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RESUMO

Introducdo: O uso de produtos naturais pelo ser humano como alternativa
terapéutica remonta a idade antiga e oS mesmos sd0 essenciais na producao de
novos farmacos, fato que tem levado os pesquisadores a buscar alternativas com
substancias com atividade biologica, destacando-se assim a propolis vermelha
brasileira (PVB). Estudos também comprovam o efeito terapéutico do extrato de
prépolis vermelha brasileira sobre inibicdo microbiana de agentes cariogénicos, além
de apresentar-se como uma opcao clinica de baixa toxicidade. A presenca de
aparelhos fixos na cavidade oral pode alterar moderadamente a natureza do biofilme
dentario. Alguns marcadores salivares e parametros clinicos podem sofrer
alteracdes devido ao tratamento ortodontico e gengivite. Objetivo: Dessa forma, o
objetivo desse estudo foi avaliar, longitudinalmente, o perfil dos biomarcadores
salivares proteina total, amilase e IL-10, pH e fluxo salivar, e indice de placa apos
uso de um dentifricio a base de prépolis vermelha em pacientes sob tratamento
ortodontico. Além disso, avaliar a percepcéo dos participantes quanto as sensacoes
e possiveis efeitos adversos apos o uso de dentifricio a base de prépolis vermelha
brasileira (PVB). Material e métodos: Trata-se de um estudo longitudinal,
randomizado, duplo-cego, controlado. A pesquisa foi aprovada pelo comité de ética
em pesquisa sob parecer 2.551.395 e os participantes selecionados na cidade de
Aracati-CE. Para preparacdo do dentifricio de prépolis vermelha, foi incorporada a
concentracdo de 1%. Um total de 76 participantes foram randomizados em dois
grupos: Grupo | - Dentifricio manipulado com propolis vermelha + 1500ppm de Fltor
(n = 38), Grupo lI- Dentifricio fluoretado a 1500ppm (n = 38). Amostras de saliva de
todos os participantes foram coletadas antes e apos 4 semanas do tratamento. Em
seguida, foram mantidas, transportadas, centrifugadas e armazenadas
adequadamente até andlise. A concentracdo de proteinas totais salivares das
aliquotas de saliva foi determinada pelo método BCA, utilizando como padrdo uma
curva de albumina sérica bovina (BSA), também foi avaliada a atividade da amilase
e IL-10 utilizando-se kits comerciais. A percepc¢ao dos pacientes quando o uso do
dentifricio de prépolis foi avaliada por meio de um questionario. Resultados: O
tratamento com os diferentes dentifricios ndo alterou as proteinas totais salivares
antes e apés o tratamento (G1: p=0,0746; G2: p=0,2144) e o pH se manteve

semelhante. A atividade da amilase também n&o mostrou variagdo no G1 (p=0,1877)



e G2 (p=0,4674). A IL-10 teve reducdao significante, G1 (p<0,0001) e G2 (p=0,03). O
fluxo salivar do grupo tratado com dentifricio de prépolis vermelha brasileira ndo
mostrou variacdo estatisticamente significante (p= 0,172), assim como no grupo
tratado com dentifricio fluoretado comercial (p=0,329). Quanto a percepcao e
aceitacao da formulacdo com prépolis, a mesma nado causou efeitos adversos e teve
uma boa aceitacao pelos usuarios. Conclusdo: Nesse estudo, apds 4 semanas de
uso pelos participantes, ndo houve diferencas entre os marcadores de proteina total,
pH e amilase, quando comparado o grupo do dentifricio de prépolis com o grupo do
dentifricio de flior. A dosagem de IL-10 e o indice de placa foram reduzidos no
grupo do dentifricio de prépolis apds o periodo de uso. Quanto a percepcdo o
dentifricio de propolis vermelha brasileira foi bem aceito pelos pacientes.

Palavras-chave: Biofilme dentario. Biomarcadores. Saliva. Propolis.



ABSTRACT

Introduction: The use of natural products by the human being as a therapeutic
alternative goes back to the ancient age and these products are essential in the
production of new drugs, a fact that has led the researchers to seek alternatives with
substances with biological activity, thus highlighting the brazilian red propolis (BRP).
Studies also prove the therapeutic effect of the BRP extract on microbial inhibition of
cariogenic agents, besides presenting as a clinical option of low toxicity. The
presence of fixed appliances in the oral cavity may cause changes on the dental
biofilm. Some salivary markers and clinical parameters may undergo changes due to
orthodontic treatment and gingivitis. Objective: The objective of this study was to
longitudinally evaluate the salivary biomarkers profile, total protein, amylase and IL-
10, pH and salivary flow, and plaque index after use of a BRP dentifrice in patients
under orthodontic treatment. In addition, to evaluate the perception of the participants
regarding the sensations and possible adverse effects after the use of BRP
dentifrice. Material and methods: This is a longitudinal, randomized, double-blind,
controlled study. The research was approved by the Research Ethics Committee
under number 2.551.395 and the participants selected in the city of Aracati-CE. For
preparation of the red propolis dentifrice, a concentration of 1% was incorporated. A
total of 76 participants were randomized into two groups: Group | - Red Propolis
Dentifrice + 1500ppm Fluoride (n = 38), Group Il - 1500ppm Fluoride Dentifrice (n =
38). Saliva samples from all participants were collected before and after 4 weeks of
treatment. They were then properly maintained, transported, centrifuged and stored
until analysis. The salivary total protein concentration of saliva aliquots was
determined by the BCA method, using as standard a bovine serum albumin (BSA)
curve, the activity of amylase and IL-10 was also evaluated using commercial Kits.
Patients' perceptions of propolis dentifrice use were assessed using a questionnaire.
Results: Treatment with different dentifrices did not change total salivary proteins
before and after treatment (G1: p = 0.0746; G2: p = 0.2144) and the pH remained
similar. The activity of amylase also showed no variation in G1 (p = 0.1877) and G2
(p = 0.4674). IL-10 had a significant reduction, G1 (p <0.0001) and G2 (p = 0.03).
The salivary flow of the group treated with BRP dentifrice did not show statistically
significant variation (p = 0.172), as well as in the group treated with commercial

fluoridated dentifrice (p = 0,329). About the perception and acceptance of the



formulation with propolis, it did not cause adverse effects and had a good acceptance
by the users. Conclusion: In this study, after 4 weeks of use by the participants, there
were no differences between the total protein, pH and amylase markers when
compared to the propolis dentifrice group with the fluoride dentifrice group. The IL-10
dosage and plaque index were reduced in the propolis dentifrice group after the
period of use. Regarding perception, the BRP dentifrice was well accepted by the

patients.

Keywords: Dental plaque. Saliva. Propolis. Biomarker.
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1. INTRODUCAO

1.1 Microbiota bucal

A cavidade oral é formada por microambientes variados, como as superficies
dos diferentes tipos de epitélio que revestem as mucosas e as superficies duras dos
dentes. Além disso, o ambiente oral pode ser colonizado por diversos tipos de
microrganismos, incluindo virus, fungos, arqueas e protozoarios, sendo as bactérias o
grupo predominante. Existe o registro de mais de 700 espécies de bactérias que habitam a
boca, onde a maioria estao relacionadas com a formacé&o do biofilme dental. Dessa forma,
a microbiota bucal é tida como uma das floras microbianas mais complexas do corpo
humano. (HE; SHI, 2009)

Microrganismos nas superficies dos dentes tendem a formar biofilmes com
comunidades multiespécies que sdo frequentemente incorporadas em uma matriz de
substancias poliméricas extracelulares (EPS). Por contraste, as superficies epiteliais mais
transitorias exigem uma estratégia de colonizacdo especializada e, embora organismos
formem biofilmes nessas superficies, € necessario menos tempo para a maturacdo do que
com superficies dentarias. Além disso, as bactérias penetram e crescem dentro dos
tecidos epiteliais e até intracelularmente. (LAMONT; KOO; HAJISHENGALLIS, 2018)

Diversos sao o0s microrganismos existentes na cavidade bucal humana. As
bactérias possuem caracteristicas que permitem sua colonizacdo nas superficies dentarias
como também no tecido gengival, na mucosa jugal, na lingua e na saliva. Estima-se que
cerca de quatrocentas a quinhentas espécies diferentes colonizem os tecidos bucais,
entretanto, apenas 5% dessas sdo consideradas patogénicas. (HE; SHI, 2009)

O processo de formacdo do biofilme acontece da seguinte maneira: a saliva
forma uma pelicula adquirida composta de proteinas e glicoproteinas que servem de
suporte para a adesdo das bactérias primarias sobre os dentes ou os tecidos periodontais.
Em seguida, essas bactérias se multiplicam e formam microcol6nias. Ocorre entdo uma
sucessao microbiana e coagregacao por bactérias secundarias, que possuem mecanismos
de se aderirem aos primeiros colonizadores, trazendo vantagens competitivas e
metabdlicas. As bactérias presentes no biofilme interagem entre si e possuem capacidades
gue nao tém quando estao isoladas, tornando-se mais resistentes a ataques externos. (HE;
SHI, 2009)
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Como em outras partes do corpo, a microbiota oral tem uma relagdo simbiotica
com o hospedeiro. A microbiota oral residente atua como uma barreira para os organismos
exogenos, mas, além disso, alguns membros da microbiota (por exemplo, alguns
estreptococos) desempenham um papel imunomodulador e regulam negativamente as
respostas potencialmente indesejaveis pro inflamatérias a organismos indigenas benéficos.
(MARSH, 2018) Entretanto, a perturbacdo desse equilibrio ecologico causa
inevitavelmente doencas orais, como carie dentaria, doencas periodontais, pericoronarite e
osteomielite 6ssea craniofacial. A microbiota oral também esta correlacionada com muitas
doencas sistémicas, incluindo céancer, diabetes mellitus, artrite reumatoide, doencas
cardiovasculares e parto prematuro. (XIN; JUNZHI; XUEDONG, 2015)

Se removido regularmente, o biofilme dentario compreende principalmente
estreptococos orais que sao considerados como microflora residente. Mas se nao for
perturbado, um biofilme complexo contendo até 100 espécies bacterianas em um local se
acumulara e podera eventualmente causar o desenvolvimento de doencgas. (LARSEN;
FIEHN, 2017)

O biofilme supragengival € composto por bactérias gram positivas, incluindo
Streptococcus sanguinis, Streptococcus mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus
salivarius e lactobacilos, enquanto a placa subgengival € composta principalmente por
bactérias anaerObias gram negativas, tais como Aggregatibacter (Actinobacillus)
actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia, Campy lobacter spp., Eikenella corrodens,
Fusobacterium nucleautum, Porphyr omonas gingivalis, Prevotella intermedia e
espiroquetas orais, como Treponema denticola. (HE; SHI, 2009)

A saliva do hospedeiro também contribui para a estabilidade do ecossistema,
protegendo o ambiente bucal, fornecendo nutricAo para a comunidade e fatores
antimicrobianos que sdo antagbnicos para espécies exodgenas (LAMONT; KOO;
HAJISHENGALLIS, 2018). Isso envolve a manutencdo de um pH favoravel para o
crescimento microbiano, a remocdo de substratos exdgenos e a provisdo de um
fornecimento continuo de nutrientes enddégenos para a microbiota oral residente benéfica,
muitos do quais tém um pH 6timo em torno da neutralidade para o crescimento (MARSH et
al., 2016).
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1.2 Processo de desmineralizacao e carie

A carie dentaria é atualmente considerada uma disbiose que envolve interacdes
entre a estrutura dentéria, biofilme microbiano e exposicao de acucar, onde 35% dos casos
ndo sdo tratados em todo o mundo. A cérie precoce de infancia (CPI) se caracteriza a
presenca de carie em criancas com até 6 anos de idade. (GIACAMAN, 2017; PITTS et al.,
2017)

A cérie dentaria € a doenca mais prevalente no mundo atingindo todas as
idades e classes sociais, afetando cerca de 90% da populacdo mundial. Em paises menos
favorecidos socioeconomicamente quase todas as lesfes de carie permanecem sem
tratamento. (BENZIAN et al., 2012). Seu desenvolvimento e fatores de risco estédo

representados na figura 1.

Figura 1 - Desenvolvimento e fatores de risco da céarie dentaria.

Social class
Saliva
(Flow rate)
Education deposits <"'——{> Tooth Income
3
Fluoride =
Buffer
Diet capacity
Frequancy Tooth
Composition Sugar
(clearance rate)
Microbes
Knowledge
Behaviour
Saliva
(Composition)
Attitudes

Fonte: Carounanidy Usha, et al. J Conserv Dent. 2009 Apr-Jun;12(2):46-54.

Apesar dos esforgcos empreendidos pela comunidade odontoldgica no controle
da carie dentaria, a mesma continua preocupando 0s pesquisadores, em especial nos

paises menos desenvolvidos. A etiologia da carie sempre foi bastante estudada, inclusive
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considerando novos fatores que influenciam seu desenvolvimento, tais como o0s
socioeconémicos, demograficos e cognitivos (FEITOSA et al., 2003).

Quando expostos a uma dieta rica em agucar, comensais do grupo Streptococci
metabolizam os carboidratos e produzem acidos que vao desmineralizar a estrutura
dentaria. Entre os agentes que irdo participar desse processo, 0s S. mutans destacam-se
por terem o mecanismo de acdo confirmado em relacdo a sacarose e a carie dentéria.
Essa espécie € capaz de sobreviver, proliferar e produzir acidos. Além disso, possuem
glicosiltransferases, que sdo enzimas que permitem oS mesmos formarem diversos
polimeros extracelulares de acucares e possuem adesinas permitindo, assim, as bactérias
aderirem a estrutura dentaria a a outras espécies do biofilme. (PITTS et al., 2017)

Apesar de ndo ser 0 agente etiolégico, um aumento do numero de S.mutans
pode ser considerado um fator de risco para o inicio da lesdo, o que torna esse grupo de
bactérias, que sao aciduricas e acidodfilas, associadas ao desenvolvimento da leséo
cariosa, sendo assim um indicador de desequilibrio da microbiota. Mesmo existindo
mecanismos fisiologicos na boca, como a saliva, que vai auxiliar na remineralizacéo,
guando ha um consumo de acucar muito frequente na dieta, um desequilibrio ecologico da
microbiota bucal pode ocorrer. (GIACAMAN et al., 2010; ERIKSSON et al., 2017)

Na prevencdo da carie dentaria em saude publica, devem ser implementadas
abordagens e promocdo de comportamento saudaveis, além de politicas como a
fluoretacdo da agua publica e estratégias em grupos de alto risco, com acesso restrito aos

servicos odontologicos e fluoretos. (PITTS et al., 2017)

1.3 Doencas gengivais

A gengivite € uma alteracdo bucal dos tecidos moles frequente em pacientes
sob tratamento ortodontico. Caracteriza-se como sendo uma inflamacdo da gengiva
marginal de carater reversivel. Clinicamente pode-se observar uma gengiva vermelha e

edemaciada com sangramento espontaneo ou apos sondagem. (SAMAH et al., 2014)

O biofilme se desenvolve sobre a superficie dentaria e € composto de diferentes
espécies de microrganismos, inicialmente formados por bactérias gram positivas e
aerbbias, mas posteriormente, ha uma colonizagdo sequencial de microrganismos gram

negativos e anaerébios. O tecido gengival marginal comeca a desenvolver uma resposta
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inflamatdria provocada pelas toxinas liberadas dos microrganismos presentes no biofilme.
Essa resposta acontece quando sdo liberadas substédncias no organismo, como a
histamina, além de ocorrer producdo de substancias inflamatérias que aumentam a
permeabilidade dos vasos sanguineos. A manutencdo prolongada do processo inflamatério
nos tecidos, designada inflamacé&o crénica, pode promover sua destruicdo e perda éssea.
Desta forma € necesséario que haja uma desorganizacao constante e eficaz deste biofilme
para prevenir essas patologias bucais, ja que o biofilme é o fator etioldgico principal no

desenvolvimento da gengivite. (SILVA et al., 2013)

As intensidades dos sinais e sintomas clinicos podem variar entre individuos e
entre sitios numa mesma denticdo. As caracteristicas clinicas comuns incluem presenca
de placa bacteriana, eritema, edema, sangramento, sensibilidade, aumento do exsudado
gengival, auséncia de perda de insercéo, auséncia de perda 0ssea, mudancas histolégicas
e reversibilidade apés a remocdo da placa bacteriana (AMERICAN ACADEMY OF
PERIODONTOLOGY, 2009).

A gengivite pode difundir-se por toda a unidade gengival remanescente. Estudos
epidemiologicos brasileiros demonstraram uma alta prevaléncia de inflamacé&o gengival,
variando de 74% a 100%, embora a média individual de sangramento gengival varie de
28% para 35%. (LINS et al., 2013)

Recentemente, a classificacdo para as doencas periodontais, foi atualizada em
um grande evento realizado para essa finalidade, o Proceedings do Workshop Mundial
para a Classificacdo das Doencas e Condic6es Periodontais e Peri-Implantares, em
Chicago nos Estados Unidos. A nova classificacdo define a saude periodontal como a
auséncia de inflamacéo clinicamente detectavel e a gengivite como uma inflamacao
especifica do local e desencadeada pelo acumulo de biofilme dentario supragengival. A
mesma se caracteriza por sangramento gengival (SG), gengiva avermelhada, edema e
auséncia de perda de insercdo. De acordo com 0S novos conceitos, a saude gengival
clinica pode ser restaurada apés o tratamento da gengivite e periodontite. (CHAPPLE et
al., 2017; STEFFENS; MARCANTONIO, 2018)
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1.4 FlUor e dentifricios

O flbor foi introduzido na pratica clinica odontoldgica na década de 1970, sendo
desde entdo o principal responséavel pelo processo de reparo tecidual e consequentemente
também relacionado ao declinio da prevaléncia da carie dentaria na populagdo,
principalmente em paises desenvolvidos. (BUZALAF et al., 2011).

Muitas vezes, a escovacao dentaria em casa com dentifricio fluoretado € a Unica
forma de controlar a doenca (BENZIAN et al., 2012). Dentifricios fluoretados, como géis e
cremes dentarios, sdo os mais difundidos e principais veiculos de fldor utilizados pela
populacdo, sendo a forma mais importante e eficaz de controlar a carie. Sua eficacia é
comprovada em diversos estudos in vitro e ensaios clinicos desde 1940, sendo o creme
dentario seguro independente da concentracéo alta dos fluoretos (OMS, 2012).

Devido ao facil acesso aos fluoretos e disponibilidade dos mesmos em diversas
formulacdes, especialmente dentifricios, a prevaléncia da doenca carie diminuiu nas
Ultimas décadas. Entretanto, para que o creme dentario apresente eficacia terapéutica no
controle dessa doenca, € necessario que uma determinada quantidade de fluoreto
presente na formulacdo esteja na forma soluvel e regularmente presente na cavidade
bucal. Somente assim o mesmo podera ter acdo evitando a desmineralizacdo e
promovendo a remineralizacéo dos tecidos duros dentarios. (HASHIZUME et al., 2003)

A recomendacdo do uso de dentifricio fluoretado para o controle de céarie €
fortemente baseada em evidéncia de dezenas de resultados de estudos clinicos
randomizados e controlados em comparacdo com a escovacao usando dentifricio ndo
fluoretado. (CURY et al., 2015)

No Brasil, quase toda a populacdo utiliza cremes dentarios formulados com
carbonato de célcio/monofluorfosfato de soédio (MFP). O ion MFP nédo forma sal insoluvel
com os ions calcio do abrasivo, mas como o mesmo ndo € estavel, durante o
armazenamento do creme dentéario ocorre a liberacédo do ion F que ira reagir com o Ca?*
formando assim alguns sais de fluor insolUveis. Estes sdo inativos no processo da
desmineralizacao/remineralizacdo. Devido a essa reagdo, € necessario que 0 creme
dentario contenha uma concentracdo minima de 1000 ppm de F soluvel para que
apresente atividade anticarie. Entretanto, a legislagdo brasileira apenas estabelece a

concentragdo maxima de 1500 ppm de fluoreto, sem nenhuma exigéncia quanto a
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solubilidade, levantando assim preocupacfes em relagdo a disponibilidade do flor soltvel
(ANVISA, 2000; WALSH et al., 2010; RICOMINI FILHO et al., 2012).

No ambito odontolégico, dentifricios ou colutérios bucais tém sido combinados
ao flor e a substancias com atividade biolégica ativa a fim de realizar atividade
antimicrobiana, entre eles destaca-se a propolis. (MODESTO et al.,2001) Diversos sédo os
dentifricios desenvolvidos com a incorporacdo de produtos antimicrobianos, alguns de
origem natural. (LOBO et al., 2014).

A incorporacdo de produtos naturais em formulacdes sempre foi bastante
utilizado pela inddstria farmacéutica como alternativa aos medicamentos tradicionais,
existindo assim uma busca constante por produtos seguros com atividade biolGgica e
seguros. (GEORGE; KASLIWAL et al., 2017)

1.5 Produtos Naturais e Odontologia

O uso de produtos naturais pelo ser humano como alternativa terapéutica
remonta a idade antiga e os mesmos sdo essenciais na producédo de novos farmacos, fato
gue tem levado os pesquisadores a buscar alternativas com substancias com atividade
biologica. Na Odontologia, as pesquisas com produtos naturais tém aumentado, devido a
busca por novas substancias com maior atividade farmacoldgica, com menor toxicidade,
maior biocompatibilidade, além de apresentarem valor mais acessivel a populacao. (LOBO
et al., 2014; VALADAS et al., 2019)

Nos ultimos anos, na busca de novas substancias com potencial farmacolégico
e biocompativeis, observa-se um aumento no numero de estudos quanto ao uso de
produtos naturais em Odontologia, desenvolvimento de materiais com propriedades
biolégicas ativas e alternativas para o0 manejo de doencas bucais em especial as
relacionadas ao biofilme. (FREIRES et al., 2015)

Por diversas geracdes, a humanidade se beneficiou de medicamentos naturais
para tratar ou prevenir diversas doencas. Assim, metabdlitos de plantas, microrganismos e
produtos marinhos tém sido considerados fontes valiosas de novas moléculas com
potencial para o desenvolvimento de drogas em inimeras areas biomédicas. Diversas sao
as condi¢cfes que afetam a saude bucal que podem ser evitadas, aliviadas ou tratadas com

0 uso de medicamentos ou formulacdes a base de produtos naturais. (FREIRES;
ROSALEN, 2016)
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Na Odontologia, apesar dos estudos e desenvolvimento destes farmacos ainda
se apresentarem em fase inicial, eles vém crescendo ao longo dos ultimos anos e buscam
por substancias que possam atuar nos microrganismos relacionados a carie dentéria e a
doenca periodontal. (FREIRES et al., 2016)

Nas ultimas duas décadas houve um desenvolvimento limitado de produtos para
cuidados bucais. Isso se deve principalmente por etapas quimicas inconclusivas, escassez
de ensaios clinicos ou estudos mal elaborados, falta de trabalho multidisciplinar e
colaborativo, bem como de parceria e investimento da industria neste setor. Assim, mais
pesquisas devem ser necessarias nos campos de toxicologia e farmacologia clinica, de
modo a preencher a lacuna entre o potencial in vitro e in vivo de novos agentes
fitoterapicos e sua eficacia clinica e seguranca em humanos. (FREIRES; ROSALEN, 2016)

Apesar da limitagdo do desenvolvimento final de produtos, existe um crescente
interesse nos produtos naturais que poder ser potenciais agentes farmacologicos em
Odontologia. Muitos desses produtos naturais ja foram incorporados a enxaguatorios
bucais, dentifricios ou gomas de mascar, onde a maioria pertence a compostos de
polifenol. Um polifenol é qualquer substancia que contenha pelo menos um anel aromatico
com 1 ou mais grupos hidroxila, os mesmos séao derivados de diferentes tipos de produtos
naturais, e experimentos in vitro indicaram que alguns deles poderiam ser eficazes como
antimicrobianos. (CHENG et al., 2015)

1.6 Propolis

Entre um dos produtos naturais de grande destaque encontra-se a propolis
vermelha brasileira se apresenta como um complexo resinoso responsavel pelo selamento
das colmeias de abelhas (Apis mellifera), sendo proveniente da coleta delas em diversos
tipos de vegetais. A propolis é resultado da mistura de substancias de origem resinosa que
as abelhas coletam dos brotos, pélen, entre outros e a secrecdo salivar das mesmas.
Assim, a propolis é utilizada como um selante, preenchendo assim os espacos indesejados
espacos abertos na colmeia, vedando e isolando a mesma de baixas temperaturas, insetos
e até mesmo de outras espécies de abelhas. (LOTTI et al., 2010).

A prépolis € uma mistura complexa formada por um material resinoso e
balsamico, ndo téxico que é coletada pelas abelhas em diferentes partes da planta que

associados as secrecfes salivares e enzimas dessas abelhas constituem esse material
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rico em propriedades biolégicas. Esta mistura complexa € utilizada pelas abelhas para
proporcionar o fechamento da colmeia e para sua assepsia, através de sua acao
antimicrobiana. Devido a sua atividade bioldgica e quantidades de constituintes quimicos, a
propolis é utilizada ha séculos na medicina tradicional, inclusive para doengas bucais como
uma alternativa terapéutica. (LUSTOSA et al., 2008; SALATINO, 2018)

A literatura reporta pelo menos 200 tipos de compostos identificados na
Propolis, a partir de amostra geograficas diferentes e da diversidade botanica. A
caracterizacdo quimica do Propolis padronizou constituintes como: &cido fendlico
prenilado, lignanas, terpenos e alcodis terpénicos, além de derivados p-curmarinicos
(ANAUATE NETTO et al., 2013; FREIRES et al., 2016).

A composicao quimica do extrato de propolis varia de acordo com a vegetacéo
ao redor da colmeia. Normalmente, as propolis sdo compostas por 50% de resina e
balsamo vegetal, 30% de cera, 10% de Oleo essencial e compostos aromaticos, 5% de
polen e 5% de outras substancias (ARAUJO et al., 2011).

Diversos sao os tipos de propolis e a classificagdo e cor variam também de
acordo com a vegetacao. No Brasil existe o registro de 13 tipos diferentes de prépolis que
variam com as propriedades fisico-quimicas e localizacdo geografica. A mais recente, que
€ a propolis vermelha, foi classificada como tipo 13 com base na sua composi¢cao quimica
Unica que € conhecida por seu alto contetdo de isoflavondide, em especial o neovestitol e
vestitol. (SILVA et al., 2013)

A biodiversidade botanica da regido onde é produzida influencia na cor, odor e
textura da prépolis, bem como nas suas caracteristicas quimicas (SALATINO, 2018). A
composicdo quimica da propolis € sujeita a variagcbes baseadas na biodiversidade
botanica, sazonalidade e localizacdo geogréafica. No geral € composta por resina, cera,
Oleos essenciais, polen e outros compostos organicos, entre eles flavonéides (flavonas,
flavondis e flavononas), terpendides, acidos aromaticos, etc. As atividades terapéuticas
podem ocorrer através do sinergismo destes compostos quimicos (Barbosa et al., 2014).
Além disso, a propolis contém minerais como Mg, Ca, |, K, Na, Cu, Zn, Mn, e Fe e algumas
vitaminas como A, B1, B2, B6, C, e E. (GUIDA et al., 2016; ALl et al., 2014)

As substancias biologicamente ativas da maioria dos tipos de propolis
correspondem aos compostos fendlicos, como flavonoides. A propolis brasileira mais

produzida é a propolis verde, derivada da Baccharis dracunculifolia (Asteraceae). E
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consumida no pais e exportada para varios paises, principalmente para o Japao e China.
(SALATINO, 2018).

A origem botanica da prépolis vermelha brasileira € a Dalbergia ecastophyllum
(L) Taud. (Leguminosae), que é caracteristica por seus pigmentos coloridos, sendo
responsavel pela cor vermelha da propolis. As abelhas Apis mellifera coletam o exsudado
vermelho da superficie dos buracos feitos por insetos no tronco de D. ecastophyllum para
fabricar a propolis. Esse tipo de propolis pode ser encontrado em colmeias localizadas no
caule de manguezais e nas costas marinhas e fluviais nos estados de Alagoas, Paraiba,
Pernambuco, Sergipe e Bahia, localizados no Nordeste do Brasil. A propolis vermelha do
estado de Alagoas obteve recentemente a Indicacdo Geogréfica (IG) do Instituto Nacional
de Propriedade Industrial (INPI), que € o unico produtor deste tipo de prépolis em todo o

mundo (FREIRES; ROSALEN, 2016).

Figura 2 — Propolis vermelha

Fonte: https://www.naturebasdecampos.com.br

E grande o interesse da industria farmacéutica e cosmética quanto as
propriedades biolégicas da propolis vermelha brasileira, sendo bastante procurada em
paises como Japao, China, Russia, Franca, Alemanha e Brasil. Sendo assim a propolis se
encontra com producdo e consumo em expansdao no mercado nacional e internacional,
além de uma modernizagdo cada vez maior dos produtos derivados e crescente interesse
na padronizacdo dos produtos. (NASCIMENTO et al.,, 2016; AZEVEDO et al., 2018;
SALATINO, 2018)

A prépolis se apresenta como uma resina responsavel pelo selamento das

colméias de abelhas da espécie Apis mellifera, sendo proveniente da coleta delas em
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diversos tipos de vegetais. Sabe-se da existéncia de pelo menos 200 tipos de compostos
identificados na proépolis, a partir de amostra geograficas diferentes e da diversidade
botanica. A caracterizagcdo quimica da prépolis padronizou constituintes como: &cido
fendlico prenilado, lignanas, terpenos e alcodis terpénicos, além de derivados p-
curmarinicos. (ANAUATE NETTO et al., 2013)

A préopolis vermelha brasileira se destaca quanto a quantidade de
isoflavondides, especialmente o vestitol e neovestitol, a biodiversidade brasileira favorece a
constituicdo quimica. Diversas séo as propriedades farmacoldgicas documentadas como a
antioxidante, antimicrobiana, antifingica, antiviral, anti-parasitaria, anti-inflamatoria, entre
outras. Estudos comprovam que mesmo em baixas concentracdes (0,1 - 1,0%) a propolis
ja demonstra atividade e o neovestitol tem atividade na reducdo da inflamacdo aguda,
reduzindo a migracdo de neutrofilos. (FRANCHIN et al., 2016; AZEVEDO et al., 2018;
PORTO et al., 2018)

O Neovestitol e Vestitol sdo compostos bioativos da prépolis vermelha brasileira
gue exibem diversas atividades farmacoldgicas, destacando-se as anti-inflamatorias e
antimicrobianas, podendo ter potencial de acdo em dose e concentracdo. As isoflavonas,
como sado classificados o neovestitol e vestitol, podem modular os processos de
inflamacéo, tais como os que envolvem as doencas periodontais e alteracdes de tecidos
moles. (SILVA et al., 2013)

O Neovestitol e Vestitol sdo compostos bioativos da prépolis vermelha brasileira
gue exibem atividades anti-inflamatorias e antimicrobianas, podendo ter potencial de acéo
em dose e concentracdo. As isoflavonas, como sao classificados o neovestitol e vestitol,
podem modular os processos de inflamacgéo, tais como os que envolvem as doencas

periodontais e alteracdes de tecidos moles. (SILVA et al., 2013)

1.7 Propolis e Odontologia

Dentro do campo da Odontologia, devido a complexa microbiota bucal e sua
relacdo com patogenias, as pesquisas concentram seus estudos no efeito antimicrobiano
e/ou anti-inflamatorio de extratos naturais, como o Aloe Vera, extrato de caju, extrato de
folha de goiaba, extratos de folhas de nim, extratos de semente de uva, prépolis (LUCA et
al., 2014; NOUSHAD et al., 2018).

Diversos estudos comprovam o efeito terapéutico extrato de propolis sobre

diversos microorganismo do biofilme dentario, além de apresentar-se como uma opc¢ao
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clinica de baixa toxicidade. (SILVA et al., 2013) Esse produto é veiculado em formula¢cdes
como capsulas, extratos, géis, dentifricios, sprays, enxaguatério bucal, entre outros.
Possuindo assim propriedades antibacteriana, anti-inflamatéria, antifangica, antiviral,
antioxidante, antitumoral dentre outras (LUSTOSA et al., 2008; SALATINO, 2018).

A propolis age diretamente contra microrganismos como: S.mutans,
Lactobacillus, S. Aureus, C. Tropicalis, C. Albicans, C. Guilliermondii, C. Parapsilosis, S.
Typhimurium, E. Coli. Microrganismos esses que possuem relacdo direto-indireta a
patologias da cavidade oral, sendo causadores ou coadjuvantes em seu desenvolvimento.
Alem disso, sé@o relatados efeitos: antioxidantes, antimicrobianos, antiparasitarios e
citotoxicos do material. (GAVANJI; LARKI, 2015; SILVA et al., 2017).

Estudos também comprovam o efeito terapéutico extrato de Propolis sobre
inibicAo microbiana de agentes cariogénicos, além de apresentar-se como uma OpGao
clinica de baixa toxicidade. (SILVA et al., 2013) A inibicAo microbiana de agentes
cariogénicos esta relatada em diversos estudos, além disso, ele se apresenta como uma
opcao clinica de baixa toxicidade e biocompatibilidade. (PAULA et al., 2006; LIBERIO et
al., 2009).

Em Odontologia, especialmente no controle do biofilme, a prépolis se destaca
com seu amplo espectro antimicrobiano gram — positivo e gram — negativo contra
colonizadores do biofilme dentario, como S.mutans, Lactobacillus, P. gingivalis,
Actinomyces naeslundii, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia (CHINSEMBU, 2016; FREIRES et al., 2016). Devido a alta
concentracdo de flavondides, o extrato apresenta potente atividade farmacologica em
baixas concentracdes, como 0,1%, possuindo atividade antimicrobiana e anti-inflamatdria
comprovada in vitro e in vivo. (FREIRES et al., 2016; PORTO et al., 2018)

Estudos também comprovam o efeito terapéutico extrato de Propolis sobre
inibicAo microbiana de agentes cariogénicos, além de apresentar-se como uma OpGao
clinica de baixa toxicidade. O Neovestitol e Vestitol sdo compostos bioativos da PVB que
exibem atividades anti-inflamatérias e antimicrobianas, podendo ter potencial de acdo em
dose e concentracdo. As isoflavonas, como sdo classificados o neovestitol e vestitol,
podem modular os processos de inflamacgéo, tais como 0s que envolvem as doencas
periodontais e alteracdes de tecidos moles. (SILVA et al., 2013)

A prépolis tem sido objeto de intensos estudos farmacoldgicos e quimicos nos

tltimos 30 anos. Em varias partes do mundo é indicada para melhorar a salde e prevenir
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doencas. Encontra-se disponivel em vérias formas farmacéuticas como capsulas, extratos,
enxaguatorio bucal e na forma de pd. Possui propriedades antibacteriana, anti-inflamatoria,
antifingica, antiviral, antioxidante, antitumoral dentre outras. As isoflavonas,
particularmente neovestitol e vestitol, que sdo compostos bioativos da propolis, exibem
atividades anti-inflamatérias e antimicrobianas, podem ter aplicacdo terapéutica potencial
para modular processos inflamatérios, como os envolvidos com doengas periodontais.
(SILVA et al., 2013)

Diversos estudos comprovam o efeito terapéutico extrato de prépolis sobre
inibicdo microbiana de agentes cariogénicos e periodontais, além disso, ele se apresenta
como uma opgéao clinica de baixa toxicidade e biocompatibilidade. (PAULA et al., 2006;
LIBERIO et al., 2009)

A resisténcia aos antimicrobianos sintéticos e a busca por substancias com
propriedades biolégicas com menores efeitos adversos aumentou o interesse por produtos
naturais. Mais de cem milhdes de moléculas estdo catalogadas em todo o mundo e muitas
ainda estdo inexploradas. (LOBO et al., 2014; CHINSEMBU, 2016; FREIRES; ROSALEN,
2016) A alta demanda e o investimento na biotecnologia de produtos derivados de abelhas
contribuiu para o lancamento de diversos produtos no mercado, destacando-se
especialmente o mel e propolis. (CHINSEMBU, 2016; NASCIMENTO et al., 2016)

1.8 Acumulo de biofilme e aparelhos

A presenca de aparelhos fixos na cavidade oral pode alterar moderadamente a
natureza do biofilme dentario, visto que sua presenca pode dificultar a higienizacédo oral
efetiva e causar um alto desafio cariogénico. Além disso, a microbiota subgengival também
pode ser influenciada, uma vez que acessorios ortodénticos favorecem a retencdo do
biofilme bacteriano. (FREITAS et al., 2014)

A terapia ortodontica fixa € a modalidade terapéutica mais indicada no
tratamento das mas oclusfes. Apesar da eficacia comprovada dos aparelhos ortodénticos,
0s mesmos sao fatores retentivos de biofilme, criando areas de estagnacao, estimulando o
acumulo de biofilme. Assim o uso de aparelhos, normalmente causa alteracdo da
composicao da microbiota bucal e aumenta o risco de caries e gengivites. (BILGIC et al.,
2016; PITTS et al., 2017; CANALES et al., 2018)

A colocacao de aparelhos ortodénticos fixos constituidos por metais e polimeros

€ acompanhada pela criacdo de superficies com propriedades estranhas aquelas do
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ambiente oral natural. Somando-se a isso, 0 numero de sitios de retencdo de biofilme é
maior em pacientes ortodonticos e a presenca do aparelho reduz consideravelmente a
eficacia das forcas naturais de limpeza bucal e a remocdo do biofilme por escovagéo.
Essas caracteristicas ndo sé causam aumento na quantidade de biofilme, mas também
aumentam a prevaléncia de bactérias cariogénicas, como Streptococcus mutans e
bactérias periodontopatogénicas, como Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Prevotella nigrescens, Tannerella forysthia e espécies de Fusobacterium. A presenca do
biofilme também pode afetar o préprio aparelho e causar corrosdo, afetando propriedades
mecanicas, rugosidade ou topografia de adesivos compostos. (REN et al., 2014)

O material dos aparelhos também influencia na composicdo das proteinas
presentes nos meios bioldgicos bucais, sendo comum mudancas associadas a processos
inflamatorios e do biofilme também. (CANALES et al.,, 2018) Estudos microbiolégicos
indicam que em braquetes de aco inoxidavel, plastico, ceramico, titdnio e ouro, ocorre a
aderéncia de microrganismos nesses materiais, especialmente S. mutans e C. albicans
(RAMMOHAN et al., 2012).

Métodos mecéanicos sdo os meios mais eficazes no controle do biofilme
dentario, entretanto o uso adicional de agentes quimicos no controle mecanico oferece
diversas vantagens na prevencao e controle do indice de placa pois o fldor por si sé nao
reduz o acumulo de biofilme dentario. (JEPSEN et al., 2017)

Durante o tratamento ortodontico € frequente o aumento da desmineralizacéo
dentario e surgimento de lesbes de carie, variando entre 30 a 70% dos pacientes. No
estudo de Cardoso et al. (2017) foram avaliados os parametros salivares em pacientes em
tratamento ortodéntico e constataram uma diminuicdo da capacidade tampdo apos 3
meses do inicio do tratamento. Em individuos que ndo desenvolveram lesfes de carie
houve um aumento do pH e o fluxo salivar foi aumentado no primeiro més de tratamento.

Aparelhos ortodoénticos dificultam a higienizacdo do meio bucal, contribuindo
para a formacédo de céries e gengivites. O acumulo de biofilme por aparelhos ortodénticos
€ amplamente conhecido, sendo mais evidente em criancas, adolescentes e adultos
jovens, onde a microbiota muda consideravelmente apds a instalacdo dos mesmos
(PEDRON et al., 2010). Além disso o tratamento ortoddntico esta associado a inflamacao
devido & constante movimentagcédo ortodéntica e a dificuldade na manutencdo de higiene,

frequentemente levando a gengivite. (ZOGAKIS et al., 2018)
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O controle do biofilme nos braguetes € um dos grandes desafios no tratamento
ortodontico, onde dados mostram uma incidéncia de lesdes cariosas em quase 50% dos
pacientes em tratamento. Além de causar a desmineralizacdo esse acumulo interfere na
inflamacéo gengival visto que existe uma intima relacdo do periodonto com o biofilme na
superficie dentaria, que ao longo do tempo pode atingir a area subgengival. (RASZL-
HENRIQUE et al., 2018)

Na microbiota desses pacientes com inflamagdo gengival e desmineralizacao
existem espécies de bactérias que também ja sdo encontradas em individuos saudaveis,
entretanto a quantidade das unidades formadoras de colonia sdo bem maiores,
especialmente de Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) em adultos e jovens. Cabe
ressaltar que essas alteracfes sao transitérias e ocorrem devido a presenca do aparelho
ortodéntico que € um fator retentivo de biofilme, apds a remocéao e retorno da facilidade de
higienizag&o a microbiota tende a normalizar. (RASZL-HENRIQUE et al., 2018)

Para a desorganizacdo do biofilme dentario é frequente os ortodontistas
prescreverem substancias antimicrobianas que associadas a escovagao mecanica poderao
auxiliar no controle do biofilme. A clorexidina é o produto mais prescrito, entretanto sao
fracas as evidéncias do seu efeito apos 3-4 semanas, além de efeitos adversos como
manchamento dentario e alteracdo do paladar. (AL-BAZI et al., 2016; AL-FAHD, 2016;
TANG et al., 2016)

Estudos apontam que o uso de aparelhos altera a homeostase do meio bucal,
onde os parametros como pH, capacidade tamp&o, proteinas, testes microbiologicos,
podem ser Uteis para identificar essas possiveis alteracdes. (BILGIC et al., 2016; MOUSSA
et al.,, 2017; CANALES et al., 2017)

1.9 Antimicrobianos em Ortodontia

Os efeitos colaterais do tratamento ortodéntico podem ser reduzidos pelo uso de
biomateriais com menor formacdo de biofilme. Alteracbes nesta variavel podem facilitar a
prevencdo de carie e gengivite. Varios estudos clinicos indicam que a natureza do
biomaterial usado tem um impacto significativo na formacéo de biofilme. Acredita-se que as
propriedades fisico-quimicas das superficies sejam responsaveis por uma influéncia na

aderéncia e no acumulo de bactérias. (DITTMER et al., 2015)
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Estudos reportam o uso de produtos antimicrobianos no controle da doenca
periodontal, em formula¢cdes como dentifricios e enxaguatorios, indicados especialmente
no controle da gengivite em criancas e adolescentes. (CAGETTI et al., 2015)

Pesquisas comprovam a eficacia da remocdo mecéanica do biofilme por
escovacao e uso do fio dental na prevencao de lesbes de mancha branca e problemas
periodontais em pacientes que fazem o uso de aparelhos ortoddnticos fixos. No entanto, o
controle quimico deve ser realizado quando o controle mecanico ndo pode ser executado
adequadamente. A literatura apresenta inimeras substancias antimicrobianas para o
controle quimico terapéutico ou profilatico, diferindo em natureza quimica, mecanismo de
acdo, apresentacdo clinica e eficacia (DIAS et al., 2018). E importante salientar que os
agentes quimicos de controle de placa devem ser usados como meios adjuvantes e néo
como substitutos do controle mecénico de placa. (SHAH et al., 2019).

A clorexidina é o antimicrobiano mais utilizado no tratamento da gengivite,
sendo bastante eficaz, entretanto devido os efeitos colaterais como alteracdo do paladar,
manchamento dentario, recolonizacdo, irritacdo da mucosa, entre outros, busca-se
substancias com eficacia mas com menores efeitos adversos. (LOBO et al., 2014; GOES
et al., 2016) O digluconato de clorexidina (CHX) provou ser eficaz e selecionado como
agente terapéutico quimico padréo ouro para esse fim. Seu mecanismo de acdo esta
relacionado a sua carga catibnica, que se liga as paredes celulares microbianas e a outros
complexos, alterando o equilibrio osmético do organismo, levando a morte celular.
Entretanto, seu uso continuo esta relacionado com diversos efeitos colaterais locais, como
coloracdo acastanhada dos dentes e mucosa oral, distirbios do paladar e, em casos
graves, hipersensibilidade e estenose do ducto parotideo. Em decorréncia desses efeitos
secundario, foi necessario o desenvolvimento de agentes quimicos antiplacas alternativos
(DIAS et al., 2018; SHAH et al., 2019).

Dias et al. (2018) buscou avaliar por meio de um estudo in vitro a acao
antimicrobiana do digluconato de clorexidina (CHX) em braquetes metalicos autoligaveis e
convencionais infectados com biofilme de Streptococcus mutans. Os resultados indicaram
gue a CHX apresentou efeito inibitério sobre o S. mutans em ambos 0s braquetes,
indicando os beneficios desta prescricdo como um adjuvante para o controle do biofilme
em pacientes gue estdo sob o tratamento ortodéntico.

Alguns enxaguatoérios bucais estdo sendo desenvolvidos utilizando probidticos

com bactérias comensais naturais para fornecer um sistema de defesa natural contra
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bactérias nocivas. O uso de probidticos ndo causa resisténcia a antibidticos e ndo possui
efeitos colaterais relatados na literatura. SHAH et al. (2019) realizou um estudo
randomizado e controlado comparando o0s efeitos antiplaca, antigengivite e anti-
Streptococcus mutans de bochechos com probidtico e clorexidina. Os resultados
mostraram que 0s probidticos sdo tdo eficazes quanto a clorexidina como adjuvante
guimico no controle do biofilme. Os achados sugerem que o enxague bucal com probidtico
é eficaz na reducdo do acumulo de placa, manutencdo da saude gengival e que seu uso
diario poderia reduzir os niveis de S. mutans na saliva de pacientes sob tratamento
ortododntico.

Estudos sugerem que o uso de colutdrios bucais a base de plantas é mais
seguro do que compostos quimicos, como a clorexidina, visto que seu uso prolongado
acarreta em efeitos colaterais, dentre eles o gosto desagradavel, secura e sensacdo de
gueimacédo na boca, levando a insatisfacéo do paciente. Uma pesquisa avaliou e comparou
a atividade antimicrobiana do extrato de Zataria multifiora e da CHX contra a colonizacao
microbiana em modulos de ligaduras elastoméricas experimentalmente contaminadas. Os
resultados mostraram atividade antimicrobiana significativa do extrato de Zataria sobre S.
albicans, S. mutans e E. feacalis com atividade antimicrobiana maxima observada contra a
C. albicans. Dessa forma, o extrato de Zataria multiflora mostrou atividade antimicrobiana
para desinfeccao de ligaduras elastoméricas. (AGHILI; NADOUSHAN; HERANDI, 2015)

Estudos demonstraram que a prata € um importante agente antibacteriano,
apresentando boa biocompatibilidade e baixa toxicidade para as células humanas, além de
causar menos resisténcia bacteriana quando comparada aos antibiéticos convencionais.
Foi sugerido que seu mecanismo de acdo € por meio da inativacdo enzimas vitais das
bactérias, causando danos ao DNA bacteriano e culminando na perda da capacidade
replicativa e sua morte celular. O uso de cimentos de ionémero de vidro modificados por
resina contendo a adicdo de 0,1% de NAg foi capaz de inibir bactérias na superficie e
distante da superficie do meio de cultura, sugerindo ser um material promissor para
combater lesdes de mancha branca abaixo e distante dos braquetes ortodénticos. (WANG;
WANG; WANG, 2015)

1.10 Salivacomo meio de diagnéstico

A saliva € uma secrecdo exdcrina clara, levemente acida (pH 6 a 7) e mucosa. E

composta por 99% de agua, eletrdlitos (sodio, potassio, célcio, cloreto, magnésio,
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bicarbonato, fosfato), imunoglobulinas, mucinas e outras proteinas. Glicose e produtos
nitrogenados (uréia e amodnia) também estdo presentes na saliva. O fluxo e componentes
salivares variam durante o dia. Por exemplo, o fluxo baixo circadiano ocorre durante o
sono e tem um pico durante os periodos de estimulacdo. O fluxo de saliva ndo estimulada
atinge um valor maximo em torno de 15h30 e é praticamente nula durante o sono. Além
disso a idade do individuo pode alterar a concentracdo dos constituintes salivares.
(CANALES, 2018)

Trata-se de um material complexo, como citado anteriormente, constituido por
agua e componentes organicos e inorganicos e contém tampdes, enzimas, fatores de
crescimento, citocinas, imunoglobulinas, mucinas e outras glicoproteinas. A saliva possui
varios sistemas de defesa, e desempenha diversas funcbes importantes, como
lubrificacdo, atividade antimicrobiana, fatores de crescimento, manutencéao da integridade
da mucosa, lavagem e limpeza da superficie da mucosa e dos dentes, propriedades
tamponadas e mineralizacdo. Aléem disso, auxilia na preparacdo de alimentos ingeridos,
mastigacao e digestao, paladar e fala. (AHARI et al., 2016)

Devido a todos esses fatores, a saliva € considerada um dos fluidos corporais
mais versateis e complexos, apresentando diversas funcdes fisioldégicas, atuando no
processo digestivo, fisiologia esofagica, lubrificacdo oral e na protecao de células gastricas
e cavidade oral de fatores externos como virus e bactérias, por digestéo e inibicdo do seu
crescimento. A mesma é composta por aproximadamente 2000 proteinas, onde 597
dessas sao observadas também no sangue. Por isso tem sido considerado seu grande
potencial para diagnéstico e acompanhamento clinico de doencas hereditarias, neoplasias,
doencas autoimunes e doencas orais como a doenca periodontal e carie. (AZEVEDO,
2018)

As principais classes de proteinas encontradas na saliva sdo as proteinas ricas
em prolina, mucinas, alfa amilase (proteina mais abundante), cistatinas salivares,
histatinas, e estaterina. Em menor percentagem temos as lipocalinas (secretadas pelas
glandulas minor), timosinas beta e alfa-defensinas. (AZEVEDO, 2018)

A saliva pode ser considerada um espelho da saude oral e sistémica, sendo
uma valiosa fonte de biomarcadores especificos de doencas bucais, como caries e
gengivites. Mudancas na composicao desses biomarcadores podem ser utilizadas na
decisdo diagnostica e identificacdo de doencas. (GIANOBILE et al., 2009; GOMAR-
VERCHER et al., 2014)



34

A possibilidade de identificar marcadores microbiolégicos, imunolégicos,
farmacoldgicos, entre outros, explorando assim os componentes salivares faz com que
cada vez mais a saliva seja utiliza como material de diagnéstico bucal e sistémico.
(SASHIKUMAR; KANNAN, 2010) Em estudos de eficacia clinica a andlise salivar identifica
biomarcadores de certas doengas e pode ser uma excelente ferramenta para acompanhar
0 progresso durante o tratamento. (GIANNOBILE et al., 2009)

Pesquisas relacionadas ao diagnéstico da doenca periodontal estdo atualmente
investigando o uso de fluidos orais, como a saliva, para avaliacdo da doenca. Facilmente
coletados e contendo biomarcadores locais e sistémicos da doenca periodontal, os fluidos
orais oferecem uma base para testes diagnésticos especificos do paciente para a doenca
periodontal. (CAROLINA et al., 2017)

O fluxo salivar, outro parametro importante, € uma propriedade importante da
saliva, tendo funcédo essencial na saude bucal. Sabe-se que o aumento do fluxo salivar
promove limpeza fisica da saliva, aumenta suas propriedades antimicrobianas e acelera a
eliminacdo de substratos, tendo a baixa secrecdo mudancas negativas na saude bucal.
Sendo assim, mudancas no fluxo salivar podem ser consideradas uma resposta fisiologica
a presenca de aparelhos ortoddnticos fixos, ja que a introducdo desses aparelhos altera a
homeostase do meio bucal. (ARAB et al., 2016) A quantidade de saliva é definida pela taxa
de fluxo salivar, enquanto sua qualidade é definida pelo seu contetdo de proteina salivar e
sua viscosidade. O fluxo salivar pode ser calculado dividindo-se o volume de saliva com o
tempo da coleta. Existem dois tipos de saliva, a estimulada e a n&o-estimulada.
(SANCHEZ; HONORES, 2015)

1.11 Alteracdes salivares e aparelhos ortoddnticos

O movimento dentario ocorre em resposta a forcas ortodénticas e isso gera
respostas bioldgicas, envolvendo citocinas e quimiocinas inflamatérias nesse processo.
Assim existe uma exacerbacdo de marcadores inflamatérios durante o tratamento
ortodontico, além disso alteracdes microbiologicas e periodontais sao frequentes.
(ALIKHANI et al., 2015; ARAB et al., 2016)

Estudos indicam alteracbes de biomarcadores em pacientes submetidos a
tratamento ortoddntico, como mucina, amilase e outra proteinas, incluindo também
interleucinas, fator de necrose tumoral-a, fator de crescimento transformador f1,

proteoglicanos, prostaglandina E, fosfatases acida e alcalina, entre outros. Por exemplo, as
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imunoglobulinas (Ig) sdo importantes fatores especificos de defesa da saliva. Das
diferentes classes de imunoglobulinas, IgA, IgG e IgM influenciam a microbiota oral ao
interferir na aderéncia das bactérias ou inibir o metabolismo bacteriano, sendo a IgA a
imunoglobulina predominante a este respeito. Assim, pacientes com doenca periodontal
demonstraram ter maiores concentracfes salivares de IgA, 1gG e IgM especificos para os
patdgenos periodontais em comparacdo com pacientes saudaveis. Além disso, 0s niveis
dessas imunoglobulinas na saliva sdo bastante reduzidos apds o tratamento periodontal.
(GIANNORBILE et al., 2009; ALIKHANI et al., 2015; KACZOR-URBANOWICZ et al., 2017)

Sabe-se que a terapia ortoddntica fixa pode afetar a secrecdo salivar e a
viscosidade devido ao aumento do acumulo de biofilme bacteriano e ao maior nivel de
dificuldade para a higiene bucal (SANCHEZ; HONORES, 2015). Estudos apontam que 0s
aparelhos ortodonticos diminuem a capacidade de tamponamento da saliva, isso pode ter
um envolvimento direto na taxa de lesfes ativas de carie, surgindo assim as frequentes
manchas brancas ao redor dos braquetes. Além disso, tem sido sugerido que os braquetes
ortodonticos metalicos diminuem o pH salivar e aumentam a colonizagdo por
Streptococcus mutans. E importante salientar que pacientes sob tratamento ortoddntico
estdo mais suscetiveis ndo somente a um maior acumulo de biofilme, mas principalmente
estdo sujeitos a importantes alteracbes bioquimicas e microbiolégicas na saliva e no
biofilme. (CANALES, 2018)

1.12 Amilase

Entre as diversas enzimas da saliva, a amilase € a mais abundante e sua
principal funcdo € a digestdo dos carboidratos, sendo um dos principais elementos
organicos. Além disso, a amilase facilita a adesdo de bactérias as superficies dos dentes,
facilitando assim na formacé&o do biofilme dentario. Estudos também indicam que a amilase
€ secretada devido ao estresse mecanico e psicolégico que ocorre durante o tratamento
ortoddéntico, existindo poucos estudos nesse grupo de pacientes, sendo importante assim
entender a relacdo da atividade da amilase, biofilme e Ortodontia fixa. (TEXEIRA et al.,
2012; CARDOSO et al., 2017; CAROLINA et al., 2017)

A enzima amilase é responsavel por 10-20% de todas as proteinas produzidas pela

glandula pardétida, ndo se restringindo apenas a digestdo na cavidade oral. A amilase
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também possui importante fungdo na modulacdo da adesdo e crescimento bacteriano em
superficies intra-orais. (ABRAO, LEAL, FALCAO, 2014)

Sabe- se que na saliva se encontram diversos biomarcadores, incluindo a amilase,
gue esta associada a doenca inflamatéria periodontal. Assim estudos utilizam a enzima
alfa-amilase como um importante indicador da gravidade da doenca periodontal.
(CAROLINA et al., 2017) Assim, a amilase, proteina mais abundante, € um dos principais
marcadores baseados na saliva que serve como um indicador de estresse que foi
investigado na esperanca de confirmar a inter-relacao entre estresse psicolégico e doenca
periodontal. Os niveis dessa proteina tende a aumentar em individuos com doenca
periodontal. (GIANNOBILE et al., 2009)

O uso dos biomarcadores salivares vem recebendo notoriedade nas ultimas
décadas. A avaliacdo da atividade da atividade da alfa amilase salivar como indicador de
estresse pode substituir exames tradicionais ou ser utilizada como exame complementar.
As glandulas salivares respondem de uma maneira mais rapida e sGo mais sensiveis que 0
cortisol. Em situacfes de estresse fisico e psicologico a amilase se eleva rapidamente.
(OLIVEIRA et al., 2005)

1.13 Interleucina 10

As interleucinas (IL) sdo constituintes importantes, sendo parte do grupo das
citocinas e estdo envolvidas na comunicacdo entre os leucdécitos e outras células que
participam dos processos imune e inflamatério. Assim, existe uma complexa rede de
citocinas pré6 e anti-inflamatérias agindo nos tecidos periodontais inflamados, onde
possivelmente a doenca inflamatéria seja um desequilibrio proveniente da maior
concentragdo de citocinas pré-inflamatérias em detrimento das anti-inflamatérias. (LAPPIN
et al., 2001; NAKAMA et al., 2012)

A interleucina-10 (IL-10), por exemplo, € uma citocina anti-inflamatéria que inibe a
sintese de citocinas pro-inflamatérias, estimulando a producdo de anticorpos e realiza
outras funcdes acessoérias, como regular a producao do Fator de Necrose Tumoral (TNF-a)
gue promove a reabsorcdo 6ssea. (NAKAMA et al., 2012)

A IL-10 é a citocina anti-inflamato6ria mais potente, pois induz a energia de células T
e regula negativamente a producdo de algumas citocinas pro-inflamatérias. (GENG et al.,
2018)
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Pesquisas demonstram que existe uma forte relagéo entre a inflamacéo relacionada
a placa bacteriana e respostas imunes inatas do hospedeiro. Isso altera 0 mecanismo de
elementos imunoldgicos, entre 0s mesmos as citocinas. Polimorfismos em genes de
citocinas proé-inflamatérias e antiinflamatoérias, como a interleucina 6 (IL-6), fator de necrose
tumoral alfa, fator de crescimento transformador beta, interferon gama e IL-10 estédo
fortemente associados a suscetibilidade as doencas inflamatorias cronicas. (MOUDI et al.,
2018)

A IL - 10, é uma citocina anti-inflamatéria com importante funcdo nas doencas
periodontais. Esta citocina € expressa por varias células, principalmente leucécitos. A IL-10
pode controlar infec¢des virais e danos nos tecidos relacionados, estimulando a secrecéo
de fatores imunoldgicos, controlando a fagocitose e a apresentacdo de antigenos. Além

disso, a IL-10 melhora a imunidade inata e adaptativa. (MOUDI et al., 2018)
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar parametros bioquimicos e clinicos salivares apos uso de um dentifrico
incorporado com extrato de Propolis vermelha em pacientes com aparelhos ortodénticos e

comparar a um dentifricio fluoretado comum em pacientes com gengivite.

2.2 Especificos

e Dosar a proteina total salivar antes e apoés a utilizacao do dentifricio;

e Verificar a atividade da amilase na saliva antes e apds a utilizacdo do dentifricio;

e Verificar a atividade da interleucina 10 na saliva antes e apds a utlizacdo do
dentifricio;

e Medir o pH salivar;

e Estimar o fluxo salivar;

e Quantificar o indice de placa;

e Investigar a aceitacéo do dentifricio pelos pacientes.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Tipo de estudo, aspectos éticos e populacao

Trata-se de um estudo longitudinal, em paralelo, randomizado, duplo-cego.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal do
Ceara (numero de aprovacao 2.551.395), de acordo com a resolucdo 466/12 de pesquisa
com seres humanos e com a Declaracdo de Helsinki sob principios éticos para pesquisa
médica envolvendo seres humanos. Além disso foi registrado no SISGEN sob cadastro
A854028.

A amostra foi dimensionada para demonstrar a superioridade estatistica do
dentifricio contendo extrato de prépolis vermelha em relacdo ao dentifricio comum no
controle do biofilme dentario, considerando um grau de confianga de 90% (B = 0,10) e ao
nivel de significancia de 5% (a = 0,05). Para tanto, definiu-se que a taxa de alocacao seria
de 1, ou seja, 0s grupos teriam tamanhos iguais. Assim, utilizando-se a expressao propria
para estudos de superioridade estatistica e considerando que o desfecho primario € uma
variavel quantitativa, o tamanho da amostra necessario para satisfazer os requisitos
precitados foi calculado em 38 sujeitos em cada grupo.

Foi realizada uma busca ativa em escolas publicas de ensino fundamental e
médio para a selecdo dos participantes. ApOs a assinatura do consentimento informado
dos responsaveis e assentimento dos participantes foram selecionados 76 adolescentes de
12 a 18 anos, de ambos 0s géneros, livres de caries (ICDAS [1=0), usuarios de aparelho

ortodontico fixo, e com indice de placa visivel.

3.2 Extrato de préopolis vermelha brasileira e preparacao dos dentifricios

O extrato de proépolis vermelha foi coletado da cidade de Marechal Deodoro
(Latitude Sul 9° 44.555', Latitude Oeste 35° 52.080’ e altitude de 18.1 m acima do nivel do
mar), regido com indicacdo geografica concedida pelo Instituto Nacional de Propriedade
Industrial, no estado de Alagoas, Brasil. Foi utilizado 150 gramas do extrato de prépolis
vermelha e dissolvido em 1 L de alcool de cereais de maior graduagcdo. O extrato de
prépolis vermelha brasileira na concentracdo de 1% (concentracdo antimicrobiana

previamente estudada) foi incorporado ao dentifricio fluoretado (1500ppm) no laboratério
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de Farmacotécnica do curso de Farmacia da Universidade Federal do Ceard, Brasil. Apés
identificacdo quimica dos constituintes (Figura 3) por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia (HPLC), os dentifricios foram formulados com mesmo sabor, cor e odor.

Figura 3 — Analise do extrato de propolis vermelha através de HPLC
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3.3 Critérios e procedimentos para selecdo dos sujeitos

A selecéo dos participantes foi realizada no municipio de Aracati- CE, municipio
sem fluoretacéo publica de agua.

O procedimento inicial consistiu em um esclarecimento sobre as condi¢cfes nas
guais sédo desenvolvidas as pesquisas clinicas e explicacdes sucintas do que se trata e
guais os procedimentos envolvidos no estudo.

Os participantes que aceitaram participar e que nao se enquadram em nenhum
dos critérios de exclusdo foram atendidos individualmente, para que prestadas informacdes
adicionais relativas ao estudo e esclarecidas todas as duvidas restantes. Apos a coleta de
dados pessoais e de saude geral, os participantes foram submetidos a uma avaliacédo
preliminar de triagem e os que concordaram assinaram o Termo de Assentimento Livre e
Esclarecido (TALE) e os pais/responsaveis assinaram o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (TCLE) para participacdo no estudo.

3.4 Examinadores

A selecdo de voluntérios foi feita pelo pesquisador responsavel e um cirurgido-
dentista. Foi realizado exame clinico intra-oral para avaliagdo da condi¢do de saude bucal

e indice de placa visivel.



3.5

3.6

3.7

41

Critérios de incluséo
Os seguintes critérios foram adotados no processo de recrutamento dos
sujeitos:

Idade entre 12 e 18 anos;

Uso de aparelho ortodontico fixo;
Ser destro;

Ser normossistémico.

indice de placa visivel

Critérios de exclusao

Foram excluidos sujeitos que:

Apresentassem alteracdes sistémicas relacionados com o0 processo saude-doenca
periodontal;

Fossem submetidos a terapia antimicrobiana (tratamento com antibidtico e/ou
antiinflamatdério) até seis meses antes da pesquisa;

Usuarios de drogas licitas/ ilicitas;

Fossem portadores de proteses;

Portadores de menos de 10 elementos dentarios por arco dentario;

Pacientes com histdria de alergias (asma, urticaria, rinite, sinusite);

Pacientes com historia de hipersensibilidade a medicamentos, alimentos ou a outros
fatores;

Pacientes com historia de doencas cronicas;

Gravidez.

Exame intra-oral de triagem

Este exame intra-oral foi realizado utilizando sonda periodontal, espelho bucal.

Durante o procedimento de exame dos dentes, 0s seguintes parametros foram

averiguados e anotados no registro:
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e Presenca de biofilme bacteriano

e Presenca de cérie e/ou outras patologias

3.8 Anamnese

Os dados pessoais e referentes ao estado geral de saude foram coletados, pela

pesquisadora responsavel e colaboradora, seguindo roteiro estruturado no formulario.

3.9 RestricOes e proibi¢cdes: antes e durante o estudo

Durante a fase de uso do dentifricio os participantes foram orientados a néo
fazer uso de antibidticos, antiinflamatoérios, anticoagulantes, e anticonvulsivantes.

Todavia, em caso de emergéncia, incluindo efeitos adversos, 0s participantes
gue precisassem e sob orientacdo meédica, poderiam receber a administracdo de
medicacdes, as quais fossem consideradas absolutamente necessarias para o bem-estar

dos participantes.

3.10 Critérios para descontinuacgéao

3.10.1 A critério do voluntario

e Voluntario que ndo desejasse continuar no estudo por razdes pessoais (ou mesmo
sem razao);

e Voluntario que ndo desejasse continuar no estudo devido os eventos adversos do
farmaco do estudo (efeitos ndo desejaveis possivelmente relacionados ao farmaco em
estudo);

e Voluntario que ndo desejasse continuar por razées outras que nao efeitos adversos,

por exemplo, indisponibilidade, intolerancia aos procedimentos do estudo.
3.10.2 A critério do investigador
e Resposta positiva a reavaliagdo de qualquer um dos critérios de exclusdo, no momento

da admissao em ocasiao subsequente;

e Nao aderéncia as exigéncias do protocolo;
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e Eventos adversos e/ou sintomas ou sinais de possivel toxicidade;
e Doenca intercorrente requerendo medicacgéo, a critério do médico responsavel;
e Qualquer outra condicdo que, a juizo do investigador, seja do interesse para
manutenc¢do da saude do voluntario.
e Uso de terapia com antibiéticos durante o periodo (28 dias).
Todos os detalhes e razdes da retirada do voluntario do estudo foram anotados na

ficha clinica destinada para este fim.

3.11 Fase clinica

Os participantes foram randomizados a um dos dois grupos abaixo
relacionados, com um total de 38 participantes em cada grupo, amostra calculada como
adequada. Foi mantido em sigilo o tipo de tratamento aplicado tanto aos pesquisadores
envolvidos no ensaio clinico, quanto aos participantes.

Todos os participantes receberam escova de dente de mesma marca, com cabo
reto, cabeca pequena e cerdas macias, e ainda o dentifricio do tratamento. Além disso,
todos receberam instrucado de higiene bucal padronizada através de um mesmo instrutor

onde foram abordados os seguintes topicos:

e Numero de escovacdes: 03 escovacoes diarias (apo0s o café da manha, depois do
almoco e antes de dormir) por um periodo de 1 minuto;

e Padronizacdo na técnica de escovacao que foi explicada da mesma forma para todos
0s participantes e seus respectivos responsaveis;

Os grupos foram distribuidos seguindo o esquema abaixo:

Grupo TESTE (Tratamento |) - Dentifricio incorporado com 1% de proépolis vermelha

associado a escovacao.

Grupo CONTROLE (Tratamento 1) - Dentifricio fluoretado comum associado a escovacao.

Os pacientes selecionados foram submetidos a uma consulta inicial onde foi
avaliado o registro da presenca de fatores retentivos de biofilme. Durante 28 dias os

participantes utilizaram o dentifricio e retornaram no ultimo dia para avaliagédo final.
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3.11.1 Coleta de saliva

Saliva ndo-estimulada dos participantes foi coletada através de uma pipeta
pasteur e armazenada em microtubos estéreis (Eppendorfs®). Em seguida, foi adicionado
um coquetel inibidor de protease (Sigma, P2714) e essas amostras foram mantidas e
transportadas sob gelo para posterior centrifugacéo a 12.000g por 10 minutos a 4°C, coleta
do sobrenadante e armazenamento a -80°C até a data da andlise. (PONTE, 2017) Foi
utilizada uma proporgao de 5ul (microlitros) por mL (mililitro) do seguinte inibidor de
proteinase: Protease Inhibitor Cocktail, (Sigma Aldrich, Saint Louis, Mo, USA)

Na consulta inicial e no retorno foi coletada a saliva, totalizando duas coletas.
Para minimizar a influéncia do circo circadiano no fluxo salivar, todas as amostras foram

coletadas sob mesmas condi¢cdes, mesmo operador e entre 9:00 as 11:00 da manha.

3.11.2 Dosagem de proteinas totais salivares pelo método do acido bicinconinico
(BCA)

A concentracdo de proteinas totais salivares das aliquotas de saliva foi
determinada pelo método BCA, utilizando como padrdo uma curva de albumina sérica
bovina (BSA). Foi utilizado um kit comercial (Sigma®) e seguidas as recomendacdes do
fabricante, sendo a solucdo homogeneizada e lida a uma absorbancia de 562 nm atraves
de espectrofotometro. Os resultados foram calculados baseando-se na curva padrdao de
BSA. (PONTE, 2017)

3.11.3 Medida da amilase

A atividade da amilase foi verificada através das aliquotas de saliva utilizando
um kit comercial (Biotecnica®) e seguidas as recomendacfes do fabricante, sendo a
solucdo homogeneizada e lida a uma absorbancia de 562 nm através de
espectrofotdmetro.
3.11.4 Dosagem da IL-10

As concentragbes de IL-10 foram determinadas por ELISA. As placas de
microtitulacdo foram revestidas com anti-IL10 (Dako®, 1: 1000, albumina de soro bovino)

BSA 1%). Apés lavagem (trés vezes) e blogueio das placas (BSA a 1%, 2h), as amostras
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foram incubadas a temperatura ambiente durante 30min. As placas foram lavadas trés
vezes com tampdo, seguida de adicdo do anticorpo secundario policlonal (Sigma® 1:
1.000, BSA 1%).

Apo6s incubacao adicional a temperatura ambiente por 30min, as placas foram
lavadas e 50 pl de avidina-HRP (Abcam®, 1: 5.000) foram adicionados. O reagente de cor
o-fenilenodiamina (OPD; Biosystems®, 50 pl) foi adicionado 15 min depois, e as placas
foram incubadas no escuro a 37°C por 30 min para IL-10. A absorvancia foi medida a 490
nm. Os resultados sao expressos em pg/mL de amostra e sdo relatados como média +
EPM em uma curva padréo de citocina avaliada.

3.11.5 Determinacéao do fluxo salivar e potencial hidrogenidénico (pH)

O fluxo salivar foi registrado em mL/min se baseando no volume total de saliva

coletado durante 5 minutos. O pH salivar foi verificado por meio de fitas medidoras.

3.12 Avaliacéo da aceitacdo do dentifricio pelos pacientes

Ao final do estudo apenas os pacientes do grupo tratados com dentifricio de
prépolis vermelha brasileira responderam a um questionario de aceitacdo do produto,
adaptado do estudo de Diniz et al. (2014).

3.13 Método Estatistico

Para a andlise dos resultados, foi realizada uma estatistica descritiva, que
comparou intra-grupo e inter-grupo, os dois momentos estudados. A mesma foi realizada
mediante o uso do teste de Mann-Whitney (variaveis ndo paramétricas). Esse teste foi
desenvolvido para comparar tendéncias centrais de duas amostras independentes de

tamanhos iguais.
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4. RESULTADOS

A média do pH no grupo tratado com dentifricio de prépolis foi 5,85 antes do
tratamento e 5,95 depois. No grupo do dentifricio comum foi 6 antes e apds o tratamento.

Grafico 1 — Concentracdo de proteinas totais nos grupos estudados

PA e PD ug/mL

FA FD

PA

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: PA corresponde ao valor encontrado antes do inicio do tratamento (DO) e PD ao
valor encontrado apds a finalizacdo do tratamento (D28) com dentifricio PVB. FA
corresponde ao valor encontrado antes do inicio do tratamento (DO) e FD ao valor
encontrado apoés a finalizacdo do tratamento (D28) com dentifricio comum.

O gréfico 1 mostra a variagdo na concentracdo em pg/mL de proteinas totais na
saliva dos pacientes antes e apds o tratamento com dentifricio de propolis vermelha

brasileira. Nessa analise ndo houve diferenca estatistica significante entre os diferentes
grupos e tempos, onde G1 (p = 0,0746) e G2 (p = 0,2144).
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Gréfico 2 — Atividade da amilase nos grupos estudados nos
diferentes tempos.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: PA corresponde ao valor encontrado antes do inicio do tratamento (DO) e PD ao
valor encontrado apods a finalizacdo do tratamento (D28) com dentifricio PVB. FA
corresponde ao valor encontrado antes do inicio do tratamento (DO) e FD ao valor
encontrado apos a finalizacdo do tratamento (D28) com dentifricio comum.

O gréfico 2 mostra a atividade da amilase em U/L na saliva dos pacientes antes
e apoés o tratamento com dentifricio de propolis vermelha brasileira e o comum. Nessa
analise ndo houve diferenca estatistica significante entre os diferentes grupos e tempos,

G1 (p=0,1877) e G2 (p=0,4674).

Grafico 3 — Dosagem da IL-10 nos grupos estudados nos diferentes tempos.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: PA corresponde ao valor encontrado antes do inicio do tratamento (DO) e PD ao
valor encontrado apds a finalizacdo do tratamento (D28) com dentifricio PVB. FA
corresponde ao valor encontrado antes do inicio do tratamento (DO) e FD ao valor
encontrado apés a finalizacéo do tratamento (D28) com dentifricio comum.

O grafico 3 mostra a dosagem da interleucina 10 (IL-10) na saliva dos pacientes
ao final dos diferentes tratamentos. Nessa andlise houve diferenca estatistica com reducéo
significante, G1 (p < 0,0001) e G2 (p = 0,03). Na tabela 1 encontra-se a medida do fluxo
salivar dos participantes nos diferentes grupos e tempos, no grupo tratado com dentifricio
PVB houve um aumento do fluxo mas sem relevancia estatistica (p=0,172), no grupo
tratado com dentifricio comum também houve um aumento sem relevancia estatistica

(p=0,329),

Tabela 1- Medic&o do fluxo salivar no grupo tratado com dentifricio PVB e comum nos
diferentes tempos.

FLUXO SALIVAR (mL/min)

PA PD FA FD
MEDIA + 0,787 + 0,846 + 0,799 + 0,851 +
DP 0,126 0,128 0,154 0,153
p 0,172 0,329

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: PA corresponde ao valor encontrado antes do inicio do tratamento (DO) e PD ao
valor encontrado apds a finalizacdo do tratamento (D28) com dentifricio PVB. FA
corresponde ao valor encontrado antes do inicio do tratamento (DO) e FD ao valor
encontrado apods a finalizacdo do tratamento (D28) com dentifricio comum.

Gréfico 4 - indice de placa visivel (IPV) antes e ap6s o uso do dentifricio de
prépolis vermelha brasileira.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: PA corresponde ao valor encontrado antes do inicio do tratamento (DO) e PD ao
valor encontrado apds a finalizacdo do tratamento (D28) com dentifricio PVB.

Grafico 5 - indice de placa visivel (IPV) antes e ap06s o uso do dentifricio comum.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: FA corresponde ao valor encontrado antes do inicio do tratamento (DO) e FD ao
valor encontrado apos a finalizacao do tratamento (D28) com dentifricio de fltor.

Grafico 6 - Percepcdo e aceitacdo dos pacientes do grupo tratado com
dentifricio de propolis vermelha brasileira.

Percepc¢ao dos pacientes

Escala (0 - 10)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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O gréfico 6 mostra a percepcdo dos pacientes em relagcdo a aceitacdo do

dentifricio de prépolis vermelha brasileira em uma escala de 0 a 10. Em relac@o ao gosto,

limpeza, facilidade e odor o dentifricio foi bem aceito pelos pacientes, havendo um relato
de nduseas e sem relator de irritacdo ou alteracéo do paladar.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou alteracBes nos biomarcadores salivares apés 4
semanas de uso com um novo dentifricio proposto, ja com atividade antimicrobiana
comprovada. O desafio quanto a resisténcia aos antimicrobianos sintéticos fez com que
crescesse 0 interesse por produtos de origem natural. (CHINSEMBU, 2016) Os produtos
naturais tém sido atribuidos como fontes valiosas de moléculas bioativas utilizadas para a
descoberta e desenvolvimento de novos agentes terapéuticos. Assim € cada vez mais
frequente pesquisas que utilizam alimentos e produtos naturais, destacando-se café, uva,
propolis e ou plantas medicinais, inclusive em formulacdes farmacéuticas para uso
odontologico. No caso da propolis, € um desses produtos que atraiu a atencdo dos
pesquisadores, sendo crescente o interesse devido a sua atividade antimicrobiana contra
uma ampla gama de microrganismos patogénicos. (CHENG et al., 2015 ; RUFATTO et al.,
2017)

Estudos na literatura demonstram que durante o tratamento ortodontico € maior
a prevaléncia de lesbes ativas de carie. A introducédo de aparelhos ortodénticos fixos na
cavidade bucal resulta em um constituinte adicional que pode aumentar a complexidade do
ambiente bucal, envolvendo inflamacdo, formacdo de biofilme, e doenca periodontal.
Devido a isso buscou-se estudar a alteracdo de parametros salivares em pacientes
ortodénticos sob terapia antimicrobiana com o dentifricio de PVB. (ZOGAKIS et al., 2018)
No presente estudo, utilizou-se a saliva por ser um fluido que reflete alteraces bucais e
sistémicas, sendo um excelente biomarcador. Assim pode ainda servir como identificador
precoce da doenca, e isso tem sido considerado como a alternativa promissora.
(GIANOBILE et al., 2009)

Carolina et al., (2017) reiteram em sua pesquisa que o0 desenvolvimento da
doenca periodontal é influenciado pela placa bacteriana, e que a alfa-amilase é um
biomarcador associado a essa doenca, sendo maior na periodontite. Cardoso et al. (2017)
avaliaram o desenvolvimento de lesdes de carie e parametros salivares em pacientes
ortodonticos. Nesse estudo o pH nos pacientes que desenvolveram lesdes de carie foi
menor, onde as mesmas foram mais frequentes com o passar do tempo. Assim,
mudancas na composi¢éo das propriedades salivares podem modular o desenvolvimento e
prevencao de doencas bucais. (CARDOSO et al., 2017) No presente estudo n&do houve

diferencas significativas entre o pH dos diferentes tempos, antes e apés o tratamento nos
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grupos que utilizaram dentifricio de propolis vermelha e dentifricio comum. A atividade da
amilase também ndo mostrou alteracdo entre os diferentes grupos, antes e apds o
tratamento, G1 (p=0,1877) e G2 (p=0,4674).

Em um estudo de caso-controle que avaliou parametros clinicos e
microbiologicos de criancas e adolescentes em tratamento ortoddntico, observou-se um
alto indice de placa e de sangramento gengival. A andlise da saliva revelou uma alta
concentracdo de S.mutans e A. naeslundii. No presente estudo houve uma diminui¢cdo no
indice de placa de ambos os grupos, mas o grupo tratado com dentifricio de prépolis
vermelha brasileira obteve uma maior reducédo no biofilme dentario (REGO et al., 2010)

Moussa et al., (2017) avaliaram a composi¢cao bioquimica da saliva e biofilme
supragengival em pacientes adolescentes com aparelhos ortodénticos fixos. Parametros
como fluxo salivar estimado e nédo estimulado, pH, capacidade tampédo e contagem de
Streptococcus mutans foram avaliados. Reducdo do pH e da capacidade tampao foi
relacionado ao grupo em tratamento ortodéntico.

Ahmed et al., (2015) analisaram os parametros salivares de vinte e quatro
pacientes com aparelhos ortodénticos, além do indice de placa. Nao houve diferencas nos
valores do pH, e indice de placa aumentou quando comparado a antes de colocar o
aparelho.

Henskens et al. (1993) investigaram mudancas nas proteinas salivares em
pacientes com gengivite e periodontite e compararam a pacientes saudaveis. Nos
individuos que apresentaram doenca periodontal, os niveis de proteinas salivares
aumentaram consideravelmente. Nesse estudo também foi utilizado o método BCA. No
presente estudo ndo houve diferenca estatisticamente significante intra-grupo na
comparacao dos diferentes tratamentos no DO e D28.

Arab et al. (2016) também avaliaram mudancas nos parametros salivares em
pacientes em tratamento ortodéntico. O fluxo salivar, pH e composicdo da microbiota foram
analisados antes, apds 6, 12 e 18 semanas de tratamento, havendo reducao significante
do pH mas sem alteracBes significativas no fluxo salivar. No presente estudo ambos os
grupos demostraram aumento do fluxo salivar, porém sem significancia (G1: p=0,172; G2:
p=0,329).

Sanchez & Honores (2015) determinaram o efeito dos aparelhos ortoddnticos no
fluxo salivar e viscosidade. Pacientes entre 10-34 anos de idade foram avaliados sendo

divididos em grupos controle e teste. Nesse estudo diferencas estatisticamente
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significativas no aumento do fluxo salivar e diminui¢cdo da viscosidade foram encontrados
antes e ap0s um més do tratamento ortodontico.

Teixeira et al. (2012) também avaliaram possiveis mudancas nos parametros
salivares apos o inicio do tratamento ortodéntico. Fluxo salivar, pH, capacidade tampao,
atividade de amilase, concentracdes de proteinas totais, calcio e glicose foram medidas em
todas as amostras salivares. Identificou-se no grupo em tratamento ortodéntico uma
reducédo significante do pH salivar e capacidade tampao e aumento de amilase e outras
proteinas salivares, mas sem significancia.

Zogakis et al. (2018) verificaram alteracbes no pH e proteinas em pacientes
tratados com aparelhos ortodénticos fixos. Os pacientes foram avaliados antes do inicio do
tratamento ortodontico, 1 hora apos ligacdo e 4-6 semanas apos a ligacdo. Nesse estudo
uma diminuicao significativa no pH da saliva foi observada apés a colagem, mudancas na
presenca de proteinas néo tiveram mudancgas significantes.

Bilgic et al. (2016) avaliaram os efeitos do tratamento ortodontico sobre diversos
parametros apos 1 dia, 7 dias e 3 meses apOs 0 inicio da terapia. Entre os parametros
observados avaliou-se as proteinas totais, ndo havendo alteracdo durante o periodo
observado. No presente estudo a alteracdo das proteinas totais ndo mostrou diferenca
estatistica significante.

A literatura aponte que a amilase facilita a adesdo de bactérias a superficie
dentaria, contribuindo para a formacédo de biofilme e carie dentaria. A amilase também &
secretada devido ao estresse mecanico e psicologico que ocorre durante o tratamento
ortodéntico e doenca periodontal, condicbes estas presentes em todos os pacientes do
presente estudo. (CANALES, 2018)

A literatura relaciona uma forte relacdo entre a interleucina-10 (IL-10) e doenca
periodontal. A interleucina-10 (IL-10) € uma citocina anti-inflamatdria que desempenha
importantes papéis nas doencas periodontais, sendo a presenca desta um fator de risco
potencial para doencas periodontais. (GENG et al., 2018; MOUDI et al., 2018)

Geng et al., (2018) quantificaram a producdo de IL-10 em pacientes com doenca
periodontal e comparou a pessoas saudaveis, encontrando uma maior concentracdo nos
pacientes com doencas periodontal que nos controles. Lappin et al., (2001) identificaram
citocinas em pacientes com doenga periodontal e observou que um grande numero de
células inflamatorias infiltrantes, bem como células acessoérias, estdo envolvidas na

regulacdo negativa da resposta inflamatoria e imune na periodontite. (LAPPIN et al., 2001)
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Na andlise de IL -10 do presente estudo, observou-se que ao final do tratamento houve
diferenca estatistica com reducao significante nos grupos, G1 (p < 0,0001) e G2 (p = 0,03).

Al Fahd et al., (2016) por meio de uma revisdo sistematica avaliaram a eficacia
antimicrobiana de vernizes de clorexidina em pacientes ortodonticos. O estudo concluiu
gue apesar de se mostrar eficaz, o uso de formulagbes com clorexidina necessitam de
maior tempo e frequéncia de aplicagdo, além de os ensaios clinicos serem de baixa
evidéncia quanto ao tema. E fato que os aparelhos ortodénticos fixos atuam como fatores
retentivos de biofilme dentario, tornando assim os procedimentos tradicionais de higiene
bucal mais dificeis e desafiadores.

Sabe-se que o controle diario adequado do biofilme mecanico é a estratégia de
prevencao mais importante para as doencas periodontais, entretanto no caso de pacientes
ortodonticos ndo é suficiente, o que faz esse grupo buscar alternativas, como 0s
enxaguatorios bucais. Apesar da clorexidina apresentar excelentes resultados anti-biofilme
e antimicrobianos, ndo deve ter uso continuo, ndo sendo indicada para periodos de longo
prazo. (HAAS et al., 2014) Assim, busca-se alternativas para o controle quimico e
mecanico do biofilme para esses paciente.

Um dentifricio ter atividade antimicrobiana é uma vantagem, entretanto para
iISSO € necessario a aceitacao do produto pelo paciente. A consisténcia do dentifricio, por
exemplo, € um importante parametro na aceitacdo do produto, pois esta € responsavel
pela fluéncia de dispensacéo sobre a escova, dispersao na boca, velocidade de liberacdo
dos flavorizantes e dos principios ativos, devendo tudo isso ocorrer em um tempo
relativamente curto. (NUNES et al., 2006) No presente trabalho a facilidade de utilizacao
praticamente obteve escores maximos. Parametros quanto ao gosto, odor e limpeza,
obtiveram também altos escores.

Diniz et al., (2014) avaliaram a percepcdo dos pacientes apos uso de
enxaguatorios a base de Oleos essenciais e compararam com enxaguatorio de cloreto de
cetilperidineo. Nesse estudo o grupo tratado com enxaguatdrios de Oleos essenciais
apresentaram maior desconforto e ardor. O uso de enxaguatérios orais aumenta a
exposicao da mucosa bucal ao alcool, e esta ndo é o local preferencial para degradacéo do
alcool, porém alguma quantidade € absorvida e metabolizada em nivel tecidual durante a
degluticdo, sendo assim, os dentifricios com propriedades antimicrobianas tornam-se uma

opcédo. No presente estudo ndo houve relatos de irritacdo, fato este que deve estar ligado a
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concentracdo de 1% de propolis utilizada, resultando numa quantidade de alcool minima
na preparacao final.

Formulacbes de dentifricios e enxaguatérios contendo Oleos essenciais
obtiveram selo de aceitacdo da American Dental Association (ADA) e tém demonstrado
gue possuem excelente tolerabilidade e seguranca, ndo havendo relatos de mudancas na
percepcao de sabores pelos usuérios. (CHARLES et al., 2001)
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6. CONCLUSAO

O mercado de produtos com prépolis estd se expandindo cada vez mais em
todo o mundo, destacando-se a propolis vermelha brasileira, especialmente por sua
atividade anti-biofilme, o que se torna uma opcéao para pacientes com retencéo de biofilme,
como no caso dos aparelhos ortoddnticos.

Nesse estudo, ap6s 4 semanas de uso pelos participantes, nao houve
diferencas entre os marcadores de proteina total, pH e amilase, quando comparado o
grupo do dentifricio de prépolis com o grupo do dentifricio de flior. A dosagem de IL-10 e o
indice de placa foram reduzidos no grupo do dentifricio de prépolis apés o periodo de uso.
Quanto a percepcéao e aceitacdo da formulacdo com prépolis, a mesma nao causou efeitos

adversos e teve uma boa aceitacao pelos usuarios.
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ANEXO |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé esta sendo convidado pela pesquisadora Ménica do Amaral Silva, como
participante da pesquisa intitulada “ANALISE DE BIOMARCADORES SALIVARES EM
PACIENTES COM GENGIVITE APOS USO DE DENTIFRICIO DE PROPOLIS
VERMELHA BRASILEIRA: UM ENSAIO CLINICO RANDOMIZADO”. Vocé ndo deve
participar contra a sua vontade. Leia atentamente as informagdes abaixo e faga
gualquer pergunta que desejar, para que todos os procedimentos desta pesquisa
sejam esclarecidos.

Seu filho ou filha estd 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 informacdes abaixo, sentindo-se livre para
fazer qualquer pergunta que desejar, para que ndo haja duvida alguma sobre os
procedimentos a serem realizados.

a) O objetivo da pesquisa é avaliar a acdo de um dentifricio (pasta de dente) que &
feito com um produto natural, na composi¢cao da sua saliva,para auxiliar no tratamento da
gengivite (inflamacéo e sangramento da gengiva)

b) Durante o estudo vocé devera fornecer informacédo 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 participacado neste estudo consistira de:
e Exame dentario e gengival de seu filho ou filha,

¢ Utilizacdo de uma pasta de dente feita de um produto natural (Prépolis), por 3
vezes ao dia durante 28 dias.

e Coleta de saliva de seu filho ou filha por 2 vezes, uma a cada consulta. Para
gue seja feita a coleta seu filho ou filha terd 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 retirado da boca e colocado em um pequeno
frasco.

d) A coleta de saliva e o exame bucal NAO causardo DOR ao seu filho ou filha.
f) Seu filho ou filhna NAO RECEBERA INJECAO de anestésico local.

g) Apos a aplicacdo do tratamento a saliva recolhida (conforme descrito acima) e
analisada para descobrir se o remédio usado nos dentes de seu filho ou filha foi capaz de
diminuir a nimero de bactérias da boca que causam carie, podendo trazer como
beneficio um tratamento para carie no futuro.

i)VVocé tem a liberdade de desistir ou interromper a participacdo do seu filho ou
filha neste estudo no momento que desejar, sem necessidade de qualquer explicagéo.

k) Os resultados obtidos durante este estudo serdo mantidos em sigilo. Os
pesquisadores ndo o identificara por ocasido da exposicdo e/ou publicagcdo dos mesmos
(os dados serédo publicados somente em revista cientifica e/ou congressos cientificos nao
identificando o nome de seu filho ou filha).
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) 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) A participagdo nessa pesquisa é voluntaria e o participante ndo ir4 receber
nenhum pagamento por isso.

Endereco d(os, as) responsavel(is) pela pesquisa:

Caso venham a surgir duvidas ou perguntas, sinta-se livre para contactar a
pesquisadora Moénica do Amaral Silva (responsavel pelo projeto) no telefone (85)
999528736, ou no endereco Capitdo Francisco Pedro, 1210 — Rodolfo Tedfilo —
CEP 60430-370, Fortaleza-Ce.

Nome: Monica do Amaral Silva

Instituicdo: Universidade Federal do Ceara

Endereco:Rua Capitdo Francisco Pedro, 1210- Rodolfo Teo6filo- CEP 60430-370, Fortaleza-
Ce

Telefones para contato: 8599528736

ATENCAO: Se vocé tiver alguma consideragéo ou davida, sobre a suaparticipacdo na pesquisa,
entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC/PROPESQ — Rua Coronel Nunes de
Melo, 1000 - Rodolfo Tedfilo, fone: 3366-8344. (Horario: 08:00-12:00 horas de segunda a sexta-
feira).

O CEP/UFC/PROPESQ é a instancia da Universidade Federal do Ceara responséavel pela
avaliacdo e acompanhamento dos aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo seres
humanos.

O abaixo assinado ,__anos, RG: , declara que é de livre
e espontanea vontade que estd como participante de uma pesquisa. Eu declaro que i
cuidadosamente este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e que, ap6s sua leitura, tive a
oportunidade de fazer perguntas sobre o seu contetdo, como também sobre a pesquisa, e recebi
explicacbes que responderam por completo minhas duvidas. E declaro, ainda, estar recebendo
uma via assinada deste termo.

Fortaleza, / /
Nome do participante da pesquisa Data Assinatura
Nome do pesquisador Data Assinatura
Nome da testemunha Data Assinatura
(se o voluntario ndo souber ler)
Nome do profissional Data Assinatura

gue aplicou o TCLE
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ANEXO I

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) como participante da pesquisa: “ANALISE DE BIOMARCADORES SALIVARES
EM PACIENTES COM GENGIVITE APOS USO DE DENTIFRICIO DE PROPOLIS VERMELHA BRASILEIRA: UM
ENSAIO CLiNICO RANDOMIZADO”.

Nesse estudo pretendemos avaliar a diminuicdo do sangramento da sua gengiva quando vocé escova 0s
dentes. O motivo que nos leva a estudar esse assunto é a grande presenca de gengiva inflamada em pessoas que estao
usando aparelho nos dentes e assim busca-se algum produto que diminua isso.

O estudo sera composto pelos seguintes procedimentos:

e Exame dos seus dentes e da gengiva

e Utilizacdo de uma pasta de dente feita de um produto natural (Propolis), por 3 vezes ao dia durante 28

dias.

e Coleta de saliva (cuspe) na consulta.

Para participar deste estudo, o responsavel por vocé devera autorizar e assinar um termo de consentimento. Vocé
ndo terd nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem financeira. Vocé sera esclarecido(a) em qualquer divida que
tiver e estara livre para participar ou ndo. O responsavel por vocé podera também a qualquer momento decidir se vocé
continua ou ndo na pesquisa. A sua participacdo € de livre esponténea vontade, e se ndo quiser participar nao vai ser
penalizado por isso. Vocé ndo terda seu nome divulgado de maneira alguma. Este estudo apresenta risco minimo isto é, o
mesmo risco existente em atividades rotineiras como conversar, tomar banho, ler etc.

No final da pesquisa se vocé quiser, 0s resultados sobre o uso da pasta de dente estardo a sua disposi¢édo
qguando finalizada. Seu nome ou o material que indique sua participacdo nado sera liberado sem a permissdo do
responsavel por vocé. Os dados e resultados da pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um
periodo de 5 anos e, apés esse tempo, serdo destruidos. Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas
folhas, sendo que uma sera arquivada pelo pesquisador responsavel, e a outra sera fornecida a vocé.

Eu, , portador(a) do documento de Identidade
(se ja tiver documento), fui informado(a) dos objetivos do presente estudo de maneira clara e
detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que a qualguer momento poderei solicitar novas informagbes, e 0 meu
responsavel podera modificar a decisé@o de participar, se assim o desejar. Tendo o consentimento do meu responséavel ja
assinado, declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma via deste Termo de Assentimento e me foi dada
a oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas.

Fortaleza, de de 20

Assinatura do(a) menor

Assinatura do(a) pesquisador(a)

Endereco d(os, as) responsavel (is) pela pesquisa:

Nome:Ménica do Amaral Silva

Instituicdo: Universidade Federal do Ceara

Endereco:Rua Capitdo Francisco Pedro, 1210- Rodolfo Teéfilo- CEP 60430-370, Fortaleza-Ce
Telefones para contato: (85) 999528736

ATENCAO: Se vocé tiver alguma consideracéo ou divida, sobre a sua participacdo na pesquisa, entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa da UFC/PROPESQ — Rua Coronel Nunes de Melo, 1000 - Rodolfo Tedfilo, fone: 3366-
8344. (Horério: 08:00-12:00 horas de segunda a sexta-feira).

O CEP/UFC/PROPESQ ¢ a instancia da Universidade Federal do Ceara responsavel pela avaliagdo e acompanhamento
dos aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo seres humanos.
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ANEXO lll- PARECER DO COMITE DE ETICA

UFC - UNIVERSIDADE £~ Plabaforma
FEDERAL DO CEARA / %wl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE DE BIOMARCADORES SALIVARES EM PACIENTES COM GENGIVITE
APOS USO DE DENTIFRICIO DE PROPOLIS VERMELHA BRASILEIRA: UM ENSAIO
CLINICO RANDOMIZADO

Pesquisador: Monica do Amaral Silva

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 81191417.9.0000.5054

Instituicao Proponente: Departamento de Farmacia
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.551.395

Apresentagao do Projeto:

Diversos estudos comprovam o efeito terapéutico extrato de Prdépolis sobre inibigdo microbiana de agentes
cariogénicos, além disso, ele se apresenta como uma opcdo clinica de baixa toxicidade e
biocompatibilidade. Nos ultimos anos, os medicamentos a base de produtos naturais vém passando por uma
revolucdo tecnolégica que se estende da engenharia genética a biologia molecular e a bioquimica, utilizando
0s mais avangados recursos. Esse avango que ocorre em ritmo acelerado é explicado pelo desejo da
populagdo de encontrar uma alternativa aos medicamentos sintéticos, em geral carregados de efeitos
colaterais, e pelo respaldo que a ciéncia, com a ampliacdo das pesquisas académicas e clinicas, esta
oferecendo as drogas a base de ervas, constatando que a medicina popular de fato tem fundamento.
Este trabalho propde a avaliacdo de um novo dentifricio, a base de prépolis vermelha, com atividade
antimicrobiana e anti-inflamatéria comprovadas, tendo a finalidade de comprovar sua agdo nas proteinas
salivares e indica-lo para situagdes em que seja necessario um controle maior do biofilme oral.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:
Avaliar parametros salivares apds uso de um dentifrico manipulado com extrato de Prépolis

Enderego: Rua Cel. Nunes de Melo, 1000

Bairro: Rodolfo Tedfilo CEP: 60.430-275
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (85)3366-8344 E-mail: comepe@ufc.br

Pagina 01 de 03
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Continuagao do Parecer: 2.551.395

vermelha em pacientes com aparelhos ortodénticos e comparar a um dentifricio fluoretado comum.
Objetivo Secundario:

» Avaliar o pH e proteinas da saliva antes e apds a utilizagdo do dentifricio;

» Avaliar a capacidade tampao salivar;

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Por se tratar de um produto inclusive utilizado como alimento e toxicidade conhecida os riscos serao
minimos como desaprovacdo do gosto e/ou odor da pasta.

Beneficios:

O beneficio esperado ¢ a utilizagdo de um dentifricio eficaz que tenha acéo

antimicrobiana e anti-inflamatéria sobre os tecidos gengivais em uma populacdo que apresenta dificuldade
de higiene oral em virtude da utilizacdo dos aparatos ortodénticos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O projeto em questdo esta muito bem escrito, de boa leitura e entendimento. Esta incluido desenho do
estudo, introducao, revisdo, objetivos, metodologia, cronograma de atividades, orcamento e outros. A
documentagdo exigida pela RESOLUGCAO 466/12 que regulamenta os estudos aplicados aos seres
humanos esté incluida.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Foram apresentados de forma adequada todos os termos e documentos solicitados.

Recomendacoes:
O projeto de pesquisa esta devidamente instruido para que o mesmo seja executado. Portanto o parecer é
favoravel 4 sua APROVACAO.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
APROVADO.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacédo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 14/12/2017 Aceito
do Projeto ROJETO_1047538.pdf 00:51:35

Enderego: Rua Cel. Nunes de Melo, 1000

Bairro: Rodolfo Tedfilo CEP: 60.430-275
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (85)3366-3344 E-mail: comepe@ufc.br
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UFC - UNIVERSIDADE
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95

QB

mo

Projeto Detalhado / |ProjetoMonica.docx 14/12/2017 |Lidia Audrey Rocha Aceito

Brochura 00:50:42 |Valadas Marques

Investigador

TCLE/Termos de | TCLE.docx 14/12/2017 |Lidia Audrey Rocha Aceito

Assentimento / 00:43:26 |Valadas Marques

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TALE.docx 12/12/2017 [Monica do Amaral Aceito

Assentimento / 18:21:49 |[Silva

Justificativa de

Auséncia

Orgamento Orcamento.pdf 12/12/2017 |Monica do Amaral Aceito
18:19:17 | Silva

Declaragéo de Declaracaoconcordancia.pdf 12/12/2017 [Monica do Amaral Aceito

Pesqguisadores 18:18:41  [Silva

Declaragao de Declaracaoinfraestrutura2.pdf 12/12/2017 |Monica do Amaral Aceito

Instituicdo e 18:17:55 |[Silva

Infraestrutura

Declaragao de Declaracaoinfraestrutura.pdf 12/12/2017 |Monica do Amaral Aceito

Instituicao e 18:17:07 |Silva

Infraestrutura

Outros Apreciacao.pdf 12/12/2017 [Monica do Amaral Aceito
18:14:19 |Silva

Cronograma Cronograma.pdf 12/12/2017 [Monica do Amaral Aceito
18:13:08 [Silva

Folha de Rosto Folhaderosto.pdf 12/12/2017 |Monica do Amaral Aceito
18:12:40 | Silva

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdao da CONEP:

Néao

Endereco:
Bairro: Rodolfo Tedfilo
UF: CE

Telefone: (85)3366-3344

Municipio:

FORTALEZA, 20 de Marco de 2018

Assinado por:
FERNANDO ANTONIO FROTA BEZERRA
(Coordenador)

Rua Cel. Nunes de Melo, 1000

CEP: 60.430-275

FORTALEZA

E-mail:

comepe@ufc.br
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Original Article

Perception and Adverse Effects of Patients after using

Propolis-Containing Dentifrice

Ménica Do Amaral Silva'?*, Lidia Audrey Rocha Valadas’, Francisco Josimar Girao Junior', Guilherme Anténio Lopes De Oliveira?, Ana
Cristina de Mello Fiallos', Edilson Martins Rodrigues Neto', Emerson Dias Ponte’, Pedro Alves de Souza Neto', Gandhi Radis Baptista’
'College of Pharmacy, Dentistry and Nursing, Federal University of Ceara, Fortaleza, CE, BRAZIL.

Chrisfapi University, R. Acelino Rezende, 132 - Fonte dos Matos, Piripiri - PI, Brazil Piripiri, PI, BRAZIL.

ABSTRACT

Objective: The objective of this study was to evaluate the perceptions of
patients undergoing orthodontic treatment, for the perceptions and pos-
sible adverse effects after using toothpaste based on Brazilian red propolis
(BRP). Materials and Methods: This is a longitudinal clinical study. 40 par
ticipants used a toothpaste BRP three times a day for a total of four weeks.
After 4 weeks, the end of the study, participants completed a questionnaire
with a scale ranging from 0 to 10 for parameters such as taste, nausea,
cleanliness, ease, irritation, odor and sense of taste change. Results: The
taste, cleaning ability, ease and odor had high scores. There were no re-
ports as to the possible adverse events such as irritation and change in
taste. One participant reported the occurrence of nausea after brushing,
indicating score 1. Conclusion: The use for 4 weeks of the BRP toothpaste

INTRODUCTION

Many microorganisms that colonize both the tooth surface and adjacent
structures such as the gingival, buccal mucosa and tongue inhabit the
oral cavity. The diversity and complexity of the oral microbiota in differ-
ent areas is established by the environmental characteristics of the cavity,
such as high humidity, relatively constant temperature (34 to 36°C) pH
near neutrality and nutrient availability. Factors such as age, diet, hor-
mones, salivary flow, hygiene, alcoholism and others determine variabil-
ity of the composition of the oral microbiota. It is known that in patients
who are undergoing orthodontic treatment it is common the appearance
of caries and gingivitis because of the difficulty of cleaning and plaque
accumulation.'?

Studies report the use of antimicrobial products in controlling peri-
odontal disease in formulations such as toothpastes and mouthwashes,
which are indicated especially in controlling gingivitis in children and
teenagers.’ Chlorhexidine is the most widely used antimicrobial in the
treatment of gingivitis, being quite effective. However due side effects
such as taste disturbance, tooth staining, recolonization, mucosal irrita-
tion, among other things, seeks to effectively substances but with minor
adverse effects.**

The use of natural products as an alternative therapy dates back to an-
cient age and they are essential in the production of new drugs. Dentistry
research on natural products have increased in recent years due to the
search for new substances with greater pharmacological activity, lower
toxicity and greater biocompatibility, in addition to having more afford-
able value to the population.**

Propolis is presented as a resin complex responsible for sealing of bee
hives (Apis mellifera) and from the collection of them in various types
of vegetables. Currently we have knowledge of at least 200 types of com-
pounds identified in propolis from different geographical sample and
botanical diversity. The main constituents are prenylated phenolic acid,
lignans, terpenes, terpene alcohols and coumaric p-derivatives.”

did not cause adverse effects and had a good acceptance by the users.
Key words: Antibiotics, Bacteremia, Intravenous, Oral Surgery, Impacted, Third
Molar, Biofilm, Natural Products, Propolis, Saliva, Toothpaste.
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The chemical composition of propolis depends on vegetation around the
hive. Most of propolis are composed of 50% vegetable resin and balsam,
30% wax, 10% essential oils and aromatic compounds, 5% pollen, 5%
other substances.® The Brazilian propolis was classified into 13 different
types according to their physicochemical characteristics and geographic
location. The latest, red propolis has been classified as type 13 based on
its unique chemical composition that is known for its high content of
isoflavonoid, with particular interest in neovestitol and vestitol for anti-
oxidant activity.”

The Neovestitol and Vestitol are the main bioactive compounds of Bra-
zilian Red Propolis and exhibit anti-inflammatory and antimicrobial
activity, with potential of action at a dose and concentration. Neoves-
titol and vestitol are isoflavones and can modulate the inflammatory
processes such as those involving periodontal diseases and soft tissue
changes. Studies also show the therapeutic effect of the propolis extract
on inhibition of cariogenic microbial agents, being presented as a clinical
option of low toxicity.”

Several studies show the therapeutic effect of propolis extract on inhi-
bition of cariogenic microbial agents, moreover it appears as a clinical
option low toxicity and high biocompatibility.'*!

The aim of this study was to evaluate the perceptions of patients un-
dergoing orthodontic treatment, for the sensations and possible adverse
effects after using BRP toothpaste.

MATERIALS AND METHODS

Extract of Brazilian Red Propolis and preparation of
toothpastes

The propolis extract was collected in the city of Marechal Deodoro (Lat-
titude 44 555 South 9, latitude 35°C 52 080 West and elevation of 18.1
m above sea level), region with geographical indications granted by the

This is an open access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution-NonCommercial-ShareAlike 4.0 License, which allows others
to remix, tweak, and build upon the work non-commercially, as long as the author is credited and the new creations are licensed under the identical terms.
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National Institute of Industrial Property (INPI) in the state of Alagoas,
Brazil. It used 150 g of the propolis extract dissolved in 1 L of great de-
gree grain alcohol. The BRP extract at a concentration of 1% (previously
studied antimicrobial concentration) was incorporated into the fluori-
dated toothpaste (1500ppm) in the Pharmacotechnical Laboratory at the
Federal University of Ceard, Brazil. After identification of chemical con-
stituents by High-Performance Liquid Chromatography (HPLC), denti-
frices were formulated with the same flavor, color and odor.

Criteria and Procedures for selection of subjects

This study is longitudinal, parallel, randomized, double-blind and con-
trolled design. The selection of participants was held in Aracati-CE,
town without public water fluoridation. Adolescents were selected under
orthodontic treatment and visible plaque in public schools. Individuals
who agreed to participate and do not fall into any of the exclusion crite-
ria were met individually, to be given additional information about the
study and clarify all remaining questions. After the collection of personal
and general health data, they signed the Informed Consent Form (ICF)
for participation in the study.

Presence of visible plaque on tooth surfaces, teenagers between 12 and
18 years, caries-free and being right-handed were included in the study.
Presented systemic changes related to periodontal health-disease pro-
cess, previous antibiotic therapy (treatment with antibiotic and/or anti-
inflammatory) up to six months before the study, users of legal / illegal
drugs, use of prostheses, patients with less than 10 elements per dental
arch, patients with a history of allergies (asthma, urticarial, rhinitis, si-
nusitis), patients with a history of hypersensitivity to medicines, foods or
other factors, patients with a history of chronic diseases, pregnancy and
volunteer not want to continue for reasons other than adverse effects are
excluded from the study.

Clinical Period

Participants received toothbrush of same brand, straight cord, small
head and soft bristles and also the dentifrice treatment. All received stan-
dard oral hygiene instruction by the same instructor where the following
topics were discussed:

Number of brushings: 03 daily brushings (after breakfast, after lunch and
before bedtime);

Standardization in brushing technique which was explained similarly to
the volunteers and their guardians;

Explanation of the harm that a cariogenic diet may lead to oral health.
Two visits were made:

Visit 01 (Day 0) - initial clinical consultation, delivery of toothpaste for
use for four weeks and oral hygiene instruction;

Visit 02 (DAY 28) - Final consultation and application of questionnaires.

RESULTS

The average age of the participants was 15.1 (+/- 1.7).

Figure 1 shows the perception of patients regarding the acceptance of
Brazilian red propolis dentifrice on a scale of 0 to 10. All parameters were
above 8 scores.

Regarding possible adverse effects such as nausea, irritation and change
in sense of taste, there was only one report of nausea without irritation
reports or altered sense of taste (Figure 2).

DISCUSSION

In recent years, drug and embedded products with bioactive molecules
are undergoing a technological revolution that extends from genetic engi-
neering to molecular biology and biochemistry using the most advanced
features. This advancement occurring at an accelerated pace is explained
by the search for alternatives to synthetic drugs, generally loaded with

484

side effects and the support that science and the expansion of academic
and clinical research is offering to drugs based on natural products, stat-
ing that popular medicine is in fact grounded by science.*®"

Bioactive molecules are incorporated in different formulations exist-
ing in the market, especially mouthwash, for the dental plaque as Mal-
vatrikids', Anapyon’, Clinexidin’, Malvatricin Plus" Plax Colgate Fresh
Tea, Propolis,, Caléndula’, Malvona’, among others. Ribeiro et al. 2015.
In addition to the mouthwashes, dentifrices are the most found formula-
tions."

Antimicrobials are widely used by individuals who have plaque build-up,
besides chlorhexidine, triclosan, stannous fluoride; the essential oils have
gained popularity. Toothpaste with natural products have demonstrated
antimicrobial activity in several studies, having widely recommended
use, especially against cariogenic and periodontal bacteria.'*"*

It is known that orthodontic appliances facilitates biofilm buildup, which
can cause bacterial imbalance and thus antibacterial substances could be
used in plaque removal in individuals who have difficulty in mechanical
control of dental plaque. Several studies demonstrate the antimicrobial
activity of propolis. Fosqueira et al. 2012 achieved significant results in
patients with gingivitis.'®

Chlorhexidine is the antimicrobial and antiseptic agent most widely used
in dentistry, though it is documented that prolonged use causes adverse
effects such as a change in color in the dental element, loss of sense of
taste, burning of soft tissue, xerostomia, scaly lesions, mucosa ulcer-
ations and unpleasant aftertaste in the mouth. These changes must be
controlled and prevented through appropriate use in order to avoid local
compromising.”*” In the present study were not reported or observed
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Figure 1: Perception of patients regarding the use of Brazilian red propolis
dentifrice at the end of treatment.
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Figure 2: Adverse effects reported by patients following treatment with
dentifrice of Brazilian red propolis.
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adverse effects and only one patient reported feeling nauseous when us-
ing the dentifrice.

A crossover study by Bhat et al."® showed greater efficiency in reduction
of plaque using a dentifrice incorporated with propolis than using the
commercial dentifrices tested in the study. Confirming efficacy of this
natural compound for its antimicrobial activity.

Skaba et al.” carried out studies which demonstrate the efficacy of prepa-
rations containing up to 3% propolis extract. In such experiments the
toothpaste embedded with propolis assisted efficiently in plaque removal
and proved to be able to improve the general health state of the marginal
periodontium in patients with gingivitis.

Silva ef al.*® examined the antimicrobial activity of propolis and com-
pared to that of chlorhexidine. In the study propolis showed significant
antimicrobial activity, but lower than chlorhexidine.

The consistency of the dentifrice is an important parameter acceptance
of the product, since it is responsible the creep dispensation on the
brush, spread the mouth, release rate of the flavoring and active ingredi-
ents, should all occur at a relatively brief time.”" In this study ease of use
practically achieved maximum scores. Parameters as the taste, odor and
cleanliness, also obtained high scores.

In Dentistry, the clinical use of natural products still finds acceptance
resistance, possibly by the dogma that manufactured drugs have guaran-
teed effectiveness.”

Diniz et al.* evaluated the perception of patients after use of essential oil
based and compared with mouthwash rinses of cetylpyridinium chlo-
ride. In this study the group treated with essential oils rinses showed
higher discomfort and burning. Use of oral rinses increases exposure
to the oral mucosa alcohol and is not the preferred location for alcohol
degradation, but some amount is absorbed and metabolized at the tissue
level during swallowing, thus, dentifrices with antimicrobial properties
become an option.” In this study there were no reports of irritation, a
fact that must be connected to the 1% concentration of propolis used,
resulting in a minimal amount of alcohol in the final preparation.
Toothpastes and rinses formulations containing essential oils obtained
seal of acceptance of the American Dental Association (ADA) and have
shown to possess excellent tolerability and safety, with no change report-
ed in the perception of flavors by users.**

CONCLUSION

After using for 4 weeks of BRP dentifrice, for patients undergoing orth-
odontic treatment, it caused no adverse effects and had great acceptance
by users.
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APENDICE |
FICHA DE ANAMNESE
DADOS PESSOAIS E EXAME DENTARIO

NOME:
IDADE DATA DE NASCIMENTO

NOME DO PAI

NOME DA MAE
RESPONSAVEL LEGAL
ENDERECO
TELEFONE PARA CONTATO

ESTADO DE §AUDE GERAL
FAVOR LER E RESPONDER COM ATENCAO.

1) O seu filho ou filha se encontra sob tratamento médico? SIM NAO

Especifique. Caso a sua resposta tenha sido SIM.

2) O seu filho ou filha tem alguma doenca crénica? SIM NAO

Especifique. Caso a sua resposta tenha sido SIM.

3) O seu filho ou filha esta tomando algum medicamento (remédio)? SIM  NAO

Especifique. Caso a sua resposta tenha sido SIM.
4) O seu filho ou filha tem algum tipo de doenca alérgica? SIM NAO

Especifique. Caso a sua resposta tenha sido SIM.
5) O seu filho ou filha ja apresentou alergia a algum tipo de medicamento? SIM NAO

Identifique  o(s) medicamento(s). Caso sua resposta tenha sido SIM.

5) O seu filho ou filha ja esteve hospitalizado (a)? SIM NAO

Especifijue o motivo. Caso a sua resposta tenha sido  SIM.

Afirmo que as informacfes acima séo verdadeiras.
Data
Assinatura
RG:
Testemunhal.:
Testemunha2:
Pesquisador:




EXAME DENTARIO

NOME
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VISITA 01
INDICE DE PLACA
Critérios e codigos adotados para o IPI
Critérios Cabdigos
Auséncia de placa na regiao cervical 0

Sem placa visivel a olho nu, mas visivel na extremidade da sonda

] - - . 1
apos mové-la pela superficie da entrada do sulco gengival

A regido gengival é revestida por uma camada fina e moderada de

AR 2
placa, sendo que o depdsito € visivel a olho nu

Acumulo pesado de matéria mole, cuja espessura preenche o nicho
produzido pela margem gengival e superficie dental; a regido 3
interdentaria fica apinhada com particulas moles

18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28

] ) ) i i o] i oo o ) O
L] g e e oot e oo o o

48 47 46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 3I7 38
55 54 53 52 51 61 62 63 64 65

D))= )= )=y =)= )=
)

8B5S B84 83 B2 81 71 72 73 74 75




VISITA 02

Critérios e codigos adotados para o IPI

Critérios Cédigos
Auséncia de placa na regidao cervical 0
Sem placa visivel a olho nu, mas visivel na extremidade da sonda 1
apos mové-la pela superficie da entrada do sulco gengival
A regido gengival é revestida por uma camada fina e moderada de 5
placa, sendo que o depdésito é visivel a olho nu
Acumulo pesado de matéria mole, cuja espessura preenche o nicho
produzido pela margem gengival e superficie dental; a regido 3

interdentdria fica apinhada com particulas moles
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