno estagiario para prevencdo de novas caries.

j) Vocé tem a liberdade de desistir ou interromper a participagao do seu
filho ou filha neste estudo no momento que desejar, sem necessidade de

qualquer explicagao.

k) Os resultados obtidos durante este estudo serdao mantidos em sigilo.
A Faculdade de Odontologia ndo o identificara por ocasido da exposi¢cao e/ou
publicacdo dos mesmos (os dados serdo publicados somente em revista
cientifica e/ou congressos cientificos nédo identificando o nome de seu filho ou
filha).

[) O surgimento de resfriados ou viroses no dia da pesquisa, com
consequente uso de medicacdes por periodo de tempo limitado, exclui seu

filho ou filha do estudo.

m) Caso venham a surgir davidas ou perguntas, sinta-se livre para

contactar a Dra. Patricia Lobo (responsavel pelo projeto) no telefone (85)
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99845353.

Ao assinar este termo, vocé estara declarando que por meio de livre e
espontanea vontade sua e de seu filho ou filha, ele(a) estara participando como
voluntario do projeto de pesquisa citado acima, de responsabilidade da Dra
Patricia Leal Dantas Lobo do Curso de Odontologia, da Universidade Federal
do Ceard. Comité de Etica em Pesquisa (COMEPE/UFC- TELEFONE (85)
33668344,

Fortaleza, de de 20 .

Nome da crianca Data de Nascimento

RG:

Assinatura do pai ou responsavel

Assinatura da Testemunhal Assinatura da Testemunha 2

Assinatura do responsavel pelo projeto



APENDICE B
FICHA DE ANAMNESE
DADOS PESSOAIS E EXAME DENTARIO

MOME:

IDADE

DATA OE NASCIMENTO

MCOME DO PAI

MOME D& MAE

RESPONSAVEL LEGAL

EMDERECO

TELEFOME PARA CONTATO

MOME DA ESCOLA

EMDERECD DA ESCOLA

ESTADO DE SAUDE GERAL DA CRIANCA
FAVOR LER E RESPONDER COM ATEN{;JE.D.

1) O gau filho ou filha se encontra sob tratamento médico? SIM NAD
Especifigue. Caso a U resposta tenha sido
SIM.

2) O seu filho ou filha tem alguma doenga crénica? SIM MAD
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Especifique. Caso a sUS resposia tenha gido ZIM.

31 O =eu filho ou filha esté tomando algum medicamento (remédio)?  SIM

NAO
Especifique. Caso a sua resposia tenha gido SIM.
4) O seufilho ou filha tem algum tipo de doenga alérgica? SIM MAD
Especifique. Caso a suUa resposia tenha sido SIM.

57 O seu filho ou filha ja apresentou alergia & algum tipo de medicamento? SIM
MAD

Identifigue o{s) medicamento(s). Caszo =sua resposta fenha sido SIM.

57 O =eu filho ou filha j& esteve hospitalizado (a)7 S NAD

Especifigue o mofwo. Caso a sua resposta fenha  sido SIM.

Afirmo que as informagoes acima sio verdadeiras.

Data
Aszinatura

R

Testernunhat:

Testemunha:
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Peasquizador:

EXAME DENTARIO

MOME DA
CRIANGA

IDADE DATA DE MASCIMENTO

DATA

EXAME EXTRA-ORAL

LINFADENOPATIA: PRESENTE[ ] AUSENTE [ ]

ASSIMETRIA FACIAL POR INFECCAD: PRESENTE [ ] AUSENTH ]

EXAME INTRA — ORAL

TECIDOS MOLES: NORMAIS[ ] PaToLOGICOT |

EXAME INTRA-ORAL
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» Corvermelha - corresponde a superficies cariadas.
» Cor azul - - cormesponde a superficies restauradas.



ANEXO A — APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO % Plabaforma
CEARA/ PROPESQ %ﬁﬂ

PARECER CONSUBSTAMNCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESGQUISA

Titulo da FesquiEa:A‘l."ALlAl;.ﬂD CLIMICA E MICROBIOLOGICA DO USO DE VERNIZES COMTENDO
PRODUTOS DE FLANTAS MATURAIS PARA PREVENCAD DE CARIE EM

Pesquisador: Patricia Leal Dantas Lebo
Araa Tematica:

Versdo: 2

CAAE: DBBAT312.3.0000.5054

Instituigdo Proponente: Departamento de Clinica Odontoldgca
Patrocinador Principal: Fmanciamenio Prégrio

DADOS DO PARECER

Mamers do Parecer: 195008
Data da Relatoria: 28/1 12012

Apresentagio do Projeto:

O projeto em questio & um trabaho vinculado ao PIBIC/UFC e serd reslizade nas dependéncias da
UFC/Campus Fortsleza com a participagSo de professores dos Cursos de Odontologia do Campus de
Sobral e Fortaleza.

Meste trabalho, serdo aplicades vares agentss anfimicrobianos formulades come vernizes de aplicagdo
topica nos dentes de criangas na idade de 36 3 71 meses. Os agentes aplicados serdo: vemiz de fluor a 5%,
wemiz de clorexidina a 1%, wemiz com extrato aleoclico de propes a 15%, vemiz de timal a 10% e carvacal
3 10%. wemiz com exiraio alcoolico de copaiba e wemiz com extrato glico-alctolico de caléndula. A
concentragac dos vemizes de copaiba e candula sera determinada em estudo antes do inicio dos testes
enfre oz vemizes. stravés da andlise da tolerab@dade = curvs dose-resposts das concentragdes de 1%, 5%,
10% e 20%.

Ma fase de estudo clinico, os vemizes ser3o aplicados mo inicio, apés 3 & 6 meses & serdo realizadas
analises microbioldgicas da saliva destes pacientes, de forma a wverificar alteragdes na contagem de
S.mutans. Serdo fefios exames oinices para determinar 3 ocorréncia de cire dentaria nestas ciangas.

Ohbjetivo da Pesquisa:

Emderaga: Fua Cel. Munes de Melo, 1127

Ealrro: Rodofo Tadbkn CEP: £0433-370

UF: CE Murilalpio: FCRTALEZA

Telafone: (BE)33SS-5344 Fax: {BE3Z23-2803 E-mall: comepefful.br
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Objetwwo Primag rio:

Awaliar cinicamentz e mcrobiclogicamente a efica; cia de dferentes vemizes contendo produtos de plantas
naturass em criancas de 36 3 71 meses na prevenc; a;o da ca;rie dentara, comparades 3 wemnizes 3 base
de Fluor & Cloreddna.

Objetwo Secundano:

Awaliar o aparecimenio de leso; es de carie em segundos molares decidugs em erianc; as recebendo quatro
wvemizes a; base de plantas naturais (Baccharis dracunculifolia, Timol e Carvacrol, Copaifera multijuga. e
Calendula officnalis] & dois vernizes disponigveis comercialmente: vemiz de fugor a 5% (Fluomiz @) e
clorexiding 3 1% (Cervitec®l; Awaliar 3 agdo antmicrobiana dos diferentzs vernizes atraves da contagem
do nimero de unidades formadoras de coloznias de Streptococous mutans antes e apos os fratamenios
proposios, na saliva de pre-escolares.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Segundo os autores, os rscos referem-se so goste desagradagvel dos produtos e os benefeios, a
redugdo do numero de Streptococcus mutans & consequente prevencac da carie.

Comentarios & Consideragies sobre a Pesquisa:

A pesguiza esta bem delineada,com metedologia e analise estatistica adequada.

Acredito ser necessario inchur na revisio da literatura artigos gue alestem a seguranga no uso dos produios
cujas concentragdes ainds serio determinadas, como a copalba e caléndula. para assegurar que mesmo
&m concentragies akas (10%)e dnico risco & o gosto desagradavel.

E importante tarmbém neluir um item de que na ocoméncia de caries, os pais dos pacientes serdo
nformades e as criangas, encaminhadas para ratamenio, nem gue seja no Sistama Unico de Salde.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo cbrigatdria:
Tedos termos foram satisfatériamente.

Recomendagdes:

Recomenda-s2 a atualizacio do cronograma.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadeguagdes:

Projeto Aprovado

Endersgo: Sua Cel. Hunes de Melo, 1127

Ealrro: Rodoby Teddks CEP: E04303-270
UF: CE Murlalpdéa; FORTALEZA

Telatone: (BE)335:2-8344 Fax: {BE3223-7903 E-maill: comepeful b
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Situagao do Parecer:

Aprovaco

Mecessita Apreciagao da CONEP:
ET

Consideragdes Finais a critérie do CEP:

FORTALEZA, 07 de Feversiro de 2013

Assinador por:

FERMANDO ANTONIC FROTA
BEZERRA (Coordenador)

Endersgo: Fua Cel. Hunes de Mek, 1127

Ealrro: Rodobs Teddls CEF:

UF: CE Munilalpio: FORTALEZA
Telafone: (EE)3355-8344 Fax: {HS)3223-2503

E0.430-270

E-mall: comepegiui.br
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ANEXO B — DEPOSITO DE PEDIDO DE PATENTE

< Uso exclusivo do INP1 >

! v

| T L L p—
0131
| 17/08/2016 14 1?“0?%72

N

BR 10 2016 019014 2

Espago reservado para o protocolo Espago reservado para a etqueta Espago reservado para 0 codigo OR
7 P INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL
Y Pl Sistema de Gestéio da Qualidade
Diretoria de Patentes
Tipe de Documento: . Pagina:
DIRPA - oReA
Formulario 13
Titulo do Documento: Cédigo: Versao:
| FQoo1 |2
Depésito de Pedido de Patente Procedimento:
DIRPA-PQ0Q06

Ao Instituto Nacional da Propriedade Industrial:
0 requerente solicita a concessdo de um privilégio na natureza e nas condicoes abaixo indicadas:

1. Depositante (71):
11 Nome: UNTVERSTDADE FEDERAL DO CEARA
12 Qualificagio: INSTITUTCAQ DE ENSING SUPERIOR

1.3 CNPJICPF: 7272636000131

14 Endereco Completo: Av. DA UNTIVERSIDADE, 2853 BENFICA
15 CEP: 60020-180
16 Telefone: 85- 3660434 17 Fax:
18 E-maill javam@ufc.br
[ continua em foli:a anexa
2, Natureza:  [x] Invengéo 1 Modelo de Utilidade [ Certificado de Adigao

3. Titulo da Invengao ou Modelo de Utilidade (54):

"DESENVOLVIMENTO DE VERNIZ DENTARIO DE PROPOLLS VERMELHA PARA CONTROLE DE
CARIE DEMNTARIA"™

[ continua em folha anexa

4. Pedido de Divisdo: do pedido N° Data de Deposno

5. Prioridade: D Interna (66) [ Jnionista (30

0 depositante reivindica a(s) seguinte(s):

Pais ou Orgamzagio do depbntn 1 Namero do depésito (se disponivel) Data de depdsito
T 4|___ terododepdello W BB Ll T = -
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¥ ¥ J— INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL
’ I ERORaIEALOE Sistema de Gestao da Qualidade
Diretoria de Patentes
Tipo de Documento: Pagina:
DiRPA Formulario DIRPA 2/3
Titulo do Documento: Codigo: Versiao:
L. R FQO001 2
Deposito de Pedido de Patente Procedimento:
DIRPA-PQO06
6. Inventor {72):
[7] Assinale aqui se o(s) mesmo(s) requer(em) a ndo divulgagdo de seus nome(s), neste caso nao preencher os
campos abaixo.
61 Mome: PATRICTA LEAL DANTAS LOBO
6.2 Qualificagdo: DOUTORA
6.3 CPF. 16864316300
8.4 Enderego Completo: RUA NUNES VALENTE, 1560 ALDEOTA FORTALEZA-CE
6.5 CEP: 60125070
66 Telefone: 85999845353 6.7 FAX:
68 E-mail patriciadantas2@omail.com
[¥] continua em folha anexa
7. Declaragio de divulgagao anterior néo prejudicial. O
Artigo 12 da LP| - periodo de graga.
informe no item 11.13 0s documentos anexados, se houver.
8. Declaragio na forma do item 3.2 da Instrugdo Normativa PR n® 17/2013:
[ Deciaro que os dados fornecidos ne presente formulrio sao idénticos ao da certiddo de depdsito ou documento
equivalente do pedido cuja prioridade esta sendo reivindicada.
9. Procurador (74):
9.1 Nome:
9.2 CNPJICPF: 9.3 APIIOAB:
94 Enderego Completo:
9.5 CEP:
9.6 Telefone: 97 FAX
938 E-mail:
[} continua em folha anexa
10. Listagem de sequéncias biolégicas.

informe nos itens 11.9 ao 11,12 os documentos anexados, se houver. |




msriruro INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL
24 FeornrmoAon Sistema de Gestio da Qualidade
Diretoria de Patentes
Tipo de Documento: Pagina:
Formulario DIRPA 313
Titulo do Documento: Cédigo: Versdo:
. i FQo01 2
Deposito de Pedido de Patente Procedimento:
DIRPA-PQ006
11. Documentos Anexados:
(Assinale e indique também o nimero de folhas):
(Devera ser indicado o nimero fotal de somente uma das vias de cada documento).
Documentos Anexados folhas
[x] [11.1 | Guia de Recolhimento da Unido (GRU). 01
O |11.2 |Procuragao.
0 |11.3 | Documentos de Prioridade.
[ [ 114 | Documento de contrato de trabalho.
[x] |11.5 |Relatorio descritivo. 04
[x} [116 |Reivindicagoes. 01
O | 117 | Desenho(s) (se houver). Sugestdo de figura a ser publicada com o resumo; n°, por
melhor representar a invengdo (sujeito & avaliagdo do INPH.
OO (18 |Resumo. 01
O |19 | Listagem de sequéncias em arquivo eletronico: n° de CDs ou DVDs {original e copia).
O {11.10 | Codigo de controle alfanumérica na formato de codigo de barras referente as listagem de
sequéncias.
[J |11.11 | Listagem de sequéncias em formato impresso.
[ | 11.12 | Declaragao relativa a Listagem de sequéncias.
[x] | 1113 | Outros (especificar) 03
CONTINUAGAO DA FOLHA DE INVENTORES
12. Total de folhas anexadas: 10 fls.

13. Declaro, sob as penas da Lei que todas as informagdes acima prestadas séo completas € verdadeiras.

FORTALEZA, 05 DE AGOSTO DE 2016 é{d

Local e Data Assinatdra e Carim

Prot. D, Custogio Lus Silva de Almeid:

vice-Reitor no exercicio da Reitoriz
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