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RESUMO

A cérie dentaria € uma condicdo patoldgica crénica agucar-dependente modulada por
multiplos fatores e associada a uma disbiose da cavidade oral. Ela se caracteriza por
uma desregulacdo no processo des/remineralizacdo da matriz dentaria, podendo
ocorrer em esmalte e/ou dentina, por meio da producdo de &acidos pelos
microrganismos presentes no biofilme dentario, como Streptococcus mutans.
Microrganismos gram-negativos (MOGN) como Porphyromonas gingivalis, Tannerella
forsythensis, Treponema denticola, Prevotella intermedia, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans estdo intimamente ligados com o processo de gengivite e
doenca periodontal, sendo encontrados no biofilme presente nas bolsas periodontais.
Nesse contexto, a Punica granatum Linné (rom&) se apresenta como uma alternativa
natural para auxiliar no controle de microrganismos orais envolvidos nos processos e
a forma farmacéutica de pastilha mastigavel se torna uma alternativa para sua
veiculacdo. Esse estudo buscou avaliar uma pastilha mastigavel a base de Punica
granatum Linné 6,25% na redug&o de microrganismos orais em amostras de saliva
estimulada de voluntarios adultos que fazem uso de aparelho ortodéntico. Trata-se de
um ensaio clinico, randomizado, sendo um estudo piloto transversal. Foram
selecionados para participar do estudo 12 voluntarios. Em relacdo aos MOGN, houve
reducdo de 1.20 (0.24) UFC/mL.log'® (P=0,004408) no grupo teste; enquanto no
placebo, aumento de 0.09 (0.11) UFC/mL.log1°. No caso dos S. mutans, 0.44 (0.41)
UFC/mL.log*° (P=0,002165), e aumento de 0.08 (0.19) UFC/mL.log*° no placebo. Pelo
exposto observou-se que as pastilhas mastigaveis contendo Punica granatum Linné
6,25% foram capazes de reduzir a carga de S. mutans e microrganismos gram-
negativos salivares. A pastilha mastigavel demonstrou seguranca pelo fato de nenhum
participante apresentar efeitos adversos. Esse ensaio clinico piloto apresentou
resultados promissores; entretanto, novos estudos devem ser realizados com um

maior tempo de acompanhamento e maior populacao.

Palavras-chave: Carie dentaria; Pastilha mastigavel, Roma; Microrganismos orais.



ABSTRACT

Dental caries is a chronic sugar-dependent pathological condition modulated by
multiple factors and associated with dysbiosis of the oral cavity. It is characterized by
a deregulation in the de/remineralization process of the dental matrix, which can occur
in enamel and/or dentin, through the production of acids by microorganisms present in
the dental biofilm, such as Streptococcus mutans. Gram-negative microorganisms
(MOGN) such as Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythensis, Treponema
denticola, Prevotella intermedia, Aggregatibacter actinomycetemcomitans are closely
linked to the process of gingivitis and periodontal disease, being found in the biofilm
present in periodontal pockets. In this context, Punica granatum Linné (pomegranate)
presents itself as a natural alternative to help control oral microorganisms involved in
the processes and the chewable tablet pharmaceutical form becomes an alternative
for its delivery. This study sought to evaluate a chewable tablet based on Punica
granatum Linné 6.25% in reducing oral microorganisms in stimulated saliva samples
from adult volunteers who use orthodontic braces. This is a randomized clinical trial,
cross-sectional pilot study. Twelve volunteers were selected to participate in the study.
In relation to MOGN, there was a reduction of 1.20 (0.24) CFU/mL.log'° (P=0.004408)
in the test group; while on placebo, an increase of 0.09 (0.11) CFU/mL.log™. In the
case of S. mutans, 0.44 (0.41) CFU/mL.log*° (P=0.002165), and an increase of 0.08
(0.19) CFU/mL.log*° in placebo. From the above, it was observed that chewable tablets
containing Punica granatum Linné 6.25% were able to reduce the load of S. mutans
and gram-negative salivary microorganisms. The chewable tablet demonstrated safety
in that no participant experienced adverse effects. This pilot clinical trial showed
promising results; however, new studies must be carried out with a longer follow-up

period and a larger population.

Keywords: Dental cavity; Chewable tablet; Pomegranate; Oral microorganisms.
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1 INTRODUCAO

Estima-se que a carie dentaria acometa a populagcdo mundial quase em
sua totalidade, podendo ser considerada a condicdo patolégica mais prevalente na
humanidade. Durante muitos anos, o papel do Streptococcus mutans foi explorado,
sendo caracterizado como o principal agente causador da doenca carie; entretanto,
com advento da biologia molecular foi possivel verificar que outros microrganismos
estdo envolvidos no processo, entre eles as bactérias gram-negativas, sendo
participes também do processo de cariogénese bem como da periodontite (Siqueira
et al., 2021; Simon-Soro; Mira, 2015; valadas et al., 2019).

A cérie dentéria € uma condicao patoldgica crénica agucar-dependente
modulada por multiplos fatores e associada a disbiose da cavidade oral. Ela se
caracteriza por uma desregulacdo no processo des/remineralizacdo da matriz
dentaria, podendo ocorrer em esmalte e/ou dentina, por meio da producéo de acidos
pelos microrganismos presentes no biofilme dentério (Fraga et al., 2020; Rodrigues
Neto et al., 2021).

Uma complexa comunidade de microrganismo esta presente no biofilme
dentario em situacdo de equilibrio; entretanto, apds a ingestédo de alimentos ricos em
carboidratos fermentaveis, esses microrganismos acidogénicos irdo utilizar esse
substrato, produzindo &cido e liberando para o meio. Nesse momento, 0S
microrganismos &cido-resistentes prevalecem frente aos microrganismos acido-
sensiveis presentes no biofilme, favorecendo o processo de disbiose e tornando o
biofilme cada vez mais acidogénico, favorecendo o processo de desmineralizacéo da
matriz dentéria (Furtado Junior et al., 2020; Rodrigues Neto et al., 2021).

Fatores sociais e econdmicos estao relacionados a uma maior incidéncia
de cérie dentaria como: grau de instrucado, dieta rica em carboidratos fermentaveis,
acesso a servicos de saude e produtos de higiene oral, assim como agua de
abastecimento fluoretada. Fatores relacionados ao individuo como idade, imunidade,
niveis hormonais e salivagdo também seréo relevantes para o desenvolvimento da
doenca carie (Fraga et al., 2023; Girdo Junior et al., 2022; Silva et al., 2019).

Dentre os fatores retentivos de placa dentaria cita-se o uso de aparelhos e
contencdes ortodonticas, pois favorecem um maior acumulo de biofilme, dificultando
sua limpeza e desestabilizacdo o que ira gerar um desequilibrio do microbioma com

crescimento de espécies como S. mutans, Lactobacillus spp. e bactérias gram-
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negativas facilitando o processo de producao de acidos e desmineralizacado da matriz
dentaria e concomitantemente a gengivite e doenca periodontal (Furtado Janior et al.,
2020; Lotif et al., 2022; Siqueira et al., 2021).

Os S. mutans séo classificados como cocos gram-positivos do grupo “A” de
Lancefield, sendo aciduricos e acidogénicos, que utilizam a sacarose e outros
carboidratos fermentaveis para producdo de polissacarideos extracelulares para
favorecer a adesédo do biofilme a matriz dentéria. Dessa forma, apesar de néo ser o
anico microrganismo envolvido na cariogénese ira participar ativamente desse
processo (Fraga et al., 2023; Valadas et al., 2021a).

Cocos gram-negativos também sdo encontrados na cavidade oral, os do
género Moraxella, cujo principal representante € a M. catarrhalis, habitam
principalmente a lingua e a mucosa oral, sedo microrganismos potencialmente
patogénicos para esses tecidos, quando em situacdo de desequilibrio (Walsh;
Oliveira-Neto; Moore, 2017).

Outros microrganismos gram-negativos como Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythensis, Treponema denticola, Prevotella intermedia, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans estdo intimamente ligados com o processo de gengivite e
doenca periodontal, sendo encontrados no biofilme presente nas bolsas periodontais.
Entretanto, trés espécies, P. gingivalis, T. forsythensis e T. denticola, formam o
chamado complexo vermelho e sdo potencialmente mais patogénicas, favorecendo o
processo de reabsorcao 6ssea por conta da inflamacao sustentada (Usui et al., 2021).

As lesBes cariosas cavitadas, geralmente, sdo manejadas por meio de
tratamento restaurador se utilizando recursos como restauracdo com amalgama de
prata, iondbmero de vidro e resinas compostas. Entretanto, novas tecnologias como
aplicacdo de laser ou permeacdo de farmacos em nanoparticulas sdo estratégias
terapéuticas que buscam restaurar o tecido lesado (Cagetti et al., 2015).

O uso de produtos naturais acompanha a humanidade desde os primordios
e foi protagonista no desenvolvimento da industria farmacéutica. Existem diversas
evidéncias da efetividade de produtos naturais na prevencdo e tratamento de
condicdes que acometem a cavidade oral como a cérie dentéria, gengivite e doenca
periodontal. Os produtos naturais muitas vezes favorecem o acesso ampliado e a
melhor aceitacao pela populagdo contribuindo para uma boa adesdo ao tratamento
(Furtado Junior et al., 2020; Siqueira et al., 2021; Valadas et al., 2021b).
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Pastilhas mastigaveis sao formas farmacéuticas que apresentam boa
aceitacao por parte dos pacientes, permitindo a autoadministracdo pela simplicidade
de uso e que auxiliam no processo de adesdo ao tratamento farmacoldgico. Além
disso, podem carrear principios ativos que serdo liberados e irdo agir na cavidade oral
ou absorvidos sistemicamente, tendo a facilidade de poderem ser administradas sem
a necessidade de agua e ja estando com uso amplamente difundido na populacéo,
disponiveis no mercado farmacéutico como produtos para tratamento de afec¢des da
orofaringe e halitoses (Fraga et al., 2023; Siqueira et al., 2021).

Nesse contexto a P. granatum Linné (romd) se apresenta como uma
alternativa natural para auxiliar no controle de microrganismo orais envolvidos nos
processos de cariogénese, pulpite, necrose pulpar, gengivite e doencga periodontal.
Em sua composicdo fitoquimica apresenta constituintes ativos importante:
flavonoides, taninos como a punicalagina e outros compostos fendlicos, responsaveis
por suas acdes terapéuticas. Estudos anteriores j4 avaliaram a acdo de produtos
farmacéuticos veiculando extrato de P. granatum Linné em proteses dentarias, canais
radiculares e na forma de colutérios (Carvalho Neto et al., 2021; Esawy et al., 2019;
Mallya et al., 2019).

Este estudo objetivou avaliar a atividade antimicrobiana de uma pastilha
mastigavel contendo extrato de P. granatum Linné em concentracdes salivares de

microrganismos orais gram-negativos e S. mutans.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cérie dentéria

A carie dentaria € uma condicdo patologica cronica acgucar-dependente
causada por uma disbiose na cavidade oral e modulada por mdultiplos fatores, que em
desequilibro ird favorecer a desmineralizacdo da matriz dentaria em esmalte ou
dentina num processo induzido pela producao de acidos pela microbiota cariogénica
no biofilme dentério (Fraga et al., 2020; Rodrigues Neto et al., 2021).

Tendo em vista a sua epidemiologia, a carie dentaria é um processo
patolégico que pode acometer de 80-90% da populacdo mundial e, quando nao
tratada de forma adequada, sera a principal causa de auséncias de elementos
dentarios (Simén-Soro; Mira, 2015; Wang et al., 2021).

No Reino Unido verificou-se que 34% das criangas de 12 anos e 46% das
criangas de 15 anos apresentaram experiéncia de “carie obvia” (lesdo n&o cavitada
na dentina), mas que 57% e 63% delas, respectivamente, apresentaram lesdes
precoces de céarie no esmalte ndo cavitada (Wang et al., 2021).

Paises como Brasil, México e Coldombia apresentaram, nos ultimos anos,
reducdo na taxa de caries em dentes prementes. Entretanto, na América Latina, no
geral, ainda se apresenta uma situacdo alarmante, na qual estima-se que mais de
50% das criangas e mais de 85% dos adultos tenham sofrido experiéncia de cérie em
denticdo decidua (Sampaio et al., 2021).

No Brasil, o Ministério da Saude realizou levantamentos epidemiolégicos
nacionais em saude bucal em 1986,1996, 2003 e 2010. O publico analisado foram
criancas com idade de 12 anos. Em 2003, 69% da populacdo estudada apresentava
carie dentaria. Entretanto, no ano de 2010, houve diminuicdo para 56%. Pode-se
inferir que houve investimentos governamentais que favoreceram uma melhora nas
condi¢bes bucais dos adolescentes desta faixa etaria, por meio de politicas publicas,
gue minimizaram as dificuldades de acesso ao servico de saude bucal e tratamento
odontoldgico (Brasil, 2012).

Os inquéritos de saude bucal internacionais adotam a idade de 12 anos
como parametro basico para uso do indice CPO-d [que significa 0 nimero médio de
dentes permanentes cariados, perdidos e obturados (restaurados)]. Os valores do

indice correspondem aos graus de severidade: muito baixo (0,0 a 1,1); baixo (1,2 a
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2,6); moderado (2,7 a 4,4); alto (4,5 a 6,5); e muito alto (6,6 e mais). Condicdes
socioeconémicas desfavoraveis, baixo nivel de instrucdo dos cuidadores, dificuldade
de acesso aos servigos de saude, habitos de higiene deficitarios e dieta cariogénica
levam a valores elevados desse indice, que indica mas condi¢cfes de saude bucal da
populacao, assim como também pode indicar limitado acesso ao fluor (Brasil, 2012).
No Brasil, em 2010, obteve-se um indice CPO-d de 2,1, correspondendo a
um grau de severidade baixo. Assim, foi verificada reducdo evolutiva nesse indice

desde o primeiro inquérito de saude bucal em 1986 (Quadro 1; Brasil, 2011).

Quadro 1 — Evolucao temporal do indice CPO-d no Brasil e suas Regides em

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

Fonte: Brasil (2011).

Nos ultimos anos, a doenca cérie teve sua prevaléncia diminuida, assim
como os graus de severidade das lesdes em paises desenvolvidos. Entretanto,
percebe-se que ela ainda € um desafio para os programas de saude publica de paises
em desenvolvimento, tendo em vista alguns determinantes como: alto consumo de
calorias vazias por meio carboidratos fermentaveis, baixa exposi¢do ao fluoreto em
produtos de higiene, e dificuldade no acesso a servicos de saude bucal (Fraga et al.,
2020; Hancock; Zinn; Schofield, 2020).

Ja estd bem estabelecida a relacdo entre a alta ingestdo alimentar de
acucares e a carie dentaria, tendo em vista que sua patogénese € um mecanismo
dependente do carboidrato fermentavel proveniente da dieta. Foi verificado, também,
que a experiéncia de carie € menor em adultos e criancas que apresentam um perfil
de consumo inferior a 10% de acucares livres na sua ingestdo energética total
(Hancock; Zinn; Schofield, 2020).

Aléem da quantidade de carboidratos da dieta, o tipo de acucar ingerido
também é relevante para a cariogenicidade do alimento. Alimentos ricos em amidos e

farindceos refinados tendem a ser mais retentivos, o que favorece sua adesado na
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parede dentaria e maior interacdo com o biofilme que ira utilizad-lo como substrato para
a producao de acido e glucano. Outra questado importante € que farinadceos e amido
que foram cozidos e processados, além de bebidas adocadas como refrigerantes,
apresentam uma maior acidez em meio bucal, favorecendo ainda mais o processo de
desmineralizacdo por uma via direta (Hancock; Zinn; Schofield, 2020).

A estrutura mineral dentaria € formada majoritariamente por hidroxiapatita,
sua perda faz parte do processo patolégico da doenca cérie. Naturalmente, ocorrem
fases, na superficie dentéria, de ganho mineral (remineralizacdo) e perda mineral
(desmineralizacdo) em superficies cobertas por biofilmes integros. Quando a
desmineralizacdo atinge um nivel maior que a mineralizacdo, tem-se instalada a

cariogénese (fig. 1; Fraga et al., 2020).

Figura 1 — Processo simplificado des / remineralizacéo

Carie Dentariza | | Reparc Dentario |
| DESI‘T‘IIHEFclIZcCcD | Remineralizagéo

*Biofilme; / \ *Flucreto;

*Carboidratos *Czlcio;
fermentaveis: *Fosfato;

Fonte: Rodrigues Neto (2017).

A saliva é a primeira barreira biolégica no processo defensivo contra a
erosdo dentaria, ela forma uma pelicula na superficie dentaria, que apresenta efeito
tamponante, capacidade de diluir e neutralizar acidos, além de fornecer ions calcio e
fosfato, diminuindo a taxa de desmineralizacdo e aumentando a taxa de mineralizag&o
da matriz dentéria, dessa forma o estimulo da salivagdo € uma estratégia protetora

frente a carie, que pode ser conseguido pela mastigacao (Lopes et al., 2020).
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2.2 “Streptococcus mutans”

Uma das pedras fundamentais da microbiologia clinica, o postulado
classico de Koch, descreve que uma doenca infecciosa sempre sera causada por um
microrganismo patogénico, sendo esse um norteador para pratica clinica. Em meados
da década de 1920, houve o isolamento de S. mutans em lesdes cariosas cavitadas;
dessa forma, tendo mente o famoso postulado de Koch, o microrganismo em questao
foi caracterizado como o agente etiolégico da doenca carie. Sua importancia clinica
perdurou durante décadas como o principal patdégeno envolvido nesse processo.
Dessa forma, essas bactérias nortearam, por muitos anos, as condutas de prevencao,
diagndstico e tratamento dessa condicao clinica (Fraga et al., 2023; Rodrigues Neto
et al., 2021, Siqueira et al., 2021; Simon-Soro; Mira, 2015).

No entanto, com o passar dos anos e avangos de novas pesquisas no
campo da cariologia, o protagonismo do S. mutans comecou a ser divido com novos
atores, microrganismos que também foram isolados em lesBes cariosas cavitadas:
Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. Dessa forma, foi verificado que néo existia
apenas um agente cariogénico, mas que a génese das lesdes cariosas era favorecida
por uma complexa associa¢cédo de microrganismo aciduricos e acidogénicos presentes
no biofilme bacteriano aderido a superficie dentaria (Siqueira et al., 2021; Simén-Soro;
Mira, 2015).

Os S. mutans sdo cocos gram-positivos, a-hemoliticos, catalase negativos,
anaerobios facultativos, acidogénicos e aciduricos; eles apresentam a capacidade de
formar polissacarideos extracelulares, por meio do aproveitamento energético da
hidrolise, predominantemente da sacarose em dietas altamente cariogénicas,
favorecendo a adesdo bacteriana a superficie dentaria, assim como, outros
microrganismos num complexo biofilme organizado (Fraga et al., 2020; Fraga et al.,
2023).

Apesar do S. mutans n&do ser o principal microrganismo envolvido no
processo da cariogénese, por conta do tempo de pesquisa e conhecimento de suas
estruturas e metabolismo, bem como sua forte presencga no biofilme dentario maduro
e estavel, continuam sendo o principal microrganismo pesquisado, com marcadores
indiretos de corrupgéo do biofilme. O aumento de concentragdo de S. mutans no

biofilme bacteriano esta relacionado a uma maior disbiose da comunidade microbiana
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e um risco aumentado do surgimento e progressao de lesdes cariosas frente a uma
dieta cariogénica (Fraga et al., 2020; Rodrigues Neto et al., 2019).

Num cenario de equilibrio do microbioma oral, microrganismo acidogénicos
utilizam os carboidratos fermentéveis provenientes da dieta em seu metabolismo, que
favorece o processo de desmineralizacdo da matriz dentaria mediado por acido, dessa
forma quanto mais aderido a superficie dentaria e quanto mais acido for produzido
maior a probabilidade de uma desmineralizagdo mais efetiva culminando em uma
cavitacao cariosa (Fraga et al., 2020; Silva et al., 2019; Simon-Soro; Mira, 2015).

Uma comunidade microbiolégica organizada em uma matriz extracelular
adesiva que fica aderida as superficies dentarias constitui o biofilme, que em
condig¢Bes propicias como uma grande ingestdo de carboidratos fermentéveis, podera
haver corrupgcdo desse microssistema culminando em alteracdes bioquimicas e
microbiolégicas que irdo favorecer o processo de desmineralizacdo (Simén-Soro;
Mira, 2015).

Quando esse biofilme maduro se mantém acumulado sobre as superficies
dentérias, se tem um fator critico para desenvolvimento da lesdo cariosa. Se o controle
mecanico nao ocorre e ndo ha a desestabilizacdo do biofilme amadurecido, assim
ocorrerd uma pressdo natural com selecdo de microrganismo aciddricos e
acidogénicos como os dos géneros Streptococcus spp. e Lactobacilos spp. que seréo
agora dominantes favorecendo um menor pH do meio e, consequentemente, 0
processo de desmineralizacdo dentaria (Fraga et al., 2020; Simén-Soro; Mira, 2015).

O processo de pressédo seletiva dos microrganismos no biofilme pode ser
elucidado da seguinte maneira: de modo inicial existe uma alta oferta de carboidratos
fermentéveis oriundos da dieta na cavidade oral. Dessa forma, os microrganismos 0s
utilizam em processos fermentativos, que servindo ao seu metabolismo energético,
gerando acido como produto das reacfes bioquimicas. Além disso, também ocorre a
sintese de polissacarideos extracelulares para adesao do biofilme. Num segundo
momento, ocorre um periodo de “fome de acgucar’, causando a selegao dos
microrganismos mais adaptados as condicdes do meio (Fraga et al., 2020; Rodrigues
Neto et al., 2021; Simén-Soro; Mira, 2015).

Em recente estudo foi verificado que o consumo de alimentos e
suplementos ricos em nitratos geram uma resiliéncia no biofilme, diminuindo a
producdo de acidos e, consequentemente, a diminuicdo do pH no meio. Sendo

verificado também aumento do consumo de lactato pelas bactérias, assim como o
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crescimento de individuos do género Rothia e Neisseria no biofilme (ROSIER et al.,
2021).

Esses microrganismos foram estudados intensamente nas Ultimas
décadas, tendo sido isolados constantemente na cavidade oral. Oito sorotipos
correspondentes ao grupo mutans séo reconhecidos atualmente e ja € estabelecido
que individuos que apresentam um desequilibrio do microbioma na superficie dentaria
possuem também uma maior carga microbiana de S. mutans e S. sobrinus na
cavidade oral (Maki et al., 2014).

2.3 Doenca periodontal e microbioma

A periodontite pode ser classificada como uma doenga crénica inflamatoria,
multifatorial e, quando ndo abordada adequadamente, pode levar a danos
irreversiveis aos tecidos de sustentacdo dentario (ligamento periodontal, cemento e
0sso alveolar) e, consequentemente, a perdas dentérias. Dentre os determinantes de
génese e progressao da doenca periodontal verifica-se uma intensa carga microbiana
na placa dentaria que leva ao organismo a um revide com uma resposta exacerbada
imune-inflamatoria (Liccardo et al., 2019).

Ressalta-se que, além da importancia evidente para saude oral do
paciente, a doenca periodontal apresenta repercussdes patolégicas sistémicas, haja
vista a relac@o jA bem documentada entre a doenca periodontal e a dificuldade do
controle glicémico do paciente diabético, assim como a maior taxa de progressao da
doenca periodontal no paciente diabético ndo controlado. Além disso, ja é verificado
que a doenca periodontal sera um agravante no escore do fator de risco
cardiovascular (Graves; Ding; Yang, 2020; Liccardo et al., 2019).

Condicdes inflamatérias crénicas, como no quadro de obesidade, tendem
a levar os individuos a agravar a progressao da doenca periodontal, modulando a sua
gravidade. Assim, foi estabelecida uma relacédo entre a adiposidade abdominal e o
agravamento da doenca periodontal. Além da inflamacéo, a microbiota da cavidade
oral tende a ser modificada, principalmente no que diz respeito aos membros do
complexo vermelho (Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema
denticola). Fatores como indice de massa corporal e circunferéncia da cintura afetam
negativamente essa relacéo. Outra questéo relevante € que a adiposidade abdominal

aumentada favorece a resisténcia a insulina, fazendo com que se tenha niveis de



22

glicose mais elevados. Assim, a situacdo de hiperglicemia sustentada também
resultada num pior prognostico da evolugcédo doenca periodontal (Andrade et al., 2021,
Graves; Ding; Yang, 2020; Liccardo et al., 2019).

Na cavidade oral, uma diversidade de comunidades microbianas se
desenvolve aderidas as superficies radiculares. Nesse ambiente, se tornam
protegidas da acédo do oxigénio e das forcas de cisalhamento que ocorrem durante a
mastigacdo. Essas comunidades que residem no meio subgengival utilizam o fluido
crevicular gengival como fonte nutricional. Esses complexos grupos sdo compostos
por varios microrganismos (bactérias, archaea, fungos e virus). Deste, as bactérias
sao os individuos mais abundantes, sendo representados por aproximadamente 500
espécies na placa subgengival. Bactérias do género Actinomyces spp., COCOS gram-
positivos, sdo as mais abundantes em situacdo saude periodontal, sendo os primeiros
microrganismos a colonizar as superficies dentarias higidas. Em conjunto com os
Streptococcus spp., 0s Actinomyces spp. formam as bases da placa dentaria. Em
suma, em um cenario de saude periodontal e gengival, o biofilme serd composto por
bactérias gram-positivas e algumas poucas espécies gram-negativas, mas que sao
abundantes em numero de individuos (Curtis; Diaz; Van Dyke, 2020).

Evidéncias demonstram que numa higiene oral deficitaria ocorre alteracao
nas espécies dominantes presente na comunidade microbioldgica subgengival. Apos
duas a trés semanas, com acumulo de placa dentaria estabilizada, ocorrera uma
corrupgdo do biofilme com colonizacdo intensa de morfotipos gram-negativos
(bastonetes, filamentosos e espiroquetas) culminando na inflamacéao clinica do tecido
gengival. Dessa forma, o processo de gengivite ocorre com a deplecdo de espécies
gram-positivas no meio e o0 exponencial crescimento de gram-negativas como
Prevotella spp., Selenomonas spp., e F. nucleatum ss. polymorphum (Curtis; Diaz;
Van Dyke, 2020; Mira; Simon-Soro; Curtis, 2017).

Assim como na génese da gengivite, o desenvolvimento da periodontite
esté intimamente ligado a uma disbiose nas comunidades subgengivais. Novamente
se tem um enriguecimento do biofilme com microrganismos gram-negativos, porém
diferentes daqueles encontrados na situacdo de gengivite. Entre as espécies
prosperas nesse processo cita-se a triade do complexo vermelho: T. denticola, P.
gingivalis e Tanneralla forsythia; entretanto, varios outros géneros de Treponema spp.
sédo abundantes nesse meio. Diferentemente de outras condi¢des clinicas nas quais

se tem uma diminuicdo da diversidade da microbiota (carie dentaria e doenca
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inflamatoria intestinal), na doenca periodontal ocorre o contrario, com aumento de
espécies presentes no biofilme, o que denota uma cooperacao para utilizacdo dos
nutrientes entre os diversos nichos provenientes do fluido crevicular. Aléem disso,
alguns microrganismos residentes como a P. gengivalis apresentam a capacidade de
modular negativamente a imunidade por inibicAo da atividade da interlecina-8,
favorecendo o crescimento microbiano; situacdo semelhante que se encontra em
lesGes de cancer colorretal e polipos (Curtis; Diaz; Van Dyke, 2020; Mira; Simon-Soro;
Curtis, 2017).

Na cavidade oral h4 uma complexa comunidade de microrganismo que, em
disbiose, pode culminar em doencas. Além das bactérias do género Streptococcus
spp. e Lactobacilos spp. outros microrganismos podem participar do processo
cariogénico como 0s gram-negativos que também podem participar de génese da
doenca periodontal (Curtis, 2017; Lotif et al., 2022; Mira; Simon-Soro; Furtado Junior
et al., 2018; Nyvad; Takahashi, 2020).

O pH do biofilme, geralmente, varia de 5.5 a 7.0; entretanto, em situacdes
de desequilibrio alimentar, salivar ou inflamatério podem causar variacbes no pH,
favorecendo processos como a cariogénese ou gengivite, a depender do desvio de
pH ocasionado (Mira; Simon-Soro; Curtis, 2017; Nyvad; Takahashi, 2020).

O equilibrio do pH também pode ser modificado para valores mais altos,
situacdo que ocorre em resposta a gengivite, numa reacado inflamatdria ao desafio
microbiano, levando a quebra da homeostase e a degradacdo do periodonto. Na
gengivite se aumenta a producado de fluido crevicular no sulco gengival, assim sao
liberados produtos alcalinos citotoxicos que levam o pH préximo a um ambiente de
neutralidade. Como reposta, a comunidade microbiana entra num estagio de
degradacédo de proteinas e aminoacidos, essa protedlise continua, juntamente com a
acdo de bactérias que neutralizam &cido (Fusobacterium spp. e Prevotella spp.)
auxiliam na formacao de um ambiente alcalino e favorecem a sucesséao e colonizagao
do meio por bactérias que apresentam tropismo por tecidos inflamados
(“inflamofilicas”) e que sao sensiveis ao meio acido como Porphyromonas gingivalis
(Mira; Simon-Soro; Curtis, 2017; Nyvad; Takahashi, 2020).
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2.4 “Punica granatum” Linné

2.4.1 Definicdo e composi¢ao quimica

A Punica granatum Linné € um vegetal de vida longa podendo alcancar até
200 anos de longevidade. Em média, alcanca de 12 a 16 pés de altura, apresenta
folhas brilhantes e flores vermelhas, brancas, geralmente grandes, tem calice tubular
e apresentam um fruto vermelho escuro (fig. 2), a rom&, em forma de granada, tendo
as sementes envolvidas numa membrana embebidas por um sumo vermelho e azedo,
sendo separadas por um pericarpo membranoso e branco. A roma é o membro mais
conhecido da familia Punicaceae, acredita-se que sua origem seja no Afeganistdo e
Ird, sendo uma planta vastamente cultivada em toda a Asia Central, Himalaia, Leste,

sudoeste americano (inclusive no Brasil) e area mediterranea (Eghbali et al., 2021).

Figura 2 — Fruto e flor de Punica granatum Linné (roma)

Fonte: Mundo Educacéo (2023).

Os polifendis sdo a principal classe de compostos quimicos encontrados
nos produtos de extragdo da P. granatum Linné. Dentre eles os mais abundantes séo
0os taninos hidrolishveis (galotaninos, elagitaninos, ésteres galagilicos,
hidroxicindmicos &cidos e acidos hidroxibenzodicos.), responsaveis pela agéo
adstringente que “trava a boca”. A punicalagina € o principal representante dos
elagitaninos, sendo encontrada no pericarpo, casca, flores e sementes, podendo ser
isolada cromatograficamente. Acido galico, acido elagico, acido cafeico, &cido
clorogénico, &cido p-cumarico, aglicona, e o acido ferulico também foram isolados da
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roma. A estrutura desses compostos pode ser verificada na figura 3 (Carvalho Neto et
al., 2021; Esawy et al., 2019; Eghbali et al., 2021; Mallya et al., 2019).

Figura 3 — Principais compostos fendélicos presentes na Punica granatum
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Fonte: Adaptado de Eghbali et al. (2021)

Na roma também sao encontrados flavondis e flavonas como: catequina,
epicatequina, galocatequina, kaempferol, quercetina e apigenina (fig. 4). Esses podem
ser identificados cromatograficamente. Além destes, € verificado a presenca de
alcaloides, acidos organicos, lignanas, minerais e esteroides (Eghbali et al., 2021,

Esawy et al., 2019; Mallya et al., 2019).
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Figura 4 — Principais alcaloides e flavonoides presentes na Punica granatum
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Fonte: Adaptado de Eghbali et al. (2021).

2.4.2 Acéo terapéutica e aplicacdo na saude oral

Além das propriedades nutricionais da P. granatum Linné que estdo bem
documentadas na literatura, podendo inclusive ser candidata a aditivo alimentar
natural por suas propriedades antimicrobianas e antioxidantes, apresenta ainda
diversas atividades terapéuticas como acfes antibacteriana, antifingica, antiviral e
anti-inflamatéria. Dessa forma, podendo ter diversas aplicagfes clinicas seja por uso
popular ou clinico validado. Seu uso ja foi verificado em situagdes como diarreia,
disenteria, hemorroidas, parasitas intestinais, dor de garganta, diabetes, epistaxe e
coceira vaginal, existindo ainda a possibilidade acao cardiotonica (Eghbali et al., 2021,
Mohammad et al., 2012).

Estudos j& demonstram efeito da P. granatum Linné no tratamento
adjuvante da diabetes, onde foi verificado a reducéo da glicemia em jejum. Esse efeito
provavelmente se deve ao alto teor de constituintes quimico antioxidantes por
favorecer a secrecdo de insulina pelas células beta pancreéticas, melhorar a
sensibilidade dos tecidos ao horménio e diminuir o estresse oxidativo e peroxidacao
lipidica (Parsaeyan et al., 2012). Outra questédo importante € que a melhora no controle
dos niveis glicémicos leva a uma melhora na condigdo da saude oral, principalmente
guando se trata de saude periodontal (Graves; Ding; Yang, 2020; Liccardo et al.,
2019). A acao da P. granatum Linné sobre o perfil lipidico também foi verificada, se
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demonstrou que sua utilizacdo em pacientes diabéticos e com dislipidemias foi capaz
de reduzir o colesterol total, fracdo LDL (Parsaeyan et al., 2012).

O efeito antioxidante da P. granatum Linné foi correlacionado com a
diminuicdo de niveis pressoricos em pacientes hipertensos tratados com seu extrato
com reducao das concentracdes de enzima conversora de angiotensina, gerando
dessa forma um efeito cardioprotetor, podendo até apresentar acdo protetora na
remodelacdo cardiaca pés infarto (Eghbali et al., 2021).

Diversos estudos demonstraram que o extrato de P. granatum Linné foi
capaz de inibir a proliferacdo de células tumorais e induzir a sua apoptose. A literatura
relata sua acdo em cancer colorretal, cabeca e pescoco e prostata, assim como a
protecéo de mucosite oral e dermatites induzidas por irradiagéo por radioterapia em
cancer de cabeca e pescoco. Dessa forma, a suplementacdo em pacientes
oncoldgicos pode ser benéfica por conta principalmente da acdo do acido elagico
(Thotambailu; Bhandary; Sharmila, 2019).

Na placa dentaria e na gengivite a P. granatum Linné apresenta acao
terapéutica por meio dos seus compostos, principalmente flavonoides, anti-
inflamatorios e sequestradores de radicais livres que sdo capazes de reduzir o
estresse oxidativo mediado por macréfagos e a peroxidacéo lipidica. Além disso, ja
estd documentado também sua acéo na reducéo das concentracdes de S. mutans da
cavidade oral de modo semelhante a clorexidina, assim como sua atividade no
controle da placa dentaria (Mishra et al., 2019; Prasad; Kunnaiah, 2014). Outros
estudos demonstraram que o uso da P. granatum Linné foi capaz de reduzir os sinais
clinicos da periodontite, sua progressdo e os niveis de interleucinas inflamatorias
teciduais (Sastravaha et al., 2003; Sastravaha et al., 2005).

Dados de um ensaio clinico publicado demonstraram que a P. granatum
Linné se apresenta Util no tratamento da estomatite, podendo ser utilizada veiculada
na forma de géis orais e colutorios apresentando efeito na reducdo da dor nas lesdes
e reducao no tempo para a cura total (Ghalayani et al., 2013). Além disso, outro estudo
demonstrou a sua acao na forma de gel na estomatite protética de modo semelhante
ao Miconazol gel no combate a biofilme formado por Candida spp. (Vasconcelos,
2003).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar uma pastilha mastigavel a base Punica granatum Linné na reducao
da contagem de microrganismos orais em amostras de saliva estimulada de

voluntarios adultos que fazem uso de aparelho ortoddntico.

3.2 Especificos

a) Determinar as variacbes na quantidade de S. mutans através da
quantificacdo das Unidades Formadoras de Colonias por mililitro
(UFC/ml) ap6s o uso da pastilha;

b) Avaliar as varia¢des na quantidade de microrganismos gram-negativos
através da quantificacdo das Unidades Formadoras de Colbnias por
mililitro (UFC/ml) apés o uso da pastilha;

c) Avaliar a seguranca da pastilha mastigavel contendo P. granatum Linné
por meio de avaliacdo de relato de reacdo adversa com aplicacdo do

algoritmo de Naranjo.
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4 METODOLOGIA

4.1 Populacao, producéo e administracao das pastilhas

Um total de 12 voluntarios adultos, de ambos os sexos, livres de céaries,
usuarios de aparelhos ortodénticos fixos que foram acompanhados no complexo
odontoldgico do Centro Universitario Catolica de Quixad4, com indice de placa visivel
(o célculo do indice € executado dividindo-se o numero de superficies contendo placa
pelo numero total de superficies examinadas), foram avaliados por exame clinico.
Assim, foram randomicamente distribuidos para serem administradas as pastilhas
placebo e as pastilhas que continham os produtos naturais.

O processo de producao da pastilha mastigavel foi realizado no laboratério
da Farmécia Escola do Centro Universitario Catélica de Quixada. O principio ativo,
extrato glicolico de P. granatum Linné 6,25% (concentracdo final), foi obtido do Vale
da Juruena no Estado brasileiro de Mato Grosso (Regido: Centro-Oeste, Latitude:
10°19'05" S, Longitude: 58°21'32" W, Altura: 300 m). Amostras foram depositadas no
herbario-voucher Bl 31659 da Universidade Federal de Mato Grosso. Os constituintes
quimicos (punicalagina, acido galico, quercetina e acido p-cumarico) foram
identificados por especialistas do Departamento de Quimica da Universidade Federal
do Ceara (GC- MS, Shimadzu, modelo QP 5050, Japao).

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro
Universitario Catdlica de Quixada (parecer n° 3.935.708). Conforme resolucédo n°.
466/12 de pesquisa envolvendo seres humanos e com a declaracdo de Helsinque sob
0s principios éticos para pesquisas médicas envolvendo seres humanos.

Entéo foi apresentado aos voluntarios o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, no qual foram instruidos sobre a cooperacdo e utilizacdo da pastilha
mastigavel neste estudo. Participantes com histérico de alergias com asma, urticaria,
rinite, sinusite ou lesdo intraoral de tecidos moles foram excluidos do estudo. Nenhum
dos participantes deveria ter se submetido a tratamento antimicrobiano até trés meses
antes do inicio do estudo, nem durante o curso deste ensaio clinico.

Cada participante mascou a pastilha mastigavel uma Unica vez (USO
UNICO), em um periodo de trés a cinco minutos (degluticdo). Logo apds, foram

coletadas as amostras, onde um grupo recebeu aleatoriamente o placebo (pastilha
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mastigavel sem constituintes) e a outro grupo recebeu a pastilha teste (pastilha

mastigavel contendo P. granatum Linné 6,25%).

4.2 Analise de reacOes adversas

Apoés a administracdo da pastilha mastigavel contendo o principio ativo P.
granatum Linné, foi realizada uma analise das reacfes adversas ao uso. Para isso, 0s
voluntarios foram questionados sobre o aparecimento de sintomas tais como prurido,
irritacdo, vermelhiddo, sensacdo de queimacdo na cavidade oral, nduseas, colicas
intestinais e desconforto laringeo. Usou-se o algoritmo de Naranjo como instrumento

de avaliacéo.

4.3 Coleta da saliva

Duas amostras de saliva foram coletadas por etapas. Na primeira etapa, o
paciente mascou um pedaco de Parafilm® (3 cm x 3 cm), para estimular a salivacéo e
liberacdo das bactérias do biofilme dentario. Apés o periodo de 60 segundos, a saliva
foi coletada com auxilio de uma pipeta de Pasteur (3 ml) da boca do voluntéario e
colocada em frasco estéril (Eppendorf®) marcado por um nimero de identificacdo para
posterior analise.

J& a segunda etapa da coleta foi realizada apos a utilizagdo/degluticdo da
pastilha mastigavel, onde todos os patrticipantes foram orientados sobre instrucfes de
escovacao, nao beber, comer ou realizar métodos quimicos ou mecéanicos de controle
do biofilme por, pelo menos, uma hora antes das coletas. Para minimizar a influéncia
dos ritmos circadianos no fluxo salivar todas as amostras foram coletadas entre 9:00
e 11:00 horas.

4.4 Analise microbioldgica

Para isolamento e contagem UFC/ml de S. mutans e bactérias gram-
negativas foram realizadas diluicdbes de 1:10 em solucdo salina 0,9% esteéril,
homogeneizada em agitador de tubo por 30 segundos. Um volume de 0,1 ml de cada
amostra foi transferido para um tubo de ensaio estéril, contendo 0,9 ml de solucéo

salina.
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O volume correspondente a 10 pl de cada amostra de saliva (diluicdo) foi
semeado de forma quantitativa no Agar MAS (Mitis Salivarius Agar) suplementado
com bacitracina (50 pug/ml) e telurito de potassio 1%. A mesma diluicdo das amostras
foi feita para o Agar MacConkey.

Para analise microbioldgica a saliva foi transportada para o laboratorio de
microbiologia em frascos estéreis, contendo gelo (2-8 °C) que permite a analise em
até duas horas, as placas foram incubadas a 37 °C por 48 horas (MAS), em frascos
sobre condicdes microaerofilicas, e 24 horas (Agar MacConkey). Ap6s incubacéo, foi
realizada a contagem estimada das coldnias de Streptococcus do grupo mutans e
bactérias gram-negativas, multiplicando-se o numero de colénias em uma area
padronizada de 1 cm? pelo respectivo fator de diluicdo, sendo expresso o valor em
UFC/ml de saliva.

4.5 Metodologia para anélise de dados

O teste de Mann-Whitney (paramétrico) foi utilizado para comparar as
meédias das duas amostras. Também foi utilizado o teste Wilcoxon, uma vez que as
amostras sdo pequenas. Em todos os testes foi adotado um nivel de significancia de
95%.

4.6 Interpretacéo dos resultados

Apds a coleta de dados através dos formularios, os mesmos foram
inseridos, analisados e organizados através de tabelas e graficos, no banco de dados
do Microsoft® Excel 2016 e Statistical Package for the Social Sciences (SPSS®) versdo

24.0, para Windows.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeitos adversos

Durante e apos a administracdo das pastilhas mastigaveis contendo P.
granatum Linné 6,25% nenhum dos voluntarios apresentou sinais ou sintomas de

reacoes adversas, sendo classificado, assim como score 0 no algoritmo de Naranjo.

5.2 Andlises microbioldgicas

Na tabela 1 séo expressas as concentragdes de microrganismos gram-
negativos salivares, em logio de UFC/ml, do grupo placebo e do grupo que recebeu
a pastilha mastigavel contendo P. granatum Linné 6,25%, antes e apds o tratamento.

Verifica-se que as reducdes intra e intergrupos foram estatisticamente significantes.

Tabela 1 — Concentragdes de em logio de UFC/ml de bactérias gram-negativas
antes e apds o uso da pastilha mastigavel a base de Punica granatum Linné
6,25% e placebo

Antes Depois p-valuet Variagao p-value?
P.granatum  1.20 (0.24) 0.00 (0) 0,034 -1.20 (0.24) 0,004408
Linné
Placebo 1.44 (0.67)  1.53(0.24) 0,181 0.09 (0.11)

I Teste de Wilcoxon; 2 Teste de Mann-Whitney.

Na tabela 2 sdo expressas as concentragcdes de S. mutans salivares, em
logio de UFC/mL, do grupo placebo e do grupo que recebeu a pastilha mastigavel
contendo Punica granatum Linné 6,25% antes e ap06s o tratamento. Verifica-se que as

reducdes intra e intergrupos foram estatisticamente significantes

Tabela 2 — Concentracdes de em logio de UFC/ml de Streptococcus mutans

antes e apos o uso da pastilha mastigavel a base Punica granatum Linné 6,25%

e placebo
Antes Depois p-valuet Variagao p-value?
P.granatum 2.77 (0.66) 2.32(0.73) 0,031 -0.44 (0.41) 0,002165

Linné
Placebo 2.20 (0.83) 2.29 (0.71) 0,419 0.08 (0.19)
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1 Teste de Wilxocon; 2 Teste de Mann-Whitney.

No Gréfico 1 se comparam as medias de variagcao de concentracao salivar
de Unidades Formadoras de Colbnias (UFC) logio de S. mutans e bactérias gram-
negativas antes e apd6s o uso da pastilha mastigavel contendo P. granatum Linné
6,25%. Verifica-se que houve reducao significativa das concentracoes salivares dos

microrganismos testados.

Grafico 1 — Variacdo das concentragcfes de microrganismos salivares antes e
apdés o uso de pastilha mastigavel contendo Punica granatum Linné 6,25%
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Fonte: elaborado pela autora.

No Grafico 2 se comparam as medias de variacdo de concentracao salivar
de Unidades Formadoras de Colbnias (UFC) logio de S. mutans e bactérias gram-
negativas antes e apos o uso da pastilha mastigavel placebo. Verifica-se que houve

aumento das concentracfes salivares dos microrganismos testados.
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Gréfico 2 — Variacdo das concentracdes de microrganismos salivares antes e
apos o uso de pastilha mastigavel contendo placebo
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6 DISCUSSAO

Atualmente, a prospeccao de recursos naturais alternativos e adjuvantes
para o controle da doenca carie € uma realidade. Esses esfor¢os tendem a unir a
terapéutica classica, jA bem documentada em evidéncias de alto impacto, como o0s
fluoretos, e os conhecimentos da etnobotanica com produtos naturais muitas vezes
utilizados de forma ampla por populacéo regional (Rodrigues Neto et al.,, 2020;
Rodrigues Neto et al., 2021).

Aparelhos ortoddnticos e contencgdes fixas sao fatores retentivos de placa
dentaria, pois dificultam a limpeza dos elementos dentarios, favorecendo um maior
acumulo de biofilme e impedindo sua desestabilizacéo, o que ira levar uma disbiose e
corrupcgao desse microbioma por bactérias acidogénicas, aciduricas e microrganismos
gram-negativos favorecendo o processo de cariogénese, gengivite e posteriormente
doenca periodontal com a reabsor¢cdo 6ssea, fruto da inflamacédo crénica tecidual
(Furtado Junior et al., 2020; Lotif et al., 2022; Siqueira et al., 2021).

Ja estda bem documentada a acdo da P. granatum Linné frente a
microrganismo orais relacionados a condicbes patolégicas como céarie dentéria,
gengivite e doenca periodontal (S. mutans, Prevotella spp., Selenomonas spp., T.
denticola, P. gingivalis e T. forsythia), além do seu marcante efeito anti-inflamatério
por conta dos flavonoides e compostos fendélicos presentes no seu fitocomplexo
(Carvalho Neto et al., 2021; Eghbali et al., 2021; Mallya et al., 2019; Mishra et al.,
2019; Somu et al., 2012).

Dessa forma, auxiliar no controle da populacdo microbiana se torna uma
estratégia adjuvante relevante para uma acao preventiva na doenca carie, gengivite e
doenca periodontal em pacientes que utilizam aparelhos ortoddnticos e contencdes
fixas, além da melhoria de condi¢des inflamatdrias presentes nas doencas gengivais
e do tecido de sustentagdo (Furtado Junior et al., 2020; Lotif et al., 2022; Rodrigues
Neto et al., 2020).

As pastilhas mastigaveis incorporadas com P. granatum Linné 6,25%
apresentaram um perfil de seguranca satisfatério, uma vez que os participantes ndo
relataram efeitos adversos ao uso, apresentando um score 0 no algoritmo de Naranjo.
O resultado apresentado se encontra dentro do esperado, uma vez que a P. granatum
Linné € um alimento amplamente empregado na dieta, na producéo de doces e balas,

assim como produto natural com propriedade medicinal vastamente usado pela
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populacdo. Outros estudos corroboram com os dados encontrado relatando a
auséncia de efeitos adversos ao uso da P. granatum Linné na forma de dentifricio,
colutério, gel oral e solucéo de irrigagdo de canais radiculares e gengival (Carvalho
Neto et al., 2021; Eghbali et al., 2021, Eltay et al., 2021; Mallya et al., 2019; Mishra et
al., 2019; Somu et al., 2012).

O uso da pastilha mastigavel contendo P. granatum Linné 6,25%
apresentou efeito positivo na redu¢do do nimero de microrganismos gram-negativos
presentes na saliva dos participantes do estudo, na qual ndo foi evidenciado
crescimento microbiano no poés-tratamento. Essa reducdo foi significante quando
comparado o pré e pos-tratamento, assim como quando comparado com o tratamento
placebo (pastilha sem ativos) (p<0,05). No caso do S. mutans houve uma reducao
também do numero de microrganismos tanto no pdés-tratamento como quando
comparada com o tratamento placebo (p<0,05). Possivelmente, o uso por um periodo
mais prolongado das pastilhas contendo roma possam impactar ainda mais na
reducdo do crescimento microbiano, ndo sé de S. mutans como também de uma maior
diversidade de bactérias presentes na microbiota, como em outros estudos
semelhantes utilizando produtos farmacéuticos a base de P. granatum Linné.

Esses dados corroboram com ensaio clinico realizado, com 80 criancas de
8 a 15 anos, no qual foram testados diferentes colutérios a base de produtos naturais
por 30 dias. Ao final do estudo foi possivel verificar que o colutério a base de P.
granatum Linné foi capaz de reduzir o numero de S. mutans salivares no D16 e D31,
sendo superior ao controle positivo do estudo (colutério de clorexidina 0,12%). Nesse
estudo também foi verificado que o grupo tratado com o colutério de roma apresentou
uma reducédo significativa no indice de placa dentaria, superior ao grupo controle
positivo (Mishra et al., 2019).

Outro ensaio clinico foi realizado utilizando gel de P. granatum Linné no
tratamento de gengivite de 40 participantes tratados por 21 dias. Na conclusao do
estudo verificou-se que os participantes tratados com o gel de roméa apresentaram
uma melhora no indice de sangramento gengival e reducdo do numero de
microrganismos gram-negativos (Cocos e bacilos) presentes na saliva em D7, D14 e
se mantendo em D21. Entretanto, os melhores resultados do estudo foram alcangcados
nos participantes que foram tratados com raspagem e alisamento radicular associado
com o gel de roma&, evidenciando a importancia da associacao das terapias classicas

com os métodos adjuvantes (Somu et al., 2012).
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Um estudo in vitro testou a acao de colutérios de P. granatum Linné com
ou sem associacdo com nitrato de prata nanoparticulado em S. mutans salivares e
bacilos gram-positivos isolados da placa dentaria dos participantes (Lysinibacillus
cresolivorans, Lysinibacillus cresolivorans e Lysinibacillus boronitolerans). Os
colutérios que continha associagdo com prata nanoparticulada apresentaram
resultados superiores na formacdo do halo de inibicdo de crescimento com o0s
microrganismos testados e no teste de concentracgdo inibitéria minima. Além disso, o
colutério incorporado com extrato metandlico e nanoparticulas de prata foi capaz de
solubilizar o calculo dentario de maneira mais eficaz e todos os colutorios testados
associados ou ndo com prata apresentaram acdo anti-hemorragica, o que era
esperado, principalmente por conta dos taninos presentes no fitocomplexo presente
nos extratos de P. granatum Linné (Esawy et al., 2019).

Outro estudo in vitro avaliou a acéo antimicrobiana do extrato aquoso de P.
granatum Linné 20% isolado ou associacdo frente a Enterococcus faecalis (gram-
negativo) na perspectiva de um novo material irrigador de canais radiculares. Foi
verificado que o extrato de roma apresentou resultado semelhante a clorexidina 0,2%
no halo de inibicdo, entretanto a associacao roma + clorexidina e roma + hipoclorito
2,5% apresentaram halos de inibicdo maiores (Mallya et al., 2019).

Em outro estudo diversos extratos vegetais brutos [Caesalpinia ferrea Mart.
(Jucd), Cinnamomum cassia B. (Canela), Mallow sylvestris L. (Mallow), P. granatum
L. (Romé&), Rosmarinus officinalis L. (Alecrim), Aeolanthus suaveolens (Als.) Spreng.
(Macassa), Sysygium aromaticum L. (Cravo) e Tamarindus indica L. (Tamarindo)]
foram testados in vitro frente a microrganismos orais (Fusobacterium nucleatum,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia e Parvimonas micra). Verificou-se
que o extrato de roma foi 0 Unico que inibiu o crescimento de todos 0s microrganismos
testados, apresentando o maior teor de polifendis e gerou a menor producdo de
compostos sulfurados volateis, juntamente com o extrato de juca, esses compostos
séo relacionados a halitose (Veloso et al., 2020).

Um ensaio clinico controlado, duplo cego e registrado avaliou a eficiéncia
da irrigacéo gengival com extrato P. granatum Linné 5% no tratamento da gengivite.
Participaram do estudo 34 pacientes com gengivite cronica, sendo acompanhados por
quatro semanas. Os participantes eram tratados com a raspagem e alisamento
radicular e em seguida tinham a regiéo irrigada com o extrato ou o placebo. Ao fim do

estudo foi verificado diminui¢éo do indice de placa e do indice gengival e melhora nos
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niveis de interleucina-13. Mais uma vez se verifica a importancia da associagao da
terapéutica classica com produtos naturais adjuvantes (Eltay et al., 2021).

Num outro estudo in vitro foi analisada a atividade anticariogénica e anti-
inflamatdria de um colutério de P. granatum Linné associado. A melhor formulacéo foi
roma 3%, trimetafosfato de sédio 0,3% e fluoreto (225 ppm). Foi verifica diminuicao
do biofilme formado por S. mutans -13% (tratado por 1 min.) e 36% (tratado por 10
min.) e 26% (1 min.) e 36% (10 min.) do biofilme em C. albicans. Além disso, a acédo
anti-inflamatoéria foi confirmada pela reducdo da producdo de interlucina-6 em
macrofagos de camundongos (Fernandes et al., 2022).

Apesar de demonstrar uma reducédo inferior na carga microbiana de S.
mutans quando comparada com microrganismos gram negativos a partilha demonstra
resultados promissores que podem ter efeito cumulativos com seu uso por periodo
mais prolongado de modo semelhante a outros estudos, necessitando assim, de uma
abordagem mais longitudinal.

Nesse contexto, verifica-se que a veiculagcdo do extrato de P. granatum
Linné numa pastilha mastigavel pode ser uma estratégia acessivel, de baixo custo,
boa adesédo e viavel como adjuvante na prevencdo da céarie dentaria, gengivite e
doenca periodontal; assim como pode ser associada as terapias classicas como 0s
fluoretos e o tratamento periodontal de raspagem e alisamento radicular para o
manejo clinico dessas condi¢cbes. E importante ressaltar que essas estratégias
sempre devem ser associadas aos cuidados de higiene oral, que ainda sdo o modo

mais eficaz de prevencao.
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7 CONCLUSAO

Pastilhas mastigaveis contendo P. granatum Linné 6,25% foram capazes
de reduzir a carga de S. mutans e eliminar a carga de microrganismos gram-negativos
salivares.

A pastilha mastigavel demonstrou seguranca pelo fato de nenhum
participante apresentar efeitos adversos.

Esse ensaio clinico piloto apresentou resultados promissores, podendo ser

utilizadas no tratamento de gengivites e doencas periodontais.
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8 PERSPECTIVAS

Novos estudos devem ser realizados com um maior tempo de
acompanhamento e maior populagao.

Os efeitos poderdo ser potencializados pela associacao do extrato de P.
granatum Linné 6,25% com clorexidina ou hipoclorito 2,5% ou mesmo com 0 uso de
outros produtos naturais, como a agua de coco em po.

A adicdo de fluoretos também € indicada visando aumentar a
remineralizacdo dos dentes.

Outras apresentacdes farmacéuticas deverdo ser desenvolvidas para
ofertar maiores opcdes de uso aos profissionais de saude bucal e a populagdo em

geral.
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado Senhor (a),

O Prof. Dr. Edilson Martins Rodrigues Neto, Farmacéutico (CRF 4663) e
Cirurgido-Dentista (CRO 14336) esta realizando um estudo sobre a AVALIACAO
DO USO DE PASTILHA MASTIGAVEL CONTENDO PRODUTOS NATURAIS SOBRE
AS CONCENTRAQC)ES SALIVARES DE MICRORGANISMOS ORAIS EM PACIENTES
ORTODONTICOS: UM ESTUDO CLINICO e gostaria de convidar vocé para

participar dessa pesquisa.

Este estudo tem como objetivo, avaliar uma pastilha mastigavel a base de
produtos naturais na redugcdo de microrganismos cariogénicos em amostras de
saliva extraidas da cavidade oral de voluntarios adultos que fazem uso de
aparelho ortodéntico. Os voluntarios seréo divididos aleatoriamente em grupos.
Em todos os voluntarios serdo realizadas a utilizacdo das pastilhas contendo os

ativos ou placebo.

Seu beneficio em participar do estudo sera receber um cuidado especial
com a saude bucal, os resultados desse estudo vao contribuir para o aprendizado
dos fatores responsaveis pela doenca cérie e para o estudo dos medicamentos

que sejam capazes de “paralisar/estabilizar” o desenvolvimento da carie.

N&o ha efeitos colaterais aos materiais pelos pacientes envolvidos nesta
pesquisa, porém, qualquer problema, com os voluntarios deverdo entrar em
contato com a responsavel pela pesquisa, na Rua Juvéncio Alves, 660, Centro,
Quixada — CE ou pelo telefone (85) 999614168. O responsavel pela pesquisa
também esta a disposicdo para o esclarecimento de eventuais duvidas que
surgirem no decorrer da pesquisa. Vocé pode ainda entrar em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP): R. Juvéncio Alves, 660 - Centro, Quixada —
CE, (88) 3412-6700.

As informacdes fornecidas serdo confidenciais e de conhecimento apenas

dos pesquisadores responsaveis. Os sujeitos da pesquisa néo serao identificados
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em nenhum momento, mesmo quando os resultados desta pesquisa forem
divulgados em qualquer forma. O responsavel podera desistir de participar da
pesquisa a qualguer momento, sem nenhuma penalidade, sem perder nenhum
beneficio e continuardo recebendo atendimento preventivo e encaminhamento para
tratamento na Clinica de Odontologia da UNICATOLICA.

O responsavel autoriza a reutilizacdo de dados coletados pela

pesquisadora em outras pesquisas:
() Nao AUTORIZO a utilizacao de dados em outra pesquisa.
() SIM AUTORIZO a utilizacdo de dados em outra pesquisa

E para utilizar os dados em outra pesquisa 0 sujeito da pesquisa quer ser

consultado:

() NAO quero ser consultado da utilizacdo dos meus em outra pesquisa, desde

que a nova pesquisa seja aprovada pelo Comité de Etica em pesquisa.

( ) SIM quero ser consultado da utilizacdo dos meus em outra pesquisa.

N&o havera despesas pessoais para o participante em qualquer fase do
estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo haverd compensacao

financeira relacionada a sua participacao.

Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou
tratamento proposto neste estudo, o participante tem o direito a tratamento

odontoldgico na instituicdo, bem como as indenizacfes legalmente estabelecidas.
Declaracao do Voluntéario:

Eu, RG:

Voluntario fui informado do estudo e de forma livre e voluntaria (o), permito minha
participacdo no estudo. Li e compreendi este termo de consentimento livre e
esclarecido, bem como tive oportunidade de realizar questionamentos e esclarecer
davidas. Declaro que concordo minha participacdo da pesquisa por livre e
espontanea vontade, sem qualquer despesa de minha parte, mas sem qualquer
tipo de reembolso por esta participacdo. Também autorizo a publicacdo dos dados
obtidos por meio deste estudo, bem como declaro ter recebido uma copia datada e

assinada desse termo de consentimento
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APENDICE B - FICHA DE ANAMNESE DADOS PESSOAIS E EXAME DENTARIO

FICHA ANAMNESE

Nome:

Idade: Sexo:

Nascimento:

Naturalidade:

UF:

Nacionalidade:

Endereco:

Bairro: CEP:

Fone:

Nome do Pai:

RG:

Nome da mae:

RG:

Ha algum problema de Saude? (

Qual?

Anamnese

) Sim () Nao

Medicamentos

uso:

em

Qual:

Tem alguma alergia: () Sim( ) Nao

Qual:

Ja foi ao dentista: () Sim () Nao

Quando:




Habitos de Higiene

Escova os dentes: () Sim( ) Néao

Quantas vezes?

48

Usafiodental? ( ) Sim( ) Nao
Declaro que as respostas acima sao verdadeiras.

Quixada, de de 20

Assinatura do Responsavel

Assinatura do Responsavel pelo estudo



APENDICE C — ALGORITMO DE NARANJO

Algoritmo de Naranjo

Questdes

Desconhecido

1. Existem notificacOes
conclusivas sobre esta
reacao?

2. A reacao apareceu apos
a administracéo do farmaco
suspeito?

3. A reacao desapareceu
guando o farmaco suspeito
foi suspenso?

4. A reacao reapareceu
guando o farmaco foi
readministrado?

5. Existem causas
alternativas (outro farmaco)?
6. A reacao aparece com a
introducéo do placebo?

7. A concentracéo
plasmética do farmaco esta
em nivel toxico?

8. A reacdo aumentou com
dose maior ou reduziu com
dose menor?

9. O paciente tem historia de
reacao semelhante com o
mesmo farmaco ou similar?
10. A reagéo foi confirmada
por qualquer evidéncia
objetiva?

0

Somatoria
9ou+
5a8
la4d
0

Causa
Definida
Provavel
Possivel
Duvidosa
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ANEXO A - PARECER DO CEP

unin.ﬂz.w:h.;..-;i_s\ s | UNICATOLICA - CENTRO
T UNIVERSITARIO GATOLICA DE Q %,"W"'oﬂ ma
QUIXADA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETD DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIAGAQ DE PASTILHAS MASTIGAVEIS CONTENDO PRODUTOS NATURAILS
MNAS CONGENTRAGOES SALIVARES DE MICRDORGANISMOSE DRAIS

Pasquisadar: EDILSON MARTING RODRIGUES NETO

Area Tematica:

Versas: 1

CAAE: 28690618.4.0000.5046

Instituicdo Propanante: ASSOCIACAD EDUCACIONAL E CULTURAL DE QUIKADA
Patroclnador Pringlpal: Finansiamsnta Praprio

DADOS DO PARECER

Nimera do Pareser: 3,935,708

Apresentagio do Projeto:

A indlstva tom mastrada nos Glimos anos interesse por produtos naturais, devido aa baixa custa do
produgdo, as fantea dasrem rendvaves, ndo

taxice, no sasoe o amide, o wlital, a2 Rema, a Prépelis & Fliler sdo tipos de matéria-prima visadas psla
industria. pois sdo promizsoras a para a

produsao pastithas mastigaveis. Este trabalho tem comno objetivo avaliar a agaa de pastilhas mastigivels a
base Prdpalis Vermelha, Roma, Xilital &

Flior nas sonasntragdes de mizroorganismo oraia presentas am salivas da adultos de 18 a 30 anos quae ndo
apresentam carig g que tenham

procurado atendimenta na Farmacia Universitaria da Unicatdlica (Farmacia Universitaria Irmi Dulce) 2 a
pesquisa serh realizada no periodo de

outubra a novembro de 2019, mas no saguinte trabalho axistam eritérios de inclusdo, cama por sxempla:

Voluntarios que nda tenham se submetido

a tratamento odontaldgica durants os Jltimos seis masas. E critérios de axclusia, coma por sxampla:

Voluntériaos som histdria de alergias (asma,

urticdria, rinite, sinusite). Entao, serio determinadas as quantidades de microarganisma/ml de saliva do
cada voluntaria atravas da quantifisacas das

Unidades Farmadoras de Soldnias por mililitre (UFSiml) antes e apés o uso Jda pastilha, serda zomparades
& grupos de adultas, livre de caries, que

Endaraga:  Rua Juvisncis Alves, 860

Bairro: Cenlia CEF: /1.500-257
UF: =C Munlcipla: OUIXADA
Telefone: (B4 2-R700 Fay: [ABI3412-6743 E-mall:  -Ap & unisatalicaquiasa adu by

Fégnau du ui
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QUIXADA

Loint iR o P §aba. 70

UNICATOLICA - CENTRO
UNIVERSITARIO CATOLICA DE

Sradl

mo

utilizar&a a pastiha contanda Prapolis Yemmelha 2,5% + Xilitel 7.5% {Grups ), contehdo Roma §,5% (Grupa

I}, Roma 6,5% + Xilital 7,5% (Grupo

11}, Prépolis Vermalha 2.5% + Floor 9,01% {Grupe IV) & Grupo V sem ativos {plazsbol, sera avaliada a

saquransa da pastilhas mastigdveis eontendo

ativas mediants a pesguisa de eventos adverses. Trata-ze de um enzaia clinizo randamizads, plazeba

contrelado, transvarsal.

Qbjetivo da Pesquisa:

Avaliar a agio das pastilhas mastigaveis a base de produtos naturais e xilitol nas soncentragdes da

microorganisma arais presentss am salivas de
adultos de 18 a 30 anas que ndo aprassntam carie
Avaliagda dos Riscos ¢ Beneficios:

Rizzes & Benetizios dasaritos.

Comentdrios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Peasquisa em contormidade com a ressolucdes 465/12.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagas sbrigatéria:

Todas sz tarmos apresantados.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Aprovads.,

Consideragdes Finais a eritério do TEP:

Este parecer foi slaborado haszado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Dasunm£nta Argquive Postagaem Autor Situasda
Informagdes Basicas|PB INFORMAGOES BASICAS DO P | a4/03i2nz0 Aceito
do Projata ROJETO_14558053. pdf 11:18:34
Prajate Detalhada /| Projeto.pdf Q4030020 |EDILSON MARTING | Aceito
Broshura 111522 [RODRIGUES HETO
Investigadar
Qutras Anuencia.pdf J4/03/2020 |EDILSON MARTINS | Aceito

11:11:17 RODRIGUES NETOD
Deslaragan da Consordancia. pdf Q3022020 [EDILSON MARTINS | Aceito
congordansia 162347 [RODRIGUES METD
CLE  Tarmos de GLE pdf a3jodieoza |EDILSON MARTINS | Aseito
Azsantiments / 1322250 RODRIGUES METO
Justificativa de

Endarage:  Rua Juviéncio Ahves, £60

Bairro:  Cenlia CEP: 63n00-257
UF: =C Munlcipla: OUIXADA

Telafona: (B 28700 Fax: rABpEd1z-6743 E-mall:

AP UNICAL [nan Uit A

Peging Uz de ui
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Ausaheia GLE pdf 23/03/2020 |EDILSON MARTINS | Aceito
18:22:50  |RODRIGUES NETO

Cronograma CRONOGRAMA pdt 27/02/2020 [EDILSON MARTINS | Aceito
180116 |RODRIGUES NETO

Crgamento Orzcamento. pof Z7H142019 |EDILSON MARTINGS | Aceito
11:25:02  |RODRIGUES NETO

Folha de Rosto Rosto.pdf 27111/2019 [EDILSON MARTING | Aceito
11:33:08 | RODRIGUES NETO

SBituagio da Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:

MNio

DIIXADA, 26 de Margo de 2030

Endarage:  Rua Juviéncio Ahves, £60

Bairro:  Cenlia
UF: =C

Assinado por:
Stania Nagila Vasconcelos Carneira

{Coordenador{a])

CEP: 63.000-257

Munlzipla: OURADA

Telefone:  {&aya4 28700 Fax:

AR 341 2-07 43

E-mall:

Ap@unicatalicanuitana adu br
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