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RESUMO

De Carli AD. Agao da prépolis de Apis mellifera associada ao fluoreto de sodio
no processo de remineralizacdo de manchas brancas e sobre a microbiota
cariogénica: estudo in situ. Campo Grande; 2010. [Tese — Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul].

A associacao da propolis ao fluoreto tem apresentado resultados promissores nos
ensaios in vitro e in vivo para o controle da céarie. O objetivo desse estudo foi
verificar o efeito de um extrato etandlico de propolis 5% (EEP 5%) associado ou nédo
ao fluoreto de sédio (NaF 0,05%) sobre o biofilme cariogénico e os processos de
desmineralizagdo-remineralizacdo do esmalte. Realizou-se estudo in situ de duas
fases de 14 dias cada; na Fase 1, os voluntarios utilizaram dispositivos palatinos
contendo 6 blocos de esmalte, que foram submetidos ao desafio cariogénico (DC)
com sacarose 20%/8 vezes ao dia. Na segunda fase, os voluntarios foram divididos
em grupos experimentias: (1)DC+Controle; (2) DC+NaF 0,05%; (3)DC+EEP 5%
(4)DC+EEP 5%+NaF 0,05% ; e (5)DC+Fluor Fosfato Acidulado. Ao final de cada
fase, foram realizadas as analises microbiolégica do biofilme e da microdureza do
esmalte em corte transversal. No grupo 4 houve diferencas estatisticamente
significativas em relacdo a todos os grupos e entre as fases, tanto para as variaveis
ganho mineral e recuperagédo da microdureza, quanto na supressdo das contagens
bacterianas. Concluiu-se que a associacdo EEP 5%+NaF 0,05% foi o tratamento
mais efetivo para o controle do biofilme cariogénico e reequilibrio mineral.

Palavras-chave: Streptococcus mutans, placa dentéria, carie dentéria.



ABSTRACT

De Carli AD. Action of Apis mellifera propolis associated to sodium fluoride in
the remineralization process of white spots and on the cariogenic microbiota:
in situ study. Campo Grande; 2010. [Thesis — Federal University of Mato Grosso do
Sul].

The association of propolis to fluoride has presented promising results on in vitro and
in vivo essays for caries control. The objective of the present study was to verify the
effect of a 5% propolis ethanol extract (EEP 5%) associated to 0.05% sodium fluoride
(NaF 0.05%) on the -cariogenic dental biofilm and the demineralization-
remineralization processes of the enamel. A 2-phase, 14 days each, in situ study was
performed; on Phase 1, the volunteers wore palatal devices containing 6 enamel
blocks, which were submitted to cariogenic challenge (CC) with 20% sucrose 8 times
a day. During Phase 2, volunteers were divided in 5 experimental groups treated as
follows: (1) CC+control; (2) CC+NaF 0.05%; (3) CC+EEP 5%; (4) CC+EEP 5% +
NaF 0.05% and (5) CC + acidulated phosphate fluoride. At the end of each phase,
the microbiologic analysis of biofilm and microhardness of transversal sections of the
enamel were performed. Group 4 presented statistically significant differences when
compared to the other studied groups and among the phases, regarding mineral gain
and microhardness recover, as well as bacteria supression. It could be concluded
that the association of EEP 5%+NaF 0.05% was effective in controlling cariogenic
biofilm and mineral reequilibrium.

Key-words: Streptococcus mutans, dental plaque, dental caries
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1 INTRODUCAO

A carie dentaria permanece sendo, no campo da saude bucal, um dos
principais problemas de salde publica, apesar do declinio nas Gltimas décadas, pois
ainda é prevalente para alguns grupos, o que pode ser devido ao fato de que, em
escala global, somente uma parcela da populacdo se beneficia dos métodos de
prevengao e controle (NATIONAL INSTITUTE OF HEALTH, 2001; MARSH, 2003;
MARTHALER, 2004; FEATHERSTONE, 2009).

Desde a década de 60, a carie é considerada uma doenca induzida pela
presenca de biofilme, fator critico para o seu desenvolvimento em humanos (LOE,
1969). Estudos iniciais indicaram especificidade bacteriana envolvida nesse
processo, relacionando os Streptococcus mutans a sua etiopatogenia (IKEDA et al.,
1973; LOESCHE et al., 1976; MINA; LOESCHE, 1977; DUCHIN; VAN HOUTE,
1978; LOESCHE; STRAFON, 1979; VAN HOUTE, 1980) e os Lactobacilos a sua
progressao (LOESCHE, 1986).

A evolucdo dos experimentos evidenciou que o desenvolvimento da carie €
relacionado a uma multiplicidade de fatores que s&o capazes de modificar o
ecossistema oral, concedendo aos microrganismos odontopatégenos a oportunidade
de dominar a microbiota nos sitios que favorecam 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 (LANG et al., 1987,
BUISCHI et al., 1989).

Nesse sentido, nos anos 90, destacaram-se estudos que propuseram a
evidéncia de que eventos ecoldgicos referentes ao biofilme dental implicariam maior
ou menor cariogenicidade deste, o que ficou conhecido como Hipotese da Placa
Ecolégica (MARSH, 1991; MARSH, 1994). Assim, 0 excesso de agucar oriundo da
dieta poderia levar a producéo de 4cidos causando uma mudanca no ambiente bucal
(de um pH neutro para um pH &cido), situacdo que incita trocas ecoldgica na
microbiota residente dominada por Streptococcus sanguis e Streptococcus oralis
(relacionados ao processo de remineralizacdo-RE), por outra em que predominam
0s estreptococos do grupo mutans e lactobacilos, que sédo aciddricos e
acidogénicos e, portanto, cariogénicos (os quais favorecem o0 processo de
desmineralizacdo-DES), levando aos estagios iniciais e de desenvolvimento da

doenca cérie, respectivamente, se ndo controlados.
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Quando o controle mecanico do biofilme é falho, favorecendo o acumulo
deste em sitios de estagnacdo, a formacdo de um biofilme potencialmente
cariogénico é favorecida, e as espécies microbianas como os Streptococcus mutans
e Lactobacilos sao ecologicamente selecionadas, passando a dominar o
microambiente bucal (MARSH,1991), fato que expde o individuo a uma situacao de
risco de carie exacerbado (desafio cariogénico), implicando o surgimento de
manchas brancas ativas na superficie do esmalte, as quais sdo o primeiro sinal
clinico da doenca, cujos controle e inativacdo sao exequiveis (BACKER-DIRKS,
1966; MALTZ et al., 2003).

Nessa situacdo, indica-se o controle quimico (adjuvante) do biofilme dental, a
fim de auxiliar o paciente na realizacdo de uma higienizacdo bucal compativel com
niveis clinicos salutares (ADDY, 1986).

Classicamente, os fluoretos e a clorexidina foram utlizados como
antimicrobianos para o controle quimico do biofilme dental. Entretanto, com o
crescente interesse por produtos naturais desde a década de 90, a prépolis passou
a ser objeto de estudos, principalmente devido a sua capacidade antimicrobiana
(BRUMFITT et al., 1990; WOISKY et al., 1994).

A utilizacdo de Extratos Etandlicos de Propolis (EEPs) no campo da
Cariologia tornou-se factivel quando estudos iniciais abordaram sua atividade sobre
a inibicdo de microrganismos relacionados a carie dentaria (IKENO; MIYASAWA,
1991; GEBARA et al., 1996; STEINBERG et al.,1996; OTA et al., 1998; KOO et al.,
2000ab; KOO et al., 2003; KOO et al.,, 2005; ALMEIDA et al. 2006) e sobre o
processo de formacao do biofilme cariogénico / fatores de viruléncia bacteriana que
influenciam na cariogenicidade deste (PARK et al., 1998 ; KOO et al., 2000abc; KOO
et al., 2002ab; ALMEIDA et al.,2006).

Evidéncias indicam que o fluoreto de sodio (NaF) é eficaz no processo de
remineralizacdo de lesdes de carie incipiente (FEATHERSTONE, 1999; CURY;
TENUTA, 2009; FEATHERSTONE, 2009). Diante disso, pensou-se na hipétese de
combinar os EEPs ao NaF para verificacdo da possibilidade da utilizacdo dessa
associacdo na dinamica do processo de desmineralizacdo-remineralizacdo do
esmalte (processo DES-RE).

As terapias de associacdo (combinatorias) verificaram o efeito de EEPs
isoladamente ou associados ao fluoreto de sédio sobre a recuperacdo da
microdureza superficial do esmalte (GIAMALIA et al., 1999; ZARATE-PEREIRA,
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2003) e na remineralizacdo de manchas brancas (ZARATE-PEREIRA, 2003; DE-
CARLI, 2007 ), tendo em vista a sinergia entre um comprovado agente
remineralizador (NaF) e um potente composto antibacteriano de origem natural e
sem relato de toxicidade (EEP).

Todos esses resultados direcionam para a possibilidade do uso dos EEPs no
tratamento de cérie. Porém, frente ao alto desafio cariogénico, o NaF pode nao ser
suficiente para controlar a doenca carie; dai a necessidade de desenvolvimento de
agentes quimicos de controle do biofilme dental que sejam seguros para 0 uso e
cuja acao seja sinérgica ou complementar a do fluoreto (OGAARD et al., 1994,
FEATHERSTONE, 2009; ten CATE, 2009).

Embora a associacdo NaF+EEPs tenha sido avaliada, mais estudos sé&o
necessarios para confirmar os resultados, especialmente com a prépolis sul-mato-
grossense, ainda ndo avaliada sob esse aspecto, comparando-a ao NaF e também
ao fluor fosfato acidulado (FFA), o que justifica a realizacao deste ensaio.

O objetivo desse trabalho foi verificar, in situ, o efeito do EEP 5% isolado e
associado ao NaF 0,05%, sobre o processo de desmineralizacao-remineralizacdo do
esmalte (processo DES-RE) e sobre a microbiota cariogénica.

A hipotese testada € a de que a associacdo EEP+NaF seja capaz de controlar
a céarie dentaria em situagfes de risco a doenca.



2 REVISAO DE LITERATURA

Um estudo classico da década de 90 demonstrou a eficacia da prépolis no
processo inibitério do crescimento da microbiota cariogénica e da atividade das
enzimas glicosiltransferases (GTF), especificamente nos estreptococos do grupo
mutans, os quais séo fortemente associados ao inicio do processo da doenca cérie,
sugerindo a atividade anticariogénica da prépolis (IKENO; MIYASAWA, 1991).

Em experimento realizado in vitro, avaliou-se a acdo antimicrobiana de
substancias naturais sobre Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus, dentre
elas a propolis, comprovando sua acado antibacteriana, e também a capacidade de
inibir a adesao bacteriana desses microrganismos, 0 que sugeriu a possibilidade do
uso desta substancia no controle do biofilme bacteriano bucal (GEBARA et al.,
1996).

Os efeitos antibacterianos da prépolis e do mel foram investigados in vitro. Em
baixas concentracfes de mel, houve o aumento do crescimento bacteriano, e em
concentragcbes acima de 4,16%, observou-se a reducédo deste; em concentracdes
baixas de propolis, ndo houve alteragdes significativas no crescimento bacteriano,
mas, a medida que se aumentou a concentracdo, o padrdo de crescimento foi
alterado, obtendo-se a inibicdo completa na concentracdo de 0,4% de prépolis. No
estudo in vivo, os voluntarios bochecharam 5mL de mel durante 4 minutos, quando
se observou uma reducao 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 apdés os bochechos. Em relacdo a prépolis, a solugéo
bochechada pelos voluntarios foi de 0,2%, durante 1,5 minutos, observando-se
reducdo de 38% na contagem de totais viaveis e 42% na contagem de
Streptococcus mutans, apos 10 minutos da realizacdo do bochecho (STEINBERG et
al.,1996).

A GTF é a responsavel pela sintese de glucanos a partir da sacarose, que
Sdo essenciais para 0 metabolismo das bactérias componentes do biofilme
cariogénico. Em um estudo que comparou amostras de prépolis de varios estados
brasileiros em relagdo a sua capacidade antibacteriana e de inibir a enzima GTF,
concluiu-se que todas as amostras testadas inibiram o volume da 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 inibicao
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para Streptococcus mutans foram de 3,0mm e 1,5mm, respectivamente (PARK et al,
1998).

Ao abordarem a atividade antimicrobiana da prépolis (nas concentracdes de 1
a 10mg/mL) 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 infecgcbes oportunistas causadas por esses microrganismos e
também na clinica odontol6gica, com a finalidade de controlar a atividade de carie
(OTA et al., 1998).

A associacao de propolis 5% acrescida de NaF 0,05% e deste isolado, foram
avaliados sobre a reducdo de estreptococos do grupo mutans em pacientes com
atividade de céarie. Foram realizados bochechos durante 15 dias; no final desse
periodo, observou-se que a solugdo de propolis acrescida ao fluoreto reduziu os
niveis salivares desses microrganismos em cerca de 66,93%, o que nao foi
observado no grupo de voluntarios que bochecharam apenas o fluoreto de sodio
0,05% (controle). Decorridos 15 dias apés o ultimo bochecho, os niveis salivares
desses microrganismos tenderam aos valores iniciais (ZARATE-PEREIRA, 1999).

No mesmo ano, estudou-se a microdureza do esmalte submetido a propolis.
No estudo in vitro, os blocos de esmalte foram imersos, durante uma hora, em
solucbes de propolis a 0,4%, 1,0% e 2,0%. Verificou-se que houve aumento na
microdureza (remineralizacao) dos espécimes na ordem de 8,24%; 26,9% e 53,65%,
guando submetidos solucdes de 0,4%; 1,0% e 2,0%, respectivamente (GIAMALIA et
al., 1999).

Os EEP oriundos dos Estados de Minas Gerais e Rio Grande do Sul foram
averiguados 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 sollveis) obtidas em duas versdes: GTF purificada em
solucdo e GTF adsorvida a superficie de blocos de esmalte dentario cobertos por
saliva. Os EEP das duas regides apresentaram atividade inibitoria a todas as GTFs
em solucéo (75-95%) e adsorvidas ao esmalte (45-95%), quando concentradas entre
0,75% e 3,0 mg/mL (KOO et al., 2000a).

Em estudo in vitro que comparou o efeito de uma nova variedade de propolis

oriunda da Bahia (na concentracdo de 50ug/mL) em relacdo a prépolis de Minas
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Gerais (400pg/mL) sobre os estreptococos do grupo mutans (EGM), verificou-se que
ambas demonstraram atividade contra esses microrganismos, porém, a amostra
baiana apresentou melhores resultados no que se referiu a inibicdo do crescimento
dessas bactérias, aderéncia celular e sintese de glucanos insollveis (KOO et al.,
2000b).

A comparacdo in vitro da atividade antimicrobiana da prépolis 10% e da
Arnica Montana na mesma concentragdo, contra patégenos orais, demonstrou que a
prépolis teve capacidade inibitéria significativa para todos 0s microrganismos
testados, com acao similar em relacdo a aderéncia bacteriana e a sintese de
glucanos insoluveis, comportamento ndo observado nas amostras de arnica (KOO et
al., 2000c).

Koo et al. (2002a) avaliaram o efeito de um colutério & base de propolis 20%
no acumulo de placa e na formacao de polissacarideos insolaveis. Os voluntarios
que fizeram o uso do colutério sob desafio cariogénico (obtido através de bochechos
de sacarose 20%, durante 5 vezes ao dia) obtiveram significativos menores indice
de placa e concentracdo de polissacarideos insollveis presentes no biofilme quando
comparados ao grupo placebo.

Os efeitos dos componentes encontrados na préopolis (flavondides e derivados
do &cido cindmico) oriunda do Rio Grande do Sul, foram testados sobre o
crescimento de Streptococcus mutans e na atividade da GTF em solugcdo e em
superficie de hidroxiapatita coberta por saliva. Dentre esses compostos, 0sS
flavondides (apigenina 135ug/mL e tt-farnesol 14-28 pg/mL), se comportaram como
potentes inibidores da GTF e do crescimento bacteriano, respectivamente (KOO et
al., 2002b).

Ao analisarem a acdo de dois componentes da propolis (apigenin e tt-
farnesol), sobre o desenvolvimento de caries em ratos, observou-se que a
associacdo desses componentes obteve efeito cariostatico. O apigenin demonstrou
ser o primeiro agente cariostatico natural, devido a sua habilidade em inibir a GTF,
diminuindo a sintese de glucanos em niveis até entdo ndo 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 desmineralizacdo/remineralizacdo do esmalte
dental (KOO et al., 2003).
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Um estudo in situ que avaliou a acdo da propolis de Apis mellifera 5%
associada ao NaF 0,05% no desenvolvimento da cérie dentéria e na formacédo do
biofilme dental, evidenciou que houve significativa reducdo das contagens
microbianas na ordem de 75,5%; 50,0%; 46,5% e 36,6%, para a populacdo de
estreptococos totais, estreptococos do grupo mutans, lactobacilos e total de
bactérias viaveis, respectivamente, quando expostos a esse composto. Além disso,
verificou-se a reducdo da perda mineral nas lesdes de céarie que foram submetidas a
terapia de associacdo, sob desafio cariogénico (ZARATE-PEREIRA, 2003).

A influéncia de dois importantes componentes da propolis - apigenin e tt-
farnesol — associados ao fluoreto, sobre o controle do biofilme cariogénico, foi
novamente investigada por KOO et al. (2005). O estudo demonstrou que a
associacdo aumentou as propriedades anti-carie do fluoreto pela acéo sinérgica dos
componentes. Em geral, os biofilmes expostos a essa combinacdo desenvolveram
menores biomassa e quantidade de glucanos insolliveis e polissacarideos
intracelulares em relacdo aos biofiimes tratados com essas substancias
isoladamente. Para os autores, a combinacdo desses agentes com o flior pode
representar uma utilidade potencial e um enfoque alternativo para as atuais
estratégias quimioterapicas, com vistas a prevencdo da doenca carie, pela reducao
da expressdo de viruléncia dos Streptococcus mutans, sem necessariamente
suprimir a flora bacteriana oral residente.

O apigenin é considerado um potente inibidor da atividade das GTF, afeta o
acumulo de Streptococcus mutans pela reducédo da formacéo de glucanos insolaveis
e pelo aumento do contetdo de glucanos sollveis da matriz de polissacarideos nos
biofilmes in vitro. Evidenciou-se 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 presenca desse composto, a expressao de gtf B e C diminuiu
mais que 50% e quando houve a adicdo de sacarose, nenhum efeito foi observado
no perfil de expressdo 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 polissacarideos extra-celulares (PECs), indicando que esse
flavondide possui caracteristicas terapéuticas Unicas, pois afeta a atividade e a
expressdo das enzimas GTF, sem desencadear efeitos antibacterianos,
caracteristica que pode ser responsavel pelas suas propriedades anti-carie (KOO et
al., 2006).
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No mesmo ano, foram averiguadas a influéncia do EEP 5% sobre biofilmes de
Streptococcus mutans e no desenvolvimento de cérie em ratos expostos ao alto
desafio cariogénico pela ingestao de dieta cariogénica e agua acrescida de sacarose
5%. Os dados do estudo indicaram hipoteses pelas quais o EEP utilizado possa ter
exercido efeito cariostatico: a reducdo da acidogénese pelo biofilme estreptocécico;
a inativacdo do sistema F-ATPase de translocacdo de protons e a inibicdo da
sintese de glucanos insoltveis pelas enzimas GTF. A perturbacéo desses fatores de
viruléncia, que séo criticos aos Streptococcus mutans, particularizou a utilizagéo da
propolis na concentracdo empregada a fim da obtencdo de efeito cariostatico, sem
gue a viabilidade da microflora residente fosse afetada (DUARTE et al., 2006).

Com o objetivo de se avaliar a acdo de uma solucdo antisséptica de EEP a
6,25% e de 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, verificou-se uma reducdo de 72,3% e 75,3% nos niveis
salivares de Streptococcus mutans, utilizando-se o EEP e o controle positivo,
respectivamente, apos 24 horas do término da realizacdo dos bochechos. Apoés 21
dias, as contagens de Streptococcus mutans estavam préximas aos valores iniciais
para ambas as solucdes. Em todas as contagens bacterianas realizadas nao foram
observadas diferencas estatisticamente significativas na atuacao das duas solugdes.
A analise do ISG revelou uma reducéo significativa no incremento da doenca pela
utilizacdo do EEP; comparando-se os valores do IHO-S prévio e posterior aos
bochechos, notou-se que a solugcédo de prépolis ndo promoveu reducédo significativa
nesse indice, quando comparada com a solucdo de clorexidina. Concluiu-se que a
solugdo empregada reduziu significativamente os niveis salivares de Streptococcus
mutans e atuou sobre as condi¢cdes gengivais, podendo ser indicada como agente
de controle quimico terapéutico do biofilme dental (ALMEIDA et al., 2006).

Em um ensaio clinico duplo cego randomizado, a efetividade da associacéo
de um EEP 5% ao NaF 0,05% foi testada sobre a contagem dos niveis salivares de
Streptococcus mutans, o acumulo de biofilme dental e a quantificacdo das manchas
brancas ativas. Os voluntarios (n=97) foram divididos em dois grupos que
receberam aplicacdes topicas consecutivas dos geéis experimentais (uma vez por
semana, durante 4 semanas). Apos 24h e 15 dias do término das aplica¢des, novas
contagems de Streptococcus mutans foram realizadas. Decorridas 48h apdés a ultima

aplicacao topica, mensurou-se o acumulo do biofilme dental. Revelou-se o teor dos
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géis experimentais, verificando-se que o Gel A constituia-se de EEP 5% associada
ao NaF 0,05%, e o Gel B possuia somente o EEP 5%. Os resultados obtidos
demonstraram a superioridade do Gel A em relacdo ao Gel B, com diferencas
estatisticamente significativas entre os géis testados, principalmente no que se
referia a diminuicdo dos niveis salivares de Streptococcus mutans e a inativacéo de
manchas brancas. Concluiu-se que a associagdo foi eficaz na reducdo dos niveis
salivares de Streptococcus mutans, eficiente na remineralizagdo de manchas
brancas e reduziu significativamente o acimulo de biofilme (DE CARLI, 2007).

A utilizacdo de flavondides especificos encontrados na propolis foi
mencionada como estratégia para aumentar os efeitos bioldgicos dos fluoretos sobre
o biofilme dental, constituindo uma terapia alternativa contra o biofilme cariogénico
(KOO, 2008; KOO; JEON, 2009). Nesses dois estudos, os autores evidenciaram que
em concentragdes baixas, a associacdo do apigenin (ImM), tt-farnesol (5mM) e do
fluoreto (250 ppm) foi capaz de afetar a patogenicidade de Streptococcus mutans
em biofilmes, através da inibicdo da sintese de glucanos insoluveis pela reducéo da
atividade das glicosiltransferases B e C; pela modulagéao da expresséo de gene gtf B
e C em nivel transcricional; por perturbar a variacdo do pH através da membrana
celular e pela inibicdo da sintese e acimulo de polissacarideos intracelulares. Desse
modo, essa terapia combinatéria atuou sobre fatores de viruléncia criticos dos
Streptococcus mutans e, claramente, aumentaram as propriedades cariostaticas do

fluoreto, sem alterar a microbiota residente.



3 OBJETIVO

Verificar o efeito de um Extrato Etanolico de Propolis isolado e associado ao
fluoreto de sodio, sobre a microbiota cariogénica e nos processos de

remineralizacdo e desmineralizagdo do esmalte dentério, sob desafio cariogénico.



4 MATERIAL E METODO

4.1Tipo de estudo
Esse estudo foi do tipo experimental, cego (na andlise microbiolégica e da

microdureza em corte transversal) e randomizado.

4.2 Desenho experimental

ApoOs a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da UFMS (protocolo n°
1393; ANEXO A) e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(APENDICE A), 30 voluntarios (cujos critérios de inclusdo/excluséo estéo listados na

Figura 1) integraram esse estudo.

Critérios de Inclusao

Critérios de Excluséao

1) Idade entre 18 e 40 anos.
2) Presenca de, no minimo, 28 dentes.

3) Auséncia de atividade das doencgas cérie e
periodontal.

4) Realizagdo de higiene bucal ao menos 2
vezes ao dia.

5) Concordancia dos voluntarios em nao
utilizarem outros produtos para o
controle quimico do biofilme dental
durante o periodo experimental.

6) Fluxo salivar estimulado >0,7mL/min.

7) Auséncia de patologia sistémica.

8) Ter acesso a agua fluoretada.

1) Estar em tratamento odontoldgico.

2) Ser alérgico a algum
produto/medicamento utilizado na
pesquisa.

3) Alteracdes anatomo-patoldgicas da
mucosa oral ou presenga de agravos
sistémicos com manifestacdes orais.

4) Utilizacao de bochechos ou géis
fluoretados / antimicrobianos até 14
dias prévios ao inicio da utilizacdo dos
aparelhos palatinos, e entre as fases do
estudo.

5) Gestantes/ Lactantes.

6) Utilizacdo de antibidticos até 3 meses
prévios ao inicio do experimento.

7) Desordens alimentares.

Figura 1 — Critérios de inclusdo e exclusao

Os blocos de esmalte (n=540) foram obtidos a partir de terceiros molares
humanos totalmente inclusos e extraidos por indicagéo clinica. Apds a exodontia, 0s
dentes foram estocados em solucdo de formaldeido 2% (pH 7,0) pelo periodo
minimo de um més (WHITE, 1987). Secc¢Oes foram realizadas nas faces vestibular e
lingual dos molares, utilizando-se discos diamantados dupla face (KG). No final, os

espécimes obtidos apresentaram dimensfes de 3x3x3 mm (CURY et al., 2000),
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aferidos com paquimetro (Starret, modelo 727). Até o momento de sua utilizagéo, os
mesmos foram mantidos em &gua deionizada. Destes, foram sorteadas 180
unidades para a obtencéo dos valores baseline da microdureza e os restantes foram
randomicamente destinados aos dispositivos palatinos.

Para a confeccéo dos dispositivos intrabucais, os voluntarios foram moldados
com alginato (Jeltrate® Plus™ ) e os modelos vazados em gesso pedra (Herodent).
Sobre os modelos, os dispositivos foram confeccionados em resina acrilica
guimicamente ativada (OrtoClas, artigos odontoldgicos classicos Ltda, Brasil).

A fixagdo dos blocos de esmalte nos dispositivos foi realizada com cera
utilidade (Epoxiglass Ind. Com. de Produtos Quimicos, Brasil). Em seguida, os
mesmos foram cobertos com uma tela plastica, a qual foi posicionada a 1mm destes,
a fim de propiciar o acumulo do biofilme (BENELLI et al., 1993; CURY et al., 1997).

Os voluntarios utilizaram aparelhos palatinos contendo 6 blocos de esmalte

dental humano durante 24 h diérias (Figura 2 — A, B e C).

Figura 2 — Dispositivo palatino

(A — Blocos de esmalte inseridos e fixados com cera; B — Blocos recobertos com tela pléstica; C —
Posicionamento do dispositivo palatino in situ).

Esse estudo in situ foi constituido de duas fases de 14 dias cada, conforme

estudo de Paes Leme et al. (2004). Os blocos de esmalte foram submetidos ao
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desafio cariogénico (DC) e tratamentos, de acordo com o grupo experimental ao
qual pertenciam: (1) DC+Controle (C); (2) DC+NaF 0,05%; (3) DC+EEP 5%; (4)
DC+NaF 0,05% + EEP 5%; (5) DC+Fluor-Fosfato-Acidulado 1,23% (FFA ), conforme

o desenho do estudo (Figura 3).

Selegdo dos blocos de Selegdo dos
esmalte voluntarios
(n=540) ¢

Distribui¢do randdémica
em 5 grupos

Baseline da MECT
(n=180 blocos) ‘

HB ONF FASE 1 (14 DIAS)
com ‘—l— DC em todos os
Confecgdo dos grupos
aparelhos palatinos
(n=360 blocos) ANALISES
M1 < Wash out
MECT1 (10 dias)
: HBcomDF g FASE 2 (14 DIAS)
I S { Grupo 1 (n=6) > DC+C ]
HB com DNF
Grupo 2(n=6) ->DC +NaF 0,05%
Grupo 3 (n=6) >DC+EEP 5%
Grupo 4 (n=6) >DC+ NaF 0,05% + EEP 5%
Grupo 5 (n=6) ->DC+FFA (1,23%)
ANALISES
M2 <
MECT2
Estatistica

Figura 3 — Desenho do estudo

MECT: microdureza do esmalte em corte transversal; MECT1:microdureza do esmalte em corte
transversal na Fase 1; MECT2: microdureza do esmalte em corte transversal na Fase 2; M1: analise
microbiolégica na Fase 1; M2: analise microbioldgica na Fase 2; DC:desafio cariogénico; HB:
higiene bucal; DNF: dentifricio ndo fluoretado; DF:dentifricio fluoretado; C: controle; EEP: extrato
etandlico de prépolis; FFA:flGor fosfato acidulado.

Durante o experimento, 0s voluntarios realizaram higiene bucal (HB) com

dentifricio ndo-fluoretado (DNF), exceto os do grupo 1, que utilizaram dentifricio
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fluoretado (DF) durante a Fase 2. O DC consistiu em se gotejar sacarose 20%, 8
vezes ao dia (CURY et al., 2000) sobre os blocos de esmalte fixados nos
dispositivos palatinos durante as fases experimentais. Ao final da Fase 1, os blocos
de esmalte foram removidos e realizou-se a analise microbiolégica do biofilme
cariogénico e a mensuragcdo da microdureza em corte transversal. Apés o periodo
wash out (10 dias), iniciou-se a Fase 2, em que novos blocos de esmalte foram
submetidos ao DC e aos tratamentos de cada grupo experimental. Novamente,
realizou-se analise microbiolégica e da microdureza em corte transversal.

Nos grupos 2, 3 e 4, duas gotas das solugdes-teste foram gotejadas sobre os
blocos de esmalte apds a Ultima higienizacao bucal diaria, e no grupo 5, foi realizada
Aplicacéao topica de flaor (ATF) com FFA 1,23% ap0s a ultima higienizacdo bucal do
7° e do 14° dia.

4.3 Obtencao do EEP

A Concentracéo Bactericida Minima (CBM) do EEP foi obtida pela técnica da
diluicdo. O ensaio demonstrou que o extrato foi bactericida na concentracao de 1%,
enquanto nos tubos controle ndo foi verificado efeito antibacteriano. Devido as
caracteristicas inerentes ao meio bucal, optou-se pelo uso do extrato na
concentracdo 5 vezes superior 8 CBM (ZARATE-PEREIRA, 2003).

Para a preparacdo da solucdo, utilizaram-se 892g de propolis (tipo verde),
originada da espécie botanica Baccharis dracunculifolia (alecrim do campo), a qual,
até a preparacao dos extratos, foi armazenada em sacos plasticos hermeticamente
fechados, sob temperatura de 4°C. Apos trituracdo manual, foi acrescentado etanol
PA (CHEMCO, Brasil) e a solugéo levada ao ultrassom (THORNTON T14, USA)
para extracdo de seus constituintes. Procedeu-se a filtragem em papel absorvente e
acrescentou-se etanol PA (CHEMCO, Brasil) de forma a cobrir o precipitado, sendo
novamente levado ao ultrassom. Esse processo foi repetido 5 vezes e o precipitado
obtido foi levado ao rotaevaporador (FISATOM, USA) para remocao do etanol,
obtendo-se o0 extrato etandlico bruto da prépolis (EEBP), com massa de 405g. A
este, foi acrescentado hexano para separacdo da parte apolar da polar, a qual
contém os constituintes moleculares de classe antimicrobiana — flavonoides e

terpenos. Foi preparada uma solugdo com agua destilada e alcool de cereais PA
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(80:20), acrescentando 50g de propolis (somente com a por¢do polar) em 1000mL
dessa solugéo, obtendo-se o EEP 5 %.

4.4 Anélise microbioldgica do biofilme cariogénico

Ao final de cada fase, doze horas apés a ultima exposicéo as solucoes, a tela
que cobria os blocos de esmalte foi removida. O biofilme acumulado foi retirado com
bolinhas de algoddo autoclavadas e as mesmas transferidas para tubos de ensaio
contendo 3mL de meio de transporte VMGA lll, apos a liguefacdo deste em estufa
(37°C, 30 minutos).

ApoOs homogeinizacao, realizaram-se diluicbes seriadas em agua peptonada
até 102 de cada uma das 6 amostras de biofilme coletadas de cada voluntario.
Aliquotas de 0,1mL de cada diluicdo foram inoculadas em mitis salivarius agar
(Difco; Sparks, Md., USA) para contagem de Streptococcus totais; mitis salivarius
agar (Difco; Sparks, Md., USA) acrescido de 0.2 unidades de bacitracina/mL (GOLD
et al., 1973) para contagem de Streptococcus mutans; agar Brucella suplementado
com 5% de sangue desfibrinado de carneiro, hemina (5ug/mL) e vitamina K
(2,5pg/mL), para contagem de microrganismos totais viaveis; e agar SL Rogosa
(Difco; Sparks, Md., USA) para determinacdo das UFC de lactobacilos. Apds a
incubacdo (37°C, 48 horas), efetuaram-se as contagens das UFC caracteristicas

(UFC/mg de biofilme), com auxilio de microscépio esteroscépico (INALH® , México).
4.5 Andlise da microdureza em corte transversal

Apo6s a remocao dos blocos dos dispositivos palatinos, estes foram embutidos
em suportes plasticos com resina quimicamente ativada, de modo que uma das
faces laterais ficasse exposta (Figura 4), possibilitando a realizacdo do ensaio de
microdureza em corte transversal. Com esse intuito, os espécimes foram levados a
politriz (Struers), onde foram polidos com discos de lixa d’agua (granulagbes 120,
240, 600 e 1200), sob refrigeracdo. Em seguida, o polimento final foi realizado, com
a utilizacdo de discos de feltro com 3um e 1um de granulacdo, durante 1 minuto
(ZARATE-PEREIRA, 2003).



28

Figura 4 — Blocos de esmalte preparados para o ensaio de microdureza

Para a obtencdo dos valores baseline e ap6s cada fase experimental, a
microdureza de cada bloco dos 5 grupos foi mensurada a 50, 100 e 150um da
superficie, com um penetrador de diamante para dureza Knoop, em microdurémetro
(Shimadzu Micro Hardness Tester HMV-2, Shimadzu Corporation — Figura 5). Em
cada profundidade, foram realizadas 3 edenta¢des (9 por bloco), com o penetrador

paralelo a superficie externa do esmalte e carga de 25¢g/5 segundos (CURY et al.,

2000).

= |.,
(ﬂ.

Figura 5 - Shimadzu Micro Hardness Tester HMV-2

(Fonte: Shimadzu Corporation)
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4.6 Analise estatistica

A comparacdo entre as fases 1 e 2, em relacdo a analise microbiologica e a
microdureza foi realizada por meio do teste t-Student pareado. O teste ANOVA de
uma via e o pés-teste de Tukey foram utilizados para a comparacéo entre 0s grupos
experimentais em relacdo as varidveis dependentes, ganho mineral e recuperacao
da microdureza. A correlacdo linear entre os microrganismos pesquisados e a
microdureza do esmalte foi verificada pelo teste de Correlacao Linear de Pearson. A
analise estatistica foi realizada utilizando o software SigmaStat (versdo 2.0),
considerando, na comparagcdo entre fases e grupos experimentais, nivel de
significancia de 5%.

Para o calculo do Ganho Mineral (GM) e da Recuperacdo da Microdureza

(RM) foram utilizadas as seguintes férmulas, respectivamente:

GM = (100[MECT2 — MECT1 ])
MECT1

RM= (100[MECT2 — MECT1])
(BMECT- MECT1)

Onde:

MECT1 = valor da microdureza do esmalte em corte transversal na Fase 1.
MECT2 = valor da microdureza do esmalte em corte transversal na Fase 2.
BMECT = valor baseline da microdureza do esmalte em corte transversal, por

profundidade.



5 RESULTADOS

A Tabela 1 demonstra a analise microbiologica do biofilme bacteriano dental

nas diferentes fases experimentais do estudo.

Tabela 1- Média (+ DP) de UFC dos diferentes microrganismos conforme o grupo e
fase experimentais

Variz Fase p®
ariavel Grupos 1 5 E—
Controle 66,14+3,96b 53,36+2,57a 0,003
NaF 0,05% 72,50£2,01a 54,44+1,16a <0,001
> EEP 5% 71,471,782 39,89:0,36b <0,001
NaF 0,05% + EEP 5% 70,25+0,67ab 23,67+1,28c <0,001
FFA 71,00£4,00a 44,00+£1,12b <0,001
p @ (entre grupos) 0,006 <0,001
Controle 82,58+3,87a 71,08+1,41a 0,001
NaF 0,05% 86,33+8,54a 53,78+2,12b <0,001
5 EEP 5% 85,64+2 51a 41,55+1,78c <0,001
NaF 0,05% + EEP 5% 85,70%4,22a 18,59+0,76d <0,001
FFA 83,84+3,08a 19,20£1,33d <0,001
p @ (entre grupos) 0,667 <0,001
Controle 40,25+0,62a 35,22+0,96a <0,001
NaF 0,05% 39,83+0,65a 34,06+0,83a <0,001
@ EEP 5% 39,56+0,85a 24,89+0,58¢ <0,001
NaF 0,05% + EEP 5% 40,56+1,62a 15,14+1,01d <0,001
FFA 39,75%0,74a 27,03+1,35b <0,001
p @ (entre grupos) 0,398 <0,001
Controle 120,78+1,38a 113,03+1,92a <0,001
NaF 0,05% 120,08+1,26a 104,58+0,83b <0,001
g EEP 5% 120,78+1,10a 89,89+0,34c <0,001
NaF 0,05% + EEP 5% 120,20+£1,24a 66,64+2,94d <0,001
FFA 120,28+0,87a 90,25+1,43c <0,001
p @ (entre grupos) 0,754 <0,001

@ valor descritivo para o teste t de student pareado; @ alor descritivo para o teste ANOVA (Uma Via) e P6s-Teste de Tukey;
abcd= letras diferentes (diferenca significativa) e letras iguais (auséncia de diferenca significativa); UFC: unidades formadoras
de coldnias; SM: Streptococcus mutans; ET: estreptococos totais; LB: lactobacilos; MTV: microrganismos totais viaveis.
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Os dados apresentados na Tabela 1 revelam o melhor desempenho da

terapia de associacao na supressao das contagens bacterianas de SM, LB e MTV

(p< 0,001). Para a diminuicdo dos niveis de ST, a terapia de associacao foi efetiva e
semelhante a do FFA (p< 0,001).

Os valores da microdureza do esmalte em corte transversal nas diferentes

profundidades estéo representados na Tabela 2.

Tabela 2- Média (x DP) da
conforme a

microdureza do

esmalte em corte
profundidade, grupo e fases experimentais

transversal

Fase

p(1)

Profundidade Grupos 1 . (entre fases)

Baseline 376,19+2,52a
Controle 198,08+0,23b 208,58+2,41f <0,001
NaF 0,05% 197,00+£1,25b 295,31+1,76e <0,001
>0um EEP 5% 197,39+2,15b 309,81+0,40d <0,001
NaF 0,05%+EEP 5% 196,53+4,00b 364,86+1,26a <0,001
FFA 196,31+3,81b 324,83+3,37c <0,001

p @ (entre grupos) <0,001 <0,001

Baseline 354,12+14,26a
Controle 240,78+1,12b 233,31+0,64c <0,001
NaF 0,05% 241,64+0,76b 301,20+0,98b <0,001
S EEP 5% 240,72+1,54b 300,39+0,47c <0,001
NaF 0,05%+EEP 5% 240,55+1,64b 339,22+1 44a <0,001
FFA 240,92+1,63b 303,81+5,46b <0,001

p @ (entre grupos) <0,001 <0,001

Baseline 341,72+1,90a
Controle 262,25+1,68bc 252,45+1,88d <0,001
NaF 0,05% 262,64+1,84b 250,36+2,42d <0,001
150um EEP 5% 262,95+3,42b 260,89+0,95b 0,291
NaF 0,05%+EEP 5% 261,22+5,38hc 294,64+4,74b <0,001
FFA 258,70+4,68c 261,89+1,88c 0,207

p @ (entre grupos)

<0,001

<0,001

@Wyvalor descritivo para o teste t de student pareado; @ valor descritivo para o teste ANOVA (Uma Via) e Pés-Teste

de Tukey; abcd= letras diferentes (diferenca significativa) e letras iguais (auséncia de diferenca significativa).
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Na Tabela 2, evidenciou-se, em relacdo aos valores baseline, a diminuicdo da

microdureza do esmalte na Fase 1 e aumento desta na Fase 2 (p<0,001)

principalmente aos 50 e 100um de profundidade, com destaque para o efeito da

terapia combinatoria inclusive aos 150um de profundidade (p<0,001).

A Tabela 3 apresenta os dados sobre o ganho mineral e recuperacao da

microdureza dos blocos de esmalte. A Figura 6 representa a relacdo entre a

microdureza do esmalte (50um superficiais) e os microrganismos avaliados.

Tabela 3 — Médias e desvios - padrdo do ganho mineral (GM) e recuperacdao da
Microdureza do esmalte (RM) conforme a profundidade e grupos
experimentais

Profundidade

Grupos GM (%) RM (%)

Controle 5,30+1,21e 5,89+1,34e

NaF 0,05% 49,91+1,65d 54,86+1,19d

50um EEP 5% 56,97+1,86¢ 62,87+0,60c
NaF 0,05%+ EEP 5% 85,72+4,03a 93,69+0,76a

FFA 65,51+2,37b 71,46+0,90b

p @ (entre grupos) <0,001 <0,001

Controle -3,10+0,62c -6,60+1,40c

NaF 0,05% 24,65+0,60b 52,95+0,96b

100pum EEP 5% 24,79+0,82b 52,61+0,74b
NaF 0,05%+EEP 5% 41,02+0,72a 86,89+1,15a

FFA 26,12+3,06b 55,50+5,31b

p® (entre grupos) <0,001 <0,001

Controle -3,74+1,03c -12,39+3,56¢

NaF 0,05% -4,67+1,04d -15,57+3,72d

150pum EEP 5% -0,77+1,62bc -2,8145,43bc
NaF 0,05%+EEP 5% 12,84+3,38a 41,21+8,04a

FFA 1,26+2,11b 3,57+6,31b

p® (entre grupos) <0,001 <0,001

@ Valor descritivo para o teste ANOVA (Uma Via) e Pés-Teste de Tukey; abcd= letras diferentes (diferenca significativa) e letras

iguais (auséncia de diferenca significativa).
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Na Tabela 3, observou-se que, em todas as profundidades do esmalte
testadas, a associacdo NaF 0,05% + EEP 5% foi a mais efetiva tanto no que se
refere ao GM quanto a RM (p<0,001).

A verificacdo da interferéncia da inibicdo do biofilme com o reequilibrio

mineral € demonstrada no gréfico de Correlacéo Linear.

Streptococceus totals Streptococcus mutans
(UFC/mg de placa)

(UFC/mg de placa)

Lactobacllos
{UFC/mg de placa)

Microorganismos totals
{UFC/mg de placa)

200 250 300 350 400
Microdureza a 60pm

Figura 6 — Correlacdo linear entre a microdureza do esmalte (50um de
profundidade) e microrganismos testados



6 DISCUSSAO

Esse estudo foi capaz de simular a dinamica do processo DES-RE, o que foi
verificado pela reducdo da microdureza do esmalte em corte transversal nas trés
profundidades avaliadas (50, 100 e 150um), quando este foi submetido ao desafio
cariogénico (Tabela 2).

A andlise microbiolégica do biofilme cariogénico (Tabela 1) demonstrou que,
entre as Fases 1 e 2, houve diminuicdo significativa nas contagens de todos o0s
microrganismos pesquisados, sendo as diferencas entre os grupos evidenciadas na
seguinte ordem: NaF 0,05%+ EEP 5% > EEP 5% > FFA > NaF 0,05% > controle.
Essa ordem somente foi invertida para os estreptococos totais, observando-se: NaF
0,05%+ EEP 5% > FFA > EEP 5% >NaF 0,05% > controle. Esses resultados
reiteram que os EEP séo eficientes antibacterianos (IKENO; MIYASAWA, 1991,
GEBARA et al.,, 1996; STEINBERG et al.,1996; OTA et al., 1998; KOO et al.,
2000ab; KOO et al., 2003; KOO et al., 2005; ALMEIDA et al. 2006) e que a sua
associacdo ao NaF 0,05% potencializa essa caracteristica (KOO et al, 2003; KOO et
al., 2005; DUARTE et al., 2006; KOO, 2008; KOO; JEON, 2009), tendo em vista que
houve diferenca significativa entre o grupo das solucdes associadas em relagdo aos
grupos que as utilizaram separadamente. E importante destacar que, nos blocos
gue receberam NaF 1,23% (grupo 5), as contagens bacterianas foram superiores
em relacdo as do grupo 4 (NaF0,05%+EEP5%), provavelmente devido a algum
efeito sinérgico oriundo dessa associagdo, tendo em vista a caracteristica
cariostéatica do primeiro.

Pela analise do esmalte (Tabela 2), verificou-se aumento no valor da
microdureza na Fase 2 e entre os grupos, em todas as profundidades do esmalte, o
que concorda com estudos prévios (GIAMALIA et al., 1999; ZARATE-PEREIRA,
2003). Esse aumento foi mais evidente nos 50um superficiais, profundidade em que
houve diferenca significativa entre todos os grupos e entre as duas fases, com
melhor desempenho da solugdo de NaF0,05%+EEP5%, seguida do FFA, EEP5%,
NaF0,5% e controle. Tanto nos 50 quanto aos 100um, a exposicdo a terapia de
combinagao proporcionou o retorno da microdureza a valores muito proximos aos do
baseline dessa variavel nas respectivas profundidades, o que demonstra a
efetividade relevante dessa associagdo no que se refere ao reequilibrio mineral do

esmalte. Assim, a presenca constante do NaF 0,05% (tendo em vista que, durante o
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experimento, as aplicacbes dessa solugdo foram diarias) e em baixos niveis no
ambiente bucal, promoveu a precipitacdo de minerais na superficie externa do
esmalte de maneira ininterrupta (FEATHERSTONE, 1999), em adicdo a acao
bactericida do EEP5%, explicaria seu efeito otimizado em relacdo, principalmente ao
FFA e, também, as outras solucgdes.

Em relagdo ao ganho mineral (GM) e recuperacdo da microdureza (RM),
ambos demonstrados na Tabela 3, observou-se diferenca estatisticamente
significativa entre todos 0s grupos experimentais, destacando-se o efeito da terapia
de associacao (NaF0,05%+EEP5%) em todas as profundidades do esmalte, o que é
explicado pelo fato de que os componentes encontrados no EEP tém acao sobre
fatores de viruléncia das bactérias cariogénicas que interferem tanto em seu
metabolismo quanto na formacgéao do biofilme dental (KOO et al., 2002; KOO et al.,
2003; KOO et al., 2005; KOO, 2008; KOO; JEON, 2009), causando alteracdes na
estrutura e na fase liquida deste, implicando comprovada diminuicdo no niumero de
UFC/mg placa e, possivelmente, uma maior difusdo das solu¢cdes antimicrobiana e
remineralizante, de modo a reequilibrar o processo DES-RE na interface biofilme-
esmalte, favorecendo a remineralizacao (representada pelo GM e RM).

O paradigma do processo de céarie compreende esta como uma doenca
biofilme-dependente. Ha que se considerar que houve correlacao linear significativa
entre 0 aumento da microdureza do esmalte e a diminuicdo da quantidade de todos
0S microrganismos presentes no biofilme pesquisado (Figura 6), e ndo somente das
bactérias cariogénicas. Nesse caso, a correlacdo linear foi negativa, evidenciando
um perfil inversamente proporcional entre o valor da microdureza obtido apos os
tratamentos e o numero de microrganismos presentes no biofilme. Dessa forma,
infere-se que a acdo dos agentes de controle quimico do biofilme utilizados nesse
estudo foi devida a desorganizacdo da biomassa microbiana como um todo, e néo
como resultado do efeito dos agentes sobre microorganismos carie especificos.

Esses achados sustentam a idéia de que, em situagfes de alto desafio/risco
cariogénico, os fluoretos, quando utilizados isoladamente para o reequilibrio do
processo DES-RE, podem nao desempenhar sua funcdo de maneira otimizada
(OGAARD et al., 1994; FEATHERSTONE, 2009; ten CATE, 2009), o que é
compensado pela utilizacdo da terapia de combinacéo (KOO et al., 2003; KOO et al.,
2005; DUARTE et al.,, 2006; KOO, 2008; KOO; JEON, 2009). Nesse sentido, a

possibilidade de utilizar baixos niveis de fluoreto adicionados a antimicrobianos que
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ndo suprimam a microbiota residente, como € o caso da associa¢do abordada nesse
estudo (pois a acao foi menor nos microrganismos totais viaveis), seria um grande
avanco no que se refere a minimizacao do risco de intoxicacdes/fluorose e de trocas
ecologicas bacterianas indesejaveis no ambiente bucal, o0 que concorda com estudo
prévio (KOO et al., 2005).

Durante a fase 2, o grupo 1 realizou higiene bucal com dentifricio fluoretado
(DF). A introducéo dessa variavel no desenho do estudo visou a elucidar o quanto a
mesma interfere no processo DES-RE e nas contagens microbianas em estudos in
situ. Verificou-se que ndo houve diferenca significativa entre esse grupo e o grupo 2
(NaF 0,05%) para as contagens de Streptococcus mutans e lactobacilos, enquanto
que, em relacdo a microdureza, ocorreu efeito similar entre 0s mesmos grupos
somente aos 150um de profundidade, em que os valores praticamente equivaleram.
Desse modo, embora a utilizacdo do DF represente a realidade do paciente, e,
independentemente de estar ou ndo realizando controle quimico adjuvante do
biofilme cotidianamente, provavelmente o dentifricio utilizado seja fluoretado, nos
estudos in situ, ndo recomendamos sua utilizacdo nos grupos experimentais (mas
somente no grupo-controle e durante a Fase 2), a fim de evitar mascaramento dos
resultados.

Em relacdo as terapias de combinacdo (associativas), mais estudos sao
necessarios para a elucidacdo de seu mecanismo de acdo especifico (em nivel
bacteriano e no processo de desorganizacao do biofilme dental) e de seu efeito em
aspectos microscopicos qualitativos e quantitativos relativos ao processo DES-RE.
Além disso, a determinacdo da citotoxicidade, da mutagenicidade, da atividade
inflamatoria e de efeitos adversos de agentes bioativos especificos encontrados nos
EEP (apigenin e tt-farnesol), os quais ja tiveram sua eficacia comprovada contra
microrganismos cariogénicos e no controle da carie dentaria, em experimentos in
vitro e com modelos animais, seria Util para a generalizagdo desses agentes em
ensaios clinicos com humanos, o que representaria importante avanco, tendo em
vista uma maior especificidade, padronizacao e controle das soluc¢des testadas.

Embora todas as solucdes testadas tenham sido efetivas no controle do
processo DES-RE e na supressdao dos microrganismos avaliados, a terapia
combinatéria (EEP 5% + NaF 0,05%) apresentou o melhor desempenho em relacdo

as variaveis testadas.
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Os resultados desse experimento representam significativo avango no que se
refere a possibilidade de utilizacdo dos EEPs para o controle da doencga carie, tanto
em parametros microbiolégicos quanto em aspectos fisicos inerentes ao processo
DES-RE. Nesse sentido, por se tratar de um estudo in situ, o qual tem a premissa de
simular os eventos ocorridos no ambiente bucal, o fato de que a terapia de
associacdo obteve o melhor desempenho dentre todas as substancias testadas
torna-se mais relevante ainda, principalmente como uma alternativa a utilizacdo do
FFA.

Embora haja necessidade de mais estudos nesse campo, como a realizacéo
de ensaios semelhantes que utilizem microscopia de luz polarizada, microscopia
confocal e microrradiografias, acreditamos que ha suporte biologico e fisico para que
os EEPs (ou, futuramente, algum agente bioativo especifico dos EEPs) sejam

utilizados para o controle de lesdes incipientes de carie.



7 CONCLUSAO

Baseado nas condicbes experimentais desse estudo, concluiu-se que a
associacado do EEP 5% ao NaF 0,05% é efetiva no reequilibrio do processo DES-RE
e na supressdo da microbiota cariogénica, mostrando-se superior as demais

solucbes avaliadas.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MATO GROSSO DO SUL
Faculdade de Odontologia Professor Albino Coimbra Filho
CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
1.TITULO DA PESQUISA:

Acdao da Prépolis de Apis mellifera associada ao Fluoreto de Sédio no processo de
Remineralizagdo de Manchas Brancas e sobre a Microbiota Cariogénica: Estudo in
situ.

2. RESPONSAVEL:

- A presente pesquisa constituira a tese de doutorado do pesquisador Alessandro Diogo
De Carli, sob orientagédo do Professor Dr. Paulo Zarate Pereira.

3. OBJETIVOS:

- Verificar as alteragbes promovidas na composicdo do biofilme cariogénico sobre a
superficie do esmalte decorrentes das a¢des quimicas das substancias testadas e seu efeito
sobre a remineralizacdo de manchas brancas.

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 no laborat6rio de microbiologia da UFMS. Na fase clinica, os voluntarios usaréo
um dispositivo intrabucal por 14 dias, 24h/dia, onde sera gotejada sacarose 20% sobre
blocos de esmalte fixados no dispositivo 8 vezes/dia. Em uma outra etapa, os voluntarios
procederdo de maneira similar a fase anterior, sendo que, apos a ultima higienizacdo bucal
diaria, serdo gotejadas duas gotas da substancia-teste sobre cada bloco de esmalte,
também durante 14 dias. O gotejamento, tanto da sacarose quanto das substancias teste,
deve ser realizado fora da boca do voluntario. Apds o término de cada etapa, sera feita a
coleta do biofilme para anélise microbiolégica e da microdureza do esmalte.

5. RECOMENDACOES:

- Nenhum tipo de colutério ou medicamento antimicrobiano podera ser utilizado durante
0 experimento.

6. RISCOS:

- Nao h& evidéncia cientifica de efeitos colaterais relatados pela literatura frente a
utilizacdo dessa metodologia. Porém, caso o voluntario perceba ou suspeite de algum sinal
ou sintoma, devera comunicar o responsavel pela pesquisa imediatamente.
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7. PRINCIPIO DA AUTONOMIA:

- Fica o voluntério livre para desistir de participar do trabalho de pesquisa, em qualquer
fase de seu desenvolvimento;

- Compromete-se o responsavel pela pesquisa de que a participagdo do voluntério seja
inteiramente espontéanea, livre de qualquer tipo de coacdo, comércio ou instrumentos
semelhantes.

8. BENEFICIOS:

- Os voluntarios terdo seu risco de carie diagnosticado e segundo o qual receberao
orientagdes para o seu controle (informagdes sobre dieta e higienizagéo) e proservacao.

9. COMITE DE ETICA:

- Em caso de duvidas sobre aspectos éticos e direitos dos voluntéarios, procurar: Comité
de Etica da UFMS no fone (67) 3345-7313 ou (67) 3345-7187; Orientador (67) 9984-0804;
Pesquisador (67) 81236797.

AUTORIZACAO

Eu, , documento RG
n° , residente a

rua ,bairro , No municipio
de Estado_ , DECLARO estar ciente das condigdes do

trabalho de pesquisa, A¢do da PrOpolis de Apis mellifera associada ao fluoreto de
Sodio no processo de Remineralizagdo de Manchas Brancas e sobre a Microbiota
Cariogénica: Estudo in situ, de responsabilidade do pesquisador Alessandro Diogo De
Carli, no qual participo como voluntario, assumindo as responsabilidades previstas e
comprometendo a seguir todas as recomendacoes.

, de de 2009.

Assinatura do Voluntario
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Carta de Aprovagdo

A minha assinatura neste documento, atesta que o protocolo n° 1393 do
Pesquisador Alessandro Diogo de Carfi intitulado “Acdo da Propolis de Apis mellifera
associada ao fluoreto de Sédio no processo de Remineralizacio de manchas brancas e
formagdo do biofifme cariogénico: Estudo in situ”, e o seu Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, foram revisados por este comité e aprovados em reunido ordindria
no dia 04 de junho de 2009, encontrando-se de acordo com as resolucdes normativas do

Ministério da Sajide.

A
Prof. Paulo Roberto Haidamus de Oliveira Bastos
Coordenador em exercicio do Comité de Etica em Pesquisa da UFMS

J

Campo Grande, 04 de junho de 2009.

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

bioetica@propp.ufms.br

fone OXX67 345-7187
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