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REesumo

Vilela, MM. Formulagao a base de um extrato do cha verde desenvolvida para uso
bucal: Avaliacdo da atividade antimicrobiana e da alteracao de cor dental. Ribeirao
Preto, 2015. 113p. [Dissertacao de Mestrado]. Ribeirdo Preto: Faculdade de Odontologia de
Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo; 2015.

Atualmente o digluconato de clorexidina (CHX) constitui o agente antimicrobiano de uso
bucal mais utilizado na Odontologia devido ao seu amplo espectro de agao contra bactérias,
fungos e virus e efeito residual. No entanto, este agente apresenta efeitos colaterais quando
utilizado por longo periodo, podendo causar coloracdo extrinseca nos dentes e restauracoes,
alteracdo no paladar, sensibilidade na lingua e descamacao das mucosas. Estes efeitos
adversos conduzem a pesquisa de novas formulagdes. Entretanto, até o momento, nenhum
agente antimicrobiano substituiu a clorexidina. Assim, o objetivo deste estudo foi
desenvolver uma nova formulacao antimicrobiana a base de um extrato de planta derivado
do cha verde, a epigalocatequina-3-galato (EGCG), avaliar sua acdo antimicrobiana contra
microrganismos cariogénicos, /n vitro e in vivo, e a possibilidade de alteracao de cor dental,
in vitro. A atividade antimicrobiana /in vitro contra S. mutans, S. sobrinus e L. casei foi
avaliada por meio da determinacdo da concentracgao inibitéria minima (CIM) e concentracao
bactericida minima (CBM), e, posteriormente sua concentracdao antimicrobiana de uso clinico
foi determinada /in vivo, apds seu uso por criancas com alto risco e atividade da doenca
carie. A concentracdo de microrganismos cariogénicos foi determinada na saliva das
criancas, antes e apds a realizacao do bochecho em diferentes concentracdes, até se obter a
maxima acdo antimicrobiana. A clorexidina a 0,12% (Periogard®) e a 4gua destilada foram
utilizadas como controle positivo e negativo, respectivamente. A possivel alteracdo de cor
dental foi avaliada na coroa de dentes deciduos e permanentes humanos anteriores recém-
extraidos, por meio de espectrofotometria (Easy Shade) e obtencdo dos valores absolutos de
L*, a* e b* (Sistema CIELab). Foi determinada a cor inicial e apds a realizacdo de 1, 5, 10 e
30 simulagdes de bochechos com cada solucao testada durante 1 minuto. Os resultados dos
ensaios de CIM e CBM in vitro mostraram que a formulagao de EGCG inibiu o crescimento de
todos os microrganismos cariogénicos avaliados. A CIM de EGCG contra S. mutans, S.
sobrinus e para o L. casei foi obtida nas concentracbes de 125, 750 e 750 pg/mL,
respectivamente. A CBM de EGCG contra o S. mutans, S. sobrinus e para o L. casel foi
verificada nas concentragdes de 250, 1000 e 1000 pg/mL, respectivamente. A CBM em
comum entre os 3 microrganimos foi utilizada como concentracao inicial para a avaliacao da
atividade antimicrobiana /n vivo. A partir desse valor a concentragao foi sendo dobrada até
atingir o valor de 4000 pg/mL, que foi considerada a concentracao de EGCG de uso clinico
que causou reducdo da microbiota salivar cariogénica (86,48%) que mais se assemelhou a
clorexidina (89,89%). A simulagao de bochechos com a formulacao de EGCG desenvolvida
(4000 pg/mL) causou alteracao no valor absoluto das coordenadas L*, a* e b* em dentes
deciduos e permanentes, de forma semelhante a causada pela solucdo de clorexidina. A
alteragdo dos valores absolutos de L* e b* foram reversiveis ap0ds a realizagdo de profilaxia
dental. Com base nas metodologias e nos resultados obtidos no presente estudo pode-se
concluir que a formulagdo desenvolvida, a base de EGCG, apresenta efeito antimicrobiano
contra microrganismos cariogénicos, /in vitro e in vivo, e causa alteracdo de cor dental
reversivel.

Palavras-chaves: epigalocatequina-3-galato; clorexidina; agente antimicrobiano; alteragcao
de cor dental






ABsTRACT

Vilela, MM. Formulation based of green tea extract developed for oral use:
Evaluation of antimicrobial activity and dental color change. Ribeirdo Preto, 2015.
113p. [Dissertacao de Mestrado]. Ribeirao Preto: Faculdade de Odontologia de Ribeirao
Preto da Universidade de Sao Paulo; 2015.

Currently the digluconate of chlorhexidine (CHX) is the antimicrobial agent for oral use most
often used in dentistry due to its broad spectrum of activity against bacteria, fungi and
viruses, and residual effect. However, this agent has side effects when used for long periods,
and may cause extrinsic staining on teeth and restorations, change in taste, tenderness in
the language and peeling of the mucous membranes. These adverse events lead to research
into new formulations. However, to date, no antimicrobial agent has replaced the
chlorhexidine. The objective of this study was to develop a new antimicrobial formulation
based of green tea extract, epigallocatechin-3-gallate (EGCG), evaluate their antimicrobial
activity against cariogenic microorganisms /n vitro and in vivo, and possibility of dental color
change in vitro. The in vitro antimicrobial activity against S. mutans, S. sobrinus e L. caser
was evaluated by determining the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum
bactericidal concentration (MBC), and subsequently its antimicrobial concentration was
determined in clinical use, after its use for children at high risk and activity of caries. The
concentration of cariogenic microorganisms was determined in the saliva of children before
and after performing the mouthwash at different concentrations to obtain maximum
antimicrobial activity. The chlorhexidine 0.12% (Periogard®) and distilled water were used as
positive and negative controls, respectively. The possible dental color change was evaluated
on the crown of deciduous and permanent teeth freshly extracted human anterior by means
of spectrophotometry (Easy Shade) and obtaining the absolute values of L *, a * and b *
(CIELab system). The color was determined in the beginning and after the completion of 1,
5, 10 and 30 mouthwash simulations for 1 minute of each solution tested. In vitro results of
MIC and CBM tests showed that formulation EGCG inhibited the growth of all cariogenic
microorganisms evaluated similarly to chlorhexidine. The MIC of EGCG against S. mutans, S.
sobrinus and L. casei was observed at concentrations of 125, 750 and 750 pg/ml,
respectively. EGCG MBC against S. mutans, S. sobrinus and L. casei was observed at
concentrations of 250, 1000 and 1000 pg/ml, respectively. The common CBM between the
three microbes was used as initial concentration for the evaluation of the antimicrobial
activity /n vivo. From this value the concentration was being folded up to the value of 4000
Kg/mL, which was considered the concentration of EGCG clinical use which caused reduction
in salivary microbiota cariogenic (86.48%) that most resembled the chlorhexidine (89.89%).
The simulation of mouthwash with the developed formulation EGCG (4000 pg/ml) caused
change in the absolute value of the coordinates L *, a * and b * in deciduous and permanent
teeth, similar to that caused by chlorhexidine . The changes of the absolute values of L* and
b* were reversible after performing dental prophylaxis. Accordance with the procedures and
the results obtained in this study it can be concluded that the formulation developed, based
on EGCG, has antimicrobial effect against cariogenic microorganisms /n vitro and /n vivo, and
causes reversible change dental color.

Key-words: epigallocatechin-3-gallate; antimicrobial agent; chlorhexidine; dental colour
change.
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1 INnTRODUCRO

Dentre as doencas infeciosas humanas mais prevalentes no mundo, destaca-se a
carie dental, que apresenta etiologia multifatorial, envolvendo fatores do hospedeiro, dieta e
microbiota especifica (Fejerskov e Kidd, 2007; Aldana et al., 2013; Kt et al., 2013; Pradeep e
Hegde, 2013). A patogénese da carie dental envolve varias etapas que vao desde a adesao
bacteriana a superficies dos dentes até a producdo de acidos decorrente da metabolizacao
dos carboidratos, especialmente da sacarose presente na dieta, que pode resultar na perda
mineral e estrutural do dente (Kt et al., 2013; Durso et al., 2014; Zhang, 2014). Dentre os
principais agentes etioldgicos envolvidos no inicio dessa doenca em humanos destacam-se
os estreptocococos do grupo mutans (EGM): Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus
(Dzink e Socransky, 1985; Loesche, 1986; Seneviratne et al.,, 2011), enquanto os
Lactobacilos ssp constituem os principais envolvidos em sua progressao (Zhang, 2014). Os
EGM constituem a espécie dominante no biofilme dental cariogénico e sua colonizacdo da
superficie dos dentes se deve a diferentes mecanismos. Dentre esses, estdo a habilidade de
sintetizar glucanos aderentes a partir da sacarose (Hamada e Slade, 1980; Staat et al, 1980)
e a capacidade de sobreviver em meios criados pela topografia particular das superficies
dentais (Loesche, 1986).

A prevengao da doenca carie inclui a efetiva remogdo do biofilme dental, por meio de
métodos mecanicos, quimicos ou a combinagao dos mesmos, além do controle de fatores
dietéticos, ambientais e sociais. A escovagao regular €, sem dudvida, o método mais
empregado para remogao mecanica do biofilme dental e, quando associada aos dentifricios
fluoretados, oferece protecao adicional para reduzir a desmineralizacao e aumentar a
remineralizacdao do dente (Moran e Add, 1984; Frandsen, 1986; Moran et al., 1988; Arweiler
et al., 2002; Davies, 2008; Tenuta e Cury, 2013). Entretanto, em criancas com alto risco e
atividade da doenca carie, incluindo pacientes portadores de necessidades especiais,
usuarios de aparelhos ortodonticos ou pds-cirurgicos, as dificuldades motoras e o modesto
sucesso obtido na remogao de biofilme bacteriano por meio de procedimentos mecanicos,
torna necessario o uso adicional de agentes antimicrobianos para melhor controle da
microbiota cariogénica e até mesmo periodontopatogénica (Sjoblom et al., 1976; Asahi et
al., 2014).

Varios agentes quimicos foram sugeridos pela literatura ao longo dos tempos para
uso como antimicrobiano bucal, como o triclosan (Jones et al., 2000; Nogueira-Filho et al.,
2000; Ciancio, 2007; Davies, 2008; Davies et al., 2010; Prasanth, 2011; Maltz e Beighton,
2012; Ros-Llor e Lopez-Jornet, 2014), o cloreto de cetilpiridinio (Mankodi et al., 2005;


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pradeep%20KK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24579287
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hegde%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24579287
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Stookey et al., 2005; Albert-Kiszely et al., 2007; Hu et al., 2009; Costa et al., 2013; Liu et
al., 2013; Van Leeuwen et al., 2014) e os dleos essenciais (Charles et al., 2013; Parikh-Das
et al., 2013; Pizzo et al., 2013; Cortelli et al., 2014; Haas et al., 2014; Van Leeuwen et al.,
2014; Ros-Llor & Lopez-Jornet, 2014; Quintas et al., 2015). No entanto, atualmente o
agente mais utilizado e mais efetivo na Odontologia é o digluconato de clorexidina (CHX) que
€ considerado o “gold standard” (Loue et al.,, 1976; Lang et al., 1986; Jones, 1997;
Tenenbaum, 1999; Twetman, 2004; Mathur et al., 2011; Varoni et al., 2012; Jolly et al.,
2013; Osso e Kanani, 2013; Pasich et al., 2013), devido ao seu amplo espectro de acao
contra microrganismos aerdbios e anaerdbios (Rolla, 1975; Jones, 1997; Tenenbaum, 1999;
Jolly et al., 2013; Osso e Kanani, 2013; Pasich et al., 2013). O efeito antimicrobiano da
clorexidina é um resultado da natureza dicatiénica de sua molécula com afinidade especial as
estruturas bucais, que permite ainda efeito residual, com liberacao prolongada do agente
(substantividade ou efeito residual), que proporciona persisténcia do efeito antimicrobiano
(Lang et al., 1986; Jones, 1997; Mathur et al., 2011; Garcia-Caballero et al., 2013). Além de
seu efeito bactericida e bacteriostatico contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
fungos e virus (Van Rijkom et al., 1996; Jones, 1997; Moshrefi, 2002; Mathur et al., 2011), a
clorexidina é capaz de suprimir seletivamente o crescimento de microrganismos cariogénicos,
em particular o S. mutans (Rolla e Melsen, 1975).

Embora a CHX apresente acao antimicrobiana comprovada na redugao da microbiota
salivar cariogénica (Lang et al., 1982; De Rossi et al., 2005; Teixeira et al., 2014) e
periodontopatogénica (Lang et al., 1982; Lang et al., 1986; Quirynen et al., 2005; Osso e
Kanani, 2013), esta substancia apresenta efeitos colaterais quando utilizada por periodo
prolongado (Parwani et al., 2013). Os efeitos indesejados da CHX sao decorrentes de sua
elevada toxicidade tecidual e incluem coloragao extrinseca do dente, restauragdes e lingua
(Loue, 1976; Jones, 1997; Mathur et al., 2011; Supranoto et al., 2015), descamagao das
mucosas, sensibilidade na lingua com alteracdo na sensibilidade gustativa (Quirynen et al.,
2005), além de produzir uma maior quantidade de calculo supra-gengival (Loue et al., 1976;
Lang et al.,, 1982), mesmo em baixas concentragoes (0,12%). Estes efeitos, embora
reversiveis, contra indicam sua utilizacao por periodo prolongado. No entanto, até o
momento nao existe um agente antimicrobiano ideal de uso bucal que apresente alta
capacidade antimicrobiana, efeito residual e auséncia de toxicidade ou efeitos colaterais.

Atualmente os extratos a base de plantas tém sido propostos como alternativa ao
tratamento de variadas doengas infecciosas por apresentar acao antimicrobiana (Allaker e
Douglas, 2009; Mehta et al., 2013; Ntie-Kang et al., 2013; Yousaf et al., 2014; Lee e Tan,

2015). O cha verde, originario da Camellia sinensis, tem se destacado dentre os agentes


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Moshrefi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12049062
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yousaf%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24473227

Introdugdo | 29

fitoterapicos, por apresentar comprovadas propriedades na prevengao e tratamento de
doencas cardiovasculares, cancerosas, neurodegenerativas e imunoldgicas (Nagle et al.,
2006; Hodgson e Croft, 2010; Suzuki e Isemura, 2013; Tarahovsky et al., 2014; Fang et al.,
2015; Tenore et al., 2015). O cha verde tem muitos compostos biologicamente ativos, como
polifendis e catequinas (flavondides), que constituem a maioria dos sélidos sollveis como
epigalocatequina-3-galato (EGCG), epigalocatequina (EGC), epicatequina galato (ECG) e
epicatequina (EC) (Yousaf et al., 2014). No entanto seu componente mais ativo
biologicamente é a EGCG (Wang et al., 2014), que constitui mais de 50% dos polifendis
presentes (Yousaf et al., 2014).

Muitos estudos comprovam que os efeitos do cha verde na prevencdo e tratamento
de doengas decorrem na verdade da presenca da EGCG que apresenta comprovada agao
antioxidante (Yang et al., 1998; Anghileri e Thouvenot, 2000; Wen et al., 2013; Aslan et al.,
2014; Saito et al., 2014), anti-inflamatdria (Yang et al., 1998; Nakanishi et al., 2010;
Uchiyama et al.,, 2013; Wen et al., 2013; Aslan et al., 2014; Zhou et al., 2014),
antimicrobiana (Ikigai et al., 1993; Blanco et al.,, 2003; Taylor et al., 2005; Jeon et al.,
2014), anti-carcinogénica (Yang et al., 1998; Suzuki e Isemura, 2013; Zhou et al., 2014;
Wang et al., 2014; Yousaf et al., 2014; Butt et al., 2015), anti-hipertensiva (Basu e Lucas,
2007; Yousaf et al., 2014) e regeneradora (Sinha et al., 2014). Além de apresentar elevado
espectro de acdo contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Hamilton-Miller, 2001) a
EGCG apresenta baixa toxicidade (Novy et al., 2013) e compatibilidade tecidual (Ferreira,
2015).

Na Odontologia, o uso da EGCG vem sendo sugerido no tratamento de reabsorgoes
de tecidos mineralizados, como em doencgas periapicais (Ferreira, 2013) e periodontais
(Kudva et al., 2011; Jung et al., 2012; Narotzki et al., 2012; Asahi et al., 2014), ou mesmo
na prevencao da gengivite (Jenabian et al., 2012) e regeneracao de alvéolos ao redor de
implantes (Shin et al., 2014). Estudos /n vitro revelam que os polifendis do cha verde
apresentam  eficacia  antimicrobiana contra grande parte de microrganismos
endodontopatogénicos (Horiba et al., 1991), como a £. fecalis (Prabhakar et al., 2010), e
periodontopatogénicos, como a A. gengivalis (Jung et al., 2012; Asahi et al., 2014). Por
apresentar biocompatibilidade a EGCG também foi sugerida como meio para a conservagao
de dentes avulsionados apds traumatismos, mantendo a vitalidade das células do ligamento
periodontal (Hwang et al., 2011; Jung et al., 2011; Ghasempour et al., 2015).

Estudos realizados /in vitro também sugerem que a EGCG apresente propriedades
anticariogénicas em funcao de sua acdo antimicrobiana contra S. mutans e S. sobrinus
(Sakanaka et al., 1989; Ferrazzano et al., 2011; Tamura et al., 2011; Xu et al., 2011; Anita
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et al., 2014; Sarin et al., 2015). Essa acao decorre da habilidade da EGCG em impedir a
aderéncia bacteriana ao dente através da inibicdo da enzima glicosiltransferase dos
estreptococos (Otake et al., 1991; Subramaniam et al., 2012; Jung et al., 2012; Cai et al.,
2013) e da alfa amilase salivar, inibindo a formagao de carboidratos fermentaveis envolvidos
na formagao da cdrie dental (Hara et al., 2012; Narotzki et al., 2012). Os poucos estudos
realizados in vivo que sugerem os efeitos antimicrobianos do cha verde contra S. mutans
foram realizados em modelos experimentais, como ratos e camundongos, submetidos a
ingestdo sistémica de todos seus extratos (Otake et al., 1991; Hamilton-Miller, 2001).
Apenas 3 estudos foram encontrados avaliando o efeito local do cha verde realizado por
meio do bochecho em humanos adultos, mostrando que este extrato pode reduzir o pH do
biofilme dental (Hirasawa et al., 2006) e o nimero de S. mutans (Ferrazano et al., 2011), de
maneira semelhante a clorexidina (Neturi et al., 2014). No entanto nenhuma investigacao foi
encontrada avaliando o efeito tdpico de seu principal extrato bioativo isolado, a EGCG, ou
propondo o uso de uma formulacao a base de EGCG para uso bucal, que associe maximo
efeito antimicrobiano contra todas espécies cariogénicas e minimos efeitos colaterais.

Além dos efeitos antimicrobianos, em condicOes de erosao e abrasdo dentinaria, a
EGCG também pode impedir a degradacdo da matriz organica desmineralizada por atuar na
inibicdo de metaloproteinases, que pode reduzir a perda progressiva de dentina de forma
semelhante a clorexidina (Kato et al.,, 2009; Magalhdes et al., 2009). O tratamento
dentinario com EGCG antes da aplicacdo do agente adesivo também pode preservar as
propriedades adesivas semelhante a clorexidina (Santiago et al., 2013). Em estudo /in vitro,
dentes que receberam restauragdes em resina composta imediatamente apds clareamento
dental, a aplicagdo de uma solucdo a base de EGCG aumentou a resisténcia da resina
composta (Khamverdi et al., 2013). Devido a sua acgdao antimicrobiana e inibidora da
degradacdo de colageno, esse extrato ja foi sugerido para ser incorporado em materiais
odontoldgicos, tais como, adesivo dentinario (Du et al., 2012), resinas compostas
(Mankovskaia et al., 2013), cimento de ion6mero de vidro (Hu et al., 2013) e dentifricios
(Maruyama et al., 2011; Hrishi et al., 2015). Sugere-se ainda que o cha verde e a EGCG
estimulem os mecanismos de defesa da cavidade bucal, oferecendo maior protecao epitelial
contra mecanismos de estresse oxidativo (Narotzki et al., 2013), efeito antiinflamatério e
anticarcinogénico, atuando na prevencao e tratamento dos diferentes tipos de cancer bucal
(Ho et al., 2007; Chen et al., 2011).

Sabe-se que produtos dietéticos e quimicos podem causar alteracdes na cor do
dente, de acordo com a frequéncia e periodo de exposicao (Moreira et al., 2012). A alteracao
de cor é resultado de interacao fisica e quimica entre os tecidos dentais e o agente causador
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da pigmentacao, o qual pode ser intrinseco ou extrinseco. Em estudo anterior, realizado por
nosso grupo de pesquisa, a aplicagao intracanal de EGCG nado alterou a cor da coroa dental
por um periodo de até 21 dias de utilizacao (Ferreira, 2013). No entanto, considerando que o
cha é uma bebida com potencial de causar alteracdo de cor extrinseca em elementos
dentérios (Attin et al., 2003) torna-se necessaria a avaliacao da possivel alteracao de cor
causada em dentes deciduos e permanentes apds a aplicacao tdpica da solugdo de EGCG na
coroa dos dentes.

Diante do exposto, verifica-se que as propriedades antimicrobianas, anti-
inflamatdrias, antioxidantes, antierosivas e anticancerigenas da EGCG, ja comprovadas na
prevencao e tratamento de diferentes doencas, também poderiam desempenhar papel como
agente de uso topico na cavidade bucal. No entanto, até o momento nenhum estudo propos
a utilizacdo de uma formulacdo a base de EGCG para uso colutdrio com finalidade

anticariogénica.
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2 Prorosicio

Objetivo geral:
Desenvolver uma formulacao a base de EGCG para uso colutério, avaliar sua acao

antimicrobiana contra microrganismos cariogénicos e o possivel manchamento dental.

Objetivos especificos:

- Desenvolver uma formulacao a base de EGCG para uso colutorio;

- Determinar J/n vitro a acao antimicrobiana da formulacado EGCG contra
microrganismos cariogénicos (S. mutans, S. sobrinus e Lactobacilllus case)),
determinando a concentragado inibitdéria minima e concentracao bactericida minima;

- Avaliar /n vivo a possivel interacao da formulacao de EGCG com o ambiente bucal
bem como definir a concentragdo ideal de uso que apresente maxima acao
antimicrobiana contra microrganismos cariogénicos (S. mutans, S. sobrinus e
Lactobacilllus casei), em criancas portadoras de alto risco e alta atividade da doenca
carie;

- Determinar o efeito da formulacdo de EGCG na cor da coroa de dentes deciduos e
permanentes humanos extraidos, em diferentes periodos de tempo;

- Avaliar se a alteracdo de cor dental é reversivel apds a realizacdo de profilaxia dental.
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3 MaTteriAL E METODOS

Reagentes e Solucoes

Foi utilizada a Epigalocatequina-3-galato (EGCG) derivada do cha verde (E4143 -
Epigallocatechin gallate from Green tea - Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), disponivel
em particulas de 5 pm, apresentadas no estado sdlido. Sua estrutura quimica (Cy;Hi5011)

esta ilustrada na Figura 1.
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Figura 1. Estrutura quimica da EGCG (CyHig011),
massa molecular 458, 37 g/mol.

A solucdo de EGCG foi manipulada em agua destilada, de acordo com instrucdes do
fabricante (Anexo A).

3.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO

Os estudos para determinacao da agao antimicrobiana da EGCG, in vitro e in vivo,
foram realizados no Laboratdrio de Microbiologia do Departamento de Analises Clinicas,
Toxicoldgicas e Bromatoldgicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de
Sao Paulo (FCFRP-USP), com a gentil colaboracdo do Prof. Dr. Sérgio Luiz de Souza Salvador

e apoio técnico da Marina Constante Gabriel Del Arco.

3.1.1 Microrganismos
As cepas bacterianas indicadoras utilizadas no presente estudo foram adquiridas da
colecao americana American Type Culture Collection - ATCC (Manassas, Virginia, EUA). A
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atividade antimicrobiana da EGCG foi avaliada frente aos microrganismos cariogénicos
Streptococcus mutans (ATCC 25175), Streptococcus sobrinus (ATCC 33478) e Lactobacillus
case/ (ATCC 11578). Os microrganismos foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Sérgio Luiz
de Souza Salvador (FCFRP-USP).

Os microrganismos S. mutans e S. sobrinus foram mantidos em meio Tio’s
(Thioglycollate Medium w/o dextrose or indicator, BD, DIFCO, New Jersey, USA), na
temperatura de 37°C, em atmosfera de microaerofilia, durante 72 horas e 48 horas antes do
experimento foram cultivados em caldo BHI (Brain Heart Infusion - BD — DIFCO, New Jersey,
USA) na temperatura de 37°C, em atmosfera de microaerofilia. O microrganismo L. casei foi
mantido e cultivado em meio BHI, na temperatura de 37°C, em atmosfera de microaerofilia,
durante 48 horas (Tabela 1).

Apds o desenvolvimento dos microrganismos, os indculos foram padronizados por
meio de espectrofotometria a 625nm (Espectrofotometro AJX 1000, Micronal S.A, Sdo Paulo,
Brazil). As suspensdes dos microrganismos foram ajustadas até atingir a densidade dptica
(D.O) equivalente ao padrdao de turbidez 1/2 Escala Mc Farland (Becton, Dickson and
Company, EUA), correspondente a aproximadamente 1,5 x 10® células/mL. A seguir, foram
efetuadas 2 diluigdes para atingir a concentracdo de 1,5 x 10° células/mL, que corresponde
ao encontrado na cavidade bucal de pacientes portadores de alta atividade da doenca carie

(“mutans milionarios”).

Tabela 1. Microrganismos testados, origem, densidade Optica, meio de cultivo e incubagdo.

Microrganismos Origem Densidade o6ptica Meio de cultivo Incubagao
testados A=625nm

S. mutans ATCC 25175 0,186 Tio’s caldo/BHI caldo Microaerofilia

S. sobrinus ATCC 33478 0,175 Tio’s caldo/BHI caldo Microaerofilia

L. casel ATCC 11578 0,148 BHI agar/BHI caldo Microaerofilia

3.1.2 Determinagéo da concentracdo inibitoria minima (CIM)

A determinagao da concentracdo inibitéria minima (CIM) da EGCG foi realizada pela
técnica de microdiluicdo em caldo BHI, utilizando microplacas de cultivo de 96 cavidades de
fundo concavo (Plast Bio, Curitiba, PR, Brasil), de acordo com o preconizado por Eloff
(1998). A CIM da EGCG sobre diferentes microrganismos cariogénicos foi definida como a
menor concentracao de EGCG que visivelmente inibiu o crescimento bacteriano (Rahman et
al., 2004).
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A formulagao experimental utilizada foi a solugdo aquosa de EGCG, na concentragao
inicial de 4000ug/mL (6mg de EGCG em 1,5mL de agua destilada esterilizada). Dessa
solucdo foram feitas diluicoes com dagua destilada esterilizada até obter as seguintes
concentragdes: 1000upg/mL, 750 pg/mL, 500pg/mL, 250pg/mL, 125pg/mL, 62,5ug/mL,
31,25pg/mL, selecionada com base em estudos anteriores (Xu et al., 2012; Mankovskaia et
al., 2013).

Como controle positivo foram utilizadas cepas bacterianas para comprovar a
viabilidade do microrganismo-teste e como controle de esterilidade foram utilizadas o meio
BHI isolado, a agua destilada e a concentragao inicial de EGCG para verificar que ambos
inicialmente se encontravam esterilizados excluindo qualquer possibilidade de contaminagao
por outros tipos de microrganismos. Nos pocos da agua destilada e de EGCG foram
adicionados BHI para dar condicoes de possivel crescimento bacteriano, devido aos

nutrientes do meio. Os grupos avaliados estao listados na Tabela 2.

Tabela 2. Grupo experimental, controle positivo e controle de esterilidade da avaliacdo da atividade
antimicrobiana /n vitro

Grupo Material Fabricante
Experimental Epigalocatequina-3-galato (EGCG) + agua destilada Sigma Aldrich Co.
Controle Cepas bacterianas adquiridas da cole¢gdo americana
positivo American Type Culture Collection - ATCC FCFRP-USP

Meio de cultura (BHI) isolado +BHI
Controle de Agua destilada esterilizada + BHI FCFRP-USP
esterilidade Solugdo inicial EGCG+ BHI

Foram dispostas 3 microplacas no fluxo laminar, uma referente a cada microrganismo
e 0s componentes foram adicionados a cada pogo da placa por meio de pipetas. Cada pogo
foi preenchido com 200 L das solugdes. A composicao de cada poco esta ilustrada na Figura
2.
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Figura 2. Esquema ilustrativo da disposicdo dos grupos avaliados no estudo antimicrobiano, realizado em

microplacas de cultivo de 96 cavidades.
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As microplacas foram incubadas em condigbes de microaerofilia durante 72 horas na
temperatura de 37°C. Apds o tempo de incubacao, foi realizada a primeira verificagao visual
do crescimento bacteriano. A auséncia de turvagao do meio indica auséncia de crescimento
bacteriano. Para confirmacdo, foi adicionado 30 pL do revelador resazurina (Resazurin
sodium salt powder, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) a cada poco para deteccdao da mudanca
de cor das solucOes, que reflete 0 metabolismo bacteriano ativo. A mudanca de cor de azul
para rosa indica metabolizacdo da resazurina pela bactéria e portanto crescimento
bacteriano. A resazurina foi preparada a 20% (2mg de resazurina em 10 mL de agua
destilada estéril) e foi armazenada em geladeira por no maximo 1 semana.

Foram realizadas leituras da CIM por meio da verificacdao visual do crescimento
bacteriano. Para interpretacdao dos resultados foi considerado CIM a inibicao total do

crescimento microbiano, onde ndao houve mudanca de cor do revelador.

3.1.3 Determinacdo da concentracdo bactericida minima (CBM)

A concentracdo bactericida minima (CBM) da EGCG sobre diferentes microrganismos
cariogénicos foi definida como a menor concentracdo de EGCG que causou a morte do
indculo bacteriano utilizado.

Apds a incubacdo das microplacas, foi realizada a determinacdo da CBM. Aliquotas de
10 pL foram retiradas de cada um dos pogos contendo EGCG e transferidas por meio de
pipetas para as placas de Petri (90x15 mm) contendo agar com BHI suplementado com
sangue. Foram utilizadas algas bacterioldgicas para o plaqueamento das amostras. A leitura
foi realizada apds a incubacao das placas a 37°C por 24 horas. O surgimento de col6nia
bacteriana para uma determinada concentracao indicou que esta nao foi capaz de matar

99,9% ou mais do indculo bacteriano utilizado (Bosio et al., 2000).

3.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VIVO

Previamente a sua execugdo, o presente estudo foi submetido a apreciacao pelo
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Faculdade de Odontologia de
Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo, tendo sido aprovado (Processo CAAE n°
45863115.5.0000.5419 — Anexo B). Foi obtido o termo de consentimento livre e esclarecido
dos responsaveis e o termo de assentimento da crianga (Anexo C).

Para avaliagao da atividade antimicrobiana da formulagao de EGCG /in vivo e
determinacdo da concentracao ideal de uso clinico foram testadas formulacdes com

concentracdes partindo da CBM obtida no estudo /in vitro até atingir o efeito que mais se
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aproximasse da clorexidina. Como controle negativo foi utilizada dgua destilada esterilizada e
como controle positivo foi utilizada a clorexidina a 0,12 % (Periogard® sem alcool, Colgate-
Palmolive Company, Sao Paulo, SP, Brasil).

3.2.1 Procedimentos Clinicos

Foram selecionadas 10 criancas que procuraram atendimento na Clinica de
Odontopediatria da Faculdade de Odontologia de Ribeirdao Preto (FORP- USP), de ambos os
sexos, na faixa etaria de 6 a 12 anos, com boa saude geral, evidenciada apds anamnese
detalhada, e que nao relataram o uso de qualquer solucao antisséptica ou antibidtico nos
Ultimos 3 meses. As criancas ndo foram submetidas a tratamento odontoldgico anterior e
apresentavam alto risco e atividade de carie dental (com no minimo 3 lesdes de carie ativa),
que foi determinado apds o preenchimento de ficha especifica utilizada pela Disciplina de
Odontopediatria FORP-USP (Anexo D), com base em critérios dietéticos, clinicos e
anamnésicos. Além disso, nos critérios microbioldgicos, as criangas deveriam apresentar
contagem inicial de microrganismos cariogénicos de no minimo 10° UFC/mL de saliva. Apds a
coleta da saliva, as criancas receberam tratamento odontoldgico preventivo, restaurador e
de manutencgdo, na clinica de Odontopediatria da FORP/USP.

Para a quantificacdo inicial dos niveis salivares dos EGM (Streptococcus mutans e
Streptococcus sobrinus) e Lactobacillus casei, foram coletados aproximadamente 2 mL de
saliva nao estimulada, depositada em tubo tipo falcon, fundo conico, graduado e esterilizado,
de 50 mL (Kasvi, China), contendo pérolas de vidro. Os pacientes foram devidamente
orientados a realizar esse procedimento evitando, ao maximo, o contato direto dos labios
com a porgao superior do tubo. Durante este periodo, os tubos permaneceram fechados,
sendo a tampa removida somente no ato da coleta e recolocada logo em seguida. Logo
apos, as criancas realizaram 1 bochecho com 3 mL da solucdo por 1 minuto e apds 10
minutos foi feito uma nova coleta da saliva, seguindo o mesmo protocolo (De Rossi et al.,
2005). Cada grupo, experimental (nas 3 concentracoes avaliadas) e controles (clorexidina e
agua destilada), foi composto por 2 criancas.

As amostras de saliva foram armazenadas em caixa térmica de isopor contendo gelo
e enviadas imediatamente ao Laboratdério de Microbiologia da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdao Preto da Universidade de Sao Paulo, para processamento
microbioldgico e determinacdo dos niveis salivares de estreptococos do grupo mutans e
lactobacilos antes (baseline) e 10 minutos apds a realizacdo do bochecho (De Rossi et al.,
2005).
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3.2.2 Processamento microbiologico

A- Processamento das amostras
As amostras de saliva foram homogeneizadas em aparelhos Mixtron (Toptronix, Sao
Paulo, SP, Brasil) por 2 minutos, em velocidade maxima e, a seguir, foram submetidas a
diluicdo decimal seriada (de 10" a 10®) usando como eluente a solucdo salina tamponada
fosfatada (PBS), pH 7.0, esterilizada. Para a diluicdo foram utilizadas aliquotas
correspondentes a 0,1 mL (100uL) da saliva pura em PBS (900pL por diluicao) (Figura 3).

B- Semeadura das amostras
Foram depositadas 0,05 mL (50 pL) de cada diluicao no centro de placas de Petri
(10x60mm) contendo os meios de cultura especificos para os microrganismos. A semeadura
foi feita em duplicata, referente as placas de antes e depois da realizacdo do bochecho.
Os meios de cultura utilizados foram: Agar Sacarose Bacitracina - SB,, modificado por
Azevedo (1988), seletivo para estreptococos do grupo mutans, e Agar Rogosa SL (HiMedia,
HiMedia Laboratories, Mumbai, india), seletivo para lactobacilos. Foi efetuada a distribuicdo

uniforme com bastao angulado em L esterilizado (Figura 3).

0,1mL
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Figura 3. Esquema ilustrativo da metodologia utilizada para avaliagdo da atividade antimicrobiana /n
vivo. Diluicdo decimal seriada da saliva e semadura das amostras nos meios de cultura seletivos para
cada espécie.
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C- Preparo do meio de cultura SB;
O meio de cultura SB,, modificado, seletivo para estreptococos do grupo mutans, foi
preparado como preconizado por Azevedo (1988) e Torres et al. (1993), como listado na
Tabela 3.

Tabela 3. Composicdo do meio de cultura SB,, modificado, utilizado para o crescimento de estreptococos do
grupo mutans.

Componente Fabricante Quantidade

Casitone Difco, BD, Sparks, MD, EUA 15,0g
Extrato de levedura Difco, BD, Sparks, MD, EUA 5,0g
L-cisteina Synth, Labsynth, Diadema, SP, Brasil 0,2g
Sulfito de sodio Synth, Labsynth, Diadema, SP, Brasil 0,1g
Acetato de sddio Synth, Labsynth, Diadema, SP, Brasil 20,0g
Sacarose (AgUcar cristal) Synth, Labsynth, Diadema, SP, Brasil 200,0g
Agar-agar Difco, BD, Sparks, MD, EUA 15,09
Agua destilada esterilizada FCFRP-USP 1000,0mL

Por meio da utilizacdo de uma balanga elétrica, os componentes foram pesados e
divididos em 2 baldes volumétricos. A seguir, foi colocado uma porcdo da dgua destilada
para dissolucdo mediante homogeneizagdo manual. O restante da agua foi adicionado
lentamente para remover resquicios de agar depositados nas paredes dos baldes. Em
seguida, foram vedados com algodao, envoltos em papel kraft, identificados e autoclavados
por 20 minutos, na temperatura 120°C. Apds o resfriamento até a temperatura aproximada
de 50°C foi adicionado e homogeneizado 1,0% da solugao de bacitracina (0,0033g em 10
mL de agua destilada estéril). Assepticamente, o meio obtido foi vertido em placas de Petri
(10x60mm) esterilizadas. Apos a solidificacdao, as placas foram mantidas em refrigerador, a
4°C, sendo utilizadas no periodo maximo de 7 dias.

D- Preparo do meio de cultura Agar Rogosa SL
O meio de cultura Agar Rogosa SL foi preparado seguindo instrugdes do fabricante,

conforme listado na Tabela 4.

Tabela 4. Composicao do meio de cultura Agar Rogosa SL, utilizado para o crescimento de lactobacilos.

) Componente Fabricante Quantidade
Agar rogosa SL HiMedia, HiMedia Laboratories, Mumbai, India 75,09
Acido acético glacial Synth, Labsynth, Diadema, SP, Brasil 1,32mL

Agua destilada estéril FCFRP-USP 1000,0mL
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Por meio da utilizagio de uma balanca elétrica, 0 meio Agar Rogosa SL foi pesado e
dividido em 2 balGes volumétricos. Em seguida, foi adicionado agua destilada esterilizada
(500mL em cada). A dissolucao foi feita mediante aquecimento com freqiiente agitagao
manual até fervura. Logo apos, foi adicionado acido acético glacial e novamente levado a
fervura. Desta forma esse meio nao precisou ser autoclavado, estando pronto para ser
vertido em placa. Assim assepticamente, o meio obtido foi vertido em placas de Petri
(10x60mm) estéreis. Apos a solidificacdo, as placas foram mantidas em refrigerador, na
temperatura de 4°C, sendo utilizadas no periodo maximo de 7 dias.

E- Incubacdo das amostras
Apds a distribuicdo das amostras, estas foram incubadas em atmosfera de
microaerofilia (método da chama de vela), durante 72 horas, na temperatura de 37°C.

F- Identificagdo perfunctoria e contagem das colonias com caracteristicas morfologicas

Decorrido o periodo de incubacdo, foi efetuada a contagem das unidades formadoras

de col6nia (UFC), com o auxilio de estereomicroscopio (Nikon, Toquio, Japao). A
identificacdo perfunctdria foi realizada observando-se caracteristicas morfoldgicas das UFC
(Saravia et al., 2011), que foram descritas da seguinte forma:

1. S. mutans: coldnias com cor branco-acizentada ou creme amarelada, superficie
granular semelhante a vidro moido, parecendo fragmentadas a partir do centro e
podendo apresentar ou ndo uma goticula cintilante de polissacaride extracelular
no topo. As colonias, algumas vezes mucdides, sao geralmente duras e se
esmigalham quando tocadas com agulha de platina, podendo, também,
apresentar-se circundadas por um halo incolor, visivel a olho nu (Davey e Rogers,
1984; Azevedo, 1988);

2. S. sobrinus: colbnias firmes, opacas, que ndo se desintegram quando tocadas
com agulha de platina, deslocando-se facilmente e apresentando com freqliéncia,
uma goticula cintilante de polissacaride no topo. Tais colOnias sdo circundadas
por um halo branco leitoso, visivel a olho nu (Davey e Rogers, 1984; Azevedo,
1988);

3. L. casei: colonias identificadas com tamanho médio a grande, cor branco leitoso,
redonda, convexa, com borda e superficie lisa (De Man et al., 1960; Ramesh et
al., 2013).

Foram realizadas provas bioquimicas para a confirmacao da identificacdo das

espécies. As colonias foram transferidas para tubos contendo o meio Tio’s, incubados na
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temperatura de 37°C, por 24 horas, para biotipagem. Foram efetuadas as seguintes provas
bioquimicas de acordo com Shklair e Keene (1974): fermentacdo do manitol, sorbitol,
rafinose e melibiose, resisténcia a bacitracina, hidroélise de esculina e producao de peroxido
de hidrogénio (Whittenbury, 1964), segundo modificacdes propostas por Ito et al. (1993), e
hidrélise de arginina.

G- Gdlculo do percentual de reducéo
Através da contagem dos microrganismos,foi obtido o valor total de UFC/mL de

saliva, utilizando a férmula:

UFC/mL= Nudmero de Microrganismo x Fator de Diluicdo

Volume (mL)

Em seguida, foi realizado o calculo do percentual de reducdao dos microrganismos

através da formula:

% reducdo= UFCA-UFCD x 100
UFC A

Sendo:
UFC A: Contagem de unidade formadora de col6nia na placa antes do bochecho
UFC D: Contagem de unidade formadora de colonia na placa depois do bochecho

3.3 ALTERAGAO DE COR DENTAL IN VITRO

3.3.1 Preparo dos dentes deciduos e permanentes

Foram selecionados dentes deciduos e permanentes, anteriores, superiores e
inferiores, recém-extraidos de humanos, apresentando a coroa higida e mantidos em agua
destilada. Apos a realizacao da profilaxia dental com pedra pomes e agua, os dentes
permanentes foram submetidos a seccdo transversal para separagao da raiz, a 2 mm além
da juncao cemento-esmalte, com o uso de discos de carburundum. Os dentes deciduos nado
foram submetidos a realizacdo deste procedimento devido ao avancado processo de
reabsorcdo fisiolégica da raiz. A regido cervical de todos os dentes foi selada com resina
composta (Figura 4).
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Figura 4. Esquema ilustrativo do preparo dos dentes permanentes para o estudo de alteragdo de cor,
incluindo profilaxia, seccdo transversal das raizes, preenchimento cervical com resina composta,
insercao dos dentes na matriz individualizada para leitura de cor padronizada e simulagdo do
bochecho por meio de um agitador.

Para padronizacao das leituras de cor na mesma regiao da coroa, foi confeccionada
uma matriz individualizada utilizando como base um suporte plastico com tampa. Sobre a

base foi inserido resina acrilica junto aos dentes para sua imobilizacdo (Figura 5).
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Figura 5. Matriz individualizada utilizada para a leitura de cor de dentes deciduos (superior) e
permanentes (inferior)
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3.3.2 Divisdo dos grupos experimentais

Apds o preparo dos dentes deciduos e permanentes, estes foram aleatoriamente
divididos em 3 grupos, sendo um grupo experimental com 10 dentes (EGCG a 4000ug/mL),
um grupo controle positivo com 10 dentes (clorexidina a 0,12%, (Periogard® sem alcool) € um

grupo controle negativo com 5 dentes (agua destilada), listados na Tabela 5.

Tabela 5. Grupos experimentais e controles, material utilizado e nimeros de dentes utilizados na analise de
alteracdo de cor dental.

Dentes Dentes
Grupos Material i
deciduos permanentes
Epigalocatequina-3-galato (EGCG) + agua
Experimental P9 q 9 ( ) J 10 10
destilada X%
Controle positivo Clorexidina 0,12% (Periogard®) 10 10
Controle negativo Agua destilada 5 5

3.3.3 Andlise da Cor dos Dentes

A cor da coroa dos dentes foi determinada com auxilio do espectrofotometro digital
VITA Easyshade (Wilcos Brasil Industria e Comércio Ltda, SP, Brasil) (Figura 6) no
Laboratdrio do Departamento de Materiais Dentarios e Prétese, por gentileza da Profa. Dra.

Fernanda de Carvalho Panzeri Pires-de-Souza.

Figura 6. Aparelho VITA Easyshade utilizado para leituras de cor dental

O padrao de observacao, simulado pelo colorimetro espectrofotométrico, seguiu o
sistema CIELab recomendado pela CIE (Comission Internationale de I’Eclairage). Este

consiste de dois eixos a* e b*, que possuem angulos retos e representam a dimensao de
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matiz e saturacdo das cores verde-vermelha e azul-amarela, respectivamente. O terceiro
eixo, L*, representa a luminosidade (branco-preto) e é perpendicular ao plano a*b*. Com
este sistema as cores sdao determinadas nas coordenadas L*, a* e b* (Figura 7).

White
L*

Black

Figura 7. Sistema de coordenadas de cores de CIE L*a*b*.
(Fonte: disenoypreimpresionmozadr.wordpress.com)

As leituras de cor dos dentes foram realizadas antes da realizacdo da primeira
simulacao de bochecho (cor inicial) e apds 1, 5, 10, 30 simulagles realizadas com duragao
de 1 minuto com as 3 diferentes solugOes. Para a simulacao, os frascos contendo os dentes
e as solugdes foram mantidos sob agitagcdo (Incubadora Shaker com Plataforma Universal —
Marconi) na velocidade de 300 rpm. As medigdes foram sempre efetuadas no mesmo
ambiente, por um Unico operador, previamente calibrado. Apds cada bochecho os dentes
foram imersos em agua destilada e secos com papel absorvente para realizacdo da leitura.
Para a correta leitura, os dentes foram colocados na matriz sobre um fundo branco padrao.
Foram realizados orificios na tampa do suporte plastico com broca minicut para auxiliar no
posicionamento do aparelho de leitura. Os dentes tiveram sua cor avaliada no terco médio
da coroa, onde o feixe de luz do aparelho era sempre direcionado na mesma regiao,

permitindo uma padronizacao na realizacao das leituras (Figura 8).
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Figura 8. Imagem representativa da leitura da cor dental em dentes
deciduos utilizando o VITA Easy Shade sobre a matriz individualizada
com fundo branco padrao.

Os valores absolutos de L*, a* e b* foram obtidos a partir de trés leituras de cada

amostra, sendo o valor médio considerado resultado final.

3.3.4 Andlise da Reversibilidade de Alteracdo na Cor dos Dentes

Para a analise da reversibilidade na alteracdo de cor, causada pela nova formulagdo
de EGCG, novas leituras de cor foram realizadas antes da realizacdo de bochechos simulados
(cor inicial), apds a simulacdo de 30 bochechos e apds a realizagdo de profilaxia dental
realizada com escovas de Robson (Preven Industria e comércio de produtos odontoldgicos,
Parana, Brasil) e pasta profilatica (Herjos, Vigodent, Rio de Janeiro, Brasil), durante 1
minuto. A cor da coroa dos dentes foi determinada com auxilio do espectrofotometro digital
VITA Easyshade, utilizando o mesmo protocolo de leitura de cor citado anteriormente. Este
estudo foi realizado apenas em dentes deciduos (n=5 dentes) e a solugao de EGCG foi
avaliada apenas na concentracdo final obtida para uso clinico.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

O percentual de redugao microbiana /in vivo foi realizado por meio da analise de
variancia (one-way ANOVA) seguida do pds-teste de Tukey. Os resultados de alteracdo de
cor dental foram submetidos a andlise de variancia (one-way ANOVA) com medidas
repetidas, seguida do pos-teste de Dunnet, utilizando os valores absolutos de L*, a* e b*.
Os dados foram analisados usando-se o programa estatistico Graph Pad Prism 4 (Graph Pad
Software Inc, San Diego, CA, EUA), com intervalo de confianca de 95%.
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4 RESULTADOS
4.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO

4.1.2 Determinacdo da concentragdo inibitoria minima (CIM)

Os ensaios de CIM in vitro mostraram que a formulacao de EGCG inibiu o crescimento
de todos os microrganismos cariogénicos avaliados (S. mutans, S. sobrinus e L. casei). A
presenca de crescimento bacteriano é indicada pela coloracdo résea, que significa a
metabolizacdo bacteriana do sal de rezasurina. A inibicdo do crescimento bacteriano é
indicada pela cor azul escuro.

A CIM verificada para o S. mutans foi de 125 pg/mL, ou seja, esta foi menor

concentragao capaz de inibir visivelmente o crescimento bacteriano (Figura 9).

CIM - S. mutans
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Figura 9. Microplaca de cultura ilustrando a CIM (125 pg/mL) da solugdo de EGCG sobre o S.
mutans (colunas da esquerda). As colunas da direita ilustram o controle positivo, controle de
esterilidade do meio, da dgua e a concentracgdo inicial de EGCG (4000 pg/mL). A coloracdo rdsea
indica presenga de crescimento bacteriano e a coloragdo azul indica auséncia de crescimento
bacteriano.
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A CIM verificada para o S. sobrinus e para o L. casei foi de 750 pg/mL, ou seja,
esta foi menor concentragao capaz de inibir visivelmente o crescimento bacteriano (Figuras
10 e 11).

CIM - S. sobrinus

Figura 10. Microplaca de cultura ilustrando a CIM (750 pg/mL) da solugdo de EGCG sobre o S.
sobrinus (colunas da esquerda). As colunas da direita ilustram o controle positivo, controle de
esterilidade do meio, da agua e da concentragdo inicial de EGCG (4000 ug/mL). A coloracdo rdsea
indica presenca de crescimento bacteriano e a coloragdo azul indica auséncia de crescimento
bacteriano.
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CIM - L. casei

)4

Figura 11. Microplaca de cultura ilustrando a CIM (750 pg/mL) da solucdo de EGCG sobre o L.casei
(colunas da esquerda). As colunas da direita ilustram o controle positivo, controle de esterilidade do
meio, da agua e da concentracdo inicial de EGCG (4000 pg/mL). A coloragdo rdsea indica presenca de
crescimento bacteriano e a coloracdo azul indica auséncia de crescimento bacteriano.

4.1.3 Determinacdo da concentracdo bactericida minima (CBM)

Os ensaios de CBM /n vitro mostraram que a formulacdo de EGCG apresentou acao

bactericida sobre todos os microrganismos cariogénicos avaliados (S. mutans, S. sobrinus e

L. casei).

A CBM verificada para o S. mutans foi de 250 pg/mL (Figura 12).
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CBM - S. mutans

Figura 12. Placa de Petri ilustrando a CBM da solucao de EGCG sobre o S. mutans (seta: 250 pg/mL)

A CBM verificada para o S. sobrinus e para o L. caseifoi de 1000 pg/mL (Figuras 13
e 14).
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CBM - S. sobrinus

Figura 13. Placa de cultura de S. sobrinus para a determinacdo da CBM. Valor da CBM igual a 1000 pg/mL.
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BM - L. casei

Figura 14. Placa de cultura de L. casei para a determinacdo da CBM. Valor da CBM igual a 1000
Hg/mL.

4.1.4 Sintese dos resultados de CIM e CBM

Os resultados de CIM e CBM estao sintetizados na Tabela 6.

Tabela 6. Microrganismos estudados com os valores obtidos de CIM e CBM.

Bactérias CIM (ug/mL) CBM (ug/mL)
S. mutans 125 250
S. sobrinus 750 1000

L. casel 750 1000
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4.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VIVO

O estudo /in vivo da eficacia da formulacao de EGCG iniciou-se com a realizacao de
bochechos na concentragao de 1000 pg/mL, correspondente a CBM encontrada no estudo in
vitro, efetiva para todas as cepas bacterianas avaliadas. A seguir a concentracdo foi sendo
gradativamente dobrada até que atingisse um percentual de reducao microbiana préximo ao
controle positivo (clorexidina 0,12 %, Periogard®), que foi obtido na concentracao de 4000
Mg/mL. A avaliacdao in vivo foi realizada em 2 criangas para cada concentracao testada de
EGCG (1000, 2000 e 4000 pg/mL), em 2 criancas para a clorexidina e 2 criancas para a agua
destilada.

Os resultados foram expressos em percentual de redugdo microbiana e estdo
apresentados na Tabela 7 e Figura 15. O percentual médio de reducdo microbiana da
formulagdo de EGCG na concentragao de 4000 pg/mL (86,48%) foi semelhante ao da
clorexidina (89,89%) e superior as demais solugdes testadas. A agua apresentou redugao

inferior a ambas solugdes (52,30%).

Tabela 7. Concentracdo e percentual de reducdo microbiana referente ao bochecho com as solucdes de EGCG,
CHX ou agua destilada.

Solucao Pacientes Concentragao Percentual de reducao Média (+ Desvio
microbiana (%) Padrao)
1 1000 pg/mL 79,56 76,06 (+ 4,95)
2 72,55
EGCG 3 2000 pg/mL 77,83 80,42 (% 3,65)
4 83,0
5 4000 pg/mL 87,0 86,48 (+ 0,73)
6 85,96
CHX 7 0,12% 81,58 89,90 (+ 11,76)
8 98,21
Agua 9 --- 45,33 52,30 (+9,85)
Destilada 10 59,26
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Percentual de reducao microbiana in vivo

Reduc¢ao microbiana (%)

Figura 15. Percentual de redugdo microbiana /n vivo de S. mutans, S. sobrinus e
lactobacilos ap6s a realizacdo de bochechos com EGCG nas concentrages de 1000
2000 e 4000 pg/mL, clorexidina ou agua destilada. * Diferenca estatistica
significante (p< 0,05).

A reducao observada durante a contagem de UFC/mL de saliva de criangas que
fizeram o uso do bochecho com EGCG e o aspecto morfoldgico das colonias de estreptocos

do grupo mutans estao ilustrados nas Figuras 16 e 17, respectivamente.
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INICIAL APOS BOCHECHO COM EGCG

Figura 16. Placas de Petri ilustrando a reducdo no crescimento de microrganismos (S. mutans e
S. sobrinus) antes e apos a realizacdo do bochecho com a solugdo de EGCG.

Figura 17. Fotografia ilustrativa do aspecto morfoldgico caracteristico das col6nias dos
estreptococos do grupo mutans presentes na saliva em placa de Petri, vizualizado durante a
contagem de UFC/mL. A seta em amarelo indica 5. mutans e a seta em vermelho indica S.
sobrinus.
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Assim, neste estudo piloto, foi observado que as criangas que fizeram o bochecho
com a solugdao de EGCG na concentracao de 4000 pg/mL tiveram um percentual de redugao
semelhante ao encontrado aquelas criancas que realizaram o bochecho com a solucao de

clorexidina.

4.3 ALTERACf\O DE COR DENTAL IN VITRO

Em dentes deciduos, a aplicacao de agua destilada ndo resultou em diferenca estatistica
significativa nos valores absolutos da coordenada L* apds a realizacao de 1, 5, 10 ou 30
simulagoes de bochechos (p> 0,05), quando comparados com o valor absoluto inicial. Nos
valores absolutos das coordenadas a* e b*, verificou-se diferenca estatistica significativa
apenas apos a realizacdo de 5, 10 e 30 simulagdes de bochecho (Figura 18).

Em dentes deciduos, a aplicacdo da solucao de clorexidina ndo resultou em diferenca
estatistica significativa nos valores absolutos da coordenada L* apds a realizacdo de 1, 5 ou
10 bochechos (p> 0,05), quando comparados com o valor absoluto inicial. Apds a simulagdo
de 30 bochechos, verificou-se diferenca estatistica significativa. Para as coordenadas a* e b*
verificou-se diferenca estatistica significativa em relacdao a cor inicial, apenas apds a
realizagao de 5, 10 e 30 simulagdes de bochechos (Figura 19).

Em dentes deciduos, a aplicagdao da formulacdo de EGCG ndo resultou em diferenca
estatistica significativa nos valores absolutos da coordenada L* apds a realizacdo de 1, 5 ou
10 bochechos (p> 0,05), quando comparados com o valor absoluto inicial. Apds a simulagao
de 30 bochechos, verificou-se diferenca estatistica significativa. Para as coordenadas a* e b*
verificou-se diferenca estatistica significativa em relagao a cor inicial apds a realizagao de 1,
5, 10 e 30 simulagdes de bochechos (Figura 20).

Em dentes permanentes, a aplicagdo de agua destilada ndo resultou em diferenca
estatistica significativa nos valores absolutos das coordenadas L*, a* e b* apos a realizagao
de 1, 5, 10 ou 30 simulagbes de bochechos (p> 0,05), quando comparados com o valor
absoluto inicial (Figura 21).

Em dentes permanentes, a aplicagao das solucdes de clorexidina e EGCG apresentaram
resultados semelhantes (p< 0,05). Apds a simulacdo de 1, 5, 10 e 30 bochechos, ambas as
solucOes apresentaram diferenca estatistica significativa nas coordenas L*, a * e b*, quando

comparados com o valor absoluto inicial (Figuras 22 e 23).
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Dentes deciduos - Agua destilada
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Média 91,20 -0,36 31,22 92,46 -0,74 30,88 92,30 -0,94 29,88 92,74 -1,08 29,72 92,60 -1,48 27,80
DP 3,51 2,01 5,68 1,44 1,79 5,32 0,88 1,64 5,24 1,12 1,49 5,02 1,38 1,38 4,33

Figura 18. Média e desvio padrdo (DP) dos valores absolutos das coordenadas L*, a* e b* dos dentes deciduos
apdés 0, 1, 5, 10 e 30 simulagGes de bochechos com agua destilada, com duragdo de 1 minuto cada. Diferenga
estatistica ndo significante: NS. Diferenca estatistica significante: * (p< 0,01), ** (p< 0,001) e *** (p< 0,0001).
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100+ Dentes Deciduos- CHX
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CHX Inicial 1 bochecho 5 bochechos 10 bochechos 30 bochechos
DD L* ax* b* L* a* b* L* ax* b* L* a* b* L* a* B*
Média 89,36 -1,84 25,68 89,56 -1,42 27,94 88,04 -0,31 31,16 87,91 -0,48 31,35 86,14 0,22 33,32
DP 3,51 1,83 6,46 5,15 1,97 5,06 6,08 1,71 3,37 5,76 1,54 3,36 5,56 1,42 3,25

Figura 19. Média e desvio padrao (DP) dos valores absolutos das coordenadas L*, a* e b* dos dentes deciduos
apos 0, 1, 5, 10 e 30 simulagBes de bochechos com clorexidina, com duragdo de 1 minuto cada. Diferenca
estatistica ndo significante: NS. Diferenga estatistica significante: * (p< 0,01), ** (p< 0,001) e *** (p< 0,0001).
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Dentes deciduos - EGCG
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Média 91,32 -2,89 22,36 89,11 -0,14 29,80 88,59 0,14 29,85 88,25 -4,43 29,30 87,38 0,39 31,00
DP 3,87 0,84 3,41 5,72 1,41 2,72 5,96 1,81 3,77 4,50 2,00 4,44 4,93 2,02 3,95

Figura 20. Média e desvio padrdo (DP) dos valores absolutos das coordenadas L*, a* e b* dos dentes deciduos
apbs 0, 1, 5, 10 e 30 simulagdes de bochechos com EGCG, com duracao de 1 minuto cada. Diferenca estatistica
ndo significante: NS. Diferenga estatistica significante: * (p< 0,01) e *** (p< 0,0001).
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Dentes Permanentes - Agua destilada
NS
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Agua Inicial 1 bochecho 5 bochechos 10 bochechos 30 bochechos

DP L* a* b* L* a* b* L* a* b* L* a* b* L* a* b*

Média 90,66 -0,30 38,68 89,74 -1,44 27,82 90,62 -1,00 29,46 91,06 -0,74 31,14 89,92 0,02 33,32
DP 8,51 3,35 10,96 8,20 1,75 6,96 7,67 2,17 7,05 8,36 2,07 747 8,71 2,21 6,66

Figura 21. Média e desvio padrdo (DP) dos valores absolutos das coordenadas L*, a* e b* dos dentes
permanentes apos 0, 1, 5, 10 e 30 simulacdes de bochechos com agua destilada, com duracdo de 1 minuto cada.
Diferenga estatistica ndo significante: NS.
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Dentes Permanentes - CHX
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Figura 22. Média e desvio padrdo (DP) dos valores absolutos das coordenadas L*, a* e b* dos dentes
permanentes apos 0, 1, 5, 10 e 30 simulagdes de bochechos com clorexidina, com duragdo de 1 minuto cada.
Diferencga estatistica significante: * (p< 0,01) e *** (p< 0,0001).
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Dentes Permanentes - EGCG
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DP Inicial 1 bochecho 5 bochechos 10 bochechos 30 bochechos

EGCG L* a* b* L* a* b* L* a* b* L* a* b* L* a* b*

Média 82,48 -2,12 22,20 90,84 1,47 33,84 90,75 1,74 34,70 91,22 1,78 35,83 89,84 2,64 36,90
DP 6,54 1,61 5,58 5,99 2,94 6,47 5,29 3,08 6,85 5,26 3,14 6,96 512 3,28 6,55

Figura 23. Média e desvio padrdo (DP) dos valores absolutos das coordenadas L*, a* e b* dos dentes
permanentes apoés 0, 1, 5, 10 e 30 simulagdes de bochechos com EGCG, com duragdao de 1 minuto cada.
Diferenca estatistica significante: *** (p< 0,0001).
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4.3.1 ANALISE DA REVERSIBILIDADE DE ALTERACAO NA COR DOS DENTES

Na analise da reversibilidade na alteragao de cor dental causada apds a aplicacdo da
nova formulacdo de EGCG, verificou-se que, apds a simulacao de 30 bochechos houve
alteragdo de cor dental em todas coordenadas avaliadas (L*, a* e b*). No entanto, apos a
realizagdo de profilaxia dental com escovas de Robson e pasta profildtica os valores

absolutos das coordenadas L* e b* retornaram a cor inicial (Figura 23).

EGCG
Antes e apés a profilaxia dental
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DP Inicial 30 bochechos Ap6s Profilaxia
EGCG L* a* b* L* a* b* L* a* b*
Média 93,66 -1,48 27,64 91,32 -0,68 26,24 93,46 -0,98 26,50
DP 0,72 1,38 4,16 1,41 1,10 5,56 94,80 0,77 32,86

Figura 24. Média e desvio padrao (DP) dos valores absolutos das coordenadas L*, a* e b*, iniciais (0), apds a
simulacado de 30 bochechos (30) e apds a realizagdo de profilaxia dental (P). Diferenca estatistica nao
significante: NS. Diferenca estatistica significante: * (p< 0,01), ** (p< 0,001) e *** (p< 0,0001).
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5 Discussio

Atualmente o agente antimicrobiano de uso bucal mais utilizado e considerado
padrao ouro na literatura é o digluconato de clorexidina, que apresenta elevado espectro de
acao antimicrobiana e efeito residual (Lang et al., 1986; Gjermo et al., 1970; Jones, 1997,
Mathur et al.,, 2011; Garcia-Caballero et al., 2013; Neturi et al., 2014; Mouchrek et al.,
2015). No entanto, com o uso prolongado este agente apresenta efeitos colaterais
indesejaveis para adultos e, principalmente para criancas, incluindo a descamacao de
mucosas, alteracao de paladar e alteracdo na cor de dentes e restauragdes (Loue et al.,
1976; Jones, 1997; Quirynen et al., 2005; Mathur et al., 2011; Supranoto et al., 2015). Até o
momento nao existe um agente antimicrobiano ideal, com efetiva acao antimicrobiana, efeito
residual e auséncia de efeitos colaterais. Por este motivo, o objetivo do presente estudo foi
desenvolver uma formulacdo a base de um extrato de planta para uso tdpico bucal, que
apresentasse atividade antimicrobiana contra microrganismos cariogénicos e pudesse ser
utilizado com seguranca em criancas portadoras de alto risco e alta atividade da doenca
carie.

Em todo o mundo, uma grande diversidade de plantas medicinais vém sendo
popularmente utilizadas para o tratamento de diferentes doencas. No entanto, o potencial
terapéutico de muitos extratos naturais ainda é limitado, sendo necessaria a realizagao de
investigacOes cientificas que confirmem suas propriedades benéficas para a salde, incluindo
a acdo antimicrobiana. A Camellia sinensis é a planta que da origem aos chas branco, verde,
preto e QOolong. Devido ao seu processo de produgao, o cha verde apresenta mais
catequinas do que os outros tipos de chds. Dentre as catequinas presentes no cha verde, a
mais ativa biologicamente é a Epigalocatequina-3-galato (EGCG), que foi recentemente
isolada e purificada, e apresenta comprovada agao antimicrobiana, antioxidante, anti-
inflamatdria, anti-hipertensiva, antitumoral, mineralizadora e regeneradora em diferentes
condigOes patoldgicas (Ikigai et al., 1993; Yang et al., 1998; Anghileri e Thouvenot, 2000;
Stapleton e Taylor, 2002; Nakanishi et al., 2010; Wen et al., 2013; Aslan et al., 2014; Sinha
et al., 2014; Yousaf et al., 2014; Butt et al., 2015). Por esse motivo esta catequina derivada
do cha verde foi selecionada no presente estudo para o desenvolvimento da formulacao
tépica de uso bucal, sendo selecionada a EGCG produzida pela Sigma, que apresenta
elevado teor de pureza e solubilidade em agua. Ainda, em estudo anterior realizado por
nosso grupo de pesquisa, foi comprovada sua estabilidade fisico-quimica bem como a
compatibilidade tecidual (Ferreira, 2015).

A avaliagdo da atividade antimicrobiana de extratos vegetais pode ser determinada /n
vitro por meio de testes de sensibilidade que podem ser realizados para qualquer
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microrganismo envolvido em doengas infecciosas que justifiquem a necessidade da
terapéutica antimicrobiana (NCCLS, 2003). No presente trabalho a atividade antimicrobiana
da formulacdo de EGCG foi inicialmente determinada em estudo /in vitro, frente a
microrganismos envolvidos na doenca carie: S. mutans, S. sobrinus e L. casei. A selecao
destas espécies fundamentou-se no fato de serem os principais agentes etioldgicos da carie
dental, devido aos seus varios fatores de viruléncia, como acidogénese e aciduricidade, alta
capacidade de adaptacdo ao ambiente, presenca de adesinas na superficie celular e
producdo de polissacarideos extracelulares (Mattos-Granner, 1999). Estes microrganismos
também vém sendo utilizados em diversos estudos que avaliam a acao antimicrobiana de
diferentes substancias de uso bucal (De Rossi et al., 2005; Esteves et al., 2010; Neturi et al.,
2014; Sharma et al., 2014; Tarasingh et al., 2015).

Diversos métodos laboratoriais podem ser utilizados para avaliar a sensibilidade /in
vitro de bactérias a novos agentes antimicrobianos, como a diluicdo em caldo, realizada por
meio de macrodiluicdo e microdiluicdo, ou diluicdo em agar (Saraiva, 2012). No presente
estudo foi selecionado o método de diluicdo em caldo, realizado por meio da microdiluigdo,
como desenvolvido por Eloff em 1998, que possibilita a determinacao da menor
concentracdo da substancia testada necessaria para inibir o crescimento do microrganismo-
teste, denominada concentragao inibitéria minima (CIM). As vantagens da aplicacdo dessa
metodologia incluem o baixo custo operacional, elevada reprodutibilidade, sendo 30 vezes
mais sensivel que outros métodos utilizados na literatura, necessidade de pequena
quantidade de amostra, possibilidade de avaliacdo de um grande nimero de amostras,
obtencao de um registro permanente (Eloff, 1998), além da simplicidade de execucao e
rapidez, uma vez que varias concentragdes do produto podem testadas em um Unico ensaio
(Libanore, 2008; Gabrielson et al., 2002). Esta metodologia também vem sendo muito
utilizada na literatura principalmente devido a sua sensibilidade e necessidade de utilizacdo
de quantidade minima de reagente, o que possibilita a obtencdo um maior nimero de
réplicas, aumentando a confiabilidade dos resultados (da Silva et al., 2013; Rey et al., 2014;
Inglin et al., 2015). Embora essa técnica possa apresentar algumas limitacOes, tais como a
adesdo de alguns microrganismos a base do poco (Eloff, 1998), precipitacdo de compostos
presentes em alguns extratos e aparecimento de coloracao verde da clorofila em
concentracdo muito alta, que pode interferir na andlise (Ostrosky et al., 2008), essas
limitagdes nao foram observadas no presente estudo.

Para a realizacao de estudos antimicrobianos /n vitro, a selegdo do meio de cultura é
uma etapa muito importante. O meio de cultura consiste na associacdo de substancias que

fornecam nutrientes necessarios ao desenvolvimento (cultivo) de microrganismos fora do seu
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meio natural. O meio de cultura utilizado no presente trabalho foi o caldo BHI (Brain Heart
Infusion), que foi escolhido por permitir um crescimento adequado aos microrganismos
cariogénicos avaliados (Khoo et al., 2005; Esteves et al., 2010; Lee, 2013; Sharma et al.,
2014; Soares et al., 2015). O BHI é composto por nutrientes de cérebro e coracdo de gado,
peptona e dextrose. A peptona e a infusao de cérebro e coracao de gado sao fontes de
nitrogénio, carbono, enxofre e vitaminas e a dextrose é um carboidrato que os
microrganismos utilizam para fermentagao. Este meio também é utilizado para cultivo de
estreptococcos, pneumococos, meningococos, enterobactérias, ndo fermentadores,
leveduras e fungos. Pode ser utilizado na preparagdo do indculo para teste de
susceptibilidade aos antimicrobianos, para realizagao de teste de coagulase em tubo, para
teste de crescimento bacteriano e para teste de motilidade em lamina. Sua cor original é
amarelo claro e limpido, assim, a presenca de turvacao significa que houve crescimento
bacteriano (ANVISA, 2004). No presente estudo, o meio BHI foi eficaz e ofereceu condi¢does
favoraveis para o crescimento e identificacdo dos microrganismos cariogénicos avaliados.
Além da selecao do meio de cultura, outra etapa importante no estudo /in vitro é a
selecao do revelador de crescimento bacteriano. No presente estudo foi utilizado o revelador
resazurina (Resazurin sodium salt powder), um indicador de oxidagao-reducao, que tem sido
utilizado por muito autores para avaliar a viabilidade celular e a contaminagao bacteriana
(Carter et al., 1998; Mann e Markham, 1998; Smith e Townsend, 1999; Fukushima et al.,
2003; Saraiva, 2012). A mudanca de cor de azul para rosa indica reducao de resazurina e
portanto presencga de crescimento bacteriano, sendo assim determinada a CIM, ou seja, a
menor concentracdo da droga que impede esta mudanca de cor. Os métodos colorimétricos
que utilizam a resazurina como revelador sao denominados REMA (Rezasurin microtiter
assay) e seus resultados podem ser facilmente interpretados, sendo ainda uma técnica
rapida, simples e de baixo custo (Palomino et al., 2002), além de ter a vantagem de nao
requer absorcao pela célula bacteriana (Mann e Markham, 1998). Existem relatos que, por
ser testado em meio liquido, podem surgir problemas de contaminagao (Palomino et al.,
2002). Assim, no presente estudo também foi realizado um controle de esterilidade, que
possibilitou definir com seguranca a CIM da EGCG sobre S. mutans (125 pg/mL), S. sobrinus
(750 pg/mL) e L. casei (750 pg/mL). Estudos futuros podem ser realizados para dar
continuidade a avaliacdo da atividade antimicrobiana /n vitro da EGCG, incluindo a
determinacdo da CIM e CBM frente a outros microrganismos, como periodontopatogénicos e
endodontopatogénicos.
Apds a determinacao da CIM e CBM da EGCG /n vitro, frente aos microrganismos

cariogénicos, buscamos avaliar se esta acdo antimicrobiana era mantida /n vivo no ambiente
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bucal, na presenca de componentes salivares e dentais, bem como definir a concentracao
antimicrobiana de uso clinico que mais se aproximasse da clorexidina. Para esta finalidade,
neste trabalho realizamos um estudo piloto visando avaliar o efeito de diferentes
concentragcdes de EGCG na contagem de S. mutans, S. sobrinus e L. casei em amostras de
saliva da cavidade bucal de criangas portadoras de alto risco e alta atividade da doenca
carie, que apresentam portanto indicacdo para a realizacdo de terapia antimicrobiana. A
selecao de criancas nestas condicdes obedeceu critérios anamnésicos e clinicos, avaliados
por meio do preenchimento de ficha especifica, além de critérios microbioldgicos, sendo
incluidas no estudo apenas criancas que apresentavam elevada contagem salivar de
estreptococos do grupo mutans (acima de 10° UFC/mL de saliva).

Para determinar a eficacia e definir a concentracao ideal de uso clinico da formulagdo
de EGCG foi realizada comparacao com um grupo controle positivo, a clorexidina, e um
controle negativo, a dgua. Embora o presente estudo tenha utilizado um ndmero pequeno
de criancas no estudo clinico, tanto no grupo experimental como no controle, este foi apenas
um piloto e estudos clinicos futuros serao realizados com um nimero maior de criangas e
também para avaliar seu possivel efeito residual, por meio de coletas salivares realizadas
algum tempo ap0s a realizagdo de um ou mais bochechos.

No presente estudo realizamos a analise de reducao de microrganismos cariogénicos
presentes na saliva. Amostras de saliva vém sendo muito utilizadas para esta finalidade por
diferentes autores (De Rossi et al. 2005, Cousido et al., 2008; Ferrazzano et al., 2011;
Sanchez-Pérez et al., 2015). No entanto, esta andlise também poderia ser realizada em
amostras de biofilme dental (Guggenheim e Meier, 2011; Neturi et al., 2014; Soares et al.,
2015). Ainda, a coleta de saliva pode ser realizada em amostras obtidas de forma
estimulada, por parafina ou gomas de mascar, ou sem qualquer tipo de estimulagdao, como
no presente estudo e estudos anteriores que comprovam ser este o tipo de saliva mais
indicado para esta andlise (De Rossi et al., 2005; Cousido et al., 2008; Tulsani et al., 2014).
Ainda, quantificacdo de lactobacilos e de estreptococos do grupo mutans na saliva é a
técnica mais indicada para avaliacao do risco de carie dental (Mayer, 1991).

A coexisténcia de S. mutans e S. sobrinus é um importante fator no desenvolvimento
da cérie dental (Lindquist e Emilson, 1991), uma vez que quando ambas as espécies estao
presentes na cavidade bucal evidencia-se maior experiéncia de carie nos individuos que
quando se detecta apenas S. mutans (Kohler e Bjarnason, 1987; Seki et al., 2006). No
presente estudo foi possivel a identificacao e diferenciacdo de ambas espécies do grupo
mutans, o que comprova microbiologicamente a selecdo de criangas com alta atividade de

carie elevada, selecionadas com base em parametros clinicos e anamnésicos.
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Quando se emprega técnicas de cultura microbiana para quantificacdo de
microrganimos, seja em amostras de saliva ou de biofilme dental, a porcentagem de
recuperacao de S. mutans e de S. sobrinus depende, em parte, do meio de cultura
empregado (Emilson e Bratthall, 1976; Dasanayake et al., 1995; Hildebrandt e Bretz, 2006).
A utilizagdo de meios de cultura seletivos, de facil preparacado, é de fundamental relevancia
na area da Cariologia, principalmente para o estudo de populacdes com elevado risco a
carie. O meio de cultura SB-20 foi proposto por Davey e Rogers (Davey e Rogers, 1984). E
um meio de cultura formulado com a adicao de altas concentracdes de sacarose, a fim de
facilitar o crescimento dos estreptococos do grupo mutans, e de altas concentracOes de
bacitracina, para inibir o crescimento de outros estreptococos da cavidade bucal (Hildebrandt
e Bretz, 2006). A seguir, Ito et al. (1993) e Azevedo e Zelante (1994) publicaram estudos
propondo a substituicdo da sacarose por acucar cristal no meio SB-20, reduzindo o custo da
preparacdo desse meio de cultura, que foi chamado de Agar SB-20 modificado. Sabe-se que
o meio SB-20 modificado é seletivo para estreptococos do grupo mutans e por ser incolor,
facilita a diferenciacdo e a contagem de S. mutans e S. sobrinus (Azevedo e Zelante, 1994;
Sato et al., 2005; Nelson-Filho et al., 2006 Saravia et al., 2011). O meio de cultura SB-20
modificado foi o meio utilizado no presente estudo e também vem empregado em diversos
estudos, incluindo os realizados por nosso grupo de pesquisa (Azevedo, 1988; Torres et al.,
1993; Azevedo e Zelante, 1994; Nelson-Filho et al., 1996; Azevedo et al., 1998; Pimenta et
al., 2001; De Rossi et al., 2005; Nelson-Filho et al., 2006; Aysegul et al., 2007; Peixoto et al.,
2009; Saravia et al., 2011; 2013).

0O meio Agar Rogosa SL é um meio seletivo sélido para cultivo de lactobacilos orais e
fecais (Rogosa et al., 1951). Para a determinacdo dos niveis salivares de lactobacilos, este é
0 meio mais indicado, cuja capacidade seletiva é dada pelo baixo pH (5,4) e pela presenca
de azida sddica, que impede o desenvolvimento de bacilos Gram-negativos e de fungos. Este
meio de cultura também foi selecionado na presente pesquisa por ser o mais indicado e
empregado por muitos autores (Kote et al., 2011; Guglielmi et al., 2011; Volokhov et al.,
2012; Gudipaneni et al., 2014; Bai e Vaz, 2015).

Os resultados do estudo /n vivo mostraram que a formulacgao de EGCG também
apresentou atividade antimicrobiana contra microrganismos cariogénicos, sendo a
concentragao de 4000 pg/mL (86,48% de reducao microbiana) a que mais se aproximou da
acao antimicrobiana da clorexidina (89,89% de reducdo microbiana). Embora, até o presente
momento, nao existam estudos que permitam a comparacdao dos resultados de redugdo
microbiana causados apos a utilizacdo da EGCG, acreditamos que esses foram promissores e

positivos. Alguns estudos similares realizados com o cha verde também mostraram
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resultados antimicrobianos muito proximos ao da clorexidina, embora tenham sido inferiores
aos obtidos no presente estudo e realizados em adultos (Ferrazzano et al., 2011; Neturi et
al., 2014). Em um desses estudos, realizados /in vivo por Ferrazzano et al. (2011), o
bochecho com cha verde resultou em baixos nives de estreptococos do grupo mutans em
60% dos individuos adultos avaliados enquanto 42,4% dos individuos apresentaram baixos
niveis de lactobacilos quando comparados com os individuos que usaram o bochecho
placebo. Esta acao eficaz, tanto da EGCG como do cha verde, pode ser explicada pelas
propriedades antibacterianas dos polifendis associados com a inibicdo da aderéncia das
células bacterianas nas superficies dentais (Otake et al., 1991). Embora o custo da
formulacao de cha verde ainda seja bem inferior ao da formulacdo de EGCG, estudos
adicionais devem ser realizados para reduzir custos uma vez que a EGCG nao apresenta
toxicidade tecidual e apresenta atividade antimicrobiana que mais se aproxima da
clorexidina.

Atualmente, o aumento das exigéncias estéticas dos pacientes torna importante a
avaliacdo de possiveis mudancas de cor do dente em decorréncia de novos tratamentos
odontoldgicos (Moreira et al., 2012). Uma vez que a EGCG é derivada do cha verde, uma
bebida com potencial de causar alteragdao de cor dental (Attin et al., 2003), o presente
estudo também avaliou o possivel efeito da sua aplicacdo tdpica na coroa dental de dentes
deciduos e permanentes. A alteracdo de cor foi avaliada apds a simulacdo de realizagdo de 1,
5, 10 e 30 bochechos, visando determinar o possivel manchamento dental apds o uso por
tempo prolongado.

O espectrofotdmetro vem sendo utilizado por varios autores para avaliar alteragdo de
cor dental em materiais restauradores (Attin et al., 2003; Pires-de-Souza et al., 2011;
Moreira et al., 2012; Sabatini et al., 2012) e foi a metodologia escolhida no presente estudo
uma vez que sua analise quantitativa exclui os possiveis erros de subjetividade na avaliacao
de cor (Paul et al., 2002; Moreira et al., 2012). Sabe-se que percepcao de cor por meio de
avaliacdo visual é subjetiva e varia de pessoa para pessoa. Essa subjetividade é resultado de
muitos fatores, como a posicao do objeto observado e do observador com relagdo a
iluminagdo; a cor da luz utilizada para a iluminagdo; metamerismo, fadiga e envelhecimento
do objeto; bem como a fisiologia e o estado emocional do observador (Yannikakis, et al.,
1998). A avaliacdo de cor foi realizada pelo sistema CIELab, com analise dos valores
absolutos de L* a*e b* No entanto alguns estudos utilizam uma férmula para a avaliacdo
do AE (AE = [(AL*)2 + (Aa*)2 + (Ab*)2]1/2. Onde: AE*= alteracdo de cor, AL*= diferenca
do eixo L*, Aa*= diferenca do eixo a*, Ab*= diferenca do eixo b*). Esta férmula é aplicada
para avaliar alteracdo de cor em materiais odontolégicos (Pires-de-Souza et al., 2011;
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Moreira et al., 2012; Sabatini et al., 2012). Esse valor é aceitavel clinicamente quando
inferior a 3.3 (Sabatini et al., 2012; Pires-de-Souza et al., 2011). No entanto existem
controvérsias pois alguns autores consideram como inaceitavel valores de AE maior ou igual
a 2 (O'Brien et al., 1990) ou maior ou igual a 3.7 (Kim e Lee, 2009).

No presente estudo também realizamos o calculo do AE, porém estes ndao foram
confidveis pois todos os grupos foram superiores a 3.3, inclusive a agua, o que seria
clinicamente inaceitavel. Falhas metodoldgicas decorrentes da aplicagao dessa formula
também foram relatadas em estudo recente sobre confiabilidade metodoldgica do sistema
CIELAB, que revelou que as coordenadas a* e b* podem ser correlacionadas, pois estao
localizadas no mesmo plano volumétrico tridimensional, enquanto a coordenada L* sofre
variagdo independente de a* e bH* (Knosel et al., 2012). Por esse motivo optamos pela
apresentacao das conclusdes tendo como base os valores absolutos e independentes das
coordenadas L* a*e b* de acordo com o CIELAB. A avaliagdo da alteracao de cor das
coordenadas L* a*e b* independentes, também vém sendo realizada com confianca por
outros autores (Ferreira, 2013; Shi et al., 2013;).

A utilizacdo de EGCG como enxaguatério na superficie dos dentes causou alteragao
da cor dental semelhante a utilizacdo de clorexidina. Ainda, a alteracdo de cor foi mais
rapida em dentes permanentes, sendo observado alteracdao no valor absoluto L* a partir da
realizacdo de um bochecho, ja em dentes deciduos o valor absouto L* se mostrou alterado a
partir da realizagao de 30 bochechos. A utilizagdo da formulagdo de EGCG e clorexidina
resultaram em alteragao de cor dental de forma semelhante nos valores absolutos de L*, a*
e b*, sendo esta alteracao reversivel para L* e b*, onde os valores retornaram aos iniciais
apds a realizacdo de profilaxia dental; fato ja conhecido apds o uso da clorexidina. Este
estudo foi realizado apenas em dentes deciduos pois ja se sabe que os efeitos da clorexidina
devido ao fato de ambos os dentes, deciduos e permanentes, terem apresentado alteragao
de cor de forma semelhante.

Embora ndo existam na literatura estudos relatando alteracao de cor dental causada
pelo uso da EGCG, a alteracdo de cor dental causada pela clorexidina ja é conhecida como
efeito colateral reversivel (Supranoto et al., 2015). Sabe-se que a clorexidina provoca
alteracdo da cor dos dentes e também de restauracdes (Jenkins et al., 1993; Rovai et al.,
2013; Supranoto et al., 2015). McCoy et al. (2008) relatou alteracao na coloragao dos dentes
e restauracoes em 18% dos pacientes em uso de clorexidina (0,12%) durante o periodo de
14 dias. Em 2006, Guimaraes et al. (2006) mostrou que 55% dos pacientes que utilizaram
enxaguatorio de clorexidina 0,12% apresentaram manchas dentais. No presente estudo
utilizamos apenas dentes deciduos higidos para a avaliacao de cor, assim estudos futuros
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sd0 necessarios para avaliar o possivel efeito da EGCG sobre dentes portadores de lesdes de
carie ou de restauracbes dentais.

Diante dos resultados laboratoriais e clinicos, o presente estudo mostrou resultados
promissores para a possivel utilizacdo da EGCG como solucao antimicrobiana colutéria para
criangas. No entanto, estudos futuros sdao necessarios para aprimorar as propriedade da
formulagdo, principalmente relacionadas a alteracdo de cor dental, além de avaliar a possivel
associacao com corantes, conservantes ou favurizantes, favorecendo seu aspecto visual e
oferecendo sabor agradavel. Ainda, os recentes avancos trazidos pela nanotecnologia, que
se refere a tecnologia utilizada para manipular estruturas pequenas e torna-las mais reativas,
podem proporcionar o desenvolvimento de farmacos mais eficazes em menores
concentragdes, o que poderia reduzir custos, aumentar acao e eliminar o efeito colateral de
alteracao de cor (Adrian et al., 2011, Kwong et al., 2011; Yoncheva e Momekov, 2011).
Assim, também sugere-se o futuro desenvolvimento de outras formulagbes de EGCG

utilizando os beneficios da nanotecnologia, que ajudaria na potencializacdo de seu efeito.
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6 CONCLUSAO

Com base nas metodologias e nos resultados obtidos no presente estudo pode-se
concluir que a formulagdo a base de EGCG desenvolvida apresentou efeito antimicrobiano
contra microrganismos cariogénicos (S. mutans, S. sobrinus e L. casei), in vitro e in vivo, e

causou alteragao de cor dental reversivel.
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ANEXO A — ESPECIFICACOES DO FABRICANTE DA EGCG

3050 Spruce Street
Saint Louis, Missour 83103 USA
Talaphone B00-125-5832 « (314) TT1-5765

2 y Fax (314) 286-7828
email: tachsar @ sial com
sigma-aldrich.com

Productinformation

(-}-EPIGALLOCATECHIN GALLATE
Sigma Prod. No. E4143
Store at 2-8° C

CAS NUMBER: 989-51-5

SYNONYM: (2R,3R}-2-(3,4,5Trihydroxyphenyl)- OH
3, 4-dihydro-1{2H}-benzopyran-3,5,7-triol 3-(3,4,5

trihydroxybenzoate); (-)-Epigallocatechin 3-0O-

gallate’; EGCG’

PHYSICAL DESCRIPTION: o

Appearance: powder r,
Molecular formula: CaHwO4y O“-..
Molecular weight: 458.4 fj"‘
Melting point: 218°C’ a
EM(275 nm) = 11,500 (ethanal)'

Optical rotation: -185° =2° (ethanol)’

STORAGE / STABILITY AS SUPPLIED:

SOLUBILITY:

This is soluble in water at least to 5 mg/mL, giving a clear faint yellow solution. The stability of a solution of
this product in water at a concentration of 0.3 mg/mL was tested. A sample left for 2.5 hours at room
temperature was found to have significantly decreased in purity (from 99.6% to 81.7%, by HPLC). A sample
left for 2 hours at 4°C was found to have decreased only slightly (from 99.5% to 99.3%).

GENERAL NOTES:

Epigallocatechin gallate (EGCG) is a polyphenoclic compound found in green tea leaves. Studies with EGCG
indicate it has antitumor promoting activity.'*

METHOD OF PREPARATION:

It is isolated by extracting the tea leaves with hot water, back-extracted with ethyl acetate. The EGCG is
chromatographically isolated from the organic phase.”

E4143 Page 1 of 2
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(-}-EPIGALLOCATECHIN GALLATE
Sigma Prod. No. E4143

HPLC SYSTEM:*

Column: YMC ODS-A  15cm x 4.6 mm ID Particle size 5 pm
Mobile phase:acetonitrile:ethyl acetate:0.05% HPO. (12:2:86)

Flow rate: 1.0 mLimin

Solvent: Product dissolved at 0.3 mg/mL in water, 20 ulL injected
Detection at 280 nm

Retention time for major peak =12 minutes

Determination of this compound in plasma and urine by HPLC has been reported.®
REFERENCES:

Merck Index, 12th ed., #3568 (1996).

Yamane, T. et al., Cancer Res., 55, 2081 (1995).

Supplier information.

Sigma quality control.

Lee, M.-J. et al., Cancer Epidemicl. Biomark. Prev., 4, 383 (1995).

Ll

Sigma warrants that its products conform to the information contained in this and other Sigma-
Aldrich publications. Purchaser must determine the suitability of the product(s) for their particular
use. Additional terms and conditions may apply. Please see reverse side of the invoice or
packing slip.

E4143 Page 2 of 2
07/15/97 - CKV
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ANEXO B — APROVACAO PELO COMITE DE ETICA

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE RIBEIRAO PRETO

»
¥ oyuiae™®

Comité de Etica em Pesquisa

o,

DECLARACAO

DECLARAMOS, atendendo a requerimento da interessada e de acordo com
os registros deste Comité, que o Projeto de Pesquisa intitulado “Estudo in vivo e in vitro da
eficacia de uma nova formulagdo antimicrobiana para criancas e da alteracio de cor
causada apdés sua aplicacido em dentes deciduos e permanentes” - CAAE n°
45863115.5.0000.5419, sob a responsabilidade da Profa. Dra. Andiara De Rossi Daldegan, foi
submetido para avaliacio do Comité de Etica em Pesquisa desta Faculdade, via Plataforma Brasil,
tendo sido o desenvolvimento do Projeto de Pesquisa aprovado na 1822 Sess&o Ordinaria do CEP,
realizada em 29/07/2015.

Ribeirdo Preto, 13 de agosto de 2015.

Profa. Dra. ilio Hallak Regalo
Coordenadora do CEP/FORP

AVENIDA DO CAFE S/N° - TEL: (16) 3315-0493 - FAX: (16) 3315-4102
14040-904 - RIBEIRAO PRETO - SP - BRASIL
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ANEXO C — TERMOS DE CONSENTIMENTO E ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

N

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

' FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE RIBEIRAO PRETO ]
Ve uap O ODONTOPEDIATRIA
2 us ? USP/ Ribertio Preto

TERMO®E&ZONSENTIMENTO&IVREE&&SCLARECIDO &
(Capitulo IV, itens 1 a 3 da Resolugdo 466/2012 — Conselho Nacional de Saude)

NGs, Pés-graduanda Marina Moscardini Vilela e Prof°. Andiara De Rossi, pesquisadores responsaveis pelo projeto “Estudo
in#vivo e intitro da eficacia de uma nova formulagdo antimicrobiana para criangas e da alteragdo de cor causada apds sua
aplicagdo em dentes deciduos e permanentes”# estamos convidando o (a) participante da pesquisa

(a) RG , sob responsabilidade
de ,
RG: ,CPF a participar desse estudo que serd realizado na

Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto - Universidade de Sdo Paulo.

O objetivo do estudo serad ver se uma substancia tirada do chd verde (bebida que tomamos) pode matar as
bactérias que causam cdrie dental. Isso porque a substdncia que usamos hoje para bochechar e matar as bactérias
(Periogard) pode manchar os dentes e restauragdes, mudar o gosto dos alimentos e machucar os tecidos da nossa boca
(como a gengiva) se usada por muitos dias.

Para nosso estudo a crianga deve cuspir um pouquinho de saliva (2 mL) em um potinho, bochechar a nova
substancia feita de chd verde, ou agua ou Periogard (que ja esta a venda no comércio), pelo tempo de 1 minuto e depois
cuspir novamente a saliva (2 mL). Os potinhos com saliva serdo levados ao laboratério para contar as bactérias que
existiam antes e depois do bochecho.

Em seguida as criangas receberdo todo o tratamento odontoldgico necessério que pode incluir instrugdes de
alimentagdo e higiene da boca, remogdo de placa e de calculo com profilaxia (limpeza dos dentes), restauragdo com
material de obturagdo da cor do dente, aplicagdo de fllor, extragdo (remogdo de dentes), tratamento de canal, caso seja
necessario e outros. Ainda, o bochecho pode diminuir e matar as bactérias de sua boca que causam cérie. E se essa
substédncia for realmente boa, toda a populagdo podera usar esse novo produto e vocés também serdo avisados para
poder usar o produto.

Todos os procedimentos serdo acompanhados pelos pesquisadores. Estes se comprometem a prestar
assisténcia necessdria aos participantes, se houver algum problema relacionado ao tratamento, pelo tempo que for
necessario, até a resolugdo do problema. Esse estudo ndo oferece nenhum risco a saude da crianga, pois se trata de uma
substancia natural que esta presente no cha verde, bebida que as pessoas tomam com frequéncia, e apresenta muitos
efeitos bons para a saude, protegendo contra doengas do coragdo, da pressdo, do sistema nervoso e de doengas causadas
por microrganismos.

Os responsaveis legais tém a garantia de que receberdo respostas a qualquer pergunta e esclarecimentos de
qualquer duvida antes, durante e apods a realizagdo da pesquisa. Qualquer problema relacionado a pesquisa devera entrar
em contato o mais breve possivel com Marina Moscardini Vilela pelo telefone (19) 991815232.

Os responsaveis podem recusar a participagdo da crianga na pesquisa a qualquer momento, sem nenhuma
penalizagdo ou prejuizo, e isso ndo ird causar prejuizo no seu tratamento. Assim ndo sera permitida a continuagdo da

pesquisa nesse participante.

AVENIDA DO CAFE S/N°
14040-904 - RIBEIRAO PRETO - S.P. - BRASIL
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE RIBEIRAO PRETO

TERMO®ESSSENTIMENTO&Resolucio&2866/2012&NS)

‘ODONTOPEDIATRIA
USP | Rioeirio Prefo

E depois bochechar um
liquido que estara nesse
outro potinho.

Existem muitos | Entao vamos
i . bichinhos fazer um estudo
Y°°e §ab|a_que nossa saliva (bactérias) que | pra um novo
C muito |mpor_tante? 'E_Ia estdo na salivae | bochecho  para E s6 cuspir um pouco
ajuda a prevenir a carie, fazem mal aos | tentar diminuir as de saliva em um
mas... nossos dentes e | bactérias da potinho!
gengiva! boca?
&
&
&
&
&
&
. &
&

&

-~

E vocé ficara com esse liquido na boca Depois  vocé
até contarmos até o numero 60 (60 seg). vai cuspir o
Bochechando todo o tempo! liquido.

E pra terminar, é sé
cuspir de novo a saliva
no mesmo potinho de

Assim podemos matar muitas
bactérias da nossa boca e 14 no
laboratorio vou contar quantas

Assino este documento de livre e espontanea vontade, pois concordo com o seu contetdo.

Assinatura8lo&articipante&agesquisal

RG:

CPF:

&
&

Assinatura8lo&esponsavel8egal§ela&rianca &l

RG:

CPF:

antes. morreram! Nao é muito legal?

ol

&

&

&
&

R .G8Marina8Moscardini@/ilela&
CPF: 400.444.338-59

&

Wrof2@ndiara®e&ossi
CPF: 288.258.688-47

AVENIDA DO CAFE S/N°
14040-904 - RIBEIRAO PRETO - S.P. - BRASIL
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ANEXO D — FICHA PARA DETERMINAGAO DO RISCO E ATIVIDADE DE CARIE DENTAL

AVALIACAO DO Ri1sco E ATIVIDADE DA DOENCA CARIE

1. FATORES RELACIONADOS AO HOSPEDEIRO

- Denticdo () Decidua () Mista () Permanente

- Arco Dental () Tipo I de Baume ( ) Tipo II de Baume

- Padrdo das fossas e fissuras () Profundas () Rasas

- Apinhamento Dental () Presente () Ausente

- Selantes de fossas e fissuras () Presentes - Satisfatorios ( ) Ndo () Sim
() Ausentes

- Habitos de higiene bucal: Nimero de escovagoes/dia:

Periodos:
Uso de fiodental ( ) Sim () N&o
Quem escova () Crianga () Responsavel () Ambos

- Fluxo e capacidade tampao salivar (solicitar quando necessario)

* Exposicdo aos Fluoretos

- Fluoreto pré-natal ( ) Ndo () Sim — Posologia:

- Fluoreto na dgua de abastecimento publico( ) Sim () Nao

- AplicagGes topicas de fluoretos ( ) Ndo () Sim - Data

- Bochechos com solugdes fluoretadas ( ) Ndo () Sim — Concentragdo __
- Dentifricios fluoretados () Ndao () Sim — Concentragdo

* Uso de Agentes Antimicrobianos

- Clorexidina ( ) Nao () Sim — Frequéncia:

- Outros:

* Doencas Sistémicas ( )Nao () Sim - Qual?

* Uso crénico de Medicamentos gue reduzem o fluxo salivar ou que contém acucar (xaropes)
( )Nao ( )Sim- Qual

2. FATORES RELACIONADOS A DIETA

- Frequiéncia de ingestdo de alimentos acucarados () As refeicdes () Entre as refeicdes
- Amamentagdo noturna no seio materno () Ndo () Sim - Freqiéncia

- Dorme nacamacomamde( )Ndo ( )Sim

- Faz uso de mamadeira noturna( )Ndao ( )Sim

Composigao da mamadeira

- Realiza higiene bucal apds as mamadas noturnas ( )Ndo () Sim

- Consome, em alta freqiiéncia
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() chicletes () refrigerantes () catchup
() balas () sucos de frutas () chips
() chocolates () bolachas () todinho
() outros:

3. EXAME CLINICO

- Ndmero de manchas brancas ativas () superficies lisas () superficies oclusais
- Ndmero de lesGes de carie com cavitacdo () superficies lisas () superficies oclusais

- Cor e consisténcia das lesdes de carie

- Nimero de superficies dentais restauradas

4.1. INDICE DE HIGIENE ORAL SIMPLIFICADO (IHO-S)

Indice de Greene e Vermillion Simplificado (1964)

: auséncia de biofilme

: até 1/3 da superficie dental

: até 2/3 da superficie dental

: mais de 2/3 da superficie dental

W N = O

0 1 2 3

1- Atribuir escores de 0 a 3 para biofilme e calculo dental nas faces dos dentes indicados na tabela
Dente* /Face Biofilme Dental (0-3) Calculo Dental (0-3)
16 V (ou 55)
11V (ou 51)
26 V (ou 65)
36 L (ou 75)
31V (ou71)
46 L (ou 85)
IHO= Soma + 6

* Apenas dentes totalmente irrompidos. Na auséncia substituir pelo dente adjacente

2- IHO= Soma dos escores + numero de dentes avaliados (6)

3- Resultados: 0-1:Satisfatdrio 1,1-2: Regular  2,1-3: Deficiente >3,1: Muito ruim

CLASSIFICACAO DO Ri1sco/ATIVIDADE DA DOENGCA CARIE

() altorisco () alta atividade
() médio risco () média atividade
() baixo risco () baixa atividade



