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RESUMO

CAPACIDADE ANTIBACTERIANA DA PROPOLIS DE Apis mellifera
ASSOCIADA AO FLUORETO DE SODIO NO CONTROLE DO BIOFILME
DENTAL

As propriedades antibacterianas da propolis despertaram o interesse da
Odontologia em utiliza-la como meio de controle do biofilme dental. O
objetivo deste estudo foi avaliar a agdo de um gel de propolis 5% associada
ao fluoreto de sodio 0,05% sobre as contagens dos niveis salivares de
Streptococcus mutans, inativagcdo de manchas brancas e acumulo do
biofilme dental em pacientes de alto risco a carie. Participaram do estudo 97
criangas que possuiam contagens de Unidades Formadoras de Colbnia de
Streptococcus mutans superiores a 10°/ mL de saliva. A amostra foi dividida
aleatoriamente em dois grupos experimentais: Grupo | (n= 49, Gel A) e
Grupo Il (n=48, Gel B), realizando-se um ensaio clinico duplo-cego
randomizado. Apds quatro aplicagdes tépicas consecutivas do gel
experimental (uma vez por semana), os niveis salivares de Streptococcus
mutans foram avaliados pelo método da espatula; as manchas brancas
através da observacao clinica e o acumulo do biofilme pelo indice de Higiene
Oral Simplificado. Os resultados revelaram uma redugao significativa (p<
0,0001) nos niveis salivares de Streptococcus mutans em ambos 0s grupos,
com melhor desempenho do Gel A (Propolis 5% + NaF 0,05%)
comparado ao Gel B (Propolis 5%); a mesma situagao foi observada em
relagdo a inativacdo de manchas brancas. O acumulo do biofilme foi
reduzido significativamente (p< 0,0001) apdés a aplicacdo dos géis, em
ambos os grupos, porém, sem diferenga significativa entre eles (p>0,05).
Concluiu-se que a Prépolis 5% acrescida de NaF 0,05% atou
significativamente sobre as contagens salivares de Streptococcus mutans e
€ capaz de reequilibrar o processo DES-RE, inativando manchas brancas.
Em relagdo ao acumulo do biofilme dental, o desempenho de ambos os géis
experimentais foi semelhante.

Descritores: Fluoreto. Propolis. Streptococcus mutans.



1 INTRODUGAO

A carie dentaria caracteriza-se como um problema de Saude Publica
(CHAVES, 1986). A despeito das alteragdes ocorridas nas ultimas décadas no
que se refere a sua prevaléncia e velocidade de progressdo, um numero
expressivo de lesbes encontra-se concentrado em uma pequena parcela da
populacdo de criangas e adolescentes (distribuicdo polarizada da doencga), fato
que ocorre nos paises em desenvolvimento como o Brasil (MEDEIROS e
WEYNE, 2001).

Embora o levantamento epidemiologico realizado pelo Ministério da
Saude em 2003 — SB Brasil: Condicées de Saude Bucal da Populagao Brasileira -
tenha revelado que o pais atingiu a meta proposta pela Organizacdo Mundial da
Saude e Federacdo Dentaria Internacional (OMS/FDI) para o indice CPO-D aos
12 anos de idade (CPO-Dq; < 3), esse resultado n&o correspondeu a uniformidade
da prevaléncia de carie em nivel nacional, considerando as regides brasileiras
separadamente e as outras faixas etarias que participaram da amostra (BRASIL,
2004).

Tal fato pode ser de facil compreensao, levando-se em consideragao
as dimensdes continentais do pais e as desigualdades marcantes fortemente
arraigadas na organizagdo da sociedade brasileira. Reforca-se a isso, o
entendimento da carie como uma doenga multifatorial, infecciosa, oportunista e
que sofre a influéncia de fatores determinantes (inerentes as particularidades
individuais) e confundidores (relativos aos aspectos socioecondmicos, culturais e
de estilo de vida), conforme o modelo conceitual proposto por Fejerskov e
Thylstrup em 1995.

O acumulo do biofilme cariogénico € considerado fator critico
imprescindivel para o aparecimento e desenvolvimento da carie (MALTZ, 2000);
dai a importancia do controle deste como forma de abordagem terapéutica e
preventiva dessa doenca.

Quando o controle mecanico é falho e os sitios de estagnacdo da
placa bacteriana ndo s&o desorganizados, a formagdo de um biofilme
potencialmente cariogénico é favorecida e as espécies microbianas patoldgicas

sdo ecologicamente selecionadas, passando a dominar o microambiente bucal,
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aumentando o nivel das contagens salivares desses microrganismos, fato que
expde o individuo a uma situacado de risco / atividade da doencga exacerbados
(MARSH, 1991).

Diante disso, fica indicado o controle quimico (adjuvante) do biofilme
dental, a fim de auxiliar o paciente na realizagdo de uma higienizagdo bucal
compativel com niveis clinicos salutares. Varias substancias podem ser utilizadas
nesse sentido, sendo os fluoretos os mais abordados nos estudos odontologicos.
Nota-se também uma tendéncia que favorece a utilizacdo de produtos naturais
como agentes de controle quimico do biofilme bacteriano; dentre esses, destaca-
se a propolis.

Como o biofilme dental compreende uma comunidade microbiana
complexa, a utilizagdo de um unico composto como meio de controle quimico
pode se revelar insuficiente, tornando necessaria a combinagao de duas ou mais
substancias a fim de se obter um possivel efeito sinérgico entre estas e reduzir
efeitos adversos oriundos de produtos quimicos utilizados prolongadamente
(THYLSTRUP E FEJERSKOV, 1995).

Dentre a ampla literatura cientifica a respeito dos mecanismos de
acao dos fluoretos sobre o biofilme dental, destaca-se o estudo de Hamilton e
Bowden (1996), o qual elencou variadas vias de agao dos fluoretos e a relagao
destes com a prevengdo das mudangas nas propor¢gbes de microrganismos
constituintes da comunidade microbiana bucal. Ja a propolis é conhecida desde a
antiglidade por suas propriedades antibacteriana, anestésica, antiinflamatéria,
antifungica e antioxidante, o que despertou o interesse da Odontologia em utiliza-
la, principalmente como antimicrobiano (BURDOCK, 1998).

Varios estudos foram realizados relacionando a utilizagao terapéutica
da propolis no controle da carie dentaria, como descrito por |lkeno e Miyazawa
(1991), comprovando que a prépolis foi capaz de efetuar a inibicdo do
desenvolvimento de lesbes de carie em animais. Em ensaio in vivo, Ota et al.
(1998) demonstraram a agao antibacteriana da propolis sobre Streptococcus
mutans, microrganismo considerado critico na etiopatogenia da carie dentaria.
Zarate—Pereira (2003), em estudo in situ, verificou que a propolis atuou
significativamente sobre o Dbiofilme bacteriano supragengival, alterando

sobremaneira as contagens de estreptococos totais, Streptococcus mutans,
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Lactobacilos e total de bactérias viaveis, além de reduzir a perda mineral na lesédo
de carie de esmalte.

A utilizagdo da prépolis associada ao fluor no controle do biofilme
cariogénico foi investigada por Koo et al. (2005). A associagdo dos elementos
comportou-se de maneira positiva, aumentando as propriedades anti-carie do
flior através de sinergismo quimico, reduzindo a formacdo do biofime e a
viruléncia de Streptococcus mutans, sem alterar a microflora residente.

Assim sendo, é importante avaliar a efetividade da combinacédo da
propolis com o flior como método terapéutico de controle quimico do biofilme
dental, a fim de verificar resultados que demonstrem o comportamento desse
composto frente a pacientes de alto risco a carie. Desta maneira, este trabalho
teve o objetivo de verificar a agdo de um gel de prépolis associado ao fluoreto de
sédio sobre a formacédo do biofilme dental e nas contagens de Streptococcus
mutans, bem como sua possivel interferéncia com o processo de
des/remineralizacdo do esmalte.

Confirmando-se a hipotese de atuacdo significativa do gel
experimental sobre o biofilme, estar-se-4a perante um produto de efetiva
capacidade antimicrobiana e remineralizante, e de minimo risco de intoxicagao
aguda, tendo em vista a baixa concentracdo do fluoreto e a comprovada

propriedade antimicrobiana da propolis.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aspectos Epidemiolégicos da Carie Dentaria
2.1.1 Carie Dentaria : um Problema de Saude Publica

Achados arqueoldgicos em dentes de cranio de Homo sapiens que
datam do periodo Paleolitico mostraram que a carie dentaria acompanhou o
homem em sua evolugéo historica, chegando a doenga a se caracterizar pela sua
alta frequéncia nas populagdes (ZHANG, 1982).

Apesar disso, a preocupacdo com a alta prevaléncia de carie na
populacao é considerada recente, tendo em vista a publicagdo do Conselho do
Condado de Londres (1910)" apud Gelbier e Randall (1982, p.402) evidenciando
que, a época, as condi¢cbes de saude bucal dos escolares era, de maneira geral,
insatisfatéria, e quanto mais cuidadosamente esses eram examinados, uma maior
quantidade de doenca e destruicdo era encontrada, sendo excegao o encontro de
dentes saudaveis. O mesmo relatério apontou que condi¢des orais tdo precarias
durante a infancia poderiam afetar a saude de modo geral e causar problemas
durante a vida adulta.

Assim sendo, devido a grande prevaléncia da doenga e do impacto que
a mesma produz na populagdo, a carie dentaria passou a ser considerada um
problema de interesse da Saude Publica. Nesse sentido, Sinai (s/d)?, apud
Chaves (1986), considerou trés fatores essenciais para a caracterizagdo de um
problema como sendo de Saude Publica: o fato de o mesmo constituir causa
comum de morbidade ou mortalidade; a existéncia de métodos eficazes para sua
prevencao e controle e a utilizagao inadequada de tais métodos pela comunidade.
A carie dentaria enquadra-se nesses requisitos, pois sua frequéncia é alta,
implicando altos indices de morbidade o que reflete diretamente em seu

significado social; possui métodos de prevencdo/controle exequiveis e, via de

'LCC. Dental treatment of children at public elementary schools: special maintance vote.Minutes of
proceedings 1910; (3): 496.

2 Sinai N. Apontamentos de aula tomados pelo autor na Escola de Saude Publica da Universidade
de Michigan
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regra, tais métodos nao estdo sendo utilizados na extensdo devida (CHAVES,
1986).
Além de constituir um problema de Saude Publica, a carie pode ser

considerada uma doenca negligenciada, como apontou Welshman (1988):

“ ...A saude dental permanece como uma questao negligenciada
da histéria médica, tanto como um componente importante da
morbidade no contexto de vida geral da classe trabalhadora, e
como um aspecto sub-pesquisado do desenvolvimento do cuidado
a saude...” tendo em vista que a saude bucal “...é uma area que
revela a conjungéo de temas importantes como pobreza, saude e
classe social’(p.327).

A carie dentaria atinge a maioria da populagdo, possui carater
multifatorial e oportunista, caracterizando-se por ser uma condicdo de alta
prevaléncia, que causa impacto significativo sobre o individuo no que se refere a
morbidade e qualidade de vida; reflete-se como indicador de saude em relagao ao
custo do tratamento, absenteismo na escola e no trabalho (perda da
produtividade), porém, sendo sua prevencgao exequivel (WATT, 2004).

Ainda em 2004, Marthaler verificou que um declinio significativo
ocorreu na frequéncia da doenca em muitos paises industrializados, considerando
a diminuicdo substancial dos indices de carie no Oeste Europeu, embora na
Europa Central e do Leste, a prevaléncia da carie continue alta, nao
demonstrando sinais de melhoras; em escala global, somente uma minoria de
criangas foram beneficiadas pela prevencao da carie e pelo acesso aos fluoretos,

[

e ainda assim, “...em alguns paises os politicos tendem a pensar que a carie
dentaria ndo é um tdpico extenso e urgente; eles até mesmo tranquilizam-se com
a ilusdo de que o problema tenha sido solucionado para sempre” (MARTHALER,
2004; p.180).

A despeito dos avangos tanto no ambito técnico-cientifico quanto no
que se refere a qualificagdo dos recursos humanos na area odontolégica, a carie
dentaria, no parametro populacional, ainda € considerada negligenciada, e para
Junqueira et al. (2005), a mesma constitui um dos principais problemas de saude
em nivel mundial, mesmo possuindo método preventivo conhecido, devido a
multifatorialidade de sua etiologia e ao contexto social atribuido ao campo da

saude, os quais dificultam seu controle.
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2.1.2 Levantamentos Epidemiolégicos em Saude Bucal no Brasil - a
Desigualdade Quantificada

As questdes epidemiolégicas referidas a saude bucal sdo abordadas
por uma gama de indices que medem principalmente a prevaléncia de carie,
doenca periodontal, oclusopatias, necessidade de prétese e fluorose dentaria.

A produgcdo de dados epidemiolégicos em saude pode ocorrer de
duas maneiras: a partir de dados secundarios obtidos pelos servigos de saude ou
pela geragcao de dados primarios oriundos de estudos epidemiologicos de corte
transversal (levantamentos epidemioldgicos), cujos resultados serdo utilizados
para a definigdo da prevaléncia de um agravo, bem como das necessidades de
tratamento apresentadas por uma populacao. Tais instrumentos sao ainda pouco
utilizados como guias nas acgdes de saude bucal no Brasil, tendo em vista que o
pais recentemente teve a sua disposigdo uma base de dados de carater nacional,
pois se inseriu tardiamente nesse processo. Enquanto os paises desenvolvidos ja
apresentavam séries histéricas de dados epidemioldgicos desde as primeiras
décadas do século XX, o Brasil efetuou seu primeiro levantamento epidemiolégico
somente na metade da década de 80 (BRASIL, 1988).

O Levantamento Epidemiolégico em Saude Bucal: Brasil - Zona
Urbana 1986, realizado pelo Ministério da Saude em dezesseis capitais estaduais
das cinco macrorregides brasileiras, analisou a prevaléncia da carie dentaria em
criangcas de 6 a 12 anos de idade, dentre outros grupos etarios. Na ocasiéo,
observou-se para a idade de 12 anos, que é a idade-indice para a analise do
CPO-D" indicada pela Organizagdo Mundial de Satude (OMS), um valor de CPO-D
= 6,65, sendo considerado como de alta prevaléncia. Para a regido Centro-Oeste,
nesse levantamento, verificou-se um CPO-D = 8,5, o mais alto do pais (BRASIL,
1988).

Em 1993, o Servigco Social da Industria (SESI) realizou um novo
levantamento epidemiolégico enfocando o grupo etario de criancas de 7 a 14
anos de idade que frequentavam escolas mantidas pelo SESI e de algumas

escolas publicas, de 114 municipios de 22 unidades federativas, abrangendo

1 Média de dentes cariados, perdidos e obturados.



19

todas as macroregides brasileiras. O estudo revelou para os individuos de 12
anos, CPO-D = 4,84, considerado ainda uma alta prevaléncia (SESI, 1996).

Apoés dez anos decorridos do primeiro levantamento epidemioldgico,
o Ministério da Saude realizou nova pesquisa, envolvendo 27 capitais distribuidas
nas macrorregidées do pais. O valor do CPO-D encontrado para a idade de 12
anos foi de 3,1, sendo considerado de moderada prevaléncia. Na regiao Centro-
Oeste, o indice CPO-D a época foi de 2,8 (BRASIL,1996).

De 1986 a 1996, observou-se uma reducdo, em nivel nacional, nos
valores do CPO-D aos 12 anos de idade, condi¢ao esta reportada a porcentagem
de cobertura dos municipios com agua fluoretada (embora ainda considerada
insuficiente) e aos dentifricios fluoretados (BRASIL,1998).

Narvai et al. (1999), ao analisarem os dados referidos ao periodo de
1986 a 1996, relataram que houve um ganho médio consideravel na diminuicdo
da experiéncia de carie aos 12 anos, porém, tratando-se de uma média
populacional, assinalaram que tal ganho n&o se configura homogeneamente as
macrorregides do pais e a todas as classes sociais, visto que tais numeros
refletem a realidade das zonas urbanas, admitindo-se que possam ser maiores
em segmentos socialmente favorecidos em relagdo a renda e escolaridade, e
mais modesto (talvez inexpressivo) em grupos de baixa renda e escolaridade.

Em paises desenvolvidos observou-se um declinio geral na
prevaléncia e severidade de carie nas populagdes infantis e de adolescentes,
onde o CPO-D médio entre os individuos de 12 anos estd abaixo da meta da
OMS para o ano 2000 (CPO-D = 3,0) e uma alta proporcédo de lesbes se
concentra em um numero baixo de criancas e adolescentes, fendbmeno conhecido
como distribuicdo polarizada. Nos paises subdesenvolvidos / emergentes, o
declinio é muito pequeno e a populagdo continua a apresentar altos niveis da
doenca. No caso do Brasil, ha uma importante redu¢do no CPO-D de escolares
de zonas urbanas, no entanto, esse declinio ndo € homogéneo nem expressivo 0
suficiente como procuram afirmar informag¢des amplamente divulgadas. Assim
sendo, nao parece correto / adequado extrapolar tais achados para a situagao do
Brasil de modo geral, tendo em vista as desigualdades e iniquidades da
verdadeira situagado odontolégica global dos brasileiros (MEDEIROS e WEYNE,
2001).
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Em 2003, o Ministério da Saude realizou o Projeto SB Brasil:
Condig¢des de Saude Bucal da Populagao Brasileira, englobando 250 municipios,
50 em cada regido, incluindo cidades de portes populacionais diversos, além da
zona rural. Esse levantamento teve como estratégia a observacdo do perfil
epidemioldgico em saude bucal da populagado nos seus diversos ciclos de vida, a
questao da cobertura dos municipios por agua fluoretada e também o acesso do
usuario aos servigos odontologicos, as condigdes socioecondémicas e a auto-
percepcao em saude bucal. Nesse estudo, o valor do CPO-D observado aos 12
anos de idade foi de 2,78, porém, esse resultado ndo foi unanime para as
macrorregides analisadas individualmente, tendo em vista que somente as
regides Sul e Sudeste obtiveram valor do indice menor ou igual a 3; a regiado
Centro-oeste obteve CPO-D = 3,16. Em relagdo ao abastecimento publico com
agua fluoretada, verificou-se que na regidao Centro-Oeste, dos 50 municipios
participantes, apenas 54% o possuiam, enquanto 46% ainda nao faziam uso de
agua fluoretada (BRASIL, 2004).

Apesar das significativas melhoras ocorridas nas ultimas décadas, a
saude bucal dos brasileiros continua sendo considerada precaria, em fungao da
alta prevaléncia de carie. O levantamento epidemioldgico realizado pelo Ministério
da Saude em 2003, baseado nas Metas de Saude para o Ano 2000 da
Organizagdo Mundial de Saude (OMS) e da Federagdo Dentaria Internacional
(FDI), revelou indices expressivos de carie em criangas de 18 meses a 6 anos de
idade; uma tendéncia a reducao da prevaléncia de carie aos 12 anos (somente
nas regides Sul e Sudeste), sendo essa a unica meta atingida (parcialmente) no
pais; perda dentaria precoce grave e um alto indice de edentulismo em adultos de
meia idade e em idosos (BUISCHI, 2005).

Observou-se um declinio no valor do CPO-D ao longo dos anos,
sendo a explicagdo mais aceita para tal fato a elevacdo do acesso a agua e
dentifricios fluoretados e as mudangas nos programas de saude bucal coletiva.
Apesar da melhora, a desigualdade marca a distribuicdo da carie no pais, sendo
que os dentes atingidos por carie concentram-se em uma minoria de individuos. A
proporcdo de dentes cariados ndo tratados ndo foi alterada, o que revela
dificuldades no acesso ao servigo odontologico e a necessidade de minimizagéo
de disparidades socioecondmicas que tornam certas faixas populacionais mais

vulneraveis, carentes de medidas eficazes de saude publica, as quais se tornam
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um desafio para quem as formulam e implementam. Assim sendo, “...Espera-se
que, com esse movimento, seja possivel manter o declinio observado no indice
CPO-D e, ainda que convivendo com um certo grau de desigualdade na
distribuicdo da doenca, eliminar o carater iniquo dessa desigualdade” (NARVAI et
al., 2006; p.392).

2.2 Carie Dentaria
2.2.1 Aspectos Conceituais

Os modelos explicativos acerca da carie dentaria ainda constituem a
tentativa de melhor entendimento desse processo patoldgico, a fim de se atingir
meétodos terapéuticos/preventivos eficazes para o seu controle.

O primeiro modelo explicativo para a carie foi elaborado por Keyes
(1962), o qual mencionou que, genericamente, para a ocorréncia da lesdo de
carie era necessaria a interacdo de trés fatores operando de maneira
concomitante, vindo a ser conhecidos como a Triade de Keyes: dente (hospedeiro
susceptivel), microbiota (microorganismos) e substrato (dieta).

Estudos revelaram que a simples existéncia desses trés fatores
atuando de maneira conjunta n&o resultava em desmineralizagdo imediata do
tecido dentario. Desse modo, um quarto fator foi adicionado a Triade de Keyes: o
tempo, considerado fundamental para o desenvolvimento da lesdo de carie, fato
que gerou o Modelo de Keyes Modificado (NEWBRUN, 1988).

Esses 4 pré-requisitos ficaram conhecidos como fatores etiologicos
primarios da carie dentaria, enquanto algumas variantes como saliva, fluor e
higiene bucal eram considerados secundarios / moduladores da doenga. Devido a
mudanca de paradigma ocorrida durante os anos 80 e 90, que passou a entender
a carie como uma afeccdo mais ampla sob o ponto de vista da Promogao da
Saude, Fejerskov e Thylstrup (1995) propuseram um modelo conceitual mais
abrangente para a etiopatogenia da carie dentaria, o qual ndo considerava
somente o0s agentes causadores (fatores etioldgicos primarios), mas os
determinantes e confundidores do processo saude-doenca que levariam ao
surgimento da doenga. Assim sendo, os fatores determinantes seriam aqueles
concernentes ao ambiente bucal: saliva (fluxo, composigdo quimica e capacidade

tampao), dieta (freqiéncia do consumo de carboidratos fermentaveis e a
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consisténcia dos mesmos), microrganismos (acidogénicos e aciduricos) e fluor
(auséncia e presenca). Os confundidores corresponderiam ao impacto
desempenhado por fatores externos ao ambiente bucal no comportamento da
doenca, relacionados as condicdes socioecondmicas, ambientais, culturais e ao

estilo de vida.

2.2.2 Aspectos Microbianos:

A concepgado de que a carie dentaria era causada pelos
microorganismos presentes na placa bacteriana, a qual vinculou a produgao de
acidos microbianos a partir dos substratos da dieta a etiologia da doenga, com
isso instaurando a Teoria Quimioparasitaria da Carie, foi proposta por Miller
(1890)" apud Loesche (1986, p.361). Esse postulado também ficou conhecido
como a Hipotese Inespecifica da Placa, pois até entdo, ndo havia sido possivel
associar uma unica espécie bacteriana como responsavel pelo desenvolvimento
da carie, sendo que, por esse parametro, a carie foi considerada
bacteriologicamente inespecifica, isto €&, era causada por quaisquer
microrganismos acidogénicos presentes na microbiota oral, desde que esses
aumentassem em numero e se acumulassem sobre a superficie dentaria, frente a
limpeza inadequada desses sitios.

Achados bacteriolégicos demonstraram inicialmente o papel dos
lactobacilos na etiologia da carie, sugerindo serem esses 0s microrganismos
iniciadores da doenga, pensamento que predominou até meados da segunda
década do século XX. Em contrapartida, Clarke (1924) isolou Streptococcus
mutans de lesdes iniciais de carie em humanos com maior freqiéncia, quando
comparado aos numeros de lactobacilos, demonstrando que estes, apesar de
possuirem caracteristicas aciduricas e acidogénicas, ndo eram capazes de se
unirem de maneira adequada ao esmalte, enquanto aqueles produziam acido
rapidamente através da fermentagao da glicose, lactose, rafinose, manitol, dentre
outros carboidratos, e ainda formavam colbénias fortemente aderidas a superficie

do esmalte, fato que parecia ser de grande importancia.

'Miller WD. The micro-organisms of the human mouth. The SS Withe Manufacturing Co:

Philadelphia; 1890.
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Em 1960, Keyes demonstrou a natureza transmissivel da carie em
hamsters, sugerindo que a principal fonte da flora cariogénica para recém-
nascidos seria adquirida no periodo de amamentacao, pelo contato destes com
as fezes maternas. O mesmo experimento indicou que a atividade de carie
poderia ser induzida pela inoculagao de animais livres da doenca pela microflora
cariogénica ou pelo contato com animais infectados, e que a presenca de
antibiodticos como a penicilina e eritromicina (em niveis utilizados) na dieta poderia
suprimir a atividade de carie.

Em estudos subsequentes, Edwardsson (1968) e Guggenheim (1968)
demonstraram o potencial cariogénico dos Streptococcus mutans em ratos
gnotobidticos ou em hamsters convencionais, que normalmente ndo possuiam
uma microbiota indutora da carie.

Em seres humanos, Loe (1969) evidenciou que a presencga da placa
bacteriana constituia o fator desencadeante do desenvolvimento da carie, ao
passo que lkeda et al. (1973) estabeleceram uma forte associagdo entre a
presenca de Streptococcus mutans e o desenvolvimento inicial das lesdes de
carie.

Ao pesquisarem a associacao entre Streptococcus mutans e a carie
dentaria em humanos, Loesche et al. (1975) verificaram uma associagao positiva
entre os niveis dessas bactérias na placa bacteriana e a ocorréncia de carie. Os
autores ainda notaram que microrganismos presentes na flora, como outras
espécies de Streptococcus, Actinomyces e Veillonella podiam ser importantes
modificadores do comportamento dos Streptococcus mutans na placa bacteriana.

Assim sendo, Loesche (1976) formulou a Hipotese da Placa
Especifica, que admitia a existéncia de algum(ns) grupo(s) de microrganismos
notavelmente especificos, os quais seriam os responsaveis pelo desenvolvimento
da doenca carie.

No ano seguinte, Minah e Loesche demonstraram as diferencas
ecoldgicas entre a placa cariogénica (PC) e a nao-cariogénica (PNC). Na PC
foram encontrados altos niveis de S. mutans e baixas contagens de Actinomyces,
enquanto o contrario foi observado na PNC, caracterizada pela frequente
presenca de Streptococcus sanguis e Veillonella, fato que sugeriu existir uma

relacdo de antagonismo entre certas bactérias da PNC e Streptococcus
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mutans. Os dados desse estudo sustentaram que os Streptococcus mutans
dominavam metabolicamente a placa associada com as lesdes de carie.

A colonizacdo de dentes humanos por Streptococcus mutans em
relagdo a sua concentracdo salivar e a idade do hospedeiro foi relatada pelo
experimento de Duchin e van Houte (1978a). Uma correlagao significantemente
positiva foi observada entre a alta concentracao salivar de Streptococcus mutans
e 0 seu isolamento das superficies dentarias selecionadas, bem como foi
detectado que quanto maior a idade do hospedeiro, maiores sado as
concentragdes salivares e na placa bacteriana desse microorganismo.

Duchin e van Houte (1978b) indicaram que a placa bacteriana
associada ao desenvolvimento de lesdes de carie incipientes em superficies lisas
ou cavitadas continham proporgdes significantemente altas de Streptococcus
mutans, quando comparada a placa que recobria o esmalte clinicamente
saudavel imediatamente adjacente a lesdo de carie, sugerindo que o inicio das
lesdes poderia ocorrer na auséncia de lactobacilos sp.

Loesche e Straffon (1979), ao realizarem estudo prospectivo para
detectar mudangas nos niveis e proporcdes de Streptococcus mutans antes e
durante o desenvolvimento de carie em fissuras oclusais, verificaram o papel
etiologico crucial destes na maioria das les6es de fissura. A analise longitudinal
demonstrou que as proporgbes de Streptococcus mutans aumentaram
significantemente ao tempo do diagndstico da carie e pela comparagao do corte
transversal ficou evidente que as proporcées de desse microrganismo nas
fissuras cariadas foram significantemente maiores que nas fissuras livres de carie.

A especificidade bacteriana na etiologia da carie dentaria foi
evidenciada por van Houte (1980), pela observacado do fato de que o inicio do
desenvolvimento das lesdes cariosas em individuos inicialmente livres da doenca
€ associada com a histéria de infecgao oral por Streptococcus mutans, enquanto
o numero de superficies dentarias infectadas pelo organismo é paralelo a
experiéncia de carie. Para o autor, essa evidéncia indicou um consideravel grau

de especificidade bacteriana no processo de carie, pois:

“..organismos pertencentes ao grupo dos S.mutans devem ser
considerados como importantes agentes etiolégicos tendo em vista suas
caracteristicas acidogénicas e aciduricas, sua consistente habilidade em
causar carie em modelos animais, sua positiva correlagdo com o
desenvolvimento de carie em humanos e a sua presenga em quase todas,
se nao todas as placas associadas com superficies dentarias carie-ativas.
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Esta significancia é mais ébvia no caso das placas associadas a carie que
constituem culturas puras destes organismos.” (van Houte, 1980; p.317-
18).

Loesche (1986), ao abordar a bacteriologia da carie dentaria,
verificou que os Streptococcus mutans estariam relacionados com o processo de
iniciacdo da carie, enquanto os Lactobacilos seriam associados a progressao da
lesao.

Lang et al. (1987) observaram que os Streptococcus mutans
desempenham um envolvimento primordial como agentes iniciadores do processo
de carie dentaria em humanos, tendo em vista que as contagens desses
microrganismos diminuem quando da paralizagao/regressdo da lesdo. Para os
autores, 0 ecossistema presente sobre as superficies dentarias possui uma
natureza dindmica que é refletida no fato de que sitios colonizados com altas
proporcbes de Streptococcus mutans podem ser acometidos por
desmineralizacdo, permanecerem desmineralizados por anos, podem ser
remineralizados ficando descontaminados por prolongado periodo de tempo.
Ficou evidente que o desenvolvimento da carie é relacionado a uma multiplicidade
de fatores que sao capazes de modificar o ecossistema oral, concedendo aos
microrganismos odontopatdégenos a oportunidade de dominar a microbiota nos
sitios que favoregcam tal situacdo. Por esse parametro, a carie dentaria poderia
ser entendida ndo somente como uma doenca infecciosa e multifatorial, mas
como um evento essencialmente oportunista.

Esse conceito foi reforcado por diversos estudos, como o de Buischi
et al. (1989) que verificaram uma maior prevaléncia de carie (manifesta e
incipiente) entre criangas em idade escolar que possuiam altos niveis salivares de
Streptococcus mutans, quando comparadas as criangas com baixos niveis
salivares desses microrganismos, revelando assim a importancia da oportunidade
da infeccao por essas bactérias e a possibilidade da existéncia de condi¢cbées que
favorecam, de maneira seletiva, a viabilidade destas em relagdo as outras
espécies microbianas que co-existem na cavidade bucal.

A placa bacteriana € constituida de uma microflora rica que abriga os
agentes etioldgicos especificos causadores da carie e varias outras espécies de
microrganismos, que em situagdes fisioldgicas encontram-se em homeostasia no

ecossistema bucal. Nesse sentido, Marsh (1991), ao observar que o acumulo de
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placa, preferencialmente em sitios retentivos em que a higienizacdo oral é
dificultada, causa um aumento na massa da placa, levando a uma menor
capacidade de penetragcdo da saliva e uma consequente diminuicdo a protecao
do esmalte. Propés o autor que essa sucessdo de eventos poderia causar
mudancgas ambientais, proporcionando a quebra do homeostasia microbiana
(pressao ecoldgica) e a ocorréncia de alteragdes na composi¢gao da microflora
(massa critica), predispondo a predominancia de bactérias cariogéncias
especificas (acidogénicas e aciduricas), devido ao fato de que somente
determinadas espécies sao competitivas frente as mudancas ocorridas nas
condigdes ambientais (Hipotese da Placa Ecoldgica).

Assim sendo, Marsh (1994), a fim de exemplificar a Hipotese da Placa
Ecoldgica, apontou que o excesso de agucar oriundo da dieta pode levar a
producdo de acidos causando uma mudanca no ambiente bucal de um pH neutro
para um pH acido, fato que gera uma troca ecolégica na microbiota residente
dominada por Streptococcus sanguis e Streptococcus oralis, que sao
relacionados ao processo de remineralizagao (RE), por outra em que predominam
os Estreptococos do Grupo Mutans (EGM) e Lactobacilos (LB), microrganismos
que sao potencialmente aciduricos e acidogénicos e, portanto, cariogénicos, os
quais favorecem o processo de desmineralizagdo (DES), levando aos estagios
iniciais e de desenvolvimento da doenca carie, respectivamente, se nao

controlados.

2.2.3 Cariogenicidade dos Streptococcus mutans

Os Streptococcus mutans constituem uma das espécies microbianas
que fazem parte da microflora anfibiontica da cavidade oral e desempenham
papel preponderante na etiopatogenia da carie.

Para Hamada e Slade (1980), a cariogenicidade dessa espécie
microbiana, tanto em humanos como em modelos animais, € devida a fatores de
viruléncia como a habilidade em aderir as superficies lisas e as suas propriedades
aciduricas e acidogénicas. Para os autores, os Streptococcus mutans produzem,
a partir da degradagdo metabdlica da sacarose pela agdo das enzimas
Glicosiltransferase  (GTF) e Frutosiltransferase (FTF), polissacarideos

extracelulares (PECs), denonimados de glucanas e frutanas, e polissacarideos
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intracelulares (PICs) que funcionam como reserva de energia. Esses
polissacarideos, especialmente as glucanas, sdo considerados fatores criticos
para a formacéo da placa dentaria espessa, tendo em vista que s&o insoluveis em
agua e possuem uma alta habilidade em promover a aderéncia bacteriana em
superficies ndo-descamativas. Além disso, tais microrganismos sao capazes de
produzir acidos (principalmente acido latico) quando o pH encontra-se em torno
de 5,0, caracterizando sua propriedade acidogénica. Nesses valores de pH, a
maioria dos microrganismos bucais tornam-se inativos, o que n&o ocorre com 0s
Streptococcus mutans, pois 0s mesmos sao considerados aciduricos, isto &,
sobrevivem e continuam operantes em condi¢gdes ambientais acidas.

Loesche (1986) evidenciou que uma dieta rica em sacarose, a qual
promove a queda do pH salivar para niveis criticos, foi singular em permitir a
expressao de viruléncia maxima dos Streptococcus mutans para todas as
superficies dentarias, o que viabilizaria o estabelecimento desses microrganismos
na cavidade bucal, tendo em vista que Kiristofferson e Birkhed (1987)
demonstraram a elevagao nas contagens de Streptococcus mutans em fungao do
aumento do consumo de sacarose.

A tolerdncia aos ambientes acidos, além de atuar como fator de
viruléncia para os Streptococcus mutans, € de suma importancia nas questdes
relativas a ecologia da placa bacteriana e da patogénese da carie que envolve o
processo de desmineralizagdo das superficies dentarias, quando em desafio
cariogénico.

Para Belli e Marquis (1991), a cariogenicidade das bactérias
constituintes da microflora da placa bacteriana parece depender da tolerancia
acida, visto que o ataque acido sobre o dente, o qual leva a carie, é diretamente
relacionado a extensdo e duragcdo da acidificacdo da placa dental. Com isso,
demonstrou-se que os Streptococcus mutans possuem dois tipos de adaptacao
ao ambiente acido que afetam sua cariogenicidade, especialmente quando o
periodo de acidificacdo da placa €& prolongado: o primeiro seria a tolerancia
constitutiva inerente a esse grupo de microrganismos (aciduricidade), e a segunda
seria uma tolerancia adaptativa presente durante a fase de crescimento em
ambientes com baixo pH, que ocorre de maneira fisiolégica e parece ser
progressiva, tornando-se mais acentuada quanto mais baixo o valor do pH e

reversivel, ao menos para algumas geragdes. Porém, a desadaptagao ocorre de
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maneira mais lenta. Essa adaptacdo ocorre rapidamente, em cerca de uma
geracgao, tornando-se uma vantagem para a bactéria, ndo somente para melhorar
a fungcdo bacteriana em meio acido, mas para evitar os efeitos letais da
acidificagao.

Os mesmos autores evidenciaram que esse mecanismo de adaptagao
€ relevante no que se refere a competitividade ecolégica microbiana, pois os
Streptococcus mutans necessitam de um ambiente acidificado para competirem
de maneira eficaz com outros organismos menos acido-tolerantes que co-existem
na placa bacteriana. Por este parametro, a acidificagdo prolongada da placa
poderia favorecer o aumento dos danos aos tecidos dentarios ndo somente por
promover uma desmineralizagao mais severa, mas também por servir como fator
indutor de mudancgas adaptativas na microflora da placa, permitindo que baixos
valores de pH sejam atingidos, para além daqueles permitidos a organismos nao-
adaptados, fazendo com que a viabilidade das contagens totais de Streptococcus
mutans seja assegurada em detrimento de outras espécies bacterianas que
atuam antagonicamente ao processo de desmineralizagdo do esmalte, isto é,
aquelas que estao presentes no periodo da remineralizagao, causando assim um

desequilibrio no ciclo de desmineralizagao-remineralizagao (DES-RE).

2.2.4 O Processo DES-RE e a Formacgao da Lesao de Carie

Para Loesche (1986), a carie dentaria é iniciada quando o ciclo
normal da DES-RE, que ocorre apds a ingestdo dos alimentos, na subsuperficie
do esmalte, é perturbado por eventos que aumentam o desafio acido ou diminuem
as fungdes protetoras/reparadoras da saliva. Desse modo, faz-se necessario o
entendimento da dindmica do processo DES-RE para a compreensédo de como o
desequilibrio desse bindmio pode implicar o aparecimento de uma leséo de carie.

A apatita (Caio (POs)s (OH)2), que é o sal constituinte do esmalte
dentario, ao sofrer inclusdo de radicais carboxila e fllor passa a ser denominada
de hidroxiapatita (HA) e fluorapatita (FA), respectivamente. A mesma organiza-se
em cristais que sdo densamente agrupados e dispostos em prismas de maneira
transversal, caracterizados pelo padrao superficial irregular e ondulado. No
esmalte intacto, a agua compde 4% de seu peso, sendo que uma parte desta

configura a camada de hidratagédo (circundando cada cristal de HA e indicando
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que estes estdo eletricamente carregados), enquanto as partes restantes fazem o
preenchimento dos poros inter e intraprismaticos (diminutos), que formam a
principal via de difusdo no interior do esmalte. A integridade do esmalte no meio
oral é dependente do comportamento quimico dos fluidos circundantes,
principalmente no que se refere ao pH e as concentragdes de calcio, fosfato e
fldor, os quais atuam significativamente sobre a estabilidade da HA. Em situacdes
fisiologicas, os fluidos orais estdo supersaturados em relagdo a HA e a FA,
resultando em precipitacdo de componentes sélidos sobre a superficie dentaria
(RE). O pH critico, no qual os fluidos orais encontram-se em condicdo de
saturacdo em relagdo a HA e a FA corresponde, respectivamente a 5,5 € 4,5, o
que implica a insaturacado/subsaturacado dos fluidos circundantes quando valores
de pH inferiores aos mencionados s&o atingidos, ocorrendo entédo a solubilizagéo
da HA e da FA (DES) nesta ordem, visto que a FA é menos soluvel que a HA
(LARSEN E BRUUN, 1988).

O efeito protetor da saliva (capacidade tampéao) € importante para a
manutencgao do pH dos fluidos circundantes. Para Cury (2001), quando a fase de
retorno ao pH fisiolégico, que é promovida pela saliva, se sobrepde aos periodos
em que o pH critico é atingido, ocorre o restabelecimento do equilibrio do binédmio
DES-RE. Porém, quando o inverso € observado, os periodos de perda mineral
sdo favorecidos (DES), causando, paulatinamente, uma lesdo de carie. O autor
ainda salientou que o pH critico é diferente para o esmalte e para a dentina, visto
que a saliva protege o esmalte até que o pH nao atinja valores inferiores a 5,5,
enquanto a protecdo conferida a dentina se restringe aos valores de pH
superiores a 6,5, demonstrando uma maior sensibilidade da dentina frente ao
desafio cariogénico.

Para ten Cate et al. (2005), a formacao da lesdo em seu estagio inicial
ocorre pela dissolugdo parcial dos tecidos mineralizados, observando-se uma
camada superficial bem mineralizada, enquanto na camada subsuperficial (corpo
da leséo) ocorre uma perda mineral de cerca de 30 a 50% em profundidade. Esse
padrao da lesao de carie é explicado pelo fato de que sendo a HA mais soluvel
que a FA, e esta localiza-se na camada superficial do esmalte, enquanto aquela
situa-se em sua camada subsuperficial. A DES inicia pela solubilizagdo da HA,
isto €, a perda mineral ocorre com maior magnitude na subsuperficie do esmalte.

Para que ocorra a RE, faz-se necessaria a presenga de cristais de apatita



30

parcialmente solubilizados, os quais podem crescer devido a exposicao aos
fluidos supersaturados em relacdo a HA, que podem ser obtidos através do
controle de fatores ambientais, dentre os quais destacam-se os habitos dietéticos,

0 padrao de higienizagao e o contato com fluoretos.

2.3 A Placa Bacteriana como um Biofilme

Costerton et al. (1978) evidenciaram que a tematica referente aos
biofilmes vem sendo abordada desde o século XVII, porém, sua base conceitual
geral ndo foi promulgada até 1978. A teoria geral dos biofilmes compreende que a
maioria das bactérias cresce em biofilmes envoltos por uma matriz aderente as
superficies em qualquer ecossistema aquatico que seja auto-suficiente em termos
nutricionais, e que esses microrganismos (sésseis) diferem profundamente de
seus homologos planctonicos (flutuantes).

Até a década de 80, os biofiimes eram entendidos como uma massa
homogénea, constituida por populagbes celulares aderentes que continham um
numero muito maior de células que a populagao plancténica, nos quais as células
bacterianas eram envolvidas por uma matriz de exopolissacarideos
(polissacarideos extracelulares — PECs) fibrosa e altamente hidratada. Essa
matriz desempenhava um papel preponderante como mediadora dos processos
de adesao e agregacao bacteriana, garantindo a colonizagdo das superficies
(COSTERTON et. al., 1987).

Com a utilizacdo de novas técnicas de microscopia na pesquisa
envolvendo os biofilmes, o aspecto homogéneo destes foi ultrapassado. Lawrence
et al. (1991) e Caldwell et al. (1992), ao utilizarem microscopia confocal para o
conhecimento da ultraestrutura dos biofilmes, verificaram que o biofilme
bacteriano crescia em microcolénias (unidades estruturais dos biofilmes), que
podem tomar a forma de “torres” ou “cogumelos” envoltos em uma matriz,
entremeados por regides matriciais menos densas, nas quais, segundo Lawrence
et al. (1993), encontram-se canais de agua altamente permeaveis (abertos), que
seriam responsaveis pela difusdo de nutrientes para o interior dos agregados
celulares, enquanto a matriz atuaria como uma barreira de difusdo.

O estudo de Costerton et al. (1994) demonstrou que os canais de

agua exibem uma caracteristica penetrante em relagcdo a matriz de
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exopolissacarideos nos biofilmes metabolicamente ativos, possuindo um fluxo
convectivo em relagdo aos microrganismos aderentes e as microcoldnias, sendo
responsaveis pela biodisponibilidade de nutrientes essenciais ao metabolismo
bacteriano, e por outro lado, agindo como facilitadores da permeabilidade de
agentes antimicrobianos. A estrutura heterogénea dos biofilmes implica
parametros fisiolégicos também heterogéneos: em biofilmes aerdbicos, os canais
de agua parecem transportar oxigénio para o interior destes, mas as limitagdes da
difusdo e a concomitante utilizagdo do oxigénio pelas proprias bactérias implicam
niveis muito baixos desta substancia no centro das microcoldnias, o que explica a
existéncia, nestes locais, de organismos anaeroébicos facultativos fisiologicamente
ativos em biofilmes mistos e em ambientes aerdbicos.

A placa bacteriana passou a ser denominada como um biofilme
recentemente. Marsh (1995) a definiu como um biofiime de cultura mista,
correspondendo a uma comunidade microbiana tridimensional formada em uma
interface que pode tornar-se espacialmente heterogénea devido aos gradientes
fisico-quimicos que se desenvolvem em seu interior.

Para Kolenbrander (2000), o biofime dental constitui-se de
comunidades bacterianas geneticamente distintas (multiespecificas) que vivem
justapostas as superficies dentarias. A organizagao espacial das varias espécies
bacterianas que compdem o biofiime dental em cada comunidade é unica, e
quando este é formado sobre superficies duras, como é o caso do esmalte
dentario, pode se acumular em camadas densas de multiplos microrganismos,
atingindo centenas de micrOmetros de espessura se a sua desorganizagdo n&o
for efetuada.

Marsh e Nyvad (2005) evidenciaram que a placa bacteriana,
entendida como um biofilme, representa um conjunto de comunidades
microbianas aderidas a uma superficie, espacialmente organizadas em uma
estrutura tridimensional embebida por uma matriz de material extracelular
derivado das proprias células e do ambiente. Por esse parametro, nota-se que as
propriedades da comunidade microbiana sdo mais evidentes que as das espécies
isoladas constituintes do biofilme, pois estando essas populagbdes bacterianas
proximas umas das outras, elas interagem, causando alteragdes microambientais
que podem ser benéficas para algumas espécies e maléficas (antagonistas) para

outras.
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2.3.1 Formacgao do Biofilme Dental

O biofilme dental tem seu processo de formacéao iniciado a partir da
adesao bacteriana as superficies bucais. Assim sendo, a capacidade de adeséao
dos microrganismos €& considerada como um determinante ecoldgico critico no
que se refere a colonizagdo de ambientes cujas superficies estdo expostas a
fluidos banhantes, visto que a colonizagédo por um patdégeno compreende um pré-
requisito Obvio para a patogenicidade. Um alto grau de especificidade foi
observado na adesdo bacteriana as diferentes células epiteliais bucais, ficando
evidente que espécies diferentes pertencentes a um mesmo género possuem
uma ampla variedade na habilidade em aderir a estas células, aderéncia esta
inicialmente viabilizada por interagdes sorptivas de um componente superficial da
célula bacteriana com algum constituinte da superficie celular epitelial (GIBBONS
e VAN HOUTE, 1971).

Ao se observar um corte de placa bacteriana através de micrografia
eletrbnica de transmissdo, nota-se uma fina camada acelular e levemente
agranular disposta entre o microrganismo e a superficie do esmalte, denominada
Pelicula Adquirida (PA), a qual se forma logo apds a exposi¢céo da superficie de
esmalte limpa a saliva, pela adsorcéo seletiva de glicoproteinas salivares. A PA
sdo atribuidas fungdes: protecdo da superficie do esmalte (permeabilidade
seletiva), influéncia na ades&o-aderéncia de microrganismos orais, comporta-se
como substrato aos organismos adsorvidos, serve de reservatério de ions
protetores como o flior (SONJU, 1988).

A presenca da PA é a condigao essencial para a adesao microbiana
e, consequentemente, para a progressao da formagao do biofilme dental, pois a
adesao dos microrganismos aos dentes esta intimamente ligada as interagdes
especificas entre as adesinas bacterianas e as macromoléculas que compdem a
PA, tornando-se clara a presengca de um sistema de reconhecimento altamente
desenvolvido presente na célula bacteriana, capaz de identificar e interagir com
macromoléculas especificas dos tecidos superficiais (GIBBONS, 1989).

De forma esquematica, van Loosdrecht et al. (1990) demonstraram
que o processo de formagao do biofilme ocorre em quatro estagios: transporte
inicial de microrganismos por sedimentacdo/movimentacdo para a superficie

dentaria; adsorcdo reversivel; interacbes especificas entre a PA e os
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microrganismos; e colonizagdo e sucessao microbiana, culminando com a
comunidade climax.

Para Thylstrup e Fejerskov (1995), a formac&o do biofilme dental é
incitada a partir da constituicdo da Camada de Hidratagdo (Camada de Stern), a
qual estad presente em qualquer superficie eletricamente carregada quando da
sua imersdo em agua, pela atracao de ions de cargas opostas. A superficie
dentaria € naturalmente caracterizada por sua carga negativa, que na presenga
de saliva sera neutralizada pela atracdo de ions de oposigdo (Camada de
Hidratacdo) que compreendem principalmente ions de calcio (90%) e fosfato
(10%), ocorrendo a inversao da energia de superficie dentaria, que passa a ser
positiva. Desse modo, as proteinas salivares (glico e fosfoproteinas), que séao
negativamente carregadas, sdo atraidas a camada de hidratagdo, originando a
PA.

O primeiro contato dos microrganismos com a PA ocorre de maneira
inespecifica, através da atracdo pelas forcas de van der Walls e por repulsédo
eletrostatica, seguindo-se a adesao irreversivel, conferida pelas pontes de calcio /
hidrogénio e pela hidrofobicidade superficial (LIMA e ALVES, 1998).

A especifidade bacteriana na adesao a superficie dentaria é devida as
interagdes do tipo lectina, que se dao entre as proteinas (adesinas) presentes na
parede celular bacteriana e receptores presentes na PA. Posteriormente, ocorre a
ligacao de bactérias que inicialmente ndo conseguiram aderir a PA aquelas que ja
estdo aderidas a superficie dentaria (co-adesdo), as expensas dos
polissacarideos extracelulares, como ocorre com os Streptococcus mutans
(MARSH e MARTIN, 1999).

O processo de formagao do biofilme dental é altamente dinamico, cujos
estagios podem ocorrer concomitantemente e que, para Marsh e Nyvad (2005)
compreendem: (a) a formagdo da pelicula adquirida, (b) a adesdo de células
bacterianas simples (0-4h), (c) crescimento de bactérias aderidas com a formagao
de microcolbénias distintas (4-24h), (d) sucessdo / coagregagado bacterianas
implicando alta diversidade de espécies paralelamente ao crescimento continuo
das microcolbnias (1-14 dias), (e) formag¢ao da comunidade climax / placa madura

(2 semanas ou mais).
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2.3.2 Aspectos Ecologicos

A cavidade bucal é semelhante a outras seg¢des do trato digestivo,
abrigando naturalmente uma microbiota residente. Os colonizadores (pioneiros)
das superficies dentais compreendem géneros de Streptococcus (S. sanguis, S.
mitis e S. oralis) , Actinomyces, Haemophilus, Neisseria e Veillonella (NYVAD e
KILLIAN, 1987).

Uma vez estabelecida, esta microflora torna-se relativamente estavel
(homeostasia microbiana), comportando-se de maneira benéfica em relagdo ao
hospedeiro, devido a sua habilidade em prevenir sua colonizagdo por
microrganismos exégenos e via de regra patogénicos, a despeito das alteragbes
que regularmente ocorrem no ambiente bucal. No entanto, este equilibrio pode
ser rompido frente as pressdes ambientais impostas pelos habitos dietéticos
(MARSH, 1989), situacédo que leva a transi¢do da microbiota caracteristicamente
comensal para um padrao de comportamento potencialmente patogénico em
relagdo ao hospedeiro.

O consumo frequente de carboidratos fermentaveis € um dos habitos
dietéticos comumente vinculados ao desequilibrio da homeostasia da microbiota
bacteriana constituinte do biofilme. Assim sendo, Rateitschak - Pliss e
Guggenheim (1982), em estudo quantitativo, evidenciaram que o acumulo do
biofiilme (considerando sua extens&do, peso e numero de bactérias) € mais
exuberante quando da complementacao da dieta com elementos ricos em acucar
em relacdo a uma dieta controlada, pobre em sacarose.

A associagdo entre o desenvolvimento de lesdes de carie e o
aumento da frequéncia de consumo de carboidratos fermentaveis na dieta foi
relatada por Loesche (1986), que frente a essa situagéo, ressaltou o aumento das
proporgdes salivares de bactérias aciduricas e acidogénicas como Streptococcus
mutans e Lactobacilli.

A analise qualitativa in vitro das alteragbes ocorridas na microflora
bucal decorrentes do contato com carboidrato foi averiguada por Bradshaw et al.
(1989). Um sistema de cultura mista quimiostatica (sem interagées quimicas) foi
utilizado para verificar se as alteragdes ocorridas na comunidade microbiana
foram devidas a disponibilidade do carboidrato per se, ou ao baixo valor de pH

gerado pelo metabolismo deste. Nove bactérias cresceram em um meio com
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pH=7 e foram inoculadas com glicose por 10 dias consecutivos, sendo que em um
dos sistemas, esse valor de pH fora mantido constante (controlado) durante todo
0 periodo experimental, enquanto no outro, até 6h apos o pulso de glicose, o
controle do pH nao fora efetuado. O estudo demonstrou que em pH neutro, a
glicose exibiu pouco efeito na composi¢gao da microbiota, observando-se aumento
somente nas contagens de Veillonella dispar e Actinomyces viscosus, enquanto
os niveis de Lactobacillus casei e Streptococcus mutans permaneceram baixos.
No sistema em que o pH diminuiu apds cada pulso de glicose, atingindo um valor
igual a 5,0 (pH critico), a composi¢cao da microflora fora dramaticamente alterada,
caracterizando-se por um aumento nas contagens de Lactobacillus casei,
Streptococcus mutans e Veillonella disspar, ao passo que as quantidades de
Bacteroides intermedius, Fusobacteriun nucleatum, Neisseria subflava e
Streptococcus sanguis foram diminuidas. Os autores concluiram que essa
selecao microbiana ocorreu as expensas das espeécies bacterianas acido-
sensiveis, as quais s&o correlacionadas ao estado de saude bucal, sugerindo,
portanto, que o pH gerado a partir do metabolismo do carboidrato, mais que a
disponibilidade do carbohidrato per se, € o responsavel pelas mudancgas
qualitativas na microflora bucal in vivo.

Em 1992, Marsh evidenciou que frente a desorganizagdo mecénica
regular do biofilme, as bactérias que se encontram presentes na saliva e que se
acumulam sobre os dentes formam um biofime minimo, o qual estaria
relacionado ao estado de saude, cuja microbiota predominante seria de
Streptococcus mitis, Streptococcus oralis, Streptococcus sanguis, Actinomyces
spp, Neisseria spp e Haemophilus spp, que co-habitariam a cavidade bucal em
estado de homeostasia.

Esses dados reforgcaram o pressuposto de que ha uma relacéo direta
entre 0o ambiente e a manutencdo da homeostasia da microbiota residente
presente na placa bacteriana, visto que as mudancas ambientais (pressdes
ambientais) decorridas podem levar a uma selegdo ou favorecimento de
componentes primarios minoritarios do biofilme dental (trocas ecolégicas),
incitando mudangas clinicas que atingirdo sobremaneira os tecidos do hospedeiro
(MARSH, 1994).

Marsh e Bradshaw (1997) destacaram que, para efeitos clinicos,

atencao especial deve ser dispensada ao controle das pressées ambientais que
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levam a selegdo de espécies cariogénicas (acidogénicas e aciduricas), mas
também a prevencdo da inibicdo de espécies microbianas predominantes em
estado de saude (acido-sensiveis). Para isso, ha que se fazer uso de estratégias
que contemplem a prevencado na queda do pH, como a inibicdo da producao de
acidos, o uso de substitutos do agucar e a geragcao de bases no biofilme dental.

O efeito da auséncia ou deficiéncia de meios mecanicos que
desorganizassem o biofiime dental frente a uma dieta rica em sacarose foi
apontado por Cury (2003) como facilitador do acumulo de bactérias acidogénicas
e aciduricas, as quais originariam o biofilme cariogénico, rico em Streptococcus
mutans, Streptococcus sobrinus, Lactobacillus spp e Actinomyces viscosus, que
incitaria o processo de desmineralizagao dos tecidos dentarios (esmalte, dentina e
cemento) e cuja persiténcia culminaria com a formacéo da lesdo de carie.

Ao identificarem as bactérias associadas a carie dental e a saude
dental em 204 gémeos entre 1,5 e 7,0 anos de idade, Corby et al. (2005)
verificaram que no grupo de sujeitos carie-ativos houve a predominancia de uma
microbiota cariogénica rica em Streptococcus mutans, Lactobacillus sp e
Actinomyces sp., havendo uma relagdo inversa no que se referiu aos
microrganismos associados a saude dental. Os sujeitos livres de carie
apresentaram contagens significativas de espécies bacterianas consideradas
benéficas ao ambiente bucal em detrimento dos niveis da flora cariogénica. Para
os autores, as espécies associadas a saude desempenham papel essencial, tanto
na protecdo contra patdgenos prejudiciais como na prevengcao do inicio e
desenvolvimento da carie dentaria.

Assim sendo, a selegédo da estratégia mais adequada para o controle
ambiental bucal deve ser feita pela avaliagdo dos pontos criticos presentes em
cada caso, isto é, em cada paciente individualmente, pois deste modo “...o0 clinico
nao so trata o resultado final do processo da doenca, mas também tenta
identificar e interferir nos fatores que, se permanecerem inalterados,
inevitavelmente levarao a mais doenca” (MARSH e NYVAD, 2005; p.47).

2.4 Risco e Atividade de Carie

O pressuposto que considerou a carie uma afecgcao de natureza

multifatorial fomentou a pesquisa odontolégica no que tange a influéncia dos
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fatores de risco para o desenvolvimento dos padrdes de atividade da doenca, fato
que veio a corroborar uma concepgdo mais particularizada do processo saude-
doenca, principalmente no que se refere a decisao terapéutica / preventiva a ser
tomada.

Ao analisarem diferentes métodos de predigao de atividade de carie
como a contagem dos niveis salivares de Streptococcus mutans e de
Lactobacilos, a analise da capacidade tamp&o, padrdao de secrecao e pH
salivares, a quantidade de placa e a frequéncia de carie, Klock e Krasse (1979)
compararam o incremento de carie no periodo de um e dois anos com os fatores
anteriormente citados em 300 criangas com idade entre 9 e 12 anos. Os autores
evidenciaram que houve uma correlagao significante entre a frequéncia de carie e
0os niveis salivares de Streptococcus mutans com a atividade da doenca,
sugerindo que as criangas com alto risco podem ser, desse modo, selecionadas,
e se participarem de programas preventivos podem ter sua atividade de carie
reduzida.

Para Zickert et al. (1983), pacientes que possuem mais de 10° UFC
(unidades formadoras de colbnia) de Streptococcus mutans /mL de saliva
possuem alta atividade de carie quando comparados aos que possuem baixas
contagens de UFC desse microrganismo, o que evidentemente lhes confere um
alto risco ao desenvolvimento de novas lesbes de carie, pois 0 nivel e a duracéo
da infecgcdo por Streptococcus mutans aumentam o risco, a atividade e a
incidéncia da doenca.

A abordagem tradicional da doencga carie fora embasada somente no
reparo das lesbes (cavitagbes), através de procedimentos restauradores, sem
uma maior preocupagdo com a promog¢ao da saude. No entanto, os
procedimentos preventivos tomaram importancia significativa e a identificagcao de
individuos com alto risco de desenvolvimento de carie tornou-se determinante do
sucesso do plano de tratamento (BUISCHI et al., 1989).

Em estudo realizado com pré-escolares brasileiros, Bretz et al. (1992)
relacionaram os parametros microbianos e salivares destes com a experiéncia de
carie, demonstrando que a presenca de altos niveis salivares de Streptococcus
mutans e Lactobacilos foi associada a carie dentaria nesta populagéao.

Koroluk et al. (1995) verificaram o efeito dos sistemas de indice de

carie sobre a associacdo entre carie dentaria e Streptococcus mutans e
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concluiram que as contagens dessa bactéria foram significativamente associadas
a prevaléncia de carie; ao serem eliminadas dos indices de carie as superficies
restauradas, essas contagens tornaram-se altamente associadas ao indice de
carie, assim, o nivel de significancia também aumentou; a severidade da carie foi
diretamente proporcional as contagens de Streptococcus mutans.

Evidéncias cientificas associam a prevaléncia de carie com fatores de
risco clinicos, microbiolégicos e dietéticos. A analise da associagdo destas
variaveis com a distribuicdo da carie em 142 criancas brasileiras de 1 a 2,5 anos
de idade foi executada por Mattos-Graner et al. (1998). Uma significante diferenca
na prevaléncia de carie entre as criangas com e sem placa visivel foi observada,
visto que aquelas que a possuiam nos incisivos centrais superiores apresentaram
um maior numero de superficies cariadas. Os Streptococcus mutans foram
detectados em 114 criangas (80,3%) e uma alta prevaléncia de carie foi
evidenciada nas criangas que apresentaram altos niveis salivares dessa bactéria.

A percepcdo atual da carie dentaria deve ser centrada na
compreensao dos fatores de risco, os quais, segundo Beck (1998), constituem
caracteristicas ambientais, biolégicas ou comportamentais, que geralmente séo
confirmadas por estudos epidemioldgicos longitudinais, cuja presencga implica o
aumento da ocorréncia da patologia, observando-se o contrario quando da sua
supressao, nao levando a sua simples remogao a cura.

Bratthall e Hansel-Petersson (2000) evidenciaram que a analise
desses fatores de risco era essencial para a abordagem adequada dos pacientes
com vistas a promogao de saude, sendo que tal avaliagado devia ser realizada de
maneira corriqueira, embora nao existissem métodos eximios para tal fim. Deste
modo, a presengca de bactérias cariogénicas, a quantidade do biofime e a
presenca de fluoretos compreendem importantes fatores relacionados ao
equilibrio do processo saude-doencga que envolve a carie.

Sendo a carie uma afec¢ao de carater multifatorial que necessita da
confluéncia desses fatores criticos para o seu desenvolvimento, os métodos de
predicdo da doenca tornam-se limitados. Porém, o diagnodstico de lesbes nao
cavitadas clinicamente visiveis viabiliza a avaliagdo da atividade de carie,
indicando os parametros que devem ser levados em consideracéo para o controle
da doenca, o que possivelmente levaria ao controle das lesdes subclinicas
(MALTZ, 2000). A autora apontou que:
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“ A atividade cariogénica, ou seja, a capacidade que o individuo
esta tendo, neste determinado momento, de desenvolver novas
lesbes de carie, deve ser analisada como condicdo para que se
estabelega o tratamento adequado. Para isso, existem diversos
aspectos que devem ser considerados. Alguns fatores sao mais
importantes que outros, mas complementam-se na definicdo do
potencial cariogénico do paciente”(MALTZ, 2000; p.336).

A avaliagao do risco/atividade de carie constitui um dos pilares do
paradigma da Promocao da Saude em Odontologia. Ao abordarem a importancia
das informacgdes relativas a esse quesito, Kidd e Nyvad (2005) evidenciaram que
em nivel individual, os procedimentos preventivos nado-invasivos devem ser
centrados na clientela que mais os necessitam (populagdes de alto risco),
levando-se em consideragao que o status de risco apresenta carater dinamico.
Em relacdo a avaliagdo da atividade de carie, as autoras sugeriram que a
presenca de lesbdes de carie ativas (cavitadas / ndo-cavitadas) no momento do
exame representam a evidéncia mais forte para uma alta atividade de carie, e que
embora essa avaliagao seja um julgamento relativo, o incremento anual de duas
ou mais lesdes (clinica / radiograficamente detectadas) e a presenca de multiplas
lesbes ativas em regides bucais onde o fluxo salivar é relativamente rapido
(regido de incisivos inferiores e vestibular de molares superiores), colocam o
paciente em um status de alto risco.

Para as autoras, o estagio de desenvolvimento da denticdo também
deve ser considerado no status de atividade de carie, sendo que em criancas, as
superficies oclusais dos molares permanentes representam um local de risco
potencial para o surgimento de lesdes; os adolescentes estariam mais propensos
a desenvolver lesdes proximais, principalmente nas faces distal dos segundos
pré-molares e mesial dos segundos molares; em adultos e idosos, as superficies

radiculares de dificil acesso estariam predominantemente em situacéo de risco.

2.5 Controle Quimico do Biofilme Dental

Tendo conhecimento do papel fundamental dos Streptococcus mutans
na etiologia da carie dentaria, van Houte e Green (1974) destacaram que a
interferéncia nas concentragdes salivares desses microrganismos poderia evitar a

difusdo intra-oral e a transmissdo dos mesmos de sujeitos infectados para os nao-
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infectados, através de variadas maneiras, dentre essas, a utilizacao de agentes
antimicrobianos.

O efeito de medidas preventivas a carie em 101 criangas (53
pertencentes ao grupo controle e 48 ao grupo teste) entre 13 e 14 anos de idade,
altamente infectadas por Streptococcus mutans, durante 3 anos, foi analisado por
Zickert et al. (1982). As criangas pertencentes ao grupo controle exibiram um
incremento de carie no valor de 9,6, enquanto aquelas que constituiram o grupo
teste foram submetidas a um agente quimico (clorexidina) e apresentaram
incremento da doenca correspondente a 4,2. Para as criancas com 10° UFC de
Streptococcus mutans / mL de saliva no inicio do estudo, o valor do incremento da
doenga foi de 20,8 (grupo controle) e 3,9 (grupo teste). Tais achados
demonstraram a redug¢ao da atividade de carie obtida pela utilizacdo do controle
antimicrobiano.

No ano seguinte, Zickert et al. ressaltaram que a diminuicdo dos
niveis salivares de Streptococcus mutans causada pelo uso de antimicrobianos
em criangas altamente infectadas levou os valores de incidéncia de carie a
patamares praticamente idénticos aqueles das criangas naturalmente infectadas
no mesmo periodo de duracao da infecgdo, configurando-se assim o valor positivo
do controle antimicrobiano como meio preventivo a carie.

Em relagcdo ao inicio do periodo de infeccéo por Streptococcus mutans e
ao local de estabelecimento dessas bactérias em molares recém erupcionados, o
estudo delineado por Loesche et al. (1984) demonstrou que esses dentes séo
infectados por essas bactérias logo ap6s a sua erupgdo e que essas se
implantam preferencialmente na entrada da fissura e ndo em sua profundidade, o
que indicou a necessidade/factibilidade do controle desses microorganismos ja na
denticdo decidua, para que a mesma nao sirva de fonte de infeccao para os
dentes permanentes.

Para Rolla (1988), sendo a presenga do biofilme bacteriano sobre os
dentes e a acidogénese in situ um pré-requisito para a formagao das lesdes de
carie de esmalte, as intervencdes quimicas que visam o controle dessas bactérias
nesses locais e a consequente reducao da producédo de acidos seriam um passo
l6gico no que tange a prevencgao da doencga.

A utilizagdo de métodos de desorganizagdo do processo normal de

acumulo de biofilme obtendo-se a diminuicdo da formagao deste, ou a alteracéo
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de sua composicao, interferiria no numero e no comportamento de suas espécies
constituintes, sem elimina-las completamente (RUSSELL, 1994).

Desse modo, as pesquisas dispensaram grande atengdo aos meios
de controle quimico como potenciais inibidores da formag¢ao do biofilme dental.
Tendo em vista que a adesdo as superficies dentarias € a condicdo essencial
para que ocorra a formacdo do biofiime e o potencial de adesividade dos
microrganismos € considerado como um determinante ecoloégico e patogénico
importante para o inicio da lesdo de carie, esforcos devem ser dirigidos a
possibilidade de interferéncias na adesdo microbiana (SCHEIE, 1994), as quais
podem ser estabelecidas pelo uso de substancias quimicas.

Como o biofilme dental € constituido por uma comunidade microbiana
heterogeneamente organizada, constituindo um microambiente complexo,
Thylstrup e Fejerskov (1995) mencionaram que a eficacia de um unico agente
pode ser limitada, tornando-se necessaria a combinagao de dois ou mais agentes
com papéis complementares na inibi¢do do biofilme, obtendo-se assim o aumento
da eficacia e a redugao dos efeitos adversos dos agentes quimicos utilizados.

Levando-se em consideragao a Hipotese da Placa Ecolégica, Marsh e
Bradshaw (1997) propuseram a prevencao da doenga nao somente pela inibicao
das bactérias causadoras, mas também pela manipulagdo e controle de fatores
ecoldgicos/fisiolégicos que norteiam a transigdo da microflora bucal comensal
para patogénica. Para os autores, a manipulacdo de fatores fisioldgicos
essenciais levaria ao controle da composicdo da comunidade microbiana do
biofilme, implicando a identificacdo de estratégias fisiologicas que manteriam as
propriedades benéficas do biofilme.

Nesse sentido, Torres et al. (2000) elencaram as caracteristicas que
devem ser observadas para a selecdo de antimicrobianos, os quais devem
apresentar baixa toxicidade, baixa permeabilidade aos tecidos, seletividade (n&o
deve provocar desequilibrios na microbiota residente) e substantividade ou
retentividade (capacidade de retencéo as superficies e de liberagao lenta). O
farmaco selecionado deve apresentar o maior numero possivel das caracteristicas
citadas e possuir efetividade comprovada por estudos clinicos e laboratoriais.

Scheie (2005) mencionou que os agentes antimicrobianos atuam
sobre a redugao dos niveis de biofilme por um, ou pela combinagdo de alguns

principios, como a inibigdo da colonizagcdo microbiana, inibicdo do
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crescimento/metabolismo bacteriano, desorganizagdao do biofiime maduro e pela

modificagao bioquimica ecoldgica do biofilme.

2.5.1 Indicagoes

O controle quimico do biofilme dental constitui uma questao polémica
que gera muita discussdo em relacdo a acdo especifica dos antimicrobianos
sobre as bactérias bucais potencialmente patogénicas, visto que estas fazem
parte da microbiota residente, havendo assim a possibilidade de geracdo de
desequilibrios ecoldgicos no biofilme dental, pelo uso inadvertido de farmacos que
além de atuarem de maneira efetiva contra a viabilidade de bactérias relacionadas
a doencga, podem, da mesma forma, atingir os microorganismos relacionados a
saude bucal.

Addy (1986) evidenciou a baixa evidéncia da efetividade do controle
mecanico do biofilme, particularmente pela escovacao, caso este fosse o unico
meio utilizado para este fim em individuos susceptiveis a carie. Desse modo, sem
anular o valor da escovacdo como método preventivo as afecgdes dentarias e
gengivais, o autor indicou a utilizacdo de agentes quimicos para o controle do
biofilme como uma alternativa nas estratégias preventivas, pois, a época, algumas
substancias demonstraram adequada capacidade na reducdo do acumulo do
biofiilme, bem como promoveram alteracbes bioquimicas neste, capazes de
prevenir a carie. Assim sendo, a justificativa para a utilizagdo de meios de controle
quimico do biofilme deve ser bem fundamentada, a fim de excluir a possibilidade
de sobretratamento ou de tratamentos in6cuos.

Tendo em vista a natureza bacteriana tanto da carie como da doencga
periodontal e a dificuldade de obtencdo de um controle mecanico satisfatério por
parte dos pacientes, fatos que levariam a um desequilibrio na microbiota residente
tornando-a cariogénica e periodontopatogénica, os antibacterianos seriam
indicados na abordagem clinica dessas doengas, sendo utilizados de maneira
profilatica com o intuito de evitar o acumulo do biofilme, evitando-se assim o
desequilibrio que incitaria as trocas ecolégicas no microambiente bucal ou como
alternativa terapéutica, restabelecendo o equilibrio da microbiota, conforme a
situacao clinica requerida. No entanto, a existéncia de farmacos eficientes que

podem ser utilizados neste sentido ndo justifica a substituicdo dos meios de
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controle mecanico pelos quimicos, desempenhando estes um papel
essencialmente adjuvante aqueles (CURY, 1997).

A condicao imprescindivel para que a carie se estabeleca e progrida &
a presenga do biofilme bacteriano cariogénico, visto que a mesma nao ocorre na
auséncia de microorganismos. Assim sendo, nota-se que apesar de a doencga
carie configurar um processo dinamico que varia desde perdas minerais
submicroscoépicas a presenga de cavidades e a destruicdo total do dente, a
mesma nao implica um padrdo de acometimento linear, que inevitavelmente
culminaria com a presenca de cavidades e a perda dos elementos dentais. Ao
contrario, a interrupgdo desse processo, mesmo na presenca de cavidades, é
exequivel, embora o controle da doenga somente por meios mecanicos seja um
objetivo dificil de ser atingido (MALTZ, 2000), fazendo-se necessario, nesses
casos, a utilizacdo do controle quimico do biofilme dental.

Para Scheie (2005), em oposicao as demais doencgas infecciosas que
tém como agente etiologico um microrganismo patogénico, a carie é causada pela
microbiota residente que desempenha um papel benéfico ao hospedeiro,
devendo-se entao, através do controle quimico desta, ndo visar a sua eliminacéo,
mas o seu controle em niveis compativeis com a saude bucal, com efeitos
adversos minimos.

Varios compostos podem ser utilizados para o controle quimico do
biofiilme dental, sendo que o0s mais mencionados na literatura cientifica
odontologica sao os farmacos a base de clorexidina e os fluoretos. Além das
substancias quimicas sintéticas, ha uma tendéncia a inclusdo de substancias
naturais sendo utilizadas para tal fim. A propolis tem merecido especial atencao
nesse sentido, obtendo resultados satisfatérios devido a sua ampla agdo como

antimicrobiano.

2.5.3 Fluor

Fldor é “...um termo genérico para definir as formas quimicas iénica
(fluoreto ou ion fluor), ionizavel (mineralizada, na forma de MFP) e n&o-ionizavel
(ligado covalentemente) do elemento fluor’(CURY, 2001; p.33).

Para o mesmo autor, partindo-se do pressuposto de que a carie

dentaria é causada pelo acumulo do biofilme sobre os dentes e pelo consumo
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freqlente de sacarose, medidas primarias para o seu controle implicariam a
desorganizagao periddica desse biofiime e a utilizagdo racional de carboidratos
fermentaveis na dieta. Contudo, um maior impacto no controle da doenca foi
obtido com o uso do fluor e, embora seu uso isolado n&o impeca o
desenvolvimento da doenga, a sua contribuicdo para a redugdo da progressao
desta é de relevancia, visto que o declinio mundial da manifestacdo da carie tem
sido atribuido a ampla utilizagdo das mais variadas formas dessa substancia. Em
contrapartida, concomitantemente a esse efeito benéfico, a exposicao inadvertida
a dosagens nao-controladas desse elemento ocasionou o aumento da prevaléncia
de fluorose dental.

Ellwood e Fejerskov (2005) evidenciaram que o fluor pode ter efeitos
benéficos e deletérios sobre a denticdo. Nesse sentido, o beneficio deste
ocorreria por seu efeito topico apds a erupcado dos dentes na cavidade bucal,
enquanto seus efeitos deletérios seriam devidos a absorgao sistémica no decorrer
do desenvolvimento da denticdo, causando a fluorose dental. O uso racional do
fluor compreenderia a maximizacdo da exposicdo tépica durante a vida e a
minimizacao de sua absor¢ao sistémica no periodo da odontogénese, obtendo-se
assim um maior beneficio anticarie ao passo que o risco da fluorose seria

diminuido.

2.5.3.1 A Microambiente Bucal e o Fltor

O efeito do fluor no ambiente bucal e sobre as bactérias que o
compde foi e continua sendo motivo de grandes discussdes na area académica, o
que, através dos anos, gerou algumas hipoteses a respeito de seu mecanismo de
acao.

Devido a importancia do fluor como agente cariostatico, Bowen e
Hewitt (1974) analisaram o seu efeito sobre a produgcdo de PECs por
Streptococcus mutans. Em quatro das cinco cepas que foram submetidas ao
experimento, observou-se a perda do peso seco dos microrganismos em cujo
meio de cultura fora incluido fluoreto (70 ppm), ficando clara a influéncia deste
composto na formacado de polimeros, tendo em vista as alteracbes presentes
tanto no padrao de crescimento dos Streptococcus mutans quanto na composicao

dos polissacarideos.
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Sugerindo que o fllor penetraria os espagos intracelulares
bacterianos e que sua agao nao se restringiria a estruturas bacterianas externas,
Whitford et al. (1977) investigaram o mecanismo de absorgdo do fluor por
Streptococcus mutans, com énfase para a influéncia do gradiente de pH
intra/extracelular nesse processo. Inferiu-se que quanto menor o pH inicial, maior
foi a perda fracional de fluor do meio, sendo que essa perda fora observada com
magnitude nos primeiros minutos, declinando com passar do tempo. Isso sugeriu
que ha uma dependéncia do pH dos espacos intra-extracelular para que a
translocagcdo do acido fluoridrico (HF) ocorra para o meio intracelular. Assim
sendo, a inibicdo do metabolismo bacteriano poderia alterar a absor¢céo do fluor
somente se houvesse uma mudanga concomitante no gradiente de pH intra-
extracelular (por exemplo, uma grande disponibilidade de carboidrato
fermentavel). O estudo indicou que a variavel mais critica para a determinagao da
absorcgao do fluor a curto prazo seria a magnitude do gradiente do pH ambiental e
intracelular e que a distribuicdo do fluor foi primariamente determinada pelo
equilibrio de difusdo do HF.

Ao analisarem a acao bacteriolitica do fluor, Lesher et al. (1977)
evidenciaram que este ion pode ser bactericida para certos organismos nos quais
ele induz a reagdo de lise celular e, além disso, promove a inibicdo do
crescimento bacteriano pelo desarranjo dos peptidioglicanos da parede celular.
Para os autores, o fluor incitaria a lise bacteriana pelo aumento da atividade
autolitica das células em cultura, ndo afetando diretamente a atividade das
autolisinas, mas causando alguma mudang¢a durante a fase de crescimento que
levaria a exacerbacdo desta atividade e a consequente perda dos
peptidioglicanos, tornando as bactérias mais susceptiveis a outros agentes
quimicos. Assim, o regime anticarie mais efetivo envolveria a combinacao do fluor
com algum outro agente capaz de agir sobre as estruturas bacterianas
superficiais.

Tendo em vista o papel fundamental da pelicula adquirida do esmalte
(principalmente constituida de proteinas salivares) no processo de adesao
bacteriana, que é o evento essencial para a formag¢ao do biofilme, Rolla (1977)
relatou os efeitos do fluor nos estagios iniciais desse processo, destacando que o
flor e outros anions com alta afinidade pelo calcio agiriam como inibidores da

adsorgao de proteinas salivares pela hidroxiapatita. Desse modo, através de
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inibicdo competitiva da adsor¢édo dos grupos laterais acidos das proteinas aos
sitios de calcio localizados na superficie dos cristais as pontes de calcio nao
seriam formadas, inviabilizando a integridade estrutural do biofilme. Além de inibir
a formagédo do biofilme, o fluor também reduziria relativamente os numeros de
Streptococcus mutans neste.

Em 1977, o estudo de Hamilton demonstrou o efeito do fllor sobre a
regulagdo enzimatica no metabolismo bacteriano dos carboidratos, enfatizando
que em estreptococos orais, incluindo-se os Streptococcus mutans, o fluor
interferiria no transporte intracelular da glicose via sistema fosfotransferase
fosfoenolpiruvato dependente (SFT-FEP). O FEP ¢é formado pela agdo da
enolase, que €& sensivel ao fluor. Desse modo, em nivel intracelular, o fluor
reduziria a quantidade de FEP disponivel para viabilizar o SFT, diminuindo a
quantidade de acido produzido pela via glicolitica.

No ano seguinte, a acado do fluor no metabolismo de carboidratos
(sacarose, glicose e frutose) fermentados por Strepfococcus mutans crescendo
em diferentes valores de pH, foi avaliada por Hamilton e Ellwood, os quais
destacaram que com a queda do pH de 7,0 para 5,5, em funcdo da fonte
exdgena de agucares, a acidogenicidade dos microrganismos e o efeito inibitério
do fluor aumentaram substancialmente, ficando clara a efetividade desse
composto em baixas concentracdes no que se refere a inibicado da queda do pH.

De acordo com Fejerskov et al. (1981), o fluor pode interferir na
colonizagao/composi¢cao do biofilme dental e/ou na atividade metabdlica dos
depdsitos bacterianos, podendo ser utilizado para o tratamento da doencga carie
em niveis clinicos/subclinicos. Em baixas concentragdes, o fluor agiria sobre a
fase liquida da dissolugdo do esmalte, sendo este comportamento cariostatico
maximo devido a manutengao regular dos ions F~ nos fluidos orais.

Maltz e Emilson (1982) averigbaram a susceptibilidade de
streptococcus, lactobacillus e actinomyces a varios sais de fluor. Notou-se que o
efeito bactericida do fluoreto de sddio (NaF) foi aumentado pelo decréscimo no pH
da solucdo, com excecao da cepa de actinomyces. Apesar disso, um maior efeito
da queda do pH foi observado sobre a concentragao de fluor requerida para a
inibicdo da acidogénese do que aquela necessaria para sua agao bactericida,
visto que a concentragao inibitéria minima (CIM) de NaF para os Streptococcus

mutans foi de 100 ppm para todas as cepas testadas.
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O efeito do fluor sobre a viabilidade ecologica de Streptococcus
mutans e Streptococcus mitis foi avaliado in vitro por Hamilton e Bowden (1982).
Nesse experimento, foi demonstrada uma caracteristica ecolégica importante: o
flior reduziu o crescimento e o metabolismo de Streptococcus mutans ao passo
que demonstrou ser responsavel pela sobrevivéncia de Streptococcus mitis
(altamente acidogénicos, porém pouco aciduricos). Nos ultimos, a inibicdo da
glicdlise pelo fluor implicou a diminuicdo da formagao de acidos no ambiente,
estabilizando esse microrganismo na comunidade bacteriana.

Em estudo in vivo realizado por Bowden et al. (1982), o crescimento
de populacdes bacterianas na presenga de fluor, sob baixos valores de pH da
placa dental, em criangas que viviam em area com agua fluoretada foi examinado.
Os autores destacaram que o fluor presente na placa reduziria as vantagens
ecoldgicas apresentadas por cepas aciduricas como os Streptococcus mutans,
que seriam dominantes frente a exposi¢gao aos carboidratos, restabelecendo os
valores de pH e diminuindo a acidogénese, permitindo a competicdo entre
Streptococcus mitis e Streptococcus mutans no ecossistema da placa.

Os valores do pH na inibicao da absorgao de glicose, ocasionada pela
presenca de fluoreto em Streptococcus mutans, foram examinados por Germaine
e Tellefson (1986). Demonstrou-se que a sensibilidade pH-dependente ao fluor
nesses microrganismos é relacionada a permeabilidade da membrana celular ao
HF e a impermeabilidade desta ao anion fluor durante as variagcdes de pH
encontradas no biofilme dental. Quando o pH diminuiu, a sensibilidade celular ao
fluior e a sua capacidade em inibir a absor¢ao/fermentagdo da glicose foram
aumentadas. Esses dados sugeriram que a membrana celular € impermeavel ao
anion fldor, e que o acumulo intracelular de flior depende da translocagao do HF
através da membrana.

Para Zero et al. (1988), a ac&o cariostatica do fluor estaria relacionada
as baixas concentragdes desse ion na cavidade bucal e a sua capacidade de
retencao nesse ambiente.

Nesse sentido, Bradshaw et al. (1990), ao analisarem o efeito de
baixas concentragdes de fluoreto de sodio sobre a estabilidade e metabolismo de
bactérias componentes da comunidade microbiana bucal expostas a glicose, com
e sem controle do pH, revelaram que no pH=7,0 e na presenca continua de NaF

(1 mmol/L=19ppm), houve uma discreta diminuicdo do total de bactérias viaveis
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da microflora analisada. Durante a inoculagao de glicose sem controle do pH e na
auséncia de fluoreto, observou-se a inibicdo marcante do crescimento de algumas
espécies, predominando na cultura Lactobacillus casei, Veillonella dispar e
Streptococcus mutans. A presenga continua de fluoreto em baixos niveis (doses
sub-CIM) frente a glicose reduziu tanto o padrao da mudanga quanto o grau de
queda do pH, inibindo o aumento das contagens de Streptococcus mutans. Na
sua auséncia, a produgdo de acidos aumentou a cada exposicdo a glicose.
Concluiu-se que concentragdes sub-CIM de fluoreto no biofilme suprimiriam a
selecao de Streptococcus mutans por interferir no metabolismo bacteriano,
reduzindo as trocas ecoldgicas na comunidade microbiana bucal incitadas pela
producdo de acidos oriundos da degradagdo dos carboidratos fermentaveis,
representando, desse modo, uma significante contribuicdo a prevencéao da carie
dentaria.

No mesmo ano, Marsh e Bradshaw verificaram o efeito da
combinagao de fluoreto, carboidratos fermentaveis e do pH na estabilidade da
comunidade bacteriana bucal in vitro. Provou-se que o pH gerado pelo
metabolismo dos carboidratos, mais que a disponibilidade do substrato, foi
responsavel pelo crescimento/selecdo de bactérias cariogénicas como o0s
Streptococcus mutans e Lactobacillus casei, bactérias reconhecidamente
acidogénicas e aciduricas. Os padrbes de formagao de acido e da queda do pH
apresentados apos os pulsos de glicose foram reduzidos pela adicdo de niveis
sub-CIM de fluoreto (1mmol/L), garantindo a homeostasia da comunidade
bacteriana relacionada ao esmalte sadio.

Marquis (1990) evidenciou que o fluor reduziria a tolerancia acida das
bactérias do biofilme por ser capaz de perturbar o curso normal das correntes
protbnicas através da membrana celular. Em Streptococcus mutans, o fluor inibe
diretamente o sistema ATPase de translocacdo de protons, o que causaria uma
diminuicdo do seu potencial cariogénico.

As aplicacdes topicas de fluor em baixas concentragdes de maneira
constante na cavidade bucal e em combinagdo com outros antimicrobianos foi
sugerida por Ogaard et al. (1994), com vistas a um melhor desempenho clinico no
combate ao desafio cariogénico.

Ao abordar as agdes antimicrobianas do fluor para as bactérias orais,

Marquis (1995) destacou sua efetividade no controle do processo DES-RE, além
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dos efeitos do mesmo sobre as bactérias do biofilme dental, alterando seu
metabolismo. O fllor agiria de diferentes maneiras: como inibidor da enolase (via
glicolitica), pela formacdo de complexos metalicos que interferiiam na
translocacdo de prétons e principalmente, aumentando a permeabilidade da
membrana aos prétons e comprometendo o funcionamento das F-ATPases em
expelir protons, induzindo a acidificacdo do citoplasma e a inibicdo acida de
enzimas dlicoliticas, levando a reducdo da tolerancia acida bacteriana. Em
condigdes ambientais acidas como na presenga do biofilme cariogénico, niveis de
flior abaixo de 0,1 mM poderiam causar a supressdo completa da glicélise em
Streptococcus mutans.

Para Hamilton e Bowden (1996), evidéncias indicavam a
multiplicidade de efeitos diretos e indiretos do fluor sobre a célula bacteriana.
Desses, alguns poderiam influenciar de maneira relevante a acidogénese dos
microrganismos presentes no biofilme dental, o crescimento (metabolismo
energético), a colonizagdo (aderéncia ao dente), a sintese de macromoléculas
(acido lipoteicdico e peptidioglicanos que sao constituintes da membrana celular e
glicogénio), a dlicdlise (enolase e sistema fosfotransferase), o gradiente
transmembrana e a agao de outras enzimas (catalase, peroxidase).

Os mesmos autores sugeriram que o controle do pH do biofilme por

doses sub-CIM de fluor:

“..estaria diretamente relacionado a prevencdo de mudangas nas
proporgdes de organismos na comunidade bacteriana. Coletivamente, o
efeito sobre o crescimento celular e a produgdo de acidos mantém a
homeostasia da placa na presenca de carboidrato, negando a vantagem
ecolégica das bactérias acidogénicas e aciduricas” (HAMILTON e
BOWDEN, 1996; p. 249).

Maltz et al. (2003) descreveram os resultados de dois anos de um
programa de tratamento nao-operatério delineado com o objetivo de controlar
caries oclusais de primeiros molares permanentes em fase de erupcéo, em 145
criangas entre 5 e 6 anos com alta prevaléncia de carie. As criangas foram
divididas em grupo controle (n=71) e grupo teste (n=74), ao qual foi fora
dispensado um programa preventivo basico bianual (3 sessbées em margo e 2
sessdes em agosto) e reconsultas marcadas conforme o status de atividade da
doenca e as necessidades individuais dos participantes. Em cada sessado do
programa basico foram realizadas orientacbes sobre higiene bucal e escovagao

com gel fluoretado. Observou-se uma redugdo significativa na atividade de carie
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do grupo teste. Ao inicio do estudo, o grupo controle possuia 70 lesdes ativas;
decorridos dois anos, 68 destas permaneciam ativas. No grupo teste, havia no
principio 80 superficies com lesdes ativas e ao final do estudo, somente 3 destas
permaneceram com atividade. Concluiu-se que o controle da doenca carie é
factivel através de procedimentos n&o-invasivos e individualizados, incluindo

lesOes cavitadas e nao-cavitadas.

2.5.3.2 O Esmalte, o Ambiente Bucal e o Fluor

As mudancgas pos-eruptivas do esmalte dental foram revisadas por
Backer-Dirks (1966), que as classificou em alteragbes que ocorrem antes da carie
iniciar, o proprio processo de carie e eventos posteriores ao aparecimento da
lesdo. O padrao das alteracbes em relacdo a velocidade de progressao variou
conforme a superficie dentaria estudada: em superficies de fissuras observou-se
uma rapida progressao das lesdes para cavidade, enquanto em superficies lisas,
essa foi mais vagarosa, ao passo que nas superficies proximais mais de 50% das
lesdes radiograficamente diagnosticadas como restritas ao esmalte foram
paralisadas, resultado de uma alteracdo ambiental e de uma resisténcia adquirida
pelo esmalte.

O mesmo autor dispensou especial atencdo ao aparecimento de
manchas brancas, anunciando que o aparecimento dessas ocorreu logo apos a
erupgdo dentaria e que o0 seu desaparecimento deu lugar a areas
remineralizadas, as quais seriam advindas principalmente de um pH ambiental
favoravel, mais que da disponibilidade de ions calcio. O efeito de condicdes
ambientais durante e apds a erupgao dentaria foi demonstrado em criangas cujos
primeiros molares erupcionaram durante ou apds o periodo de fluoretacdo das
aguas, e em superficies lisas, as manchas brancas localizadas na regido cervical,
que eram opacas, recuperaram seu brilho superficial, ndo progredindo para
cavidades ou desapareceram completamente. “Parece mais provavel que a
remineralizagdo ou um processo de recristalizacdo, ou ambos, ocorreram.”
(BACKER-DIRKS, 1966;p.511).

Em 1970, Wei estudou a remineralizacdo do esmalte através da
utilizacdo de uma microsonda eletrénica, analisando de maneira sistematica,

desde a superficie do esmalte até camadas mais profundas, as concentragoes de



51

calcio e fosforo do esmalte sadio, desmineralizado e remineralizado. Seis blocos
de esmalte foram utilizados: 2 serviram como controle, 2 foram submetidos a DES
por 5h em pH=5,5 e os ultimos dois blocos foram similarmente desmineralizados e
colocados em solugdo calcificante em pH=7,2. Todos os blocos foram
seccionados transversalmente a fim de se expor as camadas mais profundas. No
esmalte sadio, observou-se que a concentragdo de calcio foi ligeiramente maior
na camada superficial (36,11%) do que nas camadas mais profundas (35,19%).
Na superficie desmineralizada, a 3um da superficie, houve uma reducéo
significativa nas concentragdes de calcio (25,3%) e fosforo (8,25%), ao passo que
entre 9 e 12 uym, a concentragcdo desses aproximou-se dos limites normais
observados em esmalte ndo exposto ao ataque acido. No esmalte
desmineralizado e subsequentemente remineralizado, ndo houve notavel perda
mineral, confirmando que o mineral removido pelo condicionamento acido fora
recuperado com sucesso pelo processo de remineralizagao.

Wei e Koulourides (1972), através de microsonda eletrbnica,
analisaram as mudancgas ocorridas no esmalte decorrentes do processo de DES-
RE. O esmalte desmineralizado foi quase completamente remineralizado, visto
que a DES-RE ocorreu somente nos primeiros 10um da superficie do esmalte. A
microdureza fora parcialmente reestabelecida, devido as condigdes de DES mais
severas e prolongadas utilizadas nesse trabalho, quando comparadas aos
trabalhos anteriores. Esse fato sugeriu que a hidroxiapatita ndo foi o unico produto
formado, podendo ter havido a dissolugdo parcial e a reprecipitacdo de algum
composto com raz&o calcio/fésforo similar a hidroxiapatita.

A remineralizagdo do esmalte cariado foi abordada por Silverstone
(1972), pela exposicado desse tecido patologico a fluidos calcificantes (fluido oral
humano e fluido calcificante sintético), in vitro, a fim de paralisar o processo de
carie. A composicao do fluido sintético foi de 1-3 mM de calcio, 2,5 mM fosfato,
0,05 mM de fluoreto e 200,0 mM de cloreto de sodio. As lesdes de carie foram
expostas aos calcificantes por um periodo superior a 30 dias, verificando-se uma
significante redugao na birefringéncia observada, conferida pelo decréscimo no
volume total da porosidade do esmalte. Esse resultado indicou que,
independentemente do fluido calcificante utilizado, similar redu¢do na porosidade
fora obtida. Quando da utilizagdo do fluido oral, nenhum aumento foi observado

na birefringéncia intrinseca, indicando que a redugcdo do volume dos poros
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provavelmente originou-se da deposi¢ao de materiais organicos ou da distribuicéo
aleatdria de cristais. Como o calcificante sintético ndo continha material organico,
a redugao na porosidade pode ter sido advinda da deposicdo orientada de
cristais, de modo a produzir um certo aumento na birefringéncia intrinseca do
tecido.

Porém, no mesmo experimento, quando somente a superficie que
recobria a lesao fora exposta aos fluidos calcificantes, a penetracdo desses foi
severamente restrita e mudancas foram observadas somente nas camadas
superficiais da lesdo e o calcificante sintético pareceu ser capaz de reduzir a
porosidade da lesdo pela precipitacdo de ions minerais no interior do tecido
parcialmente desmineralizado. A presenca de baixas concentracdes de fluor neste
calcificante pareceu ser essencial para o favorecimento da precipitacdo de
estruturas de apatita muito mais que o calcio e o fosfato.

A contribuicdo da deposicdo de minerais nas mudangas Opticas
previamente observadas nas lesbes fora novamente abordadas por Silverstone
em 1980. O aumento da birrefringéncia negativa ocorreria pela deposicédo de
cristais de hidroxiapatita e outros minerais ou pela deposicdo mineral amorfa
resultando na reducado relevante da birrefringéncia positiva pela oclusao dos
poros. Tal evento poderia ser incitado pelo flior e outros minerais presentes no
interior da lesédo ou nos liquidos circundantes.

Assim sendo, varios pesquisadores direcionaram o foco de seus
experimentos para o mecanismo de acao do fllor no processo DES-RE.
Inicialmente, pensava-se que a fluorapatita (fluor fortemente ligado ao esmalte)
seria a protagonista do equilibrio do bindmio DES-RE, mas alguns estudos
demonstraram ser a formacédo de fluoreto de calcio (CaF, — fluor fracamente
ligado ao esmalte) a condicao essencial para que tal equilibrio ocorresse, pois
esse composto apresentava um interessante efeito antimicrobiano observado
durante a sua dissolucdo: uma ampla quantidade de fluor era liberada nesse
processo (de PAOLA et al., 1980).

Nelson et al. (1983), através de microscopia eletrbnica de varredura,
avaliaram a morfologia das superficies de esmalte submetidas a trés agentes
fluorados tépicos (verniz fluorado acidulado, verniz de fluoreto de sodio neutro e
fluor fosfato acidulado-FFA). Cada substancia reagiu de maneira distinta com o

esmalte, produzindo seu proprio padrao de condicionamento. Uma maior



53

espessura da camada superficial foi obtida com o verniz fluorado acidulado e o
condicionamento das superficies de esmalte foi mais severa frente aos dois
compostos acidulados, ao passo que com o agente neutro, esta se mostrou mais
discreta. Esse padrao condicionante diferenciado implicou diferencas
morfoldgicas superficiais, que poderiam explicar a efetividade do FFA, apesar da
formagdo de um baixo nivel de fluoreto fortemente ligado e de uma delgada
camada de CaF,, pela obstrucdo dos prismas dos sulcos condicionados pela
deposigao de pequenos e reativos globulos esféricos de CaF.

Frente a diminui¢cdo do pH do veiculo do fluoreto, a area reativa da
superficie do esmalte € aumentada, levando a remocao do fosfato e calcio
soluveis do dente e a reagao € acelerada para o aumento da formacao de CaF».
Nessa situacdo, a saliva encontra-se subsaturada em relacdo ao CaF,, o qual
sera dissolvido da superficie dentaria formando uma pequena proporcdo de
fluorhidroxiapatita. Em areas retentivas como a lesao cariosa, ocorre uma rapida
formagao de CaF; cuja retencao sera favorecida (LUOMA et al., 1988).

O estudo de Margolis e Moreno (1990) abordou as perspectivas
fisicoquimicas do mecanismo de agao dos fluoretos, destacando o notério papel
destes como possiveis indutores de um efeito cariostatico obtido pela reducéao da
solubilidade do esmalte frente a incorporagao do fluor a estrutura mineral, pela
promoc¢ao da remineralizacdo de lesdes incipientes de esmalte e deposigao de
fases fluoradas no interior do biofiime dental que serviriam como fonte de ions
minerais em condigcbes acidas, e através da redugdo de perdas minerais na
superficie do esmalte durante o desafio cariogénico, conferida pela reprecipitagéo
de hidroxiapatita fluoretada no interior do esmalte. Sugeriu-se que para a
obtencdo de resultados clinicos satisfatérios com o uso de fluoretos, estes
deveriam ser estabelecidos e mantidos em baixos niveis no fluido do biofilme,
através de frequentes exposicdes topicas.

Ogaard et al. (1994) evidenciaram que pouca quantidade de fltor
fortemente ligado é formado durante as aplicagdes topicas de fluoretos, e que seu
efeito clinico seria de menor importancia. Por outro lado, o CaF, formado serviria
como fonte de fluor durante os ciclos de pH no biofilme dental quando frente a
baixos valores de pH e a insaturacdo da saliva frente a fluorapatita e a
hidroxiapatita, ocorreriam as perdas minerais (DES), as quais seriam repostas

pelo fluor advindo da dissolugdo do CaF, reservado. Assim, altas concentragcbes
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de fllor ndo seriam necessarias para o controle da progressao das lesodes, visto
que estudos apontaram como desejavel a presengca de baixos niveis e em
frequéncia constante desse elemento na cavidade oral. Além disso, a combinagao
de fluoretos e agentes antibacterianos demonstrou maior efetividade durante o
desafio cariogénico mais severo.

Ao abordarem as interagdes entre o flior e o esmalte, ten Cate e
Featherstone (1996) destacaram que o esmalte € altamente poroso, constituido
de cristais minerais semelhantes a apatita, envoltos por agua e componentes
organicos. Carbonato e outras impurezas também estdo presentes, tornando-o
mais reativo aos acidos do que a hidroxiapatita pura ou a fluorapatita. O fluor esta
presente no biofilme, na saliva e no fluido intercristalino, incorporado aos cristais
minerais do esmalte, tendo efeito cariostatico primario pela ocorréncia de reacdes
na fase aquosa (sobre o dente) e entre os cristais no interior do dente, sendo a
sua incorporagao a este no periodo pds-eruptivo e na fase aquosa durante o
desafio cariogénico de importancia fundamental na paralisagdo do processo de
carie. A precipitacao de CaF, e sua redissolugao lenta fornecem uma fonte de
ions F~ que agem na inibicado da DES e no favorecimento da RE. A utilizagdo de
baixas concentracdes diarias de fluoretos revelou-se como o regime mais efetivo
na prevencao da carie.

Cruz (1997) destacou que a deposicao de CaF; seria a fase essencial
no mecanismo preventivo a carie, visto que o fluoreto fortemente ligado a
superficie dentaria se formaria como produto final do processo DES-RE, em que
os ions de fluor seriam advindos do material depositado no esmalte. Tanto in vitro
quanto in vivo, os agentes fluorados tépicos induzem a deposigdo desse produto
reacional.

O efeito topico do fluor foi considerado primario como controlador da
carie tanto para criangas como para adultos, pela inibicdo da DES / aumento da
RE nas superficies dos cristais e pelo controle da atividade bacteriana. Os
beneficios sistémicos (fluor ingerido) sdo considerados minimos, enquanto niveis
terapéuticos minimos de fluoreto podem ser disponibilizados pela agua e por
produtos fluoretados tépicos, mantendo os niveis salivares de fluor em excesso
de 0,03ppm promovendo uma marcada protecdo contra a carie
(FEATHERSTONE, 1999).
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Para Chow e Vogel (2001), a manutencao da quantidade de fluor na
cavidade bucal através da formagdo de reservatorios/depdsitos deste ion
favoreceria a remineralizagdo. O desenvolvimento de novos enxaguatérios e
dentifricios que possam favorecer a formagao destes depdsitos esta centrado no
surgimento de formulagbes que sejam altamente efetivas e possuam baixos
teores de fluor.

Em 2002, Chow et al. demonstraram o efeito de baixas concentragdes
de fluor em enxaguatérios bucais na remineralizagédo, através da utilizagdo de
dupla solugdo. Como controle positivo e negativo foram utilizados,
respectivamente: solugao NaF (12 mmol F/L) e um placebo (sem fluor); o agente
teste constitui-se de uma dupla solugdo NaF (6 mmol F/L). Os resultados
demonstraram que a solucao teste produziu maior remineralizacdo e aumento do
conteudo mineral das lesbes, reduzindo a profundidade das mesmas. A
efetividade do procedimento dependeria menos da dose de fluor e mais da
habilidade do tratamento em utilizar o fluor eficientemente para a
remineralizagao, provavelmente por incitar uma maior deposicdo de fluor sobre
os dentes e no biofilme. Baixos niveis de fluor podem ser vantajosos na
minimizag¢ao da ingestao sistémica excessiva deste elemento por criangas.

O efeito do fluor em concentracdo semelhante aquela encontrada no
fluido do biofiime sobre o processo DES-RE em baixos valores de pH foi
verificado por Lynch et al. (2006). Lesbes artificiais em esmalte humano foram
radiografadas a fim de se quantificar a perda mineral e colocadas em dois
sistemas de géis-acidos contento altos e baixos teores de calcio e fosforo (pH:
4.8, 5,0 e 5,2). Em cada pH, uma combinacédo de calcio, fésforo e fluor foram
adicionados aos géis, obtendo-se valores semelhantes aqueles do biofiime, com
um grupo controle sem fluor. Apés 10 dias as mudangas minerais foram
novamente quantificadas, observando-se uma abundante desmineralizacdo nas
amostras que foram submetidas ao grupo controle (sem fluor). As lesbes de carie
foram remineralizadas subsuperficialmente a um baixo pH, em concentragdes de
flior encontradas no fluido do biofilme durante o desafio cariogénico, isto €, em

baixos niveis deste elemento.
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2.5.4 Propolis

O termo proépolis deriva do grego “pro” (defesa) e “polis” (cidade),
sendo empregada no sentido de defesa da colméia, cidade das abelhas. Sua
composi¢cdo quimica é complexa e varia de acordo com a origem e a idade do
produto, sendo seus principais componentes os esterdides, 6leos essenciais,
ésteres de acidos graxos, pigmentos vegetais, vitamina B1, vitamina B2 e
aminoacidos (MOREIRA, 1986).

As abelhas utilizam a propolis para obstruir fendas na colméia e para
prevenir a decomposicao de criaturas que ao tentarem invadi-la, foram mortas
pelas préprias (BRUMFITT, 1990).

A propolis constitui uma mistura complexa de material resinoso e
balsédmico, elaborada pelas abelhas da espécie Apis mellifera, a partir de
exsudatos dos ramos, flores e caules das arvores (MARCUCCI, 1995), sendo
encontrada nas colméias como meio de impermeabilizacdo, isolante térmico,
vedante e como forma de antisséptico.

Historicamente, a prépolis vem sendo utilizada desde a civilizagao
egipcia e quase todos os povos da antiglidade eram conhecedores de seus
efeitos medicinais. Na Biblia encontra-se mengéao a propolis (Balsamo de Giliade),
uma especiaria de valor mercantil utilizada no tratamento de feridas (FACCHINI,
1996).

No livro “A vida dos animais”, Aristoteles indicou a propolis para o
tratamento de doencgas dermatoldgicas, feridas e supuragdes. O poeta romano
Virgilio mencionara a propolis em suas obras. Os povos incas (1600 a.C.)
utilizavam-na no combate a febre e como antiflogistico. Na Franca (séculos XVIII
e XIX) e na Africa do Sul (1899 a 1902, durante a Guerra dos Boerns), a propolis
fora amplamente util no cuidado de feridas (PAMPLONA, 1997).

2.5.4.1 A Prépolis como Antimicrobiano

Em 1990, Brumfitt et al. avaliaram a atividade antibacteriana da
propolis in vitro e in vivo. Na fase in vitro foram utilizados isolados clinicos de
Streptococcus saprophyticus, Streptococcus epidermidis, Estreptococos do grupo
A, B e C, Candida albicans, Corynebacterium sp, Echirichia coli, Pseudomonas

aeroginosa, Clostridium e Bacteroides fragilis; e cepas laboratoriais de
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Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis. A atividade antimicrobiana mostrou-se
restrita aos organismos Gram-positivos. In vivo, os voluntarios ingeriram capsulas
de 250 mg de prépolis trés vezes ao dia e a analise da urina ndo demonstrou
nenhum traco de atividade antibacteriana.

A acdo antibacteriana de extratos alcodlicos de propolis em
concentragdes variadas foi abordada por Fuentes e Hernandez (1990) em relagao
as cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa,
Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermidis e Streptococcus sp. Concluiu-se que
todos os extratos apresentaram acido antibacteriana, independentemente de sua
concentracao, com certa predilegao por bactérias Gram-positivas.

Em estudo in vitro, Woisky et al. (1994) avaliaram uma formulagéo
preparada a partir da propolis no que se refere a sua atividade antibacteriana.
Observou-se acgao inibitoria sobre bactérias Gram-positivas, visto que as Gram-
negativas mostraram-se resistentes.

Koo e Park (1996) atribuiram as atividades farmacologicas da propolis
a presenca de flavondides em sua composi¢cdo quimica, verificando que a
concentracdo desse componente pode variar dentre as diversas amostras da
propolis brasileira, embora apenas a analise quantitativa do teor desse
componente n&o seja suficiente para a determinagéo da qualidade dos extratos.

Ao analisar a composicao quimica e a capacidade antibacteriana de
46 amostras de prépolis obtidas de trés regides brasileiras (Sudeste, Centro-
Oeste e Sul), o estudo de Park et al. (1997) revelou que todos os extratos
etandlicos de propolis (EEP) da amostra possuiam altas concentragbes de
flavondides em teores que diferiram entre si, conforme o Estado de origem, sendo
que a concentracao total de flavondides da propolis oriunda do Mato Grosso do
Sul (Campo Grande e Jaraguari) foi, em média, de 12,5mg/g de propolis. Todas
as amostras demonstraram propriedade de inibicdo para Staphylococcus aureus

coagulase positivos, enquanto Esceirichia coli nao fora inibida.

2.5.4.2 A Utilizagao da Prépolis na Odontologia

O uso terapéutico de substancias naturais acabou despertando o
interesse da Odontologia pela prépolis, levando a realizagdo de experimentos em

varias areas, como a Periodontia, Cirurgia Oral, Patologia Oral e Cariologia.
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No campo da Periodontia, Martinez Silveira et al. (1988) compararam
os efeitos do propolan (50% de propolis, propilenoglicol em alcool 95%) e alcool
95% (solugao placebo) em gengivites crénicas e em ulceras bucais recorrentes e
inespecificas em humanos. O estudo demonstrou que as areas tratadas com
propolan apresentaram recuperacdo mais rapida do que as tratadas com o
placebo, devido aos efeitos antimicrobianos (especialmente sobre bactérias Gram
positivas), cicatrizantes, anestésicos e de incremento de resposta imune local do
propolan.

Magro Filho e Perri de Carvalho (1990) avaliaram a utilizagdo da
prépolis em Cirurgia Oral, examinando histologicamente os efeitos da mesma em
feridas cirurgicas pdés exodontias (alvéolos) e feridas de pele (uso local) em ratos,
concluindo que a aplicagao da solugao hidroalcodlica de prépolis promoveu uma
aceleracao da epitelizacao das feridas de pele, mas nao acelerou a cicatrizacao
das feridas cirurgicas pds exodontias.

O estudo de Ikeno e Miyazawa (1991) realizado em ratos demonstrou
a eficacia da prépolis no processo inibitério do crescimento da microbiota
cariogénica e da atividade das enzimas glicosiltransferase (GTF), especificamente
nos estreptococos do grupo mutans, os quais sao fortemente associados ao inicio
do processo da doencga carie, sugerindo a atividade anticariogénica da prépolis.

Em um segundo estudo, Magro Filho e Perri de Carvalho (1994)
observaram os efeitos topicos do enxaguatério de prépolis no reparo de
sulcoplastias pela técnica de Kazanjian modificada, concluindo que o mesmo
auxiliou na reparagao das feridas cirurgicas intrabucais, proporcionando efeito
antiinflamataério e analgésico.

Em estudos de Patologia Oral, Cabarrocas e Gomez (1994)
observaram a efetividade da propolis em relagdo a estomatite aftosa em 60
pacientes, concluindo que em mais de 90% das lesdes tratadas com prépolis
observou-se efeito analgésico e epitelizagdo clinica, quando comparadas ao
grupo controle.

Gebara et al. (1996), em estudo realizado in vitro, avaliaram a acao
antimicrobiana de substancias naturais sobre Streptococos mutans e
Streptococos sobrinus, dentre elas a tintura de propolis, comprovando sua agao

antibacteriana, e também a capacidade de inibir a adesdo bacteriana desses
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microorganismos, o que sugeriu a possibilidade do uso desta substéncia no
controle do biofilme bacteriano bucal.

Os efeitos antibacterianos da prépolis e do mel foram investigados por
Steinberg et al. (1996) que verificaram, em estudo in vitro, na presenca de
concentracées baixas de mel houve o aumento do crescimento bacteriano, e em
concentragcdes acima de 4,16%, observou-se a redugao deste; em concentragdes
baixas de propolis ndo houve alteragdes significativas no crescimento bacteriano,
mas ao passo em que a concentragao foi aumentando, o padrao de crescimento
foi alterado, obtendo-se a inibigdo completa na concentracéo de 0,4% de propolis.
No estudo in vivo, os voluntarios bochecharam 5 mL de mel durante 4 minutos,
quando observou-se uma redugdo de 60% e 40% na contagem de bactérias
totais viaveis, e de 58% e 54% na contagem de Streptococcus mutans,
respectivamente, dez minutos e uma hora apds os bochechos. Em relagcédo a
propolis, a solugédo bochechada pelos voluntarios foi de 0,2%, durante 1,5
minutos, observando-se reducédo de 38% na contagem de totais viaveis e 42% na
contagem de Streptococcus mutans, apés 10 minutos da realizagdo do bochecho.

A enzima glicosiltransferase (GTF) é a responsavel pela sintese de
glucanos a partir da sacarose, 0os quais sdo essenciais ao metabolismo das
bactérias componentes do biofilme cariogénico. Em um estudo que comparou
amostras de propolis de varios Estados brasileiros em relacdo a sua capacidade
antibacteriana e de inibir a enzima GTF, Park et al.(1998a) concluiram que todas
as amostras de propolis testadas inibiram a producao de GTF por Streptococcus
mutans, merecendo destaque as amostras do Rio Grande do Sul
(inibicdo= 30,5%) e do Mato Grosso do Sul (inibicdo= 19,4%), cujos halos de
inibicdo para Streptococcus mutans foram de 3,0mm e 1,5mm, respectivamente.

No mesmo ano, Ota et al. estudaram a atividade antimicrobiana da
prépolis sobre bactérias recém-isoladas da cavidade bucal. Observou-se evidente
atividade antibacteriana dessa substancia sobre todas as cepas testadas, na
seguinte ordem de sensibilidade: Streptococcus mutans > Lactobacillus sp. >
Staphylococcus aureus > Staphylococcus epidermidis, indicando a possibilidade
de utiliza-la frente a infecgdes oportunistas causadas por esses microrganismos e
também na pratica clinica odontolégica, com a finalidade de controlar a atividade

de carie.
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Koo et al. (1999) avaliaram o efeito de duas amostras de propolis
coletadas no Rio Grande do Sul e em Minas Gerais no desenvolvimento de caries
em ratos desalivados, concluindo que a amostra advinda do Rio Grande do Sul
apresentou efeito cariostatico mais significativo que a de Minas Gerais, em fungéo
de diferengas qualitativas e quantitativas em suas composicdes quimicas.

Zarate-Pereira (1999) comparou a agao de uma solugao de proépolis
5% acrescida de fluoreto de sodio 0,05% e do fluoreto de sodio 0,05% isolado na
reducdo de estreptococos do grupo mutans em pacientes com atividade de carie.
Foram realizados bochechos durante 15 dias, observando-se que a solucao de
préopolis acrescida ao fluoreto reduziu a quantidade de microorganismos salivares
em cerca de 66,93%, o qué nao foi observado no grupo de voluntarios que
bochecharam apenas o fluoreto de sédio 0,05% (controle). Decorridos 15 dias
apos a realizagao do ultimo bochecho, as contagens salivares de estreptococos
mutans tenderam aos valores iniciais.

Os EEP advindos dos Estados de Minas Gerais e Rio Grande do Sul
foram averigiados quanto a sua capacidade de inibir a GTF-B (responsavel pela
sintese de glucanos insoluveis); GTF-C (sintetiza glucanos soluveis e insoluveis)
e a GTF-D (que sintetiza glucanos soluveis) obtidas em duas versdes: GTF
purificada em solucédo e GTF adsorvida a superficie de blocos de esmalte dentario
coberta por saliva. Os EEP das duas regides apresentaram atividade inibitoria a
todas as GTFs em solugao (75-95%) e adsorvidas ao esmalte (45-95%), quando
concentradas entre 0,75% e 3,0 mg/mL (KOO et al., 2000a).

Comparando o efeito de uma nova variedade de propolis oriunda da
Bahia em relagdo a propolis de Minas Gerais sobre os estreptococos do grupo
mutans (EGM), Koo et al. (2000b) concluiram que ambas demonstraram atividade
biolégica contra EGM, mas a amostra baiana apresentou melhores resultados no
que se referiu ao crescimento dessas bactérias, aderéncia celular e sintese de
glucanas insoluveis.

A comparacao in vitro da atividade antimicrobiana da prépolis e da
Arnica montana contra patdégenos orais foi realizada por Koo et al. (2000c). De
acordo com os resultados, a propolis teve capacidade inibitoria significativa para
todos os microorganismos testados, demonstrando ac¢do similar em relacdo a
aderéncia bacteriana e a sintese de glucanos insoluveis, comportamento nao

observado nas amostras de arnica.
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Koo et al. (2002a) avaliaram o efeito de um colutério a base de
prépolis no acumulo de placa e na formagao de polissacarideos insoluveis. Os
voluntarios que fizeram o uso do colutério obtiveram menor indice de placa e uma
concentracdo menor de polissacarideos insoluveis presentes na placa dental
quando comparados ao grupo placebo.

Koo et al. (2002b) avaliaram os efeitos dos componentes encontrados
na propolis sobre o crescimento de Streptococcus mutans e na atividade da GTF.
Véarios componentes foram aferidos, dentre eles os flavondides, que se
comportaram como potentes inibidores da GTF e também inibiram o crescimento
bacteriano.

Para Swertz et al. (2002), a atividade antibacteriana in vitro da
propolis contra bactérias cariogénicas e periodontopatogénicas € relevante,
principalmente em relagéo a inibigdo das glicosiltransferases.

Ao analisar a acdo de dois componentes naturais da propolis, o
apigenin e o tt-farnesol, sobre o desenvolvimento de caries em ratos, Koo et al.
(2003) concluiram que a associacdo desses componentes obteve efeito
cariostatico em baixas concentragdes. O apigenim demonstrou ser o primeiro
agente cariostatico natural, devido a sua habilidade em inibir a enzima
glicosiltransferase, diminuindo a sintese de glucanas em niveis nunca antes
observados. Esses compostos agem nos fatores de viruléncia das bactérias e/ou
em seu metabolismo cariogénico, e quando associados ao uso de fluoretos,
podem aumentar o efeito destes no equilibrio do processo de
desmineralizagao/remineralizagado do esmalte dental.

Em um estudo in situ que avaliou a acao da propolis de Apis mellifera
no desenvolvimento da carie dentaria e na formacdo do biofiime dental,
Zarate-Pereira (2003) observou a atuacado da propolis sobre a placa bacteriana
supragengival, agindo de maneira significativa na populagdo de estreptococos
totais, estreptococos do grupo mutans, lactobacilos e total de bactérias viaveis,
bem como a redugdo da perda mineral na lesao de carie de esmalte dental, na
presenca de desafio cariogénico.

A influéncia da associagdo de apigenin e ft- farnesol (flavondides
encontrados na propolis) ao fluor no controle do biofilme cariogénico foi
novamente investigada por Koo et al. (2005). O estudo demonstrou que tal

associacdao aumentou as propriedades anti-carie do fluor pela acdo sinérgica
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destes componentes. Em geral, os biofilmes expostos a essa combinacgao
desenvolveram uma menor biomassa, menor quantidade de glucanos insoluveis e
polissacarideos intracelulares em relagdo aos biofiimes tratados com estas
substancias isoladamente. Para os autores, a combinagao destes agentes com o
flior pode representar uma utilidade potencial e um enfoque alternativo para as
atuais estratégias quimioterapicas com vistas a prevencédo da doenca carie, pela
reducdo da expressdao de viruléncia dos Streptococcus mutans, sem
necessariamente suprimir a flora bacteriana oral residente.

Uzel et al. (2005) destacaram que, por ter sido eficaz na inibicao do
crescimento de patdgenos orais como os Streptococcus mutans, Streptococcus
sobrinus, Enterococcus faecalis e Candida albicans, a propolis parece ser uma
fonte promissora de novos agentes preventivos a carie dentaria e a outras
doencas bucais.

O apigenin é considerado um potente inibidor da atividade das GTF,
afeta o acumulo de Streptococcus mutans pela redugédo da formagao de glucanas
insoluveis e pelo aumento do conteudo de glucanas soluveis da matriz de
polissacarideos nos biofilmes in vitro. Koo et al. (2006) evidenciaram a influéncia
do apigenin na expressao dos genes gtf B, C e D de Streptococcus mutans, a
qual pode ser induzida pela sacarose, revelando que na presenga desse
composto, a expresséo de gtf B e C diminuiu mais que 50% e quando houve a
adicdo de sacarose, nenhum efeito foi observado no perfil de expressao desses
genes; em contraste, a expressao do gtf D foi aumentada. Nesse estudo, ficou
claro o efeito do apigenin na expressdo dos genes envolvidos na sintese de
PECs, indicando que esse flavondide possui caracterisiticas terapéuticas unicas,
pois afeta a atividade e a expressao das enzimas GTF sem desencadear efeitos
anibacterianos, caracteristica que pode ser responsavel pelas suas propriedades
anti-carie.

No mesmo ano, o estudo de Duarte et al. averiguou a influéncia do
EEP a 5% sobre biofiimes de Streptococcus mutans e desenvolvimento de carie
em ratos. Observou-se a capacidade significativa desse EEP em reduzir o
desenvolvimento de carie dentaria em roedores expostos a um alto desafio
cariogénico por outros mecanismos que nao a inviabilizagdo dos microrganismos.
Os dados do estudo indicaram hipéteses pelas quais o EEP utilizado possa ter

exercido efeito cariostatico. a redugcdo da acidogénese pelo biofilme
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estreptococico; a inativagao do sistema F-ATPase de translocagao de prétons e a
inibicdo da sintese de glucanas insoluveis pelas enzimas GTF. A perturbagao
desses fatores de viruléncia, que sao criticos aos Streptococcus mutans,
particularizou a utilizagcdo da prépolis na concentracdo empregada a fim da
obtencdo de efeito cariostatico, sem que a viabilidade da microflora residente
fosse afetada.

Com o objetivo de avaliarem a acdo de uma solugdo anti-séptica do
EEP a 6,25% e da clorexidina 0,12% (controle positivo) sobre o indice de Higiene
Oral Simplificado (IHO-S), indice de Sangramento Gengival (ISG) e na contagem
de Streptococcus mutans, Almeida et al. (2006) verificaram que 24 horas apos o
término dos bochechos ocorreu uma reducdo de 72,3% e 75,3% nos niveis
salivares de Streptococcus mutans, utilizando-se o EEP e o controle positivo,
respectivamente. Apdés 21 dias, as contagens de Streptococcus mutans se
mostraram proximas aos valores iniciais para ambas as solu¢des. Em todas as
contagens bacterianas realizadas ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significantes na atuagao da propolis e da clorexidina. A analise
do ISG revelou uma reducéo significativa no incremento da doenca pela utilizagédo
do EEP; comparando-se os valores do IHO-S prévio e posterior aos bochechos,
notou-se que a solugdo de prépolis ndo promoveu redugao significativa nesse
indice, quando comparada com a solugdo de clorexidina. Concluiu-se que a
solugdo empregada reduziu significativamente o0s niveis salivares de
Streptococcus mutans, atuou sobre as condigdes gengivais e acumulo de
biofilme, podendo ser indicada como agente de controle quimico terapéutico do

biofilme dental.
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3 PROPOSIGAO

O objetivo deste estudo foi verificar a acédo de um gel experimental
composto de propolis associada ao fluoreto, sobre o acumulo do biofilme dental,
as contagens salivares de Streptococcus mutans, e a capacidade de inativagao

de manchas brancas, em criancas de alto status de risco a carie.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Obtencao do Extrato Etandlico de Propolis (EEP)

A amostra bruta de propolis de Apis mellifera oriunda da cidade de
Ivinhema (MS) foi armazenada em dessecador com silica a temperatura
ambiente, sendo posteriormente triturada e homogeneizada a fim de se obter a
extracéo inicial, conforme indicado por Park et al. (1998b).

A relagado volumétrica do extrato inicial foi de 30/70 (massa/volume).
Assim sendo, utilizou-se 300g de propolis para 700 mL de etanol. A extragao foi
realizada durante duas horas, a 70°C, em chapa de aquecimento sob agitagcao
constante. A amostra fora entdo centrifugada a 4500 rotagdes por minuto (rpm)
durante 5 minutos, sendo o sobrenadante separado e o extrato obtido filtrado.
Subsequentemente, o EEP foi acondicionado em vidro &mbar a 5°C.

Realizou-se a analise quimica do EEP, através da cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), em coluna de fase reversa (VARIAN ProStar®,
com detector de UV-VISIVEL). O teor de flavondides observado na amostra
analisada foi de 37,5 mg/g de propolis, sendo considerado de boa qualidade,
atendendo aos requisitos do Ministério da Agricultura e Abastecimento e
corroborando/superando as amostras utilizadas em experimentos realizados na
area odontoldgica. O cromatograma (Figura 1, Anexo A) demonstra que a propolis
estudada possui altos teores de acidos fendlicos (caféico e galico), além do teor
de flavondides adequado (PAVANELLI, 2006).

O EEP foi filtrado e diluido com agua destilada, atingindo-se entdo a
concentracdo de 5% (95% de agua + 5% de EEP), estabelecida como a
Concentragao Inibitéria Minima (CIM) da propolis sobre Streptococcus mutans
(ZARATE-PEREIRA, 2003).

4.2 Preparagao dos Géis:

A elaboragdo dos géis foi realizada na Farmacia Escola da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, sob a responsabilidade do
professor Lothar Peters. A partir do EEP a 5% e através da adigcdao de
carboximetilcelulose, dois géis (A/B) foram obtidos, um contendo Proépolis 5% e
outro contendo Proépolis 5% + NaF 0,05%, ambos semelhantes quanto a

aparéncia fisica, odor e sabor. O conteudo de cada gel fora mantido sob a
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custédia do professor responsavel até a finalizagdo do experimento, sendo
revelado somente na oportunidade da analise dos resultados. Os géis foram
acondicionados em tubos plasticos ambar e mantidos refrigerados a 5°C a fim de

se evitar alteracdes quimicas em seu conteudo.

4.3 Selecao da Amostra:

A amostra foi composta previamente por 113 criancas, de ambos os
géneros, com idade de 6 a 12 anos. Apds a aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos / UFMS (Anexo B) e assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Figura 1 do Apéndice) pelos responsaveis,
foram realizados a contagem prévia de UFC de SM, um levantamento
epidemioldgico a fim de se obter o indice CPO-D (OMS, 1999) e a quantificagédo
da presenca de manchas brancas ativas. Aplicou-se como critério de excluséo o
uso de antimicrobianos nos seis meses anteriores a fase experimental e UFC
SM/mL de saliva < 10°% fato que reduziu a amostra para 97 voluntarios. As
criancas foram examinadas por um unico examinador, previamente calibrado
(Kappa=0,97), onde verificou-se CPO-D=3,10.

Em relacdo as manchas brancas, estas foram consideradas ativas
quando ao exame fisico, frente a secagem dos dentes, as mesmas
apresentavam-se opacas e com presenca de rugosidade superficial, conforme
indicado por Thylstrup e Fejerskov (1995). Desse modo, foram consideradas
inativas as manchas brancas que clinicamente apresentassem a recuperagao do
brilho e da lisura superficiais, podendo estas permanecerem esbranquicadas,
pigmentadas ou até mesmo desaparecerem (BACKER DIRKS, 1966).

A estimativa do IHO-S, proposta por Greene e Vermillion (1964), fora
realizada previamente a aplicagdo dos géis (IHO-S1) e 48 horas apds a ultima
aplicacao (IHO-S;), a fim de se obter a quantificagcdo do acumulo de biofilme dos
grupos. Foram examinadas as superficies vestibulares dos elementos 16, 11, 26 e
31, e as superficies linguais do 36 e 46, obtendo-se o indice de Residuos (IR) e o
indice de Calculo (IC), os quais representaram o somatério do valor dos escores
observados para cada dente dividido pelo numero de dentes examinados. O IHO-

S é a soma dos valores do IR e do IC. Os escores utilizados para avaliagao do IR,
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IC e a interpretacao clinica do IHO-S sao apresentados nas Figuras 2, 3 e 4,

respectivamente (Anexo C).

4.4 Analise Microbiolégica

Essa fase do estudo foi realizada no Laboratério de Microbiologia da
UFMS.

Para a analise quantitativa dos niveis salivares de Streptococcus
mutans foi utilizado o agar mitis salivarius (Laboratorio Difco, Detroit), enriquecido
com sacarose (Laboratorio Difco, Detroit) e bacitracina (Sigma), configurando-se
dessa forma o agar mitis salivarius bacitracina (agar MSB) seletivo para
Streptococcus mutans: 90g de agar mitis salivarius, 150 g de sacarose e agua
destilada (q.s.p. 1000 mL). O meio foi homogenizado e autoclavado a 115°C,
durante 15 minutos, sendo em seguida resfriado a temperatura de 50°C,
adicionando-se 5mL da solugédo de bacitracina (2 Ul/mL) e 1 mL de telurito de
potassio 1% (GOLD et al.,, 1973). Imediatamente apds, o meio foi vertido nas
placas de Petri tipo Rodac (Krall), em capela de fluxo laminar sob luz ultra-violeta
(Labconco Corporation®, Kansas City, Missouri) e colocadas na estufa por 24
horas, a 37°C, para verificagao de auséncia de contaminacao.

A estimativa dos niveis salivares de Streptococcus mutans foi
realizada pela utilizacdo da técnica da espatula, proposta por Kohler e Brathall
(1979). As criancas mastigaram um chiclete de parafina por um minuto;
mergulhou-se no assoalho da boca uma espatula de madeira estéril, girando-a
dez vezes; com os labios cerrados, removeu-se a espatula; fez-se a impressao de
cada lado da espatula no agar MSB (Figura 4.1 A); as placas contendo o agar
com a impressdo da espatula foram acondicionadas em sacolas plasticas
contendo ar expirado, seladas e encubadas por 48 horas a 37°C (Figuras 4.1 B
e C); apos esse periodo, realizou-se as contagens das unidades  formadoras
de coldénias — UFC - (Figura 4.1 D) através de estereomicroscopio (INALH®,
México). A unido dos Streptococcus mutans a espatula esta representada nas
Figuras 4.1 E e F.
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Desse modo, realizou-se a classificagao dos individuos em relagao ao

risco de carie, conforme demonstrado na Figura 4.2.

UFC /cm? UFC / mL saliva Risco a carie
0-20 0-10° Baixo
21-100 10°- 10° Moderado
> 100 > 10° Alto

Figura 4.2 - Relago entre as UFC contadas/cm?, UFC/ mL de saliva e status

de risco a carie.
Fonte : adaptadado de Kéhler e Brathall (1979).

4.5 Delineamento do Estudo

A amostra (n=97) foi aleatoriamente distribuida em dois grupos: Grupo
I (n=49), cujo controle de placa bacteriana foi realizado com o Gel A, e Grupo Il
(n=48), no qual foi utilizado o Gel B. Ambos os grupos freqlientaram a clinica da
disciplina de Clinica Integrada | da Faculdade de Odontologia Prof. Albino
Coimbra Filho da UFMS, recebendo orientagdes acerca dos cuidados necessarios
em relagdo a higiene bucal e quando necessario, foram encaminhados para
realizarem adequacédo do meio bucal com cimento de 6xido de zinco e eugenol,
sem a utilizacao de fluorterapia.

Em baseline (To), foram realizadas as estimativas do CPO-D, de SM,
IHO-S1 e das MB; durante 4 semanas consecutivas, efetuou-se a aplicacdo dos
géis. Em T4 (24 h apds a ultima aplicagdo topica), nova estimativa de SM foi
realizada e 24 h apds, quantificou-se o IHO-S, Decorridos 15 dias da ultima
aplicacéo (T1s5), as estimativas finais de SM e das MB foram mensuradas. O

delineamento experimental € mostrado na Figura 4.3.
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Baseline 4 semanas 24 horas 48 horas 156 dias t
CPO-DO Aplicacao Estimativa SM HO-5 2 Estimativa SM
Estimativa Sh dos geis Exame ME

HO-5 1

Exarme ME

Figura 4.3 — Delineamento da fase experimental.

Foram realizadas 4 aplicagdes consecutivas dos géis (uma vez por
semana, durante quatro semanas), pois conforme Jardim (2003), somente a partir
de 3 a 4 aplicagdes topicas de fluor verificou-se um maior reservatério desse
elemento disponivel para a inibicdo do processo de desmineralizagcdo do esmalte
dentario. Durante o periodo de utilizagdo dos géis, tanto o profissional como as
criangas nao tinham conhecimento da composicdo dos mesmos (estudo duplo
cego). Dessa forma, com o isolamento relativo das arcadas dentarias, os géis
foram aplicados com a utilizagdo de hastes flexiveis (Cotonetes®, Johnson e
Johnson), durante 1 minuto. Na préxima etapa, foram desenvolvidas as agdes
conforme demonstrado no delineamento do estudo, os dados tabulados e

comparados aos obtidos previamente.

4.6. Tratamento Estatistico

Para a analise estatistica dos valores meédios das variaveis UFC/mL
de saliva e IHO-S foi aplicado o teste de Wilcoxon e t de Student,
respectivamente, no nivel de significancia de 5%. O teste de Wilcoxon / t de
Student foi utilizado para a analise dos grupos nos diferentes periodos (baseline,
24 horas, 48 horas e 15 dias) e o teste de Mann-Whitney para a comparagéo

entre os grupos nos mesmos periodos.
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5 RESULTADOS
5.1 Analise Microbiologica

Finalizada a fase de aplicagao dos géis, foi revelado que o Gel A era
constituido de Proépolis 5% + NaF 0,05% (Grupo 1), e o Gel B de Propolis 5%
(Grupo II).

As meédias referentes aos niveis salivares de SM da amostra antes
(To), 24 horas (T4) e 15 dias (T15) apds o término das aplicagdes dos géis A e B

sao mostrados na Tabela 5.1 e Figura 2 do Apéndice.

Tabela 5.1 — Média (+ DP) de UFC / mL de saliva de SM dos Grupos | e Il, antes e
apos as aplicagbes dos Géis A e B (n = 97). Campo Grande — MS,
2007.

Periodos To Ty T1s

Grupos

Grupo | 97,85 (£ 5,29) | 9,32 (+5,48) | 63,67 (+22,25)
(Propolis 5% + NaF 0,05%)
(n=49)

Grupo I 98,67 (+ 4,44) | 32,42 (+6,34) | 87,21 (£ 17,18)
(Propolis 5%)
(n=48)

p< 0,0001; nivel descritivo para o teste de Wilcoxon

A Tabela 5.2 apresenta as diferencas das médias observadas dos
niveis salivares de Streptococcus mutans (SM) apdés a aplicagdo dos géis

experimentais.
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Tabela 5.2 — Diferenca entre as médias de UFC/mL de saliva de SM dos Grupos |

e Il, nos diferentes periodos (n = 97). Campo Grande — MS, 2007.

Periodos To .T1 To .T15 T1 .T15
Grupos
Grupo | 88,53% 32,25% 56,33%
(Prépolis 5% + NaF 0,05%)

(n=49)

Grupo |I 66,28%° 11,497 54,79%
(Propolis 5%)

(n=48)

GRUPO | x GRUPO I 65,48%° 10,69%° 77,89%

% | etras distintas — estatisticamente significantes (p<0,05)

aabb | otras iguais — diferengas n&o significantes (p>0,05)

Wilcoxon: diferengas entre tempos no mesmo grupo.

Mann-Whitney: diferengas entre grupos no mesmo intervalo de tempo

5.2 Manchas Brancas

No baseline foi verificada a presenga de 71 manchas brancas ativas

ao exame clinico. A distribuicdo dessas lesdes nos diferentes grupos antes e apos

a aplicacéo dos géis € mostrada na Tabela 5.3. A realizagdo do teste do qui-

quadrado revelou que ha relagao entre o gel aplicado e a inativagdo das manchas

brancas (p< 0,0001).
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Tabela 5.3 — Distribuicdo de manchas brancas ativas, antes e apods as
aplicagdes dos géis, nos Grupos | e Il (n = 97). Campo Grande

— MS, 2007.

Periodos To Tis

Grupos

Grupo | 43,60% (n=31) 7,80% (n=03)
(Propolis 5% + NaF 0,05%)
Grupo I 56,40% (n=40) 92,2% (n=35)

(Propolis 5% )

TOTAL 100,00% (n=71) 100,00% (n=38)

5.3. Acumulo do Biofilme
A Tabela 5.4 apresenta a quantificacdo do acumulo do biofilme dental,
expressa pelas médias do IHO-S4 e IHO-S; para o total da amostra, e conforme o

grupo experimental ao qual pertenciam os participantes.



Tabela 5.4 — Média (+ DP) do IHO-S4 e IHO-S; para os Grupos l e Il (n =

97). Campo Grande — MS, 2007.

indices IHO-S IHO-S , Significancia
Grupos
Grupo | 1,80 (x0,51) | 1,13 (£0,41) 1%
(Propolis 5% + NaF 0,05%)
Grupo I 1,66 (+0,40) 1,06 (+0,27) 1%

(Propolis 5% )

p = 0,01; nivel descritivo para o teste t de Student
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Comparando-se as médias do IHO-S; e IHO-S;, entre os Grupos l e ll, o

teste t de Student revelou ndo haver diferenga estatisticamente significativa entre

as mesmas (p= 0,173 ou p> 0,05).

O Boxplot das médias e desvios e da mediana e quartis do IHO-S

estdo apresentados nas Figuras 3 e 4 do Apéndice.
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6 DISCUSSAO

A utilizagdo de produtos naturais na prevencado e tratamento de
doencgas data de longos periodos na histéria da humanidade. Na Odontologia,
essa possibilidade mostra-se ainda discreta, visto o curto periodo de
desenvolvimento dos estudos a respeito desses recursos. Entretanto, as
investigacdes intensificaram-se nas ultimas décadas, embasadas nos resultados
promissores que alguns produtos tém apresentado, principalmente quando se
trata das doencgas de significante prevaléncia como a carie dentaria.

Esse conceito é reforgado pelas mudangas de paradigmas ocorridas
na Odontologia, as quais promoveram alteragbes na abordagem do processo
saude-doencga carie que outrora fora centrado no modelo cirurgico-restaurador, e
atualmente € embasado nos preceitos da Promocéo da Saude, caracterizada por
valorizar, dentre outros aspectos, a necessidade da avaliacdo de risco e atividade
da doenga (BUISCHI et al., 1989; BRATTHALL e HANSEL-PETERSSON, 2000;
MALTZ, 2000; KIDD e NYVAD, 2005). Nesse sentido, tornou-se relevante o
entendimento de que individuos com altas contagens salivares de Streptococcus
mutans possuem risco e atividade de carie exacerbados (KLOCK e KRASSE,
1979; ZICKERT et al., 1983).

Apesar do entendimento de fatores etioldégicos secundarios na
ocorréncia da doencga, o foco sobre o monitoramento do biofilme como método de
controle e prevencédo a carie justifica o desenvolvimento de estudos semelhantes
a este. E fato que em individuos de alto risco / atividade de carie é necessario
conjugar ao controle mecanico do biofilme a utilizagdo de substéncias quimicas
(van HOUTE e GREEN, 1974; ZICKERT et al., 1982; ROLLA, 1988; RUSSELL,

1994; SCHEIE, 1994; MALTZ, 2000; SCHEIE, 2005).
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Entre essas substancias, o fluoreto apresenta indicagcdo consagrada
no controle e tratamento da carie, tendo em vista sua comprovada acao
reguladora do equilibrio do processo DES-RE (BOWEN e HEWITT, 1974,
WITTFORD et al., 1977; LESHER et al., 1977; ROLLA, 1977; HAMILTON, 1977;
HAMILTON e ELLWOOD, 1978; FEJERSKOV et al., 1981; MALTZ e EMILSON,
1982; HAMILTON e BOWDEN, 1982; BOWDEN et al., 1982; GERMAINE e
TELLEFSON, 1986; MARQUIS 1990; MALTZ et al.,2003).

Sobre o fluoreto, ha que se atuar com parciménia sobre o aspecto de
concentracdo da solugdo. Frente aos efeitos adversos que a exposicio
inadvertida as altas concentracdes de fluor poderiam causar, o efeito positivo das
baixas concentragdes de fluor sobre a comunidade microbiana bucal e sobre o
binbmio DES-RE fora comprovado (SILVERSTONE, 1972; ZERO et al., 1988;
BRADSHAW et al., 1990; MARSH e BRADSHAW, 1990; MARGOLIS e MORENO,
1990; OGAARD et al., 1994; MARQUIS, 1995; HAMILTON e BOWDEN, 1996; ten
CATE e FEATHERSTONE, 1996; FEATHERSTONE, 1999; CHOW e VOGEL,
2001; CHOW, 2002; LYNCH et al., 2006), o que justifica o emprego da solugao de
NaF 0,05% no presente estudo.

Ainda assim, a utilizagdo de agentes naturais no controle quimico do
biofilme dental tem merecido especial atencdo. Dentre estes, a propolis de Apis
mellifera tem se destacado, principalmente no que se refere a sua capacidade
antimicrobiana (BRUMFITT et al., 1990; FUENTEZ e HERNANDEZ, 1990;
WOISKY et al., 1994; PARK et al., 1997). Entretanto, escassos sao os estudos
que associam a propolis ao fluoreto de sodio. Essa proposta, iniciada por
Zarate-Pereira em 1999, e posteriormente avaliada por Koo et al. em 2003 e

2005, busca uma solugao composta por um constituinte que comprovadamente
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atue no remineralizagao do esmalte (equilibrio do processo DES x RE) sob alto
desafio cariogénico, aliado a uma substancia natural com capacidade
antimicrobiana. A baixa concentracdo do fluoreto na solugdo e a auséncia de
contra-indicacdo da propolis tornam a proposta promissora no controle e
prevencdo da carie, minimizando a possibilidade da intoxicagdo aguda e
otimizando a acgao inibitoria sobre o biofilme. Essa prerrogativa ainda é reforgada
pela consisténcia da solugdo na forma de gel, possibilitando maior controle sobre

a degluticdo devido ao menor escoamento.

6.1 Acao dos Géis sobre SM

A fim de que a agao dos géis A e B fosse claramente avaliada, todas
as criancas selecionadas para o estudo possuiam 10° UFC/mL de saliva de SM.
Apds o periodo de aplicagao, verificou-se reducao significativa (p<0,0001) da
média de UFC de SM, em ambos os grupos, ou seja, tanto nos individuos que
fizeram uso do gel de Propolis 5% + NaF 0,05%, como aqueles que utilizaram
apenas o gel de Propolis 5%. Estes resultados nos permite inferir ser efetiva a
acao da propolis, na concentracido utilizada, sobre os niveis salivares de SM,
microrganismo responsavel pelo inicio da lesdo de carie, fato que vai ao encontro
dos resultados obtidos nos estudos desenvolvidos, in vivo, por Steinberg et al.,
1996; Ota et al., 1998; Zarate-Pereira, 2003; Almeida et al., 2006; Duarte et al.,
2006. Porém, essa reducao foi mais acentuada durante as aplicagdes, visto que
15 dias apds a ultima aplicagao, observou-se uma tendéncia de retomada aos
valores iniciais de UFC/mL de saliva de SM o que concorda com os achados de

Zarate-Pereira (1999).
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Sabido que ambas as solugdes reduziram os niveis salivares de SM,
verificou-se se essa agao foi significatva em Ti e T, ao se comparar
quantitativamente as UFC SM / mL de saliva de Ty. Observou-se também sob
essa Otica, diferengas significantes entre as médias de UFC de SM / mL de saliva,
independente das comparagdes entre periodos e entre as duas solugdes (Tabela
5.2). A associagao da proépolis ao fluoreto em baixas concentragdes comportou-se
de maneira semelhante nos estudos de Zarate-Pereira, 1999 e Koo et al. em 2003
e 2005. Esses resultados permitem concluir que a Proépolis 5% associada ao
fluoreto na concentragdo de 0,05%, atuou reduzindo os niveis de bactérias
cariogénicas. Essa acao, de acordo com a literatura, ndo se observa com o uso
de NaF 0,05% isoladamente, o que justifica nosso controle composto de Propolis

5%, e ndo de NaF 0,05%.

6.2 Inativacao de Manchas Brancas
A presenca de manchas brancas desmineralizadas na superficie do
esmalte, as quais sdo passiveis de remineraliza¢ao, indica um alto risco/atividade
de carie e é considerada como o primeiro sinal clinico visivel do desenvolvimento
da doenga (BACKER-DIRKS, 1966; MALTZ et al., 2003). Em nosso estudo, foi
verificada a presenca de 71 manchas brancas ativas a época da selecdo da
amostra, estando 43,6% (n=31) nos individuos do Grupo | e 56,4% (n=40) nos
individuos do Grupo II.
Observou-se que concluidas as aplicagdes dos géis, houve uma
reducao do total de lesbes brancas ativas (n=38), com melhor desempenho do gel
composto por Prépolis 5% + NaF 0,05%. A redu¢ao marcante da quantidade de

lesdes brancas nos individuos que foram submetidos a este gel (Grupo I) nos
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permitiu inferir que essa acdo deveu-se a presenga do fluoreto, visto sua
comprovada capacidade de atuar na remineralizacdo do esmalte dentario,
propriedade ndo atribuida a propolis. Embora observada a reducéo dessas lesbes
no grupo que utilizou o gel de Prépolis 5%, esta nao foi semelhante no grupo do
gel experimental. Tal fato nos levou a inferéncia de que a redugédo ocorrida no
leva a diminuicdo da perda mineral. Resultado semelhante fora observado
também por Koo et al. em 2003. Em relagdo aos nossos resultados, o
acompanhamento longitudinal desses casos fica indicado, para a obtengcao de

dados mais consistentes.

6.3 Biofilme

O efeito do controle do biofiime dental no equilibrio do processo
saude-doenca carie e na prevengcao da mesma pode ser considerado uma
evidéncia cientifica na Odontologia. Partindo-se do principio de que o biofilme
dental constitui uma comunidade bacteriana complexa, heterogeneamente
organizada e que abriga microcolOnias inseridas em micronichos ecoldgicos
variados, via de regra mais resistentes do que células homélogas plancténicas, a
utilizacdo de uma unica substancia para o controle quimico do biofiime dental
seria de acdo limitada, fazendo-se necessaria a associagao de dois ou mais
agentes para que tal inconveniente fosse suprimido (OGAARD et al., 1994;
THYLSTRUP e FEJERSKQOV, 1995).

Esse conceito reforca também nossa proposta de associacdo da
prépolis com o fluoreto. O acumulo de biofilme cariogénico € considerado fator

critico para o desenvolvimento das lesdes de carie (LOE, 1969; MALTZ, 2000),
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tornando-se necessaria a comprovagao dos efeitos da prépolis como agente
facilitador da diminuicao desse, o que foi demonstrado nos experimentos de Koo
et al. (2002a), Koo et al. (2005) e Almeida et al. (2006).

Neste estudo, para verificacdo das consequéncias das aplicacbes
sobre o acumulo do biofilme, foi eleito o indice de Higiene Oral Simplificado, pela
sua praticidade e por ser objetivo em sua metodologia.

De forma geral, independente do gel aplicado, observou-se redugao
do acumulo do biofilme para ambos os grupos, com diferenga significante entre
IHO-S; e IHO-S1 no nivel de 1% (p=0,01). Estes valores mostraram que tanto o
gel de Propolis 5% + NaF 0,05%, quanto o gel de Propolis 5%, atuaram
positivamente sobre o acumulo do biofilme dental, no sentido de suprimi-lo. Isso
nos permite inferir que a significante redugcao pode ser atribuida a prépolis, visto
sua eficaz propriedade antimicrobiana, superior ao fluoreto na concentracédo de
0,05%. Esses resultados sdao semelhantes aos mencionados por Koo et al.,
2002a; Zarate-Pereira, 2003; Koo et al., 2005 e Almeida et al., 2006.

Os resultados observados em nosso estudo corresponderam as
expectativas iniciais, sustentadas pelos relatos de estudos anteriores. A
associagao da Prépolis 5% + NaF 0,05% foi eficaz na redugdo dos niveis
salivares de SM; o mesmo gel foi eficiente na remineralizacdo de lesdes de
manchas brancas e reduziu significantemente o acumulo do biofilme. Esse perfil
terapéutico da associagao proposta corrobora para que em um futuro préximo,
essa associacao de proépolis e fluoreto seja uma possibilidade a mais para a
prevencao, controle e tratamento da carie dentaria.

Reforca também esses resultados, a possibilidade de ampliar os horizontes

cientificos em direcado a pesquisa de produtos naturais como forma de expandir as
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possibilidades terapéuticas no tratamento das doengas mais prevalentes. O
Brasil, com sua flora diversificada, torna-se importante fonte dessas
possibilidades, que aplicadas de forma coerente e baseadas em estudos
cientificos, trazem beneficios que extrapolam o campo da saude, inclusive com

reflexos socioecondmicos e culturais sobre a populagao brasileira.
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7 CONCLUSOES

Através dos resultados apresentados e respeitando as condigdes metodoldgicas
deste estudo, concluiu-se que o gel composto de Prépolis 5% + NaF 0,05%:
- Reduziu o acumulo do biofilme dental de forma similar ao gel
composto somente de propolis 5%.
- Reduziu significativamente os niveis salivares de Streptococcus
mutans;
- Foi capaz de reequilibrar o processo DES-RE, inativando manchas

brancas.
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ANEXO B

LN
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul AN
Comité de Etica em Pesquisa /CEP/UFMS B

Carta de Aprovac¢do

A minha assinatura neste documento atesta que o protocolo n° 731 do Pesquisador
Alessandro Diogo De Carli intitulado “Avaliagdo da A¢do antibacteriana de um gel de prépolis a 5%
oriunda do Estado de Mato Grosso do Sul associada ao Fluoreto de Sédio a 0,05% no Controle do
Biofilme Dental em pacientes de alto risco a Cdrie”, e o seu Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, foram revisados por este comité e aprovados em reunido Ordindria no dia 29 de maio de

2006, encontrando-se de acordo com as resolugdes normativas do Ministério da Saiide.

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da VFMS

Campo Grande, 30 de maio de 2006.

Comité de Etica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
http://www.propp.ufms.br/bioetica/cep/
bioetica@propp.ufms.br

fone 0XX67 345-7187




ANEXO C

Critérios
Escores

0 Nenhum residuo ou manchas presentes.

1 Residuos cobrindo ndo mais que 1/3 da superficie do
dente ou presencga de pigmentagao.

2 Residuos cobrindo mais do que 1/3, mas ndo mais que
2/3 da superficie do dente.

3 Residuos cobrindo mais do que 2/3 da superficie do

dente.

Figura 2 — Escores e critérios utilizados para a obtengéo do IR.
Fonte: adaptado de Greene e Vermillion, 1960.

Escores Critérios

0 Nenhum calculo presente.

1 Calculo supragengival cobrindo ndo mais que 1/3 da
superficie do dente.

2 Calculo supragengival cobrindo mais de 1/3, mas ndo mais
que 2/3 da superficie dentaria ou presenca de pontos de
particulas de calculo subgengival no tergo cervical do
dente, ou ambos.

3 Calculo supragengival cobrindo mais do que 2/3 da

superficie dentaria ou presenca de faixa estreita e continua
de calculo subgengival na porgao cervical dos dentes, ou
ambos.

Figura 3 — Escores e critérios utilizados para a obtencéo do IC.
Fonte: adaptado de Greene e Vermillion, 1960.

Parametro Clinico Escores
Bom 0,0-1,2
Médio 1,3-3,0
Fraco 3,1-6,0

Figura 4 — Interpretagao clinica do IHO-S.
Fonte: adaptado de Greene e Vermillion, 1960.




APENDICE

Figura 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MATO GROSSO DO SUL
MESTRADO EM SAUDE E DESENVOLVIMENTO DA REGIAO
CENTRO-OESTE

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

1.TiITULO DA PESQUISA:

- CAPACIDADE ANTIBACTERIANA DA PROPOLIS DE Apis mellifera
ASSOCIADA AO FLUORETO DE SODIO NO CONTROLE DO BIOFILME
DENTAL

2. RESPONSAVEL:

- O presente trabalho de pesquisa constitui a dissertacdo de
mestrado do aluno do curso de poés-graduacdo em Saude e
Desenvolvimento da Regidao Centro-Oeste/lUFMS, Alessandro Diogo
De Carli, Cirurgido — Dentista responsavel por todas as fases do
estudo.

3. OBJETIVOS:

- Verificar a acdo antibacteriana de um gel de prépolis 5%
associada ao fluoreto de sodio 0,05% no controle do biofilme dental
e sua efetividade como meio de prevencéo/controle da carie
dentaria em pacientes de alto risco.

4. PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS:

- O voluntario sera submetido a uma anamnese e um exame
clinico.

-O estudo compreende duas fases: experimental e clinica. A
fase experimental sera realizada nos laboratérios de quimica e
microbiologia da UFMS. Na fase clinica, que tera duragdo de 30
dias, os voluntarios mastigardo um chiclete de parafina por um
minuto, apdés sera coletada amostra da saliva pela técnica da
espatula, para posterior contagem das Unidades Formadoras de
Colénia de Streptococos mutans (UFC-SM); os voluntarios
passarao pelo controle de placa com o gel de prépolis 5%+fluoreto
de sdodio 0,05% (uma aplicacdo semanal, durante 4 semanas),
quando sera realizado novo exame microbioldgico para recontagem
das UFC-SM.



5. RECOMENDACOES:
- Nenhum tipo de colutério ou medicamento antimicrobiano
podera ser utilizado durante o experimento.

6. RISCOS:

- Nenhum efeito colateral indesejavel é relatado pela literatura,
por ocasido do uso na forma e quantidade recomendada. Caso o
voluntario perceba ou suspeite de algum sinal ou sintoma, devera
comunicar o responsavel pela pesquisa imediatamente.

7.PRINCIPIO DA AUTONOMIA:
- Fica o voluntario livre para desistir de participar do trabalho de
pesquisa, em qualquer fase de seu desenvolvimento;
- Compromete-se o responsavel pela pesquisa de que a
participacdo do voluntario seja inteiramente espontanea, livre de
qualquer tipo de coagao, comeércio ou instrumentos semelhantes.

8.BENEFICIOS:
- Os voluntarios terdo seu risco de carie diagnosticado e
segundo o qual receberdo orientagbes para 0 seu controle
(informacgdes sobre dieta e higienizagao) e proservacgao.

AUTORIZAGCAO
Eu, ,
documento RG n° , responsavel
pelo menor , residente a
rua ,bairro
, N0 municipio de Estado |,

DECLARO estar ciente das condi¢cbes do trabalho de pesquisa,
“Capacidade Antibacteriana da Prépolis de Apis mellifera associada ao
Fluoreto de Sédio no controle do Biofilme Dental”, de responsabilidade
do Cirurgido-dentista Alessandro Diogo De Carli, no qual permito a
participagcao espontanea do menor supracitado, na condigcao de
voluntario, assumindo as responsabilidades previstas e
comprometendo a seguir todas as recomendagodes.

, de de 2007.

Assinatura do Responsavel



Figura 2 — Médias de UFC de SM / mL de saliva nos Grupos | e Il antes

e apos as aplicacdes dos Géis Ae B
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Figura 3 — Boxplot das médias e desvios nos valores do IHO-S entre os

Grupos | (esquerda) e Il (direita).
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Figura 4 — Boxplot dos valores de mediana e quartis para o IHO-S,

entre os Grupos | (esquerda) e Il (direita).



ABSTRACT

ANTIBACTERIAL ABILITY OF PROPOLIS FROM Apis mellifera
ASSOCIATED TO SODIUM FLUORIDE IN THE CONTROL ON THE DENTAL
BIOFILM

Antibacterial properties from propolis has become a subject of increasing
interest in Dentistry to use it as a chemical control for the dental biofilm. The
aim of this study was to evaluate the action of a 5% propolis gel associated to
0,05% sodium fluoride over the assesment of salivary levels of Streptococcus
mutans, inhibition of white spots, and dental biofilm increasing, at high caries
risk patients. This study was previously submitted and aproved by Survey
Ethical Comitte at UFMS. Voluntaries’ permission allowed by 97 children whose
rates were over 10°/ mL of saliva assesment of Streptococcus mutans colony —
forming units were used in this research. The sample was randomly divided in
two groups: Group 1 ((n= 49, Gel A) and Group 2 (n=48, Gel B), trough a
randomized double-blind trial. Four topics applications were done with the
experimental gel once a week, during a month. The salivary levels of
Streptococcus mutans were analised by the spatula method as the white spots
by clinical observation and biofilm accumulation by the IHO-S index. Data
revealed a significative reduction of Streptococcus mutans in salivary levels with
the best performance of the Gel A (Propolis 5% + NaF 0,05%) - ( p< 0,0001)
when compared to Gel B (Propolis 5%). The same results were observed in
inhibition of white spots. Biofilm accumulation was significantly reduced
(p<0,0001) after the gel aplication in both groups, but they didn’t show
statistical difference (p>0,05). It was concluded that 5% propolis added to
0,05% sodium fluoride acted over the salivary levels of Streptococcus mutans
and showed the ability to balance DES-RE process, inactivating white spots.
Regarding dental biofilm accumulation, the performance of both gel were the
same.

Key — words: Fluoride. Propolis. Streptococcus mutans
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